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DESCRIPCION
Plantas con rendimiento incrementado y método de obtencion de dichas plantas

La presente invencion se refiere a un procedimiento de aumento de la biomasa en una planta, en particular a un
procedimiento de aumento del crecimiento de una planta, mas particularmente de aumento de la velocidad de
crecimiento de una planta, de aumento del rendimiento en semilla, de aumento de la resistencia al estrés abidtico,
la resistencia al estrés bidtico y un aumento de la velocidad de germinacion, asi como a las plantas que resultan
de ello, y esto a través del aumento de la expresion de la L-aspartato oxidasa en el seno de la planta. El
procedimiento segun la invencion permite un aumento de las capacidades fotosintéticas de las plantas a través de
un aumento de las cantidades de NAD y de sus derivados en el seno de dichas plantas.

El desarrollo de una agricultura duradera se enfrenta a un desafio principal para la comunidad internacional en los
afios venideros que consiste en conservar un crecimiento de la produccion alimentaria al mismo ritmo que el de la
poblacién mundial, que esta acompafnado desafortunadamente de un descenso mundial de tierras arables de gran
calidad. Asumir este desafio necesitara unos esfuerzos en varios campos, de los cuales uno sera proporcionar
unos cultivos de un valor nutricional incrementado, capaces de resistir a los diversos estreses medioambientales,
proporcionar mas rendimiento con menos insumos, crecer mas rapidamente, para suministrar al final un mejor
rendimiento de cultivo y una biomasa mas importante.

La seguridad alimentaria ha sido siempre una prioridad en el mundo entero y una preocupacion creciente para el
impacto medioambiental de la produccion agricola que necesita el desarrollo y la utilizacion de nuevos métodos
para mejorar la productividad, protegiendo al mismo tiempo el medioambiente. Existe una necesidad incrementada
de mejores enfoques para mejorar el rendimiento de los cultivos en unas condiciones de terreno diferentes.

Con el fin de aumentar los rendimientos y la biomasa disponible de las plantas cultivadas, se han llevado a cabo
unos esfuerzos para modificar el contenido de plantas en lignina. Se han estudiado otros medios para aumentar la
biomasa, tal como la ingenieria genética de las plantas, tal como por ejemplo la manipulacién genética de los
reguladores de crecimiento de los vegetales o de las vias de fotosintesis.

El documento WO 2012/041496 describe un método de seleccién mediante una técnica de PCR que tiene como
diana un grupo de genes marcadores de la eficacia de utilizacion energética con el fin de obtener unas plantas que
tengan un mejor vigor y una mejor tolerancia a los estreses abiéticos.

El documento US 2006100573 describe un método que consiste en sobreproducir una enzima del metabolismo
secundario C3'H implicada en la sintesis de lignina para producir mas pared y por lo tanto mas biomasa y mas
semillas.

El documento US 20060095981 describe un método que consiste en obtener unas plantas transgénicas que
contienen la via bacteriana de utilizacién del glicolato con el fin de reducir las pérdidas de rendimientos
relacionadas con la fotorrespiracion. Desafortunadamente, estas plantas producen formas activas de oxigeno que
estresan las plantas producidas (Kebeish et al., 2007; Maier ef al., 2012).

Sin embargo, cada uno de estos métodos tiene como objetivo una via metabdlica particular que no permite tratar
los problemas de produccién de biomasa, de resistencia al estrés abiotico, de resistencia al estrés bidtico, de
regularizacion de la germinacion, del rendimiento en semilla, de manera global.

Existe también un método de tratamiento de semilla por una molécula insecticida de la familia de los isonicotinoides
con fines de aumentar los rendimientos (documento WO 01/26468). Sin embargo, la utilizacion de estas moléculas,
de estructura parecida a nucleétidos de piridina como el acido nicotinico y su precursor, el NAD*, esta sujeta a
controversia debido al impacto que tendria sobre la mortalidad de las abejas.

El documento US 6271031 describe unos polinucledtidos que codifican unos polipéptidos y entre otros, la
L-aspartato oxidasa. El objeto de la invencion descrita en el documento US 6271031 tiene como objetivo no
obstante modificar la produccion de quinolinato y no muestra ninguna relacion con un fenotipo relacionado con el
crecimiento de la planta asi transformada. El objetivo de la invencién describe la obtencién de ADNc que codifica
la L-aspartato oxidasa, pero ningun ejemplo describe los efectos de su utilizacion en las plantas.

El documento US2007/016976 describe varios miles de secuencias polinucleotidicas cuya expresion esta alterada,
o bien hacia una sobreexpresion, o bien hacia una sub-expresion, en respuesta a una infeccion por un patégeno.
Una secuencia entre éstas corresponde a la L-aspartato oxidasa, pero no se divulga nada en cuanto a un efecto
fenotipico sobre el crecimiento de una planta modificada. Ademas, no se divulga ningiin ejemplo de expresién de
la aspartato oxidasa de la planta. El hecho de que la expresion de miles de genes sea inducida o reprimida por la
alteracion metabdlica a consecuencia de una enfermedad no demuestra en nada la implicacion de cada uno de los
genes desregulados en la resistencia potencial a las enfermedades.
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El documento W0994012 describe unos procedimientos que sirven para aumentar la resistencia de plantas a unos
patégenos por expresion de una enzima que produce una especie de oxigeno reactivo al peroxido de hidrégeno o
de una enzima de degradacién de oxalato. Este documento menciona aproximadamente 25 enzimas, entre las
cuales la L-aspartato oxidasa, susceptibles de producir una especie de oxigeno reactivo. Sin embargo, se cuestiona
que la L-aspartato oxidasa pueda producir una especie de oxigeno reactivo y de hecho no se describe en el
documento W09904012 ningun ejemplo de esta produccion. En efecto, a diferencia de la isoforma bacteriana de
la enzima, la L-aspartato oxidasa de planta no parece capaz de producir peroxido de oxigeno en presencia de
oxigeno molecular, pero su actividad seria la de una succinato deshidrogenasa. Ademas, es bien conocido que en
las plantas, son las NADPH oxidasas las que son las principales fuentes de produccion de formas activas de
oxigeno en respuesta a un ataque patdgeno.

El documento W02010086220 describe un método de incremento del rendimiento de las plantas por modificacion
del metabolismo nitrogenado a través de la transformacién genética, que produce unas plantas mas verdes a través
de una produccién mas fuerte de clorofila. En lo que se refiere a la modificacion de expresion de la L-aspartato
oxidasa, ningun ejemplo demuestra el efecto de una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa sobre el fenotipo de
las plantas. Asimismo, no se evoca ningun efecto sobre el rendimiento o la velocidad de crecimiento de estas
plantas.

Los inventores de la presente invencion han descubierto ahora, de manera sorprendente, que la sobreexpresion
de la enzima L-aspartato oxidasa (primera enzima de la via de biosintesis del NAD*) en el seno de una planta
conduce a un aumento considerable de las capacidades fotosintéticas de la planta, lo cual se traduce por una
aceleracion del crecimiento, un aumento de la biomasa producida, un aumento del rendimiento, en particular del
rendimiento en semilla. Se observa también una aceleraciéon de la germinacion, un aumento de la resistencia al
estrés abidtico y un aumento de la resistencia al estrés bidtico en las plantas que sobreexpresan la L-aspartato
oxidasa.

La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, primera enzima de la via de biosintesis del NAD denominada de
novo (Noctor et al., 2006), tiene como resultado aumentar los niveles de NAD y de sus derivados producidos por
las plantas. Resulta de ello un aumento importante de los contenidos en NAD (pool de NAD que representa NAD?*,
NADH, NADP* y NADPH) y del conjunto de los nucleétidos de piridina en las plantas que sobreexpresan la
L-aspartato oxidasa, pero también del nivel de otros metabolitos energéticos como el ATP. Se obtienen asi unas
plantas, células vegetales en las que la totalidad o parte de las plantas tienen un contenido energético elevado.

Se observan asi unas consecuencias fisiolégicas remarcables como un aumento de las capacidades fotosintéticas
y unas velocidades de crecimiento de las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa. Resulta de ello un
aumento significativo de biomasa, pero también unos rendimientos en semillas cuando se cultivan las plantas que
sobreexpresan la L-aspartato oxidasa hasta la madurez. Estos aumentos de rendimientos estan fuertemente
correlacionados con los niveles de sobreproduccion de la L-aspartato oxidasa y de NAD.

Se observa en las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa un aumento muy fuerte de la resistencia de
las plantas a unas condiciones medioambientales de estrés abidtico como una combinacién de fuerte calor y/o
fuerte luz.

Esta observaciéon permite considerar una disminucion de las intervenciones fitosanitarias sobre unos cultivos de
plantas que sobreproducen la L-aspartato oxidasa y también extender el cultivo de una especie que sobreproduce
la L-aspartato oxidasa mas alla de la zona geografica reservada habitualmente para la especie cultivada que no
sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

Un aumento significativo de la resistencia de las plantas a unas condiciones medioambientes de estrés bidtico
como un ataque de pulgones se puede observar en unas plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa.

Esta observacion permite considerar una disminucion de los tratamientos fitosanitarios, en particular insecticidas,
sobre unos cultivos de plantas que sobreproduce la L-aspartato oxidasa, particularmente cuando las condiciones
medioambientales son propicias para la multiplicacion de los patdégenos o devastadores.

Las semillas de las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa germinan mas rapido y de manera mas
homogénea que las de plantas que no sobreexpresan la L-aspartato oxidasa. Esto puede permitir que el cultivo de
plantas que sobreproduce L-aspartato oxidasa se instale mas rapido, limitando la concurrencia de especies
adventicias y las pérdidas de rendimientos. Por esta razén también, unos cultivos de plantas que sobreexpresan
la L-aspartato oxidasa necesitaran menos tratamientos herbicidas que tienen como diana las malas hierbas de los
cultivos.

En unas condiciones medioambientales desfavorables, tales como un medio con carencia en nitrogeno, las
semillas de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa germinan mas rapido y, muy importante, mantienen
una capacidad germinativa maxima en estas condiciones, mientras que la capacidad germinativa de las plantas
que no sobreexpresan la L-aspartato oxidasa es mucho mas débil. La presente invencién permite considerar una
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disminucion de la aportacion de insumos nitrogenados sobre unos cultivos que sobreexpresan la L-aspartato
oxidasa.

La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en unas plantas segun la invencion permite librarse de un tratamiento
de priming de las semillas, en particular en las especies de huerta, metodologia financieramente costosa utilizada
habitualmente para aligerar la latencia, acelerar y homogeneizar la germinacion de las semillas comerciales.

La presente invencion se refiere por lo tanto a un método para mejorar por lo menos un caracter fenotipico
seleccionado de entre el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiotico, la resistencia al estrés bidtico, la
velocidad de germinacion o el crecimiento, en una planta, comprendiendo dicho método la sobreexpresion de la
L-aspartato oxidasa; dicho método comprende la transformacién de una célula vegetal con por lo menos un acido
nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y la generacion a partir de dicha célula, de una planta que
sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

En un modo particular, el método segun la invencion es un método para mejorar el rendimiento en semillas, en una
planta, comprendiendo dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico
que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el
cultivo de la planta hasta la madurez.

En un modo particular, el método segun la invencion es un método para mejorar la velocidad de germinacion en
una planta, comprendiendo dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido
nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato
oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

La presente descripcion divulga un método para mejorar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre
la biomasa, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiético, la resistencia
al estrés bidtico, la velocidad de germinacién o el crecimiento, en una planta, comprendiendo dicho método la
sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, que se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

En otro modo de realizacion, el método segun la presente descripcion tiene como objetivo mejorar la produccion
de biomasa en una planta, comprendiendo dicho método la transformacién de una célula vegetal con por lo menos
un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la
L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

Las plantas segun la invencién presentan asi un aumento de las cantidades de NAD y de sus derivados.

Los métodos segun la invencion tienen también como objetivo un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

Es también un objetivo de la presente invenciéon proporcionar un método para mejorar la resistencia al estrés
abidtico y/o la resistencia al estrés bidtico en una planta, comprendiendo dicho método la transformacion de una
célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando asi una
planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

En un método segun la presente invencion, el por lo menos un acido nucleico que codifica para L-aspartato oxidasa
esta bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

En otro modo preferido de realizacién de la presente invencion, el por lo menos un acido nucleico comprende un
acido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID n°® 1, SEC ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5,
SECIDn°6,SECIDnNn°7,SECIDn°8,SECIDn°9, SEC ID n° 10, SEC ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n° 13,
SEC ID n® 14, SEC ID n° 15, SEC ID n° 16.

En un modo de realizacién del método segun la invencion, el por lo menos un acido nucleico comprende un acido
nucleico segun SEC ID n° 1.

Un método segun la presente invencion tiene también como objetivo un método en el que la planta se selecciona
de entre el grupo constituido por trigo, cebada, arroz, maiz, sorgo, girasol, colza, soja, algodon, guisante, alubia,
yuca, mango, banana, patata, tomate, pimiento, melén, calabaza, sandia, lechuga, col, berenjena, alamo.

En un método particular de realizacion segun la presente invencion, la planta es el arroz (Oryza sativa), el trigo, la
cebada o el maiz.

Segun un modo divulgado en la presente descripcion, la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se realiza por
introgresion de un elemento genético que codifica para una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 820 760 T3

Las plantas descritas en la presente memoria presentan asi un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

Los métodos segun la invencion tienen también como objetivo un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

La presente descripcion divulga un método en el que la introgresion de un elemento genético que codifica para
una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se obtiene por fusion de protoplastos.

La presente descripcion divulga un método en el que la introgresion de un elemento genético que codifica para
una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se obtiene por rescate de embrién.

La presente descripcion divulga un método para la produccion de planta que presenta por lo menos un caracter
fenotipico mejorado seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular
el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiotico, la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de
germinacion, el crecimiento, comprendiendo el método la deteccion de la presencia de un elemento genético, en
particular una secuencia de acido nucleico, relacionado con la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una
planta donante y la transferencia del elemento genético, en particular una secuencia de acido nucleico, relacionado
con la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa asi detectada, desde la planta donante hacia una planta receptora.

La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

En un modo de realizacion particular, la deteccion se realiza con la ayuda de por lo menos un marcador molecular.

En una forma alternativa, la deteccion se realiza mediante la medicion de la actividad enzimatica de la L-aspartato
oxidasa en la planta donante.

La presente descripcion divulga un método para aumentar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de
entre la biomasa, la velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia
al estrés abidtico, la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de germinacion, el crecimiento, en una planta que
comprende el suministro de una poblacién de plantas y la seleccion de los individuos de la poblaciéon que presentan
una expresion de la L-aspartato oxidasa mas elevada posible.

En un modo de realizacion, la poblacién de plantas es una poblacion de plantas mutantes.

De manera particular, la poblacion de plantas mutantes se obtiene por TILLING.

La presente descripcion divulga un método que comprende la seleccion, en el seno de una poblacion de plantas,
de por lo menos una planta que presenta una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa con respecto a la expresion
de la L-aspartato oxidasa de las plantas parientes.

La presente descripcion divulga un método en el que la introgresién comprende:

a) proporcionar una planta que presenta un nivel de expresion dado de la L-aspartato oxidasa,

b) proporcionar una planta que presenta un nivel de expresién incrementado de la L-aspartato oxidasa con
respecto a la planta proporcionada en a),

c) cruzar la planta proporcionada en a) con la planta proporcionada en b),
d) generar una progenitura procedente del cruce c),

e) seleccionar, en el seno de la progenitura, por lo menos una planta que presenta un nivel de expresion de la
L-aspartato oxidasa superior al de la planta proporcionada en b).

En un modo particular, el método descrito anteriormente comprende una etapa suplementaria de cruce de la planta
seleccionada en €) con la planta proporcionada en b) seguida de una etapa suplementaria de seleccion en el seno
de la progenitura obtenida de por lo menos una planta que presenta un nivel de expresion de la L-aspartato oxidasa
superior al de la planta seleccionada en e).

La presente descripcion divulga un método de seleccién de planta, caracterizado por que comprende la busqueda
de un alelo del gen de la enzima L-aspartato oxidasa que posee una mutacion que resulta en una mejora de por
lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa, el rendimiento en semillas, la resistencia al
estrés abidtico, la resistencia al estrés biotico o la velocidad de crecimiento o la velocidad de germinacion.
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La presente descripcion divulga una planta susceptible de ser obtenida mediante un método seguin uno de los
modos de realizacién descritos en la presente memoria.

Finalmente, la presente descripcion divulga la utilizacion de una planta tal como la obtenida mediante un método
segun uno de los modos de realizacion descritos en la presente memoria, o de un derivado de dicha planta, para
la preparacion de una composicién destinada a la alimentacién humana, la alimentacion animal o la preparacion
de biocarburantes.

La presente descripcion divulga la utilizacién de por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa, y de la proteina codificada L-aspartato oxidasa, para la obtencion de una planta que presenta por lo menos
un caracter fenotipico seleccionado de entre una biomasa incrementada, una velocidad de germinacion
incrementada, una velocidad de crecimiento incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un
rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abidtico incrementada, una resistencia al estrés
biético incrementada, una velocidad de germinacion incrementada, un crecimiento acelerado, a través de la
sobreexpresién de la L-aspartato oxidasa.

La presente descripcion divulga un procedimiento de obtencion de por lo menos un caracter fenotipico
seleccionado de entre una biomasa incrementada, una velocidad de germinacion incrementada, un rendimiento
incrementado, en particular un rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abidtico
incrementado, una resistencia al estrés biodtico incrementado, una velocidad de germinacion incrementado, un
crecimiento acelerado, en una planta, que comprende la etapa que consiste en sobreexpresar la L-aspartato
oxidasa en unas células de dicha planta.

La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en las células de la planta se puede obtener mediante diversos medios
a la disposicion del experto en la materia, ya sea por transgénesis o por transformacion.

La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

La presente descripcion divulga un procedimiento de produccion de una planta o de una parte de una planta, que
presenta por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre una biomasa incrementada, una velocidad de
germinacion incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un rendimiento en semillas incrementado,
una resistencia al estrés abidtico incrementada, una resistencia al estrés biético incrementada, una velocidad de
germinacion incrementada, un crecimiento acelerado, comprendiendo dicho procedimiento la transformacion de
una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y generar a partir
de dicha célula, una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa

El método segun la invencién, para mejorar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre el
rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abidtico, la resistencia al estrés biotico, o la velocidad de
germinacion o el crecimiento en una planta, comprende la transformacion de una célula vegetal con por lo menos
un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y la generacioén a partir de dicha célula, de una planta
que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

En un modo de realizacion particular, el por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa
esta bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

La presente descripcion divulga un procedimiento de produccion de una célula vegetal, una planta o parte de
planta, que presenta por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre una biomasa incrementada, una
velocidad de germinacion incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un rendimiento en semillas
incrementado, una resistencia al estrés abiético incrementada, una resistencia al estrés biético incrementada, una
velocidad de germinacion incrementada, un crecimiento acelerado, comprendiendo dicho procedimiento la etapa
que consiste en transformar una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa, y puede comprender la etapa suplementaria de generacién de una planta a partir de la que sobreexpresa
la L-aspartato oxidasa.

La presente descripcion divulga un procedimiento para obtener unas plantas enriquecidas en nucledtidos de
piridina, de biomasa y rendimiento en semillas aumentados y que presentan una fuerte resistencia a unos estreses
medioambientales. El aumento objetivo de los contenidos en NAD a través de la sobreexpresion de la L-aspartato
oxidasa en el seno de las células de la planta conduce a un aumento de los contenidos en metabolitos energéticos.
Esta estrategia de sobreexpresion de una secuencia genética representa una nueva mejora genética que permite
que las plantas superen su potencial maximo de rendimiento.

El método de la presente invencion procura las ventajas siguientes:

- aumentar, de manera constitutiva, la biomasa de las plantas a lo largo de su desarrollo, y por lo tanto
incrementar el rendimiento de los cultivos;
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- aumentar significativamente el rendimiento en semilla de las plantas;
- incrementar la precocidad de produccion de biomasa, de semilla y la precocidad de germinacion;

- permitir producir unas plantas resistentes a las condiciones de fuerte calor y luz, lo cual limita las pérdidas
de rendimiento en estas condiciones;

- permitir que las plantas resistan mejor a diversos estreses bidticos como los ataques por devastadores tales
como pulgones, lo cual permite considerar una reduccion de los tratamientos fitosanitarios de los cultivos,
insecticidas en particular;

- permitir que las plantas aumenten su velocidad de germinacion, por lo tanto, de instalacion de un cultivo;

- permitir a las plantas una mejor retirada de latencia (particularmente verdadero en algunas especies
vegetales que necesitan un priming para germinar);

- permitir que las plantas mantengan una fuerte capacidad de germinacién particularmente en medio pobre
en nitrégeno, lo cual permite considerar una limitacion de las aportaciones nitrogenadas sobre estos
cultivos, por lo tanto, limitar los costes y la contaminacion agricola;

-y permitir producir unas plantas con mejor el estatus energético, lo cual permite considerar una reduccion
de los tratamientos fitosanitarios de los cultivos.

Ademas, el método puesto a punto para medir la actividad de la L-aspartato oxidasa a partir de tejidos de la planta
se puede utilizar como un marcador bioquimico del estado de homeostasia energética para la mejora de las
plantas, pero también como marcador de seleccion de plantas segun la invencidon, que sobreexpresan la
L-aspartato oxidasa.

Las partes de la planta pueden ser unas raices, unas hojas, el tronco, el tallo, los frutos, los 6rganos de reserva, y
las flores, por ejemplo.

La invencion propone ademas un método para mejorar el rendimiento en semillas, en una planta, comprendiendo
dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta
hasta la madurez.

La presente descripcion divulga un método para mejorar la produccion de biomasa en una planta, comprendiendo
dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta
hasta la madurez.

La invencion propone ademas un método para mejorar la resistencia al estrés abidtico en una planta,
comprendiendo dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que
codifica para la L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo
de la planta hasta la madurez.

La invencién propone ademas un método para mejorar la resistencia al estrés biético en una planta, comprendiendo
dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta
hasta la madurez.

En un modo de realizacion particular de la presente invencion, la transformacion de una célula vegetal comprende
la transformacién con por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa. Asi, en tal caso, la
transformacion comprende la transformacién con un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa en
multiples copias, lo cual permite una produccion de la proteina en cantidad incrementada, y por lo tanto una
sobreexpresion de esta enzima. La transformacion se puede realizar con 2 copias de un acido nucleico que codifica
para la L-aspartato oxidasa, particularmente también con 3 copias de un acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa, mas particularmente también con 4 copias de un acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa, mas particularmente aun con 5 copias, o0 mas, del acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa.

En un modo de realizacion particular de un método segun la invencion, el acido nucleico que codifica para la
L-aspartato oxidasa esta bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

La presente descripcion divulga una célula vegetal, una planta o parte de planta, que es transgénica para por lo
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menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa y que la sobreexpresa. Un acido nucleico que
codifica para la L-aspartato oxidasa puede ser cualquier acido nucleico que codifica la enzima funcional de tal
manera que, cuando se introduce en una célula hospedante y bajo el control de un promotor adecuado, la cantidad
de L-aspartato oxidasa y/o su actividad enzimatica en el seno de la célula estan aumentadas.

A titulo de ejemplo, un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa puede ser el acido nucleico segun
la secuencia SEC ID n° 1 que corresponde a Arabidopsis thaliana.

Esta secuencia SEC ID n° 1 corresponde a un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa de
Arabidopsis thaliana estrictamente hablando y comprende una porcion que codifica para un péptido de
direccionamiento plastidial.

Mas particularmente, el acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa:

i) tiene una secuencia que presenta por lo menos 55% de homologia con la SEC ID n° 1 o su secuencia
complementaria, o

i) tiene una secuencia que se hibrida con la SEC ID n° 1 o su secuencia complementaria, en condiciones de
astringencia, y que codifica para la L-aspartato oxidasa.

En un modo de realizacion particular, el acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa tiene una secuencia
que presenta por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por
lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%,
por lo menos 96%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, por lo menos 99%, de homologia con
laSECIDn°1.

El acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa a transferir con el fin de sobreexpresar la L-aspartato
oxidasa puede ser asimismo un acido nucleico homologo de la planta hospedante seleccionado de entre los acidos
nucleicos de plantas, de microorganismos o de algas.

En el ambito de la utilizacion de acido nucleico de microorganismos que codifican para la L-aspartato oxidasa,
convendra realizar una construccion por ligacion con una secuencia que codifica para un péptido de
direccionamiento tal como, por ejemplo, un péptido de direccionamiento plastidial, tal como el de la pequefia sub-
unidad de la rubisco.

El término "homologo" u "homologia" se refiere a cualquier acido nucleico, o proteina, que tiene una o varias
modificaciones de secuencia con respecto a toda o parte de la secuencia SEC ID n° 1 o de la secuencia SEC ID
n° 2, respectivamente, conservando al mismo tiempo la mayoria o la totalidad de la actividad de la L-aspartato
oxidasa.

En un modo de realizacién de la presente invencion, la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en las plantas se
puede obtener utilizando unos acidos nucleicos o unas proteinas, que comprenden cualquiera de las secuencias
de nucledtidos o de aminoacidos siguientes: SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEC ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5,
SECIDn°6,SECIDnNn°7,SECIDn°8,SECIDn°9, SEC ID n° 10, SEC ID n° 11, SEC ID n® 12, SEC ID n° 13,
SEC ID n® 14, SEC ID n° 15, SEC ID n° 16.

En un modo de realizacién particular de la presente invencion, el acido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa comprende un acido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID n° 1, SEC ID n° 3,
SECIDn°4,SECIDn°5,SECIDN°6,SECIDNn°7,SECIDnN°8,SECIDNn°9, SEC IDn° 10, SEC ID n® 11, SEC
IDn°12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC ID n° 16.

En un modo de realizacion particular, el acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa tiene una secuencia
que presenta por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por
lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%,
por lo menos 96%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, por lo menos 99% de homologia con
la secuencia de un acido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID n° 1, SEC ID n° 3, SEC
IDn°4,SECIDnNn°5,SECIDnNn°6,SECIDNn°7,SECIDnN°8, SECIDnNn®9, SEC ID n° 10, SEC ID n° 11, SEC ID n°
12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC ID n°® 16.

La presente descripcion divulga un casete de expresion que comprende un promotor que se puede expresar en
una planta funcionalmente unida a una region codificante que contiene por lo menos un acido nucleico que codifica
para una L-aspartato oxidasa, en el que dicho promotor no es un promotor de L-aspartato oxidasa. Dicho promotor
puede ser un promotor 35S, un promotor de ubiquitina o un promotor de actina, por ejemplo.

El término "transgénico" significa que la célula vegetal o de la planta comprende en su genoma por lo menos un
acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa que es ajeno a esta planta o célula de planta, o que
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comprende, en su genoma, por lo menos una secuencia codificante enddégena de la L-aspartato oxidasa
funcionalmente unida a por lo menos una region de regulacion, por ejemplo, un promotor, que no esta presente en
el gen endogeno de esta planta o célula vegetal. En general, el acido nucleico ajeno esta integrado de manera
estable en el genoma de tal manera que el polinucleétido es transmitido a las generaciones sucesivas. El término
transgénico incluye también el caso en el que la célula vegetal o la planta comprende, en su genoma, dos o mas
de dos acidos nucleicos enddgenos o exdgenos de la especie de la célula o de la planta que codifican para la
L-aspartato oxidasa, permitiendo asi una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa. El término "sobreexpresion”
esta destinado en la presente memoria a significar al mismo tiempo un aumento de la cantidad de la L-aspartato
oxidasa con respecto a la cantidad expresada en una planta control, y una expresion ectopica de esta enzima, en
un tejido o en un compartimento y/o a una fase de desarrollo en la que normalmente no se expresa. Abarca la
situacion en la que la L-aspartato oxidasa es enddgena o heterdloga, es decir cuando se trata de un organismo,
tal como una planta, diferente de la célula hospedante, o en la que por lo menos una regién de regulacion de
transcripcion de la L-aspartato oxidasa no esta presente en el gen endégeno. La cantidad y/o la actividad de la
proteina L-aspartato oxidasa expresada en una célula vegetal se puede determinar en nmoles de iminoaspartato
producidos/min/mg de proteina o en nmoles de iminoaspartato producidos/min/mg de clorofila, por medicion del
NH4* liberado por la descomposicion casi instantanea del iminoaspartato en las condiciones de medicion de
ensayo.

El término "sobreexpresion” significa también que la actividad enzimatica de la L-aspartato oxidasa producida en
el seno de la célula hospedante después de la introduccién de la secuencia que codifica para la L-aspartato
oxidasa, a igualdad de cantidad de enzima producida, es superior a la actividad enzimatica de la L-aspartato
oxidasa de la célula hospedante antes de la introduccién de dicha secuencia. Dicha sobreactividad especifica se
puede deber a una diferencia de estructura primaria, secundaria o terciaria de la proteina que se debe a una
diferencia en la secuencia nucleica que la codifica.

La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se traduce por un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

Las plantas descritas en la presente memoria presentan asi un aumento de las cantidades de NAD y de sus
derivados.

El método permite también un aumento de las cantidades de NAD y de sus derivados.

El NAD (nicotinamida adenina dinucleétido) es una coenzima de oxidorreduccion presente en todas las células
vivas. El compuesto es un dinucleétido, ya que esta compuesto por dos nucleétidos unidos por sus grupos fosfato.
Uno de los nucleétidos contiene una adenina mientras que el otro contiene una nicotinamida. En el metabolismo,
el NAD"* esta implicado en las reacciones redox transportando unos electrones. Esta coenzima esta presente en
dos formas en la célula. NAD* es un agente de oxidacién y NADH es un agente de reduccion.

La expresion NAD y sus derivados se entiende del NAD, del NAD+, del NADP, NADP+ y NADPH.

La nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) es una coenzima de oxidorreduccion. Es muy parecida a la
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), la cual difiere por la presencia de un grupo fosfato sobre el segundo
carbono de la B-D-ribofuranosa del resto adenosina. Su forma reducida esta designada por NADPH o NADPH2 o
también NADPH+H*.

Un "aumento" de por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre el crecimiento, el tamario y/o el peso,
el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la velocidad de crecimiento, el crecimiento, la velocidad de
germinacion, la biomasa, la resistencia al estrés abidtico, la resistencia al estrés bidtico, observado en las plantas
segun la invencidon que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa indica que este por lo menos un caracter es
cuantitativamente significativamente superior al de las plantas control de la misma especie que no han sufrido
ninguna transformacion con un acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, o que no han sufrido
ninguna introgresion de un elemento genético que codifica para dicha L-aspartato oxidasa, cuando se cultivan en
las mismas condiciones de crecimiento.

Mediante la expresién "planta control", en el marco de la invencion, se entiende una planta que tiene la misma
base genética que una planta segun la presente invencion en la que la planta control no dispone del acido nucleico
o del elemento genético que permite una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa segun la presente invencion;
sobreexpresion relacionada con un aumento de un caracter fenotipico seleccionado de entre una biomasa
incrementada, una velocidad de germinacion incrementada, un rendimiento incrementado, en particular un
rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abidtico incrementada, una resistencia al estrés
biético incrementada, una velocidad de germinacion incrementada, un crecimiento acelerado. Una planta control
se cultiva para la misma duracién de tiempo y en las mismas condiciones que una planta segun la presente
invencion.

La expresion "variedad", "cultivar" u "obtencion vegetal" se entiende en la presente memoria segun la definicion de
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la UPOV. Asi, una planta control puede ser una variedad, linea pura o un hibrido, con la condiciéon de tener la
misma base genética que la planta segun la presente invencion, con la excepcion del acido nucleico, o del elemento
genético, que permiten la mejora de por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa, la
velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abidtico,
la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de germinacion, el crecimiento, segun la presente invencién y unida a
la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

En los métodos descritos en la presente memoria, el acido nucleico o el elemento genético que codifica para la
L-aspartato oxidasa puede ser heterélogo con respecto a la planta en la que se introduce o puede pertenecer a la
misma especie y ello en la medida en la que se puede expresar en las plantas en cantidades superiores a la
cantidad producida clasicamente por una planta no transformada o una planta que no contiene la secuencia o el
elemento introducido o introgresado. Asi, cualquier secuencia nucleotidica que codifica para la L-aspartato oxidasa
puede ser utilizada, por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje para el gen de la L-aspartato oxidasa, una
secuencia mutada a nivel de la porcién codificante de la enzima que conlleva una actividad especifica mas elevada
0 una secuencia mutada a nivel de la regién promotora que conlleva una produccién mas fuerte de la proteina y
por lo tanto una sobreexpresion de la enzima, incluso una combinacién de los dos casos.

Ventajosamente, un acido nucleico que codifica para L-aspartato oxidasa utilizado para transformar las células o
las plantas segun la invencion comprende un acido nucleico que codifica para la proteina de la SEC ID n°® 2, por
ejemplo la secuencia codificante del ADNc de Arabidopsis thaliana de la SEC ID n° 1.

En un modo de realizacion preferido del método segun la invencion, la planta se selecciona de entre el grupo
constituido por trigo, cebada, arroz, maiz, sorgo, girasol, colza, soja, algoddn, guisante, alubia, yuca, mango,
banana, patata, tomate, pimiento, melon, calabacin, sandia, lechuga, col, berenjena, alamo.

En un modo de realizacion preferido del método segun la invencién, la planta se selecciona de entre el grupo que
comprende trigo, cebada, arroz, maiz.

En un modo aun mas preferido de realizacion del método segun la invencion, la planta es el arroz asiatico (Oryza
sativa) o el arroz africano (Oryza glaberrima) o el arroz hibrido de estas dos especies.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledonea, en particular
el arroz (Oryza sativa), sobreexpresando la L-aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado de
entre el grupo constituido por SEC ID n°1, SEC ID n°3, SEC ID n°4, SEC ID n°5, SEC ID n°6, SEC ID n°7, SEC ID
n°8, SEC ID n°9, SEC ID n°10, SEC ID n°11, SEC ID n°12, SEC ID n°13, SEC ID n°14, SEC ID n°15, SEC ID n°16
en células de plantas de arroz.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledénea, en particular
el arroz (Oryza sativa), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado de
entre el grupo constituido por SEC IDn° 1, SECIDn° 3, SECIDn°4,SECIDn°5, SECIDn°6, SECIDn°7, SEC
IDn°8,SECIDn°9, SEC IDn°10, SEC ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n® 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC
ID n°® 16 en células de plantas de arroz.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledonea, en particular
el arroz (Oryza glaberrima), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado
de entre el grupo constituido por SEC IDn°1, SECIDn° 3, SECIDn°4, SECIDn°5,SECIDn°6,SECIDn°7,
SECIDn°8,SECIDnN°9, SECID n°10, SEC IDn°11, SECID n° 12, SEC ID n° 13, SEC ID n® 14, SEC ID n°® 15,
SEC ID n° 16 en células de plantas de arroz.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledonea, en particular
el trigo (Triticum), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado de entre el
grupo constituido por SEC IDn° 1, SECIDn°3,SECIDn°4,SECIDn°5, SECIDn°6, SECID n°7, SEC ID n°
8,SECIDn°9, SECIDn° 10, SEC ID n° 11, SEC ID n°® 12, SEC ID n® 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC ID n°
16 en células de plantas de trigo.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledonea, en particular
la cebada (Hordeum vulgare), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado
de entre el grupo constituido por SEC IDn° 1, SECIDn°3,SECIDn°4, SECIDn°5, SECIDn°6, SECIDn°7,
SECIDn°8,SECIDnN°9, SECIDn° 10, SECIDn°11, SECID n° 12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15,
SEC ID n° 16 en células de plantas de cebada.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledonea, en particular
el maiz (Zea mays), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado de entre
el grupo constituido por SEC IDn° 1, SEC IDn° 3, SEC IDn°4, SECID n°5, SEC ID n° 6, SEC ID n° 7, SEC ID n°
8,SECIDn°9, SECIDn° 10, SEC ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n® 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC ID n°
16 en células de plantas de maiz.
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La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una monocotiledénea, en particular
el sorgo (Sorghum bicolor), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado
de entre el grupo constituido por SEC IDn°1, SEC IDn° 3, SECIDn°4,SECIDn°5,SECIDn°6, SECIDn°7,
SECIDn°8,SECIDnN°9, SECID n° 10, SEC IDn°11, SECID n°12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15,
SEC ID n°® 16 en células de plantas de sorgo.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotileddnea, en particular el
algoddén (Gossypium hirsutum) sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico
seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID n°® 1, SEC ID n® 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC ID n° 6,
SECIDn°7,SECIDnNn°8, SECIDn°9, SECIDn°10, SECIDn°11, SECIDn°12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14,
SEC ID n° 15, SEC ID n° 16 en células de plantas de algodon.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotiledénea, en particular el
tomate (Solanum lycopersicum), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico
seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID n°® 1, SEC ID n® 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC ID n° 6,
SECIDn°7,SECIDnNn°8,SECIDnNn°9, SECIDnNn°10, SECIDn°11, SECIDn°12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14,
SEC ID n°® 15, SEC ID n° 16 en células de plantas de tomate.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotileddnea, en particular la
colza (Brassica napus), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado de
entre el grupo constituido por SEC IDn°1, SEC ID n° 3, SEC ID n°4, SEC ID n°5, SEC ID n°6, SEC ID n° 7, SEC
IDn°8,SECIDn°9, SEC ID n°10, SEC ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n® 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC
ID n® 16 en células de plantas de colza.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotileddnea, en particular la
soja (Glycine max), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado de entre
el grupo constituido por SEC ID n° 1, SECIDn° 3, SECIDn°4,SECIDn°5, SECIDn°6, SECID n°7, SEC ID n°
8,SECIDn°9, SECIDn°10, SEC ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n°® 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC ID n°
16 en células de plantas de soja.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotileddnea, en particular el
girasol (Helianthus annuus), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado
de entre el grupo constituido por SEC IDn°1, SEC IDn° 3, SECIDn°4,SECIDn°5,SECIDn°6, SECIDn°7,
SECIDn°8,SECIDnN°9, SECID n°10, SEC IDn°11, SECID n° 12, SEC ID n° 13, SEC ID n® 14, SEC ID n°® 15,
SEC ID n° 16 en células de plantas de girasol.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotileddnea, en particular la
alubia (Phaseolus vulgaris), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado
de entre el grupo constituido por SEC ID n° 1, SECIDn° 3, SECIDn°4,SECIDn°5,SECIDn°6, SECIDn°7,
SECIDn°8,SECIDnN°9, SECID n°10,SEC IDn°11, SECIDn°12, SECID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15,
SEC ID n° 16 en células de plantas de alubia.

La presente descripcion divulga la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una dicotileddnea, en particular el
alamo (Populus trichocarpa), sobreexpresando la aspartato oxidasa codificada por un acido nucleico seleccionado
de entre el grupo constituido por SEC ID n° 1, SEC IDn°3, SECIDn°4, SECIDn°5, SECIDn°6, SECIDn°7,
SECIDn°8,SECIDnN°9, SECID n°10, SEC IDn°11, SECID n° 12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15,
SEC ID n°® 16 en células de plantas de alamo.

El experto en la materia sabra como identificar unas secuencias de acido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa en el seno de diferentes especies, por comparacion de SEC ID n° 1 con las secuencias de otras especies,
con un programa informatico tal como BLAST (www.ncbi.nIm.nih.gov) y DB rapido con los parametros por defecto.
El experto en la materia podra utilizar también una de las secuencias de acido nucleico seleccionada de entre el
grupo constituido por SEC IDn° 3, SEC IDn°4, SECIDn°5, SEC IDn°6, SECID n°7, SEC ID n° 8, SEC ID n°
9, SECIDNn°10,SECIDn°11,SECID n° 12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15, SEC ID n° 16 con el fin
de realizar unas comparaciones de secuencias con el fin de identificar y encontrar unas secuencias que codifican
para la L-aspartato oxidasa convenientes.

Estos algoritmos se describen en “Les méthodes actuelles de séquengage et synthese méthodes et applications”,
paginas 127-149, 1988, en Alabama R. Liss, Inc.

Las secuencias homologas se definen preferentemente de la siguiente manera:
i) secuencias de ADN que muestran una similitud o identidad de por lo menos 55%, preferentemente por lo

menos 70%, preferentemente por lo menos 80%, aun mas preferentemente por lo menos 90%, todavia mas
preferentemente por lo menos 95% con la secuencia SEC ID n°® 1; o con una secuencia seleccionada de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 820 760 T3

entre el grupo constituido por SEC ID n° 3, SEC IDn° 4, SEC IDn°5, SEC ID n°6, SEC ID n°7, SEC ID n°
8,SECIDNn°9,SECIDn°10,SECIDnNn®11, SECIDn°12, SECIDn° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n° 15, SEC
IDn° 16

ii) secuencias que se hibridan con la secuencia de SEC ID n° 1, o con una secuencia seleccionada de entre
el grupo constituido por SEC ID n° 3, SEC ID n°4, SEC IDn° 5, SECID n° 6, SEC ID n° 7, SEC ID n° 8,
SECIDn°9,SECIDNn°10,SECIDn° 11, SECIDnNn°12,SECIDn° 13, SECID n° 14, SEC ID n° 15, SEC
ID n° 16 o con su secuencia complementaria, en condiciones de hibridacién de astringencia, por ejemplo
de astringencia baja, o

iii) secuencias que codifican una enzima L-aspartato oxidasa que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEC ID n° 2, o una secuencia de aminoacidos similar, por ejemplo, cualquier secuencia de aminoacidos
con una actividad enzimatica L-aspartato oxidasa y que tiene por lo menos 60%, preferentemente por lo
menos 70%, preferentemente por lo menos 80%, adin mas preferentemente por lo menos 90%, mas
preferentemente adn por lo menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de la SEC ID n° 2.

De manera preferida, dicha secuencia nucleotidica homodloga se hibrida especificamente a unas secuencias
complementarias de la secuencia SEC ID n° 1 o de una secuencia seleccionada de entre el grupo constituido por
SECIDn°3,SECIDNn°4,SECIDn°5,SECIDNn°6,SECIDn°7,SECIDn°8,SECIDNn°9, SECID n°10, SEC
ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n° 13, SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15, SEC ID n°® 16, en condiciones rigurosas. Los
parametros que definen las condiciones de astringencia dependen de la temperatura (Tm) a la cual el 50% de las
hebras emparejadas se separan. Unas condiciones de baja astringencia son aquellas en las que la hibridacion se
observa utilizando una temperatura de hibridacion de 5 a 10°C por debajo de Tm, y los tampones de hibridacion
son unas soluciones de fuerza iénica elevada, por ejemplo, una solucién 6 x SSC.

Las expresiones "similitud de secuencia" o "identidad de secuencia" o también "homologia de secuencia" se utilizan
en la presente memoria de manera intercambiable y significan en el contexto dos o0 mas secuencias de acidos
nucleicos o proteicos que son los mismos o tienen un porcentaje especifico de restos de aminoacidos o de
nucledtidos que son los mismos, cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, tal como se
mide utilizando uno de los algoritmos de comparacion de secuencias siguientes o por inspeccion visual, si dos
secuencias que deben ser comparadas entre si tienen unas longitudes diferentes, una identidad de secuencia se
refiere preferentemente al porcentaje de restos de nucledtidos de la secuencia mas corta, que son idénticos a los
restos nucleotidicos de la secuencia mas larga. La identidad de secuencia se puede determinar de manera clasica
con la utilizacion de programas informaticos como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package,
Version 8 pour Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Sciences Drive Madison, W153711).
Bestfit utiliza el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981), con el fin de encontrar el segmento que
tiene la identidad de secuencia mas elevada entre las dos secuencias. Cuando se utiliza Bestfit o cualquier otro
programa de alineacion de secuencia para determinar si una secuencia particular presenta, por ejemplo, 95% de
identidad con una secuencia de la presente invencién, de referencia, preferentemente los parametros estan
adaptados de tal manera que el porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud entera de la secuencia de
referencia y que estan permitidas las diferencias de homologia que van hasta 5% del numero total de los
nucledtidos en la secuencia de referencia.

Un acido nucleico es homologo a una secuencia, tal como la secuencia (secuencia codificante, CDS), representada
en la SEC ID n° 1 por ejemplo, tal como se utiliza en la presente memoria, cuando comprende una secuencia
nucleotidica que difiere de esta secuencia, por ejemplo la SEC ID n° 1, por una mutacion, insercion, delecion o
sustitucion de una o varias bases, o por la degenerescencia del cédigo genético, que codifica por lo tanto un
polipéptido que tiene la actividad de la enzima L-aspartato oxidasa. Una proteina es homologa a la L-aspartato
oxidasa representada en la SEC ID n° 2, cuando comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la
secuencia SEC ID n° 2 por mutacion, insercién, deleciéon o sustitucién de uno o varios de los aminoacidos, mientras
que es un polipéptido que tiene la actividad de la enzima L-aspartato oxidasa.

La L-aspartato oxidasa (EC 1.4.3.16) es una enzima que cataliza la reaccion quimica:
L-aspartato + H,O + O, — iminoaspartato + H,O»

Los tres sustratos de esta enzima son L-aspartato, H>O y O, mientras que sus dos productos son iminoaspartato
y H202. En solucidon a pH 8, el iminoaspartato producido durante la reaccién enzimatica, también denominado
iminosuccinato, es inestable, y produce NH4* (semi-vida: 2,5 min).

La L-aspartato oxidasa es una enzima que cataliza la primera etapa de la biosintesis de novo de NAD". El oxigeno
puede estar sustituido por el fumarato como receptor de electrones, para dar el succinato. La capacidad de la
enzima para utilizar al mismo tiempo el oxigeno y el fumarato como cofactor de re-oxidacion le permite funcionar
en unas condiciones aerdbicas y anaerodbicas. La enzima es un miembro de la familia de las enzimas succinato
deshidrogenasa/fumarato-reductasa.
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La expresion "actividad de enzima L-aspartato oxidasa" o "actividad enzimatica L-aspartato oxidasa", tal como se
utiliza en la presente memoria, se refiere en particular a su actividad oxidorreductasa en las plantas, que puede
ser determinada por incubacion de la proteina con L-aspartato, fumarato y FAD durante 30 minutos, seguida de la
medicién espectrofotométrica a DO 635 nm del NH4* liberado por descomposicion del iminoaspartato producido
durante la reaccion. Un protocolo detallado de mediciéon se describe en la seccion experimental mas adelante.

El acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa esta generalmente insertado, en simple o multiples
ejemplares, en una construccion nucleotidica, denominada casete de expresion, en el que esta unido de manera
funcional a unos elementos que permiten su expresion, mas particularmente su sobreexpresion y eventualmente
su regulacion.

Entre estos elementos, se pueden citar en particular los promotores de transcripcion, unos activadores y/o
terminadores.

En un modo de realizacion particular, la célula vegetal esta transformada con un casete de expresion que
comprende por lo menos una secuencia nucleotidica que codifica la L-aspartato oxidasa y un promotor especifico
de un tejido. La expresion en los tejidos que contienen lignina o inflorescencias puede ser de un interés particular,
asi como la expresion selectiva o preferencial en las flores o las semillas. Un promotor especifico de la raiz puede
ser asimismo Util. La expresion en los tejidos de las raices puede ser llevada a cabo utilizando el gen de quitinasa
acida (Samac ef al, 1990), o los sub-dominios especificos profundos del promotor CaMV35S que se han
identificado (Benfield et al., 1989).

Entre los promotores de transcripcion que pueden ser empleados, se pueden citar; un promotor 35S, o el promotor
35S de doble constitutiva (pd35S) del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), como se describe en Kay et al., 1987;
un promotor PCRU de la cruciferina de rabano que dirige la expresion de las secuencias asociadas unicamente en
las semillas de la planta transgénica; los PGEA1 y PGEA6 promotores que corresponden a la region 5 no
codificante de los genes de la proteina de almacenamiento de semillas (GEA1 y GEAB, respectivamente) de
Arabidopsis thaliana que dirigen una expresion especifica en las semillas; el promotor quimérico PSP (Ni ef al.,
1995) que es una fusion de una triple repeticion de un elemento activador de la transcripcion del promotor del gen
de la octopina sintasa en Agrobacterium tumefaciens; un promotor de actina de arroz, seguido eventualmente por
el intrén actina de arroz (PAR- IAR), por ejemplo; el promotor contenido en el plasmido pAct1-F4 (Mc Elroy et al.,
1991) la HMGW promotor de trigo (de alto peso molecular glutenina); el promotor del gen de la zeina del maiz
(P-ceina) contenido en el plasmido p63, que dirige la expresion en el albumen de las semillas.

Otros promotores que se pueden expresar en una planta convenientes de acuerdo con la presente invencion
comprenden, pero no se limitan a: unos promotores que provienen de la familia de la ubiquitina (por ejemplo, el
promotor de la ubiquitina del maiz del documento EP 0 342 926), un promotor actina del arroz tal como el promotor
descrito por Mc Elroy et al., (ya mencionado anteriormente) o el promotor descrito en el documento US 5,641,876;
cualquiera de los promotores de la vena virus del mosaico de la yuca (WO 97/48819), cualquiera de la serie de
promotores pLEX de trébol subterraneo Stunt virus (WO 96/06932), o un promotor de la alcohol deshidrogenasa,
por ejemplo, pADH 1S (nimeros de acceso GenBank X04049, X00581).

Entre los terminadores que se pueden utilizar en las construcciones de la invencién, se puede citar en particular el
extremo 3’ del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens.

El casete de expresion se puede insertar en un vector nucleotidico, tal como un plasmido, que puede comprender
ademas un gen marcador, por ejemplo un gen que permite seleccionar una planta transformada de una planta que
no contiene ADN ajeno transfectado. Como gen marcador, éste puede estar en particular constituido por un gen
que confiere una resistencia a un antibiético o una resistencia a un herbicida, o una resistencia a un aminoacido,
por ejemplo.

El vector asi construido se puede utilizar para trasformar unas células hospedantes, segun unas técnicas conocidas
por el experto en la materia.

Se pueden citar en particular unos métodos de transferencia directa de genes en unas células vegetales, tales
como la transformacion por Agrobacterium tumefaciens, la microinyeccion directa en embrioides de planta
(Neuhaus et al., 1987), la infiltracion al vacio (Bechtold et al.,1993) o la electroporacién (Chupeau et al., 1989), o
como variante, la precipitacion directa con la ayuda de PEG (Schocher et al., 1986) o el bombardeo de particulas
recubiertas del ADN plasmidico de interés, utilizando una pistola (Fromm M. et al., 1990), por ejemplo.

En un modo de realizacion descrito en la presente memoria, las células vegetales son transformadas con un vector
tal como se ha definido anteriormente, transferido en un hospedante celular susceptible de infectar dichas células
vegetales permitiendo la integracion, en el genoma de estas ultimas, de secuencias nucleotidicas de interés
contenidas inicialmente en el genoma del vector antes mencionado. Ventajosamente, el hospedante celular
utilizado es una cepa bacteriana, tal como Agrobacterium tumefaciens, o Agrobacterium rhizogenes por ejemplo.
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Para transformar las monocotiledéneas tales como el arroz (Oryza sativa), se puede utilizar el procedimiento
descrito por Ishida et al., (1996), o cualquiera de los métodos descritos en Hiei et al., (1994), Hiei ef al. (1997), en
la patente US 5.641.664 0 5.679.558, o en Christou et al., (1991). Segun otro protocolo, la transformacién se puede
realizar segun el método descrito por Finer et al., (1992) utilizando un cafién de particulas con unas particulas de
tungsteno o de oro, por ejemplo.

Las plantas asi obtenidas sobreexpresan la L-aspartato oxidasa.

Dichas plantas o partes de una planta se obtienen ventajosamente mediante el procedimiento descrito
anteriormente, en el que una célula vegetal es transformada con por lo menos un acido nucleico que codifica para
la enzima L-aspartato oxidasa, y puestas en cultivo, gracias a lo cual se obtiene una planta que sobreexpresa la
L-aspartato oxidasa.

Como ejemplos de plantas transgénicas, se pueden citar trigo, cebada, arroz, maiz, sorgo, girasol, colza, soja,
algoddn, guisante, alubia, yuca, mango, banana, patata, tomate, pimiento, melén, calabaza, sandia, lechuga, col,
berenjena, alamo.

El aumento del crecimiento de las plantas, en particular de las raices, favorece el vigor de las plantas y su
capacidad para recuperar los sustratos nutritivos y el agua en el suelo o el medio de cultivo.

La velocidad de crecimiento y el aumento de la velocidad de crecimiento de las plantas, en particular de las
inflorescencias y de los frutos son ventajosos para la produccion de semillas, de forraje, de flores o de frutos, en
particular de hortalizas-frutos para los cultivos horticolas.

Las plantas transgénicas segun la invencion abarcan al mismo tiempo las plantas de la primera generacion, asi
como sus descendientes que contienen el casete de expresion que permite la sobreexpresion de la L-aspartato
oxidasa segun la invencion (variedades descendientes o variedades hibridas, en particular).

Las partes de la planta comprenden cualquier tejido u 6rgano, tales como raices, flores, tallos, troncos, hojas,
frutos, érganos de reserva o semillas.

La presente descripcion divulga las semillas que presentan una expresion incrementada de L-aspartato oxidasa,
obtenida por una sobreexpresion especifica de una secuencia de codificacion de L-aspartato oxidasa en la semiilla.

En un modo de realizacién descrito en la presente memoria, el casete de expresion de la invencion se utiliza para
sobreexpresar la L-aspartato oxidasa en una planta o una célula vegetal. Esta utilizacién conduce a un aumento
de la biomasa, el crecimiento de la planta, el tamafio, el peso, el rendimiento y/o la velocidad de crecimiento.

En otro modo de realizacion descrito en la presente memoria, el casete de expresion segun la invencion se utiliza
para aumentar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinacion,
el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abidtico, la resistencia al estrés
biotico, la velocidad de germinacion, el crecimiento, en una célula vegetal, una planta o una parte de planta.

Como se ha evocado anteriormente, el acido nucleico que codifica para una sobreexpresion de L-aspartato oxidasa
en el seno de las plantas segun la invencion puede pertenecer a la misma especie y ello en la medida en la que
puede ser expresado en las plantas en cantidades superiores a la cantidad producida clasicamente por una planta
que no contiene la secuencia nucleotidica o el elemento genético introducido. Asi, cualquier secuencia nucleotidica
que codifica para la L-aspartato oxidasa puede ser utilizada, por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje para el
gen de la L-aspartato oxidasa, una secuencia mutada de una secuencia salvaje que codifica para la L-aspartato
oxidasa, o también una secuencia mutada del promotor del gen de una L-aspartato oxidasa salvaje o mutada que
induce un aumento de la cantidad de L-aspartato oxidasa, o de la estabilidad del ARN mensajero de L-aspartato
oxidasa, o una expresion de una L-aspartato oxidasa que tiene una actividad enzimatica superior, con respecto a
la cantidad y/o a la actividad de L-aspartato oxidasa que se producian o expresaban en el seno de la planta
hospedante antes de recibir la secuencia introducida.

Tal como se ha indicado anteriormente, la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en las células de la planta se
puede obtener mediante diversos medios a disposicion del experto en la materia, ya sea por transgénesis, por
transformacion, por introgresion, por seleccion, por seleccion asistida por marcadores, por mutagénesis aleatoria
o dirigida seguida o no de seleccion, por ejemplo.

La presente descripcion divulga una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa realizada por introgresion de un
elemento genético que codifica para una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

La expresion "elemento genético" o "material genético" utilizada en la presente memoria se refiere a cualquier gen,

grupo de genes, QTL, locus, alelo, fragmento cromosdmico, secuencia nucleotidica, secuencia nucleica que es
capaz de contribuir al aumento de por lo menos un caracter fenotipico de la planta, seleccionado de entre una
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biomasa incrementada, una velocidad de germinacion incrementada, un rendimiento incrementado, en particular
un rendimiento en semillas incrementado, una resistencia al estrés abidtico incrementada, una resistencia al estrés
biético incrementada, una velocidad de germinacion incrementada, un crecimiento acelerado, influyendo sobre la
expresion de la L-aspartato oxidasa a nivel del propio ADN, tanto a nivel de la traduccién, de la transcripcion y/o
como de la activacion de un producto de polipéptido final, es decir, para regular el metabolismo de la planta que
conduce a la expresion fenotipica del genotipo.

En el contexto de la presente descripcion, los términos "introgresion”, "introgresado” e "introgresar" designan el
proceso mediante el cual uno o unos elementos genéticos tales como un gen o unos genes, uno o unos QTL, uno
0 unos alelos, uno o unos fragmentos cromosémicos, 0 una 0 mas secuencias nucleicas presentes en el genoma
de una especie, variedad o cultivar son desplazados y transferidos de manera estable en el genoma de otra
especie, variedad o cultivar, por cruzamiento sexual. La transferencia puede ser natural o artificial. El proceso
puede ser complementado eventualmente por retrocruzamiento con un pariente recurrente, en este caso, la
introgresion se refiere a la introduccion de uno o varios elementos genéticos, tales como uno o varios genes, uno
o varios alelos, uno o varios QTL, uno o varios fragmentos cromosémicos o0 una o varias secuencias nucleicas de
una especie en el pool genético de la otra por retrocruzamiento repetido de un hibrido interespecifico con uno de
sus parientes. Una introgresion puede ser descrita asimismo como la integracion estable de un material genético
heterdélogo en el genoma de una planta receptora por cruzamiento sexual entre plantas de especie idéntica o
parecida, es decir sexualmente compatibles. La nocién de sexualmente compatible se entiende que la fertilizacion
de una flor de una planta por el polen de otra planta da lugar a la fecundacion del 6vulo y a la produccion de un
fruto que contiene una o varias semillas capaces de germinar y dar una nueva planta. La nocién de sexualmente
compatible se entiende también de los casos en los que la viabilidad del embrién formado esta asegurada por una
0 unas técnicas de rescate de embrién. El experto en la materia dispone de diversos métodos de rescate de
embrién que puede utilizar en funcién de las especies utilizadas.

Se describe asi un método para aumentar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa,
la velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés
abidtico, la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de germinacion, el crecimiento, en una planta que comprende
el suministro de una poblacion de plantas, incluyendo el suministro de una poblacion de plantas procedentes de
cruzamientos, y la seleccion de los individuos de la poblacién que presentan una expresion de la L-aspartato
oxidasa mas elevada posible.

La poblacion de planta puede ser una poblacion de plantas mutantes, generada por mutagénesis quimica o por
cualquier otro medio capaz de inducir una o varias mutaciones en el seno del genoma de las plantas asi tratadas.
El tratamiento de mutagénesis resulta de la introduccién voluntaria de mutaciones por accién de agentes
mutagenos quimicos o fisicos en una secuencia ADN, agentes que pueden ser un tratamiento quimico como por
ejemplo un tratamiento con metanosulfonato de etilo (EMS).

De manera ventajosa, se puede utilizar una poblacion TILLING para la seleccion de individuos que presentan una
expresion de la L-aspartato oxidasa mas elevada posible.

Tipicamente, la tecnologia TILLING se basa en la mutagénesis de semillas seguida de un fenotipaje y de un
genotipaje con el fin de identificar las mutaciones y cuyo alelo o cuyos alelos asociados a un fenotipo dado,
preferentemente un fenotipo ventajoso. La generacion de poblacion TILLING se puede realizar de la siguiente
manera. Unas semillas MO son mutageneizadas mediante un tratamiento con etilmetanosulfonato (EMS). Las
plantas M1 procedentes de las semillas MO son autofecundadas, se extrae el ADN de las familias M2 para un
screening de alto caudal de las mutaciones y se recogen las semillas M3 y se conservan. Se realiza un pool de
ADN de las familias M2 8 veces y se amplifica para un gen diana. Los productos de amplificacion son incubados
con una endonucleasa que corta preferentemente los desapareamientos en los heteroduplex entre salvaje y
mutante. Los productos de digestion son sometidos a una electroforesis en gel de secuencia. La tecnologia LI-
COR permite un marcado fluorescente bicaternario (IRDye 700 y 800) que permite una confirmacion visual rapida
ya que las mutaciones son detectadas sobre las dos hebras complementarias y asi facilmente diferenciadas de los
artefactos. Después de la deteccidon de una mutacion en un pool, el ADN de las familias individuales se criba
rapidamente por desconvolucion del pool con el fin de identificar la familia que lleva la mutacion.

En un modo de realizaciéon descrito en la presente memoria, se obtiene la introgresion de un elemento genético
que codifica para una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa por fusion de protoplastos.

Asi, en este modo de realizaciéon descrito, para aumentar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de
entre la biomasa, la velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia
al estrés abidtico, la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de germinacion, el crecimiento, la fusion de
protoplastos se puede utilizar para la transferencia de por lo menos un elemento genético a partir de una planta
donante hacia una planta receptora. La fusiéon de protoplastos es una unién inducida o espontanea, como una
hibridacion somatica, entre dos o varios protoplastos (las paredes celulares son eliminadas por tratamiento
enzimatico) con el fin de producir una célula tnica bi- o multi-nucleada. La célula fusionada, que se puede obtener
también con las especies vegetales que no pueden ser cruzadas sexualmente en la naturaleza, se cultiva en una
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planta hibrida que presenta la combinacion de caracteristicas deseables. Mas precisamente, se puede obtener un
primer protoplasto a partir de una planta segun la invencion y que presenta por lo menos un caracter fenotipico
seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular el rendimiento en
semillas, la resistencia al estrés abidtico, la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de germinacion, el crecimiento
y una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa. Se puede obtener un segundo protoplasto a partir de una planta
que comprende unas caracteristicas de valor comercial. Los protoplastos son fusionados después mediante unos
procedimientos de fusién de protoplastos tradicionales, que son conocidos en la técnica.

Alternativamente, el rescate de embrion se puede utilizar en la transferencia de un elemento genético, en particular
un acido nucleico, que permite la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa de una planta donante hacia una planta
receptora. El rescate de embriones se puede utilizar como procedimiento para aislar unos embriones a partir de
cruzamientos en el que las plantas no consiguen producir unas semillas viables. En este proceso, el évulo
fecundado o inmaduro de una planta es un tejido de cultivo para crear nuevas plantas.

La presente descripcion divulga un método en el que la introgresion de un elemento genético que codifica para
una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se obtiene por rescate de embrién.

La presente descripcion divulga un método para la produccion de plantas que presentan por lo menos un caracter
fenotipico mejorado seleccionado de entre la biomasa, la velocidad de germinacion, el rendimiento, en particular
el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abiotico, la resistencia al estrés bidtico, la velocidad de
germinacion, el crecimiento, que comprende la deteccion de la presencia de un elemento genético, en particular
una secuencia de acido nucleico, relacionado con la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa en una planta
donante y la transferencia del elemento genético, en particular una secuencia de acido nucleico, relacionado con
la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa asi detectada, desde la planta donante hacia una planta receptora. La
transferencia de la secuencia de acido nucleico se puede realizar mediante cualquiera de los procedimientos
descritos anteriormente en la presente memoria.

La transferencia se puede realizar mediante una técnica seleccionada de entre transgénesis, introgresion, fusion
de protoplastos, rescate de embrién. Un ejemplo de realizacion de dicho procedimiento comprende la transferencia
por introgresion del elemento genético, en particular la secuencia de acido nucleico, relacionado con la
sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa a partir de una planta donante hacia una planta receptora por
cruzamiento sexual de las plantas. Por lo tanto, esta transferencia puede ser realizada ventajosamente utilizando
unas técnicas de cruzamiento y de seleccion tradicionales.

La presente descripcion divulga la deteccion de la presencia de un elemento genético relacionado con la
sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa y se realiza con la ayuda de por lo menos un marcador molecular.

La presente descripcion divulga la deteccion de la presencia del elemento genético relacionado con la
sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa que se realiza mediante la medicién de la actividad enzimatica de la
L-aspartato oxidasa en la planta donante.

Segun algunos modos de realizacion, el elemento genético responsable de la sobreexpresion de la L-aspartato
oxidasa puede ser introgresado en las variedades comerciales de plantas de interés agronémico con la ayuda de
la seleccion asistida por marcadores (SAM) que implica la utilizacion de uno o varios marcadores moleculares para
la identificacion y la seleccion de las plantas de la descendencia que contienen el elemento genético, gen o
pluralidad de genes, secuencias de acido nucleico que codifica para la caracteristica deseada de sobreexpresion
de la L-aspartato oxidasa.

En el contexto de la presente descripcion, dicha identificacion y dicha seleccién se basan en la seleccion de genes,
de elementos genéticos o de secuencias de acidos nucleicos o de marcadores asociados.

Las plantas obtenidas segun estos modos de realizaciéon pueden sacar ventajosamente la mayoria de sus atributos
de la planta receptora, y sacar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada,
la velocidad de germinacion incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas
incrementado, la resistencia al estrés abidtico incrementado, la resistencia al estrés bidtico incrementado, la
velocidad de germinaciéon incrementada, el crecimiento incrementado de la planta donante, gracias a la
sobrexpresion de la L-aspartato oxidasa.

Como se ha descrito anteriormente, las técnicas de cruzamiento tradicionales se pueden utilizar para la introgresion
de secuencia de acido nucleico responsable de la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa relacionada con por
lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion
incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia
al estrés abidtico incrementado, la resistencia al estrés bidtico incrementado, la velocidad de germinacion
incrementada, el crecimiento incrementado en el seno de una planta receptora.

En algunos modos de realizacién, una planta donante que presenta por lo menos un caracter fenotipico
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seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el rendimiento
incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiotico incrementado,
la resistencia al estrés biodtico incrementado, la velocidad de germinacion incrementada, el crecimiento
incrementado y que comprende una secuencia de acido nucleico responsable de una sobrexpresion de la
L-aspartato oxidasa, se cruza con una planta receptora que, en algunos modos de realizacion puede presentar
unas caracteristicas comercialmente deseables.

La poblacion de plantas que resultan de ello (que representan los hibridos F1) es entonces autofecundada
produciendo unas semillas F2. Las plantas F2 procedentes de semillas F2 son cribadas después con vistas a
determinar las plantas que presentan una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un
caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiético
incrementada, la resistencia al estrés biodtico incrementada, la velocidad de germinacién incrementada, el
crecimiento incrementado, mediante unos métodos conocidos por el experto en la materia.

La medicién de la expresion o de la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa se puede realizar mediante diferentes
medios a disposicion del experto en la materia tales como RNA-Seq, Transferencia Northern, PCR cuantitativa y
semi-cuantitativa, Transferencia Western, Elisa o medicién de actividad enzimatica, por ejemplo.

Las lineas de plantas que presentan una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un
caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abibtico
incrementada, la resistencia al estrés biodtico incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el
crecimiento incrementado, pueden ser desarrolladas utilizando las técnicas de seleccion recurrente y de
retrocruzamiento, autofecundacion, y/o dihalpoides, o cualquier otra técnica utilizada para realizar unas lineas
parentales. En un procedimiento de seleccion recurrente y de retrocruzamiento, el aumento de la expresion de la
L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa, la velocidad
de germinacion, el rendimiento, en particular el rendimiento en semillas, la resistencia al estrés abidtico, la
resistencia al estrés bidtico, la velocidad de germinacion, el crecimiento, puede ser introgresada en una planta
receptora diana (el pariente recurrente) cruzando el pariente recurrente con una primera planta donante, que difiere
del pariente recurrente y que se denomina en la presente memoria el "pariente no recurrente". El pariente
recurrente es una planta que no presenta una sobreexpresion dela L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos
un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion incrementada,
el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiotico
incrementada, la resistencia al estrés biodtico incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el
crecimiento incrementado, pero puede poseer unas caracteristicas comerciales deseables.

El pariente no recurrente puede ser cualquier variedad vegetal o linea pura que es sexualmente compatible con el
pariente recurrente.

Las plantas de la descendencia de un cruzamiento entre el pariente recurrente y el pariente no recurrente son
retrocruzadas con el pariente recurrente. La poblacién de plantas que resulta de ello se criba después para una
sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre
la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el
rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abibtico incrementada, la resistencia al estrés bidtico
incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el crecimiento incrementado.

La seleccion asistida por marcadores (SAM) se puede realizar utilizando unas sondas de hibridacion o de
polinucledétidos, con el fin de identificar las plantas que comprenden una secuencia de acido nucleico o cualquier
elemento genético que conlleva una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, asociada a por lo menos un caracter
fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacién incrementada, el
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiético
incrementada, la resistencia al estrés biodtico incrementada, la velocidad de germinaciéon incrementada, el
crecimiento incrementado.

Tras el cribado, las plantas hibridas F1 que presentan una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa, asociada a
por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion
incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia
al estrés abidtico incrementada, la resistencia al estrés bidtico incrementada, la velocidad de germinacion
incrementada, el crecimiento incrementado, se seleccionan después y se retrocruzan con el pariente recurrente
para un cierto nimero de generaciones con el fin de permitir que la planta se vuelva cada vez mas consanguinea.
Este proceso se puede efectuar para dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, o mas generaciones.

La presente descripcion divulga un procedimiento de obtencion de planta que presenta por lo menos un caracter

fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacién incrementada, el
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiético
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incrementada, la resistencia al estrés biodtico incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el
crecimiento incrementado, que puede comprender:

(a) proporcionar una planta que presenta un nivel de expresion dado de la L-aspartato oxidasa;

(b) proporcionar una segunda planta que presenta un nivel de expresion de la L-aspartato oxidasa superior al
de la planta proporcionada en (a);

(c) efectuar un cruzamiento de la planta proporcionada en (a) con la planta proporcionada en (b), para producir
unas plantas de la descendencia F1;

(d) seleccionar unas plantas de la descendencia F1 que presentan una sobreexpresion de la L-aspartato
oxidasa con respecto a la planta proporcionada en (a);

(e) cruzar las plantas seleccionadas en (d) con la planta proporcionada en (a) para producir unas plantas de
descendencia de retrocruzamiento;

(f) seleccionar unas plantas de la descendencia de retrocruzamiento que presentan una sobreexpresion de la
L-aspartato oxidasa con respecto a las plantas seleccionadas en (d);

(g) repetir las etapas (e) y (f) dos o varias veces seguidas;

(h) autofecundar eventualmente las plantas procedentes de retrocruzamiento con el fin de identificar las plantas
homocigotas, y

(i) efectuar un cruzamiento de por lo menos una planta de la descendencia de retrocruzamiento o de las
plantas auto-fecundadas con otra planta proporcionada en (a) para producir una planta que presenta por lo
menos un caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion
incrementada, el rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la
resistencia al estrés abidtico incrementada, la resistencia al estrés bidtico incrementada, la velocidad de
germinacion incrementada, el crecimiento incrementado, cuando se cultiva en las mismas condiciones
medioambientales.

Tal como se indica, la ultima generacién de retrocruzamiento se puede auto-fecundar con el fin de proporcionar
unos individuos homocigotos que presentan una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa y por lo menos un
caracter fenotipico seleccionado de entre la biomasa incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el
rendimiento incrementado, en particular el rendimiento en semillas incrementado, la resistencia al estrés abiético,
la resistencia al estrés biodtico incrementada, la velocidad de germinacion incrementada, el crecimiento
incrementado.

La etapa de seleccion comprende la seleccion de individuos que contienen cada uno un alelo del gen que codifica
para una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

La presente descripcion divulga un método de seleccion de planta, caracterizado por que comprende la busqueda
de un alelo del gen de la enzima L-aspartato oxidasa que posee una mutacion que resulta en una mejora de por
lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre biomasa, velocidad de germinacién, rendimiento, en
particular rendimiento en semillas, resistencia al estrés abidtico, resistencia al estrés bidtico, velocidad de
germinacion, crecimiento.

La etapa de seleccion comprende la seleccion con la ayuda de un marcador molecular para el alelo del gen de la
L-aspartato oxidasa.

La etapa de seleccidon comprende la seleccion midiendo la actividad de la enzima L-aspartato oxidasa en las
plantas jovenes y seleccionando las que presentan una actividad elevada de la enzima.

La presente descripcion divulga un procedimiento de seleccion de planta que presenta una sobreexpresion de la
L-aspartato oxidasa que comprende las etapas siguientes:

(a) proporcionar una poblacion de plantas;
(b) medir la actividad de la L-aspartato oxidasa de cada individuo de la poblacién de plantas proporcionada;
(c) seleccionar la o las plantas que presentan la actividad L-aspartato oxidasa mas elevada.

La poblacién de planta puede ser una poblacion de TILLING.

Alternativamente, la poblacion de plantas es una poblacién procedente de cruzamientos intraespecificos o
interespecificos.
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Asimismo, la poblacién de plantas puede ser una poblacién de variedades comerciales.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "sobreexpresion” en referencia a la L-aspartato oxidasa se
refiere al hecho de que la secuencia nucleica de ADN que codifica la proteina esta transcrita en ARN en cantidad
incrementada y/o que los ARN de la proteina son traducidos en proteina en cantidad incrementada y/o que la
cantidad o la actividad especifica de la proteina traducida esta incrementada. La medicién de esta "sobreexpresion”
se puede evaluar tanto a nivel del ARN como a nivel de las proteinas mediante diferentes medios a disposicion del
experto en la materia, tales como RNA-Seq, transferencia Northern, PCR cuantitativa y semi-cuantitativa,
transferencia Western, Elisa o medicion de actividad enzimatica, por ejemplo. Al final, la nocion de expresion o de
sobreexpresion hace referencia a la actividad enzimatica de la L-aspartato oxidasa en el seno de la planta, ya sea
que se deba a una sintesis mas grande de la proteina y/o a una actividad especifica mas importante.

En el contexto de la presente descripcion, las expresiones "cruzamiento sexual" y "reproduccion sexuada" se
refieren a la fusiéon de los gametos para producir una descendencia (por ejemplo, por fecundacion, de manera que
se produzcan unas semillas por polinizacién en las plantas). Un "cruzamiento sexual" o "fertilizacion cruzada" es,
en algunos modos de realizacion, la fecundacion de un individuo por otro (por ejemplo, la polinizacion cruzada de
las plantas). El término "autofecundacion” hace referencia a algunos modos de realizaciéon de la produccion de
semillas por autofecundacion u auto-polinizacion, es decir que polen y 6vulos son de la misma planta.

Por el término "caracter", se entiende una caracteristica o un fenotipo, por ejemplo, el rendimiento, la biomasa o la
velocidad de germinacion. Un caracter puede ser heredado de manera dominante o recesiva, o puede ser
monogénico o poligénico.

Mediante la expresion "planta donante" se entiende una planta que proporciona por lo menos un elemento genético
relacionado con una sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

Mediante la expresion "planta receptora” se entiende una planta que recibe por lo menos un elemento genético
relacionado con una sobrexpresién de la L-aspartato oxidasa.

Las expresiones "marcador genético"”, "marcador de ADN" o "marcador molecular" son intercambiables y hacen
referencia a una caracteristica del genoma de un individuo (por ejemplo, un nucleétido o una secuencia de acido
nucleico que esta presente en el genoma de un individuo), que esta relacionada con uno o varios locus de interés.
Los marcadores genéticos comprenden, por ejemplo, unos polimorfismos nucleotidicos simples (SNP), unos
indeles (es decir inserciones/supresiones), unas repeticiones de secuencias simples (SSR), unos polimorfismos
de restriccion de longitud de los fragmentos (RFLP), o unas longitudes de los fragmentos amplificados (AFLP) por
ejemplo. Los marcadores genéticos pueden, por ejemplo, ser utilizados para localizar unos locus genéticos que
contienen unos alelos que contribuyen a la variabilidad de las caracteristicas fenotipicas. La expresion "marcador
genético" puede hacer referencia asimismo a una secuencia de polinucleétido complementario de una secuencia
gendmica, tal como una secuencia de un acido nucleico utilizado como sonda. Un marcador genético o molecular
puede estar fisicamente situado en una posicién sobre un cromosoma que es distal o proximal con respecto a uno
o varios locus genéticos al o a los que esta unido (es decir es intragénico o extragénico, respectivamente). En
algunos modos de realizacion de la presente invencion, uno o varios marcadores genéticos comprenden entre uno
y diez marcadores, y en algunos modos de realizacién, uno o varios marcadores genéticos comprenden mas de
una decena de marcadores genéticos.

El término "genotipo" hace referencia a la constitucion genética de una célula o de un organismo. Como se conoce
en la técnica, un genotipo puede referirse a un Unico locus o a multiples locus. En algunos modos de realizacion,
el genotipo de un individuo se refiere a uno o varios genes que estan unidos por el hecho de que uno o varios de
los genes estan implicados en la expresion de un fenotipo de interés (por ejemplo, un caracter tal como se define
en la presente memoria). Asi, en algunos modos de realizacién, un genotipo comprende uno o varios alelos
presentes en un individuo con uno o varios locus para un caracter.

El término "gen" se refiere a una unidad hereditaria que comprende una secuencia de ADN que ocupa un sitio
especifico sobre un cromosoma y que contiene la instruccion genética para una caracteristica o un rasgo particular
en un organismo.

Los términos "acido nucleico" u "oligonucleétido" o "polinucleétido” o "secuencia nucleica" o equivalentes
gramaticales de estos, significan por lo menos dos nucledtidos unidos de manera covalente juntos. Los
oligonucledtidos son tipicamente de aproximadamente 7, 8, 9, 10, 12, 15, 25 18, 20, 30, 40, 50 o hasta
aproximadamente 100 nucleétidos de longitud. Los acidos nucleicos, secuencias nucleicas y los polinucleétidos
son unos polimeros de cualquier longitud, incluyendo las longitudes mas grandes, por ejemplo 200, 300, 500, 1000,
2000, 3000, 5000, 7000, 10000, etc. Un acido nucleico de la presente invenciéon contendra generalmente unos
enlaces fosfodiéster, aunque en algunos casos, estan incluidos unos analogos de acido nucleico, que pueden tener
unos esqueletos alternativos que comprenden, por ejemplo, fosforamidato, fosforotioato, fosforoditioato, o enlaces
O-metilfosforoamidito (véase Eckstein, 1991), y unos esqueletos peptidicos y los enlaces de acidos nucleicos. Se
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pueden utilizar unas mezclas de acidos nucleicos naturales y de analogos.

En el ambito de la presente invencion, la expresion "fenotipo” o caracter fenotipico" hace referencia a la apariencia
0 a cualquier otra caracteristica detectable de un individuo, que resulta de la interaccién de su genoma, proteoma
y/o metaboloma con el entorno.

Una "planta" es una planta en cualquier etapa de desarrollo, en particular una planta de semillas.

Una "célula de planta" es una unidad estructural y fisiolégica de una planta, que comprende un protoplasto y una
pared celular. La célula vegetal puede estar en forma de una célula Unica aislada o una célula cultivada, o como
una parte de unidad organizada superior tal como, por ejemplo un tejido vegetal, un 6rgano vegetal o una planta
entera. Una célula de planta puede ser capaz de regenerar una planta o no ser capaz de regenerar una planta.

La expresion "material vegetal" se refiere a hojas, tallos, raices, flores o partes de flores, frutos, polen, 6vulos,
zigotos, semillas, esquejes, celulares o cultivos de tejidos, o cualquier otra parte, o productos de una fabrica.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "parte de planta" designa una parte de una planta, que
comprende unas células simples o unos tejidos celulares tales como las células de plantas que estan intactas en
plantas, unos montones de células, y unos cultivos de tejido a partir del cual las plantas pueden ser regeneradas
o no. Unos ejemplos de partes de plantas comprenden, pero no se limitan a, unas células individuales y unos
tejidos de polen, los évulos, las hojas, los embriones, las raices, trozos de raiz, anteros, flores, frutos, tallos, brotes
y semillas, asi como injertos, porta injertos, protoplastos, calii, y analogos.

Tal como se ilustra en la presente memoria, el término "poblacion" designa un conjunto genéticamente heterogéneo
de plantas que comparten una derivacién genética comun.

La "biomasa" significa el conjunto de la materia organica producida por una planta. Esta biomasa se puede medir
en peso fresco, en peso seco por planta o por m? por ejemplo. Alternativamente, la biomasa se puede evaluar por
el tamafo de la planta o el nimero de hojas, por ejemplo.

La expresion "velocidad de germinacion" corresponde al tiempo medio entre la imbibicion de la semilla y la
emergencia de la radicula de la cubierta de la semilla.

La expresion "rendimiento” se entiende como la cantidad de materia vegetal comercial producida por la planta
cultivada por unidad de superficie, para una densidad de plantacién dada, llegado el caso.

La expresion "rendimiento en semillas" representa la cantidad de semillas, en peso o en nimero, producida por la
planta cultivada por unidad de superficie o por planta, para una densidad de plantaciéon dada, llegado el caso.

La expresion "resistencia al estrés biotico" se entiende como la capacidad de la planta a enfrentarse y luchar contra
un estrés que aparece tras dafios causados a dicha planta por otros organismos vivos, como las bacterias, los
virus, los hongos, los parasitos, los insectos Utiles y perjudiciales, las malas hierbas y las otras plantas cultivadas
o indigenas. Los dafios causados por estos diversos agentes vivos pueden parecer muy similares y afectan al
crecimiento y al rendimiento de las plantas cultivadas.

La expresion "resistencia al estrés abidtico" se entiende como la capacidad de la planta para enfrentarse y luchar
contra un estrés inducido por unos factores no vivos en un entorno especifico. Los factores de estrés abidticos son
de origen natural, frecuentemente intangibles, unos factores tales como la luz del sol intensa, o la deficiencia de
luz, el exceso o la deficiencia de agua, el frio o el exceso de calor, la salinidad o también el viento, por ejemplo,
pueden causar dafios a las plantas de la zona afectada. El estrés abidtico es esencialmente inevitable y
particularmente limitativo para las plantas. El estrés abiotico es el factor mas nocivo sobre el crecimiento y la
productividad de los cultivos en el mundo entero.

La expresion "crecimiento” hace referencia a la variacion de biomasa de la planta considerada, entre la emergencia
y la recogida por unidad de tiempo en condiciones dadas de exposicion al sol, de irrigaciéon y de insumos.

Figuras
La figura 1 es una descripcion de la via de biosintesis de NAD en las plantas, y su uso para el metabolismo
energético y la sefializacion esta relacionado con el estrés. (la actividad L-aspartato oxidasa (AO) se pone en

evidencia en la figura).

La figura 2 es una representacion esquematica de la construccion de un vector de transformacion de planta
pCW162, incluyendo el casete de sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa (AO).

La figura 3 es un grafico que representa el nivel de expresion (A) y la actividad (B) de la L-aspartato oxidasa
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en las hojas de plantas control (ctrl), de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa (35S::AO1 y
35S::A02) y de plantas mutante-negativo de la L-aspartato oxidasa (mAQO), de 6 semanas de edad.

La figura 4 es un grafico representativo de los metabolitos relacionados con la energia (ATP (B) y nucleétidos
de piridina (A)) en las hojas de plantas control (ctrl), de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa
(35S::A01 y 35S::A02) y de plantas mutante-negativo de la L-aspartato oxidasa (mAO), de 6 semanas de
edad.

La figura 5 representa las capacidades fotosintéticas de hojas de plantas control (l) y de plantas que
sobreexpresan (A) la L-aspartato-oxidasa, de 6 semanas de edad.

La figura 6 es una fotografia de plantas de Arabidopsis thaliana control y de plantas que sobreexpresan la
L-aspartato oxidasa (35S::A01 y 35S::A02), de 6 semanas de edad.

La figura 7 es un grafico que representa la biomasa (B) y el tamafio (A) de las plantas control (ctrl), de plantas
que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa (35S::AO1 y 35S::A02) y de plantas mutante-negativo de la
L-aspartato oxidasa (mAO).

La figura 8 es un grafico que representa la biomasa en semillas recogidas a partir de plantas control (ctrl), de
plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa (35S::A01 y 35S::A02) y de plantas mutante-negativo de la
L-aspartato oxidasa (mAO).

La figura 9 es un grafic que representa la correlacion entre la actividad de la L-aspartato oxidasa (A), los niveles
de NAD (B) y la biomasa expresada en diametro de roseta.

La figura 10 es una fotografia de plantas control (ctrl) y de plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa
(35S::A0) en unas condiciones de estrés abiotico que corresponden a un fuerte calor combinado con una fuerte
luminosidad.

La figura 11 es una curva de germinacion de plantas control (#) y de plantas que sobreexpresan la L-aspartato
oxidasa (35S::A01 (¥ y X) y 35S::A02 (A)) en unas condiciones de medio rico en nitrégeno (nitrato) (A) y
condiciones de medio deficiente en nitrégeno (nitrato) (B).
La figura 12 es un grafico que representa unas condiciones de estrés que corresponden a la proliferacion de
pulgones Myzus persicae sobre unas plantas control (ctrl) y unas plantas que sobreexpresan la L-aspartato
oxidasa (35S::A01 y 35S::A02).

Ejemplos

Material y métodos

Generacion de plantas transgénicas

El ADNc (secuencia codificante, CDS) de Arabidopsis thaliana que codifica para la L-aspartato-oxidasa (L-AO)
(SEC ID n° 1) se ha amplificado por PCR con los cebadores de secuencias siguientes:

cebador sentido (GAG AGA CCC GGG ATG GCG GCT CAT GTT TCT AC);
cebador antisentido (GAG AGA CAG CTG AAT CGT TAG TTATTC ACT CGAC);

El amplificado se ha sub-clonado después entre los sitios Sma11 y Sal1 del vector pCW162 binario, bajo el control
del promotor CaMV35S para generar unas plantas transgénicas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa. El
casete nptll de pCW162 se utilizé para la seleccion de las plantas transgénicas sobre el medio que contiene la
kanamicina. Se utilizé después el plasmido resultante para la transformacion estable de plantas de Arabidopsis
thaliana para sobreexpresar el gen L-AO, utilizando la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101. Los
transformantes primarios se seleccionaron sobre medio Murashige y Skoog que contiene 50 mg.I"! de monosulfato
de kanamicina. Después de aproximadamente 10 dias de cultivo in vitro (23°C, bajo intensidad luminosa de
100 umoles de fotones.m?.s™), se han transferido las plantas resistentes en maceta de mantillo en camara de
cultivo de dias largos (LD, régimen dia/noche de 16h/8h) con el fin de obtener unas semillas que han sufrido un
nuevo régimen de seleccion. El numero de plantas transgénicas putativas se ha anotado para seleccionar las
lineas que han insertado una sola copia del transgén (relacién % no resistentes, v resistentes). Los descendientes
se seleccionaron hasta la obtencion de lineas estables homocigotas para la insercion ADN-T.

Medicion de los niveles de transcritos L-aspartato oxidasa

Después de una extraccion del ARN total utilizando el kit NucleoSpin RNA 1l (Macherey-Nagel) segun las
instrucciones del proveedor, se ha utilizado 1 ug de ARN total como matriz para la sintesis de ADNc primera hebra
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y una transcripcion inversa con el sistema de sintesis de la primera hebra SuperScript Il (Invitrogen). La
sobreexpresion del gen de la L-aspartato oxidasa se ha examinado por RT-PCR con los cebadores de las
secuencias siguientes:

cebador sentido (GAT CGT TCACCG TGC TGATA) y
cebador antisentido (TGT GTT CAAGCC ATC CTG AG)

La linea, o planta, control (ctrl) se ha obtenido a partir del ecotipo Columbia (Col 0) transformado con el vector
pCW1628 vacio.

Cultivo de las plantas

Las lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este estudio se obtuvieron a partir de plantas de
Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia (Col 0). Después de 48h de estratificacion a 4°C en la oscuridad, las
semillas se sembraron y se cultivaron en unas condiciones de dias cortos (SD, régimen dia/noche de 8 h/16 h), en
una camara de cultivo bajo una iluminacion energética de 100 umol fotones.m?.s" a nivel de la hoja, a 18-20°C y
65% de humedad, (salvo para la determinacion del nimero de silicos y la medicion de la cantidad de semillas, se
trataba de condiciones de dias largos, LD, régimen dia/noche de 16h/8h). Se realiz6 una aportacion de solucion
nutritiva dos veces por semana.

Extraccion de las muestras para los analisis metabdlicos

Se extrajeron unas muestras en el medio del fotoperiodo, se congelaron rapidamente en el nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis. Para los analisis metabolémicos y transcriptdmicos, las plantas
se analizaron y muestrearon con 6 semanas de edad (SD), y con 8 semanas de edad (SD) para el analisis de los
intercambios gaseosos.

Dosificacion de la actividad de la L-aspartato oxidasa

Se ha desarrollado un método de dosificacion de la actividad de la L-aspartato oxidasa utilizando un
espectrofotometro: se trituré 0,5 g de muestra de hojas congeladas en nitrégeno liquido, y recogidos en 2 ml de
amortiguador de extraccion (Tris-HCI pH 8). Después de la centrifugacion, se desalo el extracto bruto por
cromatografia de exclusion de tamafo sobre columna PD10. Para 0,7 ml del extracto desalado, se afadieron
100 pl de L-aspartato 10 mM, 100 ul de fumarato 10 mM y 100 ul de FAD 200 uM para iniciar la reaccion, que se
sigui6 a 30°C durante 30 min. La reaccion se detuvo por calentamiento a 100°C 2 min para precipitar las proteinas,
seguido de una centrifugacion. A 1 ml de sobrenadante de reaccién se afiadieron sucesivamente:

- 0,5 ml de fenolato de sodio 0,33 M pH 13;
- 0,5 ml de nitroprusiato de sodio 0,1%;
- 0,5 ml NaCIO 0,2%.

La actividad L-aspartato oxidasa se midié en espectrofotometria a DO 635 nm por dosificacién, contra un intervalo
patron de 0 a 100 nmoles de (NH4)SO4, del NH4* que proviene de la degradacion casi instantanea a pH 8 del
iminoaspartato formado durante la reaccion.

Mediciones metabolémicas

Las dosificaciones de metabolitos con las propiedades antioxidantes como los nucleétidos de piridina NAD* y
NADH se realizaron por espectrofotometria a través de un acoplamiento en lector de microplacas. Estos
metabolitos se cuantificaron por una reaccion de reciclaje siguiendo la reducciéon del DCPIP (2,6-diclorofenol-
indofenol) a 600 nm en presencia de alcohol deshidrogenasa y de etanol. Se dosifica el NAD* después de la
extraccion acida: se trituraron aproximadamente 100 mg de hojas en mortero en nitrégeno liquido, a los que se
afade 1 ml de HCI 0,2 N. Después de la descongelacion del triturado, éste se trasfiere a un tubo Eppendorf de
2 ml. El extracto se clarifica después por centrifugacion durante 10 minutos a 14000 g, a 4°C. Se calentaron 200 pl
de sobrenadante durante 1 minuto a 100 °C, después se neutralizan afadiendo 20 pl de NaH,PO4 200 mM pH 5,6,
y un volumen suficiente de NaOH 0.2 M (alrededor de 200 pl) para alcanzar un pH 7. Para la dosificacion del
NADH, se necesitd una extraccion alcalina. De la misma manera que para la extraccion acida, se trituraron 100 mg
de hojas en mortero en nitrogeno liquido, después se afadié 1 ml de NaOH 0,2 M. Después, se centrifugo la
mezcla durante 10 minutos a 14000 g a 4°C. Se calentaron 200 pl de sobrenadante durante 1 minuto a 100°C, y
después se neutralizaron afiadiendo 20 pyl de NaH2PO4 200 mM pH 5,6, y un volumen suficiente de HCI 0,2 N
(alrededor de 150 pl) para alcanzar un pH 7.

La medicion espectrofotométrica de los metabolitos extraidos se efectda de la siguiente manera: en cada pocillo
de medicion, se afiadieron sucesivamente 100 pl de tampén HEPES 100 mM/EDTA 2 mM pH 7,5, 20 ul de DCPIP
1,2 mM, 10 pl de PMS (metosulfato de fenazina) 10 mMy 10 uyl de ADH (25 U) en un volumen final de 200 pl. Para
las muestras a ensayar, se afiadieron 20 yl de extracto y 25 pl de agua bidestilada. Después de la agitacion de la
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placa, la reaccion se inicia por adiciéon de 15 ul de EtOH absoluto. Las mediciones de NAD se realizan a 600 nm
mediante el lector de microplaca por referencia a un intervalo de NAD* o de NADH.

La dosificacién de ATP se realizd utilizando el kit ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence (Promega)
siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor.

Mediciones de intercambio de gas

Las mediciones de intercambios gaseosos y de fluorescencia de la clorofila se efectuaron utilizando el sistema de
Li- 6400 xt (Li -Cor, Lincoln, NE, USA) y los parametros se calcularon con el programa proporcionado por el
fabricante. Las condiciones eran: una densidad del flujo de fotones % 1000 mmol m2.s™!, una temperatura de la
camara 22°C, un caudal de 100 mmol.s™', una humedad relativa de 60%. Las respuestas de la asimilacion clara de
carbono (An) y la fraccion molar de CO; interna (curvas An/Ci) realizadas en condiciones ambientes de contenido
en oxigeno (21%) se midieron sobre las hojas atadas con un sistema de analisis de gases infrarrojo equipado con
una camara fluorimétrica (Li-Cor 6400-40; Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, Estados Unidos).

Prueba de germinacion

Con el fin de asegurarse de que las diferencias observadas en los porcentajes de germinacion no se deben a la
calidad de las semillas, se cultivaron lado a lado las plantas salvajes y unas plantas mutantes en unas condiciones
idénticas en una camara de cultivo para producir unas semillas frescas en unas condiciones de dias largos. Las
semillas en plena madurez y esterilizadas se sembraron sobre unas placas de medio ¥4 Hoagland's, desprovisto
de nitratos (0,2 mM) o rico en nitratos (2,25 mM). Después de la estratificacion durante 2 dias a 4°C en la oscuridad,
se colocaron las semillas en una camara de cultivo a 23°C. Se utilizé la protrusién de la radicula como criterio para
la evaluacion de las diferencias de germinacion entre los tipos salvajes y mutantes de semillas.

Prueba de resistencia a unas condiciones de estrés abidtico

Se transfirieron unas plantas de 7 semanas de edad cultivadas en condiciones de dias cortos (SD) durante una
semana en unas condiciones de luz continua de 350 pmol fotones.m?2.s' a 37°C y 65% de humedad.

Prueba de resistencia a un estrés bidtico

Unos pulgones Myzus persicae procedentes de una misma colonia mantenida en laboratorio sobre unas plantas
salvajes de Arabidopsis thaliana de mismo ecotipo que el de las plantas salvajes y mutantes probadas, se
recogieron y se transfirieron sobre unas plantas frescas de 5 semanas de edad. En 2 dias, dieron nacimiento a
unas larvas. Los pulgones adultos se retiraron y sélo se guardaron las larvas. Esto ha permitido obtener unos
pulgones de la misma edad + 1 dia. 7 dias mas tarde, se transfirieron 3 pulgones sobre cada una de las plantas
de cada genotipo de 18 dias de edad. Después de 5 dias, se contd con lupa el nimero se pulgones para cada
planta. Por analisis estadistico (ANOVA), se verifico que el diametro de las rosetas no influia sobre la proliferacion
de los pulgones.

Analisis estadisticos

Salvo que se indique lo contrario, los datos son las medias y las desviaciones estandares de tres a cinco muestras
independientes de diferentes plantas; unas diferencias significativas estan expresadas con la ayuda de la prueba
t de Student a P <0,05. Todos los experimentos se repitieron por lo menos tres veces y dieron unos resultados
similares. La prueba t de Student y el analisis de varianza de dos vias (ANOVA) se realizaron utilizando el programa
Excel (Microsoft).

Resultados

Los resultados indican que la secuencia nucleotidica de Arabidopsis thaliana utilizada para la transformacion de
las plantas y que es homdloga a la de la L-aspartato oxidasa bacteriana caracterizada en la bibliografia,
corresponde bien a una actividad L-aspartato oxidasa y que las lineas transformadas presentan una actividad de
la L-aspartato oxidasa aumentada de 2 a 4 veces (figura 3).

Los resultados demuestran que la sobreexpresién constitutiva del ADNc de la L-aspartato oxidasa conlleva un
aumento de los niveles de NAD y de los metabolitos energéticos conexos (figura 4).

Los resultados muestran que las lineas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa presentan unos porcentajes de
asimilacion fotosintéticos del CO, mas elevados (figura 5).

Se evalud el crecimiento y el rendimiento de las plantas transformadas con el casete de expresion de la L-aspartato

oxidasa. La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa conduce a un aumento del crecimiento de las raices, asi
como la superficie de las hojas. El tamafio de las plantas transgénicas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa
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es superior al tamafio de las plantas control de misma edad (figuras 6 y 7). Se observa lo inverso en plantas
mutantes en los niveles de aspartato oxidasa muy reducidos (figura 7). El peso fresco de las plantitas ha aumentado
asimismo de manera significativa (figura 7) y la relacion peso fresco/peso seco esta inalterada con respecto a las
plantas control. Ademas del aumento del desarrollo de la planta, se puede detectar un aumento del tamafio de las
células de la epidermis. No se ha observado ninguna variaciéon de ploidia entre las plantas que sobreexpresan y
las plantas que no sobreexpresan la L-aspartato oxidasa, lo cual confirma que el tamafio incrementado de las
lineas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa no esta relacionado con un aumento de la ploidia. Se ha
observado una fuerte correlacion entre el diametro de la roseta y la abundancia de los transcritos, de la actividad
y del nivel de L-aspartato oxidasa y de NAD (figura 9), que muestra que el aumento del crecimiento de las plantas
depende directamente del nivel de expresion de la L-aspartato oxidasa. La sobreexpresion de la L-aspartato
oxidasa provoca asi un aumento del crecimiento celular y un aumento del crecimiento y del desarrollo de la planta
entera.

El rendimiento en semillas de las plantas transgénicas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa resultdé ser
superior al de las plantas control. EI aumento en 45% del rendimiento en semillas observado (figura 8) esta en
correlacion con el nimero de siliculas por planta. Este aumento de la produccién de semillas no se acomparia de
ningun problema de llenado de las siliculas en las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa con respecto a
las plantas control. Ademas, el tamafio de las siliculas es idéntico entre todas las plantas. La sobreexpresién de la
L-aspartato oxidasa conlleva asi un rendimiento incrementado en semillas. A la inversa, las plantas mutantes de
baja actividad L-aspartato oxidasa tienen un rendimiento en semillas un 42% inferior a las lineas control.

El aumento del rendimiento en semillas es concomitante con una calidad de germinacién incrementada. En efecto,
las semillas producidas por las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa germinan mas rapidamente que
las semillas control (figura 11). La facultad de germinacion de las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa
no esta modificada en un entorno pobre en nitrégeno, tal como se observa para las semillas control (figura 11). La
sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa estimula asi la germinacion y las semillas pueden germinar mejor en
condiciones de carencia en nitrégeno.

Las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa expuestas en continuo a 350 umoles fotones.m?2.s™, y 37°C
han sobrevivido mientras que las plantas control se desecan y mueren en las mismas condiciones extremas (figura
10). La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa refuerza asi la resistencia de las plantas a unas condiciones
severas de estrés abidtico.

Las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa cultivadas en presencia de pulgones Myzus persicae han
limitado el desarrollo de los pulgones con respecto a unas plantas control infestadas en las mismas condiciones
(figura 12). La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa refuerza asi la resistencia de las plantas a unas
condiciones de estrés bidtico como un ataque de pulgones.

Las plantas que sobreexpresan la L-aspartato oxidasa expuestas en continuo a 350 umoles fotones.m?2.s™, y 37°C
han sobrevivido mientras que las plantas control se desecan y mueren en las mismas condiciones extremas (figura
10). La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa refuerza asi la resistencia de las plantas a unas condiciones
severas de estrés abiotico.

Las plantas que sobreexpresan L-aspartato oxidasa cultivadas en presencia de pulgones Myzus persicae han
limitado el desarrollo de los pulgones con respecto a unas plantas control infestadas en las mismas condiciones
(figura 12). La sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa refuerza asi la resistencia de las plantas a unas
condiciones de estrés bidtico como un ataque de pulgones.
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atggcggcte atgtttctac tggaaacatt cataatttct atcttgeggg gcaggtttac 60
aggggacaag ctttttcatg gagttctget tctactttca tggcaaatcec attcaaagag 120
ccctettggt caagtggggt atttaaggcet ctaaaagetg agagatgtgg ttgttactcect 180
cgtggtattt cccccatcag tgagacctca aaacctatca gggctgttte ggtatcttcet 240
tcaacaaagt attatgattt cactgtgatt ggtagtggag tagcgggtct gegttatgcet 300
ttagaagttg caaagcaagg aacagtcgca gtgattacca aagatgagcc tcatgagagt 360
aacacaaact atgctcaagg tggtgttagt gctgtgttat gccctttgga ttctgttgaa 420
agtcatatgc gggacactat ggtcgctggt gctcatcttt gtgatgaaga aaccgtaaga 480
gttgtgtgta ctgaagggcc tgaaaggatt cgtgaactga ttgcaatggg agcatcattt 540
gatcacggcg aggatggaaa tttgcatttg gccagagagg gtggtcactc gcattgtagg 600
atcgttcacg ctgctgatat gacaggaaga gagattgaga gagctttact tgaagctgta 660
cttaatgatc ccaacatatc tgtcttcaaa caccattttg caatcgatct gctcacttct 720
caggatggct tgaacacagt ttgtcatggt gtggacactt tgaatatcaa aactaatgag 780
gtagtacgct ttatatcgaa ggtgacattg cttgcttcag gtggagectgg gcatatctat 840
ccatcaacca caaatcctct ggtggctact ggagatggga tggcgatggc tcatcgagcect 900
caagctgtga tctcaaatat ggaatttgtg cagtttcatce ctactgeccet agccgacgaa 960
ggtcttcecca tcaaactaca aactgctagg gaaaacgcegt tcctcatcac cgaggecggtg 1020
agaggtgatg gtggcatcct ctataatcta ggaatggage gattcatgcc tgtttacgat 1080
gaacgagctg agcttgctcc aagagacgtg gttgcaagaa gtattgatga ccagcecttaag 1140
aaacgaaacg aaaagtatgt gttacttgac ataagccata agccaagaga aaagattctt 1200
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ttctgaatgt
agcccattac
attgtttgta
taactegett
catgaaacgc
gacagctaga
gagaagagag
gctcaccact
tgaacatgga
ctgttgeget
ttacatgaca
gtcttcteet
acttattgat
tgcggggcag
aaatccattc
atgtggttgt
tgttteggta
gggtctgcgt
tgagcctcat
tttggattct
tgaagaaacc
aatgggagca
tcactcgecat
tttacttgaa
cgatctgcectc
tatcaaaact
agctgggeat
gatggctcat
tgcecctagece
catcaccgag
catgeccetgtt

tgatgaccag

ES 2 820 760 T3

cttaaacacg
atgtgtggag
gcaggtgaag
ttagaagctce
acaagacttg
ttgctaggag
cttcaggagg
gctgagagga
tgggaacaaa
aagcttgtgg
gactttcctt
acaacagcta
tgctaaatgg
gtttacaggg
aaagagccct
tactctegtg
tcttcttcaa
tatgctttag
gagagtaaca
gttgaaagtc
gtaagagttg
tcatttgatc
tgtaggatcg
gctgtactta
acttctcagg
aatgaggtag
atctatccat
cgagctcaag
gacgaaggtc
gcggtgagag
tacgatgaac

cttaagaaac

gtctggatat
gagttcgtgce
tagcatgtac
tggttttege
atgtatgcge
atgaagtaat
taatgtggaa
aaatcgcaga
cagtggtage
tgagcagcgce
ttgtggaaga
gttggagcetc
cggctcatgt
gacaagcttt
cttggtcaag
gtattteccc
caaagtatta
aagttgcaaa
caaactatgce
atatgcggga
tgtgtactga
acggcgagga
ttcacgetge
atgatcccaa
atggcttgaa
tacgctttat
caaccacaaa
ctgtgatcte
ttcccatcaa
gtgatggtgg
gagctgaget

gaaacgaaaa

26

cacccgtcag
tggtttacaa
aggcctccac
gagacgggct
atcagagaaa
agcaaagatt
gtatgttggt
gctagaagca
tcttgaagcet
gttagctaga
aagcaagcgg
aaggcggtta
ttctactgga
ttcatggagt
tggggtattt
catcagtgag
tgatttcact
gcaaggaaca
tcaaggtggt
cactatggte
agggcctgaa
tggaaatttg
tgatatgaca
catatctgte
cacagtttgt
atcgaaggtg
tecctetggtyg
aaatatggaa
actacaaact
catcctctat
tgctccaaga

gtatgtgtta

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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cttgacataa
gaatgtctta
cattacatgt
tttgtagcag
tcgettttag
aaacgcacaa
gctagattge
agagagcttc
accactgctg
catggatggg
tgcgctaage
atgacagact
tctectacaa

attgattgct

<210> 2
<211> 651
<212> PRT

gccataagcece
aacacggtct
gtggaggagt
gtgaagtagce
aagctctggt
gacttgatgt
taggagatga
aggaggtaat
agaggaaaat
aacaaacagt
ttgtggtgag
ttecettttgt
cagctagttg

aa

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

Met Ala
1

Gly Gln

Phe Met

35

Ala
50

Lys

Pro Ile

65

Ser Thr

Leu Arg

Ala

val

Ala

Leu

Ser

Lys

Tyr

His Val Se

Tyr Gl

20

Arg

Asn Pro

Lys Ala Gl

Glu Thr Se

70

Tyr Tyr As

85

Ala
100

Leu Gl

Phe

aagagaaaag
ggatatcacc
tegtgetggt
atgtacaggc
tttcgecgaga
atgcgcatca
agtaatagca
gtggaagtat
cgcagagcta
ggtagctctt
cagcgcgtta
ggaagaaagc

gagctcaagg

r Thr Gly

Ala

y Gln

Glu
40

Lys

u Arg
55

Cys
r Lys Pro
Thr

p Phe

u Val Ala
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attcttgece
cgtcagecta
ttacaaggcg
ctccacgggg
cgggctgtte
gagaaatgga
aagattatag
gttggtattg
gaagcaaaat
gaagcttgtg
gctagacatg
aagcggattc

cggttacaga

Ile
10

Asn His

Phe
25

Ser Trp

Pro Ser Trp

Gly Cys Tyr

Ile Ala

75

Arg

Val Ile

90

Gly

Lys Gln

105

Gly

atttcccgaa
ttececggttgt
aaaccaatgt
caaatcgtct
agccttcgac
caaggcctgt
ctttgactaa
tcagatcgac
gggaaacatt
agatgagaaa
aaagcagagg
cgacgattat

atataagtag

Asn Phe

Ser Ser

30

Ser
45

Ser

Ser
60

Arg
Val Ser
Ser

Gly

Thr Val

27

Tyr

Ala

Gly

Gly

val

Val

Ala
110

catagcttcet
ccctgecagece
ccttggattg
tgctagtaac
tgagctcatg
tgttgcgaca
agaagtgaga
aattcggctc
tttgtttgaa
cttgttctgt
tcttcattac
tctacecgtcet

cagctcactt

Leu Ala

15

Ser Thr

Val Phe
Ile

Ser

Ser
80

Ser

Ala
95

Gly

Val Ile

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3912



Thr

Val

Asp

145

Val

Gly

Glu

Gly

Asn

225

Gln

Lys

Ser

Ala

Ser

305

Gly

Thr

Glu

Lys

Ser

130

Thr

Val

Ala

Gly

Arg

210

Ile

Asp

Thr

Gly

Thr

290

Asn

Leu

Glu

Arg

Asp

115

Ala

Met

Cys

Ser

Gly

195

Glu

Ser

Gly

Asn

Gly

275

Gly

Met

Pro

Ala

Phe

Glu

val

Val

Thr

Phe

180

His

Ile

val

Leu

Glu

260

Ala

Asp

Glu

Ile

vVal

340

Met

Pro

Leu

Ala

Glu

165

Asp

Ser

Glu

Phe

Asn

245

Val

Gly

Gly

Phe

Lys

325

Arg

Pro

His

Cys

Gly

150

Gly

His

His

Arg

Lys

230

Thr

val

His

Met

Val

310

Leu

Gly

val

Glu

Pro

135

Ala

Pro

Gly

Cys

Ala

215

His

VvVal

Arg

Ile

Ala

295

Gln

Gln

Asp

Tyr

Ser

120

Leu

His

Glu

Glu

Arg

200

Leu

His

Cys

Phe

Tyr

280

Met

Phe

Thr

Gly

Asp
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Asn

Asp

Leu

Arg

Asp

185

Ile

Leu

Phe

His

Ile

265

Pro

Ala

His

Ala

Gly

345

Glu

Thr

Ser

Cys

Ile

170

Gly

Val

Glu

Ala

Gly

250

Ser

Ser

His

Pro

Arg

330

Ile

Arg

Asn

Val

Asp

155

Arg

Asn

His

Ala

Ile

235

val

Lys

Thr

Arg

Thr

315

Glu

Leu

Ala

Tyr

Glu

140

Glu

Glu

Leu

Ala

Val

220

Asp

Asp

Val

Thr

Ala

300

Ala

Asn

Tyr

Glu

28

Ala

125

Ser

Glu

Leu

His

Ala

205

Leu

Leu

Thr

Thr

Asn

285

Gln

Leu

Ala

Asn

Leu

Gln

His

Thr

Ile

Leu

190

Asp

Asn

Leu

Leu

Leu

270

Pro

Ala

Ala

Phe

Leu

350

Ala

Gly

Met

Val

Ala

175

Ala

Met

Asp

Thr

Asn

255

Leu

Leu

val

Asp

Leu

335

Gly

Pro

Gly

Arg

Arg

160

Met

Arg

Thr

Pro

Ser

240

Ile

Ala

Val

Ile

Glu

320

Ile

Met

Arg
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355 360 365

Asp Val Val Ala Arg Ser Ile Asp Asp Gln Leu Lys Lys Arg Asn Glu
370 375 380

Lys Tyr Val Leu Leu Asp Ile Ser His Lys Pro Arg Glu Lys Ile Leu
385 390 395 400

Ala His Phe Pro Asn Ile Ala Ser Glu Cys Leu Lys His Gly Leu Asp
405 410 415

Ile Thr Arg Gln Pro Ile Pro Val Val Pro Ala Ala His Tyr Met Cys
420 425 430

Gly Gly Val Arg Ala Gly Leu Gln Gly Glu Thr Asn Val Leu Gly Leu
435 440 445

Phe Val Ala Gly Glu Val Ala Cys Thr Gly Leu His Gly Ala Asn Arg
450 455 460

Leu Ala Ser Asn Ser Leu Leu Glu Ala Leu Val Phe Ala Arg Arg Ala
465 470 475 480

Val Gln Pro Ser Thr Glu Leu Met Lys Arg Thr Arg Leu Asp Val Cys
485 490 495

Ala Ser Glu Lys Trp Thr Arg Pro Val Val Ala Thr Ala Arg Leu Leu
500 505 510

Gly Asp Glu Val Ile Ala Lys Ile Ile Ala Leu Thr Lys Glu Val Arg
515 520 525

Arg Glu Leu Gln Glu Val Met Trp Lys Tyr Val Gly Ile Val Arg Ser
530 535 540

Thr Ile Arg Leu Thr Thr Ala Glu Arg Lys Ile Ala Glu Leu Glu Ala
545 550 555 560

Lys Trp Glu Thr Phe Leu Phe Glu His Gly Trp Glu Gln Thr Val Val
565 570 575

Ala Leu Glu Ala Cys Glu Met Arg Asn Leu Phe Cys Cys Ala Lys Leu
580 585 590

Val Val Ser Ser Ala Leu Ala Arg His Glu Ser Arg Gly Leu His Tyr
595 600 605

Met Thr Asp Phe Pro Phe Val Glu Glu Ser Lys Arg Ile Pro Thr Ile
610 615 620

Ile Leu Pro Ser Ser Pro Thr Thr Ala Ser Trp Ser Ser Arg Arg Leu
625 630 635 640

Gln Asn Ile Ser Ser Ser Ser Leu Ile Asp Cys
645 650

29



<210> 3
<211> 1953
<212> ADN

<213> Populus tricocarpa

<400> 3

atgacaacga
gctaaaggtt
aatgagattt
tccecgatcta
tcttgecttga
gctggtctge
gctgagcece
ccatcagact
gatgaggaga
gctatgggtg
ggtcactctc
gctectgetgg
atagatttgce
aacactgaaa
ggggctggge
gctatggete
actgctttag
ctcatcactg
ttcatgcccce
atagatgacc
cctagagaga
ctggatataa

gtcegtgetg

gtatagctgg
gtagacaatc
catggtcgga
ccattagcaa
gagatagtac
gctatgctcet
atgagagcaa
ctgtggagag
ctgtcagagt
caatgtttga
accatagaat
aggccgttgt
taacttctca
ctcaacaggt
atatctaccc
accgagctca
ctgatgaagg
aagctgtaag
tgtatgatga
agcttaagaa
agattctctc
cccgecaace

ggcttcaggg

tggaagcagc
ttettggatt
tgggctatca
aaactggaaa
agttaagtac
tgaagttgca
tacaaactat
tcacatgcag
tgtctgcaca
tcatggggag
tgttcatgcet
caatgatcct
ggatggtcct
ggttcgattt
atccaccaca
agctgtgatt
gcttcccata
gggcgatgga
gagagctgag
gcgttgtgag
tcacttccce
aattecctgtg

ggagacaaat
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aacctccact
tccagtttga
aagttgttge
cctecttggaa
tttgattttg
aaatatggaa
gcccaaggtg
gatactatgg
gaaggacctg
gatggaaact
gctgatatga
aatatctctg
gacatggttt
atttcaaagg
aatcctccgg
tccaacatgg
aaaccaatca
ggcatcctcet
ctagctccta
aagtatgtgc
aacatagctg
gttecctgetg

gtgcagggcee

accggttaag
cattcaatgg
agttccagag
caagaaaagt
ctgtcattgg
ctgttgcagt
gtgttagtge
tagcaggtgce
acagaattag
tgcacctagce
ccggaaggga
tgtttgagca
gtcatggtgt
tgactttact
tggcaacagg
aatttgtgca
aagctcgaga
ataacttaga
gggatgtagt
tacttgatat
ctgagtgcct
cccattacat

tctatgtgge

30

tttececgecag
atgcttgegg
atataaattt
aagtgtatca
aagtggagtt
cattaccaag
agtgctgtce
ttatctatgt
agaattgata
aagggaaggg
gattgagcga
ccattttgce
ggacactttg
tgcatcaggt
agatggaatg
gttccaccca
aaacgcattt
ctgggaaaga
ggcgaggagce
tagtcacaag
ccagtatggce
gtgcggtgga

aggtgaggtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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gcatgcactg
gtttttgcte
ctcagtgcett
atggacaacg
aagtacgtag
gagttagagg
gggcttgagg
gcactcgcta
gaaagtaaga
tcacgacagce

<210> 4
<211> 1929
<212> ADN

<213> Solanum lycopersicon

<400> 4

atggcaactg
aggagtagct
caaatccatt
caatgtcaag
gaaggctcaa
tatgctcttg
gagagtaaca
gtggagaacc
gttagagttg
tegttegatce
cgccgaattg
gcggttgtta
accacccagg
caggaggtca
atctatccaa
cgagctcaag
gatgaaggcc

gctgtcagag

gtttgcacgg
gaagagctgt
caaattggtg
tatcgaggaa
ggattgtceg
cccagtggga
cttgtgaaat
ggcatgaaag
ggctaccaac

tacacaagca

gtatagcttce
atggaaaagc
ggtcttcettg
tgaaaacaaa
caaggtattt
aggttgccaa
ctaactatgce
acatgaaaga
tgtgcactga
atggggagga
tccatgetge
aggatcctaa
atggttctga
taagattcat
gcactactaa
ctgtaatttc
ttcccatcag

gtgatggagg

agcaaaccga
tcagccatca
ggccagacca
gacaagggaa
gtcaacaaca
gaagtactta
gagaaacctc
ccgtgggetg
agttattctt

ggtcattttt

aggaagcggg
tcattgtcat
gatttccaaa
ccggaagtct
tgattttgct
acatggatct
tcaaggtggt
tacaattgtg
aggacctgag
tggcaatctg
tgatatgaca
tatatatgtg
catagtttgt
ttcaaaagtg
tcecgecagtt
caacatggag
accatcaaat

cattectttac
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ctcgectagea
attgatcaca
gtagtaccca
gtgaggagag
aggcttgaaa
ttcgaggaag
ttttgttgtg
cactatacga
ccatctcttg

tag

caattatatt
tccactgtga
ctcttacaag
cacagaggaa
gtgattggta
gtggctgtga
gtaagtgctg
gcaggtgett
agaattagag
catctagcca
ggcagagaga
tttcaacacc
cacggaattg
actttgctgg
gccactggag
tttgtgcaat
gccagagaga

aacttagata

attcattgcet
tgaagagctc
attcacctgg
agttgcagtc
ccgeggaggg
gatgggagca
caaagctggt
ttgattttce

tgaataataa

tgagggagca
tcctgagecag
ttgatagaag
caatcaaatc
gtggcattgc
taaccaaggc
tgctctgecce
acctctgtga
aactgattgce
gggaaggggyg
taggaagggc
attttgcaat
atactataaa
catcaggtgg
atggaatagc
tccacccgac
atgcttttet

tggagagatt

31

ggaagcacta
tagccttgat
gagcaatgta
aatcatgtgg
agaaatcagt
gacaatggtg
agtgagcagt
tcatgtggag

tacatggagc

tgtctatcgg
catgcaaaac
taactattca
atgccagaga
tggeccttcega
cgagcctcat
taaggattca
tgaggagatt
tatgggtgct
ccactcccat
cctattagag
agatttgttg
cacagaaaca
agctggacat
tatggctcat
tgcecttgget
gataactgaa

catgccatcg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1953

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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tatgatgaaa
ctcaaaaagc
attctttete
cagcagccga
ctcgaaggtg
ttgcatggtg
agagctgtaa
aattggtggce
attcgtcaga
attgttcggt
aaatgggaac
tgcgagatga
catgagagtc
ttgectacag

atatgttag

<210>5
<211> 1944
<212> ADN

gagccgagcet
gtggtgaaga
attttcctaa
ttccagtggt
agactaatgt
caaaccgact
agccttcaat
cgcggectgt
caagggaagt
ctacctcacg
gatacctatt
ggaatctctt

gtgggcttca

taatttttcce

<213> Glycine max

<400> 5

atggcaactt
ggacacagct
aaagatcttt
tctgcacctce
gatagtccca
tatgecgettg
gaatgcaata
gtggagagtc
gtcegggttg
tcatttgatc
catagaattg
gaagttatca

acttgtcagg

gtgttcctge
acagaaggag
catggtctaa
cacttcataa
caaaatactt
aagttgcaaa
ctaattatgc
acattaagga
tctgcactga
atggggaaga
ttcatgectge
gtaatcccag

atcgatctga

tgccccaaga
gtatgttctt
catagctgcect
tccecgecaget
acgaggtctt
tgctagcaac
agatcacatg
agcacccttg
gaggaaagaa
actaaccctt
tcagcatggg
ctgttgtgece
ttataccatt

ttcacagcta

tgtaagtggt
tgctteettt
agtggtatcc
ggatcagaaa
tgactttatc
atatggatct
tcaaggtggt
caccattgtg
aggacccgaa
tggtaacttg
tgatatgact
aatttttgtg

tatgatttgt
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gatgtggtag
cttgatatca
gagtgtctcc
cactacatgt
tatgtggcag
tcecttggetg
aacctttcta
ttactaggag
ctacagtcaa
gcagaaacca
tgggaaccga
aagctggttg
gacttceccte

aatagctcege

gcactgcatt
tctgatgtge
aaggtcctge
ctcttcaaag
gtcattggga
gttgcagtga
gttagtgctg
gctggggceat
agagtcagag
catctaatga
ggaaaagaga
tttgaacacc

cttggtgttg

caagaagtat
gtcacaagcc
gctatgggtt
gtggtggagt
gtgaagttgce
aagcactagt
aaatcggtca
atacagtagt
tcatgtggga
gaatcataga
ctatggttgg
ttagcagtge
acgtcgagga

ggcaattaca

atggagtgac
ctaacacggg
agatacacag
tcatttcctce
gtggaattgce
taaccaaggc
tgctatgececce
atctttgtga
aactgattgce
gagagggggyg
ttgaacgggce
attttgctat

acacactgaa

32

tgatgaccag
caaagagaag
agacataaca
ccgtgetggg
atgtactggt
gtttgcacga
cagtgcttca
taacaaagtc
atacgttgga
gttggagtta
tttagaggct
cctttecgega
aagcaagagg

taagcagcag

aaactgcaag
attcttacaa
atgtgggttt
atggaagaaa
tggcctecga
tgagtctcat
ttcagattct
tgaggaaagc
tatgggtgca
tcattcacat
tctactgaag
agatcttctce

ttctaaaacc

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1929

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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ctagaggtga
atttatccta
cgagctcaag
gatgaagggc
gctgtcagag
tatgatgaga
cttaaaaagc
attctctcce
cgtcgtccaa
ctccaaggag
ttgcatggag
agagctgtgce
aacttgtggce
atgtcaacga
attgttcggt
aaatgggagg
tgtgagatga
catgagagcc
cttccaacaa

cacaagcagc

<210>6
<211> 1938
<212> ADN

ttagatttct
aaactacaaa
ctgtgattte
ttcctattaa
gtgatggggg
gggcagagct
gtcatgagaa
atttccccaa
tcccagttgt
agaccaatgt
caaatagact
agccctcagt
ctagacccgt
caaaggaatt
ccacaatgag
agtctectgtt
gaaacctctt
gtggactaca
tcatttttce

ccatgtacca

<213> Oriza sativa

<400> 6

atggcggctce
aaagggcaca
gttcatatct
cgaatgaggc
acaacaaaat
ctggaagtgt
aacacgaact

agccacatge

tgatgaacgg
tgcaagcatc
ccagtattcc
acaaggtcgg
atttcgattt
ctaagtacgg
acgcacaagg

aagacaccat

ttcaaaggtc
tcctetggta
caacatggag
accaaccaag
catcctttat
tgctccaagg
gtatgtgctc
cattgcttct
tccagectget
gaaaggtctg
tgctagcaac
tgatcacatg
tgtgcctttg
gagggcagaa
actagagact
tcagcatgga
ttgttgtgca
ttacactgtt
aagttcacct

gtaa

ctttgggage
ggggatggee
tcatttcatc
gtccatcaga
tgtggtcatt
ctctgtcgee
cggtgtcagce

tgtegegggg
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actttacttg
gccactggag
tttgtgcagt
cctecgggaaa
aattttggca
gatgtggtgg
ctcgatataa
acgtgtctcce
cattacatgt
tatgtagctg
tcattgcttg
aagggctcta
ccactcggaa
ctgcaatcca
gctgagcaaa
tggaagccaa
aagctggtgg
gattttcctt

gtaaacagta

ctccaatgca
ttecttetete
ggcgcgaagt
gcctctgecag
ggcageggtyg
atcattacca
gcggttctat

gcttatctgt

cgtcaggtgg
atggaattgce
tccatccaac
atgcatttcet
tggaaagatt
caagaagtat
gtcacaagcc
agtatggttt
gtggaggagt
gtgaggtagc
aggcactggt
gccttgatcet
gtaatgtcac
tcatgtggga
aaattggtag
caatggtcgg
tcagcagtgce
atctcgagga

catggagttc

aggcgacggt
ccgtcaacag
ctgttagtgce
cctegtgett
ttgctggect
aagcagagcc
gcccctcaga

gtgatgaaga

33

agctggacat
catggcacac
tgeccttaget
gataactgaa
catgcccttg
agacgaccaa
caaggaggaa
ggacataact
tcaagctggt
atgcacaggt
ttttgcaaga
gactgcatca
agacaaaatt
ctatgtagga
tttagaagct
gcctgagate
gctttctagg
gagtaagaga

tcggcaatta

gcatgtcgag
atgcgcccag
ttcccaactt
gcaagatgaa
aaggtatgct
tcatgagagc
ttctgtagag

gactgtcagg

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1944

60

120

180

240

300

360

420
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10

gtagtatgca
gaccatggceg
atagttcatt
gataatgatg
cagagtaatg
gcaattcgtt
ccctcaacga
caggctgtaa
ggtctcccaa
agaggagatg
gaccgtgcag
aagaggggag
gcccattttce
ccgatacctg
ggggagacaa
ggtgctaatc
gtgcagcecctt
tgggctegte
aagacaaagc
cggtcgacga
gaggagttct
atgaggaacc
agccgaggcet
acagtgatct
cagctgcagt
<210>7

<211> 1995
<212> ADN

cagaaggacc
aggacggaag
ctgctgatat
ataacatatc
gtgaaatata
tcatctcgaa
ccaatccacc
tatctaatat
taaaaccage
gaggaattct
agttagcacc
aaaagtatgt
caaacattgc
ttgttcectge
atgtgaaagg
ggcttgcaag
caatagatca
ctgtgctgte
aggccaggat
accgcctgaa
tgttcaggag
tcttetgetg
tgcacttcac
tcecctacteca

gcaagtag

<213> Zea mays

<400> 7

ggagcgtgtg
gctgcacctt
gactggaaga
tttgtttgge
ttgctatggt
agtaacattg
ggtagctact
ggagtttgtg
tacaagaaga
ttataatcag
gagagatgtg
cctecetggat
agctgaatgc
agctcattac
cctgtatgtt
caactcactg
tatggtcgat
tgtctcectt
ggagcttcag
gcacgcggaa
ggggtggaag
cgcaaagctg
cgaagacttc

tatccaggag

ES 2 820 760 T3

aaggagctca
gcaagggaag
gagatcgaga
caccactttg
gtggattcat
cttgcatctg
ggggatggaa
cagttccacc
gagaatgcat
tccatggaga
gtcgcaagaa
atcagtcaca
ctgcgccacg
atgtgtgggg
gctggtgagg
cttgaagcac
gcagatgtcg
agggacagta
tcaataatgt
tggaagatca
cctacaatgg
gttgtgaaaa
ccttacctgg

ctgacatgga

ttgccatggg
gtggacattc
gagcactgct
ccattgattt
tggacgctga
gaggagttgg
ttgcaatgtc
caactgcact
tcctcataac
ggtttatgac
gcatagatga
agccaaggga
gtctcgacat
gtgtceggge
ttgcatgcac
tggtgtttge
atccttettt
tactatctga
gggagtatgt
gtgatctgga

tgggggttga

gtgctcttge
aggagagcaa

gctcaaagcce

agcttcattt
tcacaacaga
tcaagcagtt
actcacctgt
aactcagaag
tcatatatac
tcatcgtgeg
atcagatgag
agaagcagtc
ttcgtatgat
ccaactgaag
aaaggttctt
cacacaacag
tgggttgcag
tggattgcac
tcggagagca
cgcgaagaaa
tatcattgag
cgggatagtg
gtcagaatgg
gacctgtgaa
aaggcacgag
gaggaagcct

attgcagaag

atggcgaacc tgacgaacgg ctttgcgagc ctccattgeg caggggcgat gcatgtggac

aaagggcaca tgcaagcatc gggactgcct tttctcetcett tcagaagatg cgecccagett

gatatctcca gactaggtag cgtgecctegt ttcatgggeg caacatctge tactgtcetcce
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caacatcatg
gacgatgcca
tatgctctgg
gagagcaaca
gtagaaagtc
gtcagggtag
tcattcgacc
aacagaattg
gcagttcaca
acatgtcaga
cagaaggtag
atatatccca
cgtgctcagg
gatgagggcc
gcggtgagag
tacgatgacc
ctgaagaaac
gttcttgece
cggcagccca
ctgcaggggg
ctgcacggtg
agggcggtgce
ctggtggcga
tcggacatcg
tatgtcggea
ctggagtcgg
gtcgaggtct
ctggccaggce
agcaggagga
aagccgttge
ttggggattc

<210> 8
<211> 1965
<212> ADN

tgaggcagag
caaaattctt
aagtttcaaa
caaactatgc
acatgaaaga
tttgcacaga
atggtgaaga
tccattctge
atgatgataa
aaaatggtga
tcecgetteat
caaccaccaa
ctgtaatatc
tgccaataaa
gagacggagg
gctcggaget
gaggcgaaaa
acttccccaa
tcccggtggt
agaccaacgt
ccaaccggct
agccgtccat
ggtgggcacg
tggggcggac
tegtgegete
agtgggagga
gcgagatgeg
gcgagagccg
agcctacggt
agaggcagct

gttaa

<213> Sorghum bicolor

<400> 8

gatcagecgee
tgattttgtg
gcacggctct
acaaggcggt
cacaattgtt
aggtccagag
tggtaggetg
cgatatgact
catatctttg
aatctattge
ctcgaaagtg
tccacecggta
caatatggag
gccaaagaca
aattctttac
ggcgccgaga
gtatgtccte
catcgccegee
cccggeggeg
gaagggcctc
agcaagcaac
cgacctcatg
gccgacgcetg
gaggcaggcc
gacggggcgg
gttectgtte
caacctcttce
cggcctgeac
catcttececeg

gcaagcagat

ES 2 820 760 T3

atcagagcect
gttattggca
gttgctatta
gttagtgececg
gcaggggcett
cgtgtcaagg
caccttgcaa
ggaagagaga
tttggtcatc
tatggagtgg
acattgcttg
gctactgggg
tttgtgcagt
agaagagaga
aaccagtcca
gacgtggttg
ctggacatca
gagtgecctge
cactacatgt
tacgtggecg
tcgetgetgg
gtggatgccg
ccgeggtegg
aggatggagc
ctgaagcagg
cggcgggggt
tgctgcgeca
ttcaccgagg
gcecgeegtge

gacaatgcat

ctactctttce
gcggtgttge
tcaccaaggc
ttctatgeece
atttgtgecga
aactaattgc
gggaaggtgg
ttgaaagagc
actttgctat
attcaataga
catcaggagg
acggaatcgce
tccatccaac
atgcatttct
tggagagatt
cgaggagcat
gccacagacce
ggtacggecct
gcggcggegt
gcgaggtege
aagcgectggt
acggagatgc
tgctgggecga
tgcaatcagt
ccgagtggag
ggaagccgac
agctcgtegt
acttcccegta
aggagctcac

gcagttcatc

35

ctgcctgeaa
tggcctaagg
agagcctcat
ctcggattet
tgaagagatt
catgggtgcc
tcattctcac
actgcttcaa
tgatctattg
cattgaaacc
agctggccat
aatgtgtcat
tgcactttca
cataacggaa
catgccgatg
agacgaccag
aagagacaag
ggacatcacc
ccgggcaggg
gtgcacgggg
gttcgeccagg
cagaccgteg
cagcgtgetg
gatgtgggag
gatcggtgac
cacggtggge
caggagcgceg
cctggaggag
gtggagctcce

cggctgggee
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atggcgaacc
aaagggcaca
gatatctcca
cagcatcatg
gatgatacca
tatgctctgg
gagagcaaca
gtagaaagtc
gtcagggtag
tcattcgacce
aacaggattg
gcagttgaca
acatgccaga
cagaaggtag
atatatccca
cgtgctcagg
gatgagggcc
gcggtcagag
tacgacgatc
ctgaagaagc
gttcttgcte
cggcagccca
ctgcaggggg
ctgcacggeg
agggcggtge
ggcgacgcett
gacggcgcege
gtgatgtggg
aagatcggcg
accatggtgg
gtcaagagcg
tacctggagg
acgtggagct
<210>9

<211> 2010
<212> ADN

tgacgaacgg
tgcaagcttce
gactaggtac
tgagacacag
caaaattctt
aagtttcaaa
caaactatgce
acatggaaga
tttgcacaga
atggtgaaga
tccattctge
atgatgataa
aaaatggtga
tcegttteat
caaccaccaa
ctgtaatatc
tgccaatcaa
gagacggagg
gcgecgagtt
gaggcgagaa
acttccccaa
tcceggtggt
agaccaacgt
cgaaccggct
agccgtccat
ccctggegge
tgtcggacat
agtacgtcgg
acatggagtc
gcatcgaggce
cgctggecag
agagcaggag

ccaagccgtt

ctttgcgage
gggactgcct
cgtgectegt
gatcagecgece
cgatttcgtg
gcacggctct
acaaggcggt
cacaattgtt
aggtccagag
cggtaggetg
tgatatgact
catatcgttg
aatatattgce
ctcgaaagtg
tccactggta
caatatggag
gccaaagaca
aattctttac
ggcgccaaga
ctacgtcctce
catcgccgece
ccecggeggceg
gaagggcctg
ggcgagcaac
cgaccacatg
gagatgggcg
cgtggagegg
catcgtgegg
ggagtgggag
ctgcgagatg
gcgcgagage
gaagcccacg

gcagaggcag

<213> Chlamydomonas reinhardtii

ES 2 820 760 T3

ctccattgeg
tttctetett
ttcatgggcg
accagagcct
gttattggca
gttgctatta
gttagcgecg
gceggggett
cgtgtcaagg
caccttgcaa
ggaagagaga
tttggtcatce
tatggagtgg
acactgcttg
gctacagggg
tttgtgcagt
agaagagaga
aatcagtcca
gatgtggttg
ctggacatca
gagtgcctge
cactacatgt
tacgtecgeceg
tcgetgetgg
ttggacgcecg
cggccgacge
acgaggcagg
tcgacgggge
gagtttttgt
cgcaacctct
cgcggecetge
gtcatcttcce

ctgcagtgca

caggggcgat
tcagaagatg
caaaatctgce
ctacttttte
gtggtgtcge
tcaccaaggce
ttctatgecce
atctgtgtga
aactaattgce
gggaaggtgg
ttgaaagagc
actttgctat
attcgataga
catcaggagg
atggaatcgce
tccatccaac
atgcattcct
tggagagatt
cgaggagcat
gccacaagcc
ggtacggcct
gcggeggegt
gcgaggtege
aggcgctggt
acggcgacgg
tgcegtggte
ccaggacgga
ggctgaagca
tcecggegggg
tctgetgege
acttcaccga
cggccgecgt

agtag

36

gcatgtggac
ctccaagcett
tactgtctce
ctgecctgecaa
tggecctaagg
agagccttat
ctcggattct
cgaagagacc
catgggtgcce
acattctcac
actacttcaa
tgatctattg
cattgaaact
agttggccat
gatgtctcat
tgcactttca
cataacggaa
catgcccatg
agatgaccag
aagagagaag
ggacatcaca
ccgggecggg
gtgcacgggg
gttcgeccagg
cgacggcgac
gtegetggge
gctgcagtceg
ggccgagtgg
gtggaagccg
caagctcgtce
ggacttcecce

gcaggaggtc
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<400> 9

atggcagtcg
cgcgteggece
cgtcgggtca
cgcceggegg
cacgatttcc
gagtatggca
gcgcaaggag
gacaccattg
gagggccccg
gatggctccce
gcggatatga
aacatccact
atgctgcact
ctgggectgg
aacccgcacg
agcaacatgg
ggcagcacct
gccggcegage
gtggtggcac
atcagccaca
cttaccctgg
acgtgcggeg
tgcggegagg
ttggagggcc
gcgetgegea
gcgegtggeg
gagctgecgeg
caggcccgeg
ggcgtgaaca
tegtgegege
ctggacgacg
ctgtcgecect
agcccggege
gcggtgeget

<210> 10

cgcttcageg
tgagcgagtce
cccgecagett
gcgcceegge
tcgtcatcegg
cggttgecat
gegtgtgege
ttgectggege
ccegegtget
tgcacctgac
cgggcgcaga
tctatgagca
gctteggege
ccacgctgcet
tcgeccacegg
agttcgtgca
tcctgatcac
ggtttatgga
gcgccattca
agcctcgcega
gtatcgacat
gcgtcaacac
tggcctgete
tggtgtttge
actgcggccg
cgcgggagcet
acatcatgtg
acttecgtggt
cgcagttggt
tgcagcgcaa
cgcagcgccg
acatgcgcaa
agggcaagcg

ccacgccgea

ctctgetgtg
ggctcggega
cgtcgtecege
cgcgegtgte
ctcgggcatce
catcaccaag
tgtgctggac
cttcttgaac
ggagctggtg
caaggagggg
gatcgagcge
ccacctggeg
cgacgtgcectg
ggctageggt
agacggcatc
gttccaccecce
cgaggccgte
gacgtacgac
cgaccagatg
tgaggtgcta
cgcecgetgac
gggcctgetg
cggcctgecac
agagcgtgec
gcagctgcac
gacgcccgag
gcgctactge
gtecgetgtac
ggagctgcectce
ggagagccgce
ccccagcecatg
cgtgccatct
cctggegeeg

agacctgtga

ES 2 820 760 T3

ggtaagcgcece
cctgtggege
gctgacgtga
gcgcccgaga
gccggectga
gacaacgctg
aagagcgaca
gatcctcagg
gagctgggcg
ggccacagca
gcgetgetga
gttgacctag
gaccagcgtt
ggcgetggte
gctatggcct
actggcctgt
cgcggcgagg
aaggagcgcce
cgcctgggea
caccacttcc
cccatcecegg
ggcgagacca
ggcgccaacce
gtcaacccca
tacgececgetg
ctggcgcagt
ggcatecgtge
attgagacga
aacatggcca
ggcctgcact
atcagcacct
gtgctgeceg

cgcaagcage

tgcgegecge
gccccactgg
actccgatge
acacgccgec
cgtacgcgcet
ctgagggctg
gtgttgctga
ccgtggaagt
ccgagttctce
accgccggat
cgtcegecaa
tcgtggacga
ccggcacgat
aggtgtaccc
accgcgcgca
acaaccccgce
gcggtatget
tggagctgge
acgagcacgt
ccaacatcgce
tggtgccgge
atgtgcaggg
gcctggette
gcgtggegea
ccagcgcgga
gggtgtcgge
gcaggaccaa
aggccatcta
ccgtggegga
ttagcgeccga
cgctcaagac

ccggggctgg

ccacccgega

37

taccceggtce
tgtggcecget
gttccagcca
tgteccgtcaa
gaaagtggca
cactcggtat
tcacgttegt
tgtgtgcegt
ccgcaacaac
cgtgcacgece
gagccaccgce
gtatggtggt
gagcaggttce
caacaccacc
cgccaacgtg
cggtggtgag
gttcaacaag
ccecgegegac
gtggctggac
ggcgcgetge
gcagcactac
gctgtacgeg
caactctctg
cgctgagcac
tttcecgegge
gcggcgtcaa
ggagctgcag
caagaactac
gctgacggtg
ctacccgecac
gcgctacgac
cggccccgea

gcgegagttg
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<211> 2004
<212> ADN

<213> Phaseolus vulgaris

<400> 10

atgcagtcge
caatttagag
gccccaatceg
gtttgtgecat
tcttgcaaga
gctggtctcee
gctgagtcte
ccttcagatt
gatgaggaaa
gctatgggtg
ggtcattcac
gctctactga
attgatctte
aacactaaaa
cttgcatctg
ggagatggaa

cagttccatce

ctacttgtat
tgacaaactg
cgagattctt
tttectgecace
tagatagtct
gctatgeget
acgaatgcaa
ctgtggagag
gcgtccegagt
catcatttga
atcatagaat
aggcagttat
ttacttgtca
ccctagaggt
gtggagcagg
ttgccatgge

caactgceccectt

tgcaatggceg
caagggacac
acgaaaagat
tccacttcaa
cacacagtgce
tgaagttgca
tactaattat
tcacatgaag
tgtctgtact
ccatggggaa
tgttcatgcect
caacaatcct
ggatgaatct
gggaacagca
gcatatttat
tcatcgagct

agctgatgaa

ES 2 820 760 T3

acttggatac
agttgtagaa
ctttcatggt
aagaatcaga
tttgactttt
aaatatggat
gctcaaggtg
gacaccattg
gaaggacctg
gatggtaact
gctgatatga
aatatttttg
gacataattt
gtgataagat
cccaaaacta
caagctttga

gggctteccta

ctgctggaag
ggactgettt
ctaaagcagt
aactcttcaa
ccattattgg
ctgttgcagt
gtgttagtge
tagctgggge
aaagagtcag
tgcatcttat
ctggaaagga
tgtttgaaca
gtcttggtgt
ttctttcaaa
caaatcctct
tttccaacat

tcaaacaaac

38

tggcacactg
ggtttctgat
atccaaacac
aatcgtttce
gagtgggatt
gataaccaag
tgtgctaggce
atatctttgt
agaattaatt
gagggaggga
gattgaacgt
ccattttget
tgacacgctg
ggcgacttta
ggtagccact
ggagtttgtt

caagcctagg

60
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10

gaaaaagcat
ggcatggaaa
gtggctagaa
ataagtcaca
ctcaagtatg
atgtgtggag
gctggtgagg
cttgaggcac
tctagecettg
ctcgaaagta
caatccatca
aagcaaaaca
aagccaacaa
ctggtgatca
tttcecteate
aacagtacat

ttgtgtcaca

<210> 11
<211> 1863
<212> ADN

<213> Physcomitrella patens

<400> 11

atgttttttt
cgggacagga
gaagcgagct
gtaatcggaa
gttgcaatac
gttagtgcectg
gctggtgett
cgtgtgaaag
catctageta
gggcgagaga

tttaaacatc

ttctgatatce
gattcatgcce
gcatagatga
agccgaagga
gtttggacat
gagttcaage
tagcatgcac
tegtttttge
atctgactge
atgtcactga
tgtggaacta
tttgcaactt
tggcaggtce
gcagtgctcet
ttgaggaaag
ggagttctcg

atacatataa

tgaacgctat
gaaatgaaat
tatctggtga
gtggaatagce
tcacgaagtc
ttttagatce
tcttatgtga
agttgatggce
gggaaggagg
tcgagagagce

atgctgcetgt

cgaagcggtt
cttgtatgat
ccaacttaaa
ggaaatcctc
aactcgtcac
tggtcttcaa
aggtttgcac
aagaagagct
atcaaacttg
caagattctg
tgtaggaatt
ggaggctaaa
tgagatctgt
ttecgaggcac
caagagactt
acaattacac

atag

tccgataaat
tagaaagttt
tggcgaagag
aggcttgaga
cgaaccgcac
cgaagattct
tgaggagact
ttggggtgca
ccactctecat
tcttttgact

ggatcttctce

ES 2 820 760 T3

agaggtgatg
gagagggcag
aagcgtgatg
tcccatttte
ccgatcecegg
ggagagacca
ggagcaaaca
gtgcagccct
tggcctegac
tcaatgacaa
gttcggtcga
tgggaggagt
gagatgagaa
gagagtcgag
ccaacaatca

aagcagccca

ctctgtggtg

attgccgecet
gaggagatca
tatgctctgg
gagagtaaca
gtagagagtc
gtagaggtcg
ttgtttgatc
catcgeattg
accgtttctce

actcttcagg

ggggcatcct
agcttgctce
agaagtatgt
ccaacatttc
ttgttccage
atgtgaaagg
gacttgctag
cagttgattg
ctgctgcetge
aggaatcgag
cgatgagact
gettgtttga
acctcttttg
gactgcatta
tttttccaag

tgtaccagga

ttttcttgeca
cgaatcgtaa
cgaaatactt
aagttgccaa
ctgtgtatge
acatccgaga
tgtgtcgaga
aaagtgaaga
ttcatgegge
aaaatccgga

acggggacag

39

ttataattta
aagggatgtt
tcttettgat
atctacgtgt
tgctcattac
tctgtatgta
caactcattg
gatgaagagc
gcetttgteg
gacagaactg
agagacagca
gcatggatgg
ctgcgcaaag
cacagttgat
ttcaactgta

aggcatcaaa

gctaaacggg
catccaggca
cgatttcctce
gtacggttca
acagggaggt
cacgatcgtce
aggtccagag
tggtcagctce
tgatatgact
cattgtaatt

tgtagtatge
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10

tatggtgtgg
acgatgttag
gcaaccggceg
tttgtacagt
cgggacaatg
caaagtatgg
gttgtggcce
gatatcagcc
tgcctgaagt
tacatgtgtg
gccgetggtyg
ttactggagg
cagagtaaca
ccctcagett
aagcgattge
aagcgtgcete
catggttgga
gtgtcctacc
acgacaagct
gctgcaatga
taa
<210>12

<211> 1602
<212> ADN

atgctctaga
catcaggagg
atggagttgce
ttcatcccac
catttctgat
agagatttat
ggagcattga
ataaaccagce
atgggctgga
gaggcgtaca
aagttacttg
ctttagtgtt
ttggacgatc
caaatgactt
aacaagcaat
aagcggagtt
aacctaccat
tgattgtgaa
ttccagaact

acaattcgtg

tacgcagaaa
tgcagggcac
tctggcacaa
ggctttggeg
tacggaagct
gccattatat
tgatcaactc
cagcgagata
tattacgaag
gactggtttg
taccggtttg
tgcggagaga
ggaggtgaag
gcagatggat
gtgggatttt
aagggagctg
ggtcagctta
cagcgctctce
tgttgagagce

gagttcacag

<213> Rhodothermus marinus

<400> 12

atgcccgage
ttecgegetge
gagtcgaaca
ttcgaacagce
gtggaaacgg
cagttcacce

cgcatcgtge

gttatcagtt
gcgtggccga
cgaactacgc
acgtgcagga
tcgtgeggga
gcgaaaacgg

acgccgecga

cgattttctg
tcacggcteg
gcagggcggce
tacgctcgaa
agggcccgaa
ccggcetgeat

cgcgaccgge

ES 2 820 760 T3

aataaagtta
gtttatccta
cggtctegtg
gatgaaggct
gtgcgtggag
gactctcgeg
aagaaacgta
atgtctcact
caacccatcc
gtgggagaga
cacggtgcaa
gctgtcgage
caagcgaagg
gagattctcc
gtcggaattg
gagtgtgaat
gaggtttgtg
acacggcaag
gaaaggtttc

gttgttcaca

gtcatcggta
gtcgeccatceg
attgcggcceg
gccggggccg
cgggtgcgtg
ctggggcgtg

cgcgaggtcg

tgegttttet
ctacgaccaa
cagtggtgtc
taccaataaa
ctggaggaat
cggagctcge
atgagaaatt
ttccaaatat
ctgtggtacc
cctcaatcaa
atagacttgce
cttcagttge
agtggcctceg
gcattacagce
tteggtctac
gggaggcaca
agatgcgcaa
agagtcgtgg
ctaccattct

gattggcaat

gtggcattgce
tcacgaaaaa
tcatggacgce
gcectgtgega
aactgatggc
agggcggcca

agcgggcegcet

40

agccggagtt
tcetttggtg
taacatggaa
acctgccaaa
tttgtataac
acctcgggat
cgtttatctg
tgctgctgag
tgctgcacat
ggggctcttt
cagcaattcc
ttacgcactt
tcctactgcet
tttgaaaagg
agagcgtctce
actcctcaga
cttggtatcg
ccttcattac
ttgtccgace

agaatctcaa

cggcctgacg
agaaagcgtc
ggccgatteg
ccgcgaggtg
gctecggggcea
ctceceggaat

gctggegege

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1863

60

120

180

240

300

360

420
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gtgecgegecce
gagcatcatc
tacgtgcectgg
gccacgggcg
gacggggtgg
tttcaccega
gaagcggtge
aagtatgacc
cagctcaagce
gaaatcaaac
acacagcagc
gacctgcacg
ggactgcacg
cgacgggcgg
ccggactggg
cgggacgage
ctggagcggg
cgcgcccgac
atcattcgca
ccggagecceg
<210>13

<211> 1623
<212> ADN

acccgaacat
tcggccagta
acgagcgggc
gttcecgggea
ccatggceccta
ccacgetttt
ggggtgaggg
cgcgggecga
ggcgcggega
gccgettece
ccattceggt
gtcgcaccac
gcgccaaccg
ccgaagacgce
acgaccgggg
tgcggegeat
ccctgegeeg
tctcgeeggg
gcgctctgat

tcgagagecga

<213> Escherichia coli

<400> 13

atgaatactc
ctttcactgg
gtaacggaag
gacagcattg
catgcagttg
ggggtgttgt
gaaggtggac

gaaaccacgce

tcecctgaaca
cgctgegect
gttcaacatt
actcgcatgt
aatttgtcge
ttgataccca
atagtcaccg

tggtgggcaa

tcacatcttc
cgtctegegg
cgacgtggtg
ggtctacctg
tcgggccaag
ctaccccgac
agcccggcete
gctggegecg
tcecgecacgte
gaacatctac
cgtgceggec
gattcatggt
actggccagce
cgtgcagtac
caccgagcgce
catgtgggac
cacccgactg
gctgtgtgaa
gcgecgegag

gcgecggecce

ttcatgtgac
ggctgaccag
ttatgccecag
ggaagacaca
cagtaatgca
cattcagceg
tegtattett

ggcgcagaac
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gagtaccatt
ttgegtceeg
catacgttte
cataccacga
gcecgegtgg
ggtcccaagg
tacaacctgg
cgcgacattg
tggctggaca
cggacgctge
gcgcactacce
ctgtacgcag
aactcgctge
atccagacgce
ccgcaggaat
tacgtgggca
ctctacgaag
ctgcgtaaca
agcegeggcet

acgctggtcet

gtgttgatta
catcaggtca
ggcggtattg
ttgattgceg
cgatcctgtg
aatggcgaag
catgccgeeg

catccgaata

atgcggttga
acatccactg
tggcgaagge
acccgecggt
ccaacatgga
aacgctcgtt
ccggegageg
tggcgegege
tctcgecaccg
tcgactacgg
agtgtggtgg
ccggcgaggt
tggaggcgcet
agacgtggcg
gggtgctcat
tegtgegete
aaaccgagga
tgatcgeegt
tgcactacat

ga

tcggtagcegg
tcgttctaag
ccgecegtgtt
gggctggtat
tgcaatggcect
aaagctacca
acgccaccgg

ttegegtget

41

tctgatcacc
ctteggggeg
caccctgetg
ggccacgggce
attcattcag
tctgatcage
cttcatgceccg
catcgacgac
gccggeegag
catcgacatg
cgtactgacc
agcctgtacg
cgtetttgece
tacggacgtg
cgcgcacaac
gcagcttegt
cttctaccegt
ggcttacctg

gctecgactat

cgcagccgga
taaaggcccg
tgatgaaact
ttgcgatcge
aatcgaccag
tctgactegt
tagagaagta

ggagcgcagc

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1602

60

120

180

240

300

360

420

480



10

aacgcggttg
ggcgegtggg
gtactggcaa
tctggcgatg
aatcagttcc
gcactgecgeg
tttgatgagce
atgaaacgcc
attcgccagce
aaagaacccg
gatcatgggce
ttacacggcg
tcggeggeag
ccgtgggatg
cacgagctac
gcacgcgcecce
ttcegegtet
gttegetgtg
gaactgctca
taa

<210> 14

<211> 1596
<212> ADN

atctgattgt
tatggaaccg
ccggeggtge
gcattgctat
accctaccege
gcgaaggcege
gcggcgaact
tcggcgecaga
atttcccegat
tgcecgattgt
gtacggacgt
ctaaccgcat
aagatatcag
aaagccgegt
gtctgtttat
tgecggeggat
caaataattt
cgatgatgceg

cgcattccgg

<213> Bacillus subtilis

<400> 14

atgtctaaaa
gctttceege
tctgtctatg
catctggagg
gtattacatg
cgcaatgaac
tttcatgcag

aacagcaaaa

agacgattgc
cctcatacga
cacaaggcgg
atacgttata
atggaaaaat
gaggcggtgt
gcggagacge

tcaagttaat

ttctgacaaa
aaataaagaa
ttcaaaagtt
ggcgtggege
gctgtatcac
ttatctcaag
ggccccgege
ttgtatgttce
gatttatgaa
gcctgetgea
cgatggtttg
ggcctcgaat
cagacgtata
tgaaaaccct
gtgggattac
aaccatgctce
gctggagetg
caaggagagc

tccatecgate

agtcatcggt
agtgactgtt
gattgctgeg
cgcagggtgce
gatggttcaa
ttgtcttgga
aacaggcagg

cgagaatgaa
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attggcctge
acggttgaaa
tatcagtaca
gcaggctgcece
ccacaggcac
cgcccggacg
gatattgtcg
ctcgacatca
aaattgctcg
cattatacct
tatgccattg
tcattgectgg
ccttatgecce
gacgaacggg
gttggcattg
caacaagaaa
cgtaatctgg
cgtggectge

ctttetgeeg

tcaggggcgg

atcacaaaaa
gcctatgecaa
ggccataata
agcctattgg
agagaagggg
ctgcttatceg

acggcagcag

cgggcacgcg
cctgeccacge
ccaccaatcc
gggttgccaa
gcaatttcct
gcacgcgttt
cccgegecat
gccataagcce
ggctggggat
gcggtggtgt
gcgaagtgag
agtgtctggt
acggcgtcag
tagtaattca
ttcgcacaac
tagacgaata
tacaggttge
atttcacgcet

gcaatcatta

cggcacttte
aaagcgtcaa
aagatgactc
atctagctat
agcgtggatt
cccactcata
attatttgcet

atttgcecttat

42

atgggttgtt
aaaagcagtg
ggatatttct
tctcgaattt
gttaacggaa
tatgcececgat
tgaccatgaa
cgccgatttt
agatctcacg
aatggttgat
ttataccgge
ctatggectgg
tacgttaccg
gcataactgg
gaagcgcctg
ttacgecccat
cgagttgatt
ggattatccg

cataaacaga

cttagctgca
aaacagcaat
gattgaagcc
tgtagcagac
tccattcgac
caaccgcata
caaacggatc

agaggacgga

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1623

60

120

180

240

300

360

420

480
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cgatgtatcg
gaagttgtgce
actgtcacag
gagtttactc
tcagaagctg
gctgaacggc
gaagaaatgg
acgegtttee
aaaattcctg
ggagaaacga
ggagcaaacc
gcagagcata
agtgtcttct
cacatgtcta
ctgcectttte
ctatggcaaa
gctcacttce
catacaaaaa

acagctgaaa

<210> 15
<211> 1413
<212> ADN

gcgtcatgac
tggctgecgg
gtgacggtct
agtttcacce
tcagagggga
atcctttagg
caaaaggaaa
ctaccatcac
ttgecteeggg
cagtgccggg
ggcttgcaag
ttatccaaaa
acgaggtgcce
ttectgeggga
aggaagtaaa
ctgcaaagct
gcaccgattt
aaggaacgaa

aaattactga

<213> Triticum aestivum

<400> 15

atgggtgcett
cattctcaca
ctgcttcaag
gatctgttga
accaaagctc
gctggccata
atgtgccatc
gcactatcag

gtaacagaag

catttgatca
acagaatcgt
cggttgaaaa
cctgtcagaa
aaaaggtagt
tatatcccac
gcgectcagge
acgaaggcct

cagtcagagg

aaaagacagc
cggctgtgga
ttectctgget
gacactgcett
aggcggatgt
tgacctggcet
tecgegtttat
cgctatttgt
aatgcatttc
gctttatgeg
caattcttta
accggtttat
ggatatagag
acaaagcagt
tgtgaaggat
gatgacgttt
tcctcatget
gatcagaaaa

atcacttttt

tggtgaagat
ccattctgee
tgatgagaac
taatggtgaa
ccgtttcecate
aacaaccaat
tgtgatatcc
tccaataaag

agatggagga
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aaagggcggc
aacctgttte
taccgggeceg
gtgaaaaatg
ttagtagacg
ccaagagata
atagacttca
gaaaaagcag
ttaatgggag
attggcgaga
ttggaagcge
aacaggcaat
gggcatgaac
ttgattgagce
atcacaattc
tctgegettt
gaggtgagct
aacgagggga

tcttga

ggcaggctce
gatatgactg
atatctgtgt
atcttttgtt
tcaaaagtaa
ccaccggtgg
aatatggagt
ccagctaaaa

attctttaca

tcaaggtaag
ttcaccatac
gggcggaatt
gtgttteccta
aaaacggccg
ttgtctcacg
gtgcgatttce
ggattgatat
gtgtttcagt
cagcatgctce
tggtatttgg
atcaatcagg
tgcaaagcaa
ttagcatctg
ggcagatgga
tgcgggagga
ggcaaggaag

tttggaacaa

accttgcaag
gaaaagagat
tcggccacca
acggagtgga
cattgcttge
ctactgggga
ttgtgcaatt
taagagataa

accaatccat

43

gcacgcagac
gaatgatctc
aacggatttg
cgggettgtt
caggattatg
ggttattcac
tgattttgaa
ccacagcgga
taatcgectgg
cggtttacat
aaaaagggca
gctagaaacc
aatgacaagc
gcttcatacg
actttctcat
aagcagaggg
acaaattgtc

tgaatcattt

ggaaggtgga
tgaaagagcg
cttcgecatt
ttcattggac
gtccggagga
tggaatcgca
ccatccaact
tgcatttectt

ggagagattt

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1596

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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atgcctttat
gatgatcaac
agggagaaaa
gacatcacac
cgggctgggt
tgcactggat
tttgctcaga
tgtctcgegg
tctgacatca
tacgttggta
ctagagtcag
atcgaggcecct
cttgecgagge
agcaagagga
aagccattge

<210> 16
<211> 1923
<212> ADN

acgacgaccg
tgaagaaacg
ttcttgctca
agcagcccat
tgcaagggga
tgcacggtgce
gagccgtgeca
agaaatgggce
ttgagaggac
tagtgcggtce
agtgggagga
gcgaaatgag
gggagagtcg
agcctacagt

agaggcagct

<213> Hordeum vulgare

<400> 16

atgggcggct
cgececgectt
acccctegtt
ttcagctcca
gatttecgtgg
cacggctctg
caaggcggcg
actattgttg
ggtcctgage
ggcaggctge
gatatgactg
atatctgtgt

atcttttgtt

ctgctggect
ctectctectt
tcatgtcegt
tcagagcctce
tcatcggcag
ttgctatcat
tcagtgcegt
caggggctta
gtgtcaagga
acctcgcaag
gaaaagagat
tcggccacca

acggagtgga

tgccgagttg
tggagagaag
ttttccgaac
acctgtcegtce
gacgagtgtg
taatcgtctt
gccctcetate
acgccctgtg
aaagaagacc
gacgaaccgg
attcttattc
gaacctctte
tggecctgeac
gatcttcecct

gcagtgcaaa

ccaccatgtg
cagagcctge
gaaggctctc
tgccctecea
tggtgtecget
caccaaagca
tctgtgeccce
tctectgegat
gctaatagcc
ggaaggtgga
tgaaagagcg
cttegecatt

ttegttggac
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gcaccgaggg
tatgttctcet
attgcagctg
cctgcagetce
aaaggcttgt
gcaagcaact
gaccacatgg
ctctetgtcet
aggatggagc
ctgaagaatg
aggaggggct
tgctgcgcaa
ttcactgagg
actgctatcc

tag

catgtgcagg
gcccagecteg
agtgcttcge
tgcatgcagg
ggcctaaggt
gagcctcatg
aaggattccg
gaggagaccg
atgggtgcett
cattctcaca
ctcettcaag
gatctgttga

accaaagctc

atgtggttge
tggacatcag
aatgcctgeg
attacatgtg
atgtcgcetgg
cattgctgga
tggatgcgga
ccattaagga
tgcaatccat
cagaatggaa
ggaagcctge
agctggttgt
acttccctta

aagagctaac

gagcacacat
agatctccag
aacagcatac
atgacaccac
atgcgctaga
agagcaacac
tagaaagcca
tcaggatagt
catttgacca
acagaatcgt
cggttgaaaa
cctgtcagaa

aaaaggtagt

44

aagaagcata
ccacaagcca
gcacggtctg
cggtggtgtt
tgaggttgct
agcgttggta
tgctgaccct
cagtgcactg
aatgtggaag
gattggtgat
ctcagtgggg
gaagagcgceg
cctggaggag

atggagttca

gcaggcgtct
attttgcact
gaggcacagg
gagatacttt
agtctcgaag
caactacgcg
tatgcaagat
atgcacagaa
tggtgaagat
acattctgcet
tgatgagaac
caatggtgaa

ccgtttcate

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



tcaaaagtaa
ccaccggtgg
aatatggagt
ccagctaaaa
attctttaca
gcaccaaggg
tatgttctgt
attgcagctg
cctgcagete
agaggcttgt
gcaagcaact
gaccacatgg
ctctectgtet
aggatggagc
ctaaagaatg
agggggggct
tgctgegeaa
ttcacagagg
actgctatce

tag

cattgcttge
ctactgggga
ttgtccagtt
caagagataa
accaatccat
atgtggttge
tggacatcag
aatgcctget
attacatgtg
atgtcgctgg
cattgctgga
tggatgctga
ccattaggga
tacaatccat
cagaatggaa
ggaagcctge
agctggttgt
acttccctta

aagagctgac

atctggagga
tggaatcgca
ccatccaact
tgcatttcte
ggagagattt
aagaagcata
ccacaagcca
gcacggtctg
cggtggtgtt
tgaggttgct
agcattggta
tgctgacccg
cagtgcactg
aatgtgggag
gattggtgat
cacggtgggg
gaagagcgceg
cctggaggag

atggagttca
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gctggccata
atgtgtcatc
gcactatcag
gtaacagaag
atgcctttat
gatgatcaac
agggaaaaaa
gacatcacac
cgggctgggt
tgcactggat
ttcgctcaga
tgtctcgcag
tctgacatca
tatgtcggta
ctagagtcag
atcgaggcect
cttgcgagge
agcaagagga

aagccattge

tatatcccac
gcgctcagge
acgaaggcct
cagtcagagg
acgacgaccg
tgaagaaacg
ttcttgctca
agcaacccat
tgcaagggga
tgcacggtgce
gagccgtgca
agaaatgggc
ttgagaggac
tagtgcggtc
agtgggagga
gcgaaatgag
gggagagccg
agcctacagt

agaggcagct

45

aacaaccaat
tgtgatatcc
cccaataaag
agatggagga
tgctgagttg
tggagagaag
ttttcccaac
acctgtegte
gacaagtgtg
taatcgtcett
gccctctate
acggcctgtg
aaagaagacc
aacgaaccgg
attcttattc
gaacctctte
tggcctgecac
gatcttcect

gcagtgcaaa

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1923
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REIVINDICACIONES

1. Método para mejorar por lo menos un caracter fenotipico seleccionado de entre el rendimiento en semillas, la
velocidad de germinacioén o el crecimiento en una planta, comprendiendo dicho método la sobreexpresion de la
L-aspartato oxidasa, comprendiendo dicho método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un
acido nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, y la generacion a partir de dicha célula, de una planta que
sobreexpresa la L-aspartato oxidasa.

2. Método segun la reivindicacion 1, para mejorar el rendimiento en semillas, en una planta, comprendiendo dicho
método la transformacion de una célula vegetal con por lo menos un acido nucleico que codifica para la L-aspartato
oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la
madurez.

3. Método segun la reivindicacion 1, para mejorar la resistencia al estrés abidtico y/o la resistencia al estrés biotico
en una planta, comprendiendo dicho método la transformacién de una célula vegetal con por lo menos un acido
nucleico que codifica para la L-aspartato oxidasa, generando asi una planta que sobreexpresa la L-aspartato
oxidasa, y el cultivo de la planta hasta la madurez.

4. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el por lo menos un acido nucleico que codifica para
la L-aspartato oxidasa esta bajo el control de un promotor que asegura la sobreexpresion de la L-aspartato oxidasa.

5. Método seguin una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el por lo menos un acido nucleico comprende un
acido nucleico segun la SEC ID n° 1.

6. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el por lo menos un acido nucleico comprende un
acido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por SEC ID n° 1, SEC ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5,
SECIDn°6,SECIDnNn°7,SECIDn°8,SECIDn°9, SEC ID n° 10, SEC ID n° 11, SEC ID n® 12, SEC ID n° 13,
SEC ID n® 14, SEC ID n° 15, SEC ID n° 16.

7. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la planta se selecciona de entre el grupo constituido
por trigo, cebada, arroz, maiz, sorgo, girasol, colza, soja, algodon, guisante, alubia, yuca, mango, banana, patata,
tomate, pimiento, meldn, calabacin, sandia, lechuga, col, berenjena, alamo.

8. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la planta es el arroz (Oryza sativa), el trigo, la cebada
o el maiz.
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Cantidad de pulgones por planta
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