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ES 2307 491 T3

DESCRIPCION

Meétodos y medios para la modificacién de caracteristicas de la planta usando la vernalizacién gen VRN2.

La presente invencién se refiere, de manera general, a la modificacién de las caracteristicas de las plantas, espe-
cialmente a la respuesta a la vernalizacion, época de floracion, forma de 1a hoja y/o respuesta de evasién de sombreado
y ha surgido en base a la clonacion del gen VRN2, los alelos mutantes de Arabidopsis thaliana y la identificacion de
homélogos en otras especies.

En diferentes formas de realizacion, la presente invencién asegura la manipulacién de la época de floracion y/o
demds caracteristicas de las plantas. Por ejemplo, regulando la expresion del gen VRN2 a la suba o a la baja. La
presente invencién también se refiere a la modificacién del alcance de la alteracién de una caracteristica relevante de
la planta a través del uso de los alelos de los genes, mutantes y variantes.

Las plantas deben incorporar una gran cantidad de sefiales del entorno para maximizar su éxito reproductivo. Parte
de esta incorporacién debe incluir la percepcion de las estaciones para garantizar la floracion de la planta durante la
estacion correcta (para la que estd adaptada) y para sincronizar su floracién con otros miembros de su misma especie,
aumentando asf las posibilidades de la fertilizacién cruzada. La Arabidopsis thaliana se utiliza como planta modelo
puesto que responde a una amplia variedad de estimulos del entorno que se observan en diversas especies. La floracién
en cepas naturales (ecotipos) de la Arabidopsis puede potenciarse durante dias largos (fotoperiodo aumentado) o
mediante vernalizacidn, un tratamiento por refrigeracion prolongado que simula el frio del invierno. Si bien hoy
en dia se comprenden muchos aspectos de la respuesta del fotoperiodo, la ruta de vernalizacién ha recibido una
atencion relativamente menor. Los inventores han utilizado un mutante de una floracién tardia de Arabidopsis sensible
a la vernalizacion (el mutante del fca)como fondo en el cual aislar los mutantes que exhiben una respuesta a la
vernalizacion reducida, los mutantes del VRN.

Wilson y Dean (Seminars in Cell and Developmental Biology, 7 435-440, 1996) analizaron los dos loci que par-
ticipan en la vernalizacién, el FCA y el FRI. El documento también describe la generacién y andlisis de las plantas
de Arabidopsis thaliana del mutante del “vrn” de floracién tardia en un fondo del fca-I mutante. Se trazé un mapa de
la mutacién del vrnl-1 en el cromosoma 3, mientras que el vrn2-1 de mutacién demostrd estar ligado al feca-1 en el
cromosoma 4.

Chandler, Wilson y Dean (The Plant Journal, 10(4) 637-644, 1996) también describieron la generacién de plantas
mutantes con una respuesta reducida a la vernalizacién y, particularmente, que se refieren a la mutacién del vrnl.

Levy y Dean (The Plant Cell, 10, pag. 1973-1999, Dic. 1998) analizaron los factores que regulan la transicién de
una planta a la floracién y propusieron que los mutantes del vrnl y vrn2 no perciben el frio o no transducen la sefial
fria a través de la ruta de respuesta a la vernalizacion.

La entrada nimero Z97342 a la base de datos de EMBL desvel6 secuencias a partir del cromosoma 4 de A. thaliana,
incluyendo una proteina hipotética con una leve similitud a la ubiquinol-citocromo c reductasa (Bevan, M. y col.)

El documento W096/38560 (John Innes Centre) desvela los 4cidos nucleicos del FCA de A. thaliana y Brassica
napus 'y su uso en la influencia sobre las caracteristicas de floracién de la planta.

La vernalizacién es la estimulacién a baja temperatura de la floracién. También puede ser considerada como el
aspecto frio de la temporada de invierno, que incluye ademds una reduccion de las horas de luz solar. Muchas especies
de plantas que crecen en climas templados o mds frescos tienen un requisito obligatorio de vernalizacién para su
floracion. Estas plantas germinan tipicamente en otofio y durante el invierno como plantas vegetativas, y florecen
en condiciones mds leves en primavera. La vernalizacion acttia asi como un indicador que permite que las plantas
perciban las estaciones y se adapten a los tiempos de floracién, maximizando sus posibilidades de una reproduccién
con éxito.

Son numerosas las especies cuya floracion es importante para la produccién vegetal. Esencialmente, todos los cul-
tivos que crecen de semillas, siendo ejemplos importantes los cereales, arroz y maiz, probablemente el mas importante
(desde el punto de vista de la agronomia) en zonas con clima més cdlido. También el trigo, cebada, avena y centeno en
climas mas templados. Productos importantes de semillas incluyen planta de colza, cafia de azicar, maiz, girasol, soja
y sorgo. Muchas cosechas que se recogen por sus raices crecen, por supuesto, anualmente de semillas y la produccién
de semillas de cualquier tipo depende mucho de la capacidad de floracién, polinizacién y produccién de semillas de la
planta. En la horticultura, el control de los tiempos de floracién es importante. Las plantas horticolas cuya floracion se
puede controlar son: lechuga, endibia y hortalizas del género bréssica, incluyendo repollo, brécoli y coliflor y claveles
y geranios.

La Arabidopsis thaliana es una planta de dia largo facultativa, que florece temprano en dias largos y tardiamente
en dias cortos. Debido a que tiene un genoma pequefio y bien caracterizado, se transforma y regenera relativamente
de manera facil y tiene un ciclo de crecimiento rapido. La Arabidopsis es una planta modelo ideal para estudiar su
floracién y control.
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Ademais de la clonacién del gen VRN2, los inventores han encontrado de forma inesperada que el VRN2 es un
factor de transcripcion, que en si mismo abre numerosas vias interesantes para la aplicacion de la presente invencion.
Sin una teoria de apoyo o sin ninguna limitacién al alcance de la presente invencion, es posible que el VRN2 se solicite
para una respuesta a la vernalizacién normal porque actiia como regulador de genes que, en tltima instancia, provocan
la transicién de un crecimiento vegetativo a uno reproductivo. En dicho modelo, una molécula fria o en direccién 3’
que participa en una percepcion fria puede regular la actividad o expresién de la proteina del VRN2 que, a su vez,
puede regular la expresién de una gran cantidad de genes que, en ultima instancia, provocan la floracion. Ademas,
el fenotipo de evasién de sombreado exhibido por el mutante del vrn2-1 (como se demuestra experimentalmente a
continuacién) es un indicador que el VRN2 también participa en la regulacién de la forma de la hoja, particularmente
en respuesta al aumento de la luz roja lejana. En forma conjunta, estos dos procesos afectados por una deficiencia o
reduccién de la actividad del VRN2 proporcionan varios enfoques de interés agrondmico.

En primer lugar, la expresion forzada del VRN2 (por ejemplo, bajo el control de un promotor fuerte y constitu-
tivo como por ejemplo el promotor Ca MV 35 S) en un fondo silvestre puede utilizarse para alterar el requisito de
vernalizacion de una planta antes de su floracién. Debido a que una gran cantidad de cultivos comerciales de diversas
especies, incluyendo trigo (diploide), cebada y cafia de azicar tienen un requisito de vernalizacién para su floracion,
la modificacién de este requisito, mediante la reduccién de la duracién de la vernalizacién necesaria, el cambio de
temperatura 6ptima o la anulacién del requisito, es de utilidad agronémica. Por ejemplo, una cosecha de invierno que
se puede cultivar y dejar en el suelo durante un periodo més breve que lo habitual (es decir, una reduccién del tiempo
de vernalizacién) puede obtener beneficios de la reduccion del riesgo de dafios asociados con las duras condiciones
climaticas del invierno, puesto que las cosechas estdn expuestas a las condiciones del invierno durante un periodo
breve de tiempo.

En segundo lugar, el descenso del nivel de regulacion de la expresion del VRN2 (por ejemplo mediante un ADNc
del VRN?2 antisentido) puede utilizarse para recapitular la reduccién del fenotipo de evasién de sombreado observado
en los mutantes del vrn2-1. Lo que se puede utilizar en situaciones en las que la recoleccion de la cosecha es un
problema. Segtn la evidencia experimental aqui presentada sobre el fenotipo de los mutantes del vrn2-1, se espera
que dichas plantas exhiban una respuesta menor a dichas condiciones y que produzcan hojas que son basicamente
normales; es decir, como si no hubieran crecido en condiciones densas. El fenotipo de evasién de sombreado normal
es una reduccién del tamafio de la hoja, lo que reduce el sombreado en condiciones muy densas. Los mutantes del vrn2-
1 que no producen VRN2 presentan una reduccién menor en el tamafio de la hoja en condiciones que normalmente
provocarian el fenotipo de evasion de sombreado. Por lo tanto, este efecto puede reproducirse, por ejemplo, utilizando
un ADNc del VRN2 para regular la expresion del VRN2 a la baja, previniendo o reduciendo la respuesta de evasién
de sombreado atin en condiciones muy densas.

En tercer lugar, los dominios individuales aislados de la proteina del VRN2 pueden utilizarse por derecho propio.
La capacidad de unién del ADN de los dedos de zinc del VRN2 puede utilizarse para dirigir o controlar la expresién
del gen de una manera precisa. Los dedos de zinc del VRN2 pueden reconocer las secuencias de ADN especificas
que representan los elementos de sus genes diana normales. La expresion de los genes diana del VRN2 se puede
controlar mediante la creacién de proteinas de fusién que comprenden el dominio del VRN2 de capacidad de unién
del ADN (dedos de zinc) y una activacion o represion del dominio a partir de una proteina heteréloga. Lo que permite
un control exacto de la expresién de estos genes que son generalmente diana del VRN2. Dado que estos genes, solos o
en combinacidn, controlan en dltima instancia la transicion a la floracién (generalmente después de la vernalizacién),
también se puede utilizar su expresion dirigida en otras condiciones para obtener cambios en la floracién y/o en una
0 mds caracteristicas de la planta. La expresion de (habitualmente sensibles a la luz roja lejana) genes diana también
puede controlarse utilizando proteinas de fusién del VRN2 que contienen los dedos de zinc del VRN2. Ademads, se
puede utilizar el uso del dominio de los dedos de zinc del VRN2 en experimentos habituales SELEX o de un hibrido
para revelar los genes diana o secuencias de ADN habitualmente unidas por el VRN2.

El dominio de activacion acida del VRN2 puede utilizarse para regular la actividad de una proteina de fusion,
incluyendo una proteina con capacidad de unién al ADN de especificidad conocida y el dominio de activacién del
VRN?2. Lo que permite la regulacion de los genes diana de las demds proteinas con capacidad de unién al ADN que
participan en la floracién o de los genes diana en procesos completamente no relacionados.

Los inventores han clonado, caracterizado y manipulado el gen del VRN2 de Arabidopsis thaliana (los tipos Co-
lumbia y Landsberg erecta) e identificaron alternativamente formas mutantes y de ayuste, también homoélogas en otras
especies.

Teniendo en cuenta el trabajo experimental de los inventores, un primer aspecto de la presente invencién propor-
ciona un aislado de 4cido nucleico que codifica un polipéptido, incluyendo una secuencia aminoacidica del VRN2
que se muestra en la presente memoria descriptiva (por ejemplo, el identificador de secuencia N°: 2 y el identificador
de secuencia N°: 5), que pueden incluir una secuencia codificadora presentada en este documento (por ejemplo, el
identificador de secuencia N°: 1 y el identificador de secuencia N°: 4).

Se han identificado formas alélicas y formas alternativamente de ayuste del gen. Dichos polipéptidos y acido
nucleico codificador (por ejemplo, como en el identificador de secuencia N°: 8, codificado por el identificador de
secuencia N°: 7) se proporcionan también como un aspecto de la invencién, puesto que son polipéptidos y un acido
nucleico que incluyen las mutaciones identificadas en la presente memoria descriptiva.
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El 4cido nucleico segtn la presente invencién puede tener la secuencia del gen del VRN2 de Arabidopsis tha-
liana, como se indica en el identificador de secuencia N°: identificador de secuencia N°: 3 (secuencia genémica de
Landsberg erecta), identificador de secuencia N°: 4 o identificador de secuencia N°: 6 (secuencia genémica de Colum-
bia) o ser un mutante, variante, derivado, alelo o un homdélogo de la secuencia proporcionada, segin se define en las
reivindicaciones.

Un mutante, variante, derivado, alelo u homdlogo segin la presente invencién tiene la capacidad de afectar la
caracteristica fisica de una planta, especialmente la respuesta a la vernalizacién, tiempo de floracién, forma de hoja
y/o respuesta de evasion de sombreado, segun lo analizado.

Los polinucleétidos que no son 100% idénticos a las secuencias mostradas en este documento, pero que estin
incluidos dentro del alcance de la invencién, se pueden obtener de diversas maneras.

Se pueden obtener otras variantes del VRN2 (por ejemplo, formas alélicas) del gen descrito en este documento
midiendo con sondas las genotecas del ADN gendémico a partir de plantas o células de Arabidopsis thaliana.

Ademés, se pueden obtener otros homdlogos, monocotiledéneos o dicotiledéneos, de plantas. Dichas secuencias se
pueden obtener realizando u obteniendo genotecas de cADN a partir de la divisién de células o tejidos o de genotecas
de ADN genémico a partir de otras especies de plantas y midiendo con sondas dichas genotecas que comprenden todo
o parte de un 4cido nucleico de la invencién en condiciones de rigor medio a alto (por ejemplo, para la hibridacién en
una incubacion durante la noche en soporte sélido (filtro) a 42°C en una solucién con 50% de formamida, 5xSSC (750
mM NaCl, 75 mM de citrato de sodio), 50 mM de fosfato sédico (pH7,6), 5x de solucién de Denhardt, 10% de sulfato
de dextrano y 20 mg/ml de ADN de esperma de salmon, seguida de un lavado en 0,03M de cloruro de sodio y 0,03M
de citrato de sodio (es decir, 0,2x SSC) desde alrededor de 50°C a alrededor de 60°C).

De este modo, la presente invencién proporciona un dcido nucleico aislado que se hibrida a la secuencia nucleoti-
dica mostrada en una figura en este documento en las condiciones de hibridacién y lavado antes mencionadas. Dicho
dcido nucleico es adecuado para su uso como sonda para la deteccién del gen VRN2; por ejemplo, en la transferencia
Southern.

Las secuencias adecuadas de la sonda y el cebador se describen en este documento.

De forma alternativa, los polinucleétidos de la invencién se pueden obtener mediante mutagénesis dirigida de
las secuencias mostradas en las figuras o sus variantes alélicas. Esto puede ser util donde, por ejemplo, se necesitan
cambios imperceptibles en los codones para las secuencias a fin de optimizar las preferencias de codones para una
célula huésped en particular, en la que se expresan las secuencias de polinucledtidos. Se recomiendan otros cambios
en las secuencias para introducir centros de reconocimiento de enzimas de restriccién o para alterar la propiedad o
funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos. También se recomiendan més cambios para representar
cambios de codificacion particulares necesarios para proporcionar, por ejemplo, sustituciones conservativas.

En el contexto de la clonacion, es necesario que uno o mas fragmentos de genes se liguen para generar una
secuencia de codificacién completa. Asimismo, cuando no se obtiene una molécula de 4cido nucleico de codificacién
completa, se puede utilizar una molécula mds pequefia que represente parte de toda la molécula para obtener clones
completos. Se pueden preparar prospectos a partir de clones de cADN parciales y se pueden utilizar para examinar
las genotecas de cADN. Los clones completos aislados se pueden subclonar en vectores de expresion y la actividad se
puede valorar mediante transfeccién en células huésped adecuadas; por ejemplo, con un plasmido indicador.

Las secuencias de control de transcripcion del gen VRN2 se encuentran a 5° hacia el marco de lectura abierto
del gen y se obtienen mediante sondas de la genoteca del ADN genémico con un 4cido nucleico de la invencién. Lo
que se realiza mediante la seleccién de un clon que se hibrida en condiciones de rigor medio a alto y mediante la
secuenciacion del clon a 5° hacia el marco de lectura abierto del gen. En los casos en que s6lo una pequefia parte
de la secuencia estd presente en la region a 5°, se puede utilizar esta secuencia para colocar una sonda nuevamente
en la genoteca hacia la ruta del genoma un poco mds en direccién 5°. El andlisis de la region en direccién 5’ revela
regiones de control para la expresion del gen incluyendo regiones de control comunes a diversos genes (por ejemplo,
cajas TATA y CAAT) y demas regiones, habitualmente ubicadas de 1 a 10.000, como por ejemplo 1 a 1000 6 50 a 500
nucledétidos en direccién 5° del inicio de la transcripcion.

Para confirmar que dichas regiones son regiones de control del gen, se pueden enlazar con un gen indicado (como
por ejemplo b-galactosidasa) y evaluado en cualquier sistema in vitro o in vivo adecuado. Por ejemplo, la construccién
de la regién de control (por ejemplo, que comprende 50 a 500 nucledtidos en direccién 5’ del inicio de la transcripcion)
y el gen indicador se pueden utilizar para producir una planta transgénica. Y el patrén de la expresion, espacial y
embrioldgicamente, se puede comparar con el del gen VRN2. En los casos en los que se encuentran patrones de
expresion similares, la construccién comprende sustancialmente todas las regiones de control del gen silvestre.

El identificador de secuencia N°: 3 y el identificador de secuencia N° 6 muestran la secuencia nucleotidica de la
regién gendmica del VRN2 que incluye un promotor, respectivamente para los ecotipos Landsberg erecta y Columbia
de la Arabidopsis thaliana y también elementos regulatorios a 3’.
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La regi6n de control puede mutar para identificar regiones especificas responsables del control de la transcripcion.
Lo que también se puede lograr mediante varias técnicas muy conocidas, incluyendo los ensayos de registro grafico de
proteccion de la desoxirribonucleasa I en los que la regién de control entra en contacto con un extracto de una célula
en la que se expresa activamente el gen VRN2 y se determinan las regiones de la regién de control que enlazan factores
en ese extracto.

El dcido nucleico aislado, que comprende dichas regiones de control y que se obtiene mediante dicho método,
forma un nuevo aspecto de la presente invencion.

Como se indic6 anteriormente, los cambios en una secuencia para producir un mutante, variante o derivado pueden
realizarse mediante una o més adiciones, inserciones, supresiones o sustituciones de uno o mds nucleétidos en el dcido
nucleico, lo que provoca la adicién, insercién, supresion o sustitucién de uno o mas aminodcidos en el polipéptido
codificado. Por supuesto, se incluyen los cambios en el dcido nucleico que no afectan la secuencia aminoacidica
codificada (“degenerativamente equivalente’).

Las secuencias nucleotidicas preferentes segin la presente invencion se incluyen en este documento. Por ejemplo
consulte el identificador de secuencia N°: 1 y el identificador de secuencia N°: 4, de los cuales las respectivas secuencias
aminoacidicas previstas codificadas de los polipéptidos segtin la presente invencién se presentan en el identificador de
secuencia N°: 2 y el identificador de secuencia N°: 5.

Una secuencia aminoacidica mutante, alélica, variante o derivada segtin la presente invencién puede incluir, en una
secuencia presentada en este documento, un cambio tnico en un aminodcido con respecto a la secuencia presentada con
el respectivo identificador de secuencia N°: o en la respectiva figura, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 6 9 cambios, aproximadamente
10, 15, 20, 30, 40 6 50 cambios o mas de aproximadamente 50, 60, 70, 80 6 90 cambios. Ademds de uno o mas
cambios en la secuencia aminoacidica presentada en la figura correspondiente, una secuencia aminoacidica mutante,
alélica, variante o derivada puede incluir aminodcidos adicionales en el extremo C terminal y/o extremo N terminal.

Una secuencia relacionada con una secuencia especificamente presentada en la presente memoria descriptiva com-
parte la homologia con dicha secuencia. La homologia puede darse en la secuencia nucleotidica y/o a nivel de la
secuencia aminoacidica. El dcido nucleico y/o secuencias de aminodcidos comparten, al menos, el 70% de homologia
con la secuencia codificadora o la secuencia codificada mediante una secuencia nucleotidica presentada en este docu-
mento, por ejemplo el identificador de secuencia N°: 2 o el identificador de secuencia N° 5, preferentemente al menos
alrededor del 80% de homologfa, mds preferentemente al menos alrededor del 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de
homologia.

Como bien se entiende, la homologia en el nivel de los aminoacidos es, generalmente, en términos de similitud o
identidad de aminodcidos. La similitud permite una “modificacién conservativa”. Es decir, la sustitucion de un residuo
hidréfobo como por ejemplo isoleucina, valina, leucina o metionina por otro o la sustitucién de un residuo polar por
otro, como por ejemplo arginina por lisina, dcido glutaminico por 4cido aspartico o glutamina por asparagina. La
similitud puede ser segtn la definicién y determinacién del programa TBLASTN, de Altschul y col. (1990) J. Mol.
Biol. 215: 403-10, que es de uso estdndar en la técnica y es preferente, ya sea de los programas estandar BestFit o GAP,
que son parte del Wisconsin Package, Version 8, septiembre 1994, (Genetics Computer Group, 575 Science Drive,
Madison, Wisconsin, EE.U., Wisconsin 53711). BestFit realiza una alineacién éptima del mejor segmento de similitud
entre las dos secuencias. Las alineaciones éptimas se encuentran introduciendo espacios para maximizar el niimero
de coincidencias con el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (Advances in Applied Mathematics
(1981) 2, pag. 482-489). GAP utiliza el algoritmo de Needleman y Wunsch que alinea dos secuencias completas que
maximizan el nimero de coincidencias y minimizan el niimero de espacios. Generalmente, se utilizan los pardmetros
predeterminados con una penalizacién por creacién de espacio en blanco = 12 y una penalizacién por extension de
espacio en blanco = 4.

La homologia esta, generalmente, por encima de la longitud completa de la secuencia correspondiente presentada
en este documento.

En formas de realizacién muy preferentes, todas las homologias porcentuales a las que se hace referencia en este
documento se refieren a una identidad de secuencia porcentual.

En este contexto, la identidad de la secuencia aminoacidica porcentual (%) con respecto a la secuencia de referencia
particular se define como el porcentaje de residuos de aminodcidos en una secuencia candidata que son idénticos a los
residuos de aminodcidos en la secuencia de referencia, después de la alineacién de las secuencias y de la introduccién
de espacios en blanco, en caso de ser necesario, para lograr la identidad de secuencia porcentual mdxima y sin tener
en cuenta las sustituciones conservativas como parte de la identidad de la secuencia.

Los valores de identidad % utilizados en este documento se pueden determinar mediante WU-BLAST-2 que
se obtuvo a partir de [Altschul y col., Methods in Enzymology, 266:460-480 (1996); http://blast.wustl/edu/blast/
README.html]. WU-BLAST-2 utiliza diversos parametros de bisqueda, la mayoria de los cuales se definen como
valores predeterminados. Los pardmetros regulables se establecen con los siguientes valores: extension de solapamien-
to = 1, fraccién de solapamiento = 0,125, umbral de palabra (T) = 11. Los pardmetros HSPS y HSPS2 son valores
dindmicos y se establecen con el programa, dependiendo de la composicién de la secuencia y composicion particulares
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de la base de datos particular frente a la secuencia de interés que se busca. Sin embargo, los valores se pueden ajustar
para aumentar la sensibilidad.

Un valor de identidad de una secuencia aminoacidica % se determina mediante el nimero de residuos idénticos
coincidentes dividido por el nimero total de residuos de la secuencia “mads larga” en la region alineada. La secuencia
“mds larga” es la que tiene los residuos mds reales en la region alineada (se ignoran los espacios introducidos mediante
WU-Blast-2 para maximizar la puntuacion de alineacion).

De manera similar, la identidad de la secuencia de dcidos nucleicos porcentual (%) con respecto a la secuencia de
dcidos nucleicos de referencia se define como el porcentaje de residuos de nucleétidos en una secuencia candidata que
son idénticos a los residuos de nucledtidos en la secuencia de referencia. Los valores de identidad se pueden determinar
mediante el médulo BLASTN de WU-BLAST-2 fijado para los pardmetros predeterminados, con una extension de
solapamiento y fraccién de solapamiento fijados en 1 y 0,125, respectivamente.

El 4cido nucleico segun la presente invencién puede estar formado esencialmente por o estar formado por la
secuencia codificadora correspondiente. El dcido nucleico segin la presente invencién puede incluir un promotor u
otra secuencia regulatoria (segin lo analizado en otro punto de este documento) y dicha secuencia regulatoria puede
ser heteréloga a la secuencia codificadora. Es decir, que no se enlaza operativa y naturalmente. El 4cido nucleico segin
la presente invencion puede ser un ADNc, puede no tener uno o mds intrones espontdneos o puede presentarse en una
forma no espontinea. Se puede incluir una secuencia codificadora segtn la presente invencién con una molécula de
dcido nucleico mds grande de menos de aproximadamente 10.000 nucledtidos, menos de aproximadamente 5.000 o
menos de aproximadamente 2.000 nucleétidos.

También proporcionado por un aspecto de la presente invencion, hay un dcido nucleico que incluye o estd formado
por esencialmente una secuencia de nucleétidos como complementos de una secuencia nucleotidica que se hibrida
con cualquier secuencia de codificacion de este documento. Otro punto de vista es que, segin este aspecto, el dcido
nucleico se puede hibridar con una secuencia nucleotidica como complemento de cualquier secuencia de codificacién
de este documento. Por supuesto, el ADN tiene generalmente una cadena doble y las técnicas de transferencia por
adsorciéon como por ejemplo la hibridacién Southern se realizan, con frecuencia, después de la separacién de las
cadenas sin una distincidn entre las cadenas que se hibridan. Preferentemente, el 4cido nucleico que se hibrida (o su
complemento) codifica un producto capaz de influenciar una caracteristica fisica de una planta, particularmente una
respuesta a la vernalizacién, época de floracién, forma de la hoja y/o respuesta de evasién de sombreado; por ejemplo,
en Arabidopsis thaliana. Las condiciones preferentes para la hibridacién son conocidas por los expertos en la materia,
pero generalmente son lo suficientemente rigurosas como para que haya una hibridacidn positiva entre las secuencias
de interés a la exclusién de otras secuencias.

El 4cido nucleico, que puede contener un ADN que codifica un polipéptido incluyendo la secuencia aminoacidica
del VRN2 u otro polipéptido desvelado en la presente memoria descriptiva, como genémico o ADNc, puede presentar-
se en la forma de un vector recombinante y, preferentemente, de replicacion. Por ejemplo, un pldsmido, c6smido, fago
o vector binario de Agrobacterium. El acido nucleico puede estar bajo el control de un promotor apropiado u otros
elementos regulatorios para la expresion en una célula huésped, como por ejemplo una célula microbiana, bacteriana o
de la planta. E1 ADN genémico puede contener su propio promotor o demds elementos regulatorios y el ADNc puede
estar bajo el control de un promotor apropiado u otros elementos regulatorios para la expresion en una célula huésped.

Un vector que incluye un dcido nucleico seguin la presente invencién no necesita incluir un promotor u otra se-
cuencia regulatoria, particularmente si el vector se utilizard para introducir el 4cido nucleico en las células para la
recombinacién en el genoma.

Los expertos en la materia pueden construir vectores y protocolos de disefio para la expresiéon de un gen recombi-
nante. Los vectores adecuados se pueden seleccionar o construir con secuencias regulatorias apropiadas, incluyendo
secuencias de promotores, fragmentos de terminadores, secuencias de poliadenilacién, secuencias de intensificadores,
genes de marcadores y demds secuencias segin sea necesario. Para obtener mds informacién consulte, por ejemplo,
Molecular Cloning: a Laboratory Manual 2nd edition, Sambrook y col, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Diversas técnicas y protocolos para la manipulacién del 4cido nucleico, por ejemplo en la preparaciéon de construccio-
nes de dcido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccién de ADN en células y expresion de genes y el andlisis
de proteinas se describen detalladamente en Current Protocols in Molecular Biology, Second Edition, Ausubel y col.
eds., John Wiley & Sons, 1992. Los procedimientos y vectores especificos anteriormente utilizados con gran éxito en
plantas son descritos por Bevan (Nucl. Acids Res. 12, 8711-8721 (1984)) y Guerineau y Mullineaux (1993) (Plant
transformation and expression vectors. En: Plant Molecular Biology Labfax (Croy RRD ed) Oxford, BIOS Scientific
Publishers, pag. 121-148).

Se pueden utilizar marcadores genéticos de seleccién formados por genes quiméricos que confieren fenotipos
de seleccién, como por ejemplo la resistencia a los antibidticos como la kanamicina, higromicina, fosfinotricina,
clorsulfuron, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolidinona y glifosato.

Las moléculas y vectores de 4cido nucleico segun la presente invencién se pueden proporcionar aislados y/o pu-
rificados a partir de su entorno natural, en forma sustancialmente pura u homogénea o libre o sustancialmente libres
de 4cido nucleico o genes de las especies de interés u origen que no sean la secuencia que codifica un polipéptido con
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la funcién requerida. El 4cido nucleico segin la presente invencién puede incluir un ADNc, ARN, ADN gendémico y
puede ser total o parcialmente sintético. El término “aislado” incluye todas estas posibilidades. Cuando se especifica
una secuencia de ADN, por ejemplo, con referencia a una figura (a menos que el contexto requiera lo contrario) se
incluye el equivalente al ARN, sustituyendo U por T en los casos en que ocurra.

Si se introduce un gen seleccionado en una célula, se deben tener en cuenta determinadas consideraciones co-
nocidas por los expertos en la materia. El dcido nucleico que se introducird debe ensamblarse en una construccién
que contenga elementos regulatorios eficaces que son los que realizaran la transcripcién. Debe existir un método para
transportar la construccién a la célula. Una vez que la construccion se encuentra en la membrana de la célula, se pro-
ducird o no la integracién en el material cromosémico endégeno. Finalmente, en lo que respecta a las plantas, el tipo
de célula diana debe ser uno que permita la regeneracion de las células en plantas completas.

Las plantas transformadas con el segmento de ADN que contiene la secuencia pueden producirse mediante técnicas
estandar para la manipulacion genética de las plantas. E1 ADN se puede transformar en células de plantas utilizando
cualquier tecnologfa adecuada, como un vector plasmido Ti desactivado transportado por el Agrobacterium que ex-
plota su capacidad de transferencia del gen natural (EP-A-270355, EP-A-0116718, NAR 12(22) 8711-87215 1984),
bombardeo con particulas o microproyectiles (EE.UU. 5100792, EP-A-444882, EP-A-434616), microinyeccién (do-
cumentos WO 92/09696, WO 94/00583, EP 331083, EP 175966, Green y col. (1987) Plant Tissue and Cell Culture,
Academic Press), electroporacion (EP 290395, WO 8706614), otras formas de entrada directa del ADN (DE 4005152,
WO 9012096, EE.UU. 4684611), entrada del AND mediada por un liposoma (por ejemplo, Freeman y col. Plant
Cell Physiol. 29: 1353 (1984)) o el método con vértice (por ejemplo, Kindle, PNAS EE.UU. 87: 1228 (1990d). Los
métodos fisicos para la transformacién de células de plantas se analizan en Oard, 1991, Biotech. Adv. 9: 1-11.

La transformacion de Agrobacterium es muy utilizada por los expertos en la materia para transformar las es-
pecies dicotiledéneas. Estos son diversos enfoques utilizados para la produccién de rutina de plantas estables, fér-
tiles y transgénicas en casi todas las plantas monocotiledéneas econdémicamente relevantes (Toriyama, y col. (1988)
Bio/Technology 6, 1072-1074; Zhang, y col. (1988) Plant Cell Rep. 7, 379-384; Zhang y col. (1988) Theor Appl Genet
76, 835-840; Shimamoto y col. (1989) Nature 338, 274-276; Datta y col. (1990) Bio/Technology 8, 736-740; Christou
y col. (1991) Bio/Technology 9, 957-962; Peng y col. (1991) International Rice Research Institute, Manila, Philippines
563-574; Cao y col. (1992) Plant Cell Rep. 11, 585-591; Li y col. (1993) Plant Cell Rep. 12, 250-255; Rathore y col.
(1993) Plant Molecular Biology 21, 871-884; Fromm y col. (1990) Bio/Technology 8, 833-839; Gordon-Kamm y col.
(1990) Plant Cell 2, 603-618; D’Halluin y col. (1992) Plant Cell 4, 1495-1505; Walters y col. (1992) Plant Molecular
Biology 18, 189-200; Koziel y col. (1993) Biotechnology 11, 194-200; Vasil, 1. K. (1994) Plant Molecular Biology 25,
925-937; Weeks y col. (1993) Plant Physiology 102, 1077-1084; Somers y col. (1992) Bio/Technology 10, 1589-1594;
W092/14828). En particular, la transformacién mediada por Agrobacterium esta surgiendo ahora como un método de
transformacion altamente eficaz para las monocotiledéneas (Hiei y col. (1994) The Plant Journal 6, 271-282).

La generacion de plantas transgénicas fértiles se ha logrado en cereales arroz, maiz, trigo, avena y cebada (anali-
zado en Shimamoto, K. (1994) Current Opinion in Biotechnology 5, 158-162.; Vasil y col. (1992) Bio/Technology 10,
667-674; Vain y col., 1995, Biotechnology Advances 13 (4): 653-671; Vasil, 1996, Nature Biotechnology 14 pdgina
702).

En los casos en que Agrobacterium no es eficaz, se prefieren el bombardeo con microproyectiles, la electropora-
cion y la entrada directa de ADN. Alternativamente, se puede utilizar una combinacién de diferentes técnicas para
intensificar la eficiencia del proceso de transformacién. Por ejemplo, bombardeo con microparticulas revestidas de
Agrobacterium (EP-A-486234) o bombardeo con microproyectiles para inducir una lesién seguida del cultivo conjun-
to con Agrobacterium (EP-A-486233).

Después de la transformacion, una planta se puede regenerar a partir de células tnicas, tejido calloso o discos
de hojas, procedimientos estindar en la técnica. Casi cualquier planta se puede regenerar completamente a partir
de las células, tejidos y 6rganos de la planta. Las técnicas disponibles se analizan en Vasil y col., Cell Culture and
Somatic Cell Genetics of Plants, Vol I, IT y III, Laboratory Procedures and Their Applications, Academic Press, 1984
y Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 1989.

La eleccién particular de una tecnologia de transformacién se determinard mediante su eficiencia para transformar
determinadas especies de plantas asi como la experiencia y preferencia de la persona que realiza la invencién con una
metodologia particular de su eleccién. Serd evidente para los expertos en la materia que la eleccién particular de un
sistema de transformacién para introducir un 4cido nucleico en las células de las plantas no es esencial o no es una
limitacién para la invencién. Tampoco lo es la técnica elegida para la regeneracion de la planta.

Un gen VRN2, sus versiones modificadas (alelos, mutantes, variantes y sus derivados) y otros dcidos nucleicos
en este documento (incluyendo especies homoélogas) se pueden utilizar para modificar la respuesta a la vernalizacion,
época de floracién, forma de la hoja y/o respuesta de evasiéon de sombreado en una planta transgénica. Un 4acido
nucleico (por ejemplo, un vector) descrito en la presente memoria descriptiva se puede utilizar para la produccién de
una planta transgénica. Dicha planta puede tener un fenotipo modificado, particularmente en términos de respuesta a
la vernalizacidn, época de floracion, forma de la hoja y/o respuesta de evasion de sombreado en comparaciéon con un
tipo silvestre (es decir, una planta que es silvestre para el VRN2 o su correspondiente homdélogo).
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La invencién también incluye una célula huésped transformada con un 4cido nucleico o un vector segtin la presente
invencion, especialmente una planta o una célula microbiana. De este modo, se proporciona una célula huésped como
célula de una planta, incluyendo un 4cido nucleico heter6logo segtin la presente invencién. En la célula, el acido
nucleico se puede incorporar en el cromosoma. Puede haber més de una secuencia nucleotidica heter6loga por genoma
haploide.

Asimismo y segtn la invencién, se proporciona una célula de la planta con su dcido nucleico genémico incorpora-
do, particularmente un 4cido nucleico heter6logo bajo el control operativo de una secuencia regulatoria para el control
de la expresion. La secuencia codificadora puede estar enlazada operativamente a una o mds secuencias regulatorias
que pueden ser heter6logas o extrafias a ese gen; por ejemplo, no asociadas naturalmente con el gen para su expresion.
El 4cido nucleico segtin la invencién se puede colocar bajo el control de un promotor del gen inducible externamente
para colocar la expresion bajo el control del usuario.

Un promotor inducible adecuado es el promotor del gen GST-II-27 que ha demostrado que puede ser inducido por
determinados compuestos quimicos que se pueden aplicar a las plantas en crecimiento. El promotor es funcional en
monocotiledéneas y dicotiledéneas. Por lo tanto, puede utilizarse para controlar la expresién del gen en una variedad
de plantas modificadas genéticamente, incluyendo cosechas de campo como canola, girasol, tabaco, cafa de azicar,
algodén; cereales como trigo, cebada, arroz, maiz, sorgo; frutas como tomates, mangos, melocotones, manzanas,
peras, fresas, bananas y melones y verduras como zanahoria, lechuga, repollo y cebolla. El promotor del GST-11-27 es
también adecuado para su uso en diversos tejidos, incluyendo raices, hojas, tallos y tejidos reproductivos.

Otro aspecto de la presente invencidén proporciona un método para la creacion de dicha célula de la planta que
incluye la introduccién de un 4cido nucleico o un vector adecuado incluyendo la secuencia de nucleétidos en una
célula de la planta y que causa o permite la recombinacion entre el vector y el genoma de la célula de la planta para
introducir la secuencia de nucleétidos en el genoma. La invencidn se extiende a las células de las plantas que contienen
un 4cido nucleico segtin la invencién como resultado de la introduccién del dcido nucleico en una célula ancestral.

El término “heter6logo” puede utilizarse para indicar que el gen o secuencia de nucledtidos en cuestién se ha
introducido en dichas células de la planta (o de un ancestro de la misma) mediante ingenieria genética; es decir,
mediante intervencién humana. Se puede proporcionar una célula de una planta transgénica; es decir, transgénica
para el dcido nucleico en cuestion. El transgen puede ser un vector extra gendmico o incorporado en el genoma,
preferentemente de forma estable. Un gen heter6logo puede sustituir un gen endégeno equivalente. Es decir, uno que
habitualmente realice la misma o similar funcién. O la secuencia introducida puede ser adicional al gen endégeno u
otra secuencia. Una ventaja de la introduccién de un gen heterélogo es la capacidad de colocar la expresién de una
secuencia bajo el control de un promotor de eleccién para que pueda influenciar la expresion, segun la preferencia.
Ademas, se pueden utilizar mutantes, variantes y derivados del gen silvestre; por ejemplo, con una mayor o menor
actividad que el silvestre en lugar del gen endégeno. El 4cido nucleico heterdlogo, exdgeno o extrafio a una célula de
la planta puede ser natural en células de ese tipo, variedad o especie. De este modo, el dcido nucleico puede incluir
una secuencia codificadora o derivada de un tipo en particular de célula, especie o variedad de la planta ubicada en el
contexto de una célula de la planta de un tipo, especie o variedad diferente de la planta. Otra posibilidad es colocar una
secuencia de 4cidos nucleicos en una célula en la que ésta o un homoélogo se encuentren naturalmente, pero en la que
la secuencia de acidos nucleicos esté ligada y/o sea adyacente al 4cido nucleico que no es natural en la célula o células
de este tipo, especie o variedad de la planta, como las enlazadas operativamente a uno o mds secuencias regulatorias,
como una secuencia de un promotor, para el control de la expresién. Una secuencia en una planta u otra célula huésped
puede ser heterdloga, exdgena o extrana.

También se proporcionan las plantas que incluyen una célula de la planta segin la invencién junto con cualquier
parte o propagulo de la misma, semilla, progenie propio o hibrido y descendientes. Una planta segtn la presente in-
vencién puede ser una que no se reproduzca en una o mds propiedades. Se pueden excluir las variedades de las plantas,
particularmente las variedades registradas en los “Plant Breeders’ Rights” (derechos del obtentor). Debe destacarse
que una planta no necesita considerarse una “variedad de planta” simplemente porque contiene en su genoma un
transgen de forma estable, introducido en una célula de la planta o un ancestro de la misma.

Ademds de una planta, la presente invencién proporciona cualquier clon de dicha planta, semilla, progenie propio
o hibrido y descendientes y cualquier parte de éstos como puede ser un esqueje o semilla. La invencién proporciona
cualquier propagulo de la planta que pueda utilizarse para la reproduccién o propagacion, sexual o asexual, incluyen-
do esquejes, semillas, etc. También incluida en la invencién estd la planta que es un progenie, clon o descendiente
generado sexual o asexualmente a partir de dicha planta o cualquier parte o propigulo de dicha planta, progenie, clon
o descendiente.

La invencién ademds proporciona un método para influenciar o afectar la caracteristica fisica de una planta, parti-
cularmente la respuesta a la vernalizacién, época de floracion, forma de la hoja y/o respuesta de evasion de sombreado,
incluyendo un método para provocar o permitir la expresién de una secuencia nucleotidica heteréloga, segin lo anali-
zado en las células de la planta.

La invencion ademads proporciona un método para inducir la expresion a partir de un acido nucleico que codifica
un polipéptido del VRN2, un mutante, variante, alelo o derivado de la secuencia o un homélogo, segtin la divulgacién
en la presente memoria descriptiva, en las células de una planta (produciendo, por lo tanto, el polipéptido codificado)
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después de un paso anterior de introduccién del 4cido nucleico en una célula de la planta o de un ancestro de la
misma. Dicho método puede influenciar o afectar una caracteristica de la planta, como puede ser la respuesta a la
vernalizacién, época de floracién, forma de la hoja y/o respuesta de evasién de sombreado. Lo que se puede utilizar
junto con cualquier otro gen, como por ejemplo los transgenes que participan en la floracién (por ejemplo, FCA) u
otra caracteristica o propiedad deseada fenotipicas.

La presente invencion también incluye el producto de la expresion de cualquier secuencia nucleotidica desvelada
y los métodos de realizacion del producto de la expresion mediante la expresion a partir de un 4cido nucleico de
codificacidn y, por lo tanto, en condiciones adecuadas, que se puede dar en células huésped adecuadas. Después de la
expresion, el producto se puede aislar a partir del sistema de expresioén y se puede utilizar segtin se desee, por ejemplo,
en la formulacién de una composicién que incluye, al menos, un componente adicional.

Se puede utilizar una proteina purificada segtin la presente invencién o un fragmento, mutante, derivado o variante
de la misma; por ejemplo, producidos de forma recombinante mediante la expresion a partir de un 4cido nucleico de
codificacién para crear anticuerpos que emplean técnicas estdndar. Se pueden utilizar los anticuerpos y polipéptidos
que comprenden los fragmentos de unién al antigeno de anticuerpos para la identificacién de homdlogos a partir de
otras especies, como se analizard posteriormente, también para la identificaciéon de complejos con una proteina del
VRN2.

Los métodos de produccién de anticuerpos incluyen la inmunizacion de un mamifero (por ejemplo: un ser humano,
ratén, rata, conejo, caballo, cabra, oveja o0 mono) con la proteina o un fragmento de la misma. Los anticuerpos se
pueden obtener a partir de animales inmunizados, utilizando diversas técnicas conocidas. Estos anticuerpos se pueden
detectar utilizando, preferentemente, la unién del anticuerpo a un antigeno de interés. Por ejemplo, se pueden utilizar
las técnicas de inmunotransferencia tipo Western o de inmunoprecipitacion (Armitage y col, 1992, Nature 357: 80-
82). Los anticuerpos pueden ser poli o monoclonales.

Como una alternativa o complemento para la inmunizacién de un mamifero, los anticuerpos con especificidad de
capacidad de unién correspondiente se pueden obtener a partir de una genoteca producida de forma recombinante
formada por dominios variables de inmunoglobulina expresada. Por ejemplo, utilizando un bacteri6fago lambda o
bacteridfago filamentoso que muestra los dominios de unién de la inmunoglobulina funcional en sus superficies.
Consulte, por ejemplo, el documento W092/01047.

Los anticuerpos creados para un polipéptido o péptido se pueden utilizar para la identificacién y/o aislamiento
de polipéptidos homoélogos y, posteriormente, los genes de codificacién. De este modo, la presente invencién propor-
ciona un método para la identificacién y aislamiento de un polipéptido con la funcién deseada (segin las formas de
realizacion en la presente memoria descriptiva) que comprende los polipéptidos candidatos para la deteccién con un
polipéptido que comprende el dominio de unién al antigeno de un anticuerpo (por ejemplo: un anticuerpo completo o
un fragmento adecuado como scFv, Fab) que es capaz de enlazar un polipéptido o un fragmento, variante o derivado
del mismo segun la presente invencién o, preferentemente, tiene una especificidad de unién para dicho polipéptido.
Los miembros especificos con capacidad de unién como por ejemplo anticuerpos y polipéptidos que comprenden los
dominios de unién de antigenos de anticuerpos que se enlazan y que son preferentemente especificos para un polipép-
tido o mutante, variante o derivado del mismo segun la invencién representan otros aspectos de la presente invencion,
particularmente en forma aislada y/o purificada, como lo hacen el uso y métodos que los utilizan.

Los polipéptidos candidatos para la deteccién pueden, por ejemplo, ser los productos de una genoteca de expresion
creada utilizando un 4cido nucleico derivado de una planta de interés o pueden ser el producto de un proceso de purifi-
cacion a partir de una fuente natural. Un polipéptido encontrado para enlazar el anticuerpo se puede aislar y, después,
puede estar sujeto a la secuenciaciéon aminoacidica. Se puede utilizar cualquier técnica adecuada para secuenciar el
polipéptido total o parcialmente (por ejemplo, se puede secuenciar un fragmento del polipéptido). Se puede utilizar
informacion de la secuencia aminoacidica para obtener un 4cido nucleico que codifica el polipéptido, por ejemplo,
mediante el disefio de uno o mas oligonucledtidos (por ejemplo: una mezcla de degeneracién de oligonucleétidos)
para su uso como sondas o cebadores en la hibridacién de un 4cido nucleico candidato o mediante la bisqueda de base
de datos de secuencias por ordenador, que se analizardn posteriormente.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para la identificacion y clonacién de homélogos del
VRN?2 a partir de especies de plantas que no sean Arabidopsis thaliana cuyo método emplea secuencias nucleotidicas
derivadas del método que se presenta en este documento. Segtin lo analizado anteriormente, las secuencias derivadas
de éstos pueden utilizarse para la identificacidon y clonacién de otras secuencias. La informacion de las secuencias
nucleotidicas proporcionada en la presente memoria descriptiva, o parte de ella, puede utilizarse en una biisqueda en
bases de datos para encontrar secuencias homoélogas, productos de expresidon que pueden analizarse para comprobar
su capacidad de influencia sobre la caracteristica de una planta. Pueden tener la capacidad de alterar la respuesta a
la vernalizacién, época de floracién, forma de la hoja y/o respuesta de evasion de sombreado de una planta. Alterna-
tivamente, se pueden detectar genotecas de dcido nucleico utilizando técnicas muy conocidas por los expertos en la
materia y secuencias homdlogas identificadas y analizadas.

La presente invencién también se extiende a un acido nucleico que codifica un homélogo del VRN2 que se obtiene
utilizando una secuencia nucleotidica derivada de lo presentado en la presente memoria descriptiva.
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La informacién de la secuencia para el gen VRN2 de Arabidopsis thaliana permite la obtencién de secuencias
homélogas de otras especies de plantas. En particular, los homélogos se pueden aislar facilmente a partir de espe-
cies relacionadas y comercialmente importantes con un requisito de vernalizacién o que muestran alguna respuesta
a la vernalizacién. Incluyen todos los miembros de Brassicaceae y demds dicotiledéneas incluyendo tabaco, cafia de
azucar, guisantes y apio. Las monocotiledéneas incluidas en esta categoria son los cereales arroz, trigo y cebada.

De este modo, incluidas en el alcance de la presente invencién se encuentran las moléculas de dcido nucleico que
codifican las secuencias aminoacidicas homdlogas al VRN2 de Arabidopsis thaliana. La homologia puede darse en la
secuencia nucleotidica y/o a nivel de la secuencia aminoacidica, como ya se ha analizado anteriormente. Un homdlogo
a partir de una especie que no sea la Arabidopsis thaliana codifica un producto que causa un fenotipo similar al
causado por el gen VRN2, generalmente que incluye la capacidad de modificar la respuesta a la vernalizacién, época
de floracién, forma de la hoja y/o respuesta de evasién de sombreado en una planta como en la Arabidopsis thaliana.
Ademéds, los mutantes, derivados o alelos de estos genes pueden haber alterado (es decir, aumentado o disminuido) la
actividad o capacidad en comparacion con el gen silvestre.

Los homélogos del gen VRN2 también se pueden identificar a partir de plantas de cosechas monocotiledéneas
econdmicamente importantes, incluyendo los cereales arroz, trigo y cebada. Aunque los genes que codifican la misma
proteina en plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas muestran relativamente poca homologia a nivel de nucleétidos,
se conservan las secuencias aminoacidicas. Por lo tanto, es posible utilizar las bases de datos de secuencias publicas
para identificar secuencias de clones de cADN de Arabidopsis, arroz 0 maiz que se obtuvieron en programas de
secuenciacion aleatoria y que comparten la homologia con el gen de interés, como ha ocurrido con otros genes aislados
a partir de Arabidopsis (por ejemplo CO; WO 96/14414). Por supuesto, los mutantes, derivados y alelos de estas
secuencias se incluyen en el alcance de la presente invencién en los mismos términos analizados anteriormente para
el gen VRN2 de Arabidopsis thaliana.

Segln otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para la identificaciéon o un método para la clo-
nacién de un homélogo del VRN2; por ejemplo, a partir de una especie que no sea Arabidopsis thaliana, el método
que emplea una secuencia nucleotidica derivada de cualquiera de los métodos presentados en la presente memoria
descriptiva. Por ejemplo, dicho método puede emplear un oligonucleétido o oligonucleétidos que comprenden o estdn
formados por una secuencia o secuencias conservadas entre o que codifican una secuencia o secuencias conservadas
entre las secuencias de las figuras 8a u 8b o una secuencia o secuencias conservadas entre las secuencias del identifica-
dor de secuencia N°: 2 y el identificador de secuencia N°: 5 o secuencias de codificacion del identificador de secuencia
N°: 1y el identificador de secuencia N°: 4, para buscar homélogos. De este modo, se proporciona un método para la
obtencién de dcido nucleico, que comprende la hibridacién de un oligonucleétido o una molécula de dcido nucleico
que comprende dicho oligonucle6tido hacia un 4cido nucleico diana/candidato. El 4cido nucleico diana o candidato
puede, por ejemplo, estar comprendido por una genoteca de cADN o una genémica que se obtiene a partir de un or-
ganismo que se sabe o se cree que contiene dicho dcido nucleico, ya sea monocotiledéneo o dicotiledéneo. Se puede
identificar una hibridacién con éxito y el dcido nucleico diana/candidato aislado para una mayor investigacion y/o uso.

La hibridacién puede incluir un estudio con sondas del dcido nucleico y la identificacién de una hibridacién positiva
en condiciones adecuadamente restrictivas (segun las técnicas conocidas) y/o uso de oligonucle6tidos como cebadores
en un método de amplificacién de 4cidos nucleicos, como la reaccién en cadena por la polimerasa. Para el caso de los
estudios con sondas, las condiciones preferentes son aquéllas que son tan restrictivas como para que haya una trama
simple con un nimero reducido de hibridaciones identificadas como positivas, que se pueden investigar mds adelante.
Es muy conocido en la técnica el hecho de aumentar el rigor de la hibridacién gradualmente hasta que sélo resten
pocos clones positivos.

Por ejemplo, se puede realizar una deteccidn inicialmente en condiciones con una temperatura de aproximadamente
37°C o mads, una concentracién de formamida de aproximadamente menos de 50% y una concentracién de sal de
moderada a baja (por ejemplo, citrato salino estandar (“SSC”, por sus siglas en inglés) = 0,15 M de cloruro de sodio;
0,15 M de citrato de sodio; pH 7).

Alternativamente, una temperatura de aproximadamente 50°C o mds y una alta concentracién de sal (por ejemplo,
“SSPE” = 0,180 M de cloruro de sodio; 9 mM de fosfato de hidrégeno disédico; 9 mM de dihidrégeno-fosfato de
sodio; 1 mM de EDTA de sodio; pH 7.4). Preferentemente, la deteccién debe realizarse a aproximadamente 37°C,
una concentracion de formamida de aproximadamente el 20% y una concentracién de sal de aproximadamente 5
X SSC o una temperatura de aproximadamente 50°C y una concentracién de sal de aproximadamente 2 X SSPE.
Estas condiciones permitirdn la identificacién de secuencias que tienen un grado sustancial de homologia (similitud,
identidad) con la secuencia de sonda, sin necesidad de la homologia perfecta para la identificacién de un hibrido
estable.

Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo para la deteccién de secuencias que son aproximadamente 80-
90% idénticas, la hibridacion durante la noche a 42°C en 0,25M de Na,HPO,; pH 7,2; 6,5% de SDS; 10% de sulfato
de dextrano y un lavado final a 55°C en 0,1X de SSC; 0,1% de SDS. Para la deteccién de secuencias que son apro-
ximadamente mas del 90% idénticas, las condiciones adecuadas incluyen la hibridaciéon durante la noche a 65°C en
0,25M de Na2HPO4; pH 7.2; 6,5% de SDS; 10% de sulfato de dextrano y un lavado final a 60°C en 0,1X de SSC;
0,1% de SDS.
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Una alternativa es una solucion de 5x de SSPE (final 0,9 M de NaCl; 0,05M de fosfato sddico; 0,005M de acido
de tetraacetato de etilenodiamina (EDTA); pH 7,7), 5X de solucién de Denhardt; 0,5% de SDS (dodecilsulfato de
sodio), a 65°C durante la noche, (para un alto rigor, secuencias muy similares) o 50°C (para un bajo rigor, secuencias
menos similares). Los lavados deben realizarse con 0,2x de SSC/0,1% de SDS a 65°C para lograr un alto rigor.
Alternativamente, a 50-60°C en 1x de SSC/0,1% de SDS para bajo rigor.

La presente invencidn se extiende al dcido nucleico que se hibrida selectivamente en alto rigor con el 4cido nucleico
identificado en este documento.

Como una alternativa a los estudios con sondas (aunque todavia emplean la hibridacién del 4cido nucleico), los
oligonucleétidos disefiados para amplificar las secuencias de ADN se pueden utilizar en reacciones PCR u otros
métodos que incluyen la amplificacién del dcido nucleico, utilizando procedimientos de rutina. Consulte por ejemplo
“PCR protocols; A Guide to Methods and Applications”, Eds. Innis y col, 1990, Academic Press, New York.

Las secuencias de aminoacidos preferentes adecuadas para su uso en el disefio de sondas o cebadores de PCR para
algunos propésitos son secuencias conservadas (completamente, sustancialmente o parcialmente) entre la secuencia
del VRIN2 y, al menos, otra de las secuencias de la figura 8a u 8b.

Los cebadores preferentes para la amplificacion de regiones conservadas del VRN2 para su uso como sondas para
obtener clones de cADN pueden incluir los siguientes:

Cebadores VRN2-Al y VRN2-AJ que, en RT-PCR, amplifican un fragmento de 1583 bp que contiene el marco de
lectura abierto del VRN2 completo y porciones de las secuencias no traducidas a 5’ y 3°.

Cebadores VRN2-AP y VRN2-AJ que, en RT-PCR, amplifican un fragmento de 781 bp que incluye la regién dcida
conservada.

Cebadores VRN2-AO y VRN2-AS que, en RT-PCR, amplifican un fragmento de 493 bp que incluye el motivo de
dedos de zinc y la segunda sefial de localizacién nuclear (NLS).

Cebadores VRN2-AI y VRN2-AJ del ADN genémico, que amplifican un producto de 3605 bp que incluye la
mayor parte del gen VRN2, a excepcién del promotor y las regiones a 3’ (es decir, que incluye las mismas regiones
que el par VRN2-AI/AJ anteriormente, pero con intrones, lo que ttil para la hibridacién a un ADN genémico, pero no
tanto para un ADNCc).

Teniendo en cuenta la informacién sobre secuencias aminoacidicas, se pueden disefiar sondas o cebadores de
oligonucleétidos, considerando la degeneracion del cédigo genético y, cuando sea apropiado, el uso de codones del
organismo del que deriva el 4cido nucleico candidato.

Preferentemente, un oligonucleétido segin ciertas formas de realizacién de la invencién (por ejemplo, para el
uso en la amplificacién de 4cido nucleico) estd formado por hasta 50 nucleétidos, aproximadamente 40 nucleétidos,
aproximadamente 30 o menos nucleétidos de longitud (por ejemplo: 18, 21 6 24).

La valoracién de que si dicho producto de la PCR corresponde o no a un gen homdélogo se puede realizar de diversas
maneras. Una banda de la PCR puede contener una mezcla compleja de productos. Los productos individuales se
pueden clonar y detectar cada uno de ellos individualmente. Se pueden analizar mediante transformacién para valorar
la funcién o introduccién en una planta de interés.

Como se indic6, el dcido nucleico segin la presente invencion se obtiene utilizando oligonucleétidos, disefiados en
base a la informacion de las secuencias proporcionada en este documento, como sondas o cebadores. El dcido nucleico
aislado y/o purificado a partir de una o mds células de una planta (consulte anteriormente) o una genoteca de dcidos
nucleicos derivados de un 4cido nucleico aislado y/o purificado a partir de la planta (por ejemplo, una genoteca de
cADN derivada del ARNm aislado de la planta) puede ser sometido a sondas en condiciones para una hibridacién
selectiva y/o sujeto a una reaccién de amplificacién especifica del dcido nucleico como la reaccién en cadena por la
polimerasa (PCR). El 4dcido nucleico sometido a sonda o utilizado como plantilla en la reaccién por amplificacién
puede ser un ADN, ADNc o ARN gendmicos. En caso de ser necesario, se pueden ligar uno o més fragmentos de
genes para .generar una secuencia codificadora completa.

Los cebadores de la PCR derivados de las secuencias del VRN2 desvelados en la presente memoria descriptiva se
pueden analizar facilmente en busca de su especificidad para la amplificacién del acido nucleico segin la presente
invencion, utilizando plantillas de ADN y RT-PCR gendémicos. La clonacién y posterior secuenciacion de productos
de la PCR se pueden utilizar para indicar la amplificacién del fragmento del gen derivado esperado. Los clones de
cADN completos se pueden obtener como lo describe la tecnologia RACE a 5” y 3’ si los productos de la RT-PCR se
utilizan como plantillas.

Diversos aspectos de la presente invencién incluyen el dcido nucleico que se puede obtener, los métodos para la
deteccion de material (por ejemplo un lisado celular), preparaciones de dcidos nucleicos, para la presencia del 4cido
nucleico de interés, métodos para la obtencién del dcido nucleico y los cebadores y las combinaciones de los cebadores
adecuados.
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La informacidn sobre las secuencias proporcionadas en la presente memoria descriptiva también permite el disefio
de pruebas de diagndstico para la determinacion de la presencia de un gen especifico o alelo del mismo en cualquier
planta, cultivo, variedad, poblacidn, raza, parte de una familia u otra seleccién en un programa de reproduccién u otro
tipo de genotipo. Una prueba de diagndstico se puede basar en la determinacién de la presencia o ausencia de un alelo
particular por medio de la determinacién de un 4dcido nucleico o polipéptido.

A nivel del 4cido nucleico, esto puede incluir la hibridacién de un oligo o polinucleétido adecuado como un frag-
mento del gen o un homdlogo del mismo, incluyendo cualquier homélogo desvelado en este documento o cualquier
alelo particular, como puede ser un alelo que proporciona un fenotipo deseado o el alelo desvelado en la presente
memoria descriptiva. La hibridacién puede incluir una PCR disefiada para amplificar un producto a partir de una ver-
sién alélica del gen, con una posterior deteccion de un producto amplificado mediante diversos métodos incluyendo,
pero no limitdndose a, electroforesis en gel, electroforesis capilar, hibridacién directa de las sondas de las secuencias
nucleotidicas, etc. Una prueba de diagndstico se puede basar en la PCR disefiada para amplificar varios alelos o cual-
quier alelo a partir del locus correspondiente, con una prueba para distinguir los posibles alelos diferentes por medio
de diversos métodos posibles, incluyendo el tamafio del fragmento del ADN, la modificacién del centro de restriccién
(por ejemplo, CAPS - sitios polimérficos amplificados y escindidos), etc. Una prueba de diagndstico también se puede
basar en un gran niimero de posibles variantes de andlisis de dcidos nucleicos que son evidentes para los expertos en
la materia, como por ejemplo el uso de una secuencia sintética como sonda de hibridacién.

En términos generales, los métodos se dividen en los que se utilizan para detectar la presencia de secuencias
nucleotidicas y los que se utilizan para detectar la presencia o ausencia de un polipéptido. Los métodos utilizan
muestras bioldgicas de una o més plantas o células que se cree que contienen las secuencias nucleotidicas o polipéptido.

Ejemplos de enfoques para la deteccidn de dcido nucleico o polipéptidos incluyen el andlisis de una muestra de la
planta o célula de la planta mediante:

(a) La comparacién de la secuencia del 4cido nucleico en la muestra con toda o parte de una secuencia nucleotidica
que se presenta en este documento para determinar si la muestra contiene una mutacion.

(b) La determinacién de la presencia en la muestra de un polipéptido que incluye una secuencia aminoacidica del
VRN?2 que se presenta en este documento o un fragmento del mismo y, en caso de estar presente, la determinacién de
si el polipéptido estd completo y/o mutado y/o si estd expresado a un nivel normal.

(c) La realizacion de una obtencion de la huella genética del ADN para comparar la trama de restriccidon producida
cuando una enzima de restriccion corta el dcido nucleico de la muestra con la trama de restriccion obtenida a partir
de una secuencia nucleotidica presentada en este documento o a partir de un mutante, alelo o variante de la misma
conocidos.

(d) El contacto con la muestra mediante un miembro de unién especifico capaz de unirse al dcido nucleico que
incluye la secuencia nucleotidica que se establece en este documento, un fragmento de la misma o un mutante, alelo
o variante de la misma, el miembro de unién especifico que incluye el dcido nucleico que se puede hibridar con una
secuencia del VRN2 o un polipéptido que incluye un dominio de unién con la especificidad para el dcido nucleico que
incluye una secuencia del VRN2 o polipéptido codificado por él o una forma mutada de la misma y la determinacién
de la unién del miembro de unién especifico.

(e) La realizacién de una PCR con uno o mas cebadores basdndose en la secuencia nucleotidica que se presenta en
este documento para detectar la muestra para el dcido nucleico que incluye la secuencia nucleotidica del identificador
de secuencia N°: 1 o el identificador de secuencia N° 4 o un mutante, alelo o variante de la misma.

Cuando se intenta detectar un dcido nucleico del alelo del VRN2, el 4cido nucleico de la muestra se amplificard
inicialmente (por ejemplo mediante una PCR) para aumentar la cantidad del analito en comparacién con las demads se-
cuencias presentes en la muestra. Lo que permite la deteccion de las secuencias diana con un alto grado de sensibilidad
si estdn presentes en la muestra. Este paso inicial se puede evitar utilizando técnicas de matrices altamente sensibles,
que cada dia son mds importantes en la técnica.

Una forma variante del gen puede contener una o mas inserciones, supresiones, sustituciones y/o adiciones de
uno o mas nucledtidos en comparacién con la secuencia silvestre que puede o no interrumpir o alterar la funcién del
gen. Las diferencias a nivel del dcido nucleico no se ven necesariamente reflejadas por una diferencia en la secuencia
aminoacidica del polipéptido codificado. Sin embargo, una mutacién u otra diferencia en un gen puede provocar una
modificacién en la pauta o codén finalizador, lo que podria afectar gravemente la naturaleza del polipéptido producido
(en caso de existir) o una mutacién puntual o cambio en la mutacién voluminosa del polipéptido codificado, incluyendo
la insercidn, supresion, sustitucién y/o adicién de uno o mas aminodcidos o regiones del polipéptido. Una mutacién
en una secuencia del promotor u otra regién regulatoria puede prevenir o reducir la expresion a partir del gen o afectar
el procesamiento o estabilidad de la transcripcién del ARNm.

Las pruebas se pueden realizar en preparaciones con ADN, ADNc y/o ARNm genémicos. Las pruebas en el
ADNc o ARNm tienen la ventaja de la reduccién de la complejidad del acido nucleico por la ausencia de secuencias
de intrones, pero la posible desventaja del tiempo y esfuerzo extra que se necesitan para realizar las preparaciones. El
ARN es mas dificil de manipular que el ADN debido a su amplia aparicién de ribonucleasas.
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Se puede secuenciar el dcido nucleico en una muestra de prueba y la secuencia en comparacién con una secuencia
que se presenta en este documento para determinar si hay o no una diferencia. En caso de haberla, la diferencia se
puede comparar con los alelos conocidos para determinar si el dcido nucleico de la prueba contiene una o mds de las
variaciones indicadas o la diferencia se puede investigar para la asociacién con un fenotipo deseado.

El 4cido nucleico amplificado se puede secuenciar luego como se indicé anteriormente y/o analizar de otra forma
para determinar la presencia o ausencia de una caracteristica particular. El dcido nucleico para las pruebas se puede
preparar a partir de un acido nucleico extraido de células o en una genoteca con diversas técnicas como por ejemplo
la digestion de enzimas de restriccion y electroforesis.

El 4cido nucleico se puede detectar utilizando una sonda especifica de la variante o alelo. Dicha sonda corresponde
en secuencia a la regién del gen (o su complemento) que contiene una alteracién de la secuencia conocida por estar
asociada con la alteracion de la capacidad para afectar la respuesta a la vernalizacidn, época de floracién, forma de la
hoja y/o respuesta de evasién de sombreado. En condiciones adecuadamente restrictivas, una hibridacién especifica de
dicha sonda para el dcido nucleico de la prueba estd indicando la presencia de la alteracién de la secuencia en el dcido
nucleico de la prueba. Para propésitos de deteccion eficaz, se pueden utilizar més de una sonda en la misma muestra
de la prueba.

Los oligonucleétidos especificos del alelo o de la variante se pueden utilizar del mismo modo en la PCR para am-
plificar especificamente las secuencias particulares si estuvieran presentes en la muestra de la prueba. La valoracion de
si una banda de la PCR contiene una variante del gen se puede realizar de diversas maneras conocidas para los exper-
tos en la materia. El producto de la PCR, por ejemplo, se puede tratar de forma tal que permita presentar la mutacién
o polimorfismo en un gel de secuenciacién del ADN de poliacrilamida desnaturalizante, con bandas especificas que
estan ligadas a las variantes del gen seleccionado.

Una alternativa o complemento para la bisqueda de la presencia de secuencias de variantes en una muestra de la
prueba es buscar la presencia de la secuencia normal; por ejemplo, utilizando una sonda o cebador de oligonucle6tidos
especificos.

Se pueden emplear enfoques que se basan en la hibridacion entre una sonda y un dcido nucleico de prueba y la
posterior deteccién de un malapareamiento. En condiciones apropiadas (temperatura, pH, etc.), un sonda de oligo-
nucledtidos se podrd hibridar con una secuencia que no es totalmente complementaria. El grado de apareamiento de
bases entre las dos moléculas serd suficiente para que se fijen a pesar de un malapareamiento. Los distintos enfoques
son muy conocidos en la técnica para la deteccidn de la presencia de un malapareamiento entre dos moléculas de dcido
nucleico de fijacion.

Por ejemplo, la ribonucleasa pancredtica en el sitio de un malapareamiento. Se puede detectar una escisiéon me-
diante un 4acido nucleico de prueba de electroforesis al que se ha fijado la sonda correspondiente y estd en busca de
moléculas mds pequeiias (es decir, moléculas con movilidad electroforética mayor) que el hibrido de la sonda/prueba
completas. Otros enfoques se basan en el uso de enzimas como por ejemplo resolvasas o endonucleasas.

De esta manera, una sonda de oligonucledtidos tiene la secuencia de una regién del gen normal (ya sea una cadena
homosentido o anti-homosentido) en la que las mutaciones asociadas con los fenotipos particulares que ocurren se
fijan al dcido nucleico de prueba y la presencia o ausencia de un malapareamiento determinado. La deteccién de la
presencia de un malapareamiento puede indicar la presencia de una mutacién en el 4cido nucleico de la prueba. Por
otro lado, una sonda de oligonucleétidos que tiene la secuencia de una regién del gen que incluye una mutacién se
puede fijar al 4cido nucleico de la prueba y la presencia o ausencia de un malapareamiento determinado. La presencia
de un malapareamiento puede indicar que el 4cido nucleico en una muestra de prueba tiene la secuencia normal o un
mutante o secuencia de alelos diferentes. En ambos casos, se puede utilizar diversas sondas para las diferentes regiones
del gen.

La presencia de diferencias en la secuencia de las moléculas de 4cido nucleico se puede detectar por medio de la
digestion de una enzima de restriccion, como en el método de obtencidn de la huella genética del ADN en el que la
trama de restriccion producida cuando una o mds enzimas de restriccion se utilizan para cortar una muestra del dcido
nucleico se compara con la trama obtenida cuando una muestra que contiene el gen normal o una variante o alelo se
digiere con la misma enzima o enzimas.

También se puede valorar la presencia o ausencia de una lesién en un promotor u otra secuencia regulatoria me-
diante la determinacién del nivel de produccién de ARNm mediante transcripcién o el nivel de la produccién de
polipéptidos mediante la traduccién del ARNm.

El 4cido nucleico aislado y/o purificado a partir de una o més células de una planta o una genoteca de 4cidos
nucleicos derivados de un 4cido nucleico aislado y/o purificado a partir de células (por ejemplo, una genoteca de
cADN derivada del ARNm aislado de las células) puede ser sometido a sondas en condiciones para una hibridacién
selectiva y/o sujeto a una reaccién de amplificacién especifica del dcido nucleico como la reaccién en cadena por la
polimerasa (PCR).
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Un método puede incluir la hibridacién de una o mds (por ejemplo, dos) sondas o cebadores a un dcido nucleico
diana. Cuando el dcido nucleico tiene DNA bicatenario, la hibridacién estard generalmente precedida de una desnatu-
ralizacioén para producir un DNA monocatenario. La hibridacién puede formar parte del procedimiento de la PCR o
formar parte del procedimiento de estudios con sondas que no participan de la PCR. Un procedimiento de ejemplo es
una combinacién de la PCR y la hibridacién de bajo rigor. Un procedimiento de deteccidn, seleccionado de los tantos
disponibles para los expertos en la materia, se utiliza para identificar los eventos de hibridaciones con éxito y para
aislar el 4cido nucleico sometido a hibridacién.

La unién de una sonda al 4cido nucleico diana (por ejemplo, ADN) se puede medir utilizando una de las diversas
técnicas a disposicion de los expertos en la materia. Por ejemplo, las sondas se pueden marcar de forma radiactiva,
fluorescente o enzimdtica. Otros métodos que no emplean el marcado de una sonda incluyen el examen de polimorfis-
mos de la longitud de los fragmentos de restriccion, amplificacién con la PCR, escisién de la ribonucleasa y estudios
con sondas en oligonucledtidos especificos del alelo.

Los estudios con sondas pueden empezar la técnica estdndar de hibridacién tipo Southern. Por ejemplo, el ADN
se puede extraer a partir de células y digerirse con diferentes enzimas de restriccion. Los fragmentos de restriccion se
pueden separar luego mediante electroforesis en un gel de agarosa, antes de la desnaturalizacion y transferencia a un
filtro de nitrocelulosa. La sonda marcada se puede hibridar a los fragmentos de ADN en el filtro y se puede determinar
la unién. E1 ADN para los estudios con sondas se puede preparar a partir de preparaciones del ARN de células.

Se pueden realizar experimentos preliminares mediante la hibridacion, en condiciones de bajo rigor, de diversas
sondas en transferencias Southern del ADN digerido con las enzimas de restricciéon. Se pueden lograr condiciones
adecuadas si se obtiene un gran nimero de fragmentos de hibridacién mientras que le hibridaciéon de fondo sea baja.
En estas condiciones, se pueden buscar genotecas de acidos nucleicos; por ejemplo, genotecas de cADN representantes
de secuencias expresadas.

Como se indicd, los expertos en la materia pueden emplear condiciones adecuadas del rigor deseado para la hibri-
dacion selectiva, tomando en cuenta factores como la longitud de los oligonucledtidos y la composicion de la base, la
temperatura, etc.

En algunas formas de realizacion preferentes de ensayos de diagndstico segutin la presente invencidn, los oligonu-
cledtidos segun la presente invencién que son fragmentos de cualquiera de las secuencias presentadas en este docu-
mento o cualquier alelo asociado con un fenotipo deseado son, al menos, aproximadamente 10 nucledtidos de longitud,
més preferentemente al menos aproximadamente 15 nucléotidos de longitud, mds preferentemente al menos aproxi-
madamente 20 nucleétidos de longitud, més preferentemente aproximadamente 30 nucledtidos de longitud. Dichos
fragmentos representan individualmente los aspectos de la presente invencién. Los fragmentos y demds oligonucled-
tidos se pueden utilizar como cebadores o sondas segtin lo analizado, pero también se pueden generar (por ejemplo,
mediante PCR) en métodos relacionados con la determinacién de la presencia en una muestra de la prueba de una
secuencia que indica un fenotipo deseado.

Hay diversos métodos para la determinacién de la presencia o ausencia en una muestra de la prueba de un polipép-
tido particular, como un polipéptido que incluye la secuencia aminoacidica presentada en el identificador de secuencia
N°: 2 o el identificador de secuencia N° 5 o una secuencia aminoacidica, mutante, variante o alelo de la misma.

Se puede analizar una muestra en busca de la presencia de un integrante de la unién para un miembro especifico
de la unién, como un anticuerpo (o mezcla de anticuerpos), especifico para uno o mds variantes particulares de un
polipéptido presentado en la presente memoria descriptiva.

En dichos casos, la muestra se puede analizar en contacto con un miembro de unién especifico como un anticuerpo
en condiciones apropiadas para una union especifica, antes de la determinacién de la unién, por ejemplo utilizando
un sistema de informe, segiin lo analizado. Cuando se utiliza un panel de anticuerpos, se pueden emplear diferentes
marcas de informe para cada anticuerpo para que la unién pueda determinarse.

Se puede utilizar un miembro especifico de unién como un anticuerpo para aislar y/o purificar su polipéptido
integrante de unién a partir de una muestra de la prueba, para permitir la secuencia y/o andlisis bioquimico del poli-
péptido para determinar si tiene la secuencia y/o propiedades del polipéptido silvestre o un mutante, variante o alelo
particular del mismo. La secuencia aminoacidica es un procedimiento rutinario en la técnica que utiliza maquinas de
secuenciacién automdticas.

El uso de pruebas de diagndstico para los alelos permite que el investigador u obtentor de plantas establezcan,
con total confianza e independientemente de las pruebas bioquimicas que tanto tiempo llevan, si un alelo deseado esta
presente o no en la planta de interés (o una célula de la misma), si la planta es un representante de un grupo de otras
plantas genéticamente idénticas (por ejemplo, una variedad de la familia o cultivo) o un individuo en una muestra de
plantas relacionadas (por ejemplo, seleccion de obtentores) o no relacionadas.

En un esquema de reproduccién basado en la seleccién y autofecundacién de individuos deseados, los diagndsticos
de 4cidos nucleicos o polipéptidos para el alelo o alelos deseados en un alto rendimiento, ensayos de bajo coste segtin
lo proporcionado por esta invencidn, seleccion fiable para XXXX se puede realizar en las primeras generaciones y en
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mas material que, de otros modos, no seria posible. Esta ganancia en la fiabilidad de la seleccién mas el tiempo que se
ahorra pudiendo analizar el material en las primeras etapas y sin una deteccion del fenotipo costosa es de gran valor
para la reproduccién de plantas.

La determinacién basandose en acidos nucleicos de la presencia o ausencia de uno o mds alelos deseados se
puede combinar con la determinacién del genotipo del ADN gendmico ligado flanqueador y otro ADN genémico no
ligado utilizando grupos de marcadores establecidos como RFLP, microsatélites o SSR, AFLP, RAPD, etc. Lo que
permite que el investigador u obtentor de plantas seleccione para no sélo la presencia del alelo deseado sino para la
planta individual o familias de plantas con las combinaciones mds deseadas de fondo genético ligado o no. Dichas
recombinaciones de material deseado puede darse s6lo en muy pocas ocasiones en una poblacién de reproduccién
de segregacion o progenie de retrocruzamiento. El ensayo directo del locus segin la presente invencién permite al
investigador hacer un enfoque en diluciones sucesivas para fijar (haciendo homocigotos) la combinacién deseada de
marcadores y alelos flanqueadores, en primer lugar identificando los individuos fijados por un marcador flanqueador
y, luego, identificando la progenie fijada en la otra parte del locus, sabiendo todo el tiempo con total confianza que el
alelo deseado estd atin presente.

La presente divulgacion proporciona suficiente informacion para una persona experta en la materia para que pueda
obtener una secuencia de ADN gendémico para un alelo nuevo o existente y crea un ensayo de diagndstico basado en
dcidos nucleicos y/o polipéptidos adecuados. En el disefio de un ensayo con 4cidos nucleicos se tiene en cuenta la
modificacion distintiva en la secuencia que caracteriza el alelo variante particular.

El 4cido nucleico segtin la invencién puede incluir una secuencia nucleotidica que codifica un producto que parti-
cipa en la respuesta a la vernalizacién, época de floracion, forma de la hoja y/o respuesta de evasion de sombreado. La
reduccién o el aumento del nivel de expresion se puede utilizar para manipular dicha caracteristica en una planta. Lo
que puede incluir la regulacién homosentido o anti-homosentido, analizada mas adelante.

El 4cido nucleico segin la invencién, como por ejemplo el gen VRN2 o un homélogo, se puede colocar bajo el
control de un promotor del gen inducible externamente para colocar la expresion bajo el control del usuario. Una
ventaja de la introduccién de un gen heterélogo en una célula de una planta, particularmente cuando la célula esta
formada en una planta, es la capacidad para colocar la expresion del gen bajo el control de un promotor de eleccién, a
fin de ser capaz de influenciar la expresién del gen y, por lo tanto, la respuesta a la vernalizacién, época de floracion,
forma de la hoja, respuesta de evasién de sombreado y/o otra caracteristica, segtn la preferencia. Ademads, se pueden
utilizar mutantes y derivados del gen silvestre; por ejemplo, con una mayor o menor actividad que el silvestre en lugar
del gen enddgeno.

En la presente invencion, la sobreexpresion se puede lograr mediante la introduccién de la secuencia nucleotidica
en una orientacion homosentido. De este modo, la presente invencién proporciona un método para influenciar una
caracteristica fisica de una planta, el método que causa o permite la expresion del producto (transcripcioén de polipép-
tidos o dcidos nucleicos) codificado por un 4cido nucleico heterélogo segtin la invencién a partir del 4cido nucleico en
las células de la planta.

El descenso del nivel de regulacién de la expresion de un gen diana se puede lograr utilizando tecnologia anti-
homosentido o “regulacién homosentido” (“‘cosupresion”).

Al utilizar genes anti-homosentido o secuencias de genes parciales para descender el nivel de regulacion de la
expresion del gen, se coloca una secuencia nucleotidica bajo el control de un promotor en una “orientacién contraria”
como la de las producciones de transcripcion del ARN que se complementario al ARNm normal transcripto a partir
de una cadena “homosentido” del gen diana. Consulte, por ejemplo, Rothstein y col, 1987; Smith y col, (1988) Nature
334, 724-726; Zhang y col, (1992) The Plant Cell 4, 1575-1588, English y col., (1996) The Plant Cell 8, 179-188.
La tecnologia anti-homosentido también se analiza en Bourque, (1995), Plant Science 105, 125-149 y Flavell, (1994)
PNAS E.UU. 91, 3490-3496.

Una alternativa es utilizar una copia de todo o parte del gen diana introducido en homosentido, que es la misma
orientacién que la del gen diana, para alcanzar la reduccién de la expresion del gen diana mediante cosupresion.
Consulte, por ejemplo, van der Krol y col., (1990) The Plant Cell 2, 291-299; Napoli y col., (1990) The Plant Cell 2,
279-289; Zhang y col., (1992) The Plant Cell 4, 1575-1588 y EE.UU.-5,231,020.

La secuencia completa correspondiente a la secuencia codificadora (en orientacidn contraria para el anti-homosen-
tido) no se necesita utilizar. Por ejemplo, se pueden utilizar fragmentos de suficiente longitud. Es una cuestién rutinaria
para la persona experta en la materia la deteccién de fragmentos de diversos tamafios y de diversas plantas de la se-
cuencia codificadora para .optimizar el nivel de la inhibicién anti-homosentido. Puede ser ventajoso incluir el codén
ATG de metionina iniciador y, tal vez, uno o mds nucleétidos en direccién 5° del codén iniciador. Otra posibilidad es
dirigirse a una secuencia conservada de un gen; por ejemplo, una secuencia que es caracteristica de uno o mds genes,
como una secuencia regulatoria.

La secuencia empleada puede ser de aproximadamente 500 nucleétidos o menos, posiblemente de aproximada-
mente 400 nucleétidos, aproximadamente 300 nucleétidos, aproximadamente 200 nucleétidos o aproximadamente
100 nucledtidos. Puede ser posible utilizar oligonucledtidos de longitudes mucho menores, 14 a 23 nucleétidos, aun-
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que los fragmentos mads largos y, generalmente, atin mas largos que aproximadamente 500 nucleétidos son preferentes
en donde sea posible, como los mds largos que 600 nucledtidos, mas que aproximadamente 700 nucleétidos, mas que
aproximadamente 800 nucledtidos, mas que aproximadamente 1000 nucleétidos o mads.

Puede ser preferente que haya una identidad de secuencia completa en la secuencia utilizada para el descenso del
nivel de regulacion de la expresion de una secuencia diana y la secuencia diana, aunque tenga una complementariedad
o similitud totales a la secuencia, no es esencial. Uno o mas nucleétidos pueden diferir en la secuencia utilizada a partir
del gen diana. De este modo, una secuencia empleada en un descenso del nivel de regulacion de la expresion del gen
seglin la presente invencidn puede ser una secuencia silvestre (por ejemplo, un gen) seleccionada a partir de aquéllas
disponibles o un mutante, derivado, variante o alelo, mediante la insercién, adicién, supresién o sustitucién de uno o
mds nucleétidos de dicha secuencia. No es necesario incluir la secuencia en un marco de lectura abierto o especificar
un ARN que se pueda traducir. Puede ser preferente si hay suficiente homologia para hibridar las moléculas de ARN
homosentido y anti-homosentido respectivas. Puede haber una regulacién a la baja de la expresion del gen incluso si
hay aproximadamente 5%, 10%, 15% o 20% o mas malapareamiento entre la secuencia utilizada y el gen diana.

Generalmente, el dcido nucleico transcripto puede representar un fragmento de un gen o de su complemento o
puede ser un mutante, derivado, variante o alelo del mismo, en términos de similitud segtin lo analizado anteriormente
en relacién a las modificaciones a la secuencia codificadora y a la homologia de la secuencia alterada. La homologia
puede ser suficiente para que el ARN anti-homosentido transcripto se hibride con el dcido nucleico en las células de
la planta, aunque con independencia de si la hibridacién tiene lugar, el efecto deseado es el el descenso del nivel de
regulacion de la expresion del gen.

De este modo, la presente invencién también proporciona un método para modificar, afectar, alterar o modular
una caracteristica de una planta; por ejemplo, la respuesta a la vernalizacion, época de floracién, forma de la hoja y/o
respuesta de evasién de sombreado, el método causa o permite la transcripcién anti-homosentido del 4cido nucleico
heter6logo segtin la invencién en las células de la planta.

La presente invencién ademds proporciona el uso de la secuencia nucleotidica del VRN2 o un fragmento, mutante,
derivado, alelo, variante u homélogo de la misma para el descenso del nivel de regulacion de la expresion del gen, par-
ticularmente el descenso del nivel de regulacion de la expresion de un gen VRN2 o su homdlogo, preferentemente para
influenciar una caracteristica fisica de una planta, especialmente la respuesta a la vernalizacién, época de floracion,
forma de la hoja y/o respuesta de evasion de sombreado.

Cuando se introducen copias adicionales del gen diana en orientacién homosentido, que es la misma que la del
gen diana, se produce un grupo de fenotipos que incluyen los individuos en los que tiene lugar la sobreexpresién
y algunos en los que tiene lugar la infraexpresién de la proteina a partir del gen diana. Cuando el gen introducido
es solo parte del gen enddgeno, el nimero de individuos sometidos a la sobreexpresion en la poblacion transgénica
aumenta. El mecanismo mediante el cual tiene lugar la regulacién homosentido, particularmente el descenso del nivel
de regulacion, no se entiende claramente. Sin embargo, hay muy buenos informes sobre esta técnica en publicaciones
cientificas y de patentes y son las que se utilizan habitualmente para el control de los genes. Consulte, por ejemplo,
van der Krol y col., (1990) The Plant Cell 2, 291-229; Napoli y col., (1990) The Plant Cell 2, 279-289; Zhang y col,
1992 The Plant Cell 4, 1575-1588.

Una vez mis, los fragmentos, mutantes, etc. pueden utilizarse en términos similares como se describe anteriormente
para su uso en la regulacién anti-homosentido.

De este modo, la presente invencién también proporciona un método para influenciar una caracteristica de una
planta; por ejemplo, la respuesta a la vernalizacion, época de floracion, forma de la hoja y/o respuesta de evasion de
sombreado, el método causa o permite la expresion del dcido nucleico segun la invencidn en las células de la planta.
Lo que se puede utilizar para suprimir la actividad de un producto con capacidad para influenciar la respuesta a la
vernalizacién, época de floracion, forma de la hoja y/o respuesta de evasién de sombreado. En este caso, la actividad
del producto se suprime preferentemente como resultado de la infraexpresion en las células de la planta.

Aspectos y realizaciones de la presente invencion se representardn ahora, a modo de ejemplo, con referencia a las
figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra el nimero total de hojas (roseta mds caulina) de plantas LER (cuadrados), plantas fca-1I
(diamantes) y plantas vrn2-1 fca-1 (circulos) después de varios periodos de vernalizacién (medidos en dias).

La figura 2 ilustra el fenotipo de la planta con iluminacién con luz roja y luz roja lejana:

La figura 2A muestra el drea de la hoja més grande de LER, plantas fca-1 y vrn2-1 fca-1 cultivadas bajo luz blanca
(W) (barras abiertas) o luz blanca con luz roja lejana complementaria (W + FR) (barras sombreadas).

La figura 2B muestra el nimero de hoja de la roseta en la floracién de plantas tratadas como en el experimento
cuyos resultados se muestran en la figura 2A.
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La figura 3 ilustra los resultados del mapeo genético y fisico del VRN2 en Arabidopsis thaliana.

La figura 4 ilustra los cdsmidos y genes cercanos al VRN2 en el genoma de Arabidopsis.

La figura 5 ilustra la estructura del gen VRN2 de Arabidopsis, laeliminacion de intrones del ADNc 5Ky la posicion
y naturaleza de la mutacion del vrn2-1. Los exones se muestran como cajas abiertas. Las regiones no traducidas se
muestran como cajas sombreadas. Los intrones se muestran como lineas.

La figura 6 muestra la secuencia del ADNc del VRN2, incluyendo la secuencia codificadora y la secuencia ami-
noacidica prevista de la proteina codificada. Las NLS putativas se colocan en cajas, el dominio de activacién acido
putativo se subraya. El motivo del dedo de zinc putativo tiene un doble subrayado. Las posiciones de los intrones se
indican con flechas. La posicién de la mutacion del vrn2-1 mutation se encuentra en un circulo.

La figura 7 ilustra el marcador dCAPS para la mutacién del vrn2-1. Un marcador CAPS derivado de un diagndstico
(dCAPS) se designé para la mutacion del vrn2-1. Esto utiliza un cebador (VRN2-AZ) que incluye la mitad del sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccién Xmnl, la otra mitad se suministra, especificamente, mediante la secuencia
de la mutacién del vrn2-1. Esto resulta en una digestién de restriccién con éxito sélo si se utiliza un ADN gendémico
amplificado de la reaccién en cadena por la polimerasa a partir de mutantes del vrn2-1 como molde.

La figura 8 muestra la alineacién de la secuencia aminoacidica del VRN2 de Arabidopsis con similares proteinas.

La figura 8A alinea la proteina del VRN2 de longitud total con otras cuatro proteinas, usando el método Clustal
con la tabla de pesos residual PAM250, realizada el 17 de enero de 1999 a las 19:19 GMT.

La figura 8B alinea la regién de dedos de zinc, usando el método Clustal con la tabla de pesos residual PAM250,
realizada el 17 de enero de 1999 a las 19:25 GMT.

Abreviaturas

En Arabidopsis thaliana, Sc Saccharomyces cerevisiae, Sp Schizosaccharomyces pombe, Ce Caenorhabditis ele-
gans, Dm Drosophila melanogaster, Hs Homo sapiens, Mm Mus musculus, Rn Rattus norvegicus, Xm Xiphophorus
maculatus.
Lista de secuencias

1 ADNc del VRN2 de Landsberg erecta

2 Aminodcido del VRN2 de Landsberg erecta

3 Genomico del VRN2 de Landsberg erecta

4 ADNc del VRN2 de Columbia

5 Aminoécido del VRN2 de Columbia

6 Gendmico del VRN2 de Columbia

7 ADNCc 5K (Columbia, eliminacion de intrones aberrante)

8 Aminoacido 5K (Columbia, eliminacion de intrones aberrante)

9 ADNCc del C72616 EST (modificado)

10 Aminoacido del C72616 EST (modificado)

11 ADNc del AI1163743 EST (modificado)

12 Aminodacido del AI1163743 EST (modificado)

13 ADNc del At Hyp 2245035 (ATFCA7_4) (modificado)

14 Aminoacido del At Hyp 2245035 (ATFCA7_4) (modificado)

15 ADNc del KIAA0160

16 Aminoacido del KIAA0160
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Secuencias adicionales incluidas en las figuras:

17 Aminodcido de dedos de zinc del VRN2 de Landsberg erecta

18 Aminodcido de dedos de zinc 1 del At Dil9 S51478

19 Aminoécido de dedos de zinc 2 del At Di19 S54178

20 Amino4cido de dedos de zinc del At SUP U38946

21 Aminoécido de dedos de zinc del At Hyp 2191171

22 Aminoécido de dedos de zinc del At Hyp 3377806

23 Aminoécido de dedos de zinc del Sc Pep7 91500

24 Aminoécido de dedos de zinc del Sc TFIIIA 730931

25 Amino4cido de dedos de zinc del Sp Hyp 1351713

26 Aminodcido de dedos de zinc del Ce Hyp 255942

27 Amino4cido de dedos de zinc del Ce Hyp 2854197

28 Aminoécido de dedos de zinc del Ce Hyp 304459

29 Aminoacido de dedos de zinc del Dm BRCORE-NS-Z3

30 Aminoécido de dedos de zinc del Dm GAGA 729556

31 Aminoacido de dedos de zinc del Dm ken 3550814

32 Aminoécido de dedos de zinc del Hs ATBF-1 976347

33 Aminoécido de dedos de zinc del Hs KIAA0160

34 Amino4cido de dedos de zinc del Hs ZNF142 3123312

35 Aminoécido de dedos de zinc del Mm FOG 2252814

36 Aminodcido de dedos de zinc del Mm Spalt 1296845

37 Amino4cido de dedos de zinc del Rn Roaz 2149792

38 Aminoécido de dedos de zinc del Xm ZF1 532083
Ejemplo 1
Caracterizacion y clonacion del VRN de Arabidopsis Thaliana y alelos mutantes del mismo

Aislamiento de mutantes del vrn2

Dos alelos mutantes del vin2 (vrn2-1y vrn2-2) se aislaron mediante la mutagénesis de siembras de fca-1 con EMS
como se describe en Chandler y col. (Plant J (1996) 10: 637-644). el documento W096/38560 (PCT/GB96/01332)
desvela la secuencia del fca y los alelos mutantes y su clonacién y caracterizacién. La linea del vrn2-1 fca-1 usada
aqui se ha retrocruzado al fca-1 cuatro veces. Para propdsitos de mapeo, se utilizo el alelo del vrn2-1 (en el segundo
retrocruzamiento).

Caracterizacion fenotipica

Vernalizacion

Se investigd la respuesta a la vernalizacién de las plantas mutantes del vrn2 examinando su época de floracién en
respuesta al aumento de las duraciones del tratamiento de vernalizacion.

Se utilizaron condiciones estdndar de vernalizacion. Es decir, intensidad de luz baja de 5 umol m™ s™!, fotoperiodo
de 8 h, 5 + 1 grado C, para periodos de variacion (entre 1 y 42 dias). Se observaron efectos similares en luz continua
o sin luz. La temperatura es mds importante.
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En ausencia de un tratamiento de vernalizacion, las plantas mutantes del vin2-1 fca-1 mostraron un retraso pequefio
pero homogéneo en la floracién en comparacién con los controles parentales (silvestre) del fca-1 (figura 1: vrn2-1 tiene
un niimero de hojas més alto que el fca-1, un nimero reducido de hojas para correlacionar con una transiciéon desde un
estado vegetativo a uno reproductivo (es decir, floracion). Sin embargo, después de la vernalizacidn, esta diferencia se
ampli6 en gran parte (figura 1). La respuesta exhibida por medio de plantas del vrn2-1 fca-1 fue una reduccién tipica
del 35% en el ndmero total de hojas después de 6 semanas de vernalizacién en comparacién con la reduccion del 67%
o controles del fca-1. También se observé un retraso en la floracion, con y sin un tratamiento de vernalizaciéon, medido
mediante el aumento del nimero de hojas, si se utilizaron los dias para la floracién (es decir, el dia en que se vio el
primer capullo).

Percepcion de la luz roja/roja lejana

La respuesta a la vernalizacién en Arabidopsis se ha correlacionado positivamente con la respuesta a los diferentes
indices de luz roja (R) a roja intensa (FR). Los mutantes y los ecotipos que responden fuertemente tienden a responder
fuertemente a las condiciones de luz baja R:FR (Bagnall, Ann Bot (1993) 71: 75-83; Martinez-Zapater y col., Plant
Physiol (1990) 92: 770-776). Esta respuesta se manifiesta tipicamente en dos formas distintas: una aceleracién de la
época de floracion (que conlleva un efecto que simula el efecto del tratamiento de vernalizacién) y una reduccién
del drea de hojas (o evasion de sombreado). Se cree que esta respuesta ha evolucionado hasta permitir a las plantas
adaptarse a la disponibilidad de la luz que permite a los individuos buscar luz en competicién con sus vecinos.

Examinamos la capacidad de los mutantes del vrn2-1 fca-1 de responder a las condiciones que simulan dicho
entorno.

En estas condiciones, las plantas del vrn2-1 fca-1 mostraron una marcada reduccion de la respuesta de evasion de
sombreado, con el drea media de la hoja mas grande cayendo sélo un 26%, en comparacion con el 74% para el control
del feca-1 (figura 2A). Sin embargo, la mutacién del vrn2-1 no parece afectar todos los aspectos de la respuesta a la luz
FR puesto que las plantas del vrn2-1 fca-1 mostraron una aceleracion de la floracién similar en respuesta a la luz FR
complementaria a los controles del fca-1 (figura 2B).

Estos datos indican que el VRN?2 tiene una funcién en la regulacién de la respuesta a la luz FR y que puede mediar
en los cambios especificamente del tamafio de la hoja (puesto que la época de floracion sélo se ve levemente afectada)
en condiciones de indices de luz R:FR bajos.

Mapeo genético

Se traz6é un mapa del gen VRN2 en una poblacién F2 derivada del cruce del vrn2-1 fca-1 cruzado con el fca-10,
siguiendo el procedimiento utilizado para trazar el mapa del gen VRN1 (Chandler y col. citado con anterioridad). El
gen VRN2 se colocé inicialmente utilizando una poblacién de 70 individuos F2 entre los marcadores RFLP g13683
y mil 12 (Schmidt y col., Plant J (1996) 9: 755-765) en el brazo largo del cromosoma IV (o D), usando técnicas
convencionales. La posicién del mapa del VRN2 se redifinié posteriormente mediante la seleccién de 429 plantas
F2 adicionales con un SSLP derivado del marcador gl9247 (Schmidt y col., (1996) Plant J 9: 755-765) y el marcador
CAPS g4539 (Parker y col., Plant Cell (1998) 9: 1-17). Posteriormente, se analizé un total de 12 plantas F2 individuales
que fueron recombinantes entre g19247 y g4539 con los marcadores RFLP g13683 y CC36F6 (Bancroft y col.,Weeds
World 4ii:(1997)) y el marcador CAPS C18 (Parket y col., citado con anterioridad) y con dos marcadores CAPS
adicionales (VRN2RS, VRN2CD) generados usando la secuencia publicada de Columbia (Bevan y col., Nature (1998)
391: 485-488) (nimeros de acceso 297341 y Z97342) como molde. El gen VRN2 fue localizado en una regién 245
kb definida en un terminal centromérico (norte) mediante un RFLP detectado con el césmido CC36F6 y en el terminal
telomérico (sur) mediante el marcador CAPS g4539. Este intervalo se define mediante 3 plantas F2 individuales
recombinantes: 1 recombinante entre VRN2 y CC36F6 y 2 recombinantes entre g4539 y VRN2 (figura 3).

Mapeo fisico

El intervalo genético definido mediante CC36F6 y g4539 esta casi completamente cubierto por los 3 clones BAC
T1C7,15D3 y T5015. Los césmidos derivados de los subclones de YAC EW16B10 en el vector binario 04541 (Ban-
croft y col. citado con anterioridad.)(abreviado como IB) se colocaron mediante secuenciacién de terminales y se
ordenaron en relacién a la secuencia publicada del ecotipo de Columbia en esta regién (entradas ndimero del Gen-
bank 797341 y Z97342). Seleccionamos clones de c6smidos que se extendieron desde el locus complejo RPP5 hacia
CC36F6 y g4539, considerando que el VRN2 no estaba dentro del locus RPPS5, que comprende multiples repeticiones
de los genes pseudo-RPP5 en los ecotipos de Columbia y Landsberg (Bevan y col. citado con anterioridad).

Los c6smidos Landsberg adicionales en el vector binario 04541 que cubren la regién no cubierta por los cdsmidos
del subclon YAC de Columbia YAC se identificaron mediante hibridacién en los prospectos de BAC T1C7 y T5015 y
se alinearon segun la secuenciacion de terminales y en comparacién con la secuencia publicada de Columbia (Bevan
y col. citado con anterioridad) y con la secuencia del ecotipo de Landsberg en esta region. Se generd casi un césmido
completo de secuencias contiguas en esta region.

Simultdneamente con el aislamiento de los c6smidos, los cdsmidos ordenados, comenzando con aquéllos en el ter-
minal centromérico de las secuencias contiguas se transformaron en plantas vrn2-1 fca-1 mediante infiltracién a vacio
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mediada por Agrobacterium tumefaciens (Bechtold y col., C R Acad Sci Paris (1993) 316: 1194-1199). (figura 3). La
presencia del c6smido en cada linea transgénica (plantas T1) se confirmé mediante una reaccién en cadena por la poli-
merasa de diagndstico especifica para césmidos, que comprende un cebador especifico del prospecto (correspondiente
a una porcién del ADN genémico de Columbia) y un cebador presente en el vector del césmido.

Complementacion de cosmidos

Se analizaron los c6smidos introducidos en las plantas vrn2-1 fca-1 para ver su capacidad para complementar el
fenotipo vrn2. Se cultivaron siembras T2 en tierra a partir de plantas T1 individuales que segregan resistencia a la
kanamicina a un relacién de 3:1 y se realizé la vernalizacién durante dos (en algunos experimentos tres) semanas.
Luego se transfirieron las plantas a condiciones de invernadero y, después de diez dias, se transplantaron en comparti-
mientos individuales de bandejas divididas. Se determiné el nimero total de hojas y se clasificaron los c6smidos como
complementarios si la relacién de segregacion de plantas tempranas o tardias (en comparacion con los controles fca-1
and vrn2-1 fca-1) era de aproximadamente 3:1.

Dos cosmidos de Columbia (4A23, 2 de 2 T1; 6N1, 1 de 1 T1) complementaron claramente el fenotipo de los
mutantes del vrn2-1 fca-1, con las plantas mds tempranas floreciendo aproximadamente al mismo tiempo que las
plantas fca-1 sometidas a vernalizacién.

Andlisis de secuencias y prediccion del ORF

La secuencia en comun a los c6smidos IB4A23 y IB6N1 se ha anotado anteriormente como que contiene 2 genes
previstos completos (ATDL4445W y ATDL4450W) y porciones (probablemente no funcionales) de dos otros genes:
el extremo 3’ del ATDL4440W y el extremo 3’ del gen pseudo-RPPS, CHPR (ATDL4460W) (Bevan y col. , citado con
anterioridad.) entrada nimero del Genbank Z97342. Ademads, un ADNc cognado (5K) no incluido en la anotacién esta
presente en esta region y parece extenderse por los dos genes previstos (ATDL4445W y ATDL4450W) (Bevan y col. ,
citado con anterioridad). Sin embargo, puesto que dos césmidos en la regién (1 linea T1 independiente de los césmidos
IB4N6 y IB6CS) no complementaron el fenotipo mutante (figura 4), se descarté el gen previsto ATDL4445W. Lo que
deja el ADNc 5K no anotado y el gen previsto ATDL4450W como los candidatos para el VRN2. Sin embargo, la
presencia del ADNc 5K cognado a partir del ecotipo de Columbia que se superponia a ATDL4445W y ATDL4450W
necesité de un nuevo examen de la prediccion para el gen ATDL4450W.

Para definir la estructura de estos genes, utilizamos el programa de prediccién NetGene2 (Hebsgaard y col., Nucl
Acids Res (1998) 24: 3439-3452), usando “Arabidopsis” como la opcién de organismo (el tnico pardmetro que se
puede ajustar manualmente). Los programas BLAST, PSI-BLAST, PSORT y PROSITE se utilizaron para identificar
los posibles dominios de funciones y similitudes (Altschul y col., Nucleic Acids Res (1997) 25: 3389-3402; Bairoch
y col., Nucl Acids Res (1997) 25: 217-221; Nakai y col., Genomics (1992) 14: 897-911). Se utilizaron parametros
predeterminados de TBLASTN, PSI-BLAST y BLASTP (Expectativa = 10, matriz BLOSUMG62, penalizacién por
espacio en blanco= 11, penalizacién por espacio en blanco 1, cociente de lambda 0,85). Se utilizé la base de datos
de NCBI/GenBank. Se utiliz6 el algoritmo PSORT (Nakai), usando la opcién “planta” como el organismo origen
(el Unico pardmetro que se puede cambiar manualmente). Se utiliz6 el programa de exploracion de perfil PROSITE
(Bairoch) para buscar motivos en VRN2, con pardmetros predeterminados (no hay pardmetros que un usuario pueda
seleccionar, los resultados son “aciertos” o “no hay aciertos”).

Este andlisis produjo previsiones de dos genes: el 5K, una proteina nuclear putativa que se enlazan muy bien des-
pués de la transcripcion (15 exones), representada por el ADNc cognado de Columbia y una prevision modificada para
4450, con 6 dominios de transmembrana putativos, representados en su extremo 3’ mediante un EST de Arabidopsis
(entrada ndmero T22412).

Determinacion de la mutacion del vrn2-1 e identificacion del gen VRN2

En un intento por determinar qué gen (5K o 4450) es el VRN2, se designaron cebadores por reaccién en cadena
por la polimerasa para amplificar los productos que engloban el marco de lectura abierto previsto de ambos genes.

Se realizaron tres reacciones independientes de RT-PCR usando el ARN total preparado a partir de plantones de
fea-1, vin2-1 fca-1y virn2-2 feca-1 del4 dias de antigiiedad cultivados en placas GM en luz continua para cada gen
previsto con una mezcla de enzimas de alta fidelidad (Boehringer Mannheim, HiFi System). Estos productos de la
reaccion en cadena por la polimerasa se secuenciaron usando los cebadores utilizados para la PCR y una serie de
cebadores internos, utilizando el kit BIGDYE (PE Applied Biosystems). Las reacciones se realizaron en una maquina
ABI377 y se compilaron utilizando el programa SeqMan (DNAStar, Lasergene).

Las secuencias de la PCR confirmaron nuestra previsién para ambos genes e indicaron que habiamos amplificado
en toda el marco de lectura abierto de 5K y ATDL4450W, como se habia anticipado.

Se detectaron numerosas diferencias polimérficas entre la secuencia publicada de Columbia y la secuencia de
Landsberg erecta amplificada mediante PCR. Estas diferencias estuvieron relacionadas con la secuencia genémica
de Landsberg erecta en esta regién. Ademds, el ADNc de Columbia para 5K parece utilizar un centro donador de
eliminacién de intrones diferente al que se utilizé en el ecotipo de Landsberg y que hubiera producido una proteina
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truncada, probablemente no funcional (figura 5). Sin embargo, también hemos secuenciado el producto 5K de Co-
lumbia derivado independientemente mediante RT-PCR y que parece usar el mismo centro de eliminacién de intrones
que Landsberg y debe codificar una proteina funcional. Una diferencia homogéneo entre los mutantes del vrn2 y el
fea-1 se detect6 en el producto 5K de la PCR, un cambio de G a A en la posicién 1201 del ADNc previsto en vrn2-
I feca-1 (figura 5). Actualmente, estamos investigando la naturaleza de la mutacién en el alelo del vrn2-2. Este tipo
de mutacion, un cambio Unico de pares de bases, se observa habitualmente después de la mutagénesis EMS. Esta
mutacién convierte el codén TGG (triptéfano) en un codén finalizador (TGA) y provoca la produccién de una proteina
truncada de 322 aminodcidos en el mutante del vrn2-1, en comparacion con los 443 aminoécidos del VRN2 silvestres
(figura 6). La presencia de esta mutacién indicé que el 5K era muy probable que fuera un VRN2. La presencia de la
mutacién del vrn2-1 en el genoma de las plantas mutantes del vrn2-1 fca-1 se confirmé mediante un CAPS derivado
(dCAPS) (Michaels y col., Plant J (1998) 14: 381-385; Neff y col., Plant J (1998) 14: 387-392) marcador especifico
para la mutacién del vrn2-1 (figura 7). Esta prueba de diagnéstico es especifica para la mutacién del vrn2-1, puesto
que detecta el VRN2 silvestre en mutantes del fca-1 y del vrn2-2 fea-1.

Andlisis del gen VRN2

Para llegar a comprender la posible funcién del gen VRN2 y c6mo la mutacién del vrn2-1 puede afectar la fun-
cion de la proteina del VRN2, comparamos la secuencia aminoacidica del VRN2 con numerosas bases de datos de
protefnas y secuencias nucleotidicas traducidas usando los programas BLASTP y TBLASTN en NCBI, utilizando los
pardmetros predeterminados, como se indica anteriormente.

Se identificaron numerosas moléculas con un grado importante de similityd (tabla 1 y tabla 2).

Un gen, representado por un ADNc humano (KIAA0160) comparte homologia con el VRN2 en una regién breve
cerca del terminal amino del VRN2 (aminoacidos 63 a 132) y una regién mas larga pero menos conservada de homo-
logia hacia el extremo carboxi terminal (aminoécidos 263-366) (figura 8a). Un examen mds exhaustivo de la regién
conservada del terminal amino revelé que coincide con el consenso de un motivo de dedo de zinc. Dichos motivos
pueden tener varias formas, pero todos coordinan los d&tomos de zinc a través de dos residuos de cisteina y dos residuos
de cisteina e histidina. VRN2 entra en la tdltima clase, con un motivo C2H2 que comprende dos cisteinas separadas
por 2 aminodcidos y dos histidinas separadas por dos aminoacidos (Mackay y col., TIBS (1998) 23: 1-4).

Se sabe que los motivos de dedo de zinc tienen la capacidad de mediar las interacciones entre proteina -ADN
y proteina- proteina. El motivo de dedos de zinc del VRN2 no se asemeja mucho a la gran familia EPF de dedos
de zinc deC2H2 de Arabidopsis a partir de Arabidopsis, que tienen un motivo QALGG altamente conservado en
el medio de los dedos de zinc (Kubo y col., Nucl Acids Res (1998) 26: 608-615)(figura 8b). Ademas, el VRN2
difiere de las proteinas EPF en que el VRN2 tiene un motivo tnico de dedos de zinc, mientras que la mayoria de los
miembros de la familia EPF (a excepcion de SUP y AtZFP1) tienen entre dos y cuatro dedos de zinc (Kubo y col.
citado con anterioridad). Esta region amino terminal (aminoéacidos 63-132) y, particularmente, el motivo de dedo de
zinc (aminodcidos 90-111) puede ademds representar un dominio que media en las interacciones proteina -proteina y
proteina- ADN.

El extremo carboxi terminal del VRN2 (aminoacidos 263 a 366) es similar a otros muchos genes candidatos
(tabla 1 y tabla 2). Como se mencioné anteriormente, existe una homologia limitada para la proteina humana prevista
KIAAO0160. La molécula que muestra la mayor homologia con el VRN2 es una secuencia EST del dlamo (Populus
tremula L. X Populus tremuloides Michx) (ntimero de entrada AI163743) (Sterky y col., PNAS EE.UU. (1998) 95:
13330-13335) que tiene una identidad del 52,8 % sobre 127 aminoécidos (tabla 1), segtin lo calculado con el algoritmo
BLASTP utilizando pardmetros predeterminados (como se indica anteriormente). E1 VRN2 también presenta una gran
similitud con una proteina de la Arabidopsis prevista (ATFCA7_4, entrada nimero 2245035) (Bevan y col. citado
con anterioridad), que estd muy cercana al VRN2 en el cromosoma 4, sélo 30 kb de distancia del centrémetro. Un
examen exhaustivo de la secuencia cercana a este gen reveld que la prevision puede ser incorrecta, puesto que el uso
de un centro de eliminacién de intrones diferente, que provoca un extremo carboxi terminal diferente para la proteina,
aumenta el grado de homologia del VRN2. La similitud de estos dos genes de Arabidopsis plantea la posibilidad de
que el VRN2 sea un miembro de una familia de genes en Arabidopsis y su cercana posicién sugiere que estos genes
pueden haber surgido después de la duplicaciéon. Una postura contraria a esta idea es la observacion de que estos
dos genes, el VRN2 y el ATFCA7_4, se transcriben en direcciones opuestas. Un EST (C72616) de arroz también
comparte una gran similitud con la region carboxi del VRN2, lo que sugiere que esta regién puede formar un dominio
conservado por evolucién presente en monocotiledéneas y dicotiledéneas.

Se prevé que regién carboxi conservada esté altamente cargada, puesto que estd formada por un gran nimero de
residuos 4cidos (D y E). Esta region altamente cargada es muy similar en los EST de dlamo y arroz (tabla 2). Dichas
regiones dcidas se encuentran en varios factores de transcripcién eucariota y, con frecuencia, funcionan como dominios
de activacién (Hahn, Cell (1993) 72: 481-483). Es, por lo tanto, posible que el VRN2 pueda funcionar como un factor
de transcripcién, dado que tiene tanto un motivo de unién de ADN (o unién a proteinas) (aminodcidos 63-132) y un
dominio de activacién putativo (aminoédcidos 263-328). Ademds, la porcién amino del VRN2 contiene dos sefiales de
localizacién nuclear previstas (NLS) (figura 6). La primera es una simple sefial basica de 4 residuos y la segunda es
una sefial bipartita que encaja en el consenso (R/K)(R/K)N10(R/K)4 (Dingwall y col., TIBS (1991) 16: 478-481).
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Ejemplo 2
Produccion y caracterizacion de la Arabidopsis transgénica para VRN2

El ADNCc del VRN2 en la orientacion sentido se clona en los vectores de expresion de plantas SLJ4D4 y SLJ4K1
(Jones y col., (1992) Transg. Res. 1, pp 285-297) segtn las indicaciones de Sambrook J y col (1989) Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Los SLLJ4D4 y SLJ4K1
colocan al ADNc del VRN2 bajo el control del promotor Ca MV 358 e incluyen las secuencias de terminacién de los
genes de la octopina sintetasa (ocs) y la nopalina sintetasa (nos), respectivamente.

Las construcciones antisentido se producen de la misma manera, a excepcién de que el ADNc del VRN2 se
introduce en los vectores de expresién en la orientacién opuesta.

Los casetes de expresion del VRN2 se subclonan luego de forma separada en el vector binario SLJ1714 (Jones
y col. citado con anterioridad) y se mobiliza en cepas de Agrobacterium mediante apareamiento triparental segtn la
las indicaciones de Hoekema y col., (1983) Nature 303, pp 179-180. Las Arabidopsis se transforman con las cepas
de Agrobacterium que transportan las construcciones de la expresion del VRN2 (ya sea en sentido o antisentido)
siguiendo las indicaciones de Bechtold y col., (1993) C R Acad. Sci. Paris 316, pag. 1194-1199.

Las plantas Arabidopsis se valoran en busca de cambios en su respuesta a los cambios en la relacion de luz roja
lejana, esencialmente segutin lo que describe Halliday y col., (1997) Plant J. 12, pp 1079-1090.

Resultados

Las diferencias en el requisito y respuesta a la vernalizacién se observan en plantas Arabidopsis transgénicas para
el VRN2 (orientacion sentido o antisentido) en relacion a las plantas Arabidopsis transformadas con vectores vacios y
plantas Arabidopsis no transformadas.
Ejemplo 3

Produccion y caracterizacion del tabaco transgénico para VRN2

El ADNc del VRN2 en la orientacién sentido se clona en los vectores de expresion de plantas SLJ4D4 y SLJ4K1,
como se describe en el ejemplo 2.

Las construcciones antisentido se producen de la misma manera, a excepcién de que el ADNc del VRN2 se
introduce en los vectores de expresion en la orientacién opuesta.

Los casetes de expresion del VRN2 subclonados de forma separada en el vector binario SLJ1714 (Jones y col.
citado con anterioridad) se mobilizan en cepas de Agrobacterium mediante apareamiento triparental como en el ejem-
plo 2 y las plantas de tabaco se transforman usando las cepas de Agrobacterium que transportan las construcciones
de expresion del VRN2 (sentido o antisentido) siguiendo las indicaciones de Horsch y col., (1985) Science 227, pag.
1229-1231.

Las plantas de tabaco se valoran en busca de cambios en su respuesta a los cambios en la relacidn de luz roja lejana,
esencialmente segtin lo que describe Halliday y col., (1997) Plant J. 12, pag. 1079-1090.

Resultados

Las diferencias en el requisito y respuesta a la vernalizacién se observan en plantas de tabaco transgénicas para
el VRN2 (orientaciéon sentido o antisentido) en relacién a las plantas de tabaco transformadas con vectores vacios y
plantas de tabaco no transformadas.
Ejemplo 4
Produccion y caracterizacion de Brassica (planta de colza, del tipo de invierno) transgénica para el VRN2

Las construcciones sentido y antisentido se utilizan para generar cepas de Agrobacterium que transportan las
construcciones de expresion del VRN2 (sentido o antisentido) como se describe en el ejemplo 2 y el ejemplo 3 y se
utilizan para transformar la planta de colza siguiendo las indicaciones de Moloney y col., (1989) Plant Cell Rep. 8,
pag. 238-242.
Resultados

Las diferencias en el requisito y respuesta a la vernalizacidon se observan en plantas de colza transgénicas para

el VRN2 (orientacion sentido o antisentido) en relacién a las plantas de colza transformadas con vectores vacios y
plantas de colza no transformadas.
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Ejemplo 5
Produccion y caracterizacion del arroz transgénico para VRN2

El ADNc del VRN2 en la orientacién sentido y antisentido se clona en construcciones y se utiliza para generar las
cepas de Agrobacterium respectivas. Las cepas de Agrobacterium que transportan las construcciones de expresion del
VRN?2 (sentido o antisentido) se utilizan para transformar el arroz siguiendo las indicaciones de Kohll A y col (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 95, pag 7203-7208.

Resultados

Las diferencias en el requisito y respuesta a la vernalizacion se observan en plantas de arroz transgénicas para el
VRN2 (orientacién en sentido o antisentido) en relacion a las plantas arroz transformadas con vectores vacios y plantas
arroz no transformadas.

Ejemplo 6
Produccion y caracterizacion del trigo transgénico para VRN2

Las cepas de Agrobacterium que transportan las construcciones de expresién del VRN2 (sentido o antisentido) se

generan como en los ejemplos anteriores y se utilizan para transformar el trigo siguiendo las indicaciones de Becker
Dy col., (1994) Plant J. 5, pag 299-307.

Resultados

Las diferencias en el requisito y respuesta a la vernalizacidén se observan en plantas de trigo transgénicas para el
VRN?2 (orientacién sentido o antisentido) en relacion a las plantas de trigo transformadas con vectores vacios y plantas
de trigo no transformadas.

Meétodos y materiales
Crecimiento de las plantas

Para los tratamientos de vernalizacidn, se cultivaron semillas en una capa hiimeda de arena fina (M3 de Levington)
en un suelo himedo en tiestos individuales y se sometieron a vernalizacion para aumentar las duraciones a 4°C, 8 h
de luz: 16 h de oscuridad, 5 umol m™2 seg™' de intensidad de luz. Se alterno la siembra de semillas, quitando todas
las plantas de las condiciones de vernalizacion simultdneamente. Después de la vernalizacion, se colocaron las plantas
en una camara de ambiente controlado (Gallenkamp), 20°C, 16 h de luz: 8 h de oscuridad, 90 ymol m™ seg™' de
intensidad de luz. Las plantas que no se trataron con vernalizacién se estratificaron durante 2 dfas en condiciones de
vernalizacién y se cultivaron durante dos dias antes de la transferencia a la cdmara de crecimiento. Las plantas se
cultivaron durante 10 dias y luego se transplantaron en compartimientos individuales de bandejas P40. La época de
floracién (medida contando el nimero total de hojas; es decir, las hojas de la roseta y caulina) se determiné una vez
que la inflorescencia primaria se habfia extendido lo suficiente.

Se examind el fenotipo de las plantas del vin2-1 fca-1 plantas teniendo en cuenta diferentes indices de la luz roja a
roja lejana (R:FR). Las plantas se estratificaron durante 2 dias, luego se cultivaron durante 10 dias bajo luz continua y,
posteriormente, se transfirieron a cimaras de crecimiento separadas con luz blanca (W), indice R:FR de 5,8, con o sin
luz FR complementaria (W+FR), indice R:FR 0,08. Se determiné el nimero de hojas de roseta para medir la época de
floracion y se utiliz6 el drea de la hoja mds grande como un indicador de la respuesta de evasion de sombreado.

Mapeo

El VRN2 se coloc6 en el brazo largo del cromosoma 4 (o D) a través de la unién con el marcador RFLP m506
(Chang y col., Proc Natl Acad Sci EE. UU. (1988) 85: 6856-6860), en la progenie de un cruzamiento entre vrn2-1 fca-
1 (fondo Ler) y fca-10 (fondo Ws). Ademads, se utilizaron marcadores RFLP en esta regién (Liu y col., Plant J (1996)
10:733-736) para refinar la posiciéon del VRN2. Utilizamos técnicas RFLP estdndar, con sondas de c6smidos 32P y
un sistema de deteccién Phosphorlmager. Se detecté un RFLP de Ler:Ws al utilizar el ADN gendmico digerido con
EcoRIy g13683 o CC36F6 como sondas. El marcador g19247 es un marcador SSLP (que usa los cebadores g19247F y
g19247R, consulte a continuacién), con Ler produciendo una banda amplificada por PCR de aproximadamente 750 bp,
mientras que Ws produce una banda de 862 bp. Se realiz6 un mapeo preciso del VRN2 utilizando varios marcadores
derivados de la PCR, basandose en la secuencia gendémica de Columbia en esta regiéon (Bevan y col. citado con
anterioridad).El marcador VRN2CD se amplificé con dos cebadores: VRN2-C y VRN2-D y se digirié con Ddel. Lo
que produce un marcador CAPS, con Ler produciendo bandas de (aproximadamente) 480 bp, 290 bp y 190 bp, mientras
que Ws produce bandas de (aproximadamente) 330 bp, 290 bp y 150 bp. El marcador VRN2RS es un marcador
dominante para Ws (es decir, los heterocigotos de Ler:Ws no se pueden distinguir de los de Ws), producido mediante
la amplificacion del ADN genémico con VRN2-R y VRN2-S (consulte a continuacién) y digiriendo el producto con
Mboll. Lo que produce una banda tnica predominante (y muchas otras bandas no resueltas mds pequefias) en Ler de
aproximadamente 400 bp, mientras que Ws produce dos bandas: 400 bp y 300 bp.
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Aislamiento de los cosmidos

Los césmidos que cubren la regién no cubierta por los subclones de EW16B10 YAC se identificaron a través de
hibridacién en los prospectos de BAC derivados de los BAC T5015 y T1C7. Se purificé el ADN del BAC y se aisl6 el
prospecto después de la digestién con Notl y separacion mediante electroforesis en gel con campo pulsatil (PFGE, por
sus siglas en inglés) como se describe en (Bancroft y col., citado con anterioridad). Los prospectos de BAC purificados
se etiquetaron al azar con a32P-dCTP y se sometieron a hibridacién con un enrejado ordenado de una genoteca
genémica de c6smidos Ler. Se identificaron los c6smidos de hibridacién positiva y se controlaron nuevamente después
de la digestion de enzimas de restriccion, método de hibridacion tipo Southern. Luego se sometieron a hibridacién con
la sonda del prospecto d BAC utilizado inicialmente. Se seleccionaron los csmidos de la region de interés y se obtuvo
una secuencia gendmica a partir de los extremos del prospecto utilizando un kit de secuenciacion de ciclo BIGDYE y
cebadores T3 y T7, cuyas secuencias flanquean el sitio de insercién del ADN gendmico. Esta secuencia se aline6 con
la de la secuencia genémica de Columbia para colocar los cdsmidos en una posicion precisa.

Complementacion

Los césmidos del vector binario 04541 se mobilizaron en Agrobacterium tumefaciens (cepa C58C1 RifR mediante
apareamiento triparental (Hoekema y col., Nature (1983) 303: 179-180). Las plantas del vrn2-1 fca-1 se transformaron
con estas cepas de Agrobacterium mediante infiltracion a vacio (Bechtold y col, citado con anterioridad.). Se selec-
cionaron las plantas T1 transgénicas en GM con kanamicina (50 mg/mL) y se transplantaron cuando alcanzaron la
etapa de 3-4 hojas. La presencia de cada c6smido en las lineas transgénicas se confirmé utilizando un polimorfismo
especifico de Ler/Col (marcador CAPS o SSLP) o, mds comunmente, a través del uso de una PCR de diagnédstico
especifica, utilizando un cebador presente en la secuencia de prospectos de césmidos y un cebador presente en el
cosmido que flanquea el sitio de insercidon. Asimismo, se analizaron las plantas transgénicas en busca de mutacién
del fca-1, puesto que las plantas TO deberian tener esta mutacién. Estos dos métodos en su conjunto garantizaron un
mayor andlisis s6lo de las plantas del vrn2-1 fca-1 que tienen los césmidos deseados. Nuestro objetivo era producir 5
a 6 transformantes T1 independientes para cada césmido, pero sélo se produjo una linea tnica para algunos césmidos.
Sin embargo, puesto que se observé una complementacién antes de haber generado los T1 para todos los cdsmidos,
continuamos produciendo plantas T1 transgénicas adicionales que tienen los césmidos cerca del VRN2. Las plantas T1
se cultivaron en una cdmara con ambiente controlado (condiciones descritas anteriormente) y se dejaron descansar. Se
recogio la siembra T2, se analiz6 en busca de la segregacion de la resistencia o sensibilidad a la kanamicina en placas
GM con kanamicina (como se vio anteriormente) y se valoré 14 a 20 dias después de la germinacion. Se analizé la
progenie de las plantas T1 que segregé una relacion de 3:1 de plantas resistentes a sensibles para probar su capacidad
de complementarse con el fenotipo mutante del vrn2-1 mediante vernalizacién durante 3 semanas y con un registro
del nimero total de hojas.

Secuenciacion de ORF

Se secuenciaron dos posibles marcos de lectura abiertos después de la RT-PCR usando ARN aislado a partir de
platas de fca-1 y vrn2-1 fca-1. Los ADNCc se retrotranscribieron, se cebaron con un cebador dT12-18 y luego se
utilizaron cebadores especificos para amplificar por PCR las regiones correspondientes a los ORF para ATDL4450W
y 5K (VRN2). Se utiliz6 el sistema de PCR de alta fidelidad de Boehringer Mannheim para aumentar la fidelidad
de la amplificacién. Los cebadores VRN2-AL y VRN2-AM se utilizaron para cebar el ATDL4450W y VRN2-Al y
VRN2-AJ para el 5K. Para el 5K, la reaccién por PCR para el producto de longitud completa (VRN2AI-VRN2AJ) no
se eficaz. Por lo tanto, se realizaron reacciones posteriores para amplificar el ADNc en dos fragmentos superpuestos,
utilizando las combinaciones de cebadores VRN2-AI con VRN2-AS y VRN2-AO con VRN2-AJ. Los productos de
la PCR se aislaron y purificaron. Y luego se secuenciaron directamente utilizando el kit de secuenciacién BIGDYE
(PE Applied Biosystems). Al menos dos productos de la PCR independientes se secuenciaron a partir de cada .alelo
Secuenciamos los producto de la PCR ATDL4450W con los cebadores de amplificacion VRN2-AL VRN2-AM y
VRN2-AU a través del VRN2-AX. Se secuencié el ADNc del 5K con VRN2-AI, VRN2-AJ y VRN2-AO a través
del VRN2-AT. Se alinearon las secuencias en secuencias contiguas utilizando el paquete de software DNAStar (La-
serGene).

Comparaciones de secuencias

Las secuencias de EST y ADNCc primero se traducieron utilizando el programa MapDraw del DNAStar (LaserGe-
ne). Lo que revel6 numerosas regiones en las que la secuencia parecia ser incorrecta, puesto que los pequefios cambios
en las secuencias descritas mejoraron notablemente la similitud con el VRN2. Las secuencias aminoacidicas y las nu-
cleicas modificadas se alinearon inicialmente utilizando programas del paquete MegAlign de DNAStar (LaserGene),
del siguiente modo:

Las secuencias aminoacidicas se alinearon inicialmente utilizando el método Clustal V (Higgins and Sharp (1989)
CABIOS vol. 5, no.2, 151-153). Se utilizaron pardmetros predeterminados: penalizacién por espacio en blanco 10,
penalizacién por longitud del espacio en blanco 10, ktuple 2 y la tabla de pesos residual PAM 250. La alineacion se
refind con el sistema mano ojo, realizando pequefios ajustes a la posicién de los espacios en blanco para mejorar la
alineacion.
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Las secuencias de acido nucleico (EST y cDNA) se alinearon inicialmente con el método Hein (Hein (1990)
Methods in Enzymology, vol. 183, 626-645), utilizando pardmetros predeterminados: penalizacién por espacio en
blanco 11, penalizacién por longitud del espacio en blanco 3, ktuple 2 y la tabla de pesos residual ponderativa. Cuando
la alineacion de nucleétidos (cuando se traducen) no correspondia a la alineacién de aminodcidos, las posiciones de
los espacios en blanco se ajustaron para corresponderse con los espacios en blanco en las alineaciones de aminodacidos.

Marcador dCAPS para la mutacion del vrn2-1

Se design6 un marcador CAPS derivado (dCAPS) especifico para la mutacion del vin2-1. Después de la amplifi-
cacién por PCR a partir del ADN genémico con los cebadores VRN2-AY y VRN2-AZ, el producto 170 bp se digirié
durante la noche con la enzima de restriccion Xmnl y los productos se resolvieron en un gel de agarosa al 4%. Las

plantas silvestres (VRN2) producen una banda tinica de 170 bp después de la digestion, mientras que los mutantes del
vrn2-1 producen dos bandas: de 137 bp y 33 bp.

Cebadores utilizados para identificar el VRN2

Como se indica en la figura 3 y la figura 5. Todas las secuencias de cebadores se indican de 5’ a 3°.

gl9247F ACT GTT CGT CTC CTT CAT CAT G
gl9247R TTG CTT GCC TGA AAA AAG TAT G

VRN2-C TGT CGA TAT GCG ACC AGT ACC
VRN2-D CAG GCT TAG ACC CAA TTG ACC
VRNZ2-R AGG TAG GAT CCG ACA TCG TCT TCT TAT TTA CCG
VRN2~-S CTC TTG AAT TCA AAA CTA TTC CTA CTC TCA CAC

VRNZ-AI GCC AAT CGG TGT TTT CGC AGC TTT C
VRN2-AJ AAG AAT AAG TTA CAA TCC GAT AAA TCG G
VRNZ2-AL CAG TGG TTG AAG CTT AAG GAG G
VRNZ~-AM GCA ATG AAT AAA TCA TAA TCT TGG
VRNZ-AO TCT ACT GGG ATG GTA GTT TTC
VRNZ~AP ATA TCC CGA GGC AAC AGA GCT TG
VRNZ2-AQ CAT CTT TGG AAC TCG TTT G

VRN2-AR CTC AGT TGT AAT AGT TGC CC
VRN2-AS AAG AGT GGG CTA TGG CTG G

VRNZ-AT GCA ACT CTT TCT CGT AAA ATC TTG
VRN2~AU GCC TCC ATA ACT GTC ATC ACA TC

VRNZ2-AV TTT CAT TGG TCA TGG GAT GG

VRNZ2-AW GAC TTC AGA GAT GGG TTT ATG C

VRN2-AX TCC ATA TCT AGC TCC TTC GCC

VRNZ-AY TGC GTT CAT TAA GTA GGC AAC AGA AAA TGG
VRNZ2-AZ GAG AAG TAG TTA CCT TTG TTT TCT TAC AGA AGA GT
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Tabla 1 Comparacidén de Nucledtido VRN2 y Secuencia de Aminoacido en
Secuencias de Bases de datos

Secuencia Nucleédtidos Aminoacidos

Identi- | Longi- | Rango® | Identi~ | Simili- | Longi- | Rango®

dad (%) tud dad (%) | tud (%)°| tud
VRNZ Col 96,5 1722 1-1722 96,1 9¢, 8 445 1-445
C72616 32,4 219 681- 15,1 42,5 73 151~
Regidn I 899 223
C72616 71,7 247 951- 72,7 85,7 82 241-
Regidén IT 1197 322
C72616 47,7 517 681- 40,1 58,1 172 151~
Completo 1197 322
AT163743 41,0 61 839- 27,3 68,1 22 202~
Regién I 899 223
AI163743 71,6 264 951- 66,7 77,1 88 241-
Regidén II 1214 328
AI163743 65,8 376 839- 52,8 66,6 127 202-
Completo 1214 328
At Hyp 66,3 570 924- 63,7 79,5 190 232-
2245035 1493 421
KIAAQ160 36,6 396 231~ 20,4 39,4 132 1-132
Regidén I 626
KIAAQ160 35,5 904 819- 17,7 43,4 249 197-
Regidén IT 1722 445
KIAAQ160 41,1 1492 231- 16,0 36,0 445 1-445
Completo 1722

a Numerado respecto a secuencia cADN del VRN2

b Similitud definida como identidad mas similitud sobre la base de
aminodcidos agrupados en cuatro clases - (D, E), (R, K, H), (S, T, N,
0, ), v (L, I, V, M, A, G, W, F, P, C)

c Numerado respecto a secuencia de aminodcido VRNZ
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Tabla 2 Dominios Putativos de la Proteina VRN2

"Dominio" "Sub- Longi- |Posicién®|{Identi- |Simili- |Molécula
dominio” tud dad (%) jtud (%)°
Unioén 70 63-132 30,0 51,4 KIAAQ160
ADN/Proteina
Motivos de 22 90-111 50,0 68,1 Mm Spalt
dedos de 1296845
zinc
22 90-111 45,4 68,1 Sc TFIIIA
730831
22 90-111 40,1 72,7 Ce Hyp
2854197
22 90-111 36,4 50,0 KIAAQD160
Regidn 41 76-116 43,9 61,0 KIARO160
Conservada
Activacidn 66 263-328 89,4 95,4 AI163743
68 263-330 83,0 93,2 C72616
104 263-366 58,6 76,0 |At Hyp
2245035
104 263-366 29,8 49,0 KIARAQ160
Regidn 36 281-316 94,4 97,2 |AI 163743
Acidica
Conservada
36 281-316 86,1 94,4 C72616
36 281-316 58,3 72,2 |At Hyp
2254035
36 281-316 30,5 50,0 KIAAQ160
a Posicidén en relacidén a la secuencia aminoacidica del VRN2

b La similitud se calculdé segin la tabla I
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SEQ ID NO: 1

CAAGCTTCTTCAATTTTGCTTGCTCTCTCTTACACAGCCAATCGGTGTTTTCGCAGCTTTCA
GGCCTCAATCCAAGACATTCTATATAAGCATATTGCAGAAGAGGCGGTTCTAATTGTTGCAT
TGAGTTTATCGCTATGACGTAGGGAAATTCTAATTTAGGGGAGGCCTCAGAGTTTGCACTAA
CTTCATAATCGGCTCTTGACGTTGTTGAGTGTAATTGAACAAGAATGTGTAGGCAGAATTGT
CGCGCGAAATCCTCACCGGAGGAAGTGATTTCAACTGATGAGAATCTCTTGATATATTGTAA
ACCTGTTCGACTATATAACATCTTTCACCTTCGCTCTCTAGGCAACCCATCGTTTCTTCCAA
GATGCTTGAACTACAAAATTGGAGCAAAGCGCAAAAGAARAGTCAAGATCTACTGGGATGGTA
GTTTTCAACTATAAGGATTGTAATAACACATTACAGAAAACTGAAGTTAGGGAGGATTGTTC
TTGTCCATTTTGCTCTATGCTATGTGGTAGCTTCAAGGGGCTGCAATTTCATTTGAATTCAT
CTCATGATTTATTTGAATTTGAGTTCAAGCTTTTCGAAGAATACCAGACAGTTAATGTTTCT
GTAAAACTTAATTCCTTCATATT TGAGGAAGAAGGAAGTGATGACGATAAATTTGAGCCCTT
CTCTCTCTGCTCGAAACCTCGTAAGCGGAGACAAAGAGGTGGCAGAAATAACACCAGGAGAC
TTAAAGTATGCTTTTTACCGTTGGATTCACCCAGTTTAACTAATGGCACAGAAAATGGAATC
ACCCTACTTAATGATGGAAACCGTGGTTTAGGATATCCCGAGGCAACAGAGCTTGCTGGACA
ATTTGAGATGACCAGCAACATTCCACCAGCCATAGCCCACTCTTCTCTGGACGCTGGTGCTA
AAGTTATATTGACAAGCGAAGCTGTGGTCCCTGCTACTAAGACAAGAAAGTTATCTGCTGAG
CGATCAGAGGCTAGAAGCCACCTACTTCTTCAGAAACGCCAATTCTATCATTCTCACAGAGT
CCAGCCAATGGCGCTTGAGCAAGTAATGTCTGACCGGGATAGCGAGGATGAAGTCGATGACG
ATGTTGCAGATTTTGAAGATCGCCAGATGCTTGATGACTTTGTGGATGTGAATAAAGATGAA
AAGCAATTCATGCATCTTTGGAACTCGTTTGTAAGAAAACAAAGGGTTATAGCAGATGGTCA
TATCTCTTGGGCATGTGAAGCATTTTCAAGATTT TACGAGAAAGAGTTGCACCGTTACTCAT
CACTCTTCTGGTGTTGGAGATTGTTTTTGATTAAACTATGGAACCATGGACTTGTCGACTCA
GCCACCATCAACAACTGCAATACCATCCTCGAGAATTGCCGTAATAGCTCAGACACCACCAC
CACCAACAACAACAACAGTGTGGATCGTCCCAGTGACTCAAACACCAACAACAATAACATTG
TGGATCATCCCAATGACATAAACAACAAGAACAATGTTGACAACAAGGACAATAACAGCAGA
GACAAAGTAATTAAATAGGAAAATCTCCGCGCTTTTATGATACCGATTTATCGGATTGTAACT
TATTCTTCTTTCTTAAAAAATTGTTTAGGAGCAAACAAATTTTTTATATGTTAGTGTATTCA
ACTGATTACATTTTTAGTTAAAAAAAAAAATGGATTCTGCTTATAACT

SEQ ID NO: 2

MCRONCRAKSSPEEVISTDENLLIYCKPVRLYNIFHLRSLGNPSFLPRCLNYKIGAKRKRKS
RSTGMVVFNYKDCNNTLOKTEVREDCSCPFCSMLCGSFKGLQFHLNSSHDLFEFEFKLFEEY
QTVNVSVKLNSFIFEEEGSDDDKFEPFSLCSKPRKRRQRGGRNNTRRLKVCFLPLDSPSLTN
GTENGITLLNDCNRGLGYPEATELAGQFEMTSNIPPAIAHSSLDAGAKVILTSEAVVPATKT

RKLSAERSEARSHLLLQKRQFYHSHRVQPMALEQVMSDRDSEDEVDDDVADFEDRQMLDDFV
DVNKDEKQFMHLWNSFVRKQRVIADGHI SWACEAFSRFYEKELHRYSSLFWCWRLFLIKLWN
HGLVDSATINNCNTILENCRNSSDTTTTNNNNSVDR PSDSNTNNNNIVDHPND INNKNNVDN
KDNNSRDKVIK
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SEQ ID NO: 3

AAAGAGAATGCTTTGACTCTCTCATTGGTCAAACCTGACTGTATTTATATGCGTTATTGTGT
GGTAAAGTTTCGACCTTTGACTTTACAAGTTGGCGTTAAGAAGAGAGATGCGTAGATCAGCG
AGTGGTTCGAGAGTTTTGGATCATTTTCCCCCGACTTCACGGTCTCCACGTCGATCTCAGAG
CATTACATCATTGGAAGATGATGT GGAGGTGCTTTTGCCTAGGTACGATCCGAATTCTCAAG
CGGGGAAGAGAGAGAAGTCAAGATTCAGATTTGCAGAAAACGTCATCCATTTGATTCCTCTC
ATTCTTCTTCTCTGTATCGCAATCCTCTGGCTCTCCTCTTATTCAGGTAAGCCGAGAAATTG
ATTCAATCTCTATGAATCCATAATTGATATGTGAAACTTAATTAGGGATTTTACAMAAGGCTC
ATATGGATATGATATGAGGATCGAGATGTCTCTGTAACATTAGAATCTTGTGTTGAATTATT
GTTTCAATTTGTTCATATTATACTAAACCGGTGATGGATTTGGAATTTGTCAGCAGCGTTAA
GGAGTTGAGTTCAAGAAGCAACATGTTGTCTTGTCTCCATGGGAACTCATCATATTCAGTTT
TGGGAAAGGAAACAATTTTTTTTACCGCCGGTGATTATGTGCCGCAAACCATACGTAACTTT
TGTAATTTTCGGTTCTGTAGACACATAAAAGGATCTCTCGTTTTCATGARATGTATGTTTAA
TATTTCACTATACATCACACAACTCAAGTAGAAAACACTGATGGTTATCCATTAATCATCAT
TCTATTGGTCGAAAACAAGGATTAGTTTCAACTTATTGCTACCTTAGTGATTAGATGTTCCT
GTGAGTTTCAGCTAGCCAAGTCAACTAGAGTTAAACAATGGAATCAAAATACATATTCAGTA
ATTTATTTTAAACTCTGACTATTTATGTAAACAAAAATGCAAATTAAAATTGAAGGTCATGA
AGATTCTATTCTTAGTATGAAAAGTATAGATCAATGATAARAGTATATACCAGAACAGTGGT
GGATCTAGAAACATATTTAGTATATGGCACAATATATTTAACATATACAAATTTTAATCTAA
AAGTTGTATTCATTTATGAAAAGACWTCTGAATGAAGCAAATTTATTTGATGTGTTAATCAT
CCATTTATGTGTTAATCAGCCATTGATGTTAGTATAGTACTCTATGCTAACATAATTTTTTT
ATACTATAAATTAAAAAAATAGGTAAGAAAAGAAAAATAGATTAATATAAAAAGCATTTTAT
TAGCTGAAATAAATAAAATGAAAGAAGATAATAACTAATTGACTAAAAAATTAGTAGAGCAT
ATGGGGCACAATACACTAAGTATTTCATCTTTACTATAAAATGTAACAAATTTCAARATTAT
CAAACTGTATATAGGGCACGTGCCTAGGTACCAATAGACGTACGTCCGCCCTGAAATAAGTT
GGTGAATATGGTTTTAATTCCTCTAATACTCACTGTACTGCCATGGTAGAGGTGAAAAAAAC
AATTTTAGAAATATTATAATGGATTAAGCTGTCCAAGTTGGTCGTATTTTCTTTACATTTTA
TTAACTAATAAACATARATARGTTCAACTATTTATTGACTAGTAATAATACGTGTAAAATGT
CTATTGGTTTAAAATATCGGGCCATAAGGCCCAGACTTGAAAAAAAAACTTGAAACCCARAGT
TATATTTTTACTTGTTTCTTCTTTCTCAGTGAATATCTCCCAATCAAGCTTCTTCGATTTTG
CTCTCTCTTACACAGCCAATCGGTGTTTTCGCAGCTTTCAGGTTTGTCTCAATCTCAAATTA
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AATCGGAGTCAAGTAATAACAATTGATAAACCTAATTGTTTCCATTGTATTGTAAGATTTGA
AATTTTGCTGTAGATCCGGAATCGAATTCTAGTTCTGGAATCGTTGATCTCGATGGAATTTT
TTTTTTAAGATTTCTTCTTACACATTTGGT TCAAAAGATCACATAGTTTTATTTTAATTTGA
TAAGTATGATGATTCTGCTAAGTGGCATTGGATAAAGTTTTCGTTTTTGCAATACGTCTAAA
CTTGTCTATGTCTTGAATGAACTCTCTGAGTTGCTTARRAAGTCTTGTGCTTTCTTTATTAC
ACAGGCCTCAATCCAAGACATTCTATATAAGCATATTGCAGAAGAGGCGGTTCTAATTGTTG
CATTGAGTTTATCGCTATGACGTAGGGAAATTCTAATTTAGGGGAGGCCTCAGAGTTTGCAC
TAACTTCATAATCGGCTCTTGACGTTGTTGAGTGTAATTGAACAAGAATGTGTAGGCAGAAT
TGTCGCGCGAAATCCTCACCGGAGGAAGTGATTTCAACTGATGAGAATCTCTTGATATATTG
TAAACCTGTTCGACTATATAACATCTTTCACCTTCGCTCTCTAGGCAACGTATGATTTGCCT
TCCTCTCTCATCATATTAGCTCAGTAATCTTTCATCTCCTGTGTAGATCACCCACTAATAGT
TTGAGTTTGCTAARGCTGATTATGGTCTGATTCATGGCGAGTGTGTGCTTCTTTTGTCTCCTA
AATTTGAACTTGTTGTTTGTTGTTGCAGCCATCGTTTCTTCCAAGATGCTTGARCTACARARA
TTGGAGCAAAGCGCAAAAGAAAGTATGTTTTCTTCTTGAATGTAGCTGCTACAGTGATATGT
TATTTATCTTACTTCTAATATGGAAGCTGATGACCTATTTTATCTTTGTTGAGTAGATATGG
ACATAATGAATGGTTTCTTCTTTGTTCATGCTATAAACTTACATTTTATAARATTGTGTTTT
GGTTAGGTCAAGATCTACTGGGATGGTAGTTTTCAACTATAAGGATTGTAATAACACATTAC
AGAAAACTGAAGGTTAGTCTTTTTCTGTTCGTCGACAAAATTCGATGTCAATGTCTATGTTT
CTCTAGATGATTTGTTATTTACTATTTTTTTCTGTATTGTCATGCAGTTAGGGAGGATTGTT
CTTGTCCATTTTGCTCTATGCTATGTGGTAGCTTCAAGGTGGGCAACTATTACAACTGAGGT
TTCTTCCGGGGCCTTTCATATCTAACACTGTGAAATGCTACTGCTGTTTCATGCTGTATACT
TTCACTGTTTGGTTACATATTT TTGTGTTTGTTGTTTGTCTTCTCACTCTTTTCGAACTGCT
GAGTGTGTGCTTATCTGAGAAAACATGTCCCAGATGGAGCTTACAACCAATTGTCTTGTGTC
TATGCAGGGGCTGCAATTTCATTTGAATTCATCTCATGATTTATT TGAATTTGAGTTCAAGG
TATGTGGTTTTATGGAAATTCTTGATTTGCTATGCCTTTATTAATGAGGTTATAGTTAAAAA
AGGGTCTTTCCTATTGTAGCTTTCGGAAGAATACCAGACAGTTAATGTTTCTGTAAARCTTA
ATTCCTTCATATTTGAGGTCAGTTACTTTAAACTTGGTTAATTGGGAAATCCGATAGCTGGT
GAAAATTTTGTI TATATTCCATCCTTATTTGTACTAGGAAGAAGGAAGTGATGACGATAAAT
TTGAGCCCTTCTCTCTCTGGTAACCCTCAGAACCCCTTCGATTAAATACCTTAATAGCAGTA
ACTCCTTGCTTCTCTTGTCAGTACATCTCTGTAAATCCAACCATAATGTTTTGCAGCTCGAA
ACCTCGTAAGCGGAGACAAAGAGGTGGCAGAAATAACACCAGGAGACTTAAAGTATGCTTTT
TACCGTTGGATTCACCCAGTTTAACTAATGGCACAGAAAATGGAATCACCCTACTTAATGAT
GGTAAAATCATATCTTCTTCTGTGCGTTCCTTGTGGCTTAGAACTTCATATTACAGAAGAAG
ATACAATGGCCTGATTGTTTAGTTTTTGTACTTCTCCTCGCATTCTTCTTGCGAGGGTATTG
TTACCAGAACTGATGTACAAAATTAARTGGCATGCTACAGGAAACCGTGGTTTAGGATATCCC
GAGGCAACAGARCTTGCTGGACAATTTGAGATGACCAGCAACATTCCACCAGCCATAGCCCA
CTCTTCTCTGGACGCTGGTGCTAAAGTTATATTGACAAGCGAARGCTGTGGTCCCTGCTACTA
AGACAAGAAAGTTATCTGCTGAGCGATCAGAGGCTAGAAGGTTTGTTCATCATGACACCCCG
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TCATCATAATTACCATTCCTGTTGTTACAAATGTTCTTCCTATTATGGATAAGTGTTTATAG
TACTGCCATATTAACCGAGAAAATTTCTTCCAGCCACCTACTTCTTCAGAAACGCCAATTCT
ATCATTCTCACAGAGTCCAGGTGATCCAAGTTCCTTCACCTACTTCTTAGGCATTTTCTTTA
AATTGCTCATGATGATATCTTATCAAAGCATACTTGGTTTGTTCTCATCCAAATTTGTATTT
TGATCTGTATGTATCAACGCAAAATAGTTATGTCCATGTTGTCTCCGTTTTATTGCCACTAA
CCAAAARATGCATGTTTCTGTGACAAGCCAATGGCGCTTGAGCAAGTAATGTCTGACCGGGA
TAGCGAGGATGAAGTCGATGACGATGTTGCAGATTTTGAAGATCGCCAGGTATTCCATGATT
TCTTTCTGCGTTCATTAAATAGACAACAGAAAATGGTATATGATGTAACTTGCTAATGGCTT
TTGAAACTTAAAAAAGCTGCAGATGCTTGATGACTTTGTGGATGTGAATAAAGATGAAAAGC
AATTCATGCATCTTTGGAACTCGTTTGTAAGAAAACAAAGGTAACTACTTCTCTTACACATG
AACAGACACAAAAAGACCTTATGTCTTACATTCCATACCTGTCTAAATGATTTTGCTTATGG
AACTTTGAGCTCAATTATGATTGTTGATGTTTCAGGGTTATAGCAGATGGTCATATTTCTTG
GGCATGTGAAGCATTTTCARGAT TTTACGAGAAAGAGTTGCACCGTTACTCATCACTCTTCT
GGTAATATAAGTACACCAAACATATACAGACACATAACTACACTATCAATCTTGTTTCGTTT
TCTGAAAAAAAAATAAARATTTCCAGGTGTTGGAGATTGTTTTTGATTAAACTATGGAACCA
TGGACTTGTCGACTCAGCCACCATCAACAACTGCAATACCATCCTCGAGAATTGCCGTAATA
GCTCAGACACCACCACCACCAACAACAACAACAGTGTGGATCGTCCCAGTGACTCAAACACC
AACAACAATAACATTGTGGRTCATCCCAATGACATAAACAACAAGAACAARTGTTGACAACAA
GGACAATAACAGCAGAGACAAAGTAATTAAATAGGAAAATCTCCGGCTTTTATGATACCGAT
TTATCGGATTGTAACTTATTCTTCTTTCTTAAAAAATTGTTTAGGAGCAAACAAATTTTTTA
TATGTTAGTGTATTCAACTGATTACATTTTTAGTTAAAAAAAAAAATGGATTCTGCTTATAA
CTAAAAACTGAAAAAARAGAAAAGTTTCCTTAATTTTTCTTTTTGACT TGAGAAARAGCTCC
TCTAGTAAATATGAGTTATATATTAATCAAGTACATAACATAAAAATAGTATATATTAAGTG
CAAATAGATTGAAAACAAATCAAGAAGAAATTAATTAAGACAGAGTGATTAAGCTTAAAACC
CCATTTGGACTTGTTCTTTCTCAATGAATCCCTCACAAGCAGCAAGCTTCTTCGATTTTGCT
TTGACACCACCAATCGGTGTTTTCGAATCTTTCAGGTTTGTCTCGATTTCAATCTAGATCGG
AGTCAAGTAATAAAATTGATTAACCTAAGTATTCCCGTTCTCTCGTAAGAGTTGGGATTTAG
CAGTAGATCGGAAATCGGAATTTACGTTTTTGT TAAAAGATTGATGGTTTAGGTAATGGAAC
ATAGTTCTGGATTCATTGCTTCTAGTTGATTCTCGAATTGTTTGATTTCGCAATGCACATTT
TTGTTTCAAAGGATCACAGAATTTGATT TAARATTTGACAAAATTCCATCAATTTCTCATAT
TAGGGTTTATATTTCTTCTAGTARCTCGAACTTGTTGGAACTCTGTATACTCTGTGCTATGT
AGATAAAGTCTTAACATTTTGGTCAACTTTGTTTGATCTCTAAACTAGTTTGGGCTCTCTGT
TTTAAAGTTTTGTGCTTTCACTATTACACAGGTCTCATACAAGACTACAGTCTCAAGAAGCA
TAATATCGTCGACTCTGTTT TGAGTTTCTCAACAGTGGTTGAAGCTTAAGGAGGTTCTTATG
TGCGTTTTGATATC
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SEQ ID NO: 4

CAAGCTTCTTCAATTTTGCTTGCTCTCTCTCTTACACGGCCAATCGGTGTTTTCGCAGCTTT
CAGGCCTCAATACAAGACATTCTATATAAGCATATTGCAGAAGAGGCGGTTCTAATTGTTGC
ATGGAGTTGAACAATATGACGTAGGGAAATTCTAATTTAGGGGAGGCCTCAGAGTTTGCACT
AACTTCATAATCAGCTCTGGACGTTGTTGATTGTATTTGAACAAGAATGTGTAGGCAGAATT
GTCGCGCGAAATCCTCACCGGAGGAAGTGATTTCAACTGATGAGAATCTCTTGATATATTGT
AAACCTGTTCGACTATATAACATCTTTCACCTTCGCTCTCTAGGCAACCCATCGTTTCTGCC
AAGATGCTTGAACTACAAAATTGGGGCAAAGCGCAAAAGAAAGTCAAGATCTACTGGGATGG
TAGTTTTCAACTATAAGGATTGTAATAATACATTACAAAGAACTGAAGTTAGGGAGGATTGT
TCTTGTCCATTTTGCTCTATGCTATGTGGTAGCTTCAAGGGGCTGCAATTTCATTTGAATTC
ATCTCATGATTTATTTGAATTTGAGTTCAAGCTTTTGGAAGAATACCAGACAGTTAATGTTT
CTGTAAAACTTAATTCCTTCATATTTGAGGAAGAAGGAAGTGATGATGATAAATTTGAGCCC
TTCTCTCTCTGCTCGAAACCTCGTAAGCGTAGACAAAGAGGTGGCAGAAATAACACCAGGAG
ACTTAAAGTATGCTTTTTACCGTTGGATTCACCCAGTTTAGCTAATGGCACAGAAAATGGAA
TTGCCCTGCTGAATGATGGARACCGTGGTTTAGGATATCCCGAGGCAACAGAGCTTGCTGGA
CAATTTGAGATGACTAGCAACATTCCACCAGCCATAGCCCACTCTTCTCTGGACGCTGGTGC
TAAAGTTATATTAACAACCGAAGCTGTGGTCCCTGCTACTAAGACAAGAAAGTTATCTGCTG
AGCGATCAGAGGCTAGAAGCCACCTACTTCTTCAGAAACGCCAATTCTATCATTCTCACAGA
GTCCAGCCAATGGCGCTTGAGCAAGTAATGTCTGATCGGGATAGCGAGGATGAAGTCGATGA
CGATGTTGCAGATTTTGAAGATCGCCAGATGCTTGATGACTTTGTGGATGTGAATAAAGATG
AAAAGCAATTCATGCATCTTTGGAACTCGTTTGTAAGARAACAAAGGGTTATAGCAGATGGT
CATATCTCTTGGGCATGTGAAGTATTTTCAARGATTTTACGAGAAAGAGTTGCACTGTTACTC
ATCACTCTTCTGGTGTTGGAGATTGTTTTTGATTAAACTATGGAACCATGGACTTGTCGACT
CAGCCACCATCAACAACTGCAATACCATCCTCGAGAATTGCCGTAATACCTCAGTCACTAAC
AACAACAACAACAGTGTGGATCATCCCAGTGACTCAAACACCAACAACAATAACATTGTGGA
TCATCCGAATGACATAAAAAACAAGAACAATGTTGACAACAAGGACAATAACAGCAGAGACA
AGTAATTAAATAGGAAACACTCCGGTTTAGATGATACCGATCTATCGGATTGTAACTTATTC
TTCTTTCTTAAAAAAATTGTTTAGGAGCAAACAAAGATTTTATTTGTTAGTGTATTCAACTG
ATTACATTTTTAGTTAAAAAAATGGATTCTCCTTAATAACT

SEQ ID NO: 5

MCRQNCRAKSSPEEVISTDENLLIYCKPVRLYNIFHLRSLGNPSFLPRCLNYKIGAKRKRKS
RSTGMVVFNYKDCNNTLQRTEVREDCSCPFCSMLCGSFKGLQFHLNSSHDLFEFEFKLLEEY
QTVNVSVKLNSFIFEEEGSDDDKFEPFSLCSKPRKRRQRGGRNNTRRLKVCFLPLDSPSLAN
GTENGIALLNDGNRGLGYPEATELAGQFEMTSNIPPAIAHSSLDAGAKVILTTEAVVPATKT

RKLSAERSEARSHLLLQKRQFYHSHRVQPMALEQVMSDRDSEDEVDDDVADFEDRQMLDDFV
DVNKDEKQFMHLWNSFVRKQRVIADGHISWACEVFSRFYEKELHCYSSLFWCWRLFLIKLWN
HGLVDSATINNCNTILENCRNTSVTNNNNNSVDHPSDSNTNNNNIVDHPNDI KNKNNVDNKD
NNSRDK
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SEQ ID NO: 6

AAAGAGAAGAGCTTTGACTCTCTCATTGGTCARACCTGACTGTATTTATATGCGTTATTGTG
TGGTAAAGTTTCGACCTTTGACTTGACAAGTTGCCGTTAAGAAGAGAGATGCGTAGATCAGC
GAGTGGTTCTAGAGTTTTGGATCATTTTCCGGCGACTTCAAGGTCTCCGCCTCGATCTCAGA
GTGTTACAGCAATGGAAGATGATGTGGAGCTGCTTTTGCCTAGGTACGATCCGAATTCTCAA
GCGGGGAAGAGAGAGAAATCAAGATTCAGATTTTCAGAAAACGTCATCCATTTGATTCCTCT
CATTCTTCTTCTCTGTGTCGCAATCCTCTGGCTCTCCTCTTACTCAGGTAAGCCGAGAAATT
GTTTCAATCTCTATGAATCCATAATTGATCTGTGAAACTTAATTAGGGATTTTACAAAGACT
CATATGGATATGAGGATCGAGATGTCTCTGCAACGTTAGAATCTTGTGTTGAATTATGGTTT
CAATTTGTTCATATAATACTAAATCGGTGATGGATTTGGAATTTGTCAGCAGCGTTAAGGAG
TTGAGTTCCAAAAGCAACATGTTGTCTTGTCTCCATGGGAACTCATATTCAGTTTTGGGAAA
GGAAACAATTCTTTTACCGCCGGTGATTTTGTGCCGCAAACCATTCGTATTTGTAATTTTTG
GTTCTGTAGACACACAAAAGGATCTCTCGTTTTCATGAAATGTATGTTTAATATTTCAGTGA
TATACATCACACAACTCAAGTAGAAAACACTGATGGTTATCCATTAATCATTCTATTGGTCG
AAAAAAAGATTAGTTTCAACTTAATGCCACCTTAGGATTATATGTTCCTGTGAGTTTCAGCT
AGCCAACTCAACTAGAGTTAAACAATGGAATCAAAATACATATTCAGTAATTTATTTTAAAC
TCTGACTATTTATGTAAAACACAAATGGAAATCAAAATTGAAGGTCATGAAGATTCTATTCT
TAGTGTGAAAAGTATAGATCAATGATTCTTAATTTCTTCATCCTCCACGCATAGATCAATGG
TGAATATGGTTTTAAATCCTCTAATACTCACTGTACTGCCATGGTAGAGTTAAAAAAACAAT
TTTAGAAATATTAGTGGATTAAGGCATTAAGCTGTCCAAGTTGCTTGTATTTTCTTTTCATT
TTATTAATTAAAAAAAAAGTTCAACTATTTATTGACTAATAATAATACGTGTTAAATGGTTA
TCGGTTTAAAATATGGGCCATAGGCCCAGACTTGAAGAAAAACTTGAARCCCAAAGTTTTAT
TTTTACTTGTTTTCTTTCTCAGTGAATATCTCCCAATCAAGCTTCTTCAATTTTGCTTGCTC
TCTCTCTTACACGGCCAATCGGTGTTTTCGCAGCTTTCAGGTTTGTCTCAATCTCAAATTAA
ATCGGAGTCAAGTAATAACAATTGATAACCCTAATTGTTTCAATTATATTGTAAGATTTGAA
ATTTTGCAGTAGATCCGGAATCGTATTCTAGTTCTGGAATCGTTGATCTCGATGGAATTTTT
TTTAAGATTTCTTCATACACATTTGGTTCAARAAGATCACATAATTTTATTTTAATTTGATAA
GTATGATGATTCTGCTAAGTGGCATTGGATAAAGTTTTCATTTTTGCAATACGTCTARACTT
GTCTATGTCTTGAATGAACTCTCTGAGTTGCTTAAAAAGTCTTGTGCTTTCTTTATTACACA
GGCCTCAATACAAGACATTCTATATAAGCATATTGCAGAAGAGGCGGTTCTAATTGTTGCAT
GGAGTTGAACAATATGACGTAGGGAAATTCTAATT TAGGGGAGGCCTCAGAGTTTGCACTAA
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CTTCATAATCAGCTCTGGACGTTGTTGATTGTATTTGAACAAGAATGTGTAGGCAGAATTGT
CGCGCGAAATCCTCACCGGAGGAAGTGATTTCAACTGATGAGRATCTCTTGATATATTGTAA
ACCTGTTCGACTATATAACATCTTTCACCTTCGCTCTCTAGGCAACGTATGATTTGGCCTTC
CTCTCTCATCATTTTAGCTTAGTAATCTTTCATCTCCTGTGTAGATCACCCACTAATAGTTT
GAGTTTGCTAAGCTGATTATGGTCTGACTCATGGCGAGTGTGTGCTTCTTTTGTCTCCTAAT
GTTATTTGAACTTGTTGTTTGTTGTTGCAGCCATCGTTTCTGCCAAGATGCTTGAACTACAA
AATTGGGGCAAAGCGCAAAAGAAAGTATGCGTTTCTTCTTGAATGTAGTTGCCACAGTGATA
TGTTATTTATCTTACTTCTAATATGGAAGCTGATGAACTATTTATCTTTGTTGAGTAGATAT
GGACATAATGAATGGTTTCTTCTTTGTTCATGCTATACACTTATATTTTACAAAATTGTGTT
TTGCTTAGGTCAAGATCTACTGGGATGGTAGTTTTCAACTATAAGGATTGTAATAATACATT
ACAAAGAACTGAAGGTTAGTCTTTTTCTGTTCTTCGACAAAATTCGATGTCAATGTCTATGT
TTCTCTAGATGATTTGTTATTTACTATTTTTTTCTGTATTGTCACGCAGTTAGGGAGGATTG
TTCTTGTCCATTTTGCTCTATGCTATGTGGTAGCTTCAAGGTGGGCAACTATTACAACTGAG
GTTTCTTCCGGGGCCTTTCATATCTAACACTGTGAAATGCTACTGCCGTTTAATGCTATATA
CTTTCACTGTTTGGTTACATATTTTTGTGTTTGTTGTTTGTCTTCTTGCTCTTTTTAAACTG
CTGAGTGTGTGCTTATCTGAGAAAACATGTTCCAGTTCGAGCTTACAATCCATTGTCTTGTG
TCTATGCAGGGGCTGCAATTTCATTTGAATTCATCTCATGATTTATTTGAATTTGAGTTCAA
GGTATGTGGTTTTATGGAATTTCTTGTTTTGCCTATGCCGTTAGTAATGAGGTTATAGTTAA
AAAAGGGTCTTTCCTATTGTAGCTTTTGGAAGAATACCAGACAGTTAATGTTTCTGTAAAAC
TTAATTCCTTCATATTTGAGGTCAGTTACTTTAAACTTGGTTAATTGGGAAATCCTATAGCT
GGTGAAAATTTGGTTTATATTCCATCCTTATTTGTACTAGGAAGAAGGAAGTGATGATGATA
AATTTGAGCCCTTCTCTCTCTGGTAACTCTCAGAACCCCTTGATTAAATACCTTAATAGCAG
TAACTCCTTGCTTTTCTTGTCAGTACTTCTCTATARATCCAACCACAATGTTTTGCAGCTCG
AAACCTCGTAAGCGTAGACAAAGAGGTGGCAGAAATAACACCAGGAGACTTAAAGTATGCTT
TTTACCGTTGGATTCACCCAGTTTAGCTAATGGCACAGAAAATGGAATTGCCCTGCTGAATG
ATGGTAAAATCACATCTTCTTCTGTGGTATTCGTTGTGGCTTAGAACTTCATTTTACAGRAAG
AAGATACAATGTCCTGATTGTTTAGTTITTGTACTTCTCCTCGCATTCTTCTTGTGAGGGTA
ATGTTACCAGAACTGATGTACAAAATTAATGGCATGCTACAGGAAACCGTGGTTTAGGATAT
CCCGAGGCAACAGAGCTTGCTGGACAATTTGAGATGACTAGCAACATTCCACCAGCCATAGC
CCACTCTTCTCTGGACGCTGGTGCTAARGTTATATTAACAACCGARGCTGTGGTCCCTGCTA
CTAAGACAAGAAAGTTATCTGCTGAGCGATCAGAGGCTAGAAGGTTTGTTCATCATGACACC
CCGTCATCATAATTACCATACCTGTTGTTACARATGTTCTTCCTATTATGGATAAGTGTTTA
CTGTACTGCCATATTAACCGAGAAAATTTCTTCCAGCCACCTACTTCTTCAGAAACGCCAAT
TCTATCATTCTCACAGAGTCCAGGTGATCCAAGTTCCTTCACCTACTTCTTAGGCATTTTCT
TTAAATTGCTCATGATGATATCTTATCAAAGCATACTTGGTTTGTTCTCATCTAAATTTGTA
TTTTGATTCTGTATGTATCAACGCAAAAAAATTATGTCCATGTTGTCTCCGTTTTATTGCCA
CTAACCAAAAACTGCATGTTTCTTGTGACAAGCCAATGGCGCTTGAGCAAGTAATGTCTGAT
CGGGATAGCGAGGATGAAGTCGATGACGATGTTGCAGATTTTGAAGATCGCCAGGTATTCCA
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TGATTTCTTTCTGCGTTCATTAAGTAGGCAACAGAAAATGGTATACGATGTAACTTGCTAAT
GGCTTTTGAAACTTAAAAAAGCTGCAGATGCTTGATGACTTTGTGGATGTGAATAAAGATGA
AAAGCAATTCATGCATCT TTGGAACTCGTTTGTAAGAAAACAAAGGTAACTACTTCTCTTAC
ACTTGAACACACACAAAAAGACCTTATGTCTTACATTCCATACCTGTCTAAATGATTCTGCT
TATGGAACTTTGAGCTCAAATTATGATTGATGTTTGCAGGGTTATAGCAGATGGTCATATCT
CTTGGGCATGTGAAGTATTTTCAAGATTTTACGAGAAAGAGTTGCACTGTTACTCATCACTC
TTCTGGTAATATAAGTACACCAAACATATACAGACACATAACTACACTATCAATTTTGTTTC
GTTTTTCTGAAAGAAAAATAARAAATTCCAGGTGTTGGAGATTGTTTTTGATTAAACTATGG
AACCATGGACTTGTCGACTCAGCCACCATCAACAACTGCAATACCATCCTCGAGAATTGCCG
TAATACCTCAGTCACTAACAACAACAACAACAGTGTGGATCATCCCAGTGACTCAAACACCA
ACAACAATAACATTGTGGATCATCCGAATGACATAAAAAACAAGAACAATGTTGACAACAAG
GACAATAACAGCAGAGACAAGTAATTAAATAGGAAACACTCCGGTTTAGATGATACCGATCT
ATCGGATTGTAACTTATTCTTCTTTCTTAAAAAAATTGTTTAGGAGCAAACAAAGATTTTAT
TTGTTAGTGTATTCAACTGATTACATTTTTAGT TAAAAAAATGGATTCTCCTTAATAACTAA
AGACTGAAAAATAAGATAAGTTTCCTTAATTTTTCTTTTTGACTTGAGAAAAAGCTCCTCTA
GACCTCTAGTAAATAGGAGTTATATATTAATCAAGTACATAACATAAAAATATATATATTAA
GTGCAAATAGATTGAAAACAAATCAAGAAATTAATTAAGACACAGTGATTAAGCTTAAAACC
CCATTTTGACTTGTTCTTTCTCAATGAATCCCTCACAAGCAGCAAGCTTCTTCGATTTTGCT
TTGACACCACCAATCAGTGTTTTCGAATCTTTCAGGTTTGTCTCGATTTCAAACTAGATCGG
AGTCAAGTGATAAAATTGACTAACATAATTATTCCCGTTCTCTCGTAAGAGTTGGGATTTAG
CAGTAGATCGGAAATCGGAATTTACGTTTTTGT TARAAGATTGATGGTTTAGGTAATAAAAC
ATAGTTCTGGATTCATTGCTTCTAGTTGATTCTCGAATTGTTTGATTTCGCAATGCACATTT
TTGGTTCAAAGGATCACATAATTTGCTTTAAAATTTGACAAAACATACCATCAAATTTCTCA
TATTTCTTCAAGTAACTCGAACTTGTTGGAAATCTATATACTCTGGGCTATGTAGATAAAGT
CTTAACATTTTGGTCAACATTGTTTGTTCTCTAAACTAGTTTGGGTTCTCTGTTTTAAAGTT
TGGTGCTTTCACTATTACACAGGTCTTATACAAGACTACAGTCTCTAGAAGCATAATATCGT
CGACTCTGTTTTGAGT TTCCCAACAGTGGTTGAAGCTTARGGAGGTTCTTATGTGCCTTTTG
AAATC

SEQ ID NO: 7

CAAGCTTCTTCAATTTTGCTTGCTCTCTCTCTTACACGGCCAATCGGTGTTTTCGCAGCTTT
CAGGCCTCAATACAAGACATTCTATATAAGCATATTGCAGAAGAGGCGGTTCTAATTGTTGC
ATGGAGTTGAACAATATGACGTAGGGAAATTCTAATTTAGGGGAGGCCTCAGAGTTTGCACT
AACTTCATAATCAGCTCTGGACGTTGTTGATTGTATTTGAACARGAATGTGTAGGCAGAATT
GTCGCGCGAAATCCTCACCGGAGGAAGTGATTTCAACTGATGAGAATCTCTTGATATATTGT
AAACCTGTTCGACTATATAACATCTTTCACCTTCGCTCTCTAGGCAACCCATCGTTTCTGCC
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AAGATGCTTGAACTACAAAATTGGGGCAAAGCGCAAAAGAAAGTCAAGATCTACTGGGATGG
TAGTTTTCAACTATAAGGATTGTAATAATACATTACAAAGAACTGAAGTTAGGGAGGATTGT
TCTTGTCCATTTTGCTCTATGCTATGTGGTAGCTTCAAGGTGGGCAACTATTACAACTGAGG
GGCTGCAATTTCATTTGAATTCATCTCATGATTTATTTGAATTTGAGTTCAAGCTTTTGGAA
GAATACCAGACAGTTAATGTTTCTGTAAAACTTAAT TCCTTCATATTTGAGGAAGAAGGAAG
TGATGATGATAAATTTGAGCCCTTCTCTCTCTGCTCGAAACCTCGTAAGCGTAGACAAAGAG
GTGGCAGAAATAACACCAGGAGACTTAAAGTATGCTTTTTACCGTTGGATTCACCCAGTTTA
GCTAATGGCACAGAAAATGGAATTGCCCTGCTGAATGATGGAAACCGTGGTTTAGGATATCC
CGAGGCAACAGAGCTTGCTGGACAATTTGAGATGACTAGCAACATTCCACCAGCCATAGCCC
ACTCTTCTCTGGACGCTGGTGCTAAAGTTATATTAACAACCGAAGCTGTGGTCCCTGCTACT
AAGACAAGAAAGTTATCTGCTGAGCGATCAGAGGCTAGAAGCCACCTACTTCTTCAGAAACG
CCAATTCTATCATTCTCACAGAGTCCAGCCAATGGCGCTTGAGCAAGTAATGTCTGATCGGG
ATAGCGAGGATGAAGTCGATGACGATGTTGCAGATTTTGAAGATCGCCAGATGCTTGATGAC
TTTGTGGATGTGAATAAAGATGAAAAGCAATTCATGCATCTTTGGAACTCGTTTGTAAGAAA
ACAAAGGGTTATAGCAGATGGTCATATCTCTTGGGCATGTGAAGTATTTTCAAGATTTTACG
AGAAAGAGTTGCACTGTTACTCATCACTCTTCTGGTGTTGGAGATTGTTTTTGATTAAACTA
TGGAACCATGGACTTGTCGACTCAGCCACCATCAACAACTGCAATACCATCCTCGAGAATTG
CCGTAATACCTCAGTCACTAACAACAACAACAACAGTGTGGATCATCCCAGTGACTCARACA
CCAACAACAATAACATTGTGGATCATCCGAATGACATAAAAAACAAGAACAATGTTGACAAC
AAGGACAATAACAGCAGAGACAAGTAATTAAATAGGAAACACTCCGGTTTAGATGATACCGA
TCTATCGGATTGTAACTTATTCTTCTTTCTTAAAAAAATTGTT TAGGAGCAAACAAAGATTT
TATTTGTTAGTGTATTCAACTGATTACATTTTTAGTTAAAAARARTGGATTCTCCTTAATAAC
T

SEQ ID NO: 8

MCRQNCRAKSSPEEVISTDENLLIYCKPVRLYNIFHLRSLGNPSFLPRCLNYKIGAKRKRKS
RSTGMVVFNYKDCNNTLQRTEVREDCSCPFCSMLCGSFKVGNYYN

SEQ ID NO: 9

ACATTTTCGTACCGCTCAAGATTTAAGAAGCGTAAAAGGGTGGAAATCTCAAGTGATAARAT
TAGGCATGTACATCCACATATTGTGGATTCAGGATCACCTGAAGATGCCCAGGCAGGATCTG
AAGACGATTACGTGCAGAGGGAAAATGGTAGTTCTGTAGCACACGCTTCTGTTGATCCTGCT
AATTCATTACACGGTAGCAATCTTTCAGCACCAACAGTGT TACAGTTTGGGAAGACAAGARAA
GCTGTCTGTTGAACGAGCTGATCCCAGAAATCGGCAGCTCCTACAAAAACGCCAGTTCTTTC

ATTCTCACAGGGCTCAACCAATGGCATTGGGAGCAGTTTTCTCAGATCGTGATAGTGAAGAT
GAGGTTGATGATGACATTGCTGATTTTGAAGATAGACAGATGCTTGATGATTTTGTTGATGT
TACCAAAGACGAACTTATTATGCATATGG
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SEQ ID NO: 10

TFSYRSRFKKRKRVEISSDKIRHVHPHIVDSGSPEDAQAGSEDDYVQRENGSSVAHASVDPA
NSLHGSNLSAPTVLQFGKTRKLSVERADPRNRQLLQKRQFFHSHRAQPMALGAVFSDRDSED
EVDDDIADFEDRQMLDDFVDVTKDELIMHM

SEQ ID NO: 11
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ACATGCATATCCTGATGCTGAATGTGCTCAATTGGTACCTGGGAATAATCTTGCACCTCCTG
CCATGCTACAATTTGCAAAGACAAGAARATTATCAATTGAACGGTCTGACATGAGAAACCGT
ACACTCCTTCACAAACGACAATTTTTTCACTCACATAGAGCTCAGCCAATGGCAGCTGAGCA
AGTTATGTCAGATCGGGATAGTGAGGATGAAGTTGACGATGATGTTGCAGATTTTGAAGACC
GAAGGATGCTTGATGATTTTGTAGACGTGACTAAAGATGAGAAGCAAATGATGCACTTGTGG
AACTCATTTGTGAGG

SEQ ID NO: 12

HAYPDAECAQLVPGNNLAPPAMLQFAKTRKLSIERSDMRNRTLLHKRQFFHSHRAQPMAAEQ
VMSDRDSEDEVDDDVADFEDRRMLDDFVDVTKDEKQMMHLWNSFVR

SEQID NO: 13

ATGGATCCGATTAAGCTGACAACACGAAGCTAAGGTCCCTGCTAAGCGATCAAAGGCTACAAG
CCACTACTTGCCTCTTCATAAACGCCAGTTCTATCATTCCCGAACCGGTCAGCCATTGTCAC
TTGAGCAAGTTATGTCTGACCGAGATAGCGAAAATGACGTCGACAAAAATGATGATGCTGCA
CATCTCGAAGARAGCCAGATGCTTAATGGTTCCATGGATGAGAATGAAATCGTAGCAGAGAG
ATTCATAAAACTTTGGAACTCCTTTGTTAAACAGCAAAGGATTGTTGCAGATGCTCATATTC
CTTGGGCATGTGAAGCATTCTCAAGATTACACCTGCAAGAGCTGCGCAGTAACTTATCACTC
GACTTGTGCTGGAGACAATTCATGATCAAACAATGGGATTATGGACTTCTTGACAGAGTCAC
CATGAACAAATGCAATACCATCATCTACCATAATATCTCAACTACCAACGATGACATAAACA
ATAACAACACAAGGACGACTGATAATATGGATGTTGTCGACGATGACATARAACAGAGACARG

SEQ ID NO: 14

MDPIKLTTEAKVPAKRSKATSHYLPLHKRQFYHSRTGQPLSLEQVMSDRDSENDVDKNDDAA
HLEESQMLNGSMDENEIVAERF IKLWNSFVKQQRIVADAHIPWACEAFSRLHLQELRSNLSL
DLCWRQFMIKQWDYGLLDRVTMNKCNTI IYHNISTTNDDINNNNTR TTDNMDVVDDD INRDK
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SEQ ID NO: 15

CTCTGAGGAGACACTTTTTTTTTCCTCCCTCCTTCCCTCCTCTCCTCCTCCCTTCCCTTCCC
CTCTCCTCCCCTCTCTCCTCCTTCCCCCCTCGGTCCGCCGGAGCCTGCTGGGGCGAGCGGTT
GGTATTGCAGGCGCTTGCTCTCCGGGGCCGCCCGCGCGGGTAGCTGGCGGGGGGAGGAGGCAG
GAACCGCGATGGCGCCTCAGAAGCACGGCGGTGGGGGAGGGGGCGGCTCGGGGCCCAGCGCG
GGGTCCGGGGGAGGCGGCTTCGGGGGTTCGGCGGCGGTGGCGGCGGCGACGGCTTCGGGCGG
CAAATCCGGCGGCGGGAGCTGTGGAGGGGGTGGCAGTTACTCGGCCTCCTCCTCCTCCTCCG
CGGCGGCAGCGGCGGGGGCTGCGGTGTTACCGGTGAAGAAGCCGAAAATGGAGCACGTCCAG
GCTGACCACGAGCTTTTCCTCCAGGCCTTTGAGAARGCCAARCACAGATCTATAGATTTCTTCG
AACTCGGAATCTCATAGCACCAATATTTTTGCACAGAACTCTTACTTACATGTCTCATCGAA
ACTCCAGAACAAACATCAAAAGGAAAACATTTAAAGTTGATGATATGTTATCARAAGTAGAG
AAAATGAAAGGAGAGCAAGAATCTCATAGCTTGTCAGCTCATTTGCAGCTTACGTTTACTGG
TTTCTTCCACAAAAATGATAAGCCATCACCAAACTCAGAAAATGAACAAAATTCTGTTACCC
TGGAAGTCCTGCTTGTGAAAGTTTGCCACAAAAAAAGAAAGGATGTAAGTTGTCCAATAAGG
CAAGTTCCCACAGGTAAAARGCAGGTGCCTTTGATTCCTGACCTCAATCAAACARAACCCGG
AAATTTCCCGTCCCTTGCAGTTTCCAGTAATGAATTTGAACCTAGTAACAGCCATATGGTGA
AGTCTTACTCGTTGCTATTTAGAGTGACTCGTCCAGGAAGAAGAGAGTTTAATGGAATGATT
ARTGGAGAAACCAATGAAAATATTGATGTCAATGAARGAGCTTCCAGCCAGAAGAAAACGAAA
TCGTGAGGATGGGGAAAAGACATTTGTTGCACAAATGACAGTATTTGATAAAAACAGGCGCT
TACAGCTTTTAGATGGGGAATATGAAGTAGCCATGCAGGAAATGGAAGAATGTCCAATAAGC
AAGAAAAGAGCAACATGGGAGACTATTCTTGATGGGAAGAGGCTGCCTCCATTCGAAACATT
TTCTCAGGGACCTACGTTGCAGTTCACTCTTCGTTGGACAGGAGAGACCAATGATAAATCTA
CGGCTCCTATTGCCAAACCTCTTGCCACTAGAAATTCAGAGAGTCTCCATCAGGAAAACAAG
CCTGGTTCAGTTARACCTACTCAAACTATTGCTGTTAAAGAATCATTGACTACAGATCTACA
AACAAGAAAAGAAAAGGATACTCCAAATGAAAACCGACAAAAATTAAGAATATTTTATCAGT
TTCTCTATAACAACAATACAAGGCAACAAACTGAAGCAAGAGATGACCTGCATTGCCCTTGG
TGTACTCTGAACTGCCGCAAACTTTATAGTTTACTCAAGCATCTTAAACTCTGCCATAGCAG
ATTTATCTTCAACTATGTTTATCATCCAAAAGGTGCTAGGATAGATGTTTCTATCAATGAGT
GTTATGATGGCTCCTATGCAGGAAATCCTCAGGATATTCATCGCCAACCTGGATTTGCTTTT
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AGTCGCAACGGACCAGTTAAGAGAACACCTATCACACATATTCTTGTGTGCAGGCCAAAACG
AACAAAAGCAAGCATGTCTGAATTTCTTGAATCTGAAGATGGGGAAGTAGAACAGCAAAGAA
CATATAGTAGTGGCCACAATCGTCTGTATTTCCATAGTGATACCTGCTTACCTCTCCGTCCA
CAAGAAATGGAAGTAGATAGTGAAGATGAAAAGGATCCTGAATGGCTAAGAGAAAAAACCAT
TACACAAATTGAAGAGTTTTCTGATGTTAATGAAGGAGAGAAAGAAGTGATGAAACTCTGGA
ATCTCCATGTCATGAAGCATGGGTTTATTGCTGACAATCAAATGAATCATGCCTGTATGCTG
TTTGTAGAAAATTATGGACAGAAAATAATTAAGAAGAATTTATGTCGAAACTTCATGCTTCA
TCTAGTCAGCATGCATGACTTTAATCTTATTAGCATAATGTCAATAGATAAAGCTGTTACCA
AGCTCCGTGAAATGCAGCAAAAATTAGAAAAGGGGGAATCTGCTTCCCCTGCAAACGAAGAA
ATAACTGAAGAACARAATGGGACAGCAAATGGATTTAGTGAAATTAACTCAAAAGAGAAAGC
TTTGGAAACAGATAGTGTCTCAGGGGTTTCAAAACAGAGCAAAAAACAAAAACTCTGAAAAG
CTCTAACCCCATGTTATGGACAAACACTGAAATTACATTTTAGGGAATTCATCCTCTAAGAA
TTATGTTTTTGTTTTTAATCATATGTTCCAAACAGGCACTGTTAGATGAAGTAAATGATTTC
AACAAGGATATTTGTATCAGGGTTCTACTTCACTTCATTATGCAGCATTACATGTATATCAC
TTTTATTGATGTCATTAAAACATTCTGTACTTTAAGCATGARAAGCAATATTTCAAAGTATT
TTTAAACTCAACAAATGTCATCAAATATGTTGAATTGATCTAGAAATTATTTCATATATAAA
TCAGAATTTTTTTGCATTTATGAACGGCTGTTTTTCTACTTTGTAATTGTGAGACATTTTCT
TGGGGAGGGAAAATTGGAATGGTTCCCTTTTTTAGAAATTGAAGTGGTCTTCATATGTCAAC
TACAGAAAAGGAAARAAATAGAAATTGAAGGATTTTTATGAAATTATATTGCATTACTATTT
GCAGTCAAACTTTGATCCTTGTTTTTGAAATCATTTGTCAATTCGGAATGAAAAATTATAAT
GTAATTTTACATTACATAAGTTCCTTTTACAATTAAAAAATAGCACTTCTTCATCTTATGCC
TGTTTGAGAAGATATTAAATT TTCACATTGTTGACAGTGAAATGCTATGTTGGTTTATAAGA
TTACAGACCATTTGTTTTCATGTGGATAATTTTAGTGCATTGCTCACCCGGTATGTTTTTTT
TTTTTAACTTGAACATTTTGCTTGTTTTGTTTTTCTTTTTTAATTAGATAATCACACGGAAA
ATTAAGCTGTTCATATCTTTAAATTAGGATTGCAAACCAAGGAAAGAACGCATTTGAGATTT
TAAGATGTCACTTATARGGGGAGAAGTGTTCTTAAARAGTCAACCAGAARACTGTTATGCCT
TTTATTTGTTTGCARGGATGTCTTTGTAATGTGTTTCATGAATAGAATATCCAATAGAGATA
AGCTGACTTGAATCATTTTGAGCAATTTTGCCCTGTGTTATATGTGTTTCACGCACATATTT
GCAGTTGGATTTTCTCCAACAGAAAGTGGATTCACTACTGGCACATTAACAAGCACCAATAG
GTTTTTATTCCAACTCCGAGCACTGTGGTTGAGTAACATCACCTCAATTTTTTATTATCCTT
AAAGATATTGCATTTTCATATTCTTTATTTATAAAGGATCAATGCTGCTGTAAATACAGGTA
TTTTTAATTTTAAAATTTCATTCCACCACCATCAGATGCAGTTCCCTATTTTGTTTAATGAA
GGGATATATAAGCTTTCTAATGGTGTCTTCAGAAATTTATAAAATGTAAATACTGATTTGAC
TGGTCTTITAAGATGTGTTTAACTGTGAGGCTATTTAACGAATAGTGTGGATGTGATTTGTCA
TCCAGTATTAAGTTCTTAGTCATTGATTTTTGTGTTTAAAAAAAAATAGGARAGAGGGAAAC
TGCAGCTTTCATTACAGATTCCTTGATTGGTAAGCTCTCCAAATGATGAGTTCTAGTAAACT
CTGATTTTTGCCTCTGGATAGTAGATCTCGAGCGTTTATCTCGGGCTTTAATTTGCTAAAGC
TGTGCACATATGTAAAAAAAAAAAAAAAAAGAT TATTT TAGGGGAGATGTAGGTGTAGAATT

ATTGCTTATGTCATTTCTTAAGCAGTTATGCTCTTAATGCTTAAAAGAAGGCTAGCATTGTT
TGCACAAAAAGTTGGTGATTCCCACCCCAAATAGTAATAAAATTACTTCTGTTGAGTAAACT
TTTTATGTCATCGTARAAGCTGGAAAAATCCCTTTGTTTCTATTTATAAAAAAAGTGCTTTT
CTATATGTACCCTTGATAACAGAT TTTGAAGAAATCCTGTAAGATGATAAAGCATTTGAATG
GTACAGTAGATGTAAAAARAATTCAGTTTAAAAGAACATTTGTTTTTACATTAAATGTTTAT
TTGAAATCAAATGATTTTGTACATAAAGTTCAATAATAT
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SEQ ID NO: 16

LRRHFFFPPSFPPLLLPSLPLSSPLSSFPPRSAGACWGERLVLQALALRGRPAGSWRGEEAG
TAMAPQKHGGGGGGGSGPSAGSGGGGFGGSAAVAAATASGGKSGGGSCGGGGSYSASSSSSA
AAAAGAAVLPVKKPKMEHVQADHELFLQAFEKPTQIYRFLRTRNLIAPIFLHRTLTYMSHRN
SRTNIKRKTFKVDDMLSKVEKMKGEQESHSLSAHLQLTFTGFFHKNDKPSPNSENEQNSVTL
EVLLVKVCHKKRKDVSCPIRQVPTGKKQVPLIPDLNQTKPGNFPSLAVSSNEFEPSNSHMVK
SYSLLFRVTRPGRREFNGMINGETNENIDVNEELPARRKRNREDGEKTFVAQMTVFDKNRRL
QLLDGEYEVAMQEMEECPISKKRATWET ILDGKRLPPFETFSQGPTLQFTLRWTGETNDKST
APIAKPLATRNSESLEBQENKPGSVKPTQTIAVKESLTTDLQTRKEKDT PNENRQKLRIFYQF
LYNNNTRQQTEARDDLHCPWCTLNCRKLYSLLKHLKLCHSRFIFNYVYHPKGARIDVSINEC
YDGSYAGNPQD IHRQPGFAFSRNGPVKRTPITHILVCRPKRTKASMSEFLESEDGEVEQQRT
YSSGHNRLYFHSDTCLPLRPQEMEVDSEDEKDPEWLREKTITQIEEFSDVNEGEKEVMKLWN
LHVMKHGFIADNQMNHACMLFVENYGQKI IKKNLCRNFMLHLVSMHDFNLISIMSIDKAVTK
LREMQQKLEKGESASPANEEI TEEQNGTANGFSEINSKEKALETDSVSGVSKQSKKQKL
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia nucleotidica aislada que tiene, al menos, 70% de identidad de secuencia con la secuencia nucleotidica
de longitud completa del Identificador de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°: 3, Identificador de secuencia
N°: 4, Identificador de secuencia N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7 y en el que la secuencia es capaz de afectar
una o mds caracteristicas fisicas de una planta en la que se introduce el dcido nucleico, las caracteristicas fisicas que
se seleccionan desde la respuesta a la vernalizacion, época de floracién, tamafo y/o forma de la hoja y respuesta de
evasioén de sombreado.

2. Acido nucleico segln la reivindicacion 1, en la que la secuencia tiene, al menos, 80% de identidad de secuencia
con la secuencia nucleotidica de longitud completa del Identificador de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°:
3, Identificador de secuencia N°: 4, Identificador de secuencia N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7.

3. Acido nucleico segln la reivindicacion 2, en la que la secuencia tiene, al menos, 90% de identidad de secuencia
con la secuencia nucleotidica de longitud completa del Identificador de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°:
3, Identificador de secuencia N°: 4, Identificador de secuencia N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7.

4. Acido nucleico segun la reivindicacién 3, en la que la secuencia tiene, al menos, 95% de identidad de secuencia
con la secuencia nucleotidica de longitud completa del Identificador de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°:
3, Identificador de secuencia N°: 4, Identificador de secuencia N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7.

5. Acido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que es capaz de reducir el requisito de vernaliza-
cién de la planta para la floracion.

6. Acido nucleico segtn la reivindicacién 4 o la reivindicacién 5 que comprende una secuencia nucleotidica del
VRN?2 que codifica un polipéptido del Identificador de secuencia N° 2.

7. Acido nucleico segiin la reivindicacién 6, en la que la secuencia nucleotidica del VRN2 estd formada por la
secuencia del Identificador de secuencia N° 1.

8. Acido nucleico segiin la reivindicacién 4 o reivindicacién 5 que comprende una secuencia nucleotidica del
VRN2 que codifica un polipéptido del Identificador de secuencia N° 5.

9. Acido nucleico segtin la reivindicacién 8, en la que la secuencia nucleotidica del VRN2 estd formada por la
secuencia del Identificador de secuencia N° 4.

10. Acido nucleico segiin la reivindicacién 4 o reivindicacién 5 que comprende una secuencia nucleotidica del
VRN2 que codifica un polipéptido del Identificador de secuencia N° 8.

11. Acido nucleico segtin la reivindicacién 10, en la que la secuencia nucleotidicadel VRN2 estd formada por la
secuencia del Identificador de secuencia N° 7.

12. Acido nucleico aislado segtin la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en las que el 4cido nucleico comprende
una secuencia nucleotidica del Identificador de secuencia N° 3 o Identificador de secuencia N° 6.

13. Acido nucleico segtin la reivindicacién 12 que comprende una secuencia que tiene una funcién promotora y/o
regulatoria.

14. Acido nucleico aislado segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que comprende una secuencia de variante
que es un variante homélogo del Identificador de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°: 3, Identificador de
secuencia N°: 4, Identificador de secuencia N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7, en el que la secuencia de variante
es una secuencia del VRN2 que se obtiene a partir de una especie de planta que no sea la Arabidopsis thaliana.

15. Acido nucleico aislado que comprende una secuencia que es el complemento de una secuencia de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14.

16. Par de cebadores que comprenden un dcido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica una
secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre una secuencia de VRN2
de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, uno de las otras secuencias de la figura 8a u 8b, en las que el
dcido nucleico tiene 15 a 40 nucleétidos de longitud.
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17. Par de cebadores que comprenden un dcido nucleico aislado para uso como sonda o cebador que comprende
una secuencia que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o mds de las secuencias
nucleotidicas Identificadores de secuencia N°.: 1, 3, 4, 6, o 7 o complementos de los mismos, en los que el acido
nucleico tiene 15 a 40 nucleétidos de longitud.

18. Par de cebadores segin la reivindicacion 16 o reivindicacion 17, en las que los dcidos nucleicos aislados tienen
19 a 28 nucledtidos de longitud.

19. Par de cebadores segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, que se seleccionan a partir de:
ATA TCC CGA GGC AAC AGA GCT TG y AAG AAT AAG TTA CAA TCC GAT AAA TCG G;
TCT ACT GGG ATG GTA GTT TTC y AAG AGT GGG CTA TGG CTG G y

GCC AAT CGG TGT TTT CGC AGC TTT C y AAG AAT AAG TTA CAA TCC GAT AAA TCG G.

20. Proceso para la produccién de un 4cido nucleico que es un derivado de una secuencia nucleotidica del Identifi-
cador de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°: 3, Identificador de secuencia N°: 4, Identificador de secuencia
N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7 pasando por uno o mds de adicién, insercidn, supresion o sustitucion de una
secuencia nucleotidica y en los que la secuencia derivada es capaz de afectar una o mds caracteristicas fisicas de una
planta en la que se introduce el 4cido nucleico, las caracteristicas fisicas que se seleccionan desde la respuesta a la ver-
nalizacién, época de floracion, tamafio y/o forma de la hoja y respuesta de evasion de sombreado o tiene una funcién
promotora y/o regulatoria en la que el proceso comprende el paso de modificacién de una secuencia nucleotidica de
cualquiera de los Identificadores de secuencia N°: 1, Identificador de secuencia N°: 3, Identificador de secuencia N°:
4, Identificador de secuencia N°: 6 o el identificador de secuencia N° 7.

21. Procedimiento para identificar o clonar un 4cido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,
cuyo procedimiento comprende utilizando una secuencias nucleotidicas de una sonda o cebador en una buisqueda de
base de datos, en las que la sonda o cebador es un cebador de dcido nucleico aislado que tiene 15 a 40 nucledtidos de
longitud y que comprende una secuencia que

(i) codifica una secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre una
secuencia de VRN2 de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, una de las otras secuencias de la figura
8a u 8b.

(ii) se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o mas de las secuencias nucleotidicas
Identificadores de secuencia N°.: 1, 3,4, 6 o 7 o los complementos de los mismos.

22. Procedimiento para identificar o clonar un dcido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,
cuyo procedimiento utiliza una sonda o cebador, en las que la sonda o cebador es un cebador de dcido nucleico aislado
que tiene 15 a 40 nucledtidos de longitud y que comprende una secuencia que

(i) codifica una secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre una
secuencia de VRN2 de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, una de las otras secuencias de la figura
8au 8b; 0

(ii) se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o més de las secuencias nucleotidicas
Identificadores de secuencia N°.: 1, 3, 4, 6 o 7 o los complementos de los mismos;

o un par de cebadores segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19.

23. Procedimiento para determinar la presencia de un dcido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 15 dentro de la composicién genética de una planta, cuyo procedimiento utiliza una sonda o cebador, en las que la
sonda o cebador es un cebador de acido nucleico aislado que tiene 15 a 40 nucleédtidos de longitud y que comprende
una secuencia que

(i) codifica una secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre una
secuencia de VRN2 de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, una de las otras secuencias de la figura
8au 8b; 0

(ii) se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o mds de las secuencias nucleotidicas
Identificadores de secuencia N°.: 1, 3,4, 6 o 7 o los complementos de los mismos;

o un par de cebadores segin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19.
24. Procedimiento segtn la reivindicacién 22 o la reivindicacién 23, que comprende los pasos de:
(a) Proporcionar una preparacién de un acido nucleico a partir de una célula de una planta.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307 491 T3

(b) Proporcionar una molécula de 4cido nucleico que es una sonda, en la que la sonda es un cebador de 4cido
nucleico aislado que tiene 15 a 40 nucleétidos de longitud y que comprende una secuencia que

(i) codifica una secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre
una secuencia de VRN2 de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, una de las otras secuencias
de la figura 8a u 8b. (ii) se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o mds de las
secuencias nucleotidicas Identificadores de secuencia N°.: 1, 3,4, 6 o 7 o los complementos de los mismos;

(c) Contactar el 4cido nucleico de dicha preparacién con dicha sonda en condiciones para la hibridacion;

(d) Identificar un dcido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 si estd presente mediante su
hibridacién con dicha sonda del acido nucleico.

25. Procedimiento segun la reivindicacién 22 o la reivindicacién 23 que comprende los pasos de:
(a) Proporcionar una preparacién de un dcido nucleico a partir de una célula de una planta.
(b) Proporcionar un par de cebadores de la molécula de dcido nucleico adecuados para la reaccién en cadena por
la polimerasa, al menos uno de dichos cebadores debe ser un cebador de 4cido nucleico aislado que tiene 15 a 40
nucledtidos de longitud y que comprende una secuencia que
(i) codifica una secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre
una secuencia de VRN2 de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, una de las otras secuencias

de la figura 8a u 8b; o

(i1) se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o mds de las secuencias nucleotidicas
Identificadores de secuencia N°.: 1, 3, 4, 6 o 7 o los complementos de los mismos;

(c) Contactar el dcido nucleico de dicha preparacién con dichos cebadores en condiciones para el rendimiento de
la reaccién en cadena por la polimerasa;

(d) Realizar la reaccién en cadena por la polimerasa y determinar la presencia o ausencia de un producto amplifi-
cado de la reaccién en cadena por la polimerasa.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 25, en la que el par de cebadores de la molécula de acido nucleico son
segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19.

27. Procedimiento para la seleccién de una planta que tenga un alelo del gen VRN2, cuyo procedimiento utiliza una
sonda o cebador en el que la sonda o cebador es un cebador de un 4dcido nucleico aislado que tiene 15 a 40 nucleétidos
de longitud y que comprende una secuencia que

(i) codifica una secuencia aminoacidica que se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre una
secuencia de VRN2 de Identificadores de secuencia N°. 2, 5 u 8 y, al menos, una de las otras secuencias de la figura
8au 8b; 0

(ii) se conserva parcialmente, sustancialmente o completamente entre dos o mds de las secuencias nucleotidicas
Identificadores de secuencia N°.: 1, 3,4, 6 o 7 o los complementos de los mismos;

o un par de cebadores segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19.

28. Vector recombinante que comprende el dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

29. Vector segtn la reivindicacién 28, en la que el dcido nucleico comprendido en el vector es capaz de regular
uno o mas genes que participan en la transicion del crecimiento vegetativo a reproductivo y/o es capaz de regular uno
0 mds genes que participan en la determinacién del tamafio y/o forma de la hoja.

30. Vector segtn la reivindicacién 28 o la reivindicacion 29, en las que el 4cido nucleico es enlazado operativamente
a un promotor para la transcripcién en una célula huésped, en la que el promotor es opcionalmente un promotor
inducible.

31. Vector segtn la reivindicacién 30, en la que el promotor es un promotor constitutivo.

32. Vector segin una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 31, que es un vector de una planta.

33. Procedimiento que comprende el paso de introduccion de un vector segiin una cualquiera de las reivindicaciones
28 a 32 en una célula huésped como para transformar la célula huésped.
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34. Célula huésped aislada que comprende un dcido nucleico heterélogo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15, en las que el dcido nucleico es heter6logo a la célula.

35. Célula huésped segun la reivindicacién 34 que es una célula de una planta., opcionalmente presente en una
planta.

36. Procedimiento para la produccidn de una planta transgénica, cuyo procedimiento comprende los pasos de:

(a) Realizacion de un procedimiento segin la reivindicacion 33;

(b) Regeneracion de una planta a partir de la célula huésped transformada.

37. Planta transgénica que se obtiene mediante el método de la reivindicacién 36 o que es un clon o un progenie
propio o hibrido u otro descendiente de dicha planta transgénica, en donde cada caso incluye la célula de la planta de
la reivindicacién 35.

38. Planta segun la reivindicacién 37 que es una planta agricola u horticola.

39. Planta segtin la reivindicacién 37 o la reivindicacién 38 seleccionada de la lista formada por: arroz, maiz, trigo,
cebada, avena, centeno, planta de colza, cafia de azicar, girasol, soja, sorgo, lechuga, endibia, repollo, brécoli, coliflor,
clavel, geranio, tabaco, algodén, canola, tomate, mango, melocotén, manzana, pera, fresa, banana, meldn, zanahoria,
cebolla, guisante, apio.

40. Planta segtin la reivindicacién 39 que se selecciona del tabaco, planta de colza, arroz y trigo.

41. Parte o propagulo de una planta segin una cualquiera de las reivindicaciones 37 a 40 que incluye la célula de
la planta de la reivindicacién 35.

42. Polipéptido aislado que comparte al menos el 70% de la identidad de la secuencia aminoacidica con el Identifi-
cador de secuencia N°: 2, Identificador de secuencia N°: 5 o el identificador de secuencia N° §, en el que el polipéptido
es capaz de afectar una o mds caracteristicas fisicas de una planta, las caracteristicas fisicas que se seleccionan desde
la respuesta a la vernalizacién, época de floracién, tamafio y/o forma de la hoja y respuesta de evasion de sombreado.

43. Polipéptido segiin la reivindicacién 42, que comprende una secuencia aminoacidica formada por la secuencia
del Identificador de secuencia N°: 2, Identificador de secuencia N°: 5 o el identificador de secuencia N° 8.

44. Polipéptido aislado formado por la secuencia de los Identificadores de secuencia N°. 2, S u 8.
45. Procedimiento para la realizacion del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 42 a 44, qué método
comprende el paso de causar o permitir la .expresién de un acido nucleico o de cualquiera de las reivindicaciones 1 a

15 en una célula huésped adecuada.

46. Anticuerpo que tiene una afinidad de capacidad de unién especifica para un polipéptido segiin una cualquiera
de las reivindicaciones 42 a 44.

47. Procedimiento para afectar una caracteristica fisica de una planta que comprende la célula de la planta de la
reivindicacién 35, en la que la caracteristica se selecciona a partir de la respuesta a la vernalizacién, época de floracion,
tamaiio y/o forma de la hoja y respuesta de evasion de sombreado, qué método comprende el paso de:

(i) Causar o permitir la transcripcién de un dcido nucleico segtn la reivindicacion 15 en la planta;

(i) causar o permitir la transcripcién de un acido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

48. Procedimiento segtn la reivindicacidn 47, cuyo procedimiento comprende la causa o permiso de transcripcion

de un 4cido nucleico segtn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, por lo tanto, para reducir la expresion del
VRN2 mediante cosupresion.
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v CAAGC
TTICTTCAMTTTTGCTTGC TCTC TC T TACACAGCCAATCOG TG T T TTCGCAGC TT TCAGGCCTCAATCCAAGACAT
TCTATATAAGCATATTGCAGAAGAGCCGG T TCTAATTCTTOCATTGAGTTTATCGCTATGACGTAGOGAAATTCT
AATTTAGCGGAGGCCTCAGAGT TTGCACTAACTTCATAATOOGCTCTTGACGTTGTTGAGTGCTAATTGAACAAGA

ATGTGTAGGCAGAATTGTCGCGCGAAATCCTCACOGGAGGAAGTGATTTCAACTGATGAGAATCTCTTGATATAT
M CR QNCRAKX S S PEEVISTDENTLTLTIZY

v
TOTAACCTCTTCGACTATATAACATC T TTCACCTTCOCTCTCTAGGCAACCCATCG TTTCTTCCAAGATCCTTG
C K PV RLYNTITUFMHLRSLGNTPSTFLUPRTCL

v
AACTACAAAATTGGAGCAAAGCGCAAAAGAAAGTCAAGATCTACTCGGATGGTAGTTTTCAACTATAAGGATTGT

NYK1GA[KR KRKSRSTGMYVVFHNYEKDEC

v
AATAMCACATTACAGAAACTGAAGT TAGOGAGGATTGTTCT TG TCCATTI TGC TCTATGCTATGTGGTACCTTC
N NTL QX T EVIREDTGCSCZPTFCSMLTCG S F

v v
AAGGGCCTGCAATTTCATTTGAAT TCATCTCATGATTTATT TGAATTTGAG TTCAAGCTTTTCCAAGAATACCAG
X 6L Q F H L N S S HDULVF EVFETF X LFEE Y Q

v
ACAGTTAATGTTTCTGTAAAACTTAATTCCTTCATATT TGAGGAAGAAGGAAGTGATGACGATAAATTTGAGCCC
T VNV SV XL NS F I FEEEGSDTUDUDIKTPE P

v
TTCTCTCTCTCCTCGAAACCTCGTAAGCGGAGACAAAGACGTGGCAGAAATAAC ACCAGGAGACTTAAAGTATGC

FstLtcsxpP[RK]JrRRoRGGRNNT[RR L K VcC

v
TTTTTACCGTTGGATTCACCCAGTTTAACTAATGGCACAGAAAATCCAATCACCCTACTTAATGATGGAAACCT
F L PL DS P S L TNGTTENUGTITULIULNINUDTGNR

GGTTTAGGATATCCCGAGGCAACAGAGCTTCCTGGACAATTTGAGATGACCAGCAACATTCCACCAGC CATAGCC
G L G Y PEATUEIULAGOQTFEMTSNIPUPATIA

CACTCTTCTCTGGACGCTGGTGCTAAAGTTATATTGACAAGOGAAGCTGTCG TCOCTGCTACTAAGACAAGAANG
H S S L DAGAIK U YVILTSEA MYV PATIKTTR RKXK

v
TTATCTGCTGAGCGATCAGACGCTAGAAGCCACCTACTTCTTCAGAAACGOCAATTCTATCATTCTCACAGAGTC
L $ A ER SEAR S HLULLUGQI KT RGOQTFYHSHIZ KV

v

CAGCCAATGGOGCTTGAGCAAGTAATG TCTGACCGGGATAGCCAGGATGAAG TCGATGACGATGTTGCAGATTTT

Q PM AL_EQ Y M S D RDSETDEVYDDUDVY ADTE
vn2-1

v
GAAGATCGOCAGATGCTTGATGACTTTGTGGATGTGAATAMGATGAAAAGCAATTCATGCA
EDRQHMLDDFVDVHNKDET KO QFHMHELGE@NS

v
TTTGTAAGAAACAAAGOGTTATAGCAGATOCTCATATC TCTTGGGCA TG TGAACCATTTTCAAGATTTTACGAG
FVRXQRUVIADGU HTISWACTEA ATFSTR RTFYE

v
AAGAGTTGCACCGTTACTCATCACTC TICTGG TG TTGGAGATTG T TT M TGATTAAACTATGGAACCATGGACTT
X EL KR Y S S L F WOCWZRULTFIULTIIKTLMWNUMHETGL

GTCGACTCAGCCACCATCAACAACTGCAATACCATCCTCGAGAATTGCOG TAATAGC TCAGACACCACCACCALC
VDS ATTINNGCGCNTTILEANTCARNST SUDTT TTT

AACAACAACAACAGTGTGGATCGTCCCAGTGACTCAAACACCAACAACAATAACATTG TGGATCATCCCAATGAC
N N NN S VDRUPSDSNTTNNNNTIUVDMHTPND

ATAAACAACAAGAACAATGTTGACAACAAGGACAATAACAGCAGAGACAAAGTAATTAAATAGGAAAATCTCCGG
I NN K NNVDNIKUDNNMNSU RDIKUVTIK

CTTTTATGATACCGAT TTATCGGATTGTAACT TATTC T TCTTTC TTAAAAAATTG TTTAGGAGCAAACAAATTTT
TTATATGTTAGTGTATTCAACTGATTACATTTTTACTTAAAAAAAAAA TGCATTCTCOTTATAACT

Figura 6
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Figura 8a continuacion

At Hyp 2245035

KIA00160
At Hyp 2245035

At Hyp 2245035
KIAOO160

VRN2 Ler
Al163743 Prot
Rice C72616
VRN2 Ler
Al163743 Prot
Rice C72616
KIAQD160
VAN2 Ler
Al163743 Prot
Rice C72616

ES 2 307 491 T3

57

At Hyp 2245035

Rice C72616
KIA00160

VRN2 Ler
Al163743 Prot

108
154
101
N 694

[H | ERW A C E A F S HESY IS E L R GT

<

QREAI A D IIES

a3
=
S
N
N
a
>
I
<

o
©
3
<
<

Al163743 Prot
Rice C72616

VRN2 Ler

108
164
121

S N
K K 714

(+

g
n
<
N
o~
[=8
>
X
<

I
Q.

(@]
REPE
S a28
oo
L 4

%)
>-
50N
A~
N O
W0 o
xZ .
>LIC



ES 2307 491 T3

£08
981
vSt
801
Svv

€64
g81

801
otY

€LL
184
141
801
12184

£SL
191
11
801
96¢

£eL
34
121
801
9.¢

o<

3
N

a

)

O

gl

AS Q1L 3

>C >
=w Z

a
LN
A

oo Z

N

o

K
W
N

LN
o)
S

X
-0 o
Tw o

S NH ON

10 YEBIS O X S A

Bl ARld 4 S NN

._<xmv_wz_wmm-w-m_
NadEd |

¥ NN I GNJdHAGA | IIM
L 133NV S 3 9 N
Naliu rmmay oo
d a A SN .L L L1
mé.@!-w

A

3 I N D v s

JE a iy & S 'S Wiy 5 3 BB

ANRERY H NI 1 B

1 H M _OIEER 1 s K3

09400VIN
Se0syee dAM W
91920 8oy
101d EPLEQLIV
197 Z2NHA

09100VIN
6e05y22 dAH Iy
9192.0 991y
101d EYLE9LIY
137 2NHA

09400VIN
Se05¥2T dAR v
9192.0 891y
101d SPLESLIY
187 2NBA

09100VIN
SE0SP22 dAH v
9192.,0 89y
101d EVLEILIV
137 2NHA

09L00VIM
SE0SH22 dAH Iy
919220 99y
101d EYLE94IY
197 2NYA

uoloenUjuod eg eInbi4

58



Figura 8b
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