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Anexos 

Comprobante de pago de la tasa de presentaci6n de la solicitud. 

Documento que acredita la existencia y representaci6n legal cuando el solicitante sea persona juridica. 

Poderes, si fuere el caso. 

Documento de cesi6n del inventor al solicitante o a su causante. 

Declaraciones. 

Copia de la solicitud internacional (Resumen, descripci6n, reivindicaciones, dibujos). 

Traducci6n de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripci6n, reivindicaciones, dibujos). 

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar (IPEA). 

Traducci6n del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA. 

De ser el Gaso, copia del contrato de acceso. 

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizaci6n de uso de conocimientos tradicionales de las 
comunidades indigenas. 

De ser el caso, certificado de dep6sito del material biol6gico. 

M Arts final 12x1 2 

De ser el caso, informaci6n sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular 
o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invenci6n de esta solicitud. 

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. 

Otros 
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PUT 
For TCCeiVing Officc usc only 

REQUEST 
Intcrnational Filing D,, 

The andersigned requests that the prcscnt 

INatre 

international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treary. Of Vecei%’ing Offce and "P(--T Intefilationul Applicatiorl?’ 

pplicant’s or agent’s file rcl*tTcnce 
desired) 1‘12 characters ma-mum, RDI-10OC2 

Box N 0. 1 TITLE OF INVENTION 

Transgenic Plants with Increased Seed Yield, Biomass and Harvest Index 

B0% No. 11 APPLICANT 

IMC and addrcss: ’Fanidy natile P1101pecl bi, given name: lbe 47 legal entirv, liell 01ficial 
on. The 1"Ideposial’-Ode 77hec6unz71;;2’A address?hum in and stame bl’ootattry. 
indicalrd in this.&ox is (he apipticant’s cState (that is, cuti.rryi.3fresidence ifha ’?Iate This perion is also inventor. 

q1 remdence is indicated below.) 
Telephonc’.Nlo. 

RESEARCH & DEVELOPMENT INSTITUTE, INC. 
1711 West College raci;irniie No. 
Bozeman, Montana 59715 
us 

Staleiihor is. of residence: 

us us 

person is appfic?lllx It designaua. 11 JeM.pated States -:xec-pt he !.’.11lcd State.$ h Staw* indicateti in 
1:1 y 111 lil Son 

;’,-r !11%; pUTPOSCZ Of’ states the Untic4i hatcs of %nicrici nf A-Mcn’A U111V th. Suppleindmal 
---- 

. 

Box M). III FURTHRIR.kPPLICANT(S) AL14DtOR (F URTHER) IN VENTO.Ft(s) 

’?iiirne and addrms: ;Famdy 11017T(,’ lbilosved bv gtven nanne.- 
- 
fi,?r a ifgai eniii 

- 
v full --irficial 

Jejng7twoon. 17k? address Pillar iricludv,?emial c4die and naync,-)1’C0tjn;;V- The -this person is: 
addrejar indicatedin.-hi-s i9avi-y the a ficatil’s Sta"’ Idtal IS. cdfintro f .PP 
,)I’rv,?idence tvaidicatedhelow P applicant oniv 

GIROUX. MICHAEL applicuni and invcntor 
1104 Mountain Ash Avenue 

Sozernan, Montana 59718 inventor onIv 41*.,his divel-box 
0 us is marked. do 1101.7?11 in be!olv I 

Statc.,thai is. eatairro of nationaliry: 5tate idiat.?j, unantry) of rcsidence: 

us is 

Tbi,.; person is applivant 13 designated all designaled State?i eKC-?pl the Vnited States " the States indicated i.,, . El -sitawl; the United Stow, of America 19 ot’Amenca only L--1 the Siapp leniental Box 
Cor dic purposes 01 ; 

Fortber applicants and!or (fii-the r) inveniats are indicated an a continuation sheet. 
- 

-NCF-
so:( 1,40. TV . FNT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADD?RKSS FOR CORRESPONDF xiG 

The person identified bclO-,v is lieTeb-has been appointed [a act on bchalf
 F-’-A common reprcscTxLafiy-? 

1 ^1 
of the applicant(s) before the cuinpc?erit iriternafi?;tva) Authotilms as: 

Narne and address’ (Fan’tiv rta-1-ft"11" 
>"_e"j bV given name’. fop a legal enrily, f.411 0 ’ 

lie ?tj Uji include posial code and name 
ne Talepho No. 

ddsigni’don. L addrem 
(352) 375-8100 

PACE, DORAN R. Faesunile ’41). 

Saliwanchik, Uoyd & Saliwanchik (362) -5800E 
A Professional Association 

E372

Taleprinter Niv. 
2421 N.W. 41st Street, Suite A-1 

Gainesville. FL 32606-6669 

us 
where no agent or corilmort relircsentativc 

�m�a Gir eni-resnondence’. \112rk 1hi2,;hccL-b0x �1 01mil’I 
is/h s been appointed and the 

heactit � 
to indi atc OL 9 ;111 

Forn, PC*T.’RO,* 10 1 i.11r-.qt sncru),,julv. 1998" reprint 
. 
Juty 2000) 

See.yozes to the req’iestfOrM 
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Box NuY DESIGNATION OF STATES 

The l’ollowing designations am litreby madc under Rulc 4.9(a) (mark the tipplicable check-boxes: at feast orie must be markedl: 
Regional Patent 
Ga AP ARIPO Patent: GH Ghana. GM Garribia. KE Kenya. LS Lesotho. MW Malawi, -XZ Mozambique, SD Sudan. SL Sierra Leone. 

SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania. 1JG liganda, Z-W Zimbabwe. and any other State which is a Contracting State 
of the Mime Protocol and of the PCT 

EA Eurasian Patent: AM Arnienia, AZALzerbaijan. BY’Belartis. KG Kvygyzstan, KZ Kazakhstan,," Republic of Moldova. 
RURussian Fcder&1ion.TJTajikistaiLTM Turkmenistan, and any otheiState which is a Contracting State of the Eurasian Patent 
Convcrttion and of the PC-r 

EP European Patent: AT Austria. BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechienstriin, CY Cyprus. DE Germany. 
OK Derurnark, ES Spain. F1 Finland, F11 France. G B Unixed Kin$dom. GR Greece. It Ireland, IT Italy, LU Luxembourg, 
NIC Monaco. NIL Netherlands, IYT Portugal. SE Sweden. and an,. other State which is a Contracting State of the Ettropean Patent 
Convention and of the PCT 

OA OAPI Patent: BF Burkina Fase, BJ Benin. CIF Centro.[ Atrican Republic, CG Congo. CI C6tc d’lvoire. C.M Cameroon. 
CA Gabon. CLN Guinea, GW Guinea-Bissau. ML Mali. NIR’k?v(auritania, NE Niger. SN Senegal. TD Chad. TG Togo. and any 
other Statewhich is amember Siate of OAPT andaConti-acting- State ofthe PCT ((fewherkindol’prurection or treatment desieed. W 
specifv on dotted line) ........................................................................ 

-’Jarlonal Patent (tycrherkirrdufpmt"dortor&ea&nentdezired, spe’!,Apondotrailirto. 

AE United Arab Emirates LC Saint Lucia 
A G Antigua and Barbuda L X Sri Lanka 
AL Albania .......................... LR Liberia 

0 A LNI Arinenia ? .......... .. ........... 5a LS Lesotho . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
R] AT Austria ............................... R1 LT Lithuania 

0 AU Australia ............................. 63 LU Luxembourg 
.kZ Azerbaijan El LV Latvia 

UA Bosnia and 1-1cmegovina ............... . 10 NIA Morocco .............................. 

DR Batbados V2 VLD Republic of Moldova ............. ....... 

SCBulgaria ............................. NIC Madagascar .......................... ... 
SR Brazil ............................ \IK The former Yugoslav Republic of V14cedonia ........ 
By Belarus ............................... 91 NIN -Mongolia 

13 BZ Belize W ’VTW Malawi ..... ........................... 

CA Canada 0 MX "Aexico ................................. 

CH and Ll Switzerland:trid Liechtenstein NIZ Mozambique 

CN China ............................ - NO Norway 

93 CR Costa kita ............... ............ .. ’-Z New Zealand ........................... .. 
F,] C’k; Cuba ........... I ...... I ............ PL Poland ............................... .. 

CZ Cnch Republic .................... .. PT Portugal ....................... ......... 
DE Germany ...................... ...... R] RO Romania 

0K Dcrimairk. ............................. R U, Russian Federation ........... ... 
MN I Dominica SD Sudan 

DZ Algeria ......................... SE Swcdvu 

EE Estonia ......... ........... ....... S G Singapore 
ESSpain ......... ................... St Slovcrlia ......... ...................... 
FIFinland .............................. SK Slovakj3 ............................. ... 

GO United Kingdom SL Sierra Leone ................. ........ 

GD. Grenada Tj TajikistaD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

G, E Georgia .............................. J3 TM Turkmenistan ......................... 

CR Ghana .............................. 0 TR Turkey .................................. 
R1 TT Trinidad ?rid Tobago ....................... GM Gambia 

14R Croatia ................................ R] TZ Lrnited Ropublic of Tanzania 

HuHungary ............................. lUkraine ................................. 

Wj ID Indonesia UG Uganda ................................. 

k] (L Israel ............................ 
US United Stairs of America - - ? ................. 

0 IN India ............................ 
Sa UZ Uzbekistan ............................... 

is leelavd 
E] VN Viet Nam .......... ? . . I .................. 

ipJapan ..................... ......... Yu Yugoslavia .............................. 

KE Kenya .................... 
ZA South Aftica - ? ............................. 

XGKyrgy2stan ......................... 
ZW Zirnbabwe ............................. 

I x reserved for designating States which have limorric 
KP Derpocratic PeOPle’s Rqub ic Of Korea party to CT after issuance of this sheet’ 
KR Republic of Kdrca ..................

 
. 

of colomb;k-4 ................ .. ... ....... 
KZKazakhstan ..................... 

PrecautionarY Designation Statement- In addition to the designations made above. the -applicant also make.% under Rule 4.9(b) all other 

itted under the PC7T exccpt any designation(,) indicated in the SupplM93"tal 
Box as being excluded 

r jesipalions which would be penn t to confirmation and that any 

from the Scope of this staternert.
 "0 applicant declare$ that t9ose additional designations are subje 

dosigntition which is notconfirmOd befO- the cxPiralion
 of 15 months from the priority date is to be regarded as withdrawn by lhe’,Wlicant 

.31 The 4APiration of that time limit. (C-r;jb7YWd0" (inC1,&,W;.,es) must rach he r=?dqng 0 -thin the 15-month IiPte h)’uL) 
see motes to the request forr" 
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1_% 

supplemental RuX 1phe Supplemental Box is Plot uxed. thissheet should to( be included try lite peqzetrst. 

L 
Y 

A’ it# ant-afthe Boves. (lid SpaCe LN iHSU 
I 
cient tojurnish all the irl/ormatilln: ift such Gast, lyrite " Continua lion qfBox.vo. 

It"
 
icale Ali ?left"

 
ber q*the BoxI andfurnish if-e- irifi>rnia lion in diesumemanner ast-equired according to the captions oftize2oxin which 

lile,ypace was histil . ficienl. in parricular: 

It) norethdilrivo rsons are involved as applicants undlorinventarsandno "continuation sheet" is available: in suchcase. write 

i?ll 1161il onziltila %’a. 111" and indicarefi)r each addirionalperson the sapne typeofin1brynati’d2n aj required in Boxvo. III. The 
C,
 
fit 

, 
itry qj*1he address indicated in tjjj5Dov is the applicant s Slate (rhai is. ofrviidence iftlo State ofresidertcei.v indicated 

bc., IV. 

eii) if in 8o-V.Vo. if or in arit, 01-thesub- boxes ofDox.Va. 111. (fie indication --the States indicated in the Supplemental Box"is checked, 

insuchcase. writir " Contill ual roll qfBox \’a. 11 "or " Coi rinua (ion olBox -Va. Hf› or ’Cori drivation r;y’Bc.Tcs N’o, Iland.vo- Iff" 

(as the cast rnav bep indicate the name ofthe applicant0r) involved and. next to teachosuch naine. the Stalet’s) (and.-or, where 

applacjible. . IPJP0. kripaman, European or OAPI patent) for the purposes ot"which the named person i.y applicarit, 

(tis) if in Box.*V& 11 or tir any qfthe slib-boxes qfBax.Vo. 111, rive inventor or the inventorlapplicant is not inventoirfor (he purposes 

t7j’all de5iLrndradStaie;oifi)r the purfoses ofthe Uniied Stairs ofAmericiir insuch caje. write "Continuation qfBQx Na. It " or 

conflnuallon qrBax N’o, III " or "Conitnitarion of Boxes Yo. H and Va. Iff " (as the case mav he), indicate the natne ai’the 

inveryforis) and, ne.-vt lo?eaehl such "atilt, the -Stale0l (und,or, where applicable.ARIPO, Eurasian. Eurapecan or 0.41‘lpateni),(L? 

thepurpases ofiritich the namedperson is invenior: 

tivi if in oddizion to the agent(s) indicated in Box.Voi. 11’. there arefurther agerrm try such caye. write ›Continuafion qfitox.Vo. 11"’ 
and indicatefor eaclifitrther agent rhe same ?ypciqfipifor;,"alian cts required in Sox.Vo. 11, 

Ivi if in OoN Vo.. r. the name qj’anvSraie(or0.4PD isaccompaniedlivihe r"dicaticirr ’)7aiers(ofaddilion, " or "certificale ofaddition, 

or if :n 
. 
Box No. I ’. the nartle ?flhe b7ntied States ofAmerica is c;ceompardad by all indicuti(m "coritin uation’ or "conriptuadon-

in-part *’: ;?I ,-t4ch case. write "Conrittstattart qfB?,I;.Vo. I "’ and the riame of z?ch State involved (Or 0API), and after (he TRAPHe of 

each str4h Suite tar 0,4FI), did number qj’lhe pal-ant title or, parent applicarion and the date ofgranr ofthe parerti title orfiling 

Of!he Parent app licu flon; 

ive) IPT B.nx.Yo 17, there are more than three earlier applicafiorm itthose priority is cLainted, insuch care. write o. 
I Cve ox _A, 17 › and.ndicalejbr each additional earlier applicaiian rite same type cifinfopmaiton at requirLd in 8 Va. 

iviij if y the in Box.V,>. 17. the earlier applicagion iv anARIP0 applicatiopr in such casit. write "Conlinuation 011?ow.vo. t7l ", specif 

iterri corresponding to that earlier applicafinn and tildicare af least One C011110V 11,7rtv to the Paris ConvenrionIT 

the Proiecliun c)flttdtiLicrial’Irt.-)Pt,.re.v Or onteAfamber ofthe World Trade Or?garlzzatiorrfi?r whic*h fhai earlier app licarion wasfiled. 

If vith regard to (he precautionary designation statement conta ined in Box.Vci. 1. the applicani wishes 0 exclude any SfaraWfirom 

file scope qjtharstalarnelit: irF Such Cos.!, Ivrild "De’sigiiation(s) exchided)+oni precautionapy designaiion staiernent" a?d indicar the 

nattie or two-lelger coill; qj"each Srateyo excluded. 

S. Ifth e app licant (, laillis, in re-sp cc: r ofany dest cma red Office. the !ien?fi Is qfp rovisionx ofthe na riona Ila is, crincernin gnon-preju dicial 

di-yelosuresote-vceprit),Pz.ifoi’4xcko7fno?.,Iti,: tris;;chc.nje. write ’Slatenlent concerning n6n-I.,r4?yuiJiciaiiiisc;iosures or exceptions to lack ’I 
rv"and.himish thal sta rent rpir below 

Continuation of Box IV. 

SALIVVANCHIK. DAVID R. 
LLOYD.JEFF 
McLEOD, CHRISTINE Q. 
SANDERS, JAY M. 
PARKER, JAMES S. 
EiSENSCHENK, FRANK C. 
BLUM, SETH M. 
LADWIG, GLENN P. 
KYLE, JEAN 

The above attorneys are members of the firm of Saiiwanchik, Lloyd & Sallwanchik 

and have the same address as DORAN R. PACE, which can be found in Box IV. 

10 1 tsuoolcmenLal shcet) (Jan"am 2000; mprint Rily 2000) ee Actras to 
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14n. VI PRIORITY CLAIM El Further priority claims are indicated in the Supplemental 13". -’Box 

Filing date Number Whei,: "flier application is: 

of criflier application ofearlier application 
national application: regiorialapphcattow- international application: 

iday,inunritlyeari regional Officc reccivina Office 

ilem (1) 
(01103/2000) 09/516,250 us 

01 March 2000 
atin k2) 

SEC m 

CEThe receiving Office is requcitad to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy 

of the earlier upplication(s) (ordv il’the tarfier application wasfiled 1vill, Zile Offtee whichfor the 
purposes ofthe pre-sent intown"onal applUcal,ion is rhe receiving Q60rce) identified above as item(s?. 0 

Wyere thc earher application r an .4-RIP0 application. its inandar�Y to m(ilcwla in rhe Suppleff--ral Box at loor, on,- eaLinny part), to the Part.. 
n OX, Convcwton;br the P nectio" offridustnol peoper?vti,,- -whtch rhot.?.rliar appheurtopt %twsjHzd lRule -1_1 0(b)(w). SeeSitppieme’talB 

Box Nio. VII INTERriATIONAL SEARCHYNGAUT14OP-ITY 

Choice oflntern-.ttitkiktilSearchinp,%,uthorirv(ISA) Request rouse results ofe-arlier-scarch: reference to that search ifan wher 

if oro or more International Searehing .4whormej are -ch ha.r ?Sii stal, -en carried Ora b.v or equenredfroin;he Iniernariorial Searchirig.4’thoray): 
lwtit Defent to carry via the mfirrilarioncii nwrch inc?jvau 

, !heA1?l1hG;"ly.-hosen: the two-jeltgr code -wi?v he wed) DaEc (dapnio"tkyear) N’Imber Country (or i egional QTjc:e.i 

ISA,’ EP 

Box No. VTII CHECK LIST; LAr4GUAGE OAT FILING 

This international application contains fhis inteinational application is accompanied by the item(s) marked below: 
the following nuniber of sheets: 

(ce calculation sheet 
request 4 

separate signed power ofaLlornev 
dei.cfilation (excluding 
scqUOnLe listing part) 52 -oov of gancral powei ot’attorney: refcrc-ce number., it’any: 

cinims 5 statement explaiiung lack oCsianature 

abstract: 1 .5. priority documerill.$) Ocritified in Box No. V1 as itern(s); 

drawiries 1 6. -Tanslation of international application into ?lmnguage)-

scilucrice lislinit part 7. E] 54Dartitc indications concerning --leposited microorizanism of other biolof-i" inatcrial 
of description 10 

0 iiu4icotide and,’cr amino acid sequence listing In COMPILIECT readable form 

Tor-il number of.,.;hects 73 9 [j uthcr ispecifv): Transmittal Letter to the USIRO 

FiLeure of the dirnwings whiuh Langutage of Ung oftlic . 
English s1lo* uld iccompany rhe abstract: inICTnatiOflal application: 

B o x .N o. LX SIG.*4ATURE Of APPLLCA4T OR AG 9’4T 

.%;?.Vr ’o ;=A st vmtn ire. mdicare rhertame vy ; i’dPerson 3. ?M!nk :k?fd niff cqvool?y in which the pafwons ?Vw il-such c apac i iy tit not o6vtow ftom react ing the reque, f l . 

Doran Ft. Pace 

rut i-cuiving ?_ 11.1� � Ulliv 

1 Date of actual receipt ofth,: purported 2- Drawings: 
international application: 

received: 5. COFTCO(ed date of actual receipt due to later but 
timciv Tecejvcd papers or drawings completing 
the piurported international application. 

Elnot received: 

I 

4. Date of timely recc 
. 

t of the required 
coffecuon.1 U;dcr W T Axticle 11 (2): 

5 International Searehing Aiiltboniry 6. 0 Transmittal of search copy delayed 
’ ISA fee is (if two or more are competent): unlil search paid. 

For Internatiorfal Surcau use only 

])are of ttecipt of the record copN-
by the Interrational Bureau: 

prm PCT R0, 10 1 (last shcef) (July 1998: reprint request 



W001/64928 PCT/USOI/0662-2 

DE5.CRRTION 

TRANSOTENIC PLANTS WITH INCRE-ASED SEE, D_ YIE1, 

BIOMASS AND HARVEST INDEX 

Field of the Inventipp 

This invention relates to improving plant production, both plant seed production 

and plant biomass production. More specifically, this invention relates to transgenic 

plants which have increased seed production and increased biomass production when 

10 compared to non-tramgenic plants of the same genetic background. Even more 

specifically, this invention relates to plants which are transgenic for Sh2-RCv6-HS and to 

methods for produ<,ing such plants. 

Hackpxn.und of the lnv?mtion 

15 ADP glucose pyrophospliorylase (AGP) is one of the primary enzymes involved 

in the biosyixthesis of starch and glycogen in organisms sucl) as plants, algae, -fungi and 

bacteria, particularly plants. AGP catalyzes the following reaction-

a-glucose-1 -P+ATPADP-glurose+PP,. 

20 

ADP-glucose, the product of the above reaction, is the major donor of glucose in the 

biosynthesis of starch in plants and in the bios)mthesis of glycogen by bacteria. 

AGp is widely distributed throughaut the plant kingdom. It ’is present in 

monocots such as wheat, rice, barley, and maize, as well as dicots such as spinach, potato, 

25 aud pea. it is also found in some starch producing bacteria, such as E. coli. Plant AGP 

exists as a tetrarner (210 to 240 kDa) composed of two small sub-uniLs (50 to 55 kDa) 

and two large sub-units (51 to 60 kDa) in contrast to bacterial ACP whieb appears to 

consist of four units of equal size. AGP has also beeii shown to be produced in 

cyanobacteria and in algae, where its tetrameric structure is similar to that it) plants, i.e. 

30 two large and two sroall sub-units, rather than the bomotetTameric structure
 found in 

ordinary bacteria. 
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Because of the con-driercial irnportance of starch, primai fly as a foodstuff but also 

as an juipo.rtaot industrial chemical, much work lias been done to isolate and c.baiacterize 

the nucleic acid encoding AGP. Plant AGP consists of two different proteii) subunits. 

in maize endospemi, AGP is eacoded by the Shrm*r-n-2 (Sh2) and 13r-ittle-2 (W) genes 

5 (.8have er al., 1990 and Bac et al- 1990). Sh2 encodes the large subunit having a 

predicted molecular weight of 57,179 Da, while )W encodes the small subunit having a 

moleculAr weight of 52,224 Da, The isolation of nucleic aci-is encoding, ACFPs from 

various other plants has also been reported: the small subunit cDNA (Anderson et al., 

1989) and die genomic DNA (Andeson et al., 1991) from nce; the small and large 

10 subunit cDNAs from spinach leaf (MoTell et al., 1988); and tLe small and large subunit 

cDNAs from potato tuber (Muller-Rober et al., 1990; and’NAata et al., 199 1). 

Moreover, work has beep done to alter PLGP expression in plants in order to 

regulate starch synthesis. EP 455,316 provides a plasmid that comprises a DNA 

encoding AGP placed in an inverted orientation, which results in the transcription of the 

15 anti-scuse mRNA in a host plant. The patent shows that transgenic potatoes Comprising 

the plasmid has reduced AGP activity and reduced starch conc/zntration compared to non-

transformed plants. U.S. Patent No. 5,173,693 discloses a method of increasing sucrose 

content of pea plant by suppressing or reducing the expression of either or both subunits 

of AGP. TI)c method compn’se,% transforming a pea plant with a plastrild comprising 

20 nucleic acid encoding the Sh2 subunit or the B92 or both subuidts in antisense orientation 

to the promoter and the tenninator. 

In contrast,’U.S. Patent No. 5,977,437 teaches a method of increasing the rate and 

/or yield of starch production in a plant comprising introducing into a plant, a nucleic acid 

encoding barley endosperm AGP operably linked to a plastid transit peptide. ET 634,491 

25 discloses a method of decreasing oil content in seed by increasing the amount of starch 

comprising transforming a plant cell with a nucleic acid comprising a promoter, and a 

DNA encoding a fusion protein comprising an ainino terininal plastid transit peptide, an 

ACiP enzyme, and a 3’ noii-tratislated transcription ten-nination sequence, obtaining 

transformed plant cells, and regenerating transformed plants from the transformed plant 

30 cells. finally, U.S. Patent No. 5,792,290 discloses the nucleic acid encoding wheat AGP 

and teaches insertiTig extTa copies of the AGP gene into a plaat genotne by transformation 
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to eahance starch production and inserting the complement of the rnRNA encoding the 

endogenous AGP to reduce starch production. 

The maize endosperm is the site of most starch deposition during kernel 

development. A2 and Bt_7 nialze endospenn inuranLs have greatly reduced starch levels 

corresponding to deficient levels of AGP activity. Mutations of either gene have been 

shown to reduce AGP activity by about 95% (Tsai el aL, 1966; Dickinson et al., 1969). 

Lack of AGP and a decrease in starch levels compared to that of tbewild-type endosperm 

resultmi shrunken, brittle, and/or collapsed kernels at seed maturity. Farthermore, it has 

been observed that enzymatic activities increase with the dosage of functional wild-type 

10 Sh2 and Bt2 alleles, whereas nintant enzymes have altered kinetic properties, 

AGP is the rate limiting stcp in starch biosynthesis in plants. Stark et al. placed 

a mutant forni of E. coli AGP in potato tubey and obtained a 35% increase in starch 

content (Stark et al., 1992). AG? is an allosteric. enzyme, i.e. its activity is regulated 

through the bindilig of an effector to an allosteric site. In plants, the positive effector of 

is 

AGP is 3-pbosphoglycefate (3 -PGA), and the negative effector is phosphate (Dickinson 

et al., 1969). Inhibition of AGP by phosphate is likely the largest limitation on starch 

blosynthesis in plants (Giroux et al., 1996). 

Giroux el al. (1996; U.S. Patent Nos. 5,872,216 and 5,599,619, each of which 

is hereby incorporated by reference in their entireties) used in vivo, site-specific 

20 inutageriesis to create short insertion inutations in a region of the gene known to be 

involved in the aLlustetic regulation of AG?. Single mutations of the SIL2 gene containing 

an imertion of an additional tyrosine or serine residue reduced total.AGP activity and the 

amount of SH2 protein- A specific revertant containing ati additional tyrosine residuc 

and an additional seline residues increased seed weight 11-18%. This later revertant were 

25 narned "A2-mlRev6" (this gene is designated as "W-Rei,6" herein). Giroux el al. 

(1996) also found that the increase in seed weight of the Sh2-m IRM was not solely 

attributable to an increase it, starch content, although there was an incr&-ise in the absolute 

starch contci)t in the variant expressing Sh2-m]RM. Giroux ci aL (1996) suggested that 

the enhanced starch synthesis caused by Rev6 creates a stionger sink within the seed 

30 leading to iricreased -synthesis of other seed cornpOilentS. MuLations in AGP conferring 
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increased beat stability to a plant expressing the n3utarit AGP at -. disclosed in U.S. Patent 

No. 6,069,300 and published PCT application WO 99/58698-

Modulatioji of the sink strength of a plant is one of the niethods to increase 

harvest yield. The leaves and other green tissue active in phot.)synthe,;is are commonly 

5 referred to as the "source", and those parts in which storage occurs are referred to as the 

Itsink". In cereals such as inaize, rice, and wheat, the priniarysink is the eDdosperrn, and 

individual seed weight is the primary determinant of the yieid of com (Duvick et ol., 

1992). As evidenced by Giroux et at (1996), rendering the maize endosperm AGP 

insensitive to phosphate inbibition, increases individual seed Nycight without dramatically 

10 affecting stexch content (U.S. Patent Nos. 5,650,557 and 5,872,216). 

Over the years, the desire for bigh biological yield has aroused an interesi ir) 

magipulatingplant structure in order to obtain plants wher-e the economically useful part 

forms are as large a proportion of the plaut as is consistent with acceptable plant vigor 

and health. Attempts to increasc yield by altering the relative contribution of the differetit 

is components of grain or kernel yield, such as cars or heads per plant, grains per head 01-

kernels per car, grain size or kernel size, etc., have proven umuccessful. because increwies 

in one component tend to be accompanied by reductions in anoth. er (Wilson, 0. (198 1) 

Elapt Breedj=�U. K. Frey Edited, Iowa, Iowa State University Press, page 255). 

However, yield increases due to an increase in the proportion of grain relative to 

20 vegetative parts have been comi-nort in the cereal crops (Wilson, D.(1981)Pjanthrecding 

K. Frey Edited, Iowa, Iowa State University Pr m,, page 255). 

Langer and Hill (Langer, R- H. M. and Hill, G- D. (1991) A-’n?cultual-Plants. 

SccoDd Edition. Cambridge, Cambridge University Press, page 341) state that higher 

yields can be achieved by improving the Harvest Index (W 1), since V11 links, biological 

25 yield (Ybi.1) and econornic yield (Y,,.) in the following ma-.mer : 

Y?j.j x Ml ? Y""’ 

It is pointed out that treatxnent .. s, affectingHI will also affect Ybj,, but not necessarily to the 

sarne extent or in the smue direction. For instance, in cereals it is possible to increase 

biological yields by -applying nitrogen at high population densities In the presence of 

30 adequate water. The expected result is heavy vegetative growth, but reduced light 

transmission into the canopy, poor p-ain set and development will lead to a low Barvest 
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1ndex. In contrast, short-strawed cereals are ebaracterized by greater Harvest Index. 

Short, erect cultivars of nice yielding 4-5 t ha’ have been shown to bave a Harvest Jndex 

of about 0.53 to 0-56, conipared with 0.39 to 0.42 for tall, leafy cultivars with a gTain 

yield of about 2.4 t ha" (Langer, R. H. M. and Hill, G. D. (1991) Agdgultural Plants, 

Second Edition, Cat-abridge, Cambridge University Press, page 34 1). Likewise, ill wheat, 

the dwarf and semidwarf viltivars emanating front the Mexican plant breeding progjam 

have a higher Harvest Index. However, short plants may also produce little grain. Tbus, 

it is necessary to assess both the biological yield arid Havvest tridex in plant breeding 

programs. 

The present invention provides a meftd of increasing the seed production and 

the biomass production o1plailts- More specifically, this lnvei6on provides transgenic 

plants which have increased total seed number, increased individual seed weight, 

increased total seed weigbt per plant, as well as increased above- ground plant biorness, 

and an improved Harvest index when compared to non-transgenic plants of the salne 

genetic backgrowid. The production of plants with increases in all of these parameters 

as the result of a traiisgene is quite unexpected in view of non-nal source/sink 

relatiousbips in plants. 

larief.SurrlrnWZ? of the Ilivention 

20 This invention provides methods of producing plants wbicli have improved plant 

production, both plant seed production arid plant bloinass production. This invention also 

provides the plants produced by the disc)osed methods, wherein the plants are 

rno3iocotyledonaus plants and dicotyledonous plants. 

Jqore specifically, this invention provides methods for increasing the, number of 

25 seeds produced by plants, increasing the biomass produced by plants? or increasing the 

ijarvest Index of plants by introducing into such plants a nucleic acid operably linked to 

a promoter, wherein the nucleic acid is that of SH2-REV6-HS (SEQ ID NO: 3), a nucleic 

acid which bybridizes with SH2-RE116-HS under high stringency conditions arid encodes 

a polypeptide that retains biological aUivitY of the protein S112-REV641S (SEQ ID NO: 

30 4), a fragmerit of SI-12-REV6-HS encoding a peptide that rctains biological activity of 

SH2-REV6-HS, a jiucleic acid encoding a polypeptide cotuprising SEQ ID NO-A or a 
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fragment thereof that retains biological activity of S142-REV6-HS, or a nuclt?ic acid 

encoding an Sli2HS or an S142RTS polypeptide. Preferably, the SH2H.S’ polypeptide is 

the SHMS33 polypeptide. The methods fuither ii3clude growl-lig the plant-, produced by 

such n)etho&,. The pmsent invention also includes the plants produced bysuch iliethods. 

5 The methods of the present invention are applicable to monocotyledonous plants, 

such as rice, wheat, barley, oats, sorgbum, and millet, and dicotyledonous pLauts, such 

as peas, alfalfa, birdsfoot trefoil, chickpea, chicory, clover, kale, lentil, prairie grass, 

small burnut, soybean, and lettuce. 

This invention also provides methods of incrmsig the Rag leaf weight of 

10 monocotyledonous plants by introducing into such plants a nuclelo acid operably.linked 

to a promoter, wherein tht: nucleic acid is that of SI-12-REV6-HS (SEQ ID NO: 3), a 

nucleic acid which hybridizes with SH2-REV6-HS under high suingency conditions and 

encodes a polype-ptide diat retains biological activity of the protein SH2-REV6-14S (SEQ 

ID NO: 4), a fragment of SH2-REV6-,ffS encoding a peptide that retains biological 

15 activity of SR2-REV6-HS, a nucleic; acid encoding a polypeptide comprising SEQ IID 

NOA, or a fragment thereof that retains biological activity of SH2-REV6-HS, or a 

uucleic acid encoding an S.H2HS or an S82RTS polypeptide. Preferably, the SH2HS 

polypeptide is the SH2HS33 polypeptide. The methods further include growing the 

plants produced by such methods. The present invention also includes the plants 

20 produced by such methods. 

The invention also provides methods of increasing the nurnbeT of seed heads 

produced by monocotyledonous. plants by introducing into sucli p1wts a nucleic. acid 

operably linked to a promoter?, wherein the nucleic acid is that of SH2-)ZEY6-HS (SEQ 

ID NO: 3), a uucleic acid which.hybridizes with S112-RE V6-11S under high stringency 

25 conditions and encodes a polypeptldv tliat retains biological activity of the protein SH2-

REV6-HS (SBQ ID NO. 4), a fragment of SH2-RE V6-HS epcoding a peptide that retains 

biological activity of SH2-REW-HS, a nucleic; acid encoding a polypeptidc comprising 

SEQ ID NO.4, or a fragment thereof that retains biological activity of SH2-RF-V6-HS, 

or a nucleic acid encoding an SI-12HS or an SH2RTS polypeptide. Preferably, the- SH21AS 

30 polypeptide is the SH29S33 polypeptidc. The methods further include growing the 
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plants produced by -such methods. The present invention also includes the plants 

produced by such methods. 

The invention also provides methods of increasing two or more traits of 

dicoty[edonous plants by introducing into such plants anucicic acid operably linked to 

a promoter, wherein the nucleic acid is that of SI-12-RE, Y6-11S (SEQ ID NO: 3), a nucleic 

acid which hybridizes with SH2-REV6-HS under high stringency conditions and encodes 

a polypeptide that retains biological activity of the protein SH2-’.REV6-HS (SEQ ID NO: 

4), a fragment of .5H2-REV6-HS encoding a peptide that retains biological activity of 

I ,M2-R_EV6-14S, a nucleic acid encoding a polypeptide comp-.1sing SEQ ID NOA, or a 

to fragment thereof that retains biological activity of SH2-REV641S, or a nucleic acid 

e)icoding an SH2HS or an SI-12RTS polypeptide. Preferably, the SHMS polypeptide is 

the SH2HS33 polypeptide. The niethods further include growing the plants prod"ced by 

such methods- Thepresent invention also includes the plants produced by such Methods. 

The invention further provides inctbods of increasing tbe yield of two or more 

15 traits of monocotyledonous plants by introducing into such plants a nucleic acid operably 

linked to a promoter, wherein the nucleic acid is that of SH2-REV6-HS (SEQ ID NO: 3), 

a nucleic acid wbich hybridizes, with SH2-REV6-HS under hig?.) stringency conditions and L4 

encodes a polypeptide tbat retains biological activity of the protein Sli*2-REV6-HS (SEQ 

10 NO: 4), a fragiiient of SH2-REV6-HS encoding a peptide that retains biological 

20 activity of SH2-nV6-HS, a nucleic acid encoding a polypeptide comprising SEQ ID 

NOA, or a fragment thereof that retains biological activit-i of SI-12-REV6-HS, or a 

imcleic acid encoding an StUHS or an SB2RTS polypeptide. Preferably, the SHUfS 

polypeptide is the S.142HS33 polypeptide. The methods further include growing the 

plants produced by such methods. The present invention also includes the plants 

25 produced by such methods. 

The present invention further includes crossing the plants obtained by the above-

inetbods, to one or more other plants and harvesting and growing the seed which is 0 

produced as a result of making the crosses. 

TI).e present invention further includes harvesting seed which produced by selfing 

30 the plants obtained by the above methods and growing the ?arvested seed. 
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-nic present invention provides plants wbich include a nuclere acid encoding the 

arnino acid sequence of’,SU2-REV6-HS (SEQ ID NO: 4), or a fragment tbereof that 

retain,% biological activity of SH2-.RJ---V6-HS, 

7 Me present invention provides plants which include a nuclele acid encoding the 

5 ammio acid sequence of an SH2HS or an SH2RTS protein, or a fragment thereof that 

retains biological activity of an SI-12HS or an SH2RTS protein. In a prefei-red 

embodiment, the SH21-IS polypeptide has the amino acid sequence of SHMS3.1. 

Brief Description of the Drawing 

10 Figure 1. shows a Northem blot analysis of Sh2-Rev6-HS transgenic nice lines. 

Detailed Dgscril2tion Qf the Inventio 

1, Definit 

As used herein, the term "AGP" means ADP glucose pyropbospboryi-ase-

15 As used herein, the term "allele’means any of several alternative fortus of a gene. 

As used herein, the term "biological activity" means any ftmetional activity of an 

SH2 mutant polypeptide; of the invention, such as the SH2-REV6, S112HS33, and S112-

REV6-HS polypeptides. The (unctional activity of the subject polypeptides Includes but, 

is not limited to, increasing total seed ournber, increasing individual seed weight, 

20 increasing total seed weight per plant, increasing above-gro-und plant biomass, increasing 

Harvest Index, and phosphate insensitivity, and increased heat stability. 

As used herein, the terni "Bt2" means the Brittle-2 gene encoding the small 

subunit of AGP. As used herein, the term "W" means a mutant form of the Bf2 gene, 

which renders the kernels of corn brittle in texture upon drying. 

25 
1 As used herein, the term "cereal" means, depending on the context, either: 1) a 

lo^ft 

grass plant, such as corn, or 2) the grain of a grass plant. 

As used herein, the term "crop planC’means any plant grown for any conanercial 

purpose, biciuding, but not limited to the following purposes. seed production, grain 

production, bay production, ornamental use, fniit production, bei ry production, vegetable 

30 production, oil production, protein production, forage production, silage, animal grazing, 

golf courses, lawns, flower production, landscaping, crosion control, green nianure, 
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improving soil tiltivl).ealth, producing pharmaceutical products/drugs, producing food 

additives, srnoking products, J)Ulp production and wood production. Particuhir crop 

plants of interest to the present invention include, but are not limited to, wheat, rice, 

maize, barley, rye, sugar beets, potatoes, sweet potatoes, soybeans, cotton, torriatoes, 

5 canola and tobacco. 

As used herein, the term "cross pollination" or "cross-breeding" means the pollen 

of one Power on one plant is applied (artificially or naturally) to the ovule (stigma) of a 

flower on another plant. 

As used herein, the term "cultivar" mearis a variety, strain or race of plant which 

10 has been produced by horticultural or a&Tonomic techniques aud is not normally found 

in wild populations. 

As used herein, the terms "Dicotyledoneae", "dicotyledonous", "dicotyledoiV’ or 

"dicot" are synonymous and mean any of vaiiaus fl. Gwening plants having two embryonic 

seed leaves or cotyledons that usually appear at gerniination. ]Examples include, but are 

15 not limited to, tobacco, soybeans, potato, sweet potato, radish, cabbage, rape and apple 

trees. 

As used.herein, the term "flag leaf’ refers to the uppermost leaf on a fruiting 

(fertile) culm; the leaf immediately below the inflorcscence or seed head. 

As used herein, the term "genotype" means The genetic makeup of an individual 

20 cell, cell culture, plant, or group of plants-

As used herein, the term "graijP means, depending on its context, either: I) the 

cereal grasses considered as a group, or 2) the fruit of one or more of the cereal grasses. 

As used herehi, the terms "grass" or "grasses" mean a plant belonging to the 

fami ly Poaceae. 

25 As used herein, the term "Harvest Index" is the proportion of total plant mass 

harvested. It is the ratio of weight of grain/ (weight of grain plus weight of plant). This 

is identical to HI as discussed elsewhere herein (see, also, Lariger and Hill, 1991), 

whericin HI links biological yield and economic yield, and HI Is the ratio of economic 

yield/biologicaJ yield. The economic yield (YL,..) Is the weight of grain, while the 

30 biological yield (Y?j,,,) Is the weight of grain plus weight of plart’t. The weight of grain Is 

I synonymous with the total seed wcigbt. 
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As used herein, the term "heterozygote" means a diploid or polyploid individual 

cell or plant having different alleles (forrris of a given gene) at least at one locus. 

As used herein, the term "heterozygous" means the presence of different alleles 

(forms of a given gene) at a particular gene locus. 

5 As, used herein, the term "homozygote" means an individual cell or plant having 

the saime allelcs at one or more loci. 

As used herein, the term "homozygous" means the pi-eience of identical alleles 

at one or more loci in homologous chromosomal segments. 

As used herein, the term "hybrid" means any individual plant resulting from a 

I o cross betweeD parents that differ in one or more genes. 

As used herein, the term "inbred" or "inbred line" i0cans a relatively true-

breeding strain. 

As used hereiri, a nucleic acid molecule is said to be "isolated" when the nucleic 

acid molecule is substantially separated from contaminant nucleic acid encoding other 

15 poly.peptides ftom the source of nuclelc acid. 

As used herein, the term "line", -when directed to a type of plant, means self- or 

cross- fertilizing plants and single-line facultative apomicts, having largely the same 

genetic background, that are similar in essential and distinctive characteristics. 

As used herein, the term "locus" (plural. "loci") rucans any site that has becu 

20 defined genetically. A locus may be a gene, or part of a gene, or a DNA sequence that 

has some regulatoryrole, and may be occupied by different sequences, 

As used herein, the term "mass selection" means a form of selection in wb.icb 

individual plants are selected and the next generation propagated from the aggregate of 

their seeds. 
U,10, 

25 As -used herein, the terms ’Nonocotyledoneae", "ril000cotyledono 
" 

4’monocotyledon" or 14monocot" aye synonymous and mean any of various flowrring 

plants having a single cotyledon in the seed. Examples of monocots include, but are not 

limited to, rice, wheat, barley, maize and filties. 

As used herein, -the terin "Northern Blot" refers to the analysis of RNA by 

30 t;lcctrophoresis of RNA on agarose gets to fi-actionate the RNA according to size 

followed by transfer of the RNA from the get to a solid suppo.-t, such a,- nitrocellulose 
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or a nyloji membrane. The immobilized RNA ’is then probud with a labeled probe to 

detect ]RNA species complementary to the probe used. Northern blots are a standard too] 

of molecular biologists (Sarnbrook ei al., Molecular Cloning: 6 Lab-oraWly Mantral, 2nd 

edition, Cold Spring If arbor Laboratory Press, 1985). 

5 As used herein, the term "open pollination" meaDs a plant population tbat is freely 

exposed to some gene flow, as opposed to a closed one in which there is an effective 

barrier to gene flow. 

.As USed herein, the terms "OPM-POIlinated population" or "open-Pollinated 

variety" mean plants normally capable of at least sonle cross-fertilization, selected to a 

10 standard, that may show variation but that also bave one or wore gej)otypic or phenotypic 

characteristics by which the population or the variety can be differentiated from others. 

A hybrid whi4 has no barriers to cross-pollination is an open-pollmiated population or 

an open-pollinated variety. 

As used herein, the terra "ovule" i-neans the fernale gametophyte, whercas the 

15 term "Pollen" means the male gametophyte. 

As used herein, the term. "phenotype" means the observable cbaracte.rs of an 

individual cell, cell culture, plant, or group of plants which results froru the interaction 

between that individual’s genetic makt;up (i.e., genotype) and the environment. 

As used berein, the term "progcny" rileans the dcsceudatits of a particular plant 

20 (self-cross) or pair of plants (crossed or backcrossed). The descendants call be of tile F,, 

the F, or any subsequent generation, Typically, the parents are the pollen donor and the 

ovule donor wbich are crossed to make the progeny plant of this invention. Parents also 

refer to F, parents of a hybiid plants of this iDvention (the F, plants). Finally, parents 

refer to a recurrent parent which is backcrossed to hybrid plants- of this invention to 

25 produce another hybrid plant of this invention. 

As used herein, the term "Polymerase Chain Reaction" is synonymous with 

›PCR" and refers to techniques in which cycles of denaturation, annealing with 

oligonucleotide primers, and extension with DNA polymerase, are used to amplify the 

number of copies of a t.arget DNA sequence. 

30 As used herein, the term "revertant" refers to a rrlutaWd Sh2 gene (i.e., mutated 

relative to the wild-typc Sh2 gene) wherein the mutant results in a wild-type kernel 

J?) -?E 
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phenotype (i.e., a plump seed, not a shrunken seed like the phenotype displayed by the 

mutant sh2sh2 genotype). A revertant genotype would have more AGP activity than a C, 

.Yh2sh2 genotype and may have either more or less AGP activity than a wild-type Sh2 

genotype. Typically, the revertants have a wild-type seed phenotype with at least around 

5 30% AGP activity compared to that of a normal (f.e., non-revertant), wild-type. In some 

ins-lances, the term "revertaxit" may refer to the cell or plant which contains the Mutated 

Sh2 gene. 

As used herein, the term "nice" rneans any Ory-za species, including, but not 

limited to, 0. sativa, 0. glaberrima, 0. perennis. 0. nivara. and 0. breviligulara. Thus, 

10 as used berein, the term "rice" means any type of rice including, but is not limited to, any 

cultivated rice, any wild rice, any rice species, any intra- EUAd inter-species rice crosses, 

all rice varieties, all rice genotypes and all rice cultivars. 

As used herein, the term "self pollinated7or "self-pollination" means the pollen 

of one flower on one plant is, applied (artificially or naturally) to the ovule (stigma) of the 

15 saine or a different flower on the same plant. 

As used bereiri, the term "W" refers to the Shrunken-2 gene encoding the large 

subunit of AGP. Sometimes, the term may refex to the cell or plant which contains the 

Sh2 genotype. 

As used herein the term "W" means a mutaut form of the SW gene, which 

20 renders the kernels of corn shrunken or collapsed upon drying. Sometimes, the term may 

refer to the cel I or plant whicl) contains the sh2 genotype. 

As used herein, the term "Sh2hs" refers to mutants of the Shrunken-2 gene Wbich 

encode heat-stable variants of maize endospenn AGP. Sometimes, the term may refer 

to the cell or plant which conta?ns the Sh2hs genotype. The term "SH2HS" refers to 

25 polypepticles encoded by Slj2hs, A preferred embodiment contemplated by tbe sabject 

invention is the Sh2lm,33 gene which encodes the polypeptide referred to herein as 

SH2HS33. The S.142HS33 polypeptide contains the 1-IS33 mutation disclosed in U.S, 

Patent No. 6,069,300 and published PCT application WO 99/59698- Other embodiments 

contemplated for use in the methods of the present invention include, but are not limited 

30 to, Sh2hs13, Sh2hs14, Sh2hsl 6,Sh2hs-39, Sh2hs40, and Sh2hs47 polyriucleotides. which 

encode the polypeptides referred to herein as SH2HS13, SH2HS14, SH2HS16, 
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S S H2HS39, SH2HS40, and S.H2HS47, respectively. The S112HS13, SH2HS14, 

SH.214S16, SH2HS39,,SH2HS40, and S’H2HS47 polypeptides coDtain the HS13, HS14, 

HS16, KS39, HS40, and HS47 mutations, respectively, that are disclosed in U.S. Patent 

No. 6,069,300 and published PCT application WO 99/58698. 

As used herein, the terrn "Sh2ris" refers to temperature strisitive reverlant mutants 

of the Shrunken-2 gene which encode beat-stable variants of nialze endosperm ACIP. 

Sometimes, the term inay refer to the cell or plant which contains tile Sh2rts genotype. 

The term "SH2RTS" refers to polypeptides encoded by Sh2rLg. Examples of 

embodiments contemplated for use in the Methods of the present invention include, but 

are not limited to, Sh2rts48-2, and Sh2rts60-1 polyAucLeotides whicb encode the 

polypeptides referred to herein as SB2RTS48-2 and SH2RTS60-1, respectively. The 

SH2RT S48-2 and the SH2RTS60-2 polypeptides contain tile RT$48-2 and RTS60-2 

mutations, respectively, disclosed in U.S. Patent No. 6,069,300 and published PCT 

application WO 99158698. 

As used herein, the term "Sh2kY33" refers to a single point inutation in Sh2 which 

increases the stability of maize endosperm. AGP through enhanced subunit interactions. 

The rautatiori is a change ftorn 14is-to-Tyr at arnino acid position 333 (Greene and 

Hannah, 1998). Sou.ictilyies, the term May refer to the Cell or plant which contains the 

Sh2hs33 genotype. 

As used herein, the terrn "Sh2-RevV is synonymous with "Sh2-ml-Rev6" and 

refers to variants of the Sbrunketi-2 gene. The polypeptide product of Vbe Sh2-Re_V6 gene 

contains two additional amino acids, tyrosine and serine, inserted between amino acids 

494 and 495 of the wild-type Sh2 polypeptide. Maize endosperni encoded by Sh2-Rev6 

expresses an AGP that is insensitive to phosphate and results iD an increased seed weight 

in maize (Giroux el al., 1996; U.S. Patent Nos. 5,650,557 and 5,872,216). Sometimes, 

the term may refer to the cell or plant which contains the SW-flev6 genotype. 

As used herein, the term "Sh2-ReO-HY is synonymous with "Sh2-m IReV6-HS›

and refers to a beat stable variant of the Sh2-Rev6 gene, wberein His is replaced by Tyr 

at position 333. Sometimes, the term may refer to the cell or plant whicb contains the 

SW-Rev6-HS genotype. The HS33 mutation of maize AGP, along with other inutations 

confening heat stability, are disclosed in U.S. Patent No. 6,069,300 and published PCT 
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application WO 99/58698 and are specifically contemplated for use -in the methods of the 

present invention. 

As used herefti, the term "Sh2hs33" refers to a specific heat stable genetic variant 

of Sh2, The variant contains a His to Tyr matation at position 333 of the wild-type maize 

5 Sh2 gene (Greene and Hannah, 1998). The mutatioli renders d).e maize endosperm AGP 

activity heat-stable. Sometimes, the term may refer to the Cell. Or plant which contains 

the Sh2hs33 genotype. - 

As used berein, the phrase "sluunken and brittle" describes the morpliology of 

specific types of kernels of a com. In a brittle and shrunken kernel, the endosperm is 

Io gTeatly collapsed. The endospemi before drying is like a fluid-filled sac that develops 

with little starch. On drying, the kernel shrinks and collapses Into an angular structure 

with marked concavities and brittle texture (Coe et al, 1988). 

As used herein, the term "synthetic" means a set of progenies derived by 

intercrossing a specific set of clones or seed-propagated lines. A synthetic may contain. 

15 mixtures of seed resulting from cross-, self-, and sib-fertilization.. 

As used herein, the terms "T,, T, T3, - . ." refer to the succeeding genenations of 

cells or plants tracing back to a particular tissue culture-derlived or transformed cell lille 

designated as T,,, or the parental generation. As regards p1mits, the plants produced 

directly fi-om the transfonned cells are referred to as the T’, generation. The seeds 

20 produced by selfing the T, generation plants are referred to as tlli-? T, seeds. When the T, 

seeds are germinated, the resultiDg plant,,; are referred to as the T, generation or the T, 

progeny. Seeds produced by the T, generation are referred to as the T2 seeds. 

As used herein, in grasses, the term "tiller" means a lateral shoot arising at ground 

.level. Each of the tillers, that were courited in the present stud ics had a head on. the stem 

25 of the shoot. 

As used herein, the tenn "transformation" means the transfer of nucleic acid (i.e., 

a nucleotide polyiner) into a cell. As used herein, the tenn "genetic transformation" 

ineons the transfer and incorporation of DNA, especially recoinbinaDt DNA, into a cell. 

As used herein; the term 11transgitnic" means cells, cell cultues, plants, and 

30 progeny of plants wbich have received a foreign or modified micicic acid sequence by 

one of the various methods of transformation, wberein the foreign or modified nucleic 
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acid sequt;nce is from the saa.-ie or differciA species than the species of the plant receiving 

the foreign or modified nucletic acid sequence. The 
fareigam or modified nuclele, acid used 

to produce such transgenic cells, cell cultures, plants and progeny of such plants includes 

genes, gene fragments as well as nucleic acid sequences which code for a product which 

5 has at least one biological activity or functio.o. As used herein, the terms "transgenic 

plant" and "transformed plant" are synonymous, as are the terins "transgenic line" and 

"transformed line". As used herein, the phrases "correspondiDg non-transgenic plant" 

and "corresponding tioiri-tTansgenic line" refer to the cells, cell cultures, plants and 

progeny of plants wbich did not receive the foreign or modified gene which the 

’jo 

transgenic" cells, cell cultures, plants, and progeny of plants which did receive the 

foreign or modified gene. 

As used berein, the tenu "variety" means a subdivision of a species, consisting 

of a group of individuals within the species which are distinct in form or function from 

other similar arTays of individuals. 

15 As used berein, the term "wheat!’Tneansany Triticum species, including, but not 

limited to, T. aeslivum, T. nionococcum. T tauschii and T. turgidu7n. Thus, as used 

herein, the tenri "wheat" means any type of wheat including., but is not limited to, any 

cultivated wheat, any wild wheat, any wheat species, any intra- and inter-species wheat 

crosses, all wheat varieties, all wheat genotypes and all wheat cultivars. Cultivated 

20 wheats include, but are not limited to, einkorn, durum and common wheats. 

As used herein, the term "wild-type" refers to the naturally occurhng allele of a 

particular gene. Sometimes the terms refers to the cell or plant conmining the wild-type 

alleles of the particular gene. 

25 11. Nucleic Acids EneDiding SijZ-R-e-v-6-aad-S-h-2---Eg�v6--HS 

Giroux et al. (1996) isolated and sequenced gertornic DNA and c DNA encoding 

W-Rev6. The nucleotide sequence of Sh2-Rev6 is provided in SEQ ED NO: I and the 

ainino acid sequence of SH2,REV6 is provided in SEQ W NO: 2 (see, also, U.S. Patent 

No. 5,650,557 and U.S, Patent No. 5,972,216). Com seeds that contain at least One 

30 functional Sh2-Rev6 allele have been deposited with the American Type Culture 

Collection (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 USA, on May 16, 
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1999 and assijpied accession number ATCC 97624 (see, columo 5 of U.S. Patent Nos. 

5,650,557 and 5,872,216). 

Sh2-Rev6 was fin-ther modified by altering His to Tyr at amino acid position 3 33 

to produce the variant Sh2-Rev6-RS (Greene and Hannah et al., I 998;U.S. Patent No. 

6,069,300). The nucicotide sequeuce of Sh-7-Rev6-HS is provided in SEQ ID NO: 3 and 

the amino acid sequence of SH2-REV6-HS is provided in SEQ ID NO- 4. 

As used herein, Sh2-Rev6, Sh2hs33, and W-Rev6-HS include the specifically 

identified and characterized variants herein described as well as allelic variants, 

conservative substitution vanants and bomologues, that can be Isolated/generated and 

characterized without undue experimentation following methods well known to one 

skilled in the w-t-

Hornology or ide.ntity at the amino acid or nucleotide level is determined by 

BL&ST (Rasic Local Alignment Search Tool) ana)ysis using the algorithm employed by 

the programs blastp, blastn, blastx, tbiastn and tblastx (Karlin er al., 1990, Proc. Ngd. 

Aca.d. Sci. USA 87, 27.(4-2268 and Altschul, 1993, J. Mol. Evol.36, 290-300, fully 

incorporated by reference) which are tailored for sequence similarity searching. The 

approach used by the BLAST prograin is to first consider similar segments between a 

query sequence and a database sequence, then to evaluate the statistical significance of 

all matches that are identified and fivally to surninarize only those watches which satisfy 

a preselected tbreshold of significance. For a discussion of basic issues in similarity 

searching of sequence databases (see Altschul el al., 1994, Nature QgZgti?s- 6, 119-129 

which is fully incorporated by reference). The search parameters for histogram, 

descriptions, alignments, expect (i.e., the statistical significance threshold for reporting 

matebes. against database sequences), cutoff, matrix and filter are at the default settings-

The default scoring matrix used by blastp, blistx, Wastri., and tblastx is the 

BLOSUM62 matrix (Henikoff et al., 1992, Proc. Nad. Acad. Sci. USA 89, 10915-10919, 

fully incorporated by reference). for bIa3tn, the sconing matrix is set by the ratios of M 

(i,e., the reward score for a pair of matching residues) to N (i.e., the penalty score for 

mismatching residues), wherein the default values for M and N are 5 and -4, respectively. 

30 The tenns ",’W-RM genes," "Sh2-RM-HS genes," and "Sh2h.03 genes" include 

all allelic variants of the W-Rev,6 genes, Sh2hs33 genes, and SIO-RM-HS genes
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exemplified herein, wherein such allelic variants code for protellis which result in olie or 
more of the same physiological Oaracteristics as those of the proteins produced by the 

SU-Rev6, Sh2h333, and Sh2-Rev6-HS genes disclosed herein, 

The W-.Rev6, Sh2h,03, and W-Rev6-HS nucleic acid moleculcs or fragments 

thereof utilized in the present invention may also be synthesized using methods known 

in the art. It is also possible to produce the molecule by genetic engineering techniques, 

by constructing 
- 
DNA using any accepted technique, cloning th?; DNA in an expression 

vehicle and transfectmIg the veli;cle ;n10 a cell whiA Will A?pf‘49,4 ?9 Rfl2_QEVg, 

SH2HS33, and SH2-REV6-HS proteins. See, for example, the methods set forth in 

10 Sambrook et al., Molecular QoWng: A Laboratoa Manual 2iid edition, Cold Spring 

Harbor Laboratory Press, 1985. 

It is understood that all polyaucteotides encoding all or a portion of 1he 

polypeptides of the present invention, such as the SH2-REV6, SH2HS33. and SH2-

KEV6-HS proteins, are also included herein, as long as they ericode a polypeptide with 

15 one ormore of the functional activities of the subject proteins as set fortb herein. Thus, 

for example, any polynticleotide fragment having the activities of tb? SH2-REV6, 

S112HS33, and SH2-REV6-HS proteins discussed herein are encompassed by the pirsent 

invention. 

Potynucteotide sequences of the M’ventioi.i include DNA, cDNA, synthetic DNA 

20 and RNA sequences which encode polypeptides of the presei.t invention, such as, for 

example, S112-REV6, SI-12HS33, and SH2-R_EV6-HS; proteins. Such polynucleotides 

also include naturally occurring, synthetic and intentionally manipulated polynucleotides. 

for example, such polynucleotide sequences may include genomic DNA which may or 

may not include naturally occurring introns. Moreover, such genomic DNA may be 

25 obtained in association with prornoter regions or poly A sequen"s. As another example, 

portions of the mItNA sequence may be altered due to alternate RNA splicing patterns 

or the use of alternate promoters for RNA transcription. As yt;t another example, Sh2-

Rev6, Sh2hs33, and Sh2-Rrv6-HS polynucleotides may be subjected to additional 

mutations using, for exampie, site-directed mirtagenesis and DNA shuffling. 

30 The polynucleotides of the invention further include sequences that are degenerate 

as a result of the genetic code. The genetic code is said to be degenerate because more 
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tha.n one nucleotide triplet can code for the same amino acid. There are 20 natural amino 

acids, most of which are specified by more than one codon. It will be appreciated by 

those skilled in the art that as a result of the degene.racy of the genetic code, a multitude 

Of DUCleotide sequences, some bearing minimal nuelcotide sequence honiology to the 

5 nucleotide sequences of the subject polyriucleatides. such as Sh2-Rev6, Sh2hs33, and 

Sh2-Rev6-HS, way be utilized in the present invention. Therefore, all degenerate 

nuclotidc sequences are included in the invention as long as the amino acid sequence of 

the subject poly.peptides, for example, the SH2-RF-V6, S142HS33, and SH2-1?FEV6-14S 

polypeptides, encoded by the micleetide sequence are functionally unchanged or 

10 substantially sirnilar in function. The invention specifically contemplates each and every 

possible variation of peptide or nucleotide sequence that could be tna3e by sel ecting 

combinations based an the possible anlito acid=A ClDchoices maJe;n accordance 
I 

with the standard triplet genetic code as applied to 
O’Yrnicicotide

 sequences of the 

invention, as exerriplified by SU-Rev6, Sh2hs33, d Sh2-.Rev6-HS, and all such 

15 variations are to be considered specifically disclosed 
ercin.

 

Also iy3cluded in the invention are fragmer (portions, segm.en.ts) of th 

sequences disclosed herein which selectively hybridize to polynucleotides of the present 

invention, such as, for ex.unple, SU-Rev6, Sh2hs33, and Sh2-Rev6-.H,’9. Selec;tjvc 

hybridization as used herein refers to hybridization under stringent conditioj)N (See, for 

20 example, the technique,-, in Manialis et al- (1989) MaJQC_ular Cloninp-: A Laboratory 

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press), which distinguishes related ftom 

unrelated nucleotide sequences. The active fragments of the inverition, which are 

complementary to mRNA and the coding strand of DNA, are usually at least about I S 

nucleotides, more usually at least 20 nucleotides, preferably 30 nucleotides and mo-re 

25 preferably may be 50 nucleotides or wore. 

"Stringent conditions" are those that (1) employ low ionic strength and high 

temperature for washing, for example, 0. 5 M sodium pbosphate buffer pH 7.2, 1 mM 

EDTA pH 8,0 -in 7% SDS at eithey 65-C or 550C,OT(2) employ during hybfidization a 

denaturing agent sucb as. formamide, for example. 50% (vol/vol) fortnamide VA’th 0. 10% 

30 bovine serum albumin, 0.1% Ficoll, 
0.1% polyviDylpyr.roll8one, 0.05 M sodium 

phosphatebuffer at pH 6.5 with 0.75 M NaCl, 0.075 M sodium citrate at 42"C. A 
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specific example includes the use of 50% formamide, 5x SSC (0.75.M NaCl, 0.075 M 

sodium citrate), 50 rnM sodiurn phosphate (pH 6.8), 0.1% Sodium pyrophosphate, 5x 

Denhardt’s solution, sonicated salmon sperm DNA (50 ??ml), 0. 1% SDS, and 10% 

dextran sulfate at 55’C, with washes at 55’C in 0.2x SSC and 0.1% SDS. A skilled 

5 artisan can readily determine and vary the stringency conditions appropriately to obtain 

it clear and detectable hybridization si?pal. Preferred inolecules are those that hybn’dize 

wider the above conditions to the complements of W-ReV6, SMIS33, and.5h2-,ReV6-1-1S 

and whicb encode a functional protein. 

The present invention utilizes riucleic acid molecules encoding the subject SH2 

10 mutant proteins, such as SR2-RFV6, SH2HS33, and SH2-R.FV6-HS, which hybridize 

with uucleic acid molecules comprising sequences complementary to the subject 

polynucleotides encoding SH2-REV6, SH2HS33, and SR2-REV6-HS under conditions 

of sufficient stringency to produce a clear signal. As used berein, "nucleic acid" is 

00?kl defined as RNA or DNA encodiDg polypeptides of the inventl3n, such as, for example, 

15 SH2-REV6, SH2HS33, and SH2-RF-V6-HS polypeptides, or RNA or DNA sequences 

which are complementary to nucleic acids encoding such peptides, or RNA or DNA 

sequences wbich hybridize to sucb nucleic acids and remain stably bound to them under 

stringent conditions, or RNA or DNA sequences wWcb encode polypeptides sharing at 

least 60% sequence identity, or at least 65% sequence identity, or at le-ast 700/0 sequence 

20 identity, or at least 75% sequence identity, or at least 80% sequence identity, or at leam 

95% sequence identity, preferably at least 90% sequence identity, and more preferably 

at least 95% sequence identity with proteins of the present invention, such as SH2-R.-EV6, 

SH21iS33, and SH2-REV6-HS-

A-? 
The present invention further provides fragmeDts of any one of the t:ncoding 

25 nucleic acids 1-nolecules. As used herein, a fragment of an encoding nucleic acid 

molecule refers to a smal I portion of the entire protein codiDg sequence. The size of the 

flagnIent wfil be determined by the intended use. For example, if the ill-ri-a-g-ment is chosen 

so as to encode an active portion of the protein, the fragment w i’ll neeA to be large =4 

to encode the functional region(s) of the protein. For instance, fragments of the Invention 

30 encode the domains or region-. of the SH2-REV6, SH2HS33, and SH2-REV6-1-IS of the 

present invention which are involved with the allosteric regulation of ACiP. If the 
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fragniem is to be used as a jiucleic acid probe or PCR primer, thell the fi-,jgj3ient length 

is chosen so as to obtain a relatively small number of false positi ve.s during probing and 

primijig. 

Fragments of the encoding ilucleic acid mo lecules of the presew invention (i, e’, 

5 synthetic cligonucleotides) that are used as probes, or specific prjj?iers for the POIYMCTaSe 

chain reaction (PCR), or to synthesize gene sequences encoding pi7oteins of the invention 

can easily be synthesized by chemical techi-tiques, for example, the phosphotriester 

method of Matteucci et aL (1981) J. Am. Chem. Soc. 103, 3185-3191) or using 

automated synthesis methods. In addition, larger DNA segments can readily be prepared 

10 by well known methods, such as synthesis of a gToup of oligonucleotides that deftne 

various modular segments of the gene, followed by ligation of otigonucleotides to build 

the complete. modified gene. 

The encoding nucleic acid molecules of the present Mvenlion way further be 

modified so as to contain a detectable label for diagnostic and piobe purpose,-,. A variety 

15 of such labels are known in the art ai)d can readily be employed with the CDcoding 

molecules herein described. Suitable labels include, but art! not firnited to, biotin, 

radiolabeled nuelcotides and the like. A skilled artisan can employ any of the art kDown 

labels to obtain a labeled encoding nucleic acid molecule-

Modifications to the primary structure itself by deletion, addition, or alteration of the 

20 amino acids incorporated into the pTotein sequence duning; translation can be made without 

destroying the activity of the prowim Such substitutions or other altmations result in proteins 

-Iin -d bavijig au amino acid sequence encoded by a nucleic acid fallifig witl the contemplate 

scope of the present invention. 

25 JU. Isolation of Other Related NucV eic Ac:id Molecules 

As described herrii), the identification and charactaization of the nucleic acid 

molecules of the present invtntion, such as those encoding an SH2-REV6, S142HS33, or 

S142-RIEV&I-IS protein, or a fragment of an SH2-REV6, SWES33, or SB2-RFV6-BS 

prot ic cc a cod r in in e s .ein, allows a skilled artisan to isOIBte DuCle acid mol ules th t en e othe e b T 

30 of the protein family in addition to the sequences hcreiD desci ibed, F111ther, tbe PresentlY 

,disclosed nuct cl olecules that . eic acid molecules allow asIdIledartism to isolate nuc;leic a din 
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encode other members of the family of pi-Qteins ’in addition to the S1-12-REV6, SHMS33. alid. 

S112-REV6-IJS disclosed herein. 

Essentially, a skilled artisan an readily use any one of the amino acid sequences 

disclosed herein to generate antibody probes to screen expression lib.Tanies prepared from 

5 appropriate cells. Typicallypolyclonal antiscruni from marnrnaLR such as rabbits in-aniiiii.zed 

vnth the purified protein or mot)oclonal antibodies can be used to probe a cDNA or genornic 

expression library to obtain the approphate codirig sequencefor other members of the protein 

family. Tle cloned cDNA sequence can be expressed as a fiision proteiii, expressed directly 

using its own control sequences, or expressed by constructions using control sequences 

-0% th nzyn 10 appropriate to the particular host used for expression of e e . e. 

Alternatively, a portion of the coding sequence hemin described can be synthesized 

aud used as a probe to.retrieve DNA encoding a rnember of the protein family from any 

-’ftk? 
organism. Oligotriers containing approximately 18-20 nucleotide.,; (encoding about a six to 

seven arnino acid stretdi) are prepared and used to screen genornic DNA or CDNA librades 

15 to obtain hybridization under stringent conditions or conditions of sufficient stringency to 

eliminate an undue level of false positives. 

Additionally, pairs of oliganucleodde primers art be prepared for use in a polymerase 

chain reaction (PCR) to selectively clone an encoding riucleic acid moICCUIC, A FCR 

denattirelanneal/extend cycle for using such PCR primers is well kjio,,Nm in the art and can 

20 readily be adapted for use in isolating other encoding nucleic acid moiecules. 

IV, FW"u tion-of ingn t J! role Lus 11 s in g a R g g= binan t D-b A fXD_N A) M o I ec u I e 

The present invention further provides methods for producing polypeptides of the 

invention, such as Sli2-REV6, SHMS33, and S142-REV6-11S using the nucleic acid 

25. molecules herein described. in general terms, the production of a recombinant form of a 
’Oft-k 

protein typicaBy involves the following steps’ First, a nucleic acid molecule is obtained that 

encodes, for exarnple, an SH2-REV6, SIUHS33, and SH2-REV6-HS protein, or a fragment 

of an SH2-RIEV6, S.R211S33, and SH2-REV6-HS protein. If the encoding sequence is 

uninterrupted by introns, it is directly suitable for expression in any host. The nuclele acid 

?O molecule is then preferably placed in operable linkage withsaitable control sequences, as 

described above, to form an expression -unit containing the protein open reading frame. ’me 
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expression unit is used to traLsform a suitable host and the =mfbrmed host is cultured under 

conditions that allow the production of tbe recombinant protein. q)tionally the recombinant 

protein is isolated from the medium or from the ceUs; recovery and purificatioii of dic protein 

may not be necessary iii some instances where some impurities may be tolerated. 

Each of the foregoing steps can be done in a variety of ways. For exanipte, die 

desired coding sequences may be obtained frorn gerkornic fragments and used directly iii 

appropriate hosts. The construction of expmssion vectors that are operable in a variety of 

hosts is accomplistied using appropriate replicons and control sequences, as set forth above. 

TUe control sequences, expression vectors, mid transformation tnethods- are dependent on the 

tA,)e of host ce.11 used to express the gene and were discussed in detail earlier. Suitable 

restriction sites can, ifnot normally available, be added to the ends of the coding sequence 

so as to provide an excisable gene to insert into t1mr vectors. A skilled artisan can readily 

adapt any host-expiession system krLown in the art for use with the nucleic acid molecules of 

the invention to produce recombinant protein. 

V. SR2-REW), SIMIIS33-agmd a112-REWR S Proteins 

As used herein, an SU2-REV6, SB2-HS33, and SH2-RI:V6-14S protein rcfers to a 

protein that has the amino acid sequence eDcoded by the polynucleotide of SH2-.P-EV6, 

SB2HS33, and SH2-REV6-14S, allelic variants thereof and conservative substitutions thereof 

that bave SH2-MV6, SH2HS33, and SH2-RCV6-1-IS activity. In addition, the polypeptides 

utilized in the present nivention include the protem encoded by SH2-REV6, SI-12HS-33, and 

Sj-j2-R,PV6-HS, as well as polypeptidLs mid fragments, particularly those which have the 

biological activity of SH2-REV6, SH2HS 3 37 and SIU-REW-HS and also those which have 

at least 65% sequence identity to the POIYPtPtide$ encO&d by SR2-REV6, S.H2HS33, and 

SH2-REV6-IIS or the relevant portion, or at least 70% identity, or at least 7 5’/,, identity, or 

at least 80%, identity, or at least g5% identity to the polypeptj.des encoded by SH2-REV6, 

S14214S33, and S142-REV6-IIS or the relevant portion, and more preferably at least 9(r/. 

sequence identityto the polypeptides enwdedby S142-REV6, SI-12HS33, and S142-.RF-V6-HS 

or the relevant portion, and still were preferably at Imst 95% sequence identity to the 

polypeprides encoded by SjJ2-REV6, SH2Hs33, and SB2-REV6-HS or the relevant portion, 

and also include portions of such polypeptides. One of *_dl win recognize whether an ziniino 
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acid sequence of interest is within a ftictiolial dornain of a protein, such as the doruain or 

region of the SH2-REV6, SI.42HS33, wid SH2 -REV6-ILS involved in the allosteric regulation 

of AGP. Thus, it xnay be possible for a homologous protein to have less than 40% hortiology 

over the length of the arnino, acid sequence but gTeater than 90% bonI0IOgY in one functional 

5 domain. 

The S142-REV6, SH2.HS33, and SH2-REV6-HS proteins utiltized in the present 

inventioa include Oie specifically identified and charactcrized variants herein described as 

well as alielic variants, conservative substitution variants and hornotogues that ran be 

isolated/gencrated and characterized without undue experimentation following the methods 

10 well known to one skilled in the art. 

The term "substantially pure" as used herein refers to polypeptides of the present 

invention, such as SF12-REV6, SMHS33, and SH2-REW-FIES polypeptides, which are 

substantially free of other pToteins, lipids, carbobydrates or other materials with whicb they 

are naturally associated. One skilled ’in the art can purify the subject polypeptides using 

15 standard techniques for protein purification. 

The invenfion also utilizes amino acid sequences coding for isolated polypeptides of 

the inventioq, such as the SH2-REV6, SH214S33, and SH2-Rl---V6-k.IS polypeptides. "Me 

polypeptides of The invention include those which differ fix)m the exemplified SH241EV6, 

SHMS31, and SF.U-REV6-HS proteins as a result Of conservative variations. The ternas 

20 consetyative variation" or "conservative substitution" as used ?erein denotes the ieplaceinent 

of an amino acid residue by another, biologically siaWar residue. Conservative variations or 

substitutions are not likely to change the shape of the polypeptide chain. Examples of 

conservative variations, or substitutiom, iuclijde the mplacement of one hydrophobic residue 

such as isoleucine, valine, leucine or MethiOninc for another, Or the substitution Of One Polar 

25 resid?e for anotber, such as the substitution of arginirie for lysine, glutarnic for aspartic acid, 

or glutatnine for asparabitie, and the like. Therefore, all conservative substitutions are 

included ill the itiventlon as long as the subject polypeptides encoded by the nucleotide 

sequence are Rinctionalty unchanged or similar. 

. 
As used herein? an isolated polypeptide of the present invention, such as an SM-

30 REV6, SH2HS33, and SH2-REV6-HS protein, can W a full-le.ngtb or any borsologue of such 

proteim,such as, for exampte, SH2-REV6, SIUBS33, and Sli2-RF-V(-HS proteins ?-i which 
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atumo acids have been deleted (e-g., a truncated version. of tl)e pretein, such as a peptide), 

inserEed, inverted, substituted and/or &-fivatized (e.g., by glycosy.’at.ion, phosphorylation, 

acetYlati011, myristoyJatiou, prenylation, palmitoylation, awidation and/or addition of 

glycosylphosphatidyl inositol). Sucb modified proteins include those t.bat retain aj least 013e 

5 of the fiinctional activities of the subject proteins or produce at least one of the Pbysiological 

cliaractcnistics produced as a result of tile expression of the SLIbJect proteins. A homologue 

of the subject proteins is a protein having an amino acid sequence that is sufficiently similar 

to the subject proteins, such as the SH2-REV6, SIU14S33, and SH2-REV6-HS protein amino 

acid sequences, that a nucleic acid sequence encoding the bomologue is capable of 

10 hybridizing under stringent conditions to (i.e., with) a nucleic aci-3 sequence encoding the 

subject protehiq (e.g., SH2-REV6, SH21IS33, and SH2-REV6-HS protein arnino acid 

sequences). Appropriate stringency requirements am discussed above. 

The subject protein. homologues, including SH2-REV6, SI UHS33, and S.H2-REV6-

HS protein honiologues, can be- the result of allelic variation of a gene encoding the protein. 

For example, SH2-REV6, SWHS33, and SH2-REV6-HS protein hornologues can be 

pioduced using techniques lmowi) in die art including, but not limited to, direct modifications 

to a gene encoding a pTotein tising, for example, classic or recorniiinant IYNA techniques to 

effect random or targeted mutagenesis. 

Minor modifications of the prauary amino acid sequence of a protein of the pi-esent 

20 invention may result in proteins which have gubstantially equivalent activity as compared to 

the subject proteins (e.g-, SH2-REV6, SH71IS33, and SH2-REV6-1-IS) produced by the genes 

described herein. As used herein, a "functional equivalenf’of a subject protein is a protein 

which. possesses a biological activity or immunological cliaracteristic substantially situilar to 

a biological activity or immunological characteristic of the sub*t protein, -Me tern) 

25 llfbmtiotial equivalent"is intended to inclu& the fragments, variants, analogues, homologue-s, 

or cbeinical derivatives of a molecule which possess the biological activity of proteins, such 

as, SH2-REV6, SH21’IS33, and SH2-RF-V6-IiS, encuded by the genes of the present 

invention. 

The terms ISH2-REV6, SH2HS33, and SH2-REV6-HS proteins," "SI42-REV6 

30 proteins," "SH2HS33 pTote"," and "SH2-MV6-HS PrOteilis" include all allelic variants of 

these proteins that possess normal SH2-MV6, SI.121-IS33, and SI-12-REV6-1-IS activity. In 
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general, allelic variants of S112-REV6, SIUMS33, and SR2-REV6-14S proteins will have 

slightly? different amino, acid sequence than that specifically encoded by the genes utilized in 

the present invention but will be able to produce the exemplified phenotypes. Allelic 

variants, thougl) possessing a slightly diffitrent amino acid sequence tban those recited 

individual a above, will posses the ability to produce a phenotype which exhibits increased 

individual and total seed weight, increased seed number, iD. creased Harvest Index (M) and 

increased abcme-ground plant mass. 

The methods of the present invention can be med by one slilled *in the art to produce 

plants with increased individual and total seed weight, increased seed number, increased 

Harvest Index and increased total plant iTtass. 

Applicants further teach methods of recognizing variations in the DNA sequences of 

polynuelcotides, such as Sh2-,Rev6, Sh2hs33, and W-Rev6-HS, of the present inventiom One 

rnethod involves the introduction of a nucleic acid molecule (also luiown as a probe) havin g 

a sequence complementary to, for example, an Sh2-Rev6, A2403, or W-Rev6-11S gene, 

utilized in the inveution under sufficient hybridizing conditions, as would be understood by 

those in the art, Another method of recogni7ing DNA sequence variation associated witb 

.polynucleotides of the present invciition, including W-Rev6, Sh2kv33, and ShMev6-HS, 

is direct DNA sequence analysis by multiple methods well known in the arL Another 

embodiment involves the detection of DNA seqtie.nce variation in the subject polynucleotides 

as Mresented by different plant genera, species, strains, varieties or culfivars. Polynucleotide 

sequences of the invention, for example, Sh2-Rev6, Sh2hs-33, and SW-Rev6-15., can be used 

as probes to detect the presence of corresponding genes in other plants. As discusscd 

previously, SIO-RM, SUW3, and SW-R.M-HS sequences have been determined and are 

readily available to one of ordinary skill irk the am In one embodiment, the sequences will. 

bind specifically to one allele of an ShMev6, Sh2hs33, or W-?Rev&HS gene, or a fragment 

tbereof, and in another embodiment will bind to multiple alleles. Such detection methods 

iDclude the polymeme chain reactign, restriction frVuent length polymorphism (RFLP) 

analysis and single stranded conforinational analysis. 

Magnostic probes useful in such assays of the invention include antibodies to 

polypeptides. of the present ijivention, such as SH2-REV6, S1 12HS33, and S112-RE- V6-MS - 

The antibodies may be either monoclonal or polyclonal, produced using standard techniques 
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well known in the att (See Harlow & Lane’s AUtibQdigL,& Lxd2urat, allu- L Cold Svring Q?.? 

Harbor Laboratory Press, 1988). Antibodies can be used to detect a protein of the in. vention 

by binding 
I 
to the protein and subsequent detection of the antibudy-protein Complex by 

ELISA, Western blot, or the like. Antibodies are also produced ftorn peptide sequences of 

5 the subject proteins, such as SH2-REV6, SH2HS33, and SH2-.REV6-IIS, using standard 

techniques in the art (See Protocols in h-nmonology, John Wiley & Sons, 1994). Fragments 

of the monoclonals or the polyclonal andsera, which contain the inunuoologically significant 

portion can also be prepared. 

Assays to detect or measure the subject polypeptides, ior exawple, SH2-REV6, 

10 SHXHS33, and SR2-REV6-HS polypeptides, in a biological sample with an antiboody probe 

may be based on any available format. for instance, in inununoassays where SW-REV6, 

S1121-IS33, or SH2-REV6-HS polypeptides are the analyte, the test sarnple, typically a 

biolo9cal sample, is incubated with anti-SH2-REV6,anti-SH2HS33, or antk-SH2-RF-V6-14S 

antibodies under conditions that allow the formation of antigen-antibody complexes- Various 

15 fort-nats can be employed, such as "sandwiclf -assay where antibody bound to a solid support 

is incubated with the test sample, washed, incubatc4 with a second, Labeled antibody to tbe 

aDalyte, and the suppoit is washed again. Analyte is detected by deterinining if the second 

antibody is bowid to the support In a competitive foramt, which can be either heterogeneous 

or bornegeneous, a test sample is usually incubated with an antibody and a labeled con4)eting 

20 antigen, either sequentially or simultaneously. ’Mese and other forruats are well known U-I O)e 

art. 

-;5? 
V1. TransforrDadoriMmhaik�s  

Medlods of producmig transgeWc plants are well known to those of ordinary skill in 

25 the art_ Tramgenic plants can now be productd, by a variety of different transformation 

methods including, but not Urnited to, electoporation; 1-nicroinjection; mic?ropj-ojectilc 

borribudrneu? also known as particle acceleration or biolistic bornbardri3ent; viral-inediated 

U.ansfonnation- and Agpobacterium-wediated transfoTmatiork ?see, e.g., U.S. Patent Nos, 

5,405,765, 5,472,869, 5,538,877, 5,539,880, 5,550,319,
 5,641,6&4, 5,736,369 and 5,736369; 

30 Watsor, el al (1992) &gQM�bADWI�DVA, Scientific American Books; Hincbee el al. (1988) 

Riggech. 6:915-922 (198R); McCabe er al., Bio/Tech. 6-923-926, Toriyama et at (1989) 
h 
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Riolrpch. 6:1072-1074; Fromm er al. (1990) ILorrech. 8-833-839; Mullins et at (19.90) 

Bioilech. 8.833-839; and, Rained el al. (1990) H io .8:33-39). 

A. AagbactehUln-Mcaiated -Transformation 

5 Agrobacterium-mccbated Uwsformation is the most widely utilized method for 

intmducing an expTessioo vector into plants (Horsch et al. (1985) Scieng 227:1229). A. 

fulne .fwiens and A. rhizogenes are plant patbogenic soil bacteria which gen t c, y . to e i all trans rin 

plant cells. ’Die Ti mid Ki plasmi& of A. tuinqjixiews and.4. rhizogenes, respectively, carry 

genes responsible for genetic transfomiation of the plant (Kado, C.I. (199 1) Crit. Rev. plant. 

10 _c num vector systems and methods for 5 _i. 10: 1). Dmriptions of Agrobacte i 

Agrobacterium-niediated gene transfer are provided by Gruber et al. (1993) "Vectors for 

Plant Transfonnation" in Meftsb in Plaot Molecular Biology and Biotechnology, Glick, 

B.R. and Thompson, J. E. Eds. (CRC Press, Inc., Boca Raton), pages 89-119), Miki et al. 

(1993) "Procedures for Introducing Foreign DNA into PlanW’ in Methods 
in Plant Molectilar 

15 Biglogy and Bioteclumlo , Glick, B. R. and lbouipson, J.E. Eds. (CRC Press, Irtc., Boca 

Raton) pages 67-88, and Moloney et al. (1989) Plant Cefl Relp 8;238. 

Agrobacterium-mediated transformation metbods have been used priiicipaily to 

trmsform dicotyledonous plants. Agrobacterium-mediated transformation in dicotyledons 

facilitates the delivery of larger pieces olheterologous nucleic acid as compared with other 

20 transfiDuriation methods sucb as particle bombardment, electroporation, and polyethylene 

glycol-mediated transformation method. In addition, Agrobacterium-me(hated trwisformation 

appears to result in relatively few gene rearrangements and more typically results in the 

integration of low numbers of gene copies into the plant chromosome. 

Monocotyledons are not a natialrat host of Agrobacterium. AlthoLigh 

25 Agrobacterium-mediated traDsfbmiation has been reported for asparagus (Bytebier et aL 

(198 84:5354-5349) and for Dioscore bublifera (Schafer ei al. 

(1987) Na= 327:529-532), it was generally believed that plants in the family Gramineac 

could not be trarisfonned with Agrobacteriuixi (Ponykus 1. (1987) Diok&hnolo 8:535-543). 

However, recently in U.S. Patent No. 5,981,840, Zhao et al. disclosed agrobacteriurn-

30 inediated transformation in maize. The method of Zhao er al. includes the following steps. 

contacting at least one lInmature embryo from a maize plant with Agrobacterium capable of 



61 

WO 01/64928 PCT/USOI/066Z2 

28 

transferi-ing at Icast one gene to said embryo; co-cultivathig the embryos with AgrobacEedutri; 

culw&g the embryos ’in mediurn comprising N6 salts, an antibiotic capable of inhibiting the 

growth of Agrobacterium, and a selective agent to select for embryos expressing the gene; 

and regenerating plants expressing the gene. 

B. MicroptQ-iectile-lvlediated Transformation 

h) a microprojectile bombardment procm, also referred to as a biolistic process, the 

transport of thel)NA is mediated by very small particles of a biologically incit material. 

Wlien the inert particles are coated with DNA and accelerated to a suitable velocity, one or 

---:4 10 more of the particles is able to enter into one or wore of the cells where the DNA is released 

from the particle and expressed witl-?n the cell. ’While some of the cells are fatally damaged 

by the bombardment process, some of the recipient cells do survive, stably retain the 

introduced DNA, and express it. Sanfbrd et aL provides a general description of asuitable 

particle bombardment instrument (Sanfbrd et al. (1987) Particukt& sci. rechnol. 5: 27-37). 

15 Microprojectile bombardment process has been used to successfully introduce genes 

encoding new genetic trait.; into a number of plants, including onion, cotton, maize, tobacco, 

nce, wbea4 sunflowers, soybeans and cermin vegetables (U.S. Pat. No. 4,945,050; Sanford 

et aL (1988) Trends in Biotechnolo 6:299; Sanford etaL (1998) Part. Sci. Tecliggl. 5:27; 

J. 3, f iner and M. D. McMullen (1990) Plant Cell B&pgrtfi 8:586-589; and Gordon-Kamm 

20 (1990) De lant C 112:603; Klein et aL (1988) Pim. Nat. Acad. Sci. USA 85:4305-4309). 

Although transformation by microprojectile bombardment is less species and ge.tiotype 

specific than transformation with Agrobacterium, the frequLncies of stable transformation 

events, acWcved following bombardment can be quite low, partly due to the absence of a 

natux-al mechanism for mediating the integration of a DNA molecule or gene responsible for 

25 a desired phenotypic trait into tile genornic DNA of a plant. Particle gun tr ansfori-nation of 

cotton for exxnple, has been reported to produce no more than one clonal transgenic plant 

per 100-500 meristems targeted for transformatiom Only 0, 1 to 1% of th M, transforrnanu; 

were capable of trailsmitting foreign DNA to progeny (WO 92/15675). Cells treated by 

particle bombardment must be regenerated into whole plants, which requires labor intensive, 

30 sterile tissue cul.ture procedures and is generally genotype dependent it) most 
crop plants, 

particularly so in cotton. Similar low transformation fi-equencies 
bave been reported fcw other 
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plant species as well. Other disadvantages of micrOprojectile bombardment include the 
inability to control the site of wounding of a plant tissue and thus, the site to wbich the 

transforming agent is delivered. The inability to target gerimline t6sues account-, 
in 

part for 

the low trarisfartnation efficiencies achieved by microprojectile bombardment. Additionally, 

bombardment fteclueraly results it) the delivery of more than one copy of tJ)e transfortning 

DNA or gene into the genowe of the transformed plant cell, which can. have deleterious 

effects on the regenerated, transfornied plant. Fragmentation of tht, DNA to be insetted can 

also occur when traiastorming DNA via rnicroprojectile bombardment, resulting in trawgenic 

plants with only a portion of the gene that is being in:serted-

10 Attempts have been made to improve die efficiency of microprojectile bombardment 

For example, EPA 0486 233 describes treating bombarded tissues with Agrobacteriurn 

carrying 

the gene of interest- It is thought that the high velocity impact of the dense 

microprojectile particles generates an array of microwounds creating an enviroriment that is 

particularly conducive to infection by the Agrobactenum. However, the transformed plant 

is 

cells must still. be regenerated into whole p1mits, and the fertile, stably transformed plants 

must be selected from the total population of regenm-ated plants. Orpnogenesis and somatic 

embryogenesis have been used to regenerate plants. Nonetheless, organogenesis frequently 

produces ebimeric plant containing both timisformed and nontrarisfonned cells, and somatic 

eiribryogenesis, although superior to organogenesis Ls highly genotype depetident in most 

20 crop plants. 

Efforts have been made to deliver the tratisfortning agent or DNA to gerniline tissues 

such that the agent or DNA will bK,, incorporated directly into the DNA of the cells in these 

tissues, panicularly into the DNA of the egg ce0s of the plaut. In U.S. Patent No. 5,994,624, 

Trolinder et al. describes a metbod of implanta transformation which provides an improved 

25 method for delivering transforming agents to plant tissues. The method uses a 

needleless-injectio.ri device that is capable of injecting a small. high pressure stream of a 

solution through the inany cell layers of plant tissue. The transfomiing agent is delivered to 

a plant’s floral tissues, thereby facilitating delivery of a transforming agent comprising a gene 

of interest into germline cells- of the plant. The high pressure stream provided by die injection 

30 device irlsures that the Agrobactedurn, culture or the DNA solution penetrates the many cell 

layers of the plant floral tissue without causing massive tissue damage, such as that caused 
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by direct injection with a syringe having a needle or by particle bombardment, The method 

can be used to transform plant cells and tissues, including embryonic tissue culture cells, 

nieristematic. tissues and plant callus, which can be regenerdted into whole plants. Moreover? 

the method can be =d to transform plant cells and Lissues selected from the group consisting 

5 of cotton, soybean, alf9fa, flax, tobacco, sunflower, peanut, strawberry, tomato, pea, bean, 

squash, pepper, maize, sorghum, barley, oat, rye, wheatrice, brassica, and potato. 

Although Klein et al. (Klein et al (1988) Pwg, Nat. Agad. Sci. JISA 85:4305-4309; 

Klein et al (1988) BiofT . 6:59-563; Klein et al (1989) Plant Jjh35iol. 91.440444) 

provides protocols for bornbardwent of maize non-regenerable suspension culture cells, r10 

10 protocols have been published for the bombardment of callus cultures or regenerable maize 

cells until recently. Lundquist at al. (U.S. Patent No. 6,013,863) describes delivery of DNA 

into regenerable maize callus cultures via particle bombardment process wbich Mmilts in high 

level of viability for a few transfortued cells, The method maybe applicable to producing 

fertile stably tim-isgenic plants of other gramin;tceous cereals. IDwigbt et al. (U.S. Patent No. 

15 5,990,387) discloses a method of producing fertile, stably transformed, Zea mays plant. Ihe 

methods comprise the following steps: providing a foreign DN.A comprising an expression 

vector cauying a gene encoding an agronomic trait; providing a maize ctribryogenic callus, 

suspension cult=, or immature embryo isolated fiora a pl.’Mt; introducing the foreign DNA 

into the embryogenic callus, suspension culture or immature embryo isolated from a plant by 

20 one or more micropaiticle bombardments- and regenerating fertile tran. sgenic Zea unays plant, 

Plants that can be successfully transformed by the inethod of Dwight et aL include maize, rye, 

barley, wbeat, sorghum, oats, millet, rice, sunflower, alfalfa, rape seed and soybean. 

Biswas et al. describes generation of transgenic rice plants by microprojectile 

bombardment of enibryogeniccell. clusters (Oiswas et aL (1998) Plant Sciem 133-.203-210), 

25 and Yao et al. discloses the production of trwsgenic barley plants via direct delivery of 

plasmid DNA into TnicrospoTes of barley using high velocity microprojectiles (Yao et al-

(1997) G 140:5’10-581). Christou et aL report-. on the parameters that influence stable 

Uamformation of rice embryageme callus and the recovery of transgenic plants using electric 

discharge particle acceleration (Christou ei al (1995) &nals of Bgla_nv 75:407-413). 

30 
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C. Alternative Meth s ourransformatiun 

Other methods for physical delivery of DNA to plants include sonication of t&get 

cells (Zhang el al. (1991) BiolIccbnolusu 9:996) and bposorne or splieroplast fusion 

(Deshayes. et al. (1985) E??Q J , 4: 273 1, Cluistou et al. (1987) Proc; NMI. Agad. S J. IJSA 

5 84- 3962). Direct uptake of DNA into protoplasts using C.aCI 2 precipitatiun, polyvinyl 

alcolial orpoly-L-ornithine has also been reportW alain etal. (1985) Mul. Ggg. Ciell .199. 

161 and Draper et al. (1982) Plant Cell Physiol. 23: 451). Nobre et al. reports the 

regeneration of fertile transgenic plants of barley using PEG-mediated transformation of 

scutellum protoplast (Nobre et aL (1997) Barley QeneticE NewslettLT, 27:16-17). 

10 Electroporation of protoplasts and whole cells and tissums. has al.w been described (Donn et 

aL (1990) Ab?tmcts of VEth International Coneres5 91) &W Cell and TissuC Culture WTC, 

A2-38, p 53; D’Halluin et at (1992) Plant, 4: 1495-1505 and Spencer el al, (1994) Plant 

Mol. Biol..24: 51-61). In fact, D’Halluin et al. (U.S- Patent No. 6,002,070) describes a rapid 

and efficient Tnethod of transfbiming monocotyledonaus plants by electroporation. The 

method of D’Halluin comprises electropomtion of DNA of interest into either intact tissue 

capable of fon-ning compact embryogenic caUus or compact embryogenic callus obtaitled 

frorn intact tissue. 

Another technology for production of transgenic; plants is whisker-mediated 

trarisfori-nation whereby certain materials, when incubated with plant tissue, facilitate entry 

20 of DNA molecules into plant cells. lt har. been proposed that such materials that prom. ote 

DNA -uptake, primarily silicone carbide, do so by damaging the cell surface. For a review, 

see Watig et al. (1995) In Vitro Cell. Dev- Biol. 34: 101-4. 

VII. Tr:a-n-svj=s 

25 Genes successfully introduced into plants using recombinant DNA methodologies 

include, but are not firnited to, those coding for the f0110wing tralts: seed storage proteins, 

including modified 7S legume seed storage proteins (U.S. Patent Nos. 5,508,468, 5,559,223 

and 5,576,203); herbicide tolerance or resistmm (U.S. Patent Nos. 5,498,544 w..d 5,554,798; 

Powell et at (1986) 5gienge 232-738-743-, Karniewski et al, (1990) Bj0’ecb 8:750-754; Day 

.etal.(jqql)proc. jatI.Acad P o. 5 , 
30 _ScLUSA 88:6721-6725) pbytase (U.S. Patent N 5 93 963)$ 

resistance to bacteriM, fungal, riematode and insect 
pests, including resistance to the C? 
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lepidoptera insects conferred by the Bt gene (U.S. Patent Nos. 5,597,945 and 5,597,946-1 

?lildrrclaLNaWre330:160-163;Jobpsoxiefal.(198!?)Proc.Natl.Acad.Sci.US 86-9871-

9875- Perlak et al, (1990) Bip/jg?,h. 8:939-943); lectins (U.S. Patcnt No. 5,276,269); an V A 

Rower color (Meyer el al. (1987) Nat 330:677-078; Napoli et aL(1990) ELjutl,’ell 2:279-

5 289 (1990); van der Krol et & (1990) Rlwit Ccl 2-291-299). 

VIE EW=ssiorx 11nits to Enress E-&Qgenom UNA in a PlqU 

The present invention ftirther provides host cells trausfortned with a nucleic acid 

molecule that encodes a protein of die present invention. The host cell can be cidler 

10 prokaryotic or eukaryotic. Eukaryatic cells useful for expression of a protein of the invention 

are not firnited, so long as the cell fine is cotnpatible with cell culture methods and compatible 

with the propagation ofthe expression vector and expression of tile geDe product. Preferred 

eukaryottic bust cells include any plant species. 

Any pmkaryotic host can be used to express a rDNA molecule. encoding a protein 

15 of the invention. The preferred prokaryotic host is E. coh. 

Transformation of appropriate cell hosLq with a rDNA molecule of the present 

invention is accomplished by well known methods that typically depend ou the type of vector 

used and host system employe& With regard to transformation (if prokaryotic host cells, 

electroporation and salt treatment methods are typically employed, see, for example, Cohen 

20 ef al. (.1972 ProL, NaLl. AcadL ScLUS 69:2110-2114; and Manialtis et aL (1982) Molecul 

r,? ! Z - A Labprat= ManuaI9 Cold Spring Harbor Laboratory Press. Witli regard to 

transforination of vertebrate cells with vectors containing rDNAs, electroporation, cationic 

lipid or salt treatment methods am typically eliaployed, see, for example, Graham et al. (1973) 

Vblo 52:456-467; and Wigler etal. (1979) PMc. Nifl. Acad. ?. ci. US 76:1373-1376. 

25 SuccessUly ft=formcd cells, Le., cells that contain a rDNA. molecule of the pmsent 

invention, can be identified by well known tecbjuques including th.: selection fbr a selectable 

esent rnarker. For example, cells resdting from the introduction of an TDNA of the pr 

-invention can be cloned to produce: single cololuies. 
Cells fi,,uin ft%e cal(niies ran be 

harvested, lysed and tht, .iT DNA content examined for the presence of the rDNA using a 

30 niethod such ajs that described by Sou*wrn, (197-5) J. MaLB?10_1, 98:503-517; or Bercut et al. 
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(19 8 5) ffil ?teIjL1-5_tQi’Irjn_ 3;208; or the proteins produced from the cell assayed via an 
immuriological Diethod. 

As provided herein elsewhere, several embodiments of the present invention employ 

expression. units (or expression vectors or systems) to express an exogenously supplied 
5 nucleic acid sequence, such as the sequence coding for SH2-RF-V6, SH2.14S33, and SH2-

REV6-HS protein in a plant- Methods for generatWg expression units/systerri.s/Vecum tbr use 

in plants are well known in the art and can readily be adapted for use in expressmg 

polynucleotide sequences encoding pirotcins of the present invention, such as SM-REV6, 

SHMS33, and SH2-REV6-HS proteins, in a plant cell. A skilled artisan can readily use any 

10 appropriate plant/vector/expression systeni in the presmt methods following the outline 

provided herein. 

Tle expression control elements used to regulate the expression of the protein can 

either be the expression control element ffidt is normally found associated with the coding 

sequence (homologous expmssion element) or can be a heterologous expression control 

15 elemenL A variety of homologous and heterologous expression control elements are known 

b) the W and can readily be used to make expression urnits for use in the present invention. 

Transcription initiation regions, for example, can include any of the various opine initiation 

regions, such as octopine, mannopine, nopaline and the like that are found in the Ti plasmids 

of Agrobacterium tuniefaciens. Alternatively, p1wit viral promoters can also be used, sucti 

20 as the cauliflower mosaic virus 35S promoter to control gene expression in a plant. Lastly, 

plant Promoters such as prolifem promoter, f.ruit-specific promoters, Ap3 promoter, heat 

shock promoters, seed-spe6fic promoters, etc. can also be used. The most preferred 

promoters will be most active W seedlings. 

Either a constitutive promoter (such as the CaMV orNos promoter), an organ-specific 

25 promoter (such as the E8 promoter from tomato) or an inducible promoter is typically ligated 

to the protein or antisense encoding region using standard techniques Imown in the art. The 

expression unit way be fu&ier optimized by employing supplemental elements such as 

transci-iption terminators and/or enhancer eleracnts. 

Thur., f di n . oy expression in plants. the eWession units will typically contain, in ad tio 

30 to the protein sequenec, a plamt, promoter regiOn, 
a trw.iscription initiation site and a 



4T 

5 

’i.? - ’10 

15 

20 

25 

0] 

WO 01/64928 

34 

PCT/IUSOI/06622 

transcription temination sequence. Unique restriction enzyme sites at the 5’and Yeads of 
the expression unit are typically included to allow for easy insertionmito a preexisting vector. 

.W the constructiori of beterologous prornoter/structural gene or Aniisense 

combinations. the promoter is prefera. bly positioned about the same distance frorn the 

heterologous UanscriptioD start site as It is from the transcription start site in its natural 

setting. As is known in the art, however, some variation in this distance can be 

accommodated without loss of promoter finiction. 

In addition to a promoter sequence, the expression cassette can also contain a 

transcription termination region downstream of the structural gene to provide for efficient 

termination. The termination region way be obtained from the same gene as the promoter 

sequence or rnay be obtained from different genes. If the uiRNA encoded by the structural 

gem is to bc efficiently processed, DNA sequences which direct polyadenylation of the RNA 

are also commonly added to the vector construct. Polyadenylation sequences include, but are 

not fitnitcd to the Agyrobacterium octopine syntbase signal (Gielen el aL (1984) EM-BO 

3:835-846) or the nopaline synthase signal (Depicker et aL (1982) Mot, and Appl. G=e 1: 

561-573). 

The resulting expression unit is ligated into or- otherwise constructed to be- included 

in a vector whicb is appropriate for higher plant transformation. The vector will also typically 

contain a selectable marker gene by which timsfornaed plant cells can be identified in culture-

Usually, the trinker gene will encode antibiotic resistmce- These markers include resistance 

toG41g,bygromycin,bleoinycin,kanomycin,aiidgeiDtamicin. After transforming the p1mt 

cells, those cells having the vector will be identified by their ability to grow on a medium 

containing the particular antibiotic. Replication sequences, of bacterial or viral orig4 are 

genmlly also included to allow the vector to be cloned in a bacterial or pbage host, 

preferably a broad host range prokafyotic origin of replication is included. A selectable 

marker for bacteria should also be included to allow selection of bacterial cells bearing the 

desired construct. Suiuble prokaryotic selectable markers also include resistance to 

antibiotics such as kauamYcin OT teb"cy"’ne-

Other DNA sequences encoding additional functions may also be present in 
the 

vector, as is known in, the art. For instance, in the case of Agrobacterium transformations, 

T-IDNA sequences will also be 
included for subsequelit transfer to plant chromosomes. 
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The polynticleotide sequences of the subject invention, sticli as the Sh2-ReV6, 

S112hs-3-3, and Sh2-Rev6-HS sequences, utilized in the present invention can also be fused to 

variots other nucleic acid molecules such as Expressed Sequence Tags (EM), epitopes or 

fluorescent protein markers. 

5 ESTs are gene fi-agments, typically 300 to 400 nucleotides Uii IaWffi, sNueuced frorn 

tk Yor Yend of complementary-DNA (cDNA) clories. Nearly 30,000 ArabidoAviv thaliana 

ESTs have been produced by a Frencli and an American consortimn (Pelseny et at. (1997) 

FEBS UAL 405(2):129-132; Arabidopsis thaliana Database, 

btq)://genoxiie.wwvv.,stimford.edu/Arabidopsis), for a discussion of tbe analysis of gene-

10 expression patterns derived from large EST databases, sm, e.g., M. R. Fannon (1996) 

TI8ff=CII 14:294-298. 

Biologically compatible fluorescent protein probes, particularly the self-assembling 

green fluorescent protein (GIF-P) from the jellyfish Aequorea victoria, bave revolutionized 

research in cell, molecular and developmental biology because they allow visualization of 

15 biocbetr?ical events in living cells (Murphy et al. (1997) Curr, Bio. 7(11):870-876; Grebenok 

et al. (1997) Plant J. 11(3):573-586; Pang et al. (1996) Plan! Eby�siol. 112(3); Chiu et al. 

(1996)Curr,Bio 6(3):325-330; PlautzetaL, (1996) Gene 173(l):83-87; Sheen ei al. (1995) 

Plant J. 9(5)--777-784). 

Site-directed mutatgenesis has been used to develop a more soluble version of the 

20 codon-modified GFP call soluble-modified G-FP (smGFP). When introduced into 

Arabidqpsis?, greater fluorescence was, observed when compared to the codon-modified GFP, 

1?4 
jinpiying that smGFP is lbrijgbtee because more of it is present in a soluble and functional. 

form (Davis et al. (1998) Plant Mal, Bio . 36(4).521-528). By fusing genes encoding GFP 

and beta-glucuroluidase (GUS), researchms were able to create a set of bifimetional reporter 

-WA-k 25 constructs which are optimized for use in transient and stable expression systems in plants? 

including Arabidopsis (Quacdvlieg et al. (1998) Plant Mol. -Biol, 37(4):115-727). 

Berger et al. (Berg et A (1999) USYJM?- 194(2):226-234) report the isolation of a 

GFp marker line for Arabtdopsis hypOwtYl ePidermal cells. GFP-&Pion proteins have been 

used to localize and characterize a number of Arabidopsis genes, including gerdnYlgeranYl 

30 pyropbosphate(GGPP) (Zhu 1-1 al. (1997) PJaW &oLOLol.35(3):33l-34l)-
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QVQ-E&uaLed Po =jWjgpq. The fiWrovement oropen-pollinated Populations of 
Such crops as rye, many maaes arid sugar beets, herbage grasses, legul ch If d M-1, su as a alfa an 
clover, and tropical tree crops such as cacan, coconut- *1 pah a ,,, c)[ -n and Some rubber, depscmds 

5 essentially upon changing gene-frequencies towards lixation of favorable alleles while 
maintaining a high (but far front maximal) deg= of heterozygosity. Uniformity in such 

populations is impossible and trueness-to-type in an open-pollinated variety is a statistical 

feature of the population as a wbole, not a characteristic of individual plants. ’I’hus, the 

heterogeneity of open-poUinated populatious contrwts with the homogeneity (or virtually so) 

of ilibred Unes, clones and hybrids. 

Population improvement methods faU naturaRy into two groups, those based on 

purely phenotypic selection, nonwally called tuass selection, and those based on selection 

with progeny testing. InteTpopulation improvement -atilizes the con cept of open breeding 

popillations; anowing genes for flow froni one population to anoffier. Plants in one 

15 population (cultivar, Arain,ecotype, or any gerinplasni source) we crossed either naturally 

(e.g., by wind) or by hand or by bees (commonly 4pis melfifera L. or Megachile rotundata 

F.) with piall.ts fToM other populations. Selection is applied to improve one (or sometimes 

both) populatioii(s) by isolating plants with desirable tralts frorri both sources. 

There are basically two pranary methods of open-pollinated population improvement. 

20 First there is The Situation ?i which a population is changed en masse by a chosen selection 

procedure. Ile outcome is an improved population which is indefinitely propagable by 

random-mating within itself irk isolation. Second, the synthetic variety attains the same end 

result as population improvement but is not itself propagable as such; it has to be 

reconstnicted from Parental lines or clones. These plant breeding procedures for improving 

25 open-pollinated Populations am well known to 
those sldlled in the art and comprehensive 

reviews of breeding procedures routinely used 
for improving cross-poUinated plants are 

pro,ided in numerous texts and articles, 
including; Allard, Q 960) 1_IC_I_OfM= 

nnew, 
Bffed _.jug, john Wiley & Sons, Inc.; simmonds (1979 

Longman Group Limited; Hallauer and 
N4inmda (1981) QXM tativC 39R93hics in Maize 

BMe& ’Men (1988) Plant John 

30 
_&M Iowa State UWversity Press; and, Je 

Wiley & Sons, Inc. 

A r 
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MM se) . In mass selection, desirable individual plants are chosen, harvested, 

and theseed coniposited without progeny testing to pmduce the billowiog generation. Since 

selection is based on the maternal parent only, and their is no contml over pollination, mass 

selection arnounts to a forni of random mating with selection. As stated above, the puTpose 

of mass selection is to increase the proportion of superior genotypes in the population. 

,%mthetics- A. synthetic variety is produced by crossing infer se a number of 

genotypes selected for good combining ability in all possible hybrid combinations, with 

subsequent maintenance ofthe variety by open pollination. Whether parents are (more or less 

inbred) sced-propagated lines, as in some sugar beet and beans Mcla) or clones, as in 

10 berbage grasses. clovers and alfalfa, makes ino difference in pnnciple. Pamnts are selected 

OD general combining ability, sometimes by test crossa-, or topci-osses, more geneTally by 

polycrosses- Parwtat seed lines way be deliberately inbred (e.g., by selfing or sib crossing). 

However, even if the parcrits are not deliberately inbred, selection within lines during line 

maintenance will ensure that some inbreeding occurs. Clonal parents wiU, of course, remain 

15 Unchwged and highly beterozygous. 

Aid 

Whether a Tletic can ?o g6l 

e4 PI.J 
farmer or must fust mWergo one or two cycles of multiplication depends an se tiction 

and the scale of demand for seed. In practice, grasses and clovers are genemlly multiplied 

once or twice and are thus considerably zen ed ftrn die original synthetic -

20 While mass selection is sometimes used, progeny testing is generally preferred for 

polycrosses, because of their operational simplicity and obvious relevance to the objective, 

namely exploitation of general combining ability in a synthetic. 

The numEwer of parental lines or clones that enter a 5)mthetic vary widely. In practice, 

numbers of parental lines range frorn 10 to several hundred, with 100-200 being the average. 

25 Broad based syDthetics formed from 100 or more clones. would be expected to be more stable 

during seed multiplication than narrow based synthetics. 

HXWds. A hybrid is an individual plant resulting from a cross between parents of 

differing genotypes. Cxwnmercial hybrids are now used extensively in many crops, including 

corn (tnaize), sorghum, sugarbect, sunflower and broccoli. Hybrids can also be produced in 

30 wheat and rice. Hybrids can be formed a number of different ways, including by crossing two 

parents directly (single cross hybrids), by crossing a single cross hybrid with anotbeT parent 
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(th=e-vray or triple cross hybrids), or by crossing two different hybrids (four-way or double 

cross hybrids). 

Strictly speaking, most individuals in an outbreeding (i. a, open-pollinated) population 

are hybrids, but the term is usually reserved for cases in which the pivents are individuals 

5 whose genomes are sufficientlydistinct for them to be recognized as different species or 

subspecir-s. R)ftids may be fertile or sterile depending on qualitative and/or quantitative 

diff.’erences in the genomes of the two parents. Fleterosis, or hybrid vigor, is usually 

associated with increased heterozygosity which results in incTeased vigor of growth, survival, 

and fertility of hybrids as compared with the parental lines which -were used to form the 

10 hybrid. Maxitnum heterosis is usually achieved by crossing two genetically diffiexcnt? highly 

>21!161 inbred lines. 

The production of hybrids is a well-developed industry, involving the isolated 

production of both the parental lines and the hybrids which result from crossing those lines. 

For a detailed djscussiou orthe hybriJ pre&dfion PrOCKS, see, e.g., Wfift Cummy cr, _N 

15 HftdSWdjEQdugti 8:161-176,lnli)tiUizatiQno.(C-MP supra. 

X. geed Numbe L Grain Yield- and Sink Capa!dU in �Wheat 

Wheat seed nturiber and subsequent grain yield is affecLed by competition between 

inflorescences (Whingwiri el aL, 1981). Wheat yieid is always lower than ears potmLial due 

20 to lack of assitnilate supply or competition among florets firuiting seed size and/or number 

(Zamki mid Gruriberger, 1995). Healthy, well-grown -wheat plants always produce more 

shoots (potential heads) aud florets (potential seeds) than heads and seeds. A signifi=t 

faaor controlling seed nutuber is sink strength of the developing see&% (Thome and Wood, 

1997). A review of this area (Evans ei aL, 1975) indicates for wheat in nmy casm, yield is 

25 litnited. by the sink capacity of developing seeds. The limitations imparted by low sink 

strength way be setn as reduced grain set, reduced number of wheat beads, and reduced 

individual seed weight. In wheat, it is generally believed that the rate of assimilate now to 

developing heads detem-dnes the smival of initiated florets and plays a sipificant role in 

&=nining fival grairt number (Spiertz and vanl(eulerl,1980, Abbate et aL, 1998). Possibly 

30 thC Most Cffective method of increasing kernel number in wbeat would bc to modify 
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assirnflate 10ow to developing kernels (Bindraban et al., 1998). ’Me transgenic wheat of t.be 

present invention which contaius increased sink strength confinns this hypothesis. 

All patents, patent applications, provisional applicabons, and publications refemd to 

5 or 6trd bercin are incorporated by reference in their entirety to the cytcmt they are not 

inconsistent with the explicit teachings of this specification. 

MWgdals and Metho& 

L Eoduction of Trmamk Plants 

10 Vectors according to the invention may be used to transform plants as desired, to 

wake plants according to the inveution as discussed elsewhere herein. 

wheat Transfonnation- The metbods described by Weeks et al. (1993) and Vasil et 

al. (1993) have been adopted with rninor modifications for transforming the wheat cultivar 

’Hi-Line’ (Luming et al., 19971). ne technique as routinely practiced initially uCilizes 

15 irjunature ernbryos isolated from wheat cultivars approximate)y 7 days post anthesis. 

The Biolistic POS-1000 He (Bio-Rad laboratories, USX) device was used for 

transforming the wheat tissues via microprojectile bornbardment. 

For wheat calli 1500 psi rupture discs were used- Other procedures such as 

sterilization of the rapture discs, macrocarriers, stopping, screens etc., were strictly in 

20 accordance with the manufacturer’s manual. 

Rice Trwisformatio The mtbods described by Sivaruwfi et al. (1996) may be 

adopted for transforming rice cultivar ’M202’ (Johnson et al- 1986). The technique as 

roubnely practiced ix?itially utilizes embryogenic calli cultured from mature seeds. 

The Biolistic PDS-1000 He (Bio-Rad laboratories, IJSA) device is used for 

25. transforming the rice tissues via microprojectile bombardment. 

For rice calli 1500 psi rupture discs are used. Otber procedures such as sterilization 

of the rupture discs, macrocarriers, stopping screens etc., are strictly in accordance with the 

manufacturtr’s inanual. 

Pea o .5?86,635 xample _ Mwa mation. *Me mthods descri6d by U.S. Patmt No (E 
30 9) and U.S. Patent No.* 5,773,693 (Example V) may be adopted with minor tuodificatims for 

transfonning the pea (Pisym satimm L.) cultivar ’Pea Green Arrow’ (available commercially 
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from Park Seed(D). Pea explant material is transformed by incubation with Agrobactcrium 

cells canying W-Rev&HS sequence. The pea explant is preferably obtained from the 

phimule of a pea seed, and transfDrmcd shoots are pretbrably induced directly in the explarit 

material without passage through a callus pbase. Wliole transfonned pea plants may be 

5 regenerated from the transformed sbwts by moting and subsequent planting in the soil. Die 

exogenous W-Rev&.HS DNA will be stably incorporated into the chrornosorries of the 

regenerated ’Pea Greeii Arrow’ plant which will be able to express the gene. 

D. ELas_wida 

10 Wheat. The. plastuid DNA pRQIOI containing the coding sequence of tjie Bar gene 

(Fromm et aL, 1990) under control of the CaW 3 5S promotor with AdW introD and NOS 

terminator was used as selectable marker for selecting transgenic wheat tissue. 

Rigg. As a selectable marker for rice, the plastnid DNA pU.TAB222 containing the 

coding sequence of the hygromycin B phospbotransferase under the control of the -maize 

15 ubiquitin promoter was used (Sivamani et al., 1996). 

Pea. As a selectable marker for pea, the coding sequence of cefbcoxime rcsistanm 

maybe used according to U.S. Patent No. 5,773,693. This anti-Agrobacterium antibiotic my 

be used in the selection and regeneration medium (500 mg/1) used for growing the pea callus. 

Gener,W. ’Me marker gem (i.e.,.Bar, hygcomycin-resistmice, or ceibtaxime) were on 

20 different construct than W-Rev&HS genes. 

For the introduction of the Sh2-Rev6-11S genesinto cereals, plasmid pSh2-Rev6-IiS 

were created. Besides containing W-ftev6-PIS cDNA. the plasinid also contained the Sh2 

Irok, promoter, Shl first intron, and NOS terminator (Rogers et al., 1987). Specifically., plasmid 

pSh2-Rev6-1-JS contains the following nucleotide fragments linked in the 5’ to 3’ direction: 

25 nucleotides -1084 to +36 of the Sh2 prornoter, 8 nucleotides of polylinke.r. two C’s; 
loftl% 

nucleotides of the A I intron I =SettC Containing Ducleotides +43 to +52 of Sh I exon 1, 

nucleofides+53 to +1080 of Shl intron land aucleotides +1081 to 1097 of Shl exon 2; one 

C; X 3 nucleotides of polylinker containing a BamH I restriction site, cDNA encoding Sh2-

Rev6-RS (SEQ ID NO: 3); 18 nucleotides polylinker containing Kpnl and Sstl restriction 

30 sites; and nucleic acid of the NOS terminator. The rkucleic acid sequence of the Sh2 promoter 

is disclosed by Shaw and Hannah, (1992), Plwt Eb3miQjq", 98-1214-1216. The sequence 
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numbering of Shl intron cassette is shown in 7-ack et al, (1986) IA-aydic , 31, 5-16, and the 

effects of the Shl intrion I cassette on transient gene expression are described by Clancy et 

aL ((1994) PlwLt Sciencc, 98, 1.51-16 1) and Vasil et al. ((1989), kilat Scit-,=, 91, 1575 

157.9). The 3 additional C’s (2 at the 5’ end and I at the 3’ end) are subcloning derived 

5 nucteotides. ’Me plastaid. includes ftmnsit peptide and consensus start site. Plasalid pSb2-

Rev6-14S used irk the present application is provided by Florida State’University. 

For introduction of Sh2-Rev-HS into dicots such as pea, the above plasmid is 

modified such that the Sh2 promoter is replaced with a dicot seed specific promoter sucli as 

pea vicilin Inoniater (U.S. Patent No. 5,773,693). Other suitable promoters and/or constructs 

-Z?.l 0 for expression of Sh2-Rev6-HS in dicots are well known to the skilled artisan (see, e.g., U.S. 

Patent No. 5,773,693). 

/�II M. Selection-a-adRegmeratiou of Transeenic Pla�nts 

Whe . Transgenic wheat plants werc obtained fi-orn bombarded irrunature embryos 

15 by the nicthods described by Weeks et al. (1993) and Vasil et al. (1993) using bialaphos 

(Meiji Seika Kaisha Ltd, Japan) selection. The resistant calli of wheat are trmsferred to 

mediurn to induce production of both shoots and roots. 

Rice. Transgenic rice plants were obtained from the bombarded embryogenic calli 

of rice by the technique of Sivarriani et al, (1996) using hygromycmi selection. The resistant 

20 c-dlll of rice are transferred to niedium. to induce production of both shoots and roots. 

Eccu. Trans I genic pea plants rnay be obtained from Agrobacterixim-transformed call’ 

of pea explants by the method of U.S. Patent No. 5,773,693 usin g cefotaxime selection. 

Pea shoots Tnay be rooted by trwsfer to Sorbarod phigs (Baumgartnen PapiersSA, 

Switzerland) and soaked in liquid YRM according to U.S. Patent No. 5,773,693 (Example 

25 V). 

G Putative trausgeDic plantlets were transferred to the greenhouse and;fflowed 

to self-ferfilize. For wheat? typically more 6= 75% of these plantlets are escapes and true 

transgeme plants were selected by spraying the plants with 0. 1% glufosinate (LibertyOD, 

Agrevo Inc.). 

30 
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An Sh2 specitic, Oxner and a NOS specific primer for PCR were used to corTirm the 

presence of Sh2-Rev6-HS transgene i;.i the transgenic plants. The 5’primer was MC4S)12, a 

26-nxr which is specific to Sh2 sequences Mi the construct: 

5’CTG GAT GTG AAC TCA AGG ACT CCGY TG 3- (SEQ ID NO: 5). 

’Me 3’ primer was MC3 5PUC 19, a 24-mer specific to the pue backbODe of the 

construcli 

TOCIC TTA ACT ATO MG CAT CAG AGC 3’ (SEQ ID NO: 6). 

The primers produce a PCR product of 826 bp (309 bp of Sh2 cDNA, 260 bp of 

10 NOS, and 257 bp pIJCI 9). 

following are examples which illustrate procedures for practicing the invention. 

These examples sbould not be construed as Jimiting. All percentages are by weight and all 

solvent mixture proportions are by voluine onless otherwise noted. 

Is 

Exwngje I�GengLtig Augb5is of Lf=genic Vyleat Plants 

The initial pool of wheat transfonnaws yielded a nw.nber of independent 

transforumnts, which were transgeDic for SW-Rev6-HS aud/or bastare-sistance. 

The To p1mts were allowed to set seed and maWre in the greenhouse under controlled 

20 conditions. 

The selected wheat transfounants were analyzed by PCR for the presence of the 

introduced bunsgene and for T, seed segregation data for basta resistance. 

PCR screening of trmsgenic wheat plants utilized MC4Sh2 and MC35PUC19 

(primer sequmices given above) for the presence of Sh2-.Rev6-HS in genomic DNA swnples 

25 prepared fian leaf tissue using standard PCR pTotocols. 

Twenty seven independent lines of ft-ansgenic wheat were tested. All 27 transgenic 

fines tested positive for basta resistance. FifteCD of the 27 transgenic lines tested positive for 

the presence of the A2-flev&HS transgeDe and the other 12 did not test positive for the 

presence of the Sh2-JL-v6-HS transgene. 

30 
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Exampk 2---PbewW1c Analysis of the T=sggnic Meal PLants 

Various phenotypic traits were collected and analyzed for eacl) of the 27 transgenic 

wheat plants grown in a gTeenliouse. As mentioned previously, all 27 trmsgenic lines camied 

the berbicide resistance gene. Tliese traits included the following: number of seeds- per plaut 

5 (Seeds/Plant); individual seed weight (Individual Seed Wt.) in milligrams per kernel 

(Tng1k=el), Harvest h)dex (Harvest Index),- total seed weight Crotal Seed Wt.) in granis per 

plant (g1plant); nun-Lbcr of grain heads per plant (Heads); total plant weight (Plant Wt.) in 

grarns per plant (g/plant); and flag leaf weight (Flag Leaf Wt.) in grains per plant (g/plaiit), 

Seeds were uniformly dried in a 37’C incubator to a moisture of between about 10% 

10 to about 14%. 

The above ground parts of the plants were harvested at time of maturity and 

uniformly dried to about 0% moist= in a 125’C incubator. The dried plant weights and 

dried flag leaf weights were adjusted to reflect weiglits at the same moist= content as that 

of the seeds (i.e., about 10% to about 140%). Roots were not collected. 

15 Plant weight represents the total weight of the "above ground" plant parts not 

including the total seed weight of the plant and the flag leaf weight of the plant. 

Han-est Index (M was calculated as follows: 

fU = ((Total Seed WQ/(Total Seed Wt. + Phint Wt. + Flag LA--af Wt.)). 

For the number ofwheat heads per plant? the number ofteads were counted without 

20 regaid. to whetluw or how many seeds were in any particular head-

The phenotypic data were analyzed in several different ways, as discussed below. 

CoMqg6son Between PC-R+ Md PQ�L Lines. This comparison was made for all 

trarisgenic lines (15 lines) with positive PCR results (PCR4) for Sh2-Rev6-HS versus all 

transgenic lines (12 lines) with negative PCR results (PCR-) for A2-Rev&HS. Thus, the 

25 PCR+ lities carry both the herbicide resistance gene and the Sh2-Rev6-HS gene while the 

PCR- lines only carry the herbicide Tesistance genes. The result% are presented in Table 1. 
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Table 1. ornparison Between PCR+ and PCR- Lines 

Nurnber Sai;ds/ individual TQwl Harvest Hends Plant Wt. Flag N of 
am Types plants, Seed Wt. Seed Wt. Index Leaf Plants 
of Lines Wt. 

(MOernel) (9/plant) # (911518nt) (gtplant) 

15 PCR 6 Avg 63.68- 25.2’- 1.73- 0.30- 5.71 3.74 0.40 183 
Sid 

1 

10.59 1.80 0.34 0.08 0.66 2.38 0-20 

12 PCR - Avg 53-60 24.10 1.37 0.25 5.82 3.64 0.41 148 

1 Sid 9.6 1.50 - 0.26 0.10 0.81 1.74 D. 18 

PCT+IPC.R- 1.19- .05- 1 1.26- 7*’ 1 0.98 __1.03 0.97 

Comparisgn Between 5112+ od SR2-- In the second comparison, only the 8 

transgenic lines with positive PCR results for ShMev&HS which also displayed increases 

in the levels of the introduced protein (SH2+) were averziged and compared with all other 

lines (SJ42-). The 8 PCR+ lines which are SH2+ are the lines for which increased levels of 

the introduced protein were detectect. Basically, the SH2 levels were compared to those of 

the lines which were transgenic for only the herbicide resistatice gene- Those experimental 

plants which produced 25% or more of die SH2 protein as compared to the production of 

SH2 by the lines which were aarisgenic for only the herbicide resistance gene were 

designated as "SR2+"-

The SH2+ lines were compared to the other 19 lines ("SH2-’) wbiGb lack any 

significant expression of the introduced protein. Thus, the 19 S92- lines includes the 1 PCR+ 

lines whicb did not express significant levels of the SHZ-REV6-HS protein and the 12 PCR-

lines which did not express SI-1.2-REV6-HS at all. Ibc data is presented in Table R. 

Table 11. Comp rison Between SH2+ and S11-

t4urnber Sftdst Individuel Total ? Harvest Heads Plant Wt. Flag Leef of 

and Types plants Seed Wt. Seed lnde)t Wt. Plants 

of Lines VVL 

(rnokenV4) wl)iant) (WOAnt) (gIP12rA) 

8 SH2- Avg 78.23’- 25.,a--- 2.1V- 

’ 

0.32"’ 6.OD 4.29- 0.45" 100 

Sid 45.50 4.10 

1 

1.35 CIAO 2.93 2-19 0-21 

19 SH2- Avg 50.86 23-60 1.30 0.25 5,06 3.44 "9 231 

Sid 33.65 4.70 0 

’ 

94 

=68? 

0.13 2.38 1.99 0.1a 

SH2+/SH2- 1. M... 1.13". 11 1.25- 1 1.06 1 1.25-- 1.15-

*’ -. -1 1AGMate P values 01 Is" 
Ulm] L. M.M W. -- -1- - -- -1 - --- -’. - , 

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 
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The data presented in Table 11 show that the total number of seeds per plant for the 

SH2+ lines increased about 54% ’in comparison to the total number of seeds per plant for the 

SH2- liDes, ’Individual seed weight increased about 13% and the totaiseed yield increased 

about 68% for the SR2+ lines when compared to the SH2- lines. Harvest lndex for the SH+ 

5 lines was about 25% greater d3an that for the SH2- lines. ’Me SI-12+ lines were also 

significantly bigger in total plantniass and in flag leaf weigbt, (about +25% and about +15%, 

respectively). 

f.oWgafison Jktween Lines Homozygopus and Hcteraagous for SJ127-RCyLtM. T I 

plants found to be homozygous by progeny testing the T2 seeds were designated as "Hornoz 

10 SH2+". The seeds of Homoz SR2+ plants are expected to bave a greater dosage of the 

bmisgene than the other 14=. In this comparison, the.Homoz SH2 plants were compared to 

SH2+ plants that were heterozygous (Heteroz S’H2+) and were also compared to the 12 PCR-

lines. 

15 

20 

4061? 25 

30 

Table 111. Comparison Between Lines Homozygous 
and Iietero7ygous for Sh2--!Rev6-HS 

Types of Seads! Individual Total Harvest Heads Plant Flag Leaf 4 of 

Liras Pitants Seed WL Seed Index Wt. Wt. Plam 

WL 

(rngVkerrmQ (alplant) (91plant) (g/plant) 

Horrim Avg 97.1* 27.60 2.74, 0.30 7.59" 5.76 0.56 22 

SH2* Sid 1 43.60 2.60 1.31 1 0.03 310 2.26 0.17 

"Blarm Avg 74,W 26.50 Z10 0.33 5.58 3-91 0.42 66 

SH2- Std 45.10 3.80 1.34 0.10 2.54 2.08 OM 

SH2+ 1.30* 1.03 1.30* -0.05 1.36’ 1.47 1.33 22166 

Hornod 

Heteroz I 

SH2 1.911- 1.18- 2JO- 1.16, 11.34- 11.67? IA3- 27JI48 

HOMOZ/ 

112 PCR? 

. , - - lnupwtu P VOLMS CH =53 man ur w9wo "r U.uu. U.V 1. ur umvi. respccuvery, vasea on i tem. 

The majority (approximately two-thirds) of the plants analyzed were determined to 

be heterozygous, for ShMev&HS ancL therefbre, only have half of the possible dosage of the 

trawgene coding for SH2-REV6-HS. 
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To determine the cffect of increased gene dosage, individual T, plants Werc 

determined to be liamozygous or heterozygous by progeny testing the T, seeds harvested 

from the plants. Lack of segregation for the herbicide resistance marker gcrie was taken as 

evidence of homozygosity. A comparison of 22 SJ.-12+ homozygous plants with hetcrozygous 

5 SH+ plants indicates that increasing the dosage of tb.eSh2-Rev6-HS transgene leads to even 

larger yield and plant growth increases over plants which do not contain or express the 

transgene. The results provided in Table II[ indicate an approximately 1109/6 incir-ase in total 

seed weight per plant compared tQ SH2+ heterozygous plants. 

0 ExaMple 3� Experimeuk-, with Rice 

The transgen:Jc Tice plants are produced as described in the Materials and Methods. 

The resuLtant rice plants are analyzed as set forth in Examples I and 2. 

Exmple 4= Experimenis with Pe 

15 The transgenic pea plants are produced as described in the Materials and Methods. 

Tile resultant pea plants Fire analy7xd as set ford) in Extunples I and 2. 

F,xa=le 5�Northern Anal)§is of SH2TE.EV6-HS T=ggcnic Rice-

Ten (10) or morc developing seeds were harvested from individual TO transgenic rice 

20 lines. All TO numgenic: lines were PCR positive for the W-Rev6-HS tram9gene. RNA was 

prepared and analyzed accordingto standard techniques, Duplicate blots wM probed with 

a small AGP subunit probe (Brittle-2) or the W-Rev6-HS trausgene coding sequences. The 

genotype labeled M202 is a varietal control. 

As can be seen in Figure 1, RSI, RS4, RSIO, RS20, atid RS22 tr-Ansgentic plants 

25 express the W-RMWS transgene, in contrast to untriinsforrned U202 plant which does not 

express the trarisgme. Due to small differences in loading, rniaor differences in expression 

may or may not be due to the bmisgene, Significant differences in Ivading, are not apparent 

in a duplicate blot probed with the Brittle-2 gene-

30 
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Example 6�AGP activity and TI Seed NeigJA of S112-REW-HS:[ransggii!;-? 

Plant AGP Aclivi TJ Seed Weight 

M202 100 Comparable data for M202 not available 

RSl 122 27.0 Lng 

5 RS2 127 27.5 mg 

RS3 121 23.8 nig 

RS4 120 27.1 mg 

RS6 124 25.6 mg 

RS8 122 21.9 nig 

10 RSIO 147 27.7 mg 

RS17 106 20.0 mg 

PIS20 114 23.8 mg 

RS21 100 22.7 ing 

RS22 127 21.5 mg 

15 
AGP activity assays reflect a mean 

of three replicates peifLmed using an extract 

from a tninimurn of 10 developing seeds, Activities are expressed relative to the prepared 

average value obtained for varietal control plant M202. Tl seed weights are averages, of a 

randow subsample of mature T I seeds harvested from individual TU transgenic lines. 

20 At the AG’P activitY level, the majority of the Sh2-.Rev6-,HS tr-lisgenic rice lines have 

significant increases relative to M202, Lines.RS17 and RS21 do not have sigrificant 

i ,ricreases in AGp activity. Line " 10 exhibits the highest level of ovemxpression of all I nes 

at the RNA level and also bas highest extractable AGP activity. 

25 

30 

35 

EXamole 7=.Ml TI I C 6- r V I e. I idi ’Sqth, I 

Sixteen T I plants (numbered 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 15, 17, 18, 19, 20, 2 2, 23, and 25, 

respectively) representing SN-RM-HS tranSgemic Tire line RS) were grown in a growth 

chamber and compared with five M202 and 5 of control tansgenic liDe 97-3 (the 97-3 line 

carries only hygromycin resistance)- The sixteen RS I TI plants and the 5 97-3 plarits came 

ftom individual seeds germinated ou Petri plates using hYgrOmycin
 selection and were t1len 

or a hygxomycin resistance gene 
traMlantod into soil. The 97-3 plants are homozygous; 

f 

locus and the RS I TI planus are heterozygous (12 of 16) or hornozygous, (4 of 16) for the 

bygrMnYcin1ShZ-Rev6-HS Uwlsgcne locus. The dosage of each RS I T1 plant was determined 

by progeny tests, RS I plants 10, 18, 19, and 20 are homozYgOus. DifficlkltY in establishing 

the M2()2 plants may be a conseque= of their being direct seeded ’.-nto soil. Theresullsare 

shown in Table IV belOw. 

I J 
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Table IN. 

Genotype Panicle # Total 
Seed 9 

Total Seed 
Wt. 

Sced WU ISe-eds/ 
PaTlicic 

Individual 
Seed Wt. 

Harvest 
Index 

--?EO2 16 38.5 9.94 0.62 24.06 0.0258 0.31 

2 12 409 11.04 0.92 34.08 0.0270 0.39 

3 15 647’ 17.111 1.14 43.13 0.0264 0.38 

4 14 413 10.46 0.75 29.50 0.0253 0.39 

5 24 751 20.07 0.84 31.29 0.0267 0.35 

avg 161 521 13.724 0.85 32.41 0.0263 0-36 

Ad 4.12 149.32 4.10 0.17 6.28 0.0006 0.0 

97-3 1 31 789 20.01 0.651 25.45 0.0254 0.35 

z 32 1040 27 0.94 32.50 0.0260 0.39 

3 28 689 17.85 0.64 24.57 0.0259 0.32 

4 is 623 16.08 0-89 34.6t 0.0258 0.37 

5 32 895 23.57 0.74 27.97 0.0263 0.37 

avg 28.2 807 20-902 L_ 0.75 29.02 0.0259 0.36 

Ad 5-31 148M 3.94 0.10 3.9Z 0,0003 0.02 

,RS1 1 33 943 24.35 0.74 28.58 0.0258 0.34 

3 18 686 17 48, 0.97 33.11 0.0255 0.30 

4 26 932 25-911 1.00 35.85 0.0278 0.36 

5 14 540 14,51 1.04 38.57 0.0269 0.34 

6 33 891 24.76 0.75 27.00 0.0278 0.34 

7 32 889 23.97 0.75 27.78 0.0270 0.36 

10 20 587 15.23 0.76 29-35 0.0259 0.31 

13 12 562 14.63, 1.22 46.83 0.0260 0.32 

15 20 585 15.14 0.76 29-25 0.0259 0.32 

17 17 678 17.84 1.05 39.88 0,0263 0.33 

is 9 538 .13.94 1.55 59,78 0.0259 0-40 

19 23 609 16.05 0.70 26.48 0.0264 0.33 

20 19 594 15.96, 0.84 31.26 0,0269 0.31, 

22 11; 553 14.25 1.30, 50.27 0.0259 0.39 

23 is 559 14.77 0-82 31-06 0-0264 0.31 

25 19 708 19.27 Lol 37,26 0.0272 0-36 

avg 20.25 678-38 18.00 0.95 36.08 O.U265 0-44 

std 7.28 144.96 4.14 0.23 9.17 0.0007 0.0-3 

RS1 Comp2red to M202 
1 1.11 L?1T 0.94 

RS1 Compared to 97-3 

0.721 , 0.841 0,8A6: 1.27 L- 1.24 1 1.021 0.94 
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Claims 

I claim: 

1 1. A melliod of increasing the number of seeds produced by a plant, wherein ihe 

2 method comprises: 

3 a. introducing into a plant a nucleic acid operably linked Lo a promoter.. 

4 wherein the nucleic acid is selected from the group consisting of a 

5 nucleic acid comprising SEQ ID NO: 3, a nucleic acid which 

6 hybridizes with SEQ W NO: 3 -under high stringency ounditions and 

7 encodes a polypeptidr- that retains biological activity of SH2-REV6-

HS, a fragment of SEQ ID NO: 3 encoding a peptide that retains 
?’9
 biological activity of SH2-REV6-HS, a nucicic acid encoding a 

10 polypeptide comprising SEQ ID NO: 4, or a fragment thereof that 

I I retains biological activity of SW-REW-HS, and a nucicic acid 

12 encoding an SH2HS or an SIURTS polypeptide; and 

13 b. gowing the plant produced in step a. 

1 2. A method of incr=ing the biernass pwduced by a plant, wherein the unethod 

2 comprises: 

3 a. introducing into a plant a nucleic acid operably linked to a prornoter? 

4 wherein the nucleic acid is selected from the group consisting of a 

5 nucleic acid comprising SEQ ID NO: 3, a aucleic acid which 

6 hybridizes witb SEQ ID NO: 3 under lugh stringency corditions and 

7 encodesa. polypeptide that retains biological aaivity of SH2-UV6-

8 HS, a fragment of S)EQ ID NO: 3 micoding a peptide tbat retains 

9 biological activity of SH2-REV6-HS, a nuuleic acid encoding a 

10 polypeptide comprising SEQ ID NO: 4, or a fragment thereof that 

I I retain-, biological activity of SH2-REV6-HS, and a nucleic acid 

12 encoding an SH2HS polypeptide; and 

13 b. Vowing the plant produced in step a. 
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1 3. A method of incricasing the Hiuvest Index of a plant, wherein the method 

2 comprises: 

3 a. introducing into a plant a nucleic acid operably linked to a promoter, 

4 wberein the nticleic acid is selected ftom the group consisting of a 

5 nucleic acid comprising SEQ ID NO: 3, a nucleic acid wbicb 

6 hybri(lizes with SFQ M NO; 3 wider high sAngency Conditions and 

7 encodes a polypeptide that retains biological activity of SH2-".V6-

8 HS, a fragment of SEQ ID NO: 3 encoding a peptide that retains 

9 biological activity of SH2-REV6-HS, a j,,ucleic acid encoding a 

10 polypeptide comprising SEQ ID NO: 4, oi a fragment thereof that 

I I retains biological activity of SH2-RFV6-HS, and a nucleic acid 

12 encoding an SH214S polypeptide; and 

13 b. growing the plant produced in step a. 

1 4. The method of claim 1, 2. or 3 -wherein the plant is a ruonocotyledonous plant. 

1 5. The metbod of claim 4 wherein the plant is setected firorn the group consisting 

2 of rice, wheat, barley, oats, sorghum, and n-Allet plant. 

1 6. The method of claim 1, 2, or 3 wherein the plant is a dicotyledonous plant. 

1 7. The medmd of claim 6 wherein the plant is selected fi-orn the group consisting 

2 of pea, alialfa, birdsfoot trefoil, chickpea, chicory, clover, kale, J--jitil, prairie grass, small 

3 bumet, soybean, and lettuce plauL 

1 8. A method of increasing the flag leaf weight of a iaunocotyledonous plant, 

2 wberein the method comprises: 

3 a. introducing into a plant a nucleic acid operably linked to a Mmoter, 

4 wherein the nucleic acid is selected from the group consisting of a 

5 nucleic acid comprisixig SEQ ID NO: 3, a nucleic acid which 

6 bybridizes with S-EQ ID NO: 3 under hight.-14ingency conditions and 
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7 uncodes a potypeptide that retains biological activity of SH2-REV6-
8 RS, a fragnent of SEQ ID NO: 3 encoding a peptide that retains 

9 biological activity of SH2-R.CV6-HS, a nucleic acid encoding a 
10 polypeptide comprising SEQ ID NO: 4, or a fra&qnent thereof that 
I I retains biological activity of SH2-MV6-HS, and a nucleic acid 

12 encoding an SHMS polypeptide; and 

13 b. growing the plant produced in step a-

1 9. A method of incr=ing the number of seed heads produced by a 

-4:? monocotyedonous p)=t, Wherein the method comprises: 

3 a. introducing iWo a plant a nucleic acid operably linked to a promoter, 

4 wherein the nucleic acid is selected from the group consisting of a 

5 nucleic acid comprising SEQ ID NO: 3, a nucleic acid which 

6 hybridizes with SEQ ID NO. 3 under higb strLqgcncy conditions and 

7 ew-.odes a polypeptide that retains biological activity of SH2-REV6-

8 HS, a frag[nent of SEQ ID NO: 3 encoding a peptide that retains 

9 biologicAil activity of SM2-RF-’V&HS, a nucleic acid encoding a 

10 polypeptide comprising SEQ D) NO: 4, or a fragment thereof that 

I I retains biological activity of SH2-REV6-HS- and a nucleic acid 

12 encoding an SHMS polypeptide; and 

13 b. growing the plant produced in step a. 

10. A method of increasing two or more traits of a dicoVedonous plant, wherein 

2 the traits are selected trom the group consisting of ffic number of seeds, average seed weight, 

3 total seed weight? Dumber of seed heads, Harvest Index and total plant weight? wherein the 

4 method compri.w: 

5 a. introducing into a plant a nucleic acid operably linl? to apromter, 

6 wherein theriucleic acid is selected from the group consisting of a 

7 nucleic acid comprising SIEQ ID NO: 3, a nucleir- acid whicb 

9 hybridim with SEQ W NO; 3 under high stringermy conditions and 

9 encodes a polypeptide that retairm biological activity of S112-REV6-
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HS, a fragment of SEQ ID NO’. 3 encoding a pepcide that retains 

biotoGIcal activity of SH2-REV6-HS, a nucleic acid encoding a 

polypeptide comprising SEQ ID NO: 4, or a fragment thereof that 

retains biological activity of S14.2-REV6-11S, and a nucleic acid 

encoding an S142HS polypeptide; aud 

b. growing the plant produced in step a. 

]I- A method of in( aTeasing the Yield of two or more traits of a monocotyledonous 

plant, wherein the traits are selected from the group consisting of the number of seeds, 

average seed %cight, total sced weight, number of seed heads, flag leaf weight? Harvest Index 

and total plant weight, wherein the metbod comprises: 

a. introducing into a plant anucleic acid opei-ably linked to a promoter, 

wherein the nucleic acid is selected ftorn the group consisWig of a 

nucleic acid comprising SEQ M NO: 3, a nucle1c, acid which 

hybridizes with SEQ ED NO: 3 wider high stringency conditiows, and 

encodes a polypeptide that retains biological activity of Skl2-.RF-’V6-

HS, a fragment of SEQ IID NO: 3 encoding a pepfide that retains 

biological activity. of S117--REV&HS, a nucleic acid encoding a 

polypeptide comprising SEQ ID NO: 4, or a fi7apuent thereof That 

retains biological activity of SH2-REV6-HS, and a nucleic acid 

encoding an SH2HS polypeptide.-and 

b. growing the plaut produced ’in step a. 

1 12. The method of clairn 1, 2, 3, 8, 9, 10, or I I further comprising crossing the 

2 plant obtained in step b with a second plant and harvesting and growing the seed which is 

3 produced as a tesult of making the cross. 

1 13. T’he. method of claim 1, 2, 3, 8, 9, 10, or 11 forther comprising harvesting seed 

2 which is produced by selfing the plaut obtained in step b and growi.T)g the harvested seed. 
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1 14, The mediod of claim 8, 9, or I I whaein the plant is selected IJ?oni the Poup 

2 consisting of rice, wheat, barley, oats? sorghum, and millet plant. 

1 )5. The method of claim 1, 2, 3, 8, 9, 10, or I I wherein the SH2HS polypeptide 

2 i.s selwted from the group cousisting of SH2MS13, SMHS14, SH2HS16, SHMS33, 

3 SIUHS39, SHMS40, and SIVIRS47, or a fraguient of the SH2HS polypeptide that retains, 

4 biological activity of the SH211S polypeptide. 

1 16. The mediod of claim 1, 2,3, 8,9, 10. ox I I wherein the SH2RTS polypeptide 

is selected from the group consisting of SH2RTS49-2 and SH2RTS60- 1, or a fi7agment of the 

3 SH2RTS polypeptide that retains biological ac6vity of the SH2RT9 polypeptide. 

17. The method of claim 10 wherein the plant is selected ftorn the group 

2 consisting of pea, alfalfz, birdsfoot trefoil, cljic;?p? chicory, clover? kale, lentil, prairie grass, 

3 small burnet, soybean, and lettuce plant 

1 18, A plant produced by the method of claim 1, 2, 3, 8, 9, 10, or 11, 

1 19. A platit comprising a nucle.ic acid encwJing the ainino acid sequence as set 

2 forth in SEQ M NO: 4. 

i’z?’ 
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SEQUENCE LISTING 

PCTIUS01/06672 

<110> Gixoux, Michael 

<120> Transgenic Plants with Increased Seed Yield, Biomass and Harvest Index 

<130?-- BOI-100 

<140> US 09/516,250 
<141> 2000-03-01 

<160> 6 

<170> FatentIn Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1582 
<212> DNA 
<213> Zea may& 

<220> 
<221> CDS 
<222> (10).,(1563) 
<223-:- Shrunken-2 gene revextant form 

<220> 
<221> variation 
<222> (267) 
<223> k - g or t; amino acid 86 = Ala. 

<2?,O> 
<221> variation 
<222> (1368) 
<223> r = a or 9; amino acid 453 - Pro. 

<220> 
<Z21> variation 
<222> (1578) 
<223> k =, g or t. 

<400> 1 
99rageJaciat at9 Caci ttt 9ca Ctt 9ca tt9 gac acq aac tce qgt cct cac: 51 

Met Gln Pbe Ala Leu Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His 
1 5 10 

cag ata aga tct t9t gag ggt gat qgq att gac agg ttg gaa aaa tta 99 
Gin Ile Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Leu 
is 20 25 30 

agt att ggg ggc aga aaq cag gag aaa gct ttg aga aat agg t9c ttt 147 
Set Ile Gly Gly Arg Lys Gin Glu Lys Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe 

35 40 45 

ggt g9t aga gtt gct 9ca act aca caa tgt att ctt acc tea gat gct 195 
Gly Gly Arg Val Ala Ala Thr Thi Gin Cys Ile Leu.Thr Ser Asp Ala 

50 55 60 

t9t cct gaa act Ctt cat tct- caa aca cag tcC tCr, agg 88a aat tat 243 
CyR Fro Giv Thr Leu His Ser Gln Thr Gin Ser Ser Axg Lys Asn Tyr 

65 70 75 

,e-- cy? 
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qct gat gca aac cgt gta tct grk etc azt ttg ggc gga ggc act g9a 291 
Ala Jksp k1a Asn Arg Val Ser Xaa, Ile Ile LeD Gly Gly Gly Thr Gly 

80 85 90 

tct cag etc* ttt cct ctg aca agc aca aqa get acg cct gat gta cct 339 
Ser GIn Lau Phe Pro Leu Thr Ser ThIr Arg Ala Tbr Pro Ala Val Prc 

95 100 105 110 

gtt 99a gga tgt tac agg ett att got atc act atg agt aac tgc ttc 387 
Val Gly Cly "ys Tvr Arg Leu Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe 

115 120 125 

sac agt ggt ata set aag ate ttt gtg atg agt cag ttc aat tct act 435 
Asn Ser Gly Ile Asn. Lys Ile Phe Val Met Set Gin Phe Asn Ser Thr 

130 135 140 

teg ctt sac cgc cat att, cat Cgt ace 1?ac Ctt gaa, ggc ggg atc a:ac 483 
Ser Leu Asn A-rg His Ile His Arg Thr Tyr Leu Gla Gly Gly Ile Asn 

145 150 155 

ttt qct gat g9a tct gta caq 9ta tta. qcq get Sca cats atg cct gas 531 
Phe Ala Asp Gly Ser Val Glr. Val Leu Ala-Aja Thr Gln Met Pro Glu 

160 165 1,70 

gag cca get 9ga tgg ttc cag qqt aca gca gac tat etc age aaa ttt 579 
Glu Pro Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Ser Ile Aig Lys Phe 
175 iso 185 190 

etc tgg gta etc gag gat tat tac agt cac aaa tcc: att gac aac att 627 
Ile Trp Val Leo Glij Xsp Tyr Tyr Ser His Lys Ser ile Asp Asn Ile 

195 200 2D-5 

g--a atc ttq a9t ggc gat cag r-tt tat egg atg aat tac atg gaa ctt 675 
Val Ile Leu Ser Gly Asp GIn Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Gli) Lou 

210 215 220 

gtg cag aaa cat qtc gag gac gat gct gat atc act ata tca tgt gct 723 
Val Gln LyS His Val Glo Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala 

225 230 235 

cct gtt gat gag age cga get tct aaa aat ggg cta qtg aag att gat 771 
Pro Val Asp Glu Ser Krg Ala Ser Lys Asn Gly L-eu Val Lys Ile Asp 

240 245 250 

cat act gga cqt gta ctt caa ttc ttt gaa ass cca aag ggt gct gat 819 
His Thr Gly A--q Val Leu Gin Phe Phe jGlu Lys Pro Lys Gly hla Asp 
255 260 265 270 

ttg eat tct atg aga gtt gag acc aac ttc ctg age tat gct ata gat 867 
Leu A3n Sar Met Arg Val Glu Thr Asn Phe Leu Ser Tyr Ala Ile Asp 

275 2BO 28.5 

gat gco caq aaa tat cca tac ctt 9ca tca atg ggc att tat qtc ttc 915 
Asp Ala Gln Lys Tyr Pro Tyr Leo Ala set Met Gly Ile Tyr Val Phe 

240 295 300 

aag ass gat gcs ctt. tte gac ett ctc aeg tca aaa tat act caa tta 963 
Lys Lys "p Ala Leu Leu Asp Leo Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Lej 

305 310 315 
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cat vac 
H15 Asp ttr- gga tct gaa atc atc Cca aga gct gta eta gat cat ag PhQ G1Y S8r Glu Ile Leu Pno prg, Ala Val LeLl Asp H,s t 1011 

320 325 330 

Sex 

9t9 cag gca t9c att ttt acg g9c tat t99 gag gat gtt gga aca ar-c IOS9 Val Gln Ala cys Ile Phe 7hr Gly Tyr Trp GlU Asp Val Gly Thr Ile 335 340 345 350 
aaa tca ttC ttL gat gr-a aac ttg gcc ctc act gag cag ect tcc aag 1107 Lys Ser Phe Phe Asp Ala Asn Lea Ala Leu Thr Glu Gln Pro Ser Lys 355 360 365 

ttt gat ttt tac gat cca aaa aca, cct ttc tto a ct qca ccc aga tgc 1155 Phe Asp Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cys 
370 375 350 

ttg cct ccg acg caa ttg gae aag tgc aag atg aaa tat aca ttt atc 1203 
Leu pro pro Thr Gln Lea Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr ila Phe Ile 

385 390 395 

tca. gat ggt tgc tta ctg aga gaa tgC aac atc gag cat tct gtg att 1251 

Sef Asp Gly Cys Leu Leu Arg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile 

400 405 410 

gga gtc t9c tca cgt gtc age tct gga tgt gaa cte aag gac tcc qtg 1299 

Gly Val cys ser PLrg Val Ser Ser Gly Cys Glu Leu Lys Asp Ser Val 

415 420 425 430 

atg atg’ gga. gcg gac atc tat qaa act gaa gaa gaa 9ct tca aag eta 1347 

Met met Gly Ala ASP Ile Tyr Glu Thr Glu Glo Glu Ala Ser Lys Leu 

435 440 445 

ct.q tta gct ggg aag qtc ccr qtt g9ti ata gga, aqg aac aca aag ata 1395 

IA?!u leu ??Ia Gly vys Val Xaa Val Gly Ile Gly Arg Asa Thr Lys Ile 

450 455 460 

agg aac t9t atc att. gac at.9 aet. get agg 9tt 999 aag aac gt9 gtg 1443 

Arg Asn Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asa Val Val 

465 470 475 

ate aca aac agt aaq g9c atc caa, gag get gat cac ccg gaa gaa q99 1491 

Ile Thr Pmn Ser Lys GlY Ile Gln Glu Ikla Asp Ris Pro Glu Glu Gly 

480 485 490 

tac tog tac tac ata agg tct gga ate gtg gtg atc ctq aag aat gea 1539 

T-yr sec 19yr Ti 
Xle AXg Ser Gly Ile Val Val Ile Lou Lys Asn Ala 

495 
.;r 

500 505 510 

ace atc aac gat ggg tCt gtC ata tagateggeL gcgtktgcg 1582 

Thr Ile Asn Asp Gly Ser Val Ile 
515 

<210> 2 
<211> 518 
<212> F RT 
4213> Zea MaYs 

<220> 
4221> 
e222> (86) 

la, grom degeneracy at position 261 ?n DNA 
sequence g or r-) - 

<223> Xaa = A 



4> 
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<220> 
<221> - 
<27-2> (453) 
<223> Xaa - pro, from degeneracy at position 1368 in DNA sequence 9). (r a or 

<400> 2 
Met Gin Phe Ala Leu Ala Leu Aso Itir Asn Ser Gly pro HIS Gin Ile 

5 10 15 

Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Lau Ser Ile 20 2-5 30 

Gly Gly Axg Lys Gin Glu LYS Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe Gly Gly 35 40 45 

Arg Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala Cys pro 
so 55 60 

-4-?-Glu Thr Lela His Ser Gin Thr Gln Sex Ser PLrg Lys Asn Tyr Ala Asp 
65 70 75. W) 

Ala Asn Arg Val Ser Xaa Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thx Gly Ser Gln 
85 90 95 

Leu Phe Pro Leu Thr Ser Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro Val Gly 
100 105 110 

Qy Cys Tyr Xrg Leu Ile ASP Ile Pro t4et. Ser Asn Cys Phe Asr. Ser 

115 120 125 

Glv Ile Asn Lys Ile, Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thr Ser Leu 

130 135 14o 

Asn Arg His Ile His Arg Tbr Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Asn Phe Ala 

145 .150 1-55 160 

A--p Gly S,r Val Gin Val Leu Ala Ala Thr Gin Viet Pro G111 Glu Pro 

165 170 175 

Ala Gly Trp Phe Gln Gly Tht Ala psp sex Ile ?-rg Lys Phe Ile Trp 

180 185 190 

Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Ser 14is LYS Ser Ile Asp Azn Ile Val Ile 

195 200 205 

Leu Ser Gly Asp Gln Lu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu LQu Val GID 

210 215 220 

LyS His Val Glu ASP ASP Ala Asp Ile Tbr Ile Ser Cy6 Ala Pro Val 

225 230 235 .240 

Asp Glu Sear Arg A-la Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile ASP His Thr 

245 250 255 

Gly Arg Val Leu Gjn Phe Pbe Glu Lys J?ro Lys Gly Ala ASP IRM PL%n 

260 265 2’70 

Ser Met Arg Val Glu Thr Xsn Phe Leu Ser 7vr Ala Ile Asp Asp Ala 

215 280 285 



WO 01/64928 
PCTrusei/06622 

5 

Gln Lys Tyr Pro Tyr LeU Ala Ser Me?-- Gly Ile Tyr Val Phe Lys Lys 290 295 300 

ASP Ala Leu. Leu Asp Leu Let, Lys Ser Lys Tyr Tht Gin Leo His Asp 305 310 315 320 
Phe Gly Sex Glt? Xle Leu Pro Arg Ala. Val Leu Asp His Ser Val Gin 325 330 335 
Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Tip Glu Asp Val Gly Thr Ile Lys Ser 340 345 350 

Phe Phe Asp Ala Ass n Leu Ala Leo Thr Glu GIn Pro Set Lys pi-19 Asp 
355 360 365 

Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thx Ala Pro Arg Cys Leu Pro 
310 375 380 

Pro Thr Gin Leo Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile Ser A-sp 
385 390 395 400 

Gly Cys Leo Lej Arg Glu Cys Aso Ile Glu His Ser Val Ile Gly Val 
405 410 415 

Cys Ser Arg Val Ser Ser Gly Cy3 Glu Leu Lys Asp Ser Val Met Met 
420 425 430 

Gly Pla Asp Ile Tyr Glt? Thr Glu Glu Glu Ala Ser Lys Leu Leo Leo 
435 440 445 

A-la Gly Lys Val Xa& Val Gly Ile Gly Arg Aso Thr Lys Ile Arg Asn 

450 455 460 

Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Nrg Xle Gly Lys Asn Val Val Ile Thr 

465 470 475 480 

Asn Ser Lys Gly Ile Gin Glu Ala Asp His Pro Glu Glu Gly Tyr Ser 

485 490 495 

Tyr Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile Leu Lys Asn. Ala Thr Ile 

500 505 510 

Assn Asp Gly Ser Val I le 
515 

<210> 3 
<211> 1582 
<212> E)NA 
<213> Zea mays 

<220> 
.e221> COS 
c222., (10) .. (2563) 

<223> Shj:unken-*2 gene revertant form., mOclified to ):)a 
heat stable 

<220> 
<221> variation 
<222> (267) 
<223> k = q or ti amino acid 86 ? Ala. 
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4220> 
<221> variation 
<222> (1008) 
<2221> y = c or t. 

<220> 
<221> variation 
<222> (1368? 
<223> r - a or g; amino acid 453 Pro. 

<220> 
<221> variation 
<222> (1578) 
<223> X - g or t. 

<400> 3 
ggaggagat otg cag ttt gca ctt gca ttg gac acq aac tca g9t cct cac 51 

Met GLn Phe Ala Leu Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His 
1 5 10 

cag eta aga ttt tgt gag ggt gat ggg att gac agg ttg gaa aaa tta 99 
Gln Ile Arg Ser Cys Glu. Gly Asp Gly Ile Asp Arcj Le;) Glu Lys 1,eu 

15 20 25 30 

agt att ggg ggc aga aag cag gag aaa gct ttg aga eat agg tgu ttt 1.47 
Set Xle Gly Gly Arg Lys Gin Glu Lys Ala Leu 1krg Asa Arg Cys Phe 

35 40 45 

g9t. ggt age gtt gct gca act ace caa tgt att ctt acc tca gat qct 195 
Gly Gly Arg Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala 

50 55 60 

tgt cct gaa act ctt cat Ect, caa ace caq tcc tct agg aaa aat tat 243 
Cys Pro Glu Tht Lau His Ser Gln Thr GIn Ser Ser Arg LY5 Asn Tyr 

65 70 "75 

get gat 9ca aac cgt gta, tct gck atc att ttg ggc gg.-A ggc act gga 291 
Ala Asp Ala Asn Arg Val Ser Xaa Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thr Gly 

so 85 90 

tct cag cte ttt cct ctg ace agc ace. age gct acq cct gct gta cct 339 
Sex Gin Leo Phe Pro Leo Thr Seg Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro 

95 100 105 110 

gtt gga gga tqt tac: agg ctt att gat atc ect atg agt aac tgc ttc 383 
Val Gly Gly Cys Tyr Arg Leo Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe 

115 3.20 125 

aac agt ggt at& aat aag ata ttt qtg atq agt Caq ttC eat, tCt act 435 
Asn Ser Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val Met Set Gln Phe Asn Ser Tbr 

130 135 140 

tcg ctt aac cgc cat att cat c9t aca tac ett gag ggc ggg atc aac 483 

Ser Leo Asn Arg his Ile His Arg Thr Tyr Leu Glit Gly Gly Ile A5n 

145 150 155 

ttt gct. gat gga tct gta cag"gta tta qcq gct ace caa atg cct gaa 531 

Phe Ala Asp Gly Ser Val Gln Val Leu Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu 

160 165 170 
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gag cca qct gga tqg ttc cag gqt aca gc--a gac tct atc aqa aaa ttt 579 
Glu Pro Ala Cly Trp Phe GLn Gly Thr Ala Asp Ser Ile Arg Ly5 Phe 
115 160 185 190 

atc tgg 9ta cte gag gat tat tac agt cac aaa, tcc act gac aac w?t 62-7 
Ile Trp Val Lej Glo A-sp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile 

195 200 205 

gta atc ttg agt o_gc gat cag ctt tat egg atg sat tac atg gaa ctt 675 
Val Xle Leu Ser Gly Asp Gln Leu Tyr Arg Met A" Tyr Met Glu Lau 

210 215 220 

gtg cag aaa cat gtc gag gaC gat gct gat atc act ata tca tgt gct 723 
Val Gln Lys His Val Glv Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala 

225 230 235 

cct gtt gat gag agc cga gc;t tCt aaa aat ggg Cta, gtg aag att gaz 771 
FZo Val A5p Glu Ser Arg Ala Ser Lys ASn Gly Leo Val Lys Ile Asp 

240 245 250 

cat act gga cgt gta ctt caa tte ttt gaa aaa cca aag qgt gct gat 819 
His Thr Gly Arg Val Lau GIs Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ada Asp 
255 260 265 2,70 

ttg aat tct atg aga qtt gag acc aac ttc Ctg agc tat gct ata gat 867 
Leo Asn Ser Met Arg Val Glo Thr Asn Rhe Lou Ser Tyr Ala Ile Asp 

2’75 280 285 

gat 9ca, caq aaa tat cca tac ctt gca tca atg ggc att tat gtc tLo 915 
Asp Ala GIs Lys Tyr Pro Tyr Lau Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe 

290 295 300 

aag aaa gat qca ctt tta gac ctt ctc aag tca aaaL tat act caa tta 963 
Lys Asp Ala Lau Lau Asp Lau Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Lau 

305 310 ?$i5 

cat gac ttt gga tct gaa atc ctc cca aga gct gta cta gat tay agt 1011 
His Asp Phe Gly Ser Glu Ile Lau Pro Arg Ala Val Lau Asp Tyr Ser 

320 325 330 

qtq cag qca tgc att ttt acg gqc tat tgg gag gat gtt gga aca atc 1059 
Val Gla Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr.Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile 
335 340 345 350 

aaa tea tte ttt gat gca aac ttg qcc ctc act gag cag cct tcc aag 1107 
Lys Ser Phe Phe Asp Ala Asn Lou Ala Lou Thr Glu GIn Pro Ser Lys 

3S5 360 36S 

ttt gat ttt tac gat cca aaa aca cct ttc ttc act gca ccc cga tge 1155 
Phe Asp Phe Tyr A!sp Pro LY3 Thr Pro Phe Elhe Thr Ala Pro Arg Cys 

3’70 375 .380 

ttg cct ccq aug, caa ttg gac aag tgc aag atg aaa tat gca ttt atc 1203 
Leu Pxo Pro Thr GIn Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile 

385 390 395 

tca gat ggt tgc tta ctg aga.gaa tgc aac atC gag cat tct qtg att 1251 

Ser Asp Gly Cys Lau Lou Arg Glu Cys Asti Ile Glu His Ser Val Ile. 

400 405 410 

f 
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gga gtC tgc tca cgt gtC agc tct 9ga t<gt gaa ctc aag gac tcC gtg 1299 
Gly Val Cys Sex Arg Val Ser $or Gly Cys Glu Leu Lys Asp Ser Val 
415 420 425 430 

atq atg gga gcg gac stc tat gaa act gaa qaa gaa qct tca, aag: cta 1347 
Met Met Gly Xla Asp Ile Tyr G1v Thr Glu ?lu Glu Ala Ser Lys Leu 

435 440 445 

r-.tg tta g(--t ggg aag 9tC cur gtt gga ata gga a9c; aac aca aag ata 1395 
Leo Leu A)a Gly Lys Val Xaa Val Gly Ile Gly Arg Asn Thr Lys Ile 

450 455 460 

agg aac tgt atc att gac at9 aat gct agg att gqg aag aac. gtg 9t9 1443 
Arg Aso Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asn Val Val 

4 fA 5 47D 475 

atc aca aac agt aag q9c. atc caa crAg gut gat cac ccg gaa gaa ggg 1491 
Ile Thr Asn Ser Lys GJ-y Ile Gln Glu Ala Asp Ais Pro Glu Glu Gly 

480 465 490 

tac tcg tac tac: ata agg tcL g9a atc: gtg gtg atc Ctg aeg aat gaa 1539 
Tyr Ser Tvr Tyr Ile ?krg Ser Gly Ile Val Val Ile Lou Lys Asn Ala 
495 500 505 510 

acc atc aac gat gqg tct gtc ara tagatcggct gcgtktgcg 1582 
Thr Ile Assn Asp Gly Ser Val ?le 

515 

<210> 4 
<211> 518 
<212> FRT 
<213> Zea mays 

<220> 
<221> - 
<222> (66) 
<223> Xaa = Ala, from degeneracy at position 267 in DNA sequence (k 9 or t)-

<220> 
<221> - 
<227> (453) 
<223>; %aa = Pro, from degeneracy at position 1368 in DNA Sequence (r a or 

g) - 

<400> 4 
Met Gin Phe Ala Leo Ala Leo Asp Tbr Aqn Ser Gly Pro His Gin Ile 

1 5 10 15 

Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Lea Glu Lys Leu Ser Ile 
20 25 30 

Gly Gly Arg Lys Gln Glu LyS Ala LeU Arg Asa Arg Cys Phe Gly Gly 
35 40 45 

Arg Val Ala Ala Thr Thr Gin Cys Ile Leo Thr Ser Asp Ala Cys Pro 
50 55- 60 

Glu Thr Lou His Ser Gin Thr Gla Ser Ser Arg Lys Asn Tyr Ala Asp 

65 70 75 so 



Ala Asn Axg Val Sex xaa Ile Ile .1-eu Gly Gly Gly Thr Gly Ger GIn 
85 90 95 

Leu rbe Pro Leii Thr Sex Thr Arg Ala Thz Pro Ala Val Pro Val Gly 
100 105 110 

Gly Cys Tyr Aig beu Ile ksp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe Asn Ser 
115 120 125 

Gly Ile Assn ’Lys Ile Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thr Ser Leu 
130 135 140 

Asn Axg HLs Ile His Arg Thy Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Assn Phe Ala 
145 150 155 160 

Asp Gly Ser Val Gln Val Leu Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu Glu Pro 
165 170 175 

Ala Gly Trp, Phe Gln Gly Thr Ala Asp Set Ile Arg Lys Phe Ile Tip 
180 185 190 

Val Leu Glu Asp Tyz Tyr Sex His Lys Ser Ile Asp Asn Ile Val Ile 
195 200 205 

’;:-,-Leu Sex Gly Asp Gln Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Leu Val Glx% 
210 215 220 

Lys His Val Glu Asp Asp Pda Asp Ile Thy Ile Sex Cys Ala Pro Val 
225 230 235 240 

Asp Glu Ser Arg Ala Ser Lys A5rt Gly Lgu Val Lys Ile Asp His Thr 
245 250 255 

Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp Leu Asn 
2GO 265 270 

Ser Met hrg Val Glu Thr "n Phe Leu Ser Tyr Ala Ile Asp Asp Ala 
275 280 285 

Gln Lys Tvr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe Lys Lys 
290 295 300 

Asp Ala Leu Leo Asp Leu Lea Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu His Asp 
305 310 315 320 

Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Leu Asp Tyr Set Val Gln 
325 330 335 

56-11 

Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Gle Asp Val Gly Thr Ile Lys Set 
340 345 350 

Phe Phe Asp Ala Asn Leu -Ala Leu Thr Glu Gln Pro Ser Lys Phe Asp 
355 360 365 

Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cy5 Leu Pro 
310 375 3BO 

Pro Thr Gln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile Ser Asp 
385 390 395 400 

Gly Cys Leu Leo Arg Glu Cys Asn 110, Glu His Ser Val Ile Gly Val 
405 410 415 
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Cys Ser Arg Val Ser Ser Gly Cys Glu Leo Lys Asp Sw; Val Me4 viet 
420 425 430 

Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu Ala Ser Lys Leu LQu Leu 
435 440 445 

Ala Gly Lys Val Xaa Val Gly Ile Gly Arg Asn Thr Lys Ile Arg Asn 
450 455 460 

Cys Ile Ile Xsp met Asn Ala Arg Ile Gly Lys ASn Val Val Ile Thr 
465 470 475 480 

Asn ger Lys Gly Ile Gln Glu Ala Asp His Pro Clu*Glu Gly Tyr Ser 
485 490 495 

Tyr Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile Zeu Lys Asn Ala Thr Ile 
500 505 510 

Asn Asp Gly Ser Val Ile 
515 

<210> 5 
<2115 26 
<2125 DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Description of Artif?cial Sequence: PCR primer 

<400> 5 
ctqgatgtga actcaaggac tccgtg 26 

<210> 6 
<211> 24 
<212> DNA 
<223> Artificial Sequence 

<220,-, 
<223> Description of Artificial Seaue-nn.p JDry 



SEQUENCE LISTINO 

<110> Research & Development Institute, Inc. 4 Giroux, Michael 

<220> Transgenic Plants with Increased Seed Yield, Biomass and Harvest Index 

<1305 PI)1-10OC2 

<140> PCT/USOI/06622 
<141> 2001-03-01 

<150> US 09/516,250 
<151> 2000-03-01 

<160> 6 

<170> PatentIn Ver. 2.1 

’Pio> 1 
<211> 1582 
<212> DNA 
<213> Zea mays 

<220> 

<221> CDS 
<222> (10)..(1563) 
<223> Shrunken-2 gene revertant form 

<220> 
<221> variation 
<222> (267) 
<223> k = g or t; amino acid 86 = Ala. 

<220> 
<221> variation 
<222> (13G8) 
<223> r = a or g; amino acid 4.53 - Pro, 

<220> 

4?21> variation , 
2> (157e) 

’,?Z23> k - g or t. 

<400> 1 
ggaggagat atg cag ttt gca att gca ttg gac acg aac tca 99t cct cac 51 

,O*N Met Gln Phe Ala LeU Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gl y Pro His 

1 5 10 

cag ata aga tct tgt gag ggt gat ggg att gac agg ttg gaa aaa tta 99 
Gln 110 Arg Sor Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Lou 
is 20 25 30 



IWD-

agt att ggg ggc aga aag cag gag aaa get ttg aga aat agg tgc ttt 147 
Ser Ile rly Gly Arg Lys Gln Glu Lys Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe 

’35 40 45 

ggt ggt aga. gtt gct gca act aca. caa tqt att ctt acc tea gat get 195 

Gly Gly Arg Val Ala Ala Thx Thr GIn Cys Ile Lou Thr Sar Asp Ala 
50 55 60 

tgt cot gaa act ctt cat tct caa aca. cag tee. tct agg aaa aat tat 243 
Cys Pro Glu Thr Lou His Ser Gln Thr Gln Ser Ser Arg Lys Asn Tyr 

65 70 75 

gct gat gca, aac cgt gta tot gck atc att ttg gga gga ggc act gga 291 
PLIa Asp Ala Asn Arg Val Ser Ala Ile Ile Lev. Gly Gly Gly Thr Gly 

80 as 90 

tct cag ctc ttt cct ctg aca age aca, aga get acg ect gct gta cct 339 

Ser Gln Lev. Phe Pro Lau Thr Sex Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro 
.iik 9 5 100 105 110 

4gtt gga gga. tgt tac agg ctt att gat ate cot atg agt aac tgc ttc 387 

Val Gly Gly Cys Tyr Arg Lou Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe 
115 120 125 

aac agt gqt. ata aat. aag ata ttt gtg atg agt cag ttc sat tct act 435 

Asn Ser Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val Met Ser GIn Phe Asn Ser Thr 
130 135 140 

tog ctt aac cgc cat att cat cgt aca tac ctt gaa ggc qgq ate aac 483 
Ser Lev Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Lou Glu Gly Gly Ile Asn 

145 ISO 155 

ttt get gat qga tet gta cag gta tta gcg got aca caa iLtg cct gaa 531 

Phe Ala Asp Gly Sex Val GIn Val Lev Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu 
160 165 170 

gag cca. get gga. tgg ttc caq ggt aca Ica gac tct atc aga. aaa ttt 579 
Glu Pro Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Ser Ile Arg Lys Phe 
175 180 185 190 

ate tgg gta ctc gag gat tat tac agt Caa waa tcc att gac aac att. 627 

"4§1e Trp Val Lev. Glu Asp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile 
195 200 205 

gta atc ttq a9t ggc gat Cag ctt tat egg atg aat tac atq gaa ett 6"75 

Val Ile Lau Sex Gly Asp Gln Lau Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Lev, 
210 215 220 

gtg cag aaa cat gtc gag gao gat get gat ate act ata tca tgt get 723 

Val Gln Lys His Val Glu. Asp Asp Ala Asp Ile Thx Ile Ser Cys Ala 
225 230 235 

cct gtt gat gag agc cga get tct aaa aat ggg cta gtg aag att gat 771 



k0k 

Pro Val Asp Glu Ser Axg Ala Ser Lys Asn Gly Lou Val Lys Ile Asp 
240 245 250 

cat act gga ogt 9ta ctt Caa tta ttt gaa aaa tea aaq ggt gat gat 819 
His Thr Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp 
255 260 265 270 

ttg aat tct atg aga gtt gag acc aaa ttc ctg age tat get ata gat 067 
Leu Asn Ser Met Arg Val Glu Thr Asn Phe Lou Sex Tyr Ala Ile Asp 

275 200 285 

gat gca cag aaa tat eca tac; ctt gca tea atg ggc att tat 9ta ttc 91S 
Asp Ala Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe 

290 295 :300 

aag aaa gat gca ett tta gat ctt otc aag tea aaa tat act caa tta 963 
Lys Lys Asp Ala Leu Lou Asp Leu Lou Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu 

305 310 315 

.at gat ttt gga tct gaa atc etc Oca, aga get gta cta gat cat agt 1011 
His Asp Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Lou Asp His Ser 

320 325 330 

gtq cag gca tgc att ttt acg gge tat tgg gag gat gtt gga aca atc 1059 
Val GIn Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile 
335 340 345 350 

aaa tea ttc ttt gat gca aac ttg qcc etc act gag cag cat tee aag 1107 
Lys Ser Phe Phe Asp Ala Asn Lou Ala Lou Thr Glu Gln Pro Ser Lys 

355 360 365 

ttt gat ttt tac gat cca aaa aca act ttc ttc act gca ace cga tgc 13.55 

Phe Asp Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro rhe Phe Thx Ala Pro Arg Cys 
370 375 380 

ttg cat ccg aag caa, ttg gac: aag tVc aag atg aaa tat gea ttt ate 1203 
Leu Pro Pro Thr Oln Lou Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile 

385 390 395 

tca gat ggt tgc tta ctg aga gaa tgc aac ate gag cat tct gtg att 1251 
ww1kor Asp Gly Cys Leu Leu Axg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val 110 

400 405 410 

gga gtc tgc tca, cgt gtc agc tat gga tgt gaa ctc: aag gac; tee qtg 1299 
Gly Val Cys Ser Arg Val Ser Ser Gly Cys Glu Lou Lys Asp Sex Val 

415 420 425 430 

atg atg gga gcg gac ato tat gaa act gaa gaa gaa get tca aag cta 1347 
met Met Gly Ala Asp Ile Tyx Glu Thr GlU Glu Glu Ala Ser Lys Lou 

435 440 445 

ctg tta get ggg aag gte ccr gtt gga ata g9a agg aac. aca. aag ata 1395 
Leu Leu Ala Gly Lys Val Pro -Val Gly Ile Gly A?rg Asn Thr Lys Ile 



-A-c7-

450 455 460 

agg aac tgt atc att gac atg Rat gct agg att ggg Rag aac gtg gtg 1443 
Axg Ann Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Axg Ile Gly Lys Asn Val Val 

465 470 475 

ate aca aac agt aaq qgc ate caa gag get gat cac ccg gaa gaa ggg 1491 
Ile Thr Asa Ser Lys Gly Ile Gin Glu Ala Asp His pro GlU Gl-u Gly. 

480 485 490 

tac tcg tac tac ata agg tct gga ate gtg gtg ate ctg Rag Rat gca 1539 
Tyr Ser Tyr Tyr Ile Arg Sex Gly Ile Val Val Ile Lou Lys Ann Ala 
495 500 505 510 

acc ate aac gat ggq tct gtc ata tagatcggct gcVtktgcg 1582 
Thr Ile Asn As p Gly Ser Val Ile 

515 

-4k, 
,,,I O> 2 
<211> 518 

<212> PRT 
<213> Zea mays 

’-"<400> 2 
Met Gin Phe Ala Lou Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His Gln Ile 

1 5 10 15 

Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Axg Lau Glu Lys Lau Sex Ile 
20 25 30 

Gly Gly Arg rjys Gln Glu Lys Ala Lau Axg Asa Arg Cya Phe Gly Gly 
35 40 45 

Arg Val Ala Ala Thr Thr Gin Cys Ile Lau Thr Ser Asp Ala Cys Pro 
50 55 so 

Glu Thr Leu His Ser Gln Thr Gln Ser Sex Arq Lys Asn Tyr Ala Asp 

65 70 75 80 

A,%Q?,Azn Arg Val set Ala Ile Ile Lou Gly Gly Gly Thr Gly Ser Gln 
90 95 

Leu. Phe Pro Lcu Thr Ber Thz Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro Val Gly 

100 105 110 

,O?N 
Gly Cys Tyr Arg LeU Ile Asp 110 Pro Met Ser Asn CYS Phe Asn Ser 

115 120 125 

Gly Ile Ann Lys Ile Phe Val Met Ser Gin Phe Asn ser Thr Zex Leu 

130 135 140 

Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Ann Phe A-1a 



145 150 155 160 

Asp Gly Sex Val Gln Val Leu Ala Ala ThK Gln Met Pro Glu Glu Pro 
165 17 0 175 

Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Sex lie Arg Lys Phe Ile Trp 
180 185 190 

Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Sez His Lya Sex 110 Asp Asn Ile Val Ile 
195 200 205 

Leu Ser Gly Azp Gln Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Leu Val Gln 
210 215 220 

Lys His Val Glu Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala Pro Val 
225 230 235 240 

Asp Glu Ser Axg Ala Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp His Thr 
245 250 255 

Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp Leu Asn 
260 265 270 

’"’WN 
Ser Met Axg Val Glu Thr ASn Phe LeU Ser Tyr A-1 a Ile Asp Asp Ala 

275 280 2785 

Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Sex Met Gly Ile Tyr Val Ph* Lys Lys 
250 295 300 

Asp Ala Leu Leu Asp Leu Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu His Asp 
305 310 315 320 

Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Leu Asp His Ser Val Gln 
325 330 335 

Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile Lys Ser 

340 345 350 

?he Phe Asp Ala Asn Leu Ala Leu Thr Glu Gln Pro Ser Lys Phe Asp 
355 360 365 

Tyr Asp Pro Lys. Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cys Leu Pro 

370 375 380 

Pxo Thr Gln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile Sam Asp 

385 390 395 400 

Gly Cys Leu Leu Arg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile Gly Val 

405 410 415 

Cys Sex Arg Val Ser Ser Gly Cys Glu Leu Lys Asp Ser Val Met Met 

420 425 430 



GXy Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu GIU GlU Ada Ser Lys Lou LeU Leu 
435 440 445 

Ala Gly Lys Val Pro Val Gly Ile Gly Ary Asn Thr Lys Ile Arg Asn 
450 455 460 

CYS Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asn Val Val 110 Thr 
465 470 475 480 

Asn Ser Lys Gly Ile Gln Glu Ala Asp His Pro GlU Glu Gly Tyr Ser 
485 490 49S 

Tyr Tyr Ile A-rg Ser Gly Ile Val Val Ile Leu Lys Asn Ala Thr Ile 
500 505 510 

Asn Asp Gly Ser Val Ile 
515 

-11, - , 
210> 3 

<211> 1582 
<212> DNA 
<213> zea mays 

<220> 
<221> CDS 

<222> (10)..(1563) 
<223> Shrunken-2 gene xevertant form, modified to be 

heat stable 

<220> 
<221> variation 

<222> (267) 
<223> k = g or t; amino acid 86 Ala. 

<220> 
<221> variation 

<222> (1008) 
<223> y or t. 

--,220> 
<221> variation 
<222> (1368) 

<223> r - a or g) amino acid 453 Pro. 

<220> 
<221> variation 

<222> (1578) 

<223> k or t-

<400> 3 
g aac tca ggt cct cac 51 

g5aggagat atg cag ttt qCa ctt gca ttg gaa ac 



w 
40- L 

Met GIn Phe Ala Leu Ala Lau Asp Thm Asn Ser Gly Pro His 
1 5 10 

cag ata aga tct tgt gag ggt gat ggg att gac agg ttg gaa aaa tta 99 
Oln Ile Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Lau Glu Lys Lau 

15 20 25 30 

agt att ggg ggc aga aag cag gag aaa got ttg aga aat agg tgc ttt 147 
Sex- Ile Gly Gly Arg Lys Gln Glu Lys Ala Lau A-rq Asn Axg Cys Phe 

35 40 45 

ggt ggt aga gtt get qca act aca caa tqt att ctt ace tca gat gct 195 
Gly Gly Arg Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala 

50 55 60 

tgt cct gaa act ett cat tot caa. aca caq too tot agg aaa aat tat 243 
-Cys Pro Glu Thr Lau His Ser Gln Thr Gln Ser Ser Axg Lys Ann Tyr 

65 70 75 

got gat gca aac cgt gta tct Vck atc att ttg ggc gga ggc act gga 291 
Ala Asp Ala Asn Arg Val Ser Ala Ile Ile Lau Gly Gly Gly Thr Gly 

80 as 90 

tct cag ctc ttt cct ctg aca age aca aqa get acq cot gct gta cct 339 
SQr Gln Lou Phe Pro Leu Thr Ser Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro 

95 100 105 110 

gtt gga gga tgt tac agg ctt att gat atc cot atq agt aac tVC ttC 387 
Val Gly Gly Cys Tyr Arg teu Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe 

115 120 125 

aac agt ggt ata aat aag ata ttt gtg atg agt cag ttc aat tot act 435 
Asn Sex Gly 110 Asn Lys Ile Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thx 

130 135 140 

tccj att aac cgc cat att cat cgt aca tac att gaa ggc ggg atc aac 483 
Ser Lau Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Lau Glu Gly Gly Ile Asn 

145 150 155 

ttt get gat gga tot gta cag ’gta tba gog got aca caa atg cot gaa 531 

vu?’ha Ala h?sp Gly Sex Val Gln Val Lau Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu 
160 165 1-70 

gag Cca got gga tgg ttc cag ggt aca, qca gac tct atc aga aaa ttt 579 

Glu Pro A.1a Gly Txp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Ser Ile Arg Lys Phe 

175 100 165 190 

atc. tgg gta cic gag gat tat tac a9t caa aaa too att. gac aac att 627 

Ile Trp Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile 
195 200 205 

gta atc ttcj agt ggc gat Cag ett tat egg atg aat tac atg gaa ctt 675 

Val Ile Lau Ser Gly Asp Gln’Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Lau 



210 215 220 

gtg cag aaa cat gtc gag gac. gat gat gat atc act ata tea tgt gct 723 
Val Gln Lys His Val Glu A-s p Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala 

225 230 235 

act gtt gat gag agc cga gat tat aaa aat ggg cta gtq aag att gat 7,71 
Pro Val Asp Glu Ser Arg Ala Sex Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp 

240 245 250 

cat act gga cgt gta ctt caa. ttc ttt gaa aaa cca aag ggt get gat 819 
His Thr Gly Arg Val Lau Gln Phe Pbe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp 
255 260 265 270 

ttg aat tat atg aga gtt gag acc aac ttc ctg agc tat gct ata gat 867 
Leu, Asn Ser Met Arg Val Glu Thr Asn Phe Lou Ser Tyr Ala Ile Asp 

2’75 280 285 

’?Nat gca cag aaa tat cca tac ctt gca tca atg gge att tat gtc tta 915 
,ksp Ala Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Sex Met Gly Ile Tyr Val Phe 

290 295 300 

aag aaa gat gca ctt. tta gac ctt etc aaq toa. aaa tat act caa tta 963 
Lys Lys Asp Ala Leu Leu Asp Leu Leu. Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Lau 

305 310 315 

cat gac ttt gga tat gaa ate ctc cca aga gct gta cta gat tay agt 1011 
His Asp Phe Gly Ser Glu Ile Lou Pro Arg Ala Val Leu. Asp Tyr Ser 

320 325 330 

gtq cag gca tgc att ttt acq ggc tat tgj gag gat gtt gga iCca atc 1059 
Val Gln Ala Cys Ile Ph* Thr Gly Tyr Trp Glu. Asp Val Gly Thr Ile 
335 340 345 350 

aaa tea tta ttt gat gca aac ttg gac etc act gag cag cct tcc aag 1107 
Lys Ser Phe Phe Asp A.1a Assn Lou Ala Leu Thz Glm Gln Pro Ser Lys 

355 360 365 

ttt gat ttt tac gat cca aaa aca act ttc ttc act gca ace cga tgc 1155 
Phe Asp rho Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Axg Cys 

370 375 380 

ttg cat ccg acg caa ttg gac aag tgc aag atg aaa tat gaa ttt atc 1203 

Leu rro Pro Thr Oln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile 

385 390 395 

tca gat ggt tgc tta ctq aga gaa tgc aac atc.gag cat tct gtg att 1251 
Ser Asp Gly Cys Leu Leu Arg Glu, Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile 

400 405 410 

gga qtc tgc tca cgt gtc age tct. gga tgt gaa etc aag qaa tac gtg 1299 

Gly Val Cya Ser Arg Val Sex Ser Gly Cys Glu Lau Lys Asp Ser Val 
415 420 425 430 



atg atg gga gcg gac atc tat gaa act gaR gaa 9aa get tca aag cta 1347 
Met Met Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu Ala Sex Lys Leu 

435 440 445 

ctg tta gct ggg aag gtc ccr gtt gga ata qga agg aac aca aag ata 1395 
Leu Leu Ala Gly Lys Val Pro Val Gly Ile Gly A-rg Asn Thr Lys Ile 

450 455 460 

agg aaa tgt atc att. gac aty aat. get agg att ggg aag aac gtg gtg 1443 
Arg Asn Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asn Val Val 

465 470 475 

ate aca aac agt aag ggc ate caa gag get gat cac ccg gaa, gaa ggg 1492 
Ile Thr Asn Sex Lys Gly Ile Gln Glu Ala Asp His Pro Glu Glu rly 

480 405 490 

tac tag tac tac ata agg tet gga ate gtg qtq Ate: ctg aag aat gca 1539 
Sex Tyr Tyr Ile Arg Ser Cly Ile Val Val Ile Lou Lys Asn Ala 

195 500 505 510 

acc ate aac gat ggg tat gtc ata tagatcggct gcgtktgcg 1582 
Thr Ile Asn Asp Gly Ser Val Ile 

515 

<210> 4 
<211> 518 

<212> FRT 
<213> Zea mays 

<400> 4 
Met Gln Phe Ala Leu Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His Gln Ile 

1 5 10 15 

Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Lou Sex Ile 
20 25 30 

Gly Gly Arg Lys Gln Glu Lys Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe Gly Gly 
35 40 45 

42?N"-Xg Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Lou Thr Ser Asp Ala Cys Pro 

so 55 60 

Glu Thr Leu His Ser Oln Thr Gln Sex Ser Arg Lys Asn Tyr Ala Asp 

65 70 15 so 

Ala Asn Arg Val Sex Ala Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thr Gly Ser Gln 
85 90 95 

LOU Phe Pro Leu Thr Ser Thr Axg Ala Thr Pro Ala Val Pro Val Gly 

100 105 110 



Gly Cys Tyr Arg Lau Ile Asp Ile Pro Met Ser Ann Cys Phe Asn Sex 
115 120 125 

Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thr Sex Lou 
130 - 135 140 

Asn A-rg His Ile His Axg Thr Tyr Lou Glu Gly Gly Ile Asn Phe Ala 
145 150 155 160 

Asp Gly Ser Val Gln Val Leu A-la Ala Thr Oln Met Pro Glu Glu pro 
165 170 175 

Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Sex Ile Arg Lys Phe Ile Trp 
180 185 190 

Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Sor His Lys Ser Ile Asp Asn Ile Val Ile 
195 200 205 

--v4eu Ser Gly Asp Gln Lou Tyr Arg Met A--n Tyr Met Glu Lou Val Gln 
210 215 220 

Lys His Val Glu Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Sex Cys Ala Pro Val 
225 230 235 240 

I--, 

Asp Glu Bar Azg Ala Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp His Thx 
245 250 255 

Gly Arg Val Leu Oln Phe Pho Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp Leu A-sn 
260 265 270 

Sex Met Arg Val Glu Thr Ann Phe Lou Ser Tyr Ala Ile Asp Asp Ala 
275 200 205 

GIn Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe Lys Lys 
290 295 300 

Asp Ala Lau Lou Asp Lou Lau Lys Ser Lys Tyr Thm Gln Lou His Asp 
305 310 315 320 

Phe Gly Ser GlU Ile Lau Pro Arg Ala Val Lou Asp Tyr Ser Val Gln 
325 330 335 

Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile Lys Sex 
340 345 350 

Phe Phe Asp Ala Aan Lau Ala Lau Thr GlU Gln Pro Sex Lys Phe Asp 
-"*% 355 360 365 

Ph* Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thz Ala Pxo A-rg cys Lau PX0 

370 375 380 

Pro Thr GJA Lau Asp Lys cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile Ser Asp 

385 390 395 400 



Gly Cys Lou Lau Arg Glu Cys Ann Xle Glu HIs Sex Val Ile Gly Val 
405 41Q 415 

CY5 Ser AX9 Val Ser Ser Gly Cya Glu Leu. Lys Asp Ser Val Met Met 
420 425 430 

Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu Ala Ser Lys Leu Leu Leu 
435 440 445 

Ala Gly Lys Val Pro Val Gly Ile Gly Arg Asn Thr Lys Ile Arg Asn 
450 455 460 

Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asn Val Val Ile Thr 
465 470 475 480 

Asn Ser Lys Gly Ile Gin Glu Ala Asp His Pro Glu Glu Gly Tyr Ser 
485 490 495 

il? 
r Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile Leu Lye Asn Ala Thr Ile 

500 505 510 

Asn AAp Gly Ser Val Ile 

Amk.? 
515 

<210> 5 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: PCR pximer 

<400> 5 
ctggatgtga actcaaggac tccgtg 26 

<210> 6 
<211> 24 

2 > DNA 
3 > Artificial Sequence 

<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: PCR primer 

1001%<400> 6 
ggcttaacta tgcggeatca gagc 24 
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PLANTAS TRANSGENICAS QUE PRESENTAN UN MAYOR RENDIMIENTO EN 

SEMILLAS, UNA MAYOR BIOMASA Y UN MAYOR INDICE DE COSECHA 

Campo de la lnvenci6n 

La presente invenci6n se refiere a la mejora de la producci6n de las 

plantas, tanto, la producci6n de las semillas de las plantas como la producci6n de 

la biomasa de las plantas- M6s especificamente, la presente invenci6n se refiere a 

plantas transg6nicas que presentan una mayor producci6n de semillas y una 

?N mayor producci6n de biomasa en comparaci6n con las plantas no-transg6nicas 

que tienen el mismo trasfondo gen6tico. M6s especificamente a6n, la presente 

invenci6n se refiere a plantas que son transg6nicas de Sh2-Rev6-HS, y tambi6n 

se refiere a m&todos para producir plantas de dicho tipo. 

Antetedentes de la lnvenci6n 

La ADP glucosa pirofosforilasa (AGP) es una de las enzimas primarias que 

intervienen en la biosintesis del almid6n y del gluc6geno en los organismos tales 

como las plantas, algas, hongos y bacterias, en particular las plantas. La AGP 

cataliza la reacci6n siguiente-. 

a-glucosa-1-P + ATPADP-glucosa+PPI. 

La ADP-glucosa, que es el producto de la reacci6n precedente, es el 

principal donante de glucosa en la biosintesis del almid6n en las plantas y en la 

biosfntesis del gluc6geno por las bacterias. 

La AGP se halla ampliamente distribuida a trav&s del reino vegetal. Se 

halla presente en las plantas monocotiled6neas tales como el trigo, arroz, cebada 

y maiz, como tambi6n en ias plantas dicotiled6neas tales como la espinaca, papa 

y guisantes. Tambi6n se la encuentra en a1gunas bacterias productoras de 

almid6n, tales como el E-coli. La AGP de las plantas existe en forma de t6tr6mero 

(de 210 a 240 kDa) compuesto de dos subunidades pequenas (de 50 a 55’RDa) y 

de dos subunidades grandes (de 51 a 60 kDa), a diferencia de la AGP bacteriana 
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que parece consistir en cuatro unidades de igual tamafio. Tambi6n se ha 

demostrado que la AGP es producida en las cianobacterias y en las algas, en las 

cuales su estructura tetr6mera es similar a la de las plantas, es decir dos 

subunidades grandes y dos subunidades pequeflas, en lugar de la estructura 

homotetr6mera hallada en las bacterias comunes. 

Debido a la importancia comercial del almid6n, principalmente como 

materia alimenticia pero tambi6n como importante producto quimico industrial, se 

han efectuado muchas investigaciones para aislar y caracterizar el 6cido nucleico 

que codifica la AGP. La AGP de las plantas consiste en dos subunidades 

proteinicas diferentes. En el endosperma del maiz, la AGP es codificada por los 

genes Shrunken-2 (Sh2) y Brittle-2 (Bt2) (13have et al., 1990 y Bae et al., 1990). El 

SP2 codifica [a subunidad grande que tiene un peso molecular previsto de 57.179 

Da, mientras que el Bt2 codifica la subunidad pequeha que tiene un peso 

molecular de 52.224 Da. La aislaci6n de los 6cidos nucleicos que codifican las 

AGPs de diversas otras plantas tambi6n ha sido objeto de informes: el ADNc de la 

subunidad pequeha (Anderson et al., 1989), y el ADN gen6mico (Anderson et al., 

1991), del arroz; los ADNcs de las subunidades pequehas y grandes de la hoja de 

-"I-- espinaca (Morell et al., 1988), y los ADNcs de las subunidades pequehas y 

grandes del tub6rculo de la papa (Muller-Rober et al., 1990; y Nakata pt al., 1991). 

Al",N 
Por otra parte, se ha investigado c6mo alterar la expresi6n de la AGP en 

las plantas, a efectos de regular la sintesis del almid6n. En el documento EP 

455.316 se provee un pl6smido que comprende un ADN que codifica la AGP 

colocada en una orientaci6n invertida, siendo el resultado la transcripci6n del 

ARNm anti-sentido en una planta anfitriona. Dicha patente muestra que las papas 

transg6nicas que comprenden el plAsmido presentan una menor actividad de la 

AGP y una menor concentraci6n del almid6n en comparaci6n con las pla intas no 

transformadas. La Patente de los Estados Unidos nbmero 5.773.693 revela un 
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m6todo para incrementar el contenido de la sucrosa en la planta 
. 
del guisante 

mediante la supresi6n o reducci6n de la expresi6n de una cualquiera o de ambas 

subunidades de AGP. El m6todo comprende la transformaci6n de una planta de 

guisante mediante un pl6smido que comprende 6cido nucleico que codifica la 

subunidad Sh2 o Bt2, o ambas, en una orientaci6n anti-sentido con respecto al 

promotor y al terminador. 

En cambio, la Patente de los Estados Unidos No. 5.977.437 ensefia un 

m6todo para incrementar la velocidad y/o el rendimiento de la producci6n de 

almid6n en una planta, que comprende introducir en una planta un 6cido nucleico 

que codifica la AGP del endosperma de la cebada vinculada operativamente a un 

.I-Ik p6ptido pl6stido de tr6nsito. El documento EP 634.491 revela un m6todo para 

disminuir el contenido de aceite en las semillas mediante el incremento de la 

cantidad de almid6n, que comprende transformar una c6lula vegetal mediante un 

6cido nucleico que comprende un promotor, y un ADN que codifica una proteina 

de fusi6n que comprende un p6ptido pl6stido de transito, amino terminal, una 

enzima AGP, y una secuencia de terminaci6n de transcripci6n 3’no traducida, 

obteniC-ndose c6lulas vegetales transformadas, y regener6ndose plantas 

transformadas a partir de las c6lulas vegetales transformadas. Finalmente, en la 

Patente de los Estados Unidos No. 5.792.290 se revela el 6cido nucleico que 

codifica la AGP del trigo, y se ensena la inserci6n de copias extra’s del gen de 

AGP en un genoma de planta mediante transformaci6n a efectos de reforzar la 

producci6n del almid6n, y la inserci6n del complemento del ARNm que codifica la 

AGP end6gena a efectos de reducir la producci6n del almid6n. 

El endosperma del maiz es el sitio de mayor deposici6n de almid6n 

durante el desarrollo del grano de cereal. Los mutantes del endosperma del maizj 

el Sh2 y el Bt2, tienen contenidos de almid6n considerablemente reducidos, 

correspond ie ntes a niveles deficientes de actividad de AGP. Las mutaciones de 
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ambos genes han demostrado reducir la actividad de AGP en aproximadamente 

el 95 % (Tsai et al., 1966; Dickinson et al., 1969). La falta de AGP y una 

disminuci6n de los niveles de almid6n, en comparaci6n con los del endosperma 

de tipo salvaje, tienen como resultados granos encogidos, fr6giles y/o colapsados 

en momentos de la madurez de las semillas. Adem6s, se ha observado que las 

actividades enzim6ticas aumentan con la dosificaci6n de los alelos Sh2 y Bt2 

funcionales de tipo salvaje, mientras que las enzimas mutantes tienen 

propiedades cinbticas alteradas. 

La AGP es el paso limitador de la velocidad, en la biosintesis del almid6n 

en las plantas. Stark et al. colocaron una forma mutante de AGP de E.coli en 

.,Ilk tubC-rculos de papa y obtuvieron un incremento del 35 % en el contenido de 

a!mid6n (Stark et al., 1992). La AGP es una enzima alost6rica, es decir, su 

actividad es regulada mediante la vinculaci6n de un efector con un sitio alost6rico. 

En las plantas, el efector positivo de la AGP es el 3-fosfoglicerato (3 -PGA), y el 

efector negativo es el fosfato (Dickinson et al., 1969). La inhibici6n de AGP por el 

fosfato es verosimilmente la principal limitaci6n sobre la biosintesis del almid6n en 

las plantas (Giroux et al., 1996). 

I*M-" Giroux et al. (1996; Patentes Estadounidenses No. 5.872.216 y 5.589.618, 

cada una de las cuales es incorporada en la presente en su totalidad, a titulo de 

A0*1% 
referencia) han utilizado in vivo, una mutag6nesis sitio-especifica para crear 

breves mutaciones de inserci6n en una regi6n del gen cle la cual se sabe que 

interviene en la regulaci6n alost6rica de AGP. Las mutaciones simples del gen 

Sh2 que contienen una inserci6n de un residuo tirosina o serina adicional tuvieron 

como resultado una reducci6n de la actividad de AGP y de la canticlad dq proteina 

SH2. Un revertante especifico que contiene un residuo tirosina adiciohal y un 

residuo serina adicional, incrementaron el peso de las semillas en un 11-18%. 

Estos Oltimos revertantes recibieron la designaci6n de "SU-mlRev6’ (en [a 
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presente, este gen recibe la designaci6n "Sh2-Rev6"). Giroux et al. (1996) 

tambi6n han descubierto que el incremento del peso de las semillas del Sh2-

mlRev6 no debia atribuirse solamente a un aumento del contenido de almid6n, si 

bien hubo un incremento en el contenido absoluto de almid6n en la variante que 

expresaba el W-mlRev6. Giroux et al. (1996) han sugerido que la mayor 

sintesis del almid6n causada por el Rev6 crea un mayor hundimiento en la 

semilla, lo cual Ileva a una mayor sintesis de los otros componentes de la semilla. 

Las mutaciones en AGP que confieren una mayor estabilidad t6rmica a una planta 

que expresa AGP mutante, han sido reveladas en la Patente Estadounidense No. 

6.069.300 y en la solicitud PCT publicada WO 99/58698. 

La modulaci6n de la resistencia al hundimiento de una planta es uno de los 

m6todos para incrementar el rendimiento de la cosecha. Las hojas y otros tejidos 

verdes activos en la fotosintesis, reciben comOnmente la designaci6n de "fuente", 

y aquellas partes en las cuales fiene lugar el almacenamiento, reciben la 

designaci6n de "hundimiento". En aquellos cereales tales como el maiz, arroz y 

trigo, el hundimiento principal es el endosperma, y el peso individual de las 

semillas es un determinante primario de rendimiento del grano (Duvick et al., 

1992). Tal como ha sido puesto en evidencia por Giroux et al. (1996) el hacer que 

la AGP del endosperma del maiz sea insensible a la inhibici6n debida al fosfato, 

’"N 
incrementa el peso individual de las semillas sin afectar dr6sticamente el 

contenido del almid6n (Patentes Estadounidenses Nos. 5.650.557 y 5.872.216). 

A lo largo de los ahos, el deseo de obtener elevados rendimientos 

biol6gicos ha suscitado un inter6s por manipular la estructura de las plantas a 

efectos de obtener plantas en las cuales las formas de las partes 
N 

econ6micamente Otiles constituyan una proporci6n de las plantas tan amp.lia como 

sea compatible con el vigor y salud aceptables de las plantas. Las tentativas por 

aumentar el rendimiento mediante la alteraci6n de la contribuci6n relativa de los 
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diferentes componentes del rendimiento de los granos, tal como las orejas o 

cabezas por planta, granos por cabeza o granos por oreja, tamaflo de los granos, 

etc6tera, han demostrado carecer 6xito debido a que los incrementos en uno de 

los componentes tienden a ser acompan-ados por reducciones en otro 

componente (Wilson, D. (1981) Plant Breeding 11. K. Frey Edited, Iowa, Iowa State 

University Press, p6g. 255). Sin embargo, los incrementos de rendimiento 

debidos a un incremento en la proporci6n del grano con respecto a las partes 

vegetativas, han sido comunes en los cultivos de cereales (Wilson, D, (1981) 

Plant Breeding 11, K. Frey Edited, Iowa, Iowa State University Press, p6g. 255). 

Langer y Hill (Langer, R.H.M. y Hill, G.D. (1991), Agricultural Plants, 
101N 

segunda Edici6n, Cambridge, Cambridge University Press, p6g. 341), afirman que 

ps posible obtener mayores rendimientos mediante la mejora del Indice de 

Cosecha (HI, Harvest Index), ya que el HI vincula el rendimiento biol6gico Mid) 

con el rendimiento econ6mico Ncon), de la siguiente manera: 

Ybiol x HI ?- Yecon-

Cabe destacar que los tratamientos que afectan al HI tambi6n afectar6n al 

Ybiol, pero no necesariamente en el mismo grado o en el mismo sentido. Por 

ejemplo, en los cereales es posible incrementar los rendimientos biol6gicos 

mediante la aplicaci6n de nitr6geno a poblaciones de alta densidad en la 

presencia de agua adecuada. El resultado previsto es un pesado, crecimiento 

vegetativo, pero una reducida transmisi6n luminosa en la copa o dosel, una pobre 

formaci6n de los granos y un pobre desarrollo conducir6n a un bajo indice de 

cosecha. En cambio, los cereales de paja corta se caracterizan por un indice de 

cosecha m6s elevado. Los cultivares cortos y erguidos de arroz que rindlien de 4 a 

5 t por hect6rea-1 han demostrado tener un Indice de Cos 
- 
e’cha de 

aproximadamente 0,53 a 0,56, a diferencia de 0,39 a 0,42 para los cultivares altos 

frondosos con un rendimiento de aproximadamente 2,4 ton de granos por 
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hect6rea (Langer, R. H. M. y Hill, G. D. (1991), Agricultural Plants Segunda 

Edici6n, Cambridge, Cambridge University Press, p6g. 341). Similarmente, en el 

caso del trigo, los cultivares de tipo enano y semi-enano procedentes del 

programa de cultivo de plantas mejicanas, tienen un indice de cosecha m6s 

elevado. Sin embargo, las plantas cortas tambi6n pueden producir poco grano. 

Por lo tanto, es necesario evaluar tanto el rendimiento biol6gico como el Indice de 

Cosecha en los programas de cultivo y selecci6n de plantas. 

La presente invencio’n provee un m6todo para incrementar la producci6n de 
^-N*-

las semillas y para incrementar la producci6n de la biomasa de las plantas. M6s 

especificamente, la presente invenci6n provee plantas transg6nicas que tienen 

11%? una mayor cantidad total de semillas, semillas de mayor peso individual, un mayor 

peso total de semillas por planta, como tambi6n una mayor biomasa a6rea de la 

planta, y un mejor Indice de Cosecha en comparaci6n con las plantas no 

transg6nicas que tienen el mismo antecedente gen6tico. La producci6n de plantas 

con incrementos en todos estos par6metros como resultado de un transgen, es 

bastante imprevista si se tienen en cuenta las relaciones normales entre fuente y 

hundimiento en las plantas. 

Breve Resumen de la Invenci6n 

La presente invenci6n provee m6todos para producir plantas que tienen 

IOIN una mayor producci6n de plantas, tanto en cuanto la producci6n de las semillas 

de la planta, como en cuanto a la producci6n de biomasa de la planta. La 

presente invenci6n tambi6n provee plantas producidas mediante los m6todos 

revelados, siendo las plantas de tipo monocotiled6neo y de tipo dicotiled6neo. 

M6s especificamente, la presente invenci6n provee m6todos para 

incrementar la cantidad de las semillas producidas por las plantas, incrementar la 

biomasa producida por las plantas, o incrementar el indice de cosechade [as 

plantas mediante la introducci6n, en dichas plantas, de un 6cido nucleico 
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operativarnente vinculado a un promotor; siendo el 6cido nucleico el del SH2-

REV6-HS (SEC ID NO:3), un 6cido nucleico que se hibridiza con el SH2-REV6-

HS bajo condiciones de alta severidad y que codifica un polipbptido que retiene la 

actividad biol6gica de la proteina SH2-REV6-HS (SEC ID NO: 4), un fragmento de 

SH2-REV6-HS que codifica un p6ptido que retiene la actividad biol6gica del SI-12-

REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido que comprende la SEC 

ID NOA, o un fragmento de la misma que retiene la actividad biol6gica del SH2-

REV6-HS, o un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS o SH2RTS. Es 
Avg*-

preferible que el polip6ptido SH2HS sea el polip6ptido SH2HS33. Los m6todos 

incluyen adem6s el cultivar las plantas producidas mediante dichos m6todos. La 

presente invenci6n tambi6n induye las plantas producidas mediante dichos 

m6todos. 

Los m6todos de la presente invenci6n son aplicables a las plantas 

monocotiled6neas tales como el arroz, el trigo, cebada, avenas, sorgo y mijo y a 

las plantas dicotiled6neas tales corno los guisantes, alfalfa, trifolio de pata de 

p6jaro, garbanzo, achicoria, tr6bol, col, lenteja, hierba de las praderas, pimpinela 

pequena, soja y lechuga. 

La invenci6n tambi6n provee m6todos para incrementar el pes’o de la hoja 

bandera de las plantas monocotiled6neas mediante la introducci6n en dichas 

plantas de un 6cido nucleico operativarnente vinculado a un promotor; siendo el 

6cido nucleico el del SH2-REV6-HS (SEC ID NO:3), un 6cido nucleico que se 

hibrida con el SH2-REV6-HS bajo condiciones de alta severidad y que codifica un 

polip6ptido que retiene la actividad biol6gica de la proteina SH2-REV6-HS (SEC 

ID NO: 4), un fragmento de SH2-REV6-HS que codifica un p6ptido que retiene la 

actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un Acido nucleico que codifica un 

polip6ptido que comprende la SEC ID NOA, o un fragmento de la mism’a que 

retiene la actividad biol6gica de SH2-REV6-HS, o un 6cido nucleico que codifica 
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un polip6ptido SH2HS o SH2RTS. Es preferible que el polip6ptido SH2HS sea el 

polip6ptido SH2HS33. Los m6todos incluyen adem6s el cultivar las plantas 

producidas mediante dichos m6todos. La presente invenci6n tambi6n incluye las 

plantas producidas mediante dichos m6todos. 

La invenci6n tambi(§n provee m6todos para incrementar la cantidad de 

cabezas de semillas producidas por las plantas monocotiled6neas mediante la 

introducci6n en dichas plantas de un 6cido nucleico operativarnente vinculado a 

un promotor-, siendo el 6cido nucleico el del SH2-REV6-HS (SEC ID NO:3), un 

6cido nucleico que se hibrida con el SH2-REV6-HS bajo condiciones de alta 

severidad y que codifica un polip6ptido que retiene la actividad biol6gica de la 

OWN 
proteina SH2-REV6-HS (SEC ID NO: 4), un fragmento de SH2-REV6-HS que 

codifica un p6ptido que retiene la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un 6cido 

nucleico que codifica un polip6ptido que comprende la SEC ID NOA, o un 

fragmento de la misma que retiene la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, o un 

6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH21-IS o SH2RTS. Es preferible que el 

polip6ptido SH2HS sea el polip6ptido SH2HS33. Los m6todos incluyen adem6s el 

cultivar las plantas producidas mediante dichos m6todos. La presente invenci6n 

tambi6n incluye las plantas producidas mediante dichos m6todos. 

La invenci6n provee tambi6n m6todos para incrementar dos o m6s rasgos 

01*?, de plantas dicotiled6neas mediante la introducci6n en dichas plantas de un 6cido 

nucleico operativarnente vinculado a un promotor; siendo el 6cido nucleico el del 

SH2-REV6-HS (SEC ID NO:3), un 6cido nucleico que se hibrida con el SH2-

REV6-HS bajo condiciones de alta severidad y que codifica un polip6ptido que 

retiene la actividad biol6gica de la proteina SH2-REV6-HS (SEC ID NP: 4), un 

fragmento de SH2-REV6-HS que codifica un p6ptido que retiene Ia a,ctividad 

biol6gica del SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6pti do que 

comprende la SEC ID NOA, o un fragmento de la misma que retiene la actividad 
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biol6gica del SH2-REV6-HS, o un 6cido nucleico que codifica un poiip6ptido 

SH2HS o un polip6ptido SH2RTS. Es preferible que el polip6ptido SH2HS sea el 

polip6ptido SH2HS33. Los m6todos incluyen adem6s el cultivar las plantas 

producidas mediante dichos m6todos. La presente invenci6n tambi6n incluye las 

plantas producidas mediante dichos m6todos. 

La invenci6n tambi6n provee m6todos para incrementar el rendimiento de 

dos o m6s rasgos de las plantas monocotiled6neas mediante la introducci6n en 

dichas plantas de un 6cido nucleico operativarnente vinculado a un promotor; 

siendo el 6cido nucleico el del SH2-REV6-HS (SEC ID NO:3), un kido nucleico 

que se hibrida con el SH2-REV6-HS bajo condiciones de alta severidad y que 

codifica un polip6ptido que retiene la actividad biol6gica de la proteina SH2-REV6-

HS (SEC ID NO: 4), un fragmento de SH2-REV6-HS que codifica un p6ptido que 

retiene la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un 

polip6ptido que comprende la SEC ID NOA, o un fragmento de la misma que 

retiene la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, o un 6cido nucleico que codifica 

un polip6ptido SH2HS o un polip6ptido SH2RTS. Es preferible que el polip6ptido 

SH2HS sea el polip6ptido SH2HS33. Los m6todos incluyen adem6s el cultivar las 

plantas producidas mediante dichos m6todos. La presente invenci6n tambi6n 

incluye las plantas producidas mediante dichos m6todos. 

,",A, La invenci6n incluye adem5s cruzar las plantas obtenidas mediante los 

m&todos anteriormente mencionados, con una o rn;?s plantas distintas, y cultivar y 

cosechar la semilla que se obtiene corno resultado de los cruces. 

La presente invenci6n incluye adem6s cosechar las semillas producidas 

mediante el selfing de las plantas obtenidas mediante los m6todos anteriormente 

mencionados, y cultivar la semilla cosechada. 
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La presente invenci6n provee plantas que incluyen un 6cido nucleico que 

codifica la secuencia de amino.?ciclos del SH2-REV6-HS (SEC ID NO: 4) o un 

fragmento de la misma que conserva la activiclad biol6gica del SH2-REV6-HS. 

La presente invenci6n provee plantas que incluyen un 6cido nucleico que 

codifica la secuencia de amino6cidos de una proteina SH21-IS o una proteina 

SHIRTS, o un fragmento del mismo que conserva la activiclad biol6gica de una 

proteina SH2HS o una proteina SH2RTS. En una forma de realizaci6n preferida, 

el polip6ptido SH2HS tiene la secuencia de amino6cidos del SH2HS33. 

Breve Descripci6n del Dibujo 

La Figura 1 muestra un an6lisis de Northern blot de lineas de arroz 

transg6nicas Sh2-Rev6-HS. 

Descripci6n detallada de la Invenci6n 

1.- Definiciones 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "AGP" significa ADP 

glucosa pirofosforilasa. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "alelo" se refiere a 

cualquiera de entre diversas formas alternativas de un gen. 

Tal como se lo utiliza en la presente, la expresi6n "actividad biol6gica" se 

refiere a cualquier activiclad funcional de un polip6ptido SH2 mutante de la 

A,,*\ invenci6n, como ser los polip6ptidos SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS. La 

activiclad funcional de los polip6ptidos en cuesti6n incluye, pero no se limita a, un 

incremento de la canticlad total de semillas, el incremento del peso individual de 

las semillas, el incremento del peso total de las semillas por planta, el incremento 

de la biomasa a6rea de las plantas, el incremento del Inclice de Cosqcha, y la 

insensibiliclad al fosfato, y una mayor estabilidad t6rmica. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "Bt2" se refiere a[ gen 

Brittle-2 que codifica la subunidad peque?a de AGP. Tal como se lo utiliza en la 
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presente, el t6rmino "W" se refiere a una forma mutante del gen Bt2, que hace 

que los granos del maiz sean de una textura fr6gil al ser secados. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "cereal" significa, en funci6n 

del contexto, ya sea: 1) una planta graminea, tal como malz, o: 2) el gramo de 

una planta graminea. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "planta de cultivo" se refiere 

a cualquier planta cultivada por cualquier raz6n comercial, lo cual incluye, pero no 

se limita a, las finalidades siguientes: producci6n de semillas, producci6n de 
O"k-41 

granos, producci6n de heno, usos ornamentales, producci6n de frutas, producci6n 

de bayas, producci6n de legumbres, producci6n de aceite, producci6n de 

PMN proteinas, producci6n de forraje, ensilado, pastoreo, campos de golf, c6spedes, 

producci6n de flores, paisajismo, control de la erosi6n, abono verde, mejora de las 

condiciones de cultivo/salud del suelo, producci6n de productos y drogas 

farmac6uticas, producci6n de aditivos para alimentos, productos para fumar, 

producci6n de pulpa y producci6n de maderas. Las plantas de cultivo particulares, 

de inter6s para la presente invenci6n incluyen, pero no se limitan, a: trigo, arroz, 

maiz, cebada, centeno, remolacha azucarera, patatas, batatas, soja, algod6n, 

tomates, canola y tabaco. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "polinizaci6p cruzada" o 

.04? "entrecruzado" se refiere a que el polen de una flor en una planta es aplicado 

(natural o artificialmente) al 6vulo (estigma) de una flor en otra planta. 

Tal como se lo utiliza en la presente, la expresi6n "cultivar" se refiere a una 

variedad, cepa o raza, de planta que haya sido producida mediante t6cnicas 

horticolas o agricolas y que normalmente no se encuentra en las poolaciones 

salvajes. 

Tal como se los utiliza en la presente, los t6rminos "dicotiledoneas", 

"d icotiled ones" o "dicot" son sin6nimos y se refieren a cualquiera de diversas 
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plantas florescentes que tiene dos hojas de semilla embri6nicas o cotileclones 

que usualmente aparecen en la germinaci6n. Los ejemplos incluyen, pero no se 

limitan a, tabaco, soja, papa, batata, r6bano, lechuga, colza y manzanos. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "hoja bandera" se refiere 

a la hoja m6s superior en un tallo o caha frutante (f6rtil); la hoja inmediatamente 

debajo de la inflorescencia o cabeza de semilla. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "genotipo" se refiere a la 

composici6n gen6tica de una c6lula individual, cultivo de c6lulas, planta, o grupo 

de plantas. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t(§rmino "grano" se refiere, en 

funci6n de su contexto, a- 1) las gramineas cereales consideraclas como un 

grupo,- o 2) el fruto de una o m6s de las gramineas cereales. 

Tal como se los utiliza en la presente, los t6rminos "graminea/s" se refiere a 

una planta que pertenece a la familia de las Po6ceas. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "Indice de Cosecha" es la 

proporci6n de masa total vegetal cosechada. Es la relaci6n entre el peso del 

grano/(peso del grano m6s el peso de la planta). Esto es id6ntico al HI 

anteriormente mencionado (ver tambi6n, Langer y Hill, 1991), en lo cual HI vincula 

el renclimiento biol6gico y el renclimiento econ6mico, e HI es la relaci6n entre los 

00%? renclimientos econ6mico/biol6gico. El renclimiento econ6mico (Yecon) es el peso 

del grano, mientras que el renclimiento biol6gico (Ybj.j) es el peso del grano m6s el 

peso de la planta. El peso del grano es sin6nimo del peso total de la semilla. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "heterocigoto" se refiere a 

una c6lula o planta individual diploide o poliploide que tiene alelos (forr?as de un 

gen dado) diferentes en por lo menos un lugar. 
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Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "heterocigo" se refiere a la 

presencia de diferentes alelos (formas de un gen dado) en un lugar de gen 

particular. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "homocigoto" se refiere a 

una c6lula o planta individual que tiene los mismos alelos en uno o m6s lugares. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "homocigo" se refiere a la 

presencia de alelos id6nticos en uno o m6s lugares en segmentos cromos6micos 

hom6logos. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "hibrido" se refiere a 

cualquier planta individual que resulte de un cruce entre progenitores que difieran 

000? en uno o m6s genes. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "end6gamo" o "linea 

end6gama" se refiere a una cepa relativamente de casta. 

Tal como se lo utiliza en la presente, se afirma que una mol6cula de 6cido 

nucleico est6 "aislada" cuando la mol6cula de 6cido nucleico est6 sustancialmente, 

separada de 6cido nucleico contaminante que codifique otros polip6ptidos que no 

son la fuente de 6cido nucleico. 

Tal como se los utiliza en la presente, la expresi6n "linea", referida a un tipo 

de planta, significa plantas auto- fertilizantes o de fertilizaci6n cruzada, y 

A**? 
apomictos facultativos de linea simple, que tienen ampliamente el mismo 

trasfondo gen6tico, que son similares en sus caracteristicas esenciales y 

distintivas. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "lugar o locus" 

(pluralidad: "loci se refiere a cualquier sitio que ha sido definido gen6ticamente. 

Un lugar puede ser un gen, o parte de un gen, o una secuencia de ADN que tenga 

algOn rol regulador, y puede estar ocupado por diferentes secuencias. 
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Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "selecci6n de masas" se 

refiere a una forma de selecci6n en la cual las plantas individuales son 

seleccionadas y la siguiente generaci6n es propagada del agregado de sus 

semillas. 

Tal como se los utiliza en la presente, los t6rminos "monocotiled6neas", 

monocotiledones" o "monocot" son sin6nimos y se refieren a cualquiera de 

diversas plantas florescentes que tiene un Onico cotiled6n en la semilla. Los 

ejemplos de monocotiled6neas incluyen, pero no se limitan a, arroz, trigo, cebada, 

maiz y lirios. 

Tal como se utiliza en la presente, la expresi6n "Northern Blot" se refiere al 

an?lisis de ARN por electrofor6sis de ARN en geles de agarosa para fraccionar el 

ARN de acuerdo con tamaho seguido por transferencia del ARN a partir de gel a 

un soporte s6lido, tal como nitrocelulosa o membrana de nil6n. El ARN 

inmovilizado es seguidamente sondeado mediante una sonda rotulada para 

detectar especies del ARN complementarias a la sonda utilizada. Las manchas 

Northern son una herramienta standard de los bi6logos moleculares (Sambrook et 

al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,., segunda Edici6n, Cold Spring 

Harbor Laboratory Press, 1985). 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "polinizaci6n abierta" se 

refiere a una poblaci6n de plantas que se halla libremente expuesta a algon flujo 

de genes, a diferencia de la polinizaci6n cerrada en la cual existe una barrera 

efectiva contra el flujo de los genes. 

Tal como se utiliza en la presente, las expresiones "poblaci6n de 

polinizaci6n abierta", o "variedad de polinizaci6n abierta" significan plantas 

normalmente capaces de por lo menos aiguna fertilizaci6n cruzada, 

seleccionadas de acuerdo con un estbndar, que pueden mostrar una v4riaci6n 

pero que tambi6n tienen una o mbs caracteristicas genotipicas o fenotipicas 
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mediante las cuales la poblaci6n o la variedad puede ser diferenciada de otros. 

Un hibrido que no tiene barreras a la polinizaci6n cruzada es una poblaci6n de 

polinizaci6n abierta, o una variedad de polinizaci6n abierta. 

Tal como se utiliza en la presente, la expresi6n "6vulo" se refiere al 

gametofito hembra, mientras que el t6rmino "polen" se refiere al gametofito 

macho. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "fenotipo" se refiere a las 

caracteristicas observables de una c6lula individual, cultivo de c6lulas, planta, o 

grupo de plantas, que resulte de la interacci6n entre aquella composici6n 

gen6tica individual (es decir, genotipo) y el entorno. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "progenie" se refiere a los 

descendientes de una planta en particular (auto-cruce) o par de plantas (cruzadas 

o retro-cruzadas). Los descendientes pueden ser de la generaci6n F1, F2, o de 

cualquier generaci6n subsiguiente. Tipicamente, los progenitores son el donante 

del polen y el donante del 6vulo que son cruzados para obtener la planta progenie 

de la presente invenci6n. Los progenitores se refieren tambi6n a los progenitores 

F, de una planta hibrida de la presente invenci6n (las plantas F2). Finalmente, los 

progenitores se refieren a un progenitor recurrente que es retrocruzado a plantas 

hibridas de la presente invenci6n a efectos de producir otra planta hibrida de la 

loft% 
presente invenci6n. 

Tal como se utiliza en la presente, la expresi6n "Reacci6n en Cadena de 

Polimerasa" es sin6nima de "RCP" y se refiere a t6cnicas en las cuales se utilizan 

los ciclos de desnaturalizaci6n, "annealing" [proceso de enfrentamiento y 

aparearniento de dos hebras de nucle6tidos o parte de esas hebras] con 

cebadores de oligonucle6tidos, y extensi6n con polimerasa de ADN, para? ampliar 

la cantidad de copias de una secuencia de ADN objetivo. 
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Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "revertante" se refiere a un 

gen Sh2 mutado (es decir, mutado con respecto al gen Sh2 de tipo salvaje) en el 

cual el mutante resulta en un fenotipo de grano de tipo salvaje (es decir, una 

semilla rechoncha, no una semilla encogida tal como el fenotipo mostrado por el 

genotipo mutante sh2sh2). Un genotipo revertante tendria m6s actividad de AGP 

que un genotipo sh2sh2 y puede tener m6s o menos actividad de AGP que un 

genotipo Sh2 de tipo salvaje. Tipicamente, los revertantes tienen un fenotipo de 

semilla de tipo salvaje con por lo menos alrededor del 30 % de actividad de AGP 

en comparaci6n con el tipo salvaje normal (es decir, no revertante). En algunos 

casos, el t6rmino "revertante" puede referirse a la c6lula o planta que contiene el 

/0?1 gen Sh2 mutado. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "arroz" se refiere a 

cualquiera de las especies Oryza, lo cual incluye, pero no se limita a, 0. Sativa, 0. 

Glaberrima, 0. perennis, 0. nivara, y 0. breviligulata. Por lo tanto, tal como se lo 

utiliza en la presente, la expresi6n "arroz" se refiere a cualquier tipo de arroz, lo 

cual incluye, pero no se limita a, cualquier arroz cultivado, cualquier arroz salvaje, 

cualesquiera cruces de arroz intra- e inter-especies, todas las variedades de 

arroz, todos los genotipos de arroz y todos los cultivares de arroz. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "auto polinizado" o 

autopolinizaci6n" significa que el polen de una flor en una planta ?es aplicado 

(artificial o naturalmente) al 6vulo (estigma) de la misma flor, o de otra flor, en la 

misma planta. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el termino "ShT se refiere a[ gen 

Shrunken-2 que codifica la subunidad grande de AGP. A veces puede el tcrmino 

referirse a la c6lula o planta que contiene el genotipo Sh2. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "shZ’ se refiere a una’ forma 

mutante del gen Sh2, que hace que los granos de maiz se encojan o colapsen al 
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secarse. A veces puede el termino referirse a la c6lula o planta que contiene el 

genotipo Sh2. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "Sh2hs" se refiere a los 

mutantes del gen Shrunken-2 que codifican variantes termo-estables de la AGP 

del enclosperma del maiz. A veces puede el termino referirse a la c6lula o planta 

que contiene el genotipo Sh2hs. El termino "SH2HS" se refiere a -polip6ptidos 

codificaclos por Sh2hs. Una realizaci6n prefericla consideracla en la presente 

invenci6n se refiere al gen Sh2hs33 que codifica el polip6ptido que en la presente 
-11-N, 

recibe la designaci6n SH2HS33. El polip6ptido SH2HS33 contiene la mutaci6n 

HS33 descrita en la Patente de los Estaclos Uniclos No, 6.069.300 y en la solicitud 

de PCT publicada WO 99/586698. Otras realizaciones contemplaclas para el 

empleo en los m6todos de la presente invenci6n incluyen, aunque sin limitarse a, 

los polinucle6ticlos Sh2hs13, Sh2hs14, Sh2hs16, Sh2hs39, Sh2hs4O y Sh2hs47 

los cuales codifican a los polip6ptidos designados en la presente SH2HS13, 

SH2HS14, SH2HS16, SH2HS39, SH2HS40 y SH2HS47, respectivarnente. Los 

polip6ptidos SH2HS13, SH2HS14, SH2HS16, SH2HS39, SH2HS40 y SH2HS47 

contienen las mutaciones HS13, HS14, HS16, HS39, HS40 y HS47, 

-A:?- respectivarnente, que se clescriben en la Patente de los Estados Uniclos No. 

6.069.300 y en la solicitud de PCT publicada WO 99/586698. 

Como se utiliza en la presente, el t6rmino "Sh2rts" se refiere’a mutantes 

revertantes sensibles a la temperatura del gen Shrunken-2 los cuales codifican 

variantes termo-estables de AGP del endoesperma de maiz. Aigunas veces, el 

t6rmino puede hacer referencia a la c6lula o planta que contiene el genotipo 

Sh2rts. El t6rmino "SHRTS" se refiere a polip6ptidos codificaclos por Sh2rts. 

Ejemplos de realizaciones contemplaclas para uso en los m6todos de la pyesente 

invenci6n incluyen, aunque no se limitan a, los polinucle6ticlos Sh2rts48-2 y 

Sh2rts6O-1 los cuales codifican los polip6ptidos a los que se hace referencia en la 
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presente como SH2RTS48-2 y SH2RTS60-1, respectivamente. Los polip6ptidos 

SH2RTS48-2 y SH2RTS60-2 contienen las mutaciones RTS48-2 y RTS60-2, 

respectivamente, descritas en la patente de los Estados Unidos No. 6.069.300 y 

en la solicitud de PCT publicada WO 99/586698. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "Sh2hs33" se refiere a 

una mutaci6n de un solo punto en Sh2 que aumenta la estabilidad de AGP del 

endosperma del malz mediante interacciones acentuadas entre las subunidades. 

La mutaci6n es un cambio de His-a-Tyr en la posici6n de amino6cidos 333 

(Greene y Hannah, 1998). A veces el t6rmino puede referirse a la c6lula o planta 

que contiene el genotipo Sh2Hs33. 

/10% Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "Sh2-Rev6" es sin6nima 

de "Sh2-ml-Rev6’ y se refiere a las variantes del gen Shrunken-2. El producto 

polip6ptido del gen Sh2-Rev6 contiene dos amino6cidos adicionales, la tirosina y 

la serina, insertadas entre los amino6cidos 494 y 495 del polip6ptido Sh2 de tipo 

salvaje. El endosperma de maiz codificado por Sh2-Rev6 expresa una AGP que 

es insensible a fosfato y que tiene como resultado un mayor peso de las semillas 

del maiz (Giroux et al., 1996, Patentes Estadounidenses No. 5.650.557 y 

-Wizt 5.872.216). A veces el t6rmino puede referirse a la c6lula o planta que contiene el 

genotipo Sh2-Rev6. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "Sh2-Rev6-HS" es 

sin6nima de "Sh2-mlRev6-HS" y se refiere a una variante termo-estable del gen 

Sh2-Rev6, en la cual His ha sido sustituido por Tyr en la posici6n 333. A veces 

puede el t6rmino referirse a la c6lula o planta que contiene el genotipo Sh2-Rev6-

HS. La mutaci6n HS33 de AGP de maiz, junto con otras mutaciones que 

confieren estabilidad t6rmica, han sido reveladas en la Patente Estadou.nidense 

No. 6.069.300 y en la solicitud PCT publicada WO 99/58698, y se las considera 

especificamente para ser utilizados en los m6todos de la presente invenci6n. 
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Tal corno se utiliza en la presente, el t6rmino "Sh2hs33" se refiere a una 

variante gen6tica termoestable especifica del Sh2. La variante contiene una 

mutaci6n His a Tyr en [a posici6n 333 del gen Sh2 del maiz de tipo salvaje 

(Greene y Hannah, 1998). La mutaci6n hace que la actividad de AGP del 

endosperma del maiz sea termoestable. A veces puede el t6rmino referirse a la 

c6lula o planta que contiene el genotipo Sh2hs33. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "encogido y fr6gil" 

describe la morfologia de tipos especificos de granos de un maiz. En un grano 

fr6gil y encogido, el endosperma se halla considerablemente colapsado. Por ello, 

el endosperma antes del secado es como un saco Ileno de liquido que se 

10011, desarrolla con poco almid6n. Durante el secado, el grano se encoge y colapsa en 

forma de una estructura angular con marcadas concavidades y textura fr6gil (Coe 
I 

et al., 1988). 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "sint6tico" se.refiere a un 

conjunto de progenies derivadas intercruzando un conjunto especifico de clones o 

lineas propagadas mediante semillas. Un sint6tico puede contener mezclas de 

semillas resultantes de una fertilizaci6n cruzada, auto-fertilizaci6n, y fertilizaci6n 

--ik sib. 

Tal como se los utiliza en la presente, los t6rminos "Ti, T2, T3,..." se refieren 

a generaciones sucesivas de c6lulas o plantas que se rastrean hacia atr6s a una 

linea de c6lulas derivadas de cultivos de tejidos particulares o transformadas, 

designadas como To, o la generaci6n progenitora. En cuanto a las plantas, las 

plantas producidas directamente a partir de las c6lulas transformadas reciben la 

designaci6n de generaci6n To. Las semillas producidas mediante selfing de las 

plantas de la generaci6n To reciben la denominaci6n de semillas T1. Cuando las 

semillas T, han germinado, las plantas resultantes reciben la designac’i6n de 
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generaci6n T, 6 progenie T1. Las semillas produciclas por la generaci6n T, reciben 

la designaci6n de semillas T2. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "retoho" se refiere a un 

brote lateral que surge a nivel del terreno. Cada uno de los retofios que fueron 

contaclos en los estudios de la presente, tenia una cabeza en el v6stago del brote. 

Tal como se la utiliza en la presente, [a expresi6n "transformaci6n" se 

refiere a la transferencia de 6cido nucleico (es decir, de un polimero nucle6tido) 

en una c6lula. Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "transformaci6n 

gen6tica" se refiere a la transferencia e incorporaci6n de ADN, especialmente 

ADN recombinante, en una c6lula. 

1^141 Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "transg6nico" se refiere a 

c6lulas, cultivos de c6lulas, plantas, y progenie de plantas que han recibido una 

secuencia de 6cido nucleico, extrafia o modificada, mediante uno de los diversos 

m6todos de transformaci6n, en los cuales la secuencia de 6cidos nucleicos, 

extrafla o modificada, es de la misma especie, o de una especie diferente, que la 

especie de la planta que recibe la secuencia de 6cido nucleico extraha o 

modificada. El 6cido nucleico extra?o o modificado, utilizado para producir dichas 

c6lulas transg6nicas, cultivos de c6lulas, plantas y progenie de dichas plantas, 

incluye genes, fragmentos de genes corno tambi6n secuencias de 6cidos 

nucleicos que codifican un producto que tiene por lo menos una actividad o 

funci6n biol6gica. Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "planta 

transg&nica" y "planta transformada", son sin6nimas, como tambi6n lo son los 

t6rminos "linea transg6nica" y "linea transformada". Tal como se las utiliza en la 

presente, las frases "planta corresponcliente no-transg6nica" y "linea 

corresponcliente no transg6nica", se refieren a las c6lulas, cultivos d6.,c6lulas, 

plantas y progenie de plantas que no han recibido el gen extraho o modificado 
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que si han recibido las c6lulas "transg6nicas", cultivos de c6lulas, plantas y 

progenie de plantas. 

Tal como se la utiliza en la presente, el t6rmino "variedad" significa una 

subdivisi6n de una especie, que consiste en el grupo de individuos dentro de la 

especie que son distintos en forma o funci6n de disposiciones similares de 

individuos. 

Tal como se lo utiliza en la presente, el t6rmino "trigo" se refiere a cualquier 

especie de Triticum, lo cual incluye, pero no se limita a: T. aestivum, T. 

-Ak 
monococcum, T. tauschii Y T. turgidum. Por lo tanto, tal como se lo utiliza en la 

presente, el t6rmino "trigo" se refiere a cualquier tipo de trigo que incluye, pero no 

10? se limita a, todo trigo cultivado, todo tipo de trigo salvaje, cualquier especie de 

trigo, todas las intra- e inter-especies de cruces de trigo, todas las variedades del 

trigo, todos los genotipos de trigo y todos los cultivares de trigo. Los trigos 

cultivados incluyen, pero no se limitan al trigo einkorn, durum y com6n. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "tipo salvaje" se refiere al 

alelo de presentaci6n natural de un gen particular. A veces el t6rmino se refiere a 

la c6lula o a la planta que contiene los alelos de tipo salvaje, del gen particular. 

U.- Acidos nucleicos que codifican Sh2-Rev6 y Sh2-Rev6-HS 

Giroux et al (1996) han aislado y secuenciado el ADN y ADNc gen6micos 

que codifican el ShMev6. Las secuencia de nucle6tidos del Sh2-Rev6 est6 

provista en la SEC ID NO: 1, y la secuencia de amino6cidos de SH2-REV6 ha sido 

provista en la SEC ID NO-2 (ver tambi6n las Patente Estadounidense No. 

5.650.557 y 5.872.216). Las semillas de maiz que contienen por lo menos un alelo 

Sh2-Rev6 funcional han sido registrados ante el ATCC (American Type Culture 

Collection), 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852 EE.UU., el 16 de mayo 

de 1999 y bajo el n0mero de acceso asignado ATCC 97624 (ver, colum ha 5 de 

las Patentes Estadounidenses Nos- 5,650.557 y 5.872.216). 
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SPAGIE 

El Sh2-Rev6 fue objeto de modificaci6n ulterior mediante la alteraci6n de 

su His a Tyr en [a posici6n amino6cido 333 de manera de producir la variante 

Sh2-Rev6-HS (Greene y Hannah et al., 1998; Patente Estadounidense No 

6.069.300). La secuencia de nucle6tidos de Sh2-Rev6-HS ha sido provista en la 

SEC ID NO:3 y la secuencia de amino6cidos de SH2-REV6-HS ha sido provista 

en la SEC ID NO: 4. 

Tal como se los utiliza en la presente, Sh2-Rev6, Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS 

incluyen las variantes especificamente identificadas y caracterizadas en la 

presente, como tambi6n las variantes al6licas, variantes de sustituci6n 

conservativas y hom6logos que pueden ser aislados / generados y caracterizados 

,ON sin experimentaci6n indebida para lo cual se siguen m6todos bien conocidos para 

las personas con pericia en el arte. 

La homologia o identidad a nivel de amino6cido o de nucle6tido es 

determinada mediante el an6lisis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), 

para lo cual se utiliza al algoritmo utilizado en los programas blastp, blastn, 

blastx, tblastn y tblastx (Karlin et al., 1990, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 87, 2264-

2268, y Altschul, 1993, J. Mol. Evol., 36, 290 � 300, incorporados en la presente 

en su totalidad, a titulo de referencia), que son adaptados para la ihvestigaci6n 

por similitud de secuencia. La soluci6n utilizada por el programa BLAST consiste 
i 

en primero considerar los segmentos similares entre una secuencia, analizada y 

una secuencia de la base de datos, y seguidamente evaluar el significado 

estadistico de todas las concordancias que se identifican, y finalmente resumir 

solamente aquellas concordancias que satisfagan un umbral preseleccionado de 

significado. Para una exposici6n de los problemas b6sicos en la investigaci6n por 

similitud de bases de datos de secuencias (ver Altschul et al., 1994’, Nature 

Genetics, 6, 119-129, incorporada en la presente en su totalidad, a titulo de 

referencia). Los par6metros de b6squeda para histograma, descripciones, 
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alineaciones, expect (es decir, el umbral de significancia estadistica para 

informar sobre las concordancias en funci6n de las secuencias de la base de 

datos), corte, matriz y filtro, se hallan en los ajustes de error. La matriz de 

puntaje por default utilizado por blastp, blastx, tblastn, y tblastx, es la matriz 

BLOSUM62 (Henikoff et al., 1992, Prop. Natl. Acad. Sci USA, 89, 10915-10919, 

incorporada en la presente en su totalidad, a fitulo de referencia). Para el blastn, 

la matriz de puntaje es establecida por las relaciones de M (es decir, el puntaje de 

premio para un par de residuos concordantes)/N (es decir, el puntaje de 

penalizaci6n para residuos no concordantes), siendo los valores de default para M 

y N, iguales a 5 y �4, respectivamente. 

A-ft I Las expresiones "genes Sh2-RevT, "genes Sh2-Rev6-HS, y "genes 

Sh2hs3T, incluyen todas las variantes al6licas de los genes Sh2-Rev6 y genes 
I 

Sh2-Rev6-HS ejemplificados en la presente, en lo cual aquellas variantes al6licas 

codifican proteinas que resultan en uno o m6s de las mismas caracteristicas 

IJIZ 
-7-1 --J 

7?1 

fisiol6gicas que las de las proteinas producidas por los genes Sh2-Rev6, Sh2hs33 

y Sh2-Rev6-HS revelados en la presente. 

Las mol6culas de 6cido nucleico Sh2-Rev6, Sh2Hs33, y Sh2-Rev6-HS, o 

-kz< los fragmentos de los mismos, utilizados en [a presente invenci6n tamb’i6n pueden 

ser sintetizadas mediante m6todos bien conocidos en el arte. Tambi6n es posible 

producir la mol6cula mediante t6cnicas de ingenieria gen6tica, mediante la 

construcci6n del ADN mediante cualquier t6cnica aceptada, clonando el ADN en 

un vehiculo de expresi6n y transfectando el vehiculo en una c6lula que expresar6 

las proteinas SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-HS. Ver por ejemplo, los 

m6todos indicados en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 

segunda Edici6n, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1985. 

Se da por entendido que todos los polinucle6tidos que codifican la to’talidad 

o una porci6n de los polip6ptidos de la presente invenci6n, como ser las 
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proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS, tambi6n se incluyen en la 

presente, siempre y cuando codifican un polip6ptido con una o m6s de las 

actividades funcionales de las proteinas en cuesti6n anteriormente mencionadas. 

Por lo tanto, todo fragmento de polinucle6tidos que tenga las actividades de las 

proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y de SH2-REV6-HS expuestas en la presente, 

son abarcadas por la presente invenci6n. 

Las secuencias de polinucle6tidos de la invenci6n incluyen secuencias 

ADN, ADNc, ADN sint6tico y ARN que codifican los polip6ptidos de la presente 

invenci6n, como ser por ejemplo, las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH-REV6-

HS. Dichos polinucle6tidos tambi6n incluyen los polinucle6tidos que se presentan 

en la naturaleza, sint6ticos y manipulados intencionalmente. Por ejemplo, dichas 

secuencias de polinucle6tidos pueden incluir ADN gen6mico que puede incluir, o 

no, intrones que se presentan naturalmente. M6s aun, dicho ADN gen6mico 

puede ser obtenido en asociaci6n con regiones promotoras o secuencias poli A. A 

titulo de otro ejemplo, las porciones de la secuencia de ARNm pueden ser 

alteradas debido a los patrones de desdoblamiento de ARN alternantes o a la 

utilizaci6n de promotores alternados para la transcripci6n del ARN. Y a titulo de 

otro ejemplo m6s, los polinucle6tidos Sh2-Rev6, Sh2hs33, y Sh2-Rev6-HS 

pueden ser sometidos a mutaciones adicionales mediante la utilizaci6n de por 

ejemplo, mutag6nesis sitio-dirigida y entremezclado de ADN. 

Los polinucle6tidos de la invenci6n incluyen adem6s secuencias que son 

degeneradas como resultado del c6digo gen6tico. Se dice que el c6digo gen6tico 

es degenerado porque m6s de un triple de nucle6tidos puede codificar el mismo 

amino6cido. Hay 20 amino6cidos naturales, la mayoria de los cuales son 

especificados por m6s de un cod6n. Las personas con pericia e6i el arte 
4. 

apreciaran que como resultado de la degenerabilidad del c6digo gen6tico, una 

multitud de secuencias de nucle6tidos, algunos de los cuales Ilevan una minima 
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homologia de secuencias de nucle6tidos con respecto a las secuencias de 

nucle6tidos de los polinucle6tidos en cuesti6n, como ser Sh2-Rev6, Sh2hs33 y 

Sh2-Rev6-HS pueden ser utilizados en la presente invenci6n. Por ello, la 

totalidad de las secuencias de nucle6tidos degeneradas son incluidas en la 

presente invenci6n siempre y cuando la secuencia de amino5cidos de los 

polip6ptidos en cuesti6n, por ejemplo, los polip6ptidos Sh2-Rev6, Sh2hs33 y Sh2-

Rev6-HS codificados por la secuencia de nucle6tidos queda funcionalmente sin 

cambiar o mantienen una funci6n sustancialmente similar. La invenci6n considera 

especificamente todas y cada una de las posibles variaciones de secuencia de 

p6ptidos o nucle6tidos que podrian ser hechas seleccionando combinaciones en 

base a las elecciones de posibles amino6cidos y codones hechas de acuerdo con 

el c6digo gen6tico triplete standard tal como se aplica a las secuencias de 

polinucle6tidos de [a invenci6n, tal como se ejemplifica mediante Sh2-Rev6, 

Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS, y todas estas variantes han de ser consideradas 

especificamente descritas en la presente. 

La invenci6n tambi6n incluye los fragmentos (porciones, segmentos) de las 

secuencias reveladas en la presente que de manera selectiva se hibridan a 

polinucle6tidos de la presente invenci6n, como ser por ejemplo Sh2-Rev6, 

Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS. La hibridaci6n selectiva, tal como se utiliza en la 

presente, se refiere a la hibridaci6n bajo condiciones severas (Ver por ejemplo, 

las t6cnicas en Maniatis et al., (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual 

Cold Spring Harbor Laboratory Press), que diferencia entre secuencias de 

nucle6tidos relacionadas y no relacionadas. Los fragmentos activos de la 

invenci6n, que son complementarios al ARNm y al filamento codificante del ADN, 

tienen usualmente al menos alrededor de 15 nucle6tidos, m6s usualmente por lo 

menos 20 nucle6tidos, preferiblemente 30 nucle6tidos, y m6s preferible’aun, tal 

vez 50 nucle6tidos o m6s. 
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Las "condiciones severas" son aquellas que: (1) utilizan una baja intensidad 

i6nica y elevadas temperaturas para lavar, por ejemplo tamp6n fosfato de sodio 

0,5 M pH 7,2, EDTA 1 mM pH 8,0 en SIDS al 7 % ya sea a 651C 6 a 551C, o (2) 

utilizan durante la hibridaci6n un agente desnaturalizante, tal como la formamida, 

por ejemplo formamida al 50% (vol/vol) con albOmina de suero bovino al 0,1%, 

Ficoll al 0,1%, polivinilpirrolidona al 0,1%, tamp6n fosfato de sodio 0,05 M a pH 

6,5 con NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M a 420C. Un ejemplo especifico es el 

que incluye la utilizaci6n de formamida al 50%, 5 x SSC (NaCI 0,75 M, citrato de 
-IMA. 

sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de sodio al 0,1%, 5x 

soluci6n de Denhardt, ADN de esperma de salm6n sonicado (50 pg/mi), SIDS al 

0,1%, y sulfato de dextrano al 10% a 550C, con lavados a 551C en 0,2 x SSC y 

SIDS al 0,1%. Una persona con pericia puede f5cilmente determinar y variar las 

condiciones de severidad de manera adecuada para obtener una se?al de 

hibridaci6n clara y detectable. Las mol6culas preferidas son aquellas que se 

hibridan bajo las condiciones anteriormente mencionadas de manera de obtener 

los complementos de Sh2-Rev6, Sh2Hs33 y Sh2-Rev6-HS y que codifican una 

proteina funcional. 

La presente invenci6n utiliza mol6culas de 6cido nucleico que codifican 

proteinas mutantes SH2 en cuesti6n, como ser Sh2-Rev6, Sh2hs33 y Sh2-Rev6-

..--A-. 
HS, que se hibridan con mol6culas de 6cido nucleico que comprenden secuencias 

que son complementarias a los polinucle6tidos en cuesti6n que codifican Sh2-

Rev6, Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS bajo condiciones de suficiente severidad para 

obtener una sehal clara. Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "6cido 

nucleico" se define como un ARN o ADN que codifica los polip6ptidos de la 
A 

invenci6n, como ser, por ejemplo, los polip6ptidos Sh2-Rev6, Sh2hs3?. y Sh2-

Rev6-HS o las secuencias de ARN o ADN que son complementarias a los 
" 
?cidos 

nucleicos que codifican tales p6ptidos, o secuencias de ARN o ADN que se 
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hibridan a dichos 6cidos nucleicos y se mantienen establemente unidas a los 

mismos bajo condiciones severas, o secuencias de ARN o ADN que codifican 

polip6ptidos que comparten por lo menos un 60% de identidad de secuencia, o 

por lo menos 65% de identidad de secuencia, o por lo menos 70% de identidad de 

secuencia, o por lo menos 75% de identidad de secuencia, o por lo menos 80% 

de identidad de secuencia, o por lo menos 85% de identidad de secuencias, 

preferiblemente por lo menos 90% de identidad de secuencia, y m6s 

preferiblemente por lo menos 95% de identidad de secuencia con las proteinas de 

la presente invenci6n, corno ser Sh2-Rev6, Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS. 

La presente invenci6n provee adem6s fragmentos de uno cualquiera de 

mol6culas de ;jcidos nucleicos codificantes. Tal corno se utiliza en la presente, un 

fragmento de una mol6cula de 6cido nucleico codificante se refiere a una pequefia 

porci6n de la totalidad de la secuencia codificadora de proteina. La magnitud del 

fragmento ser6 determinada por el uso previsto. Por ejernplo, si el fragmento es 

elegido de manera de codificar una porci6n activa de [a proteina, el fragmento 

deber6 ser lo suficientemente grande para codificar la(s) regi6n(es) funcionales de 

la proteina. Por ejernplo, los fragmentos de la invenci6n codifican los dominios o 

regiones de SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS de la presente invenci6n que 

intervienen en la regulaci6n alost6rica de AGP. Si el fragmento ha de.ser utilizado 

corno una sonda de 6cido nucleico o cebador de RCP, entonces la longitud del 

fragmento es elegida de manera de obtener una cantidad relativarnente peque?a 

de positivos falsos durante el sondeo y cebado. 

Los fragmentos de mol6culas de 6cidos nucleicos codificadoras de la 

presente invenci6n (es decir, los oligonucle6tidos sint6ticos) que son utilizados 

corno sondas o cebadores especificos para la RCP (reacci6n en ca0ena de 

polimerasa), o para sintetizar secuencias de genes que codifican proteinas de la 

invenci6n, pueden ser f6cilmente sintetizados mediante t6cnicas quirnicas, por 
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ejemplo el m6todo del fosfotri6ster de Matteucci et al. (1981) J. Am. Chem. Soc. 

103, 3185 � 3191) o utilizando m6todos de sintesis automatizados. Adem6s, es 

f6cil preparar segmentos de ADN m6s largos mediante m6todos bien conocidos, 

tales como la sintesis de un grupo de oligonucle6tidos que definen varios 

segmentos modulares del gen, seguido por ligaci6n de oligonucle6tidos para 

construir el gen modificado completo. 

Las mol6culas de 6cidos nucleicos codificantes de la presente invenci6n 

pueden adem6s ser modificadas de manera de contener un r6tulo detectable para 

J;1141 
fines de diagn6stico y de sondeo. En el arte se conoce una variedad de dichos 

r6tulos, los cuales pueden ser f?cilmente utilizados junto con las mol6culas 

codificadoras descritas en la presente. Los r6tulos adecuados incluyen, pero no 

se limitan a, la biotina, los nucle6tidos radioetiquetados, y similares. Una persona 

con pericia en el arte puede utilizar cualquiera de los r6tulos conocidos en el arte 

para obtener una mol6cula de 6cido nOcleo codificadora rotulada. 

Es posible efectuar modificaciones en la estructura primaria propiamente 

dicha, mediante supresi6n, adici6n, o alteraci6n de los amino6cidos incorporados 

en la secuencia proteinica, durante la traducci6n, sin destruir la actividad de la 

proteina. Dichas sustituciones u otras alteraciones tienen como resultado que las 

proteinas tienen una secuencia de amino6cidos codificada por un 6cido nucleico 

que recae dentro de los alcances considerados de la presente intenci6n. 

III.- Aislaci6n de Otras Mol6culas de Acido Nucleico Relacionadas 

Tal como se describe en la presente, la identificaci6n y caracterizaci6n de 

las mol6culas de 6cido nucleico de la presente invenci6n, como ser aquellas que 

codifican una proteina SH2-REV6, SH2HS33 o SH2-REV6-HS o un fragmento de 

una proteina SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS, permite a una persona con 

pericia en el arte aislar mol6culas de 6cido nucleico que codifican otros miembros 

de la familia de las proteinas, adem6s de las secuencias descritas en la presente. 
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A"?? 

Adem6s, las mol6culas de 6cido nucleico reveladas en la presente permiten a una 

persona con pericia en el arte aislar mol6culas de Acido nucleico que codifican 

otros miembros de la familia de [as proteinas, adem6s del SH2-REV6, SH2HS33 y 

SH2-REV6-HS revelados en la presente. 

Esencialmente, una persona con pericia en el arte puede f6cilmente utilizar 

cualquiera de las secuencias de amino5cidos reveladas en la presente a efectos 

de generar sondas anticuerpo para seleccionar genotecas de expresi6n 

preparadas a partir de las c6lulas adecuadas. Tipicamente, el antisuero policlonal 

tomado de mamiferos tales como conejos inmunizados con la proteina purificada 

o con anticuerpos monoclonales puede ser utilizado para sondear una genoteca 

de expresi6n de ADNc o gen6mica, a efectos de obtener la adecuada secuencia 

codificadora para otros miembros de la familia de las proteinas. La secuencia de 

ADNc clonada puede ser expresada en forma de una proteina de fusi6n, ser 

expresada directamente mediante la utilizaci6n de sus propias secuencias de 

control, o ser expresada mediante construcciones en las cuales se utilizan 

secuencias control adecuadas para el hu6sped particular utilizado para la 

expresi6n de la enzima. 

Como alternativa, una porci6n de la secuencia codificadora descrita en la 

presente puede ser sintetizada y utilizada como una sonda para recuperar el ADN 

I--, que codifica un miembro de la familia de las proteinas, a partir de cualquier 

organismo. Los olig6meros que contienen aproximadamente 18 a 20 nucle6tidos 

(que codifican aproximadamente 6 a 7 amino6cidos de estiramiento) son 

preparados y utilizados para seleccionar el ADN gen6mico o las genotecas de 

ADNc a efectos de obtener la hibridaci6n bajo condiciones severas o bajo 

condiciones de suficiente severidad para eliminar un nivel indebido de positivos 

falsos. 
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Adicionalmente, es posible preparar pares de cebadores oligonucle6tidos 

para ser utilizados en una reacci6n en cadena de polimerasa (RCP) a efectos de 

selectivamente clonar una mol6cula de 6cido nucleico codificadora. Un ciclo de 

RCP desnaturalizar/"anneal"/extender para utilizar dichos cebadores de RCP es 

bien conocido en el arte, y puede ser f6cilmente adaptado para ser utilizado en la 

aislaci6n de otras mol6culas de 6cido nucleico codificadoras. 

IV.- Producci6n de Proteinas Recombinantes mediante una Mol6cula de ADN 

recombinante (ADNr 

La presente invenci6n provee adem6s m6todos para producir polip6ptidos 

de la invenci6n, como ser SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-Rev6-HS mediante la 

--%, utilizaci6n de las mol6culas de 6cido nucleico descritas en la presente. En 

t6rminos generales, la producci6n de una forma recombinante de una proteina 

implica tipicamente los pasos siguientes: primero se obtiene una mol6cula, de 

Acido nucleico que codifica, por ejemplo, una proteina SH2-REV6, SH2HS33 y 

SH2-REV6-HS o un fragmento de una proteina SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-

REV6-HS. Si la secuencia codificadora no es interrumpida por intrones, es 

directamente adecuada para su expresi6n en cualquier hu6sped. La mol6cula de 

;",k 6cido nucleico es seguidamente colocada preferiblemente en un enlace operable 

con secuencias de control adecuadas, como anteriormente descritol- de manera 

1-1-% de formar una unidad de expresi6n que contiene el marco de lectura abierta de la 

proteina. Se utiliza la unidad de expresi6n para transformar yn hu6sped 

adecuado, y el hu6sped transformado es cultivado bajo condiciones que permitan 

la producci6n de la proteina recombinante. Opcionalmente, la proteina 

recombinante es aislada del medio o de las c6lulas; la recuperaci6n y purificaci6n 

de la proteina puede no ser necesaria en algunos casos en los cuales"Pueden 

tolerarse aigunas impurezas. 
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Cada uno de los pasos precedentes puede ser efectuado en una variedad 

de maneras. Por ejemplo, las secuencias codificadoras deseadas pueden ser 

obtenidas a partir de fragmentos gen6micos y ser utilizadas directamente en 

hu6spedes adecuados. La construcci6n de los vectores de expresi6n que son 

operables en una variedad de hu6spedes, es Ilevada a cabo utilizando replicones 

y secuencias de control adecuados, como anteriormente indicado. Las secuencias 

de control, los vectores de expresi6n, y los m6todos de transformaci6n dependen 

del tipo de c6lula hu6sped utilizado para expresar el gen, y han sido expuestos 

con detalle en lo que precede. Los sitios de restricci6n adecuados pueden, si no 

se encuentran normalmente disponibles, ser adicionados en las extremidades de 

la secuencia codificadora de manera de proveer un gen extirpable para inserci6n 

en dichos vectores. Una persona con pericia en el arte puede f6cilmente adaptar 

cualquier sisterna de expresi6n - hu6sped, conocido en el arte, para su utilizaci6n 

junto con las molbculas de 6cido nucleico de la invenci6n a efectos de producir 

una proteina recombinante. 

V.- Proteinas SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-HS 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n proteina SH2-REV6, 

SH2HS33 y SH2-REV6-HS se refiere a una proteina que tiene la secuencia de 

amino6cidos codificada por el polinucle6tido de SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-

REV6-HS, a las variantes al6licas de las mismas y las sustituciones conservativas 

de los mismos que tienen una actividad SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS. 

Adem6s, los polip6ptidos utilizados en la presente invenci6n incluyen las 

proteinas codificadas por SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS, como tambi6n 

los polip6ptidos y fragmentos, particularmente aquellos que tienen la actividad 

biol6gica de SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-HS y tambi6n aquellos que 

tienen una identidad de secuencia de por lo menos el 65%, con respecio a los 

polip6ptidos codificados por SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS o la porci6n 
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relevante, o por lo menos una identidad del 70%, o una identidad de por lo menos 

el 75%, o una identidad de por lo menos el 80%, o una identidad de por lo menos 

el 85%, con respecto a los polip6ptidos codificados por SH2-REV6, SH2HS33 y 

SH2-REV6-HS o la porci6n relevante, y m6s preferentemente una identidad de 

secuencia de por lo menos el 90% con respecto a los polip6ptidos codificados por 

SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-HS, o la porci6n relevante, y m6s preferente 

aOn una similitud de secuencia de por lo menos el 95%, con respecto a los 

polip6ptidos codificados por SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-HS o la porci6n 

relevante, y tambi6n incluyen las porciones de dichos polip6ptidos. Una persona 

con pericia en el arte reconocer5 si una secuencia de amino6cidos de inter6s se 

1.11*N haya dentro del dominio funcional de una proteina, tal como el dominio o regi6n 

de SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-HS que interviene en la regulaci6n 

alost6rica de AGP, Por lo tanto es posible que una proteina hom6loga tenga una 

homologia de menos del 40% a lo largo de la longitud de ia secuencia de 

amino6cidos, pero una homologia mayor del 90% en un dominio funcional. 

Las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS utilizadas en la 

presente invenci6n, incluyen las variantes especificamente identificadas y 

A:k caracterizadas en la presente descritas, como tambi6n sus varian’tes al6licas, 

variantes de sustituci6n conservativas y hom6logos que puedan ser aisladas o 

generadas y caracterizadas sin una indebida experimentaci6n siguiendo los 
.Ow 

m6todos bien conocidos por una persona con pericia en el arte. 

Tal como se la utiliza en la presente, la expresi6n "sustancialmente puro/a" 

se refiere a los polip6ptidos de la presente invenci6n, como ser los polip6ptidos 

SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS que se hallan sustancialmente exentas de 

otras proteinas, lipidos, carbohidratos u otros materiales con los cuales Se hallan 

naturalmente asociados. Una persona con pericia en el arte puede purificar los 
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polip6ptidos en cuesti6n utilizando las t6cnicas standard para la purificaci6n de 

proteinas. 

La invenci6n tambi6n utiliza secuencias de amino6cidos que codifican los 

polip6ptidos aislaclos de la invenci6n, como ser los polip6ptidos SH2-REV6, 

SH2HS33 y SH2-REV6-HS. Los polip6ptidos de la invenci6n incluyen aquellos 

que difieren de las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS 

ejemplificaclas, como resultado de variaciones conservadoras. Tal como se las 

utiliza en la presente, las expresiones "variaci6n conservadora" o "sustituci6n 

conservadora" sirven para inclicar el reemplazo de un residuo amino5cido por otro 

residuo biol6gicamente similar. No es probable que las variaciones o sustituciones 

conservacloras modifiquen la configuraci6n de la cadena de polip6ptidos. Los 

ejemplos de variaciones, o de sustituciones, conservacloras, incluyen el 

reemplazo de un residuo hidr6fobo tal como la isoleucina, valina, leucina o 

metionina, por otro, o la sustituci6n de un residuo polar por otro, tal como la 

sustituci6n de la arginina por la lisina, del 6cido glut6mico por el 6cido asp6rtico, o 

de la glutamina por la asparagina, y similares. Por ello, toclas las sustituciones 

conservacloras se hallan incluiclas en la invenci6n, siempre y cuando los 

polip6ptidos en cuesti6n codificaclos por la secuencia de nucle6ticlos? queden sin 

modificar funcionalmente, o similar. 

Tal como se utiliza en la presente, un polip6ptido aislado de la presente 

invenci6n, como ser una proteina SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS, puede 

ser de longitud completa o cualquier hom6logo, de dichas proteinas, como ser, 

por ejemplo, las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS, en las cuales 

se han suprimido amino6cidos (por ejemplo, una versi6n truncada de la proteina, 

tal como un p6ptido), insertada, inverticla, sustituida y/o derivada (por eje’Mpio por 

glicosilaci6n, fosforilaci6n, acetilaci6n, miristoilaci6n, prenilaci6n, paimito’ilaci6n, 

amidaci6n y/o adici6n de glicosilfosfaticlil inositol). Dichas proteinas modificaclas 
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incluyen aquellas que retienen por lo menos una de las actividades funcionales de 

las proteinas en cuesti6n, o que producen por lo menos una de las caracteristicas 

fisiol6gicas producidas como resultado de la expresi6n de las proteinas en 

cuesti6n. Un hom6logo de las proteinas en cuesti6n es una proteina que tiene una 

secuencia de amino6cidos que es suficientemente similar a las proteinas en 

cuesti6n, como ser las secuencias de amino6cidos de las proteinas SH2-REV6, 

SH2HS33 y SH2-REV6-HS que una secuencia de 6cido nucleico codificadora del 

hom6logo es capaz de hibridar bajo condiciones severas, con una secuencia de 

6cidos nucleicos que codifica las proteinas en cuesti6n (por ejemplo, las 

secuencias de amino6cidos de las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-

HS). En lo que precede se han expuesto las condiciones de severidad adecuadas. 

Los hom6logos de las proteinas en cuesti6n, incluyendo los hom6logos de 

las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS pueden ser el resultado de 

una variaci6n al6lica de un gen que codifica la proteina. Por ejemplo, los 

hom6logos de las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS pueden ser 

producidos mediante t6cnicas conocidas en el arte, lo cual incluye, pero no se 

limita a, las modificaciones directas a un gen que codifica una proteina, por 

A? ejemplo mediante la utilizaci6n de t6cnicas de ADN cl6sicas o recomb’inantes para 

Ilevar a cabo una mutag6nesis aleatoria o apuntada. 

--N Pueden resultar modificaciones menores de la secuencia primaria de 

amino6cidos de una proteina de la presente invenci6n en aquellas proteinas que. 

tienen una actividad sustancialmente equivalente en comparaci6n con las 

proteinas en cuesti6n, (por ejemplo, SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS) 

producidas mediante los genes descritos en la presente. Tal como se la utiliza en 

la presente, la expresi6n "equivalente funcional" de una proteina en cuesti6n es. 

una proteina que tiene una actividad biol6gica o una caracteristica inmuhol6gica 

que es sustancialmente similar a una actividad biol6gica o a una caracteristica 
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inmunol6gica de la proteina en cuesti6n. La expresi6n "equivalente funcional" 

tiene por objeto incluir los fragmentos, variantes, an6logos, hom6logos, o 

derivados quimicos de una mol6cula que poseen la actividad biol6gica de las 

proteinas, como ser , SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS codificadas por los 

genes de la presente invenci6n. 

Las expresiones "proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS", 

"proteinas SH2-REV6", "proteinas SH2HS33" y "proteinas SH2-REV6-HS" 

incluyen la totalidad de las variantes al6licas de dichas proteinas que poseen una 

actividad normal de SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS . En general, las 

variantes al6licas de las proteinas SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS tienen 

una secuencia de amino;kidos ligeramente diferente que la especificamente 

codificada por los genes utilizados en la presente invenci6n, pero ser6n capaces 

de producir los fenotipos ejemplificados. Las variantes al6licas, si bien poseen una 

secuencia de amino6cidos ligeramente diferente de las mencionadas 

individualmente en lo que precede, poseer6n la capacidad de producir un fenotipo 

que exhibe semillas de mayor peso individual y total, mayor cantidad de semillas, 

un mayor Indice de Cosecha (IH) y una mayor masa vegetal a6rea. 

’os por una Los m6todos de la presente invenci6n pueden ser utilizad 

persona con pericia en el arte para producir plantas con un peso de semilla total e 

individual mayor, una mayor cantidad de semillas, un mayor indice de cosecha y 

una masa vegetal total incrementada. 

Los solicitantes adem6s ensehan m6todos para reconocer las variaciones 

en las secuencias de ADN de polinucle6tidos, como ser Sh2-Rev6, Sh2hs33 y 

Sh2-Rev6-HS de la presente invenci6n. Uno de estos m6todos implica la 

introducci6n de una mol6cula de 6cido nucleico (tambi6n conocida comb sonda) 

que tiene una secuencia que es complementaria a los genes de Sh2-Rev6, 

Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS utilizados en la invenci6n bajo condiciones de 
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hibridaci6n suficientes, tal como entenderlan las personas con pericia en el arte. 

Otro m6todo para reconocer una variaci6n de secuencias de ADN asociado con 

los polinucle6tidos de la presente invenci6n, incluyendo Sh2-Rev6, Sh2hs33 y 

ShMev&HS, es dirigir el an6lisis de secuencias de ADN mediante moltiples 

m6todos bien conocidos en el arte. Otra forma de realizaci6n es la que implica la 

detecci6n de la variaci6n en las secuencias de ADN en los polinucle6tidos en 

cuesti6n, tal como se representa mediante diferentes g6neros, especies, cepas, 

variedades o cultivares de plantas. Las secuencias de polinucle6tidos de la 

invenci6n, por ejemplo, Sh2-Rev6, Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS pueden ser utilizadas 

como sondas para detectar la presencia de genes correspond ientes en otras 

-Rev6, plantas. Tal como se expuso en lo que precede, las secuencias de Sh2 

Sh2hs33 y Sh2-Rev6-HS han sido determinadas y son f6cilmente disponibles 

para una persona con pericia en el arte. En una realizaci6n, las secuencias se 

vincularan especificamente a un alelo de un gen Sh2-Rev6, Sh2hs33 o Sh2-Rev6-

HS o a un fragmento del mismo, y en otra realizaci6n se vincular6 a alelos 

mOltiples. Dichos m6todos de detecci6n incluyen la reacci6n en cadena de 

polimerasa, el an6lisis del polimorfismo de la longitud del fragmento de restricci6n 

(RFLP) y el an6lisis conformacional de monofilamento. 

Las sondas de diagn6stico Otiles en dichos ensayos de la invenci6n 

incluyen los anticuerpos de los polip6ptidos de la presente invenci6n, como ser 

SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS. Los anticuerpos pueden ser 

monoclonales o policlonales, producidos mediante t6cnicas standard bien 

conocidos en el arte. (Ver: Harlow & Lane’s Antibodies: A Laboratory Manual, 

Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Pueden ser utilizados para detectar 

una proteina de la invenci6n mediante su vinculaci6n a la proteina y subsiguiente 

detecci6n del complejo anticuerpo � proteina mediante ELISA, Western,blot o 

similar. Los anticuerpos tambi6n pueden ser producidos a partir de secuencias de 
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p6ptidos de las proteinas en cuesti6n, como ser SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-

REV6-HS mediante la utilizaci6n de t6cnicas standard conocidas en el arte (Ver: 

Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, 1994). Tambi6n es posible preparar 

fragmentos de antisueros monoclonales o policlonales que contienen la porci6n 

inmunol6gicamente significativa. 

Los ensayos para detectar o medir los polip6ptidos en cuesti6n, por 

ejemplo, los polip6ptidos SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS, en una muestra 

biol6gica con una sonda anticuerpo, pueden basarse en cualquier formato 

disponible. Por ejemplo, en los inmuno-ensayos en los cuales los polip6ptidos 

SH2-REV6, SH2HS33 y SH2-REV6-HS son el analito, la muestra de ensayo, 

tipicamente una muestra biol6gica, es sometida a incubaci6n con anticuerpos 

anti- SH2-REV6, SH2HS33 o SH2-REV6-HS bajo condiciones que permiten la 
r 

formaci6n de complejos antigeno-anticuerpo. Pueden utilizarse varios formatos, 

tales como el ensayo "s6ndwich" en el cual el anticuerpo vinculado a un soporte 

s6lido es sometido a incubaci6n junto con la muestra de ensayo; lavado, sometido 

a incubaci6n junto con un segundo anticuerpo, etiquetado, al analito; y el soporte 

es lavado nuevamente. El analito es detectado determinando si el segundo 

anticuerpo est? vinculado al soporte. En un formato competitivo qu’ puede ser e 

sea heterog6neo sea homog6neo, usualmente se somete a incubaci6n una 

’"N. muestra de ensayo junto con un anticuerpo y un antigeno competitivo etiquetado, 

sea secuencial sea simult6neamente. Dichos formatos, y otros, son bien 

conocidos en el arte. 

VI.- M6todos de Transformaci6n 

Los m6todos para producir plantas transg6nicas son bien conocidos por las 

personas con la pericia habitual en el arte. Las plantas transg6nicas p6eden ser 

hoy en dia producidas mediante una variedad de diferentes m6to’dos de 

transformaci6n que incluyen, pero no se limitan a, los siguientes, electroporaci6n, 
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microinyecci6n, bombardeo con microproyectiles, tambi6n conocido como 

aceleraci6n de particulas o bombardeo biolistico; transformaci6n mediada por 

virus; y transformaci6n mediada por Agrobacteriurn (ver por ejemplo las Patentes 

Estadounidenses Nos 5.405.765, 5.472.869; 5.538.877, 5.538.880, 5.550.318, 

5,641.664, 5.736.369 y 5.736.369; Watson et al (1992) Recombinant DNA, 

Scientific American Books; Hinchee et al. (1988) Bio[Tech 6: 915-922 (1988); 

McCabe et al. Bio[Tech 6: 923-926; Toriyama et al. (1988), Bio/Tech 6: 1072-

1074; Fromm et al. (1990) Bio[Tech 8: 833-839; Mullins et al. (1990) Bio/Tech 8: 

833 � 839; y, Raineri et al. (1990) Bio/Tech: 8:33 �38). 

A.- Transformaci6n mediada por Agrobacterium 

La transformaci6n mediada por Agrobacterium es el m6todo m6s 

ampliamente utilizado para introducir un vector de expresi6n en las plantas 

(Horsch et al. (1985) Science 227: 1229). A. Tumefaciens y A. rhizogenes son 

bacterias del suelo fitopat6genas que transforman gen6ticamente las c6lulas de 

las plantas. Los pi6smidos Ti y Ri de A. tumefaciens y A. rhizogenes, 

respectivamente, Ilevan genes que son los responsables de la transformaci6n 

gen6tica de la planta (Kado, C.I. (1991), Crit. Rev. Plant. Sci jQjj Gruber et al 

(1993) "Vectors for Plant Transformation" en Methods in Plant Molecular Biology y 

Biotechnology, Glick, B.R,. y Thompson,. J.E. Eds. (CRC Press, Inc., Boca 

Raton), p6gs 89.-119), Miki et al. (1993) "Procedures for Introducing Foreign DNA 

in Plants" en: Methods in Plant’Molecular Biology and Biotechnology Glick, B.R., 

and Thompson, J.E. Eds. (CRC Press, Inc., Boca Raton), pAgs 67-88, y Moloney 

et al (1989) Plant Cell Reports 8-238, proveen descripciones de sistemas vectores 

Agrobacterium y m6todos para la transferencia de genes mediada por 

Agrobacterium. 

Los m6todos de transformaci6n mediados por Agrobacterium han sido 

utilizados principalmente para transformar plantas dicotiled6neas. La 
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transformaci6n mediada por Agrobacterium en dicotiled6neas facilita la entrega de 

piezas m6s grandes de 6cido nucleico heter6logo, en comparaci6n con otros 

m6todos de transformaci6n tales como el bombardeo de particulas, 

electroporaci6n, y el m6todo de transformaci6n mediado por polietilenglicol. 

Adem6s, la transformaci6n mediada por Agrobacterium parece dar como 

resultado pocos cambios en la disposici6n de los genes, y m6s tipicamente da 

como resultado la integraci6n de bajos nOmeros de copias de genes en el 

cromosoma de la planta. 

Las monocotiled6neas no son un hu6sped natural del Agrobacterium. A 

pesar de que la transformaci6n mediada por Agrobacterium ha sido objeto de 

informe para esp6rragos, (Bytebier et al. (1987) Prop. Natl. Acad. Sci. USA 

814:5354-5349) y para el Dioscore bublifera (Schafer et al. (1987) Nature 327:529-

532), por lo general se creia que las plantas en la familia Gramineae no podian 

ser transformadas con el Agrobacterium (Potrykus 1. (1987) Biotechnology 8:535-

543). Sin embargo, recientemente en la patente de los Estados Unidos n6mero 

5.981.840, de Zhao et al., se revel6 la transformaci6n mediada por Agrobacterium 

en el maiz. El m6todo de Zhao et al. incluye los siguientes pasos: poner en 

contacto por lo menos un embri6n inmaduro de una planta de maiz con 

Agrobacterium capaz de transferir por lo menos un gen a dicho embri6n; co-

,-ON cultivar los embriones con Agrobacterium; cultivar a los embriones en un medio 

que comprende sales N6, un antibi6tico capaz de inhibir el crecimiento del 

Agrobacterium, y un agente selectivo para seleccionar los embriones que 

expresan el gen,- y regenerar las plantas que expresan el gen. 

B. Transformaci6n Mediada por Microproyectiles: N 

En el proceso de bombardeo de microproyectiles, al que tambi6n ?ze hace 

referencia como al proceso biolistico, el transporte del ADN es mediado por 

particulas muy pequehas de material biol6gicamente inerte. Cuando las particulas 
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inertes son recubiertas con ADN y aceleradas a una velocidad apropiada, una o 

m6s de las particulas son capaces de entrar en una o m6s de las c6lulas cuando 

el ADN es liberado de la particula y es expresado en ia c6lula. Mientras que 

a1gunas de las c6lulas son dafiadas fatalmente por el proceso de bombardeo, 

a1gunas de las c6lulas receptoras sobreviven, reteniendo de forma estable el ADN 

introducido, y lo expresan. Sanford et al. provee una descripci6n general de un 

instrumento para el bombardeo con particulas apropiado (Sanford et al. (1987) 

Particulate Sci. Technol. 5:27-37). 

__ 

7 El proceso del bombardeo de microproyectiles ha sido utilizado para 

introducir exitosamente genes que codifican nuevas caracteristicas gen6ticas a 

’Oft. una variedad de plantas, incluyendo la cebolla, el algod6n, el maiz, el tabaco, el 

arroz, el trigo, el girasol, la soja y ciertos vegetales (patente de los Estados Unidos 

nOmero 4.945.050; Sanford et al. (1988) Trends in Biotechnolog 6:299; Sanford 

et al. (1988) Part Sci. Technol 5:27; J. J. Finer and M. D. McMullen (1990) Plant 

Cell Reports 8.-586-589-, y Gordon-Kamm (1990) The Plant Cell 2:603; Klein et al. 

(1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85-.4305-4309). A pesar de la transformacion por 

medio del bombardeo de microproyectiles es menos especifico en cuanto a la 

especie y al genotipo que la transformaci6n con Agrobacterium, la frecuencia de 

eventos estables de transformaci6n logrados siguiendo el bombardelo puede ser 

,ON bastante baja, en parte debido a la ausencia de un mecanismo natural para 

mediar la integraci6n de una mol6cula de ADN o gen responsable de una 
t 

I . 

caracteristica fenotipica deseada en el ADN genomico de una planta. Se ha 

reportado que la transformaci6n por medio de pistola de particulas de, por, 

ejemplo el algod6n, produce no m5s de una planta transgC-nica clonal,por cada 

100-500 meristemas apuntadas para su transformaci6n. S610 un 0,1 a Lin 1% de 

estas transformaciones fueron capaces de transmitir ADN extraho a su progenie 

(WO 92/15675). Las c6lulas tratadas con bombardeo de particulas deben ser 
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regeneradas en plantas enteras, lo cual requiere procedimientos de cultivo de 

tejidos est6riles, que demandan mucho tiempo de trabajo y en la mayoria de las 

plantas de cultivo generalmente depende del genotipo, particularmente en el caso 

del algod6n. Tambi6n se ha informado sobre frecuencias de transformaci6n 

similarmente bajas para otras especies de plantas. Otras desventajas del 

bombardeo de microproyectiles incluyen la incapacidad de controlar el lugar 

donde se hiere el tejido de una planta, y por lo tanto, el lugar al cual es 

administrado el agente transformador. La incapacidad de dirigir tejidos de lineas 

germinales se debe en parte a las bajas eficiencias de transformaci6n lograclas 

mediante el bombardeo de microproyectiles. Adem6s, el bombardeo 

frecuentemente da como resultado la administraci6n de m6s de una copia del 

ADN o gen transformador en el genoma de la c6lula de la planta transformada, lo 

cual puede tener efectos de deterioro en la planta regenerada y transformada. La 

fragmentaci6n del ADN a ser insertado puede tambi6n ocurrir cuando se 

transforma ADN por medio del bombardeo de microproyectiles, dando como 

resultado plantas transg6nicas con solamente una porci6n del gen que est6 

siendo insertado. 

Se han hecho intentos para hacer una mejora en la eficiencia del 

bombardeo de microproyectiles. Por ejemplo, en el documento EPA 10486 233 se 

describe el tratado de tejidos bombardeados con Agrobacterium transportando el 

gen de inter6s. Es por medio del impacto de alta velocidad de las particulas 

densas de los microproyectiles que se genera una disposici6n de micro hericlas 

que crean un ambiente que es particularmente inductivo para la infecci6n por el 

Agrobacterium. Sin embargo, las c6lulas transformadas de la planta aon deben 

ser regeneradas como plantas enteras, y las plantas transformadas f.6rtiles -y 

estables deben ser seleccionadas de la poblaci6n total de plantas reger?’eradas. 

La organog6nesis y la embriog6nesis som6tica han sido utilizadas para regenerar 
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plantas. Sin embargo, la organog6nesis produce con frecuencia plantas 

quim6ricas que contienen tanto c6lulas transformadas como c6lulas no 

transformadas, y la embriog6nesis som6tica, a pesar de ser superior a la 

organog6nesis, es altamente dependiente del genotipo en la mayoria de las 

plantas de cultivo. 

Se han hecho esfuerzos para administrar el agente transformador o ADN a 

tejidos de lineas germinales para que el agente o el ADN sea incorporado 

directamente al ADN de las c6lulas en estos tejidos, particularmente al ADN de 

las c6lulas huevo de la planta. En la patente de los Estados Unidos nOmero 

5.994.624, Trolinder et al. se describe un m6todo de transformaci6n implanta que 

provee un m6todo mejorado para administrar agentes transformadores a tejidos 

de plantas. El m6todo utiliza un dispositivo de inyeccion sin aguja que es capaz de 

insertar una pequefia corriente a alta presi6n de una soluci6n a trav6s de las 

muchas capas de c6lulas del tejido de la planta. El agente transformador es 

administrado a los tejidos florales de una planta, de esta manera facilitando la 

administraci6n de un agente transformador que comprende un gen de inter6s a 

las c6lulas de lineas germinales de la planta. La corriente a alta presi6n provista 

por el dispositivo de inyecci6n asegura que el cultivo de Agrobacteriurn o la 

soluci6n de ADN penetre en las muchas capas de c6lulas del tejido floral de la 

planta sin provocar un dano masivo al tejido, como el que se provoca por medio 

de inyecci6n directa con una jeringa dotada con una aguja, o por medio del 

bombardeo de particulas. El m6todo puede ser utilizado para transformar c6lulas 

de plantas y tejidos, incluyendo c6lulas de cultivo de tejidos embri6nicas, tejidos 

meristem6ticos y callos de plantas, que pueden regenerarse en plantas enteras. 

Adem6s, el m6todo puede ser utilizado para transformar c6lulas de Olantas y 

tejidos seleccionados del grupo que consiste en algod6n, granos de soja, alfalfa, 
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lino, tabaco, girasol, mani, frutilla, tomate, guisante, arveja, calabaza, pimienta, 

maiz, sorgo, cebada, avena, centeno, trigo, arroz, col, y papa. 

A pesar de que Klein et al. (Klein et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85: 

4305-4309; Klein et al. (1988) Bio/technol. 6:59-563; Klein et al. (1989) Plant 

Physiol. 91:440-444) provee protocolos para el bombardeo de c6lulas de cultivo 

en suspensi6n de maiz no regenerable, hasta hace poco no se habian publicado 

protocolos para el bombardeo de cultivos de callos o c6lulas de maiz que pueden 

ser regeneradas. Lundquist et al. (Patente de los Estados Unidos nOmero 

6.013.863) describe la administraci6n de ADN en cultivos de callos de maiz 

regenerables por medio del proceso de bombardeo de particulas, el cual da como 

resultado un alto nivel de viabilidad para unas pocas c6lulas transformadas. El 

m6todo puede ser aplicable para producir plantas transg6nicas estables y f6rtiles 

de otros cereales gramineas. Dwight et al. (Patente los Estados Unidos nomero 

5.990.387) revela un m6todo para producir una planta Zea mays f6rtil, 

transformada en forma estable. Los m6todos comprenden los siguientes pasos: 

proveer un ADN extraflo que comprende un vector de expresi6n que transporta un 

gen que codifica una caracteristica agron6mica; proveer un callo embri6geno de 

maiz, un cultivo de suspensi6n, o un embri6n inmaduro aislado de una planta; 

introducir el ADN extraho en el callo embriog6nico , cultivo en suspensi6n o 

embri6n inmaduro aislado de una planta por uno o m6s bombardeos de micro 

particulas; y regenerar la planta Zea mays transg6nica f6rtil. Las plantas que 

pueden ser transformadas exitosamente por el m6todo de Dwight et al. incluyen al 

maiz, centeno, la cebada, el trigo, sorgo, la avena, mijo, arroz, girasol, alfalfa, 

semilla de colza y soja. 

Biswas et al. describe la generaci6n de plantas de arroz transge’nicas por 

bombardeo de microproyectiles de racimos de c6lulas embri6genas (Biswas et al. 

(1998) Plant Science, 133:203-210), y Yao et al. revela la producci6n de plantas 
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de cebada transg6nicas por medio de la administraci6n directa de ADN pl6smido 

en microesporas de cebada utilizando microproyectiles de alta velocidad (Yao et 

al. (1997) Genome, 40:570-581). Christou et al. informa de los par6metros que 

influencian la transformaci6n estable de cailos embri6genos de arroz y la 

recuperaci6n de plantas transg6nicas utilizando aceleraci6n de particulas por 

descargas el6ctricas (Christou et al. (1995) Annals of Botany 75: 407-413). 

C. M6todos Alternativos de Transformaci6n 

Otros m6todos para la administraci6n fisica de ADN a plantas incluyen la 

sonicaci6n de c6lulas objetivo (Zhang et al. (1991) BiotTechnology 9:996) y la 

fusi6n de liposomas o esferoplastos (Deshayes et al. (1985) EMBO J. 4: 2731, 

Christou et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3962). Tambi6n se ha 

informado de la toma directa de ADN en protoplastos utilizando precipitaci6n con 

CaC12, alcohol polivinilico o poli-L-ornitina (Hain et al. (1985) Mol. Gen. Genet. 

199: 161 y Draper et al. (1982) Plant Cell Physiol. 23: 451). Nobre et al. informa 

de la regeneraci6n de plantas transg6nicas f6rtiles de cebada utilizando 

transformaci6n mediana por PEG de protoplastos de 6rgano escutiforme (Nobre 

et al. (1997) Barley Genetics Newletter, 27:16-17). Se ha descrito tambi6n la 

electroporaci6n de protoplastos y c6lulas enteras y tejidos (Donn et al. (1990) 

Abstracts of Vllth International Congress on Plant Cell and Tissue Culture IAPTC., 

A2-38, p 53; D’Halluin et al. (1992) Plant Cell 4:1495-1505 y Spencer et al. (1994) 

Plant Mol. Biol. 24: 51-61). De hecho, D’Halluin et al. (Patente de los Estados 

Unidos n6mero 6.002.070) describe un m6todo r6pido y eficiente para transformar 

plantas monocotiled6neas por medio de la electroporaci6n. El m6todo de 

D’Halluin comprende la electroporaci6n de ADN de inter6s en tejido intacto capaz 

de formar callos embri6genos compactos o callos embri6genos c6mpactos 

obtenidos a partir de tejido intacto. 
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Otra tecnologia para la producci6n de plantas transg6nicas es la 

transformaci6n mediada por whisker por medio de la cual ciertos materiales, 

cuando son incubados con tejido de plantas, facilitan la entrada de mol6culas de 

ADN en las c6lulas de las plantas. Se ha propuesto que los materiales que 

promueven la absorci6n de ADN, principalmente el carburo de silicona, cumplen 

su funci6n pero danan la superficie de la c6lula. Para una revisi6n del terna, 

referirse al documento Wang et al. (1995) In Vitro Cell. Dev. Biol. 34: 101-4. 

VII. Transgenes 

Los genes introducidos exitosamente en plantas utilizando metodologias de 

ADN recombinante incluyen, pero no se limitan a, aquellos que codifican las 
I�S, 

siguientes caracteristicas: almacenaje de proteinas en [as semillas, incluyendo las 

proteinas de almacenaje en las semillas de legumbre 7S modificadas (Patentes 

de los Estados Unidos nOmeros 5.508.468, 5.559.223 y 5.576.203); tolerancia o 

resistencia a los herbicidas (Patentes de los Estados Unidos nomeros 5.498.544 y 

5.554.798; Powell et al. (1986) Science 232:738-743; Kaniewski et al. (1990) 

Bio/Tech 8:750-754; Day et al. (1991) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 88:6721-6725); 

fitasa (Patente de los Estados Unidos nOmero 5.593.963); resistencia a las pestes, 

Al bacterianas, hongos, nem6todos e insectos, incluyendo la resistencia a los 

insectos lepid6pteros conferida por el gen Bt (Patentes de los Estados Unidos 

nOmeros 5.597.945 y 5.597.946; Hilder et al. Nature 330:160-163; Johnson et al. 

(1989) Proc Natl. Acad. Sci. USA 86:9871-9875; Perlak et al. (1990) BiofFech 

8:939-943); las lectinas (Patente de los Estados Unidos nbmero 5.276.269); y el 

color cle las flores (Meyer et al. (1987) Nature 330:677-678; Napoli et al. (1990) 

Plant Cell 2:279-289 (1990); van der Krol et al. (1990) Plant Cell 2:291-299). 

Vill. Unidades de Expresi6n para Expresar ADN Ex6geno en una-Pleinta 

La presente invenci6n provee adem6s c6lulas hu6spedes transforma8as con 

una mol6cula de 6cido nucleico que codifica una proteina de la presente 
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invenci6n. La c6lula hu6sped puede ser procariota o eucariota. Las c6lulas 

eucariotas Otiles para la expresi6n de una proteina de la presente invenci6n no 

est5n limitadas, siempre y cuando la linea celular sea compatible con los m6todos 

de cultivo de c6lulas y con la propagaci6n del vector de expresi6n y expresi6n del 

producto gen6tico. Las c6lulas hu6spedes eucariotas preferidas incluyen cualquier 

tipo de especie de planta. 

Cualquier hu6sped procariota puede ser utilizado para expresar una 

mol6cula de ADNr que codifica una proteina de la invenci6n. El hu6sped 

procariota preferido es el E. coli. 

La transformaci6n de c6lulas hu6spedes apropiadas con una mol6cula de 

ADNr de la presente invenci6n es lograda por medio de m6todos bien conocidos 

que dependen tipicamente del tipo de vector utilizado y del sistema de hu6sped 

empleado. Con respecto a la transformaci6n de c6lulas hu6spedes procariotas, 

los m6todos de electroporaci6n y tratamiento con sales son tipicamente 

empleados, ver por ejemplo, Cohen et al. (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 

2110-2114; y Maniatis et al. (1982) Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 

Cold Spring Harbor Laboratory Press. Con respecto a la transformaci6n de c6lulas 

vertebradas con vectores que contienen ADNr, los m6todos de electroporaci6n y 

de tratarniento de sales o lipidos cati6nicos son tipicamente empleados, ver, por 

1-1.1 

ejemplo Graham et al. (1973) Virolog 52: 456-467; y Wigler et al. (1979) Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 76: 1373-1376. 

Las c6lulas transformadas con 6xito, es decir, c6lulas que contienen una 

mol&cula de ADNr de la presente invenci6n, pueden ser identificadas por medio 

de t6cnicas bien conocidas, que incluyen la selecci6n de un marcador 

seleccionable. Por ejemplo, las c6lulas que se tienen como resultado de la 

introducci6n de un ADNr de la presente invenci6n pueden ser clonad4s para 

producir colonias individuales. Las c6lulas provenientes de esas colonias pueden 
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ser cosechadas, lisadas y su contenido de ADN examinado para investigar la 

presencia del ADNr utilizando un m6todo corno el que describe Southern, (1975) 

J. Mol. Biol. 98: 503-517; o Berent et al. (1985) Biotech Histochem 3: 208; o las 

proteinas producidas a partir de la c6lula ensayada por medio de un m6todo 

inmunol6gico. 

Tal como se ha explicado anteriormente en la presente, varias realizaciones 

de la presente invenci6n emplean unidades de expresi6n (o vectores o sistemas 

de expresi6n) para expresar una secuencia de 6cido nucleico suministrada en 

forma ex6gena, como ser la secuencia que codifica a la proteina SH2-REV6, 

SH2HS33, y SH2-REV6-HS en una planta. Los m6todos para generar 

---I unidades/sistemas/vectores de expresi6n para ser utilizados en plantas son bien 

clonocidos en el arte y pueden ser adaptados con facilidad para su uso en la 

expresi6n de las secuencias de polinucle6tidos que codifican proteinas de la 

presente invenci6n, como ser las proteinas SH2-REV6, SH2HS33, y SH2-REV6-

HS en una c6lula de planta. Una persona capacitada puede f6cilmente utilizar 

cualquier sistema de planta/vector/expresi6n adecuado en los m6todos de la 

presente siguiendo la descripci6n que se provee en la presente. 

Los elementos del control de expresi6n utilizados para regular’la expresi6n 

de la proteina pueden ser el elemento de control de expresi6n que se encuentra 

normalmente asociado con la secuencia de codificaci6n (elemento de expresi6n 

hom6loga) o puede ser el elemento de control de expresi6n heter6logo. En el arte 

se conocen una amplia variedad de elementos de control de expresi6n hom6logos 

y heter6logos y pueden ser f6cilmente utilizados para hacer unidades de 

expresi6n para ser utilizadas en la presente invenci6n. Las regiones de iniciaci6n 

de transcripci6n, por ejemplo, pueden incluir cualquiera de las reg iones de 

iniciaci6n opinas, como la octopina, la manopina, la nopalina y similares que son 

encontradas en los pl6smidos Ti del Agrobacterium tumefaciens. Como una 
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alternativa, pueden utilizarse promotores virales de plantas, como el promotor 35S 

de virus mosaico del coliflor para controlar la expresion de genes en una planta. 

Finalmente, los promotores de las plantas como el promotor prolifera, promotores 

especificos de la fruta, promotor Ap3, promotores de impacto t6rmico, promotores 

especificos de semillas, etc6tera pueden tambi6n ser utilizados. Los promotores 

m6s preferidos serAn m6s activos en las pl6ntulas. 

Un promotor constitutivo (como el promotor CaMV o el Nos), un promotor 

especifico de un 6rgano (como el promotor E8 del tomate) o un promotor inducible 

est6 tipicamente ligado a la regi6n de codificaci6n de la proteina o al antisentido 

mediante la utilizaci6n de t6cnicas est6ndar que son bien conocidas en el arte. La 

unidad de expresi6n puede ser optimizada empleando elementos suplementarios 

como terminadores de transcripci6n y/o elementos reforzadores. 

Por lo tanto, para la expresi6n en plantas, las unidades de expresi6n 

contendr6n tipicamente, adem6s de la secuencia de proteinas, una regi6n 

promotora de la planta, un sitio de inicio de transcripci6n y una secuencia de 

terminaci6n de transcripci6n. Los sitios Onicos de enzimas de restricci6n en los 

extremos 5’ y 3’ de la unidad de expresi6n est6n tipicamente incluidos para 

permitir una f6cil inserci6n en un vector ya existente. 

En la construcci6n de combinaciones de genes o antisentidos 

promotores/estructurales heter6logos, el promotor est6 posicionado 

preferiblemente a aproximadamente la misma distancia desde el lugar del inicio 

de la transcripci6n heter6loga que lo est6 del lugar del inicio de la transcripcion 

en su posicion natural. Como se sabe en el arte, sin embargo, alguna variaci6n en 

esta distancia puede ser acomodada sin p6rdida de la funci6n del promotor. 

Adem6s de una secuencia de promotor, el cassette de expresi6h puede 

contener tambi6n una corriente descendente de la regi6n de terminaci6n de 

transcripci6n del gen estructural para proveer una terminaci6n eficiente. La regi6n 
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de terminaci6n puede ser obtenida a partir del mismo gen que la secuencia del 

promotor, o puede obtenerse a partir de diferentes genes. Si el ARNm codificado 

por el gen estructural debe procesarse eficientemente, las secuencias del ADN las 

cuales dirigen la poliadenilaci6n del ARN son tambi6n agregadas comOnmente a 

la construcci6n del vector. Las secuencias de poliadenilaci6n incluyen, pero no se 

limitan a la sehal de sintasa octopina del Agrobacterium (Gielen et al. (1984) 

EMBO J 3: 835-846) o la senal de la sintasa nopalina (Depicker et al. (1982) Mol. 

And Appl. Genet 1: 561-573). 

La unidad de expresi6n resultante es ligada o de otra forma es construida 

para estar incluida en un vector el cual es apropiado para una transformaci6n 

-1�. mayor de la planta. Tipicamente, el vector tambi6n contendri un marcador de gen 

seleccionable por medio del cual las c6lulas transformadas de la planta pueden 

ser identificadas en el cultivo. Habitualmente, el marcador de gen codificar6 la 

resistencia a los antibi6ticos. Estos marcadores incluyen la resistencia al G418, 

higromicina, bleomicina, kanamicina, y la gentamicina. Luego de transformar las 

c6lulas de la planta, aquellas c6lulas que tienen el vector ser6n identificadas por 

su capacidad de crecer en un medio que contiene un antibi6tico en particular. Las 

secuencias de replicaci6n, de origen bacteriano o viral, son generalmente tambi6n 

incluidas para permitir que el vector sea clonado en un hu6sped bacteriano o 

bacteri6fago, preferiblemente se incluye un hu6sped amplio de origen de 

replicaci6n procariota. Un marcador seleccionable para bacterias deberia tambi6n 

ser incluido para permitir la selecci6n de c6lulas bacterianas que soportan la 

construcci6n deseada. Los marcadores seleccionables procariotas adecuados 

pueden tambi6n incluir la resistencia a antibi6ticos como la kanamicina o la 

tetraciclina. 

Otras funciones adicionales para la codificaci6n de secuencias de ADN 

pueden tambi6n estar presentes en el vector, como se sabe en el arte. Por 
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ejemplo, en el caso de las transformaciones del Agrobacterium, las secuencias de 

T-ADN ser6n tambi6n incluidas para la transferencia subsecuente a cromosomas 

de plantas. 

Las secuencias de polinucle6tidos de la presente invenci6n, como ser las 

secuencias Sh2-Rev6, Sh2hs33 y Sh2-Rev6-Hs utilizadas en la presente 

invenci6n pueden tambi6n ser fusionadas a varias otras mol6culas de 6cido 

nucleico tales como las Etiquetas de Secuencia Expresada (EST’s), epitopes o 

marcadores de proteinas fluorescentes. 
0;.< 

Las EST son fragmentos de genes, tipicamente de longitud de entre 300 

hasta 400 nucl6otidos, secuenciados a partir del extremo 3’ o 5’ de los clones 

-*-I complementarios de ADN (ADNc). Casi 30.000 EST de Arabidopsis thaliana han 

sido producidas por un consorcio franc6s y un consorcio norteamericano (Delseny 

et al. (1997) FEBS Lett. 405(2)-. 129-132; Arabidopsis thaliana Database, 

http://genome.www.stanford.edu/Arabidopsis). Para un tratado del an6lisis de 

patrones de expresi6n de genes derivados de grandes bases de datos EST, 

referirse, por ejemplo a M. R. Fannon (1996) TIBTECH 14: 294-298. 

Las sondas de proteinas fluorescentes compatibles biol6gicamente, 

particularmente la protefna fluorescente verde autoensamblante (GFP) del 

calamar Aequorea victoria, han revolucionado de investigaci6n en la biologia 

-N 
molecular, de las c6lulas, debido a que permiten la visualizaci6n de 

acontecimientos bioquimicos en c6lulas vivientes (Murphy et al. (1997) Curr. Biol. 

7(11):870-876-, Grebenok et al. (1997) Plant J. 11(3):573-586; Pang et al. (1996) 

Plant Physiol. 112(3); Chiu et al. (1996) Curr. Biol. 6 (3):325-330; Plautz et al., 

(1996) Gene 173(l)-.83-87; Sheen et al.(1995) Plant J. 8 (5):777-784). 

La mutag6nesis dirigida al sitio ha sido utilizada para desarrollar Una’. 
I 
version 

m6s soluble de la GFP de cod6n modificado, Ilamada GFP modificada soluble 

(smGFP). Cuando se la introdujo al Arabidopsis, se observ6 Una mayor 
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fluorescencia comparada con la GFP de cod6n modificado, lo cual implica que la 

GFPsm es "m6s brillante" debido a que m5s de la misma se halla presente en una 

forma soluble y funcional (Davis et al. (1998) Plant Mol. Biol. 36(4): 521-528). Al 

fusionar genes que codifican la GFP y la beta-glucuronidasa (GUS), los 

investigadores han sido capaces de crear un conjunto de construcciones 

informantes bifuncionales las cuales son optimizadas para ser utilizadas en 

sistemas de expresi6n transitoria y estable en plantas, incluyendo el Arabidopsis 

(Quaedvlieg et al. (1998) Plant. Mol. Biol. 37 (4):715-727). 

Berger et al. (Berg et al. (1998) Dev. Biol. 194(2):226-234) informan del 

aislarniento de una linea marcadora de GFP para c6lulas epidermales de 

1-1 hipocotilo de Arabidopsis. Las proteinas de fusi6n GFP han sido utilizadas para 

localizar y caracterizar un n6mero de genes de Arabidopsis, incluyendo el 

geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (Zhu et al. (1997) Plant Mol. Biol. 35 (3): 331-

341). 

IX. M6todos de Meiora Gen6tica 

Poblaciones Polinizadas Abiertas. La mejora de las poblaciones polinizadas 

abiertas de los cultivos como ser el centeno, muchos cereales y la remolacha 

azucarera, c6sped de pastoreo, legumbres tales como la alfalfa y,el tr6bol, y 

cultivos de 6rboles tropicales como cacao, cocos, la palma de aceite y algunos 

cauchos, depende esencialmente de cambiar las frecuencias gen6titas hacia la 

fijaci6n de alelos favorables al tiempo que se mantiene un alto grado (pero lejos 

del m6ximo) de car6cter heterocigoto. La uniformidad de las poblaciones de este 

tipo es imposible y la precisi6n en una variedad polinizada abierta es un aspecto 

estadistico de la poblaci6n como un todo, no una caracteristica de las plantas 

individuales. De esta manera, la heterogeneidad de poblaciones polinizadas 

abiertas contrasta con la homogeneidad (o virtualmente lo hace) de’ lineas 

cong6nitas, clones e hibridos. 
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Los m6todos para mejorar poblaciones caen naturalmente en dos grupos, 

aquellos que se basan puramente en la selecci6n del fenotipo, Ilamada 

normalmente selecci6n en masa, y aquellos que se basan en la selecci6n con 

pruebas de progenie. La mejora de las inter-poblaciones utiliza el concepto de las 

poblaciones abiertas de cultivol- permitiendo que los genes fluyan de Una 

poblaci6n a la otra. Las plantas en Una poblaci6n (cultivos, cepas, ecotipo o 

cualquier fuente de plasma germinal) son cruzadas naturalmente (es decir, por el 

viento) o a mano o por abejas (combnmente Apis mellifera L. o Megachile 

rotundata F.) con plantas de otras poblaciones. La seleccio’n es aplicada para 

mejorar Una poblaci6n (o aIgunas veces ambas) aislando plantas con 

caracteristicas deseables de ambas fuentes. 

Existen tambi6n dos m6todos primarios para mejorar poblaciones 

polinizadas abiertas. En primer lugar, est6 la situaci6n en la cual Una poblaci6n es 

cambiada en masa por un procedimiento de selecci6n elegida. El resultado es Una 

poblaci6n mejorada la cual puede propagarse indefinidamente por un 

apareamlento a[ azar con la misma bajo aislamiento. En segundo lugar, la 

variedad sint6tica Ilega al mismo resultado final de Una mejora en la poblaci6n, 

pero en si misma no puede propagarse; debe ser reconstruida a partir de lineas 

parentales o clones. Los procedimientos para la mejora gen6tica de plantas con el 

prop6sito de mejorar poblaciones polinizadas abiertas son bien conocidos para 

aquellos con pericia en el arte, y las revisiones completas de los procedimientos 

de mejora gen6tica utilizados rutinariamente para mejorar plantas polinizadas 

cruzadas se proveen en numerosos textos y articulos, incluyendo: Allard (1960) 

Principles of Plant Breeding, John Wiley & Sons, Inc; Simmonds (1979) Principles 

of Crop Improvement, Longman Group Limited; Hallauer and Miranda (1981) 

Quantitative Genetics in Maize Breeding, Iowa State University Press; y Jensen 

(1988) Plant Breeding Methodolog , John Wiley & Sons, Inc. 
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Selecci6n en Masa. En la selecci6n en masa, las plantas deseables 

individuales son elegidas, cosechadas, y las semillas sin ensayos de progenie son 

preparadas para producir la siguiente generaci6n. Dado que la selecci6n se basa 

Onicamente en el progenitor maternal, y no existe control sobre la polinizaci6n, la 

selecci6n en masa se asemeja a un apareamiento al azar con selecci6n. Tal como 

se menciona anteriormente, el prop6sito de la selecci6n en masa es el de 

aumentar la proporci6n de genotipos superiores en la poblaci6n. 

Sint6ticos. Una variedad sint6tica es producida cruzando entre si un nOmero 

de genotipos seleccionados para una buena capacidad de combinaci6n en todas 

las combinaciones hibridas posibles, con el mantenimiento subsecuente de la 

variedad por medio de la polinizaci6n abierta. Si los progenitores son (m6s o 

menos innatos) lineas propagadas de semillas, como en a1gunas remolachas y 

arvejas (Vicia) o clones, como en los pastos de hierbas, tr6boles y alfalfa,, en un 

principio no representa diferencia alguna. Los progenitores son seleccionados 

sobre la habilidad de combinaci6n general, algunas veces por medio de cruzas de 

ensayo o cruzas superiores, m6s generalmente por medio de policruzas. Las 

lineas de semillas progenitoras pueden ser deliberadamente innatas (es decir, por 

medio de una auto polinizaci6n o un cruce de familiares). Sin embargo, incluso si 

los progenitores no son deliberadamente innatos, [a selecci6n entre lineas durante 

el mantenimiento de la linea asegurar6 que ocurra a1guna cruza en la propia 

planta. Los progenitores clonales, por supuesto, permanecer6n sin cambio alguno 

y altamente heterocigos. 

Si una planta sint6tica puede ir desde la parcela de producci6n de las 

semillas de progenitores al granero o primero debe ser sometida a uno o dos 

ciclos de multiplicaci6n depende de la producci6n de la semilla y la esc;jla de la 

demanda de la semilla. En la pr;5ctica, el pasto y los tr6boles son gene41mente 

4-3? 
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multiplicados una o dos veces y son por lo tanto considerablemente eliminados 

del sint6tico original. 

Si bien algunas veces se utiliza la selecci6n en masa, el ensayo de la 

progenie es generalmente preferido para las policruzas, debido a su simpleza 

operacional y su obvia importancia para el objetivo, a saber, la explotaci6n de la 

capcidad de combinaci6n en general en un sint6tico. 

El nOmero de lineas progenitoras o clones que entran en un sint6tico varia 

ampliamente. En la pr6ctica, los n6meros de lineas progenitoras varian desde 10 

a varios cientos, siendo entre 100 y 200 el promedio. Podria esperarse que los 

sint6ticos de base ancha formados a partir de cien o m6s clones sean m6s 

11-? estables durante la multiplicaci6n de las semillas que los sint6ticos de base 

angosta. 

Hibridos. Un hibrido es una planta individual, resultado de una cruza entre 

progenitores de diferentes genotipos. Los hibridos de explotaci6n comercial son 

en la actualidad utilizados extensamente en muchos cultivos, incluyendo el malz 

(cereal), el sorgo, remolacha, el girasol y el br6coli. Los hibridos pueden tambi6n 

ser producidos en el trigo y el arroz. Los hibridos pueden ser formados de muchas 

formas diferentes, incluyendo la cruza directa de dos progenitores (hibridos de 

cruza simple), cruzando un Onico hibrido cruzado con otro progenitor (hlbridos 

/ON 
triples, o de cruza triple), o cruzando dos tipos diferentes de hibrid,os (hibridos 

cu6druples, o de cruza doble). 

Estrictamente hablando, la mayoria de los individuos en un cultivo exterior 

(por ejemplo, polinizado abierto) son hibridos, pero el t6rmino est6 reservado 

habitualmente para casos en los cu6les los progenitores son individuos cuyos 

genomas son lo suficientemente distintos como para ser reconocidos como, 

especies o subespecies diferentes. Los hibridos pueden ser f6rtiles o e’st6riles 

dependiendo de diferencias cualitativas y/o cuantitativas en los genomas de los 
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dos progenitores. La heterosis, o el vigor del hibrido, est6 asociado habitualmente 

con el car6cter heter6cigo aumentado lo cual da como resultado un vigor de 

crecimiento aumentado, supervivencia, y fertilidad de los hibridos, en 

comparaci6n con las lineas progenitoras las cuales fueron utilizadas para formar 

al hibrido. Una m6xima heterosis es lograda habitualmente cruzando dos lineas 

gen6ticamente diferentes, altamente end6gamas. 

La producci6n de hibridos es una industria bien desarrollada, que involucra 

la producci6n aislada de ambas lineas progenitoras y los hibridos los cuales son 

el resultado de la cruza de estas lineas. Para un tratado detallado del proceso de 

producci6n de hibridos, referirse a, por ejemplo, Wright, Commercial Hybrid Seed 

Production 8:161-176, In Hybridization of Crop Plants, supra. 

X. NOmero de Semillas, Obtenci6n de Granos, Capacidad de Inmersi6n en el 

Trigo. 

El n6mero de las semillas de trigo y el rendimiento subsecuente de granos 

es afectado por la competencia entre inflorescencias (Whingwiri et al., 1981). El 

rendimiento de trigo es siempre inferior que el potencial del espig6n, debido a una 

incapacidad para asimilar surninistros o una competencia entre los fl6sculos que 

limita el tamaho de las semillas y/o su nOmero (Zamski y Grunberger,. 1995). Las 

plantas de trigo saludables y bien crecidas siempre producen m6s brotes 

(cabezas potenciales) y fl6sculos (semillas potenciales) que cabeza§ y semillas. 

Un factor significativo para el control del nOmero de semillas es la resistencia a la 

inmersi6n de las semillas en desarrollo (Thorne y Wood, 1987). Una revisi6n de 

esta 6rea (Evans et al. 1975) indica que para el trigo, en muchos casos el 

rendimiento est6 limitado por la capacidad a la inmersi6n de las semillas en 

desarrollo. Las limitaciones impartidas por una baja resistencia a la irimersi6n 
I 

pueden verse como un conjunto reducido de granos, un nOmero reducido de 

cabeza de trigo, y un peso de las semillas individuales reducido. En el trigo, por lo 
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general se cree que el indice de flujo de asimilaci6n con las cabezas en desarrollo 

determina la supervivencia de los fl6sculos iniciados y juega un rol significativo en 

la determinaci6n del nOmero final de granos (Spiertz y vanKeulen, 1980; Abbate et 

al. 1998). Posiblemente, el m6todo m5s efectivo para incrementar la cantidad de 

granos en el trigo es el de modificar el flujo de asimilaci6n para desarrollar granos 

(Bindraban et al. 1998). El trigo transg6nico de la presente invenci6n que contiene 

una resistencia aumentada a la inmersi6n confirma esta hip6tesis. 

Todas las patentes, solicitudes de patente, solicitudes provisionales, y 

publicaciones referidas o citadas en la presente est6n incorporadas en su 

totalidad a modo de referencia en la medida en que no sean incompatibles con las 

11111% ensehanzas explicitas de esta memoria descriptiva. 

Materiales V M6todos 

I.- Producci6n de Plantas Transq6nicas 

Los vectores de acuerdo con la invenci6n pueden ser utilizados para 

transformar plantas de la forma que se desee, para hacer plantas de acuerdo con 

la invenci6n como se trata en la presente. 

Transformaci6n del Trigo. Los m6todos que se describen en Weeks et al. 

(1993) y Vasil et al. (1993) han sido adoptados con modificaciones m,enores para 

transformar la variedad "Hi-Line" del trigo (Lanning et al., 1992). La t6cnica, tal 

"ON como es practicada en forma rutinaria, utiliza inicialmente embriones inmaduros 

aislados de variedades de trigo, aproximadamente siete dias despu6s de la 

antesis. 

El dispositivo Biolistic PDS-1000 He (Bio-Rad Laboratories, USA) fue 

utilizado para transformar los tejidos de trigo por medio del bombardeo de 

microproyectiles. 

Se utilizaron discos de ruptura de 105,5 Kg /CM2 (1500 psi) para lo? callos 

de trigo. Los otros procedimientos tales como la esterilizaci6n de los discos de 
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ruptura, ma crotra nsportad ores, pantallas bloqueadoras, etc6tera, estaban 

estrictamente de acuerdo con el manual del fabricante. 

Transformaci6n del Arroz. Los m6todos descritos por Sivamani et al. 

(1996) pueden ser adoptados para transformar cultivos de arroz "M202" (Johnson 

et al. 1986). La t6cnica, de acuerdo a c6mo es practicada en forma rutinaria, 

utiliza inicialmente callos embri6genos cultivados a partir de semillas maduras. 

Se utiliza el dispositivo Biolistic PDS-1000 He (Bio-Rad laboratories, USA) 

para transformar los tejidos del arroz por medio del bombardeo de 

microproyectiles. 

Para los callos de arroz se utilizan discos de ruptura de 105,5 kg /CM2 (1500 

psi). Otros procedimientos tales como la esterilizaci6n de los discos de ruptura, 

macrovehiculos, cribas de detenci6n, etc6tera se hallan estrictamente de acuerdo 

con el manual del fabricante. 

Transformaci6n de los quisantes, Los m6todos descritos en la Patente de 

los Estados Unidos No. 5.286.635 (ejemplo 9) y No. 5.773.693 (Ejemplo V) 

pueden ser adoptados con modificaciones menores para transformar el guisante 

del cultivar (Pisum sativum L.) del guisante "Pea Green Arrow" (provisto 

comercialmente por Park Seed@). El material explante del guisante es 

transformado por incubaci6n con c6lulas de Agrobacterium que Ilevan la 

-.1% 

secuencia ShMev6-HS. El explante de guisante es preferiblemente obtenido a 

partir de la plOmula de la semilla del guisante, y los brotes transformados son 

preferentemente inducidos directamente en el material explante sin pasar por una 

fase de callo. Las plantas de guisante transformadas enteras pueden ser 

regeneradas a partir de los brotes transformados por radiculaci6n y subsiguiente 

plantaci6n en el suelo. El ADN ex6geno de Sh2-Rev6-HS ser6 establ.emente 

incorporado en los cromosomas de la planta "Pea Green Arrow" regenerada que 

ser6 capaz de expresar el gen. 
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H.- Los P16smido 

I?gp.- el pl6smido ADN pRQ101 que contiene la secuencia codificadora 

del gen Bar (Fromm et al., 1990) bajo el control del promotor CaMV 35S con el 

intr6n Adhl y el terminador NOS, fue utilizado como marcador seleccionable para 

seleccionar el tejido de trigo transg6nico. 

Arroz.- En calidad de marcador seleccionable para el arroz, se utiliz6 el 

pl6smido ADN pILTA13222 que contiene la secuencia codificadora de la 

higromicina B fosfotra n sfe rasa bajo el control del promotor ubiquitina del maiz 

(Sivamini et al., 1996). 

Guisante.- En calidad de marcador seleccionable para el guisante, puede 

?0*-’ utilizarse la secuencia codificadora de la resistencia contra la cefotoxima de 

acuerdo con la Patente Estadounidense No. 5.773.693. Este antibi6tico anti-

Agrobacterium puede ser utilizado en el medio de selecci6n y regeneraci6n (500 

mg/1) para cultivar los callos de guisante. 

General.- Los genes marcadores (es decir, Bar, resistencia contra la 

higromicina, o cefotaxima) eran de una construcci6n diferente que los genes Sh2-

Rev6-HS. 

?A-? Para la introducci6n de los genes Sh2-Rev6-HS en los cereales, se cre6 el 

pl6smido pSh2-Rev6-HS. Adem6s de contener el ADNc de Sh2-Rev6-HS, el 

pl6smido tambi6n contenia el promotor Sh2, el primer intr6n Shl, y el terminador 

NOS (Rogers et al., 1987). Especificamente, el pl6smido pSh2-Rev6-HS contiene 

los siguientes fragmentos nucle6tidos vinculados en la direcci6n 5’ a 3’: 

nucle6tidos �1084 a + 36 del promotor Sh2; 8 nucle6tidos de polivinculador; dos 

C’s; nucle6tidos del casete de intr6n 1 Shl que contiene los nucle6tidos +43 a +52 

del ex6n 1 de Shl, nucle6tidos +53 a +1080 del intr6n 1 de Shl y nu?le6tidos 

+1081 a 1097 del ex6n 2 de Shl; un C, 13 nucle6tidos de polivinculador que 

contiene un sitio de restricci6n BamHl-, ADNc que codifica Sh2-Rev6-HS (SEC ID 



NO :3); 18 nucle6tidos de polivinculador que contienen los sitios de restricci6n 

Kpnl y Sstl; y el 6cido nucleico del terminador NOS. La secuencia de 6cidos 

nucleicos del promotor Sh2 ha sido revelada por Shaw y Hannah (1992), Plant 

Physiology 98: 1214 �1216. La numeraci6n de la secuencia del casete intr6n Shl 

ha sido mostrada en Zack y Otros (1986) Maydica , 31, 5-16, y los efectos del 

casete de intr6n Shl sobre la expresi6n transitoria de los genes ha sido descrita 

por Clancy et al (1994) Plant Science, 98, 151 � 161) y por Vasil et al. (1989) 

Plant Science , 91, 1575-1579). Los 3 C’s adicionales (2 en la extremidad 5 y 1 en 

la extremidad 3’) son nucle6tidos derivados por subclonaci6n. El pl6smido incluye 

p6ptido de tr6nsito y sitio de partida consensuado. El pl6smido pSH2-Rev6-HS 

utilizado en la presente solicitud es provisto por la Florida State University. 

Para la introducci6n de Sh2-Rev6-HS en las dicotiled6neas tal como el 

guisante, el pl6smido anteriormente mencionado es modificado tal que el 

promotor Sh2 es sustituido por un promotor especifico de semillas de 

dicotiled6neas tal como el promotor vicilina del guisante (Patente Estadounidense 

No. 5.773.693). Hay otros promotores y/o construcciones adecuados para la 

expresi6n del Sh2-Rev6-HS en dicotiled6neas, bien conocidos por la persona con 

pericia en el arte (ver por ejemplo la Patente Estadounidense No. 5.77.3.693). 

Ill.- Selecci6n y Regeneraci6n de Plantas Transg6nicas 

Iqqq.- las plantas de trigo transg6nicas fueron obtenidas a partir de 

embriones inmaduros bombardeados mediante los m6todos descritos por Weeks 

et al. (1993) y por Vasil et al. (1993) mediante selecci6n por bialaphos (Meiji Seika 

Kaisha Ltd., Jap6n). Los callos resistentes del trigo son transferidos a un medio a 

efectos de inducir la producci6n tanto de brotes como de raices. 

Arroz.- Las plantas de arroz transg6nicas fueron obtenidas a pa4,ir de los 
I 

callos embriog6nos bombardeados de arroz mediante la t6cnica de SivaInani et 

al. (1996) mediante selecci6n por higromicina. Los callos resistentes del arroz son 
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transferidos a un medio a efectos de inducir la producci6n tanto de brotes como 

de raices. 

Guisante.- Las plantas de guisante transg6nicas pueden ser obtenidas a 

partir de callos transformados mediante Agrobacterium, de explantes de guisante 

mediante el m6todo de la Patente Estadounidense No. 5.773.693 mediante 

selecci6n por cefotaxima. 

Los brotes de guisante pueden ser radiculados por transferencia a tapones 

Sorbarod (Baumgartnen Papiers SA, Suiza) y embebidos en YRM liquido de 

acuerdo con la Patente Estadounidense No. 5.773.693 (Ejemplo V). 

General.- Las pl6ntulas putativas transg6nicas fueron transferidas al 

invernadero y se las dej6 autofertilizar. Para el trigo, tipicamente m6s del 75% de 

dichas pl6ntulas son escapes, y las plantas transg6nicas verdaderas fueron 

seleccionadas rociando las plantas con glufosinato al 0,1% (Liberty@, Agrevo 

I n c.). 

IV.- Cebadores i)ara RCP 

Hemos utilizado un cebador especifico para Sh2 y un cebador especifico 

para NOS para RCP para confirmar la presencia de transgen Sh2-Rev6-HS en las 

-AN- plantas transg6nicas. El cebador 5’era el MC4Sh2, un 26-mero que ds especifico 

para las secuencias de Sh2 en la construcci6n: 

5’CTG GAT GTG AAC TCA AGG ACT CCG TG 3’(SEC ID NO. 5). 

El cebador 3’ era el MC35PUC19, un 24-mero especifico para la estructura 

b6sica puc de la siguiente construcci6n: 

5’GGC TTA ACT ATG CGG CAT CAG AGC 3’(SEC ID NO: 6). 

Los cebadores producen un producto de RCP de 826 pb (309 pb de ADNc 

de Sh2, 260 pb de NOS, y 257 pb de pUC19). 

A continuaci6n se dan ejemplos que ilustran procedimientos para Ilevar la 

invenci6n a la pr6ctica. Dichos ejemplos no tienen por objeto delimitar la 
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invenci6n. Todos los porcentajes se expresan en peso, y todas las proporciones 

de las mezclas de solventes se expresan en volumen, a menos que se diga otra 

cosa. 

Eiemplo 1.- AnNisis Gen6tico de Plantas de Trigo Trans-genicas 

El conjunto inicial de transformantes de trigo rindi6 una cantidad de 

I . 

transformantes independientes que fueron transgenicos para Sh2-Rev6-HS y/o 

resistencia contra el basta. 

Las plantas To fueron dejadas germinar y madurar en el invernadero bajo 

condiciones controladas. 

Los transformantes de trigo seleccionados fueron analizados por RCP para 

establecer la presencia del transgen introducido y para determinar los datos de la 

segregaci6n de las semillas T, a efectos de establecer la resistencia contra el 

basta. 

La selecci6n por RCP de las plantas de trigo transg6nicas utiliz6 MC4Sh2 y 

MC35PUC19 (secuencias de cebador anteriormente mencionadas) para 

establecer la presencia de Sh2-Rev6-HS en muestras de ADN gen6micas 

preparadas a partir de tejido de hoja en base a protocolos de RCP standard. 

Fueron ensayadas 27 lineas independientes de trigo transg6nic’o. Todas las 

27 lineas transg6nicas resultaron ser positivas en cuanto a la resistencia contra el 

basta. Quince de las 27 lineas transg6nicas resultaron ser positivas en cuanto a la 

presencia del transgen Sh2-Rev6-HS, y las otras 12 no dieron positivo en cuanto 

a la presencia del transgen Sh2-Rev6-HS. 

Eiemplo 2.- An5lisis de fenotipos de las Plantas Transg6nicas de Trigo 

Fueron recolectados varios rasgos fenotipicos, y se los analiz6 para cada 

una de las 27 plantas de trigo transg6nicas cultivadas en un invernadero. Tal 

como se mencion6 anteriormente, la totalidad de las 27 lineas transb6nicas 

Ilevaba el gen de la resistencia contra herbicidas. Dichos rasgos incluian lo 
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siguiente: cantidad de semillas por planta (Semillas/planta)-1 peso individual de las 

semillas (Peso de las Semillas Individuales) en miligramos por grano (mg/grano); 

Indice de Cosecha (Harvest Index), peso total de las semillas (Peso Total de las 

Semillas) en gramos por planta (g/planta)-, cantidad de cabezas de granos por 

planta (cabezas),- peso total de la planta (Peso de la planta) en gramos por planta 

(g/planta)-, y peso de las hojas bandera (Peso de las Hojas Bandera) en gramos 

por planta (g/planta). 

Las semillas fueron uniformemente secadas en una incubadora a 371C 

-- 
\ hasta una humedad de entre aproximadamente 10% y aproximadamente 14%. 

Las partes a6reas de las plantas fueron cosechadas en momentos de su 

madurez y secadas uniformemente hasta una humedad de aproximadamente 0% 

en una incubadora a 1251C. Los pesos de las plantas secas y los pesos de las 

hojas bandera secas fueron ajustados a efectos de reflejar los pesos con el 

mismo contenido de humedad que la de las semillas (es decir, de 

aproximadamente 10% a aproximadamente 14%). Las raices no fueron 

recolectadas. 

El peso de la planta representa el peso total de las partes "a6reas" de la 

planta que no incluye el peso total de las semillas de la planta y el peso de la hoja 

bandera de la planta. 

El Indice de cosecha (HI) fue calculado como sigue: 

HI = {(peso total de las semillas)/(peso total de las semillas + Peso de la 

planta + peso de la hoja bandera)} 

Para la cantidad de cabezas de trigo por planta, la cantidad de cabezas fue 

contada sin tener en cuenta cu6ntas semillas habia en una cabeza en particular. 

Los datos de fenotipo fueron analizados en varias maneras distintas, como 

anteriormente mencionado. 



w 

NMI-1,29 

-64- K3 

Comparaci6n entre Lineas RCP + y RCP-. Esta comparaci6n fue hecha 

para todas las lineas transg6nicas (15 lineas) con resultados RCP positivos 

(RCP+) para Sh2-Rev6-HS contra todas las lineas transg6nicas (12 lineas) con 

los resultados de la RCP negativos (RCP-) para Sh2-Rev6-HS . Por lo tanto, las 

lineas RCP+ Ilevan tanto el gen de la resistencia contra los herbicidas como el 

gen Sh2-Rev6-HS, mientras que las lineas RCP- Ilevan solamente los genes de 

resistencia contra los herbicidas. Los resultados han sido consignados en la Tabla 

1. 

Tabla I.- Comparaci6n entre las Lineas RCP+ y RCP-

Canti- Semillas/ Peso Peso Indice Ca- Peso Peso 
# 

dad y Plantas indivi- total de be- de la de de 

tipos dual de las cose- zas planta hoja plan-

de de las semi- cha bande- tas 

lineas semi- Ilas ra 

Has 

(mg/ (g/ # (g/ (g/ 

grano) planta) planta) planta) 

15 Prom. 63,68** 25,2’" 1,73" 0,30" 5,71 3,74 0,40 183 

RCP+ Stand. 10,59 1,8 0,34 0,08 0,86 2,38 0,20 

12 Prom. 53,50 24,10 1,37 0,25 5,82 3,64 0,41 148 

PCR- Stand. 9,6 1,5 0,26 0,10 0.81 1,74 0,18 

PCT+/ 1, 19* 1,05*** 1,26** 1, 17’* 0,98 1,03 0,97 

RCP-
* 

I 

** 

I *** indican valores de p inferiores o iguales a: 0,05, 0,01 6 0,001 

respectivamente, en base a un ensayo t. 

Comparaci6n entre SH2+ y SH2-. En la segunda comparaci6n, sblamente 

las 8 lineas transg6nicas con resultados de RCP positivos para ShMev6-HS 

que tambi6n presentaron incrementos en los niveles de la proteina introducida 

(SH2+) fueron promediadas y comparadas con todas las otras lineas (SH2-). Las 
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8 lineas de la RCP+ que son SH2+ son las lineas para las cuales se detectaron 

mayores niveles de la proteina introducida. BAsicamente, los niveles de SH2 

fueron comparados con los de las lineas que eran transg6nicas solamente para el 

gen de la resistencia contra los herbicidas. Aquellas plantas experimentales que 

produjeron 25% o mAs de la proteina SH2 en comparaci6n con la producci6n de 

SH2 por las lineas que eran transg6nicas para solamente el gen de resistencia 

contra los herbicidas recibieron la designaci6n de "SH2+". 

Las lineas SH2+ fueron comparadas con las otras 19 lineas ("SH22) que 

carecen de cualquier expresi6n significativa de la proteina introducida. Por lo 

tanto, las 19 lineas SH2 incluyen las 7 lineas RCP+ que no expresaban niveles 

significativos de la proteina SH2-REV6-HS y las 12 lineas RCP- que no 

expresaban el SH2-REV6-HS en absoluto. Los datos se presentan en la Tabla 11. 

Tabla II.- Comparaci6n entre SH2+ y SH-

Canti- Semillas/ Peso Peso Indice Ca- Peso Peso # 

dad y Plantas indivi- total de be- de la de de 

tipo de dual de las cose- zas planta hoja las 

lineas de las semi- cha bande- plan-

semi- Has ra tas 

Has 

(mg/ (g/ # (g/ (g/ 

grano) planta) planta) planta) 

8 Prom. 78,23*** 26,9*** 2,19*** 0,32*** 6,00 4,29*** 0,45** 100 

SH2+ Stand. 45,50 4,10 1,35 0,10 2,93 2,29 0,21 

19 Prom. 50,86 23,80 1,30 0,25 5,66 3,44 0,39 231 

SH2- Stand. 33,65 4,70 0,94 0,13 2,38 1,99 0,18 

SH2+/ 1,54*** 1, 13*** 1,68*** 1,25**’ 1,06 1,25*** 1,15*.* 

SH2-

*1 **1 *** indican valores de p inter! res o iguales a: U,Ub, U,UI o U,UUI 

respectivamente, en base a un ensayo t. 
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Los datos presentados en la Tabla 11 muestran que la cantidad total de 

semillas por planta para las lineas SH2+ increment6 en aproximadamente 54 % 

en comparaci6n con la cantidad total de semillas por planta para las lineas SH2-. 

El peso individual de las semillas aument6 en aproximadamente un 13 %, y el 

rendimiento total de las semillas aument6 en aproximadamente el 68% para las 

lineas SH2+ en comparaci6n con las lineas SH2-. El Indice de Cosecha para las 

lineas SH+ era aproximadamente un 25 % mayor que para las lineas SH2-. Las 

lineas SH2+ era tambi6n significativamente m6s grandes en masa total de la 

planta y en el peso de la hoja bandera (en aproximadamente +25% y en 

aproximadamente +15%, respectivamente). 

Comparaci6n entre Lineas Hom6cigo y Heter6cigo en cuanto a Sh2-Rev&HS. 

Las plantas T, que demostraron ser hom6cigas mediante el ensayo de 

progenie de las semillas T2, recibieron la designaci6n de "Homoz SH2+". Se 

espera que las semillas de las plantas Homoz SH2+ tengan una dosis mayor del 

transgen que las otras lineas. En esta comparaci6n, las plantas Homoz SH2 

fueron comparadas con plantas SH2+ que eran heter6cigas (Heteroz SH2+), y 

fueron tambi6n comparada-s con las 12 lineas RCP-

Tabla III.- Comparaci6n entre lineas hom6cigas y heter6cigas para Sh2-Rev6-HS 

tipo de Semillas/ Peso Peso Indice Ca- Peso de Peso de # 

lineas Plantas indivi- total de de be- la hoja de 

dual de las cose- zas planta las 

de las semi- cha ban- plan-

semillas Has dera tas 

(mg/ (g/ # (g/ (g/ 

grano) planta) planta) planta) 

Homoz. Prom.St 97,1’ 27,60 2,74* 0,30 7,59** 5,76 0,56, 22 

SH2+ and. 43,60 2.60 1,31 0,03 3,10 2,25 0,17 

Heteroz Prom. 74,50 26,80 2,10 0,33 5,58 3,91 0,42 66 

SH2+ Stand. 45,10 3,80 1,34 0,10 2,54 2,08 0,20 

Homoz/ 1,30 1,03 1,30* -0,05 1,36** 1,47 1,33 22/66 
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heteroz 

SH2 

Homoz/ 1,91 ... 1,16*** 2,10*** 1, 16* 1,34** 1,67*** 1,43*** 22/ 

"H2 148 

12 

PCR-

*1 **1 *** indican valores de p inferiores o iguales a: 0,05, 0,01 6 0,001 

respectivamente, en base a un ensayo t. 

La mayoria (aproximadamente los 2/3) de las plantas analizadas resultaron 
,A;iA, 

ser heter6cigas para el Sh2-Rev6-HS y por ello tienen solamente la mitad cle la 

dosis posible del transgen que codifica el SH2-REV6-HS. 

./*%\ Para determinar el efecto de la mayor dosificaci6n de los genes, se 

-IN 

determin6 que las plantas T, individuales eran homo’cigas o heter6cigas mediante 

el ensayo cle progenie de las semillas T2 cosechadas de las plantas. La falta de 

segregaci6n para el gen marcador de la resistencia a los herbicidas fue tomada 

como evidencia del car6cter hom6cigo. Una comparaci6n de 22 plantas 

hom6cigas SH2+ con plantas heter6cigas SH+ indica que el aumento de la dosis 

del transgen Sh2-Rev6-HS Ileva a una rendimiento mayor aun y mayor desarrollo 

de la planta con respecto a las plantas que no contienen o expresan’el transgen. 

Los resultados provistos en [a Tabla III indican un incremento de 

aproximadamente el 110% en ef peso total de semillas por planta en comparaci6n 

con las plantas heter6cigas SH2+. 

Eiemplo 3.- Experimentos con arroz 

Las plantas de arroz transg6nicas son producidas tal como se describe en 

Materiales y M6todos. Las plantas de arroz resultantes son analizadas tal como 

se indica en los Ejemplos 1 y 2. 

Bemplo 4.- Ex erimentos con quisantes 
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Las plantas de guisante transg6nicas son producidas tal corno se describe 

en Materiales y M6todos. Las plantas de guisante resultantes son analizadas tal 

como se indica en los Ejemplos 1 y 2. 

E*emplo 5.- Anblisis Northern de Lineas de Arroz SH2-REV6-HS Transq6nicas 

Diez (10) o m6s semillas en desarrollo fueron cosechadas a partir de lineas 

de arroz TO transg6nicas individuales. La totalidad de las lineas transg6nicas TO 

eran RCP positivas para el transgen Sh2-Rev6-HS. Se prepar6 el ARN y se lo 

analiz6 mediante las t6cnicas standard. Los blots duplicados fueron sondeados 

con una sonda subunidad peque?a AGP (Brittle-2) o mediante las secuencias 

codificadoras de transgen Sh2-Rev6-HS. El genotipo etiquetado M202 es un 

control relativo a la variedad. 

Tal como puede apreciarse en la Figura 1, las plantas transg6nicas RS1, 

RS4, RS10, RS20 y RS22, expresan el transgen Sh2-Rev6-HS, a diferencia de la 

planta M202 no transformada que no expresa el transgen. Debido a pequeflas 

diferencias en la carga, las diferencias menores en la expresi6n pueden deberse o 

no al transgen. Las diferencias significativas en la carga no son evidentes en un 

blot duplicado sondeado con el gen Brittle-2. 

Eiemplo 6.- Actividad de la AGP V Peso de Semillas T1 de, las Lineas 

Trans.g6nicas SH2-REV6-HS 

Planta Actividad de AGP 

M202 100 

RS1 122 

RS2 127 

RS3 121 

RS4 120 

RS6 124 

RS8 122 

RS10 147 

Peso de Semilla T1 

No se dispone de datos comparables 

para M202 

27,0 mg 

27,5 mg 

23,8 mg 

27,1 mg 

25,6 mg 

21,9 mg 

27,7 mg 
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IM 

RS17 106 20,0 mg 

RS20 114 23,8 mg 

RS21 100 22,7 mg 

RS22 127 21,5 mg 

Los ensayos de la actividad de AGP reflejan una media de tres 

replicaciones Ilevadas a cabo mediante un extracto preparado a partir de un 

minimo de 10 semillas en desarrollo. Las activida’des se expresan referidas al 

valor promedio obtenido para la planta de control relativo a la variedad M202. Los 

pesos de las semillas T1 son promedios de una submuestra aleatoria de semillas 

T1 maduras cosechadas a partir de lineas transg6nicas TO individuales. 

A nivel de la actividad de la AGP, la mayoria de las lineas de arroz 

transg6nicas Sh2-Rev6-HS tienen incrementos significativos con respecto al 

M202. Las lineas RS17 y RS21 no tienen incrementos significativos en la 

actividad de la AGP. La linea RS10 presenta el mayor nivel de sobre-expresi6n de 

todas [as lineas al nivel del ARN y tambi6n la m6xima actividad de AGP extraible. 

EieMDlo 7- Estudio del Rendimiento en la C6mara de Desarrllo. del RS1 T1 

Diecis6is plantas T1 (numeradas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 

22, 23 y 25, respectivamente) representativas de la linea transg6nica de arroz 

RSI Sh2-Rev6-HS fueron cultivadas en una c6mara de desarrollo y comparadas 

con cinco M202 y 5 de la linea transg6nica de control 97-3 (la linea 97-3 Ileva 

solamente la resistencia a la higromicina). Las diecis6is plantas RS1 T1 y las 5 

plantas 97-3 provinieron de semillas individuales germinadas en platos de petri 

mediante la utilizaci6n de la selecci6n por higromicina y fueron seguidamente 

transplantadas en suelo. Las plantas 97-3 son hom6cigas para un locus de gen de 

resistencia a la higromicina y las plantas RS1 T1 son heter6cigas (12,de 16) u 

hom6cigas (4 de 16) para el locus del transgen higromicina/Sh2-Rev6-,HS. La 

dosis de cada planta RS1 T1 fue determinada mediante ensayos de progenie. Las 

plantas RS1 10, 18, 19 y 20, son hom6cigas. La dificultad para establecer las 
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plantas M202 puede ser una consecuencia de que se han sembrado directamente 

en la tierra. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla IV. 

Tabla IV 

Indice Total S:!r.1 qemlllashind. . 
de Cosecha 

Genot ipo P3ricula 4 
pesol

 
p e S S ? P3.licula iriCL13 P S -!M. 

I 
M202 1 5 3?5 S. a4 -1 2 5 2 

2 

3 

4 3 

24 751, 20.07 .3. ?U 3 1 .2 9 
5 

13.7:-!A Im avg 

Stcl 4.12 14-9.32 4.1.0 3".7 6-23 3.-^005 3.03 

91-3 1 31 -545 3.35 

2 32 4-7 3: 2. ! 0 

3 28 7.!5 Z-.57 2. -^--2 59 0. i2 

3 .3. -a C.:= I 12 -118 ^-.37 

3 T 2-12:53 -?.27 
5 

28.2 2 ).75 12? 3 .2-6 

S-1d 5.31 -3. J. 

RS1 

3 17-3 1 Z 13 

’6 5 1L,273 

::7 1’12?-9 

33 2,:.76 

7 32 -23.97 2.7 27.73 0.2.5 

110 
2 7 1 5.2i 

13 2 -.-:,3 46. 53 

15 20 ’15.14 0.73 ?q -2s 0.0259 0.32 

17 17 7 S 17. 9. f.-S O.C253 0.33 
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1 9 -›3 12.94 9. 7 a O.C2 5 9 0.40 

19 23 i:_ 9 0.02 0.33 

20 19 5. -:-3 3 , -23 C. 0 -_I 39 0.3! 

22 11 5 --- 1: .2 5 ".3-1) !C.= 0.0258 0.39 

23 13 z :Z3 3 1 . C,5 0. 10 _7 ? -1 0.31 

25 19 -1^-2 19.27 3 7 -’-3 0.0272 0.26 

avg 20.25 1 3 13.00 25..313 0. 3Z ZI 5 0.1-1 

sid 7.4-3 1 4A. - 6 -’. -, -L Z.: 7 j.CC07 0.03 

RS1 comparado con M202 

1.25 1-30 1.31 1.12 IM 1.01 OS4 

RS1 comparado ccn 97-3 

0.72 0.34 0.36 1-27 1.02 0.94 

Si bien este estudio inicial de RS1 indica una gran variabilidad entre y 

dentro de los genotipos, a1gunas observaciones pueden ser v6lidas. P’rimero, que 

las plantas RS1 T1 promediaron un mayor peso de semillas por panicula que 

cualquiera de los genotipos de control. Segundo, que las RS1 Tl.tuvieron un 

promedio superior de semillas por panicula que cualquiera de los genotipos de 

control. Este componente de rendimiento, cantidad de semillas por panicula, es el 

par6metro positivamente afectado m6s grande en los experimentos de 

transformaci6n del trigo que han sido Ilevados a cabo mediante el uso de Sh2-

Rev6-HS. 

La precedente descripci6n detallada ha sido dada solamente por r azones 

de claridad de comprensi6n y no debe servir para deducir limitaciones 
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innecesarias, ya que las modificaciones ser6n obvias para las personas con 

pericia en el arte. 

Si bien la invenci6n ha sido descrita en relaci6n con formas de realizaci6n 

especificas de la misma, debe entenderse que es capaz de experimentar 

modificaciones ulteriores, y que la presente solicitud tiene por objeto abarcar 

cualesquiera variaciones, usos o adaptaciones de la invenci6n, sigui6ndose en 

t6rminos generales los principios de la invenci6n e incluy6ndose las desviaciones 

con respecto a la presente revelaci6n tal como las conocidas en la pr6ctica 

habitual o usual en el arte del cual la presente invenci6n forma parte y tal como 

puede ser aplicada a los aspectos esenciales de la misma, anteriormente 

...-N mencionadas, y sin salirse de los alcances de las reivindicaciones adjuntas. 
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<212> ADN 
<213> Zea mays 
<220> 
<221> CDS 
<222 (10) ..... (1563) 
<223> forma revertante del gen Shrunken-2 
<220> 
<221 > variaci6n 
<222> (267) 
<223> k = g 6 t, amino6cido 86 Ala 
<220> 
<221> variaci6n 
<222>(1368) 
<223> r = a 6 g-1 amino6cido 453 = Pro 
<220> 
<221> variaci6n 
<222>(1578) 
<223>k = g 6 t 
<400> 1 

ggaggagat atg cag ttt gca ctt gca ttg gac acg aac tca ggt cct cac 51 

Met Gln Phe Ala Leu Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His 

1 5 10 

cag ata aga tct tgt gag ggt gat ggg att gac agg ttg gaa aaa tta 99 

Gln Ile Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile 7,sp Arg Leu Glu Lys Leu 

15 20 25 

I 
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agt att ggg ggc aga. aag cag gag aaa gct ttg aga aat agg tgc ttt 147 
Ser Ile Gly Gly Arg Lys Gln Glu Lys Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe 

35 40 45 

ggt ggt aga. gtt gct gca act aca caa. tgt att ctt acc tca gat gct 195 
Gly Gly Arg Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala 

50 55 60 

tgt cct gaa act ctt cat tct caa. aca cag tcc tct agg aaa. aat tat 243 
Cys Pro Glu Thr Leu His Ser Gln Thr Gln Ser Ser Arg Lys Asn Tyr 

65 70 75 

gct gat gca aac cgt gta tct gck atc att ttg ggc gga ggc act gga 291 

Ala Asp Ala Asn Arg Val Ser Ala Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thr Gly 
80 85 90 

tct cag ctc ttt cct ctg aca agc aca aga gct acg cct gct gta cct 339 

Ser Gln Leu Phe Pro Leu Thr Ser Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro 

100 105 110 

gtt gga gga tgt tac agg ctt att gat atc cct atg agt aac tgc ttc 387 

Val Gly Gly Cys Tyr Arg Leu Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe 

115 120 125 

aac agt ggt ata aat aag ata ttt gtg atg agt cag ttc aat tct act 435 

Asn Ser Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thr 
130 135 140 

tcg ctt aac cgc cat att cat cgt aca zac ctt gaa ggc ggg atc aac 483 
Ser Leu Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Asn 

145 150 155 

ttt gct gat gga tct gta cag gta tta acg gct aca caa atg cct gaa 531 

Phe Ala Asp Gly Ser Val Gln Val Leu ’4-la Ala Thr Gln Met Pro Glu 
160 165 170 

gag cca gct gga tgg ttc cag ggt aca gca gac tct atc aga aaa ttt 579 

Glu Pro Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr A-la Asp Ser Ile Arg Lys Phe 
175 180 185 190 

atc tgg gta ctc gag gat tat tac agt cac aaa tcc att gac aac att 627 
Ile Trp Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile 

195 200 205 

gta atc ttg agt ggc gat cag ctt tat cgg atg aat tac atg gaa ctt 675 
Val Ile Leu Ser Gly Asp Gln Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Leu 

210 215 220 

gtg cag aaa cat gtc gag gac gat gct gat atc act ata tca tgt gct 723 
Val Gln Lys His Val Glu Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala 

225 230 235 

cct gtt gat gag agc cga gct tct aaa aat ggg cta gtg aag att gat 771 

=-I 
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Pro Val Asp Glu Ser Arg Ala Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp 

240 245 250 

cat act gga cgt gta ctt caa ttc ttt gaa aaa cca aag ggt gct gat 819 

His Thr Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly A-la Asp 

255 260 265 270 

ttg aat tct atg aga gtt gag acc aac ttc ctg agc tat gct ata gat 867 

Leu Asn Ser Met Arg Val Glu Thr Asn Phe Leu Ser Tyr Ala Ile Asp 

275 280 285 

gat gca cag aaa tat cca tac ctt gca tca atg ggc att tat gtc ttc 915 

Asp Ala Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe 

290 295 300 

aag aaa gat gca ctt tta gac ctt ctc aag tca aaa tat act caa tta 963 

Lys Lys Asp Ala Leu Leu Asp Leu Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu 

305 310 315 

cat gac ttt gga tct gaa atc ctc cca aga gct gta cta gat cat agt 1011 

His Asp Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Leu Asp His Ser 

320 325 330 

gtg cag gca tgc att ttt acg ggc tat tgg gag gat gtt gga aca atc 1059 

Val Gln Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile 

335 340 345 350 

aaa tca ttc ttt gat gca aac ttg gcc ctc act gag cag cct tcc aag 1107 

Lys Ser Phe Phe Asp Ala Asn Leu Ala Leu Thr Glu Gln Pro S-er Lys 

355 360 365 

ttt gat ttt tac gat cca aaa aca cct ttc ttc act gca ccc cga tgc 1155 

Phe Asp Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cys 

370 375 380 

ttg cct ccg acg caa ttg gac aag tgc aag atg aaa tat gca ttt atc 1203: 

Leu Pro Pro Thr Gln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile 

385 390 395 

tca gat ggt tgc tta ctg aga gaa tgc aac atc gag cat tct gtg att 1251 

Ser Asp Gly Cys Leu Leu Arg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile 

400 405 410 

gga gtc tgc tca cgt gtc agc tct gga tgt gaa ctc aag gac tcc gtg 1299 

Gly Val Cys Ser Arg Val Ser Ser Gly Cys Glu Leu Lys Asp Ser Val 

415 420 425 430 

atg atg gga gcg gac atc tat gaa act gaa gaa gaa gct tca aag cta 1347 

Met Met Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu Ala Ser Lys Leu 

435 440 445 

ctg tta gct ggg aag gtc c,7-r m-7::a gga a(,-g aac aca aag ata 1395 

Leu Leu Ala Gly Lys V;-; isn Thr Lys Ile 
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450 455 460 

agg aac tgt atc att gac atg aat gct agg att ggg aag aac gtg gtg 1443 
Arg Asn Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Axg Ile Gly Lys Asn Val Val 

465 470 475 

atc aca aac agt aag ggc atc caa gag gct gat cac ccg gaa. gaa ggg 1491 
Ile Thr Asn Ser Lys Gly Ile Gln Glu Ala Asp His Pro Glu Glu Gly 

480 485 490 

tac tcg tac tac ata agg tct gga atc gtg gtg atc ctg aag aat gca 1539 
Tyr Ser Tyr Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile Leu Lys Asn Ala 
495 500 505 510 

.,??c
 atc aac gat ggg tct gtc ata tagatcggct gcgtktgcg 1582 

r Ile Asn Asp Gly Ser Val Ile 
515 

<210> 2 
<211> 518 
<212> PRT 
<213> Zea mays 

<400> 2 

Met Gln Phe A-1a, Leu Ala Leu Asp Thr 1?sn Ser Gly Pro His Gln Ile 
1 5 10 15 

Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Leu Ser Ile 
20 25 30 

Gly Gly Arg Lys Gln Glu Lys Ala Leu .1.rg Asn Arg Cys Phe Gly Gly 
35 40 45 

AW Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala Cys Pro 
50 55 60 

Glu Thr Leu His Ser Gln Thr Gln Ser Ser Arg Lys Asn Tyr Ala Asp 
65 70 75 80 

Ala Asn Arg Val Ser Ala Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thr Gly Ser Gln 
85 90 95 

Leu Phe Pro Leu Thr Ser Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro Val Gly 
100 105 110 

Gly Cys Tyr Arg Leu Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe Asn Ser 
115 120 125 

Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thr Ser Leu 
130 135 140 

Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Asn Fhe -.11 

lot I ?? 
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Sm 

145 150 155 160 

Asp Gly Ser Val Gln Val Leu Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu Glu Pro 
165 170 175 

Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Ser Ile Arg Lys Phe Ile Trp 
180 185 190 

Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile Val Ile 
195 200 205 

Leu Ser Gly Asp Gln Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Leu Val Gln 
210 215 220 

Lys His Val Glu Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala Pro Val 
2 2 5 230 235 240 

Asp Glu Ser Arg Ala Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp His Thr 
245 250 255 

Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp Leu Asn 
260 265 270 

Ser Met Arq Val Glu Thr Asn Phe Leu Ser Tyr Ala Ile Asp Asp Ala 
275 280 285 

Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe Lys Lys 
290 295 300 

Asp Ala Leu Leu Asp Leu Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu His Asp 
305 310 315 320 

Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Leu Asp His Ser Val Gln 
325 330 335 

-*1?4Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile Lys Ser 
340 345 350 

Phe Phe Asp Ala Asn Leu Ada Leu Thr Glu Gln Pro Ser Lys Phe Asp 
355 360 365 

Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cys Leu Pro 
370 375 380 

Pro Thr Gln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile Ser Asp 
385 390 395 400 

Gly Cys Leu Leu Arg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile Gly Val 
1 405 410 415 

Cys Ser Arg Val Ser Ser Gly Cys Glu Leu Lys Asp Ser Val Met Met 
420 425 430 

0 
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Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu 
Ala Ser Lys Leu Leu Leu 

435 440 445 

Ala Gly Lys Val Pro Val Gly Ile Gly Arg 
Asn Thr Lys Ile Arg Asn 

450 455 460 

Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys
 Asn Val Val Ile Thr 

465 470 475 480 

Asn Ser Lys Gly Ile Gln Glu Al a Asp His Pro Glu Glu Gly Tyr Ser 

485 490 495 

Tyr Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile Leu Lys Asn Ala Thr Ile 

500 505 510 

Asn Asp Gly Ser Val Ile 

515 

1(:!3 

<210> 3 
<21 1 > 1582 
<212> ADN 
<213> Zea mays 
<220> 
<221> CIDS 
<222 (10) ..... (1563) 
<223> forma revertante del gen Shrunken-2, modificado para que sea estable al 
calor 

<220> 
<221 > variaci6n 
<222> (267) 
<223> k = g 6 t; amin ;jcido 86 Ala 0 

-141, <220> 
<221 > variaci6n 
<222>(1008) 
<223> y = c 6 t. 
<220> 
<221> variaci6n 
<222>(1368) 
<223> r = a 6 g-, amino6cido 453 Pro 
<220> 
<221> variaci6n 
<222>(1578) 
<223> k = g 6 t 
<400> 3 

ggaggagat atg cag ttt gca ctt gca t- - 
-::t 
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Met Gin Phe Ala Leu Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His 

1 5 10 

cag ata aga tct tgt gag ggt gat ggg att gac agg ttg gaa aaa tta 99 
Gin Ile Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Leu 

is 

20 25 30 

agt att ggg ggc aga aag cag gag aaa gct ttg aga aat agg tgc ttt 147 

Ser Ile Gly Gly Arg Lys Gin Glu Lys Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe 
35 40 45 

ggt ggt aga gtt gct gca act aca caa tgt att ctt acc tca gat gct 195 

Gly Gly Arg Val Ala Ala Thr Thr Gin Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala 
50 55 60 

tgt cct gaa act ctt cat tct caa aca cag tcc tct agg aaa aat tat 243 

Cys Pro Glu Thr Leu His Ser Gin Thr Gin Ser Ser Arg Lys Asn Tyr 
65 70 75 

gct’gat gca aac cgt gta tct gck atc att ttg ggc gga ggc act gga 291 

Ala Asp.Ala Asn Arg Val Ser Ala Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thr Gly 

80 85 90 

tct cag ctc ttt cct ctg aca agc aca aga gct acg cct gct gta cct 339 

Ser Gin Leu Phe Pro Leu Thr Ser Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro 
95 100 105 110 

gtt gga gga tgt tac agg ctt att gat atc cct atg agt aac tgc ttc 387 

Val Gly Gly Cys Tyr Arg Leu Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe 
115 120 125 

aac agt ggt ata aat aag ata ttt gtg atg agt cag ttc aat tct act 435 
Asn Ser Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val 1.’,et Ser Gln Phe Asn Ser Thr 

130 135 140 

--tcg ctt aac cgc cat att cat cgt aca tac ctt gaa ggc ggg atc aac 483 
Ser Leu Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Asn 

145 150 155 

ttt gct gat gga tct gta cag gta tta gcg gct aca caa atg cct gaa 531 
Phe Ala Asp Gly Ser Val Gin Val Leu Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu 

160 165 170 

gag cca gct gga tgg ttc cag ggt aca gca gac tct atc aga aaa ttt 579 
Glu Pro Ala Gly Trp Phe Gin Gly Thr Ala Asp Ser Ile Arg Lys Phe 
175 180 185 190 

atc tgg gta ctc gag gat tat tac agt cac aaa tcc att gac aac att 627 
Ile Trp Val Leu Glu Asp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile 

195 200 205 

gta atc ttg agt ggc gat cag ctt tat cgg atg aat tac atg gaa ctt 675 
Val Ile Leu Ser Gly Asp Gin Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Leu 
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210 215 220 

gtg cag aaa cat gtc gag gac gat gct gat atc act ata tca tgt gct 723 
Val Gln Lys His Val Glu Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala 

225 230 235 

cct gtt gat gag agc cga gct tct aaa aat ggg cta gtg aag att gat 771 
Pro Val Asp Glu Ser Arg Ala Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp 

240 245 250 

cat act gga cgt gta ctt caa ttc ttt gaa aaa cca aag ggt gct gat 819 
His Thr Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp 
255 260 265 270 

tg aat tct atg aga gtt gag acc aac ttc ctg agc tat gct ata gat 867 
Leu Asn Ser Met Arg Val Glu Thr Asn Phe Leu Ser Tyr Ala Ile Asp 

275 280 285 

gat gca cag aaa. tat 
’ 
cca tac ctt gca tca atg ggc att tat gtc ttc 915 

Asp A-la Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe 
290 295 300 

aag aaa gat gca ctt tta gac ctt ctc aag tca aaa tat act caa tta 963 
Lys Lys Asp Ala Leu Leu Asp Leu Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu 

305 310 315 

cat g4c ttt gga tct gaa atc ctc cca aga gct gta cta gat tay agt 1011 
His Asp Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Leu Asp Tyr Ser 

320 325 330 

gtg cag gca tgc att ttt acg ggc tat tgg gag gat gtt gga aca atc 1059 
Val Gln Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile 
335 340 345 350 

,_,a tca ttc ttt gat gca aac ttg gcc ctc act gag cag cct tcc aag 1107 
Lys Ser Phe Phe Asp Ala Asn Leu Ala Leu Thr Glu Gln Pro Ser Lys 

355 360 365 

ttt gat ttt tac gat cca aaa aca cct ttc ttc act gca ccc cga tgc 1155 
Phe Asp Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cys 

370 375 360 

ttg cct ccg acg caa ttg gac aag tgc aag atg aaa tat gca ttt atc 1203 
Leu Pro Pro Thr Gln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys?.Tyr Ala Phe Ile 

385 390 1 395 

tca gat ggt tgc tta ctg aga gaa tgc aac atc gag cat tct gtg att 1251 
Ser Asp Gly Cys Leu Leu Arg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile 

400 405 410 

gga gtc tgc tca cgt gtc auc tct gga tgt gaa ctc aag gac tcc gtg 1299 
Gly Val Cys Ser Arg lj;,]. ’7er Z*.*s G1 u Leu Lys Asp Ser Val 
415 � ) 430 
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atg atg gga gcg gac atc tat gaa act gaa gaa gaa gct tca aag cta 1347 
Met Met Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu Ala Ser Lys Leu 

435 440 445 

ctg tta gct ggg aag gtc ccr gtt gga ata. gga agg aac aca aag ata 1395 
Leu Leu Ala Gly Lys Val Pro Val Gly Ile Gly Arg Asn Thr Lys Ile 

450 455 460 

agg aac tgt atc att. gac atg aat gct agg att ggg aag aac gtg gtg 1443 
Arg Asn Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asn Val Val 

465 470 475 

atc aca aac agt aag ggc atc caa. gag gct gat cac ccg gaa gaa. ggg 1491 
Ile Thr Asn Ser Lys Gly Ile Gln Glu Ala Asp His Pro Glu Glu Gly 

480 485 490 

;ac tcg tac tac ata agg tct gga atc gtg gtg atc ctg aag aat gca 1539 
--Tyr Ser Tyr Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile Leu Lys Asn Ala 

495 500 505 510 

acc atc aac gat ggg tct gtc ata tagatcggct gcgtktgcg 1582 
Thr.Ile Asn Asp Gly Ser Val Ile 

515 

<210> 4 
<211> 518 
<212> PRT 
<213> Zea mays 

<400> 4 
Met Gln Phe Ale Leu Ala Leu Asp Thr Asn Ser Gly Pro His Gln Ile 

1 5 10 15 

Arg Ser Cys Glu Gly Asp Gly Ile Asp Arg Leu Glu Lys Leu Ser Ile 

_19-k 20 25 30 

6iy Gly Arg Lys Gln Glu Lys Ala Leu Arg Asn Arg Cys Phe Gly Gly 
35 40 45 

Arg Val Ala Ala Thr Thr Gln Cys Ile Leu Thr Ser Asp Ala Cys Pro 
50 55 60 

Glu Thr Leu His Ser Gln Thr Gln Ser Ser Arg Lys Asn Tyr Ala Asp 
65 70 75 80 

Ala Asn Arg Val Ser Ala Ile Ile Leu Gly Gly Gly Thr Gly Ser Gln 
85 90 95 

Leu Phe Pro Leu Thr Ser Thr Arg Ala Thr Pro Ala Val Pro Val Gly 
100 105 110 
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Gly Cys Tyr Arg Leu Ile Asp Ile Pro Met Ser Asn Cys Phe Asn Ser 
115 120 125 

Gly Ile Asn Lys Ile Phe Val Met Ser Gln Phe Asn Ser Thr Ser Leu 
130 135 140 

Asn Arg His Ile His Arg Thr Tyr Leu Glu Gly Gly Ile Asn Phe Ala 
145 150 155 160 

Asp Gly Ser Val Gln Val Leu Ala Ala Thr Gln Met Pro Glu Glu Pro 
165 170 175 

Ala Gly Trp Phe Gln Gly Thr Ala Asp Ser Ile Arg Lys Phe Ile Trp 
180 185 190 

’0’?Ial Leu Glu Asp Tyr Tyr Ser His Lys Ser Ile Asp Asn Ile Val Ile 
195 200 205 

Leu Ser Gly Asp Gln Leu Tyr Arg Met Asn Tyr Met Glu Leu Val Gln 
.21d 215 220 

Lys His Val Glu Asp Asp Ala Asp Ile Thr Ile Ser Cys Ala Pro Val 
225 230 235 240 

Asp Glu Ser Arg Ala Ser Lys Asn Gly Leu Val Lys Ile Asp His Thr 
245 250 255 

Gly Arg Val Leu Gln Phe Phe Glu Lys Pro Lys Gly Ala Asp Leu Asn 
260 265 270 

Ser Met Arg Val Glu Thr Asn Phe Leu Ser Tyr Ala Ile Asp Asp Ala 
275 . 280 285 

Gln Lys Tyr Pro Tyr Leu Ala Ser Met Gly Ile Tyr Val Phe Lys Lys 
290 295 300 

Asp Ala Leu Leu Asp Leu Leu Lys Ser Lys Tyr Thr Gln Leu His Asp 
305 310 315 320 

Phe Gly Ser Glu Ile Leu Pro Arg Ala Val Leu Asp Tyr Ser Val Gln 
325 330 335 

Ala Cys Ile Phe Thr Gly Tyr Trp Glu Asp Val Gly Thr Ile Lys Ser 
340 345 350 

.1 
Phe Phe Asp Ala Asn Leu Ala Leu Thr Glu Gln Pro Ser Lys Phe Asp 

355 360 365 

Phe Tyr Asp Pro Lys Thr Pro Phe Phe Thr Ala Pro Arg Cys Leu Pro 
370 375 380 

Pro Thr Gln Leu Asp Lys Cys Lys Met Lys Tyr Ala Phe Ile Ser Asp 
-:z c n 390 395 400 
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Gly Cys Leu Leu Arg Glu Cys Asn Ile Glu His Ser Val Ile Gly Val 

405 410 415 

Cys Ser Arg Val Ser Ser Gly Cys Glu Leu Lys Asp Ser Val Met Met. 

420 425 430 

Gly Ala Asp Ile Tyr Glu Thr Glu Glu Glu Ala Ser Lys Leu Leu Leu 

435 440 445 

Ala Gly Lys Val Pro Val Gly Ile Gly Arg Asn Thr Lys Ile Arg Asn 

450 455 460 

Cys Ile Ile Asp Met Asn Ala Arg Ile Gly Lys Asn Val Val Ile Thr 

4 6 5 470 475 480 

Asn Ser Lys Gly Ile Gln Glu Ala Asp His Pro Glu Glu Gly Tyr Ser 

485 490 495 

Tyr Tyr Ile Arg Ser Gly Ile Val Val Ile,’Leu Lys Asn Ala Thr Ile 

500 505 510 

Asn Asp Gly,Ser Val Ile 
515 

<21 O> 5 
<221 > 26 
<222> ADN 
<223> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripci6n de la Secuencia artificial: cebador de RCP 
<400> 5 

ctggatgtga actcaaggac tccgtg 
26 

<220> 6 
<221> 24 
<222> ADN 
<223> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripci6n de la Secuencia artificial: cebador de RCP 
<400> 6 

ggcttaacta tgcggcatca gagc 24 
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R E I V I N D I C A C 10 N E S 

1.- Un m6todo para incrementar la cantidad de semillas produc idas por una 

planta, comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vinculado a un 

promotor, siendo el 6cido nucleico seleccionado entre el grupo consistente en un 

6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibrida 

con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

de la SEC ID NO:3 que codifica un p6ptido que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, un 6cido n6cleo que codifica un polip6ptido que comprende la 

SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH21-IS o 

SH2RTS;y 

b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

2.- Un m6todo para incrementar la biornasa producida por una planta, 

comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vinculado a un 

promotor, siendo el 6cido nucleico seleccionado entre el grupo consistente en un 

6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibrida 

con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

de la SEC ID NO:3 que codifica un p6ptido que mantiene la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido que comprende la 
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SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS; y 

b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

3.- Un m6todo para incrementar el Indice de Cosecha de una planta, 

comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vinculado a un 

promotor, siendo el 6cido nucleico seleccionado entre el grupo consistente en un 

6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibrida 

con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

^I-I de la SEC ID NO:3 que codifica un p6ptido que mantiene la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido que comprende la 

SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS; y 

b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

4.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 1, 2 6 3, en el cual la planta 

es una planta monocotiled6nea. 

5.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 4, en el cual la planta es 

seleccionada entre el grupo consistente en arroz, trigo, cebada, avena, sorgo y 

111? 
mijo. 

6.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 1, 2 6 3, en el cual la planta 

es una planta dicotiled6nea. 

7.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 6, en el cual la planta es 

seleccionada entre el grupo consistente en guisante, alfalfa, tr6bol pata de p6jaro, 

garbanzo, achicoria, tr6bol, col, lenteja, c6sped de pradera, pimpinela p6quefia, 

soja y lechuga. 
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8.- Un m6todo para incrementar el peso de la hoja bandera de una planta 

monocotiled6nea, comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vinculado a un 

promotor, siendo el Acido nucleico seleccionado de entre el grupo consistente en 

un 6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se 

hibrida con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica 

un polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un 

fragmento de la SEC ID NO:3 que codifica un p6p?ido que mantiene la actividad 

biol6gica del SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido que 

comprende la SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad 

biol6gica del SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido 

SH2HS; y 

b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

9.- Un m6todo para incrementar la cantidad de cabezas de las semillas 

producidas por una planta monocotiled6nea, comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vinculado a un 

promotor, siendo el 6cido nucleico seleccionado entre el grupo consistente en un 

6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibrida 

con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

de la SEC ID NO:3 que codifica un p6ptido que mantiene la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido que comprende la 

SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS; y 

b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

10.- Un m6todo para incrementar dos o m6s rasgos de una planta 

dicotiled6nea, siendo los rasgos seleccionados entre el grupo consistente en: 
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cantidad de semillas, peso promedio de las semillas, peso total de las semillas, 

cantidad de cabezas de semillas, Indice de Cosecha, y peso total de la planta, 

comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vinculado a un 

promotor, siendo el 6cido nucleico seleccionado entre el grupo consistente en un 

6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibrida 

con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

de la SEC ID NO:3 que codifica un p&ptido que mantiene la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polipL&ptido que comprende la 

SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS; y 

b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

11.- Un m6todo para incrementar el rendimiento de dos o ma’s rasgos de 

una planta monocotiled6nea, siendo los rasgos seleccionados entre el grupo 

consistente en: cantidad de semillas, peso promedio de las semillas, peso total de 

las semillas, cantidad de cabezas de semillas, peso de la hoja bandera, Indice de 

Cosecha, y peso total de la planta, comprendiendo el m6todo: 

a.- introducir en una planta un 6cido nucleico operablemente vin,culado a un 

promotor, siendo el 6cido nucleico seleccionado entre el grupo consistente en un 

6cido nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibrida 

con la SEC ID NO:3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

de la SEC ID NO:3 que codifica un p6ptido que mantiene la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido que comprende la 

SEC ID NOA, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gi6a del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS; y 
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b.- cultivar la planta producida en el paso a. 

12.- El m6todo de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3, 8, 9, 10 6 11, 

que adem6s comprende cruzar la planta obtenida en el paso b. con una segunda 

planta y cosechar y cultivar la semilla que se obtiene corno resul,tado de hacer el 

Atiric-i 

13.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 1, 2, 3, 8, 9, 10 u 11, que 

adem6s comprende cosechar la semilla que es producida mediante el selfing de 

la planta obtenida en el paso b y cultivando la semilla cosechada. 

14.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 8, 9 u 11, en el cual la 

planta es seleccionada entre el grupo consistente en plantas de arroz, trigo, 

I--, cebada, avena, sorgo, y mijo. 

15.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 1, 2, 3, 8, 9, 10 u 11, en el 

cual el polip6ptido SH2HS es seleccionado entre el grupo que consiste en 

SH2HS13, SH2HS14, SH2HS16, SH2HS33, SH2HS39, SH2HS40 y SH2HS47, o 

un fragmento del polip6ptido SH2HS que conserva actividad biol6gica del 

polip6ptido SH2HS. 

16.- El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 1, 2, 3, 8, 9, 10 u 11, en el 

cual el polip6ptido SH2RTS e5 seleccionado entre el grupo que consiste en 

SH2RTS48-2 y SH2RTS60-1, o un fragmento del polip6ptido SH2RTS que 

conserva actividad biol6gica del polip6ptido SH2RTS. 

17. El m6todo de acuerdo con la reivindicaci6n 10, en el cual la planta es 

seleccionada entre el grupo consistente en guisante, alfalfa, tr6bol pata de p6jaro, 

garbanzo, achicoria, tr6bol, col, lenteja, c6sped de pradera, pimpinela pequena, 

spja y lechuga. 

18. Una planta producida mediante el m6todo de acuerdo con la 

reivindicaci6n 1, 2, 3, 8, 9, 10 u 11. 
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19. Una planta que comprende un 6cido nucleico que codifica la secuencia 

de amino6cidos indicada corno SEC ID NOA. 

/’IN 
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RESUMEN 

La presente invenci6n provee m&todos para producir plantas con una 

mayor producci6n de semillas X de biomasa. Ws especificamente, la presente 

invenci6n provee, m6todos para producir plantas que tienen mayores rendimientos 

para una cantidad de rasgos de las plantas, que incluyen la cantidad de semillas, 

peso de las semillas, cantidad de, cabezas de semillas, peso de la hoja bandera y 
F 
peso total de la planta. La presente invenci6n tambi6n provee m6todos para 

mejorar el Indice, de Cosecha de una planta. En una forma de reali.zaci6n 

Preferida, los m6todos comprenden introducir en una planta un 6cido nucleico, 

siendo el 6cido nucleico seleccionado de entre el grupo consistente en un 6cido 

---%. nucleico que comprende la SEC ID NO:3, un 6cido nucleico que se hibridiza con 

la SEC ID NO: 3 bajo condiciones de elevada severidad y que codifica un 

polip6ptido que conserva la actividad biol6gica del SH2-REV6-HS, un fragmento 

de la SEC ID NO: 3 que codifica un p6ptido que mantiene la actividad biol6gica 

del SH2-REV6-HS, un 6cido nOcleo que codifica un polip6ptido que comprende la 

SEC ID NO: 4, o fragmento del mismo que conserva la actividad biol6gica del 

SH2-REV6-HS, y un 6cido nucleico que codifica un polip6ptido SH2HS o un 

-‘?( polip6ptido SH2RTS. La presente invenci6n tambi6n abarca las plantas obtenidas 

mediante los m6todos provistos en la presente. 
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