LT

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de propiedad Industrial
Division de Nuevas Creaciones

ey

PATENTE DE INVENCION

+ comaren OO = ([ 700

- NiT}LO MMO‘J C),f Wdéﬁd WW,&L
Lolvitmia de Los ploitod o condusrones de esdiés

51 CLASIFICACION INTERNACIONAL & /4 WV 18/5

71 SOLICITANTE B.aéf,% Bsdctence NV

DOMICILIO Ten?, B%
74 APODERADO ‘sz \?Aai%r *f—@ﬂjamp

22 BOGOTA,D C, & e nembre do. 2005

//
(FORMA P 10) /




— SWERINDUSIRLA ¥ CIHERCIG -

—— e -

Radrcacios 05111700 00006000 folies 182

Fecha (D) 2005-11-02 15 22 48 e
' oLt PCT-PATENT 379 FASE I 413
Industria v Comereio S imcsa 2020 SIVISION B HEWS DEACIIES

SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE
& Patente de Invencion |:| Patente de Modelo de Utiidad
-D Capitulo | |E Capitulo I
@ Nombre BAYER BIOSCIENCE NV
SOLICITANTE IDENTIFICACION
1) Direccion  Technologiepark 38
B 9052 Gent Bélgica cc OO0 NT [
Nacionalidad o Domicilo Gent Bélgica CE [ gﬂ; O
Lugar de Constitucion Bélgica E—
Teléfono Fax Numero
E mail
(&) Nombre LUIS PATINOLEYVA IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
O APODERADO | Dreccion Cra 118 No 94-76 - Of 308 cc X NIT ]
CE oo [X
Cudl
Teléfono 6161948 Fax 6163976
E mai Numero 2930616 TP 2698
@ Nombre DE BLOCK Marc
INVENTOR (ES)
72 Direccidn - Abnkozenstraat 26

Nacionalidad o Domiciio B 9820 Merelbeke Bélgica

® pcrT (86)
Solicitud Intemacional No  PCT/EP2004/003995 Fecha Abnl 9 de 2004
Publicacion Intemacional No WO 2004/090140 A2 Fecha _Octubre 21 de 2004

® Titulo (54) METODOS Y MEDIOS PARA INCREMENTAR LA TOLERANCIA DE LAS PLANTAS A

CONDICIONES DE ESTRES

@ Clasificacién Internacional (51) C12N 15/82

® PRIORIDAD (33) Pais de Ongen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Europa Abrl 9 2003 03076044 1
si < no [] Estados Unidos Agosto 21 2003 | 60/496 688
{
@ Comprobantedepago No 05-83689 Fecha Noviembre 1 de 2005

| Instrucciones para el diigenciamientd del presente formulano  ver reverso de esta pagmna




DOO0X

X

X O00 O0OOMX

® ANEXOS

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita existencia y representacion legal cuando el solictante sea persona jundica

Poderes sifuere el caso Sustitucion del poder

Documento de cesn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional (Resumen descnpeién revindicaciones dibujos)

Traduccién de la solictud intemacional al castellano (Resumen descripeion reivindicaciones. dibujos)

Copia del examen preliminar intemacional #fectuado por la Autondad Intemacional de Examen Preliminar (IPEA)
Traduccibn del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia del contrato de acceso

De serelcaso documento que acredite la jicencia o autonizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas

De ser el caso certificado de deposito del ratenal biolégico

Arte final 12¢12

De ser el caso informacion sobre ofras solicitudes de patente o tltulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular
0 su causante relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud

De ser el caso modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional

Otros  Reporte de Busqueda Intemacional

(11) FIGURA CARACTERISTICA

(12) Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE LUIﬁTINO LEYVA
FIRMA

T C 2930616 Bogoti TP 2698
Instrucciones para el diligenciamiznto del presente formulano ‘@everso de esta pagina




V

‘l

Otros anexos que se acompaiian a la solicitud

Documento correspondiente 2 la presentacién de la solicitud internacional

Formato PCT/IB/306 notificacién de registro de un cambio



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CONMERCID

HIT  BOO17608% 2

SPEKIMMUSIRIA ¥ COMERCIO
o 05 e 1) fadacacros 05111780  DO0A00D Folios. 182
FECHA NDVIEMBRE 1 DE 20035 5 22 48
Fecha (AND) 2005-11-82
Tu:ita B11 PCT-PATENT 379 FRSE m 411 PRESENIAL
Dependencia 2060 DIVISION Dk WIEWAS CREALTONES

- iy CONSIBGNACION 1D

DEPOSITANTE TIPO PABD BANCD CUENTA No PAGD FECHA PGO Ur PAGO

GUSTAVD HOLLNAN CONSIGHACION  BANCO POPULAR 050 001104 43140705 01/11/72005 1,329,000 00

gt C O NCEPT D

CANT  RENTISTICO CONCEPTD TOTAL CONGEPTO
1 50005 01 01 SOLICITUDES 7 TRANITES DE SOL DE DISENDS INDUS 433,000 00
TOTAL § 443,000 00

- . SON  CUATROCIENTDS CUAREWTA Y TRES MIL PESOS

Rof 348!

RESPONSABLE ¢ \_'géi\)

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No




é

O 2004/090140 A2 |0 NMMY V000 00 L

JYERL

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organizatwon
Intemanional Bureau

(43) International Publication Date
21 October 2004 (21 10.2004)

‘ iz | T AV A D O S T

(10) Internationa! Publication Number

WO 2004/090140 A2

(51) International Putent Chissification’ C12N 15/82

(21) International Application Number
PCT/EP2004/003995

(22) International Flling Date. 9 Apnl 2004 (09 04 2004)

(25) Flling Langusge English

(26) Publication Langusge: English

(30) Priority Data
03076044 1
60/496 688

EP
us

9 Apnl 2003 (09 04.2003)
21 August 2003 (21 08.2003)

(71) Applicant (for all designated States except US) BAYER
BIOSCIENCE NV [BE/BE]| Technologiepark 38
B 9052 Gent (BE)

(72) Inventor and
(75) Ioventor/Applicant (for US only) DE BLOCK, Marc
[BE/BE] Abrikozenstraat 26. B 9820 Merelbeke (BE)

(74) Common Representativer BAYER BIOSCIENCENY
Technologiepark 38 B 9052 Gent (BE)

(81) Deslgnated States (unless otherwise indi ated. for every
kind of national protection available) AL AG Al AM

AU AZ BA BB BG BR BW BY BZ CA CH CN
R CU CZ DE DK, DM DZ EC EE,EG ES Fl
/ GD GE GH GM HR HU ID IL IN IS JP KE
G KP KR KZ LC LK LR LS LT LU LV MA MD
MG MK MN MW MX MZ, NA NI NO NZ OM PG
PH PL PT RO RU SC SD SE, SG SK SL,SY TJ T™M
TN TR TT TZ,UA UG US UZ VC VN YU ZA ZM
IW

(84) Designated States (unless otherwise indicated for every
kind of regional protection available) ARIPO (BW GH
GM KE LS MW MZ, SD SL SZ TZ UG ZM ZW)
Eurasian (AM AZ,BY KG KZ,MD RU TJ T™M). Euro
pean (AT BE, BG CH CY CZ.DE, DK EE,BS Fl FR
GB GR HU IE IT LU MC NL PL,PT RO SE, 8l SK
TR) OAPI (BF BJ CF CG CI CM GA GN GQ GW

ML MR NE SN TD TG)

Declarations under Rule 4.17

—  as to the wlentity of the inventor (Rule 4 17(1)) for the Jol
lowing designations AE. AG AL. AM AT AU AZ BA 8B
BG BR BW BY BZ.CA CH CN CO CR CU CZ DE
DK DM DZ, EC EE FG ES Fl GB GD GE,GH GM
HR HU ID IL IN IS IP KE. KG KP KR KZ LC LK
LR LS LT LU LV MA MD MG MK MN MW MX ML
NA NI NO NZ OM PG PH PL FT RO RU SC SD
SE SG SK SL.SY T/ TM TN TR TT TZ UA UG U/

| Continued on next page|

(54) Title METHODS AND MFANS FOR INCREASING THL TOLKRANCI OF PI ANTS TO STRESS CONDITIONS

nactivated

NAD*
aome
A

.
E—

[—

nicotinamide
ADP-I'“JOSG ADP-I'IMIB

nicotinamide

»PARP - [ADP-ribosel,,

PARP- [ABP-rthose];lF
inactivated

A J
— PARP
active
NAD*

(57) Abstract. Methods and means are provided to increase the lolerance of plants to abjouc stress or adverse growing condinons.
including drought. ligh hight intensities high temperatures. nutnent himitations and the like by reducing the actvity of endogenous

PARG proteins in plants



Methods and means for increasing th t lerance of plants t
stress conditl ns

Flald of the invention

[1] The present invention relates to the use of poly (ADP-nbose)
glycohydrolases in plants to increase the tolerance of plants to, adyerse'
growing conditions including drought high light intensities high temperatures
nutnent limitations and the like Methods:and means are provided to produce
plants that are tolerant to abiotic stress conditions

[2] Fr_‘aqﬁenﬂ_y abiotic stress will lead erther directly or indiréctiy iq:?damage
of the DNA of the:cells of the plants exposed to the adverse condttions
Genomic damage If left unrepaired can lead to cell death Tolerance to
stress conditions exhibited by, plants 1s the result of the ability of the plant cells
exposed to the adverse conditions to reduce and/or repair the damage and to

survive

[3] Plant cells like other eukaryotic cells have evolved an elaborate DNA
reparr system The activation of poly(ADP-nbose) polymerase (PARP) by DNA
strand breaks is often one of the first cellular responses to DNA damage
PARP catalyzes the post-translational modification of proteins by adding
successively molecules of ADP-nbose obtained from the conversion of
nicotineamide dinucleotide (NAD) to form multibranched polymers containing
up to 200 ADP-nbose residues (about 40 residues in plants) The dependence
of poly{ADP-nbose) synthesis on DNA strand breaks and the presence of
PARP In multiprotesn complexes further containing key effectors of DNA
reparr rephcation and transcnption reactions strongly suggests that this
posttransiational modtfication 1s nvolved in metabolism of nucleic acids and
DNA repair There are also indications that poly (ADP —nbose) synthesis Is
involved In regulation of cell cycle and cell death
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[4] Poly (AD;-ﬁbosylaﬁon) of proteins s transient i living cells The poly
(ADP ribose) polymers are rapidly tumed over being converted to free ADP-
nbose by the exoglycosidase and endoglycosidase activity of poly (ADP-
nbose) glycohydrolase (PARG EC32 1 143) The most proximal unit of ADP
nbose on’ the protein acceptor ts hydrolyzed by the action of another enzyme
(ADP-nbosy! protein lyase)

[5] In addition to this positive (DNA-repair associated) effect of PARP on cell
survival there is also a negative effect of PARP The process of activating
PARP upon DNA damage is associated with a rapid lowering of NAD+ levels

since each*ADP-nboso unit transferred by PARP consumes one molecule of
NAD+ NAD+ depletion in tum results in ATP depletion because NAD+
resynthesis requires dt least (depending on the biosynthesis pathway) three
molecules of ATP per molecule of NAD+ Furthermore NAD+ depletion block
glyceraldehyde —3-phosphate dehydrogenase actvity which 18 required to
resynthesize ATP dunng glycolysis Finally NAD+ is a key camer of electrons
needed to generate ATP via electron transport and oxidative phosphorytation

[6] The physiological consequence of NAD+ and ATP deplstion has been
established in the context of DNA-damage induced cell death It has been
shown that the completion of apoptosis IS absolutely dependent on the
presence of ATP and that in the absence of this nucleotide the type of
cellular demise switches from apoptosis to necrosis Since the cellular lysis
associates with necrosis generates further damage to neighboning cells it is
preferable for multicellular organisms to favor apoptotic cell death rather than

necrosis

[7] 1t 1s thus very important to consider the delicate balance of positve and
negative effects of the poly (ADP nbosyl)ation on the potental of a cell to
survive DNA damage

[8] WO 00/04173 descnbes methods to modulate programmed cell death
(PCD) in eukaryotic cells and organisms particularly plant cells and plants by
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intoducing_oi “pCD modulating chimenc genes” influencing the expression
and/or apparent activity of endogenous poly-{ADP-nbose) polymerase (PARP)
genes Programmed cell death may be inhibited or provoked The invention
particularly relates to the use of nucleotide sequences encoding proteins with
PARP actwity for modulating PCD for enhancing growth rate or for producing
stress tolerant cells and organisms

[9] PARG encoding genes have been identified in a number of animals such
as Rattus norvegicus (Accession numbers NM_031339 NW_043030

AB019366 ) Mus musculus (Accession numbers NT_039598 NM_003631

AF079557) Homo sapiens (Accession numbers NT_017696 NM_003631

AF005043) Bos. taurus (Accession numbers NM_174138 U78975)
Drosophila melanogaster (Accession number AF078556)

[10] In plants a poly(ADP-nbose) glycohydrolase has been identified by
map-based cloning of the wild-type gene inactivated in a mutant affected in
clock-controlled transcripton of genes n Amabidopsis and in photopenod
dependent transition from vegetative growth to flowering (fej) The nucleotide
sequence of the gene can beiobtained from nucleotide databases under the
accession number AF394690 (Panda et al 2002 Dev Cell 3 51-61)

Summary of the invention

(11] The invention provides a method to produce a plant tolerant to stress
conditions compnsing the steps of providing plant cells with a chimeric gene to
create transgenic plant cells wherein the chimernic gene compnses the
following operably linked DNA fragments a plant expressible promoter a
DNA region which when transcribed yields an ParG inhibitory RNA molecule
and a 3 end region involved in transcription termunation and polyadenylation
A population of transgenic plant lines is regenerated from the transgenic plant
cell and a stress tolerant plant ine is identified within the population of
transgenic plant ines The ParG inhibtory RNA molecule may compnse a
nucleotide sequence of at least 20 consecutive nucleotides of the nucleotide
sequence of the ParG geneipresent in the plant cell {the endogenous ParG



gene) The ParG mhibitory RNA molecule may also compnise a nucieotide
sequence of at least 20 consecutive nucleotides of the complement of the
nucleotide sequence of the ParG gene present in the plant cell (the
endogenous ParG gene) In yet another embodiment, the parG inhibitory RNA
may comprise a sense region comprsing a nucleotide sequence of at least 20
consecutive nucleohdes of the nucleotide sequence of the ParG gene present
in the plant cell and an antisense region compnsing a nucleotide sequence of
at least 20 consecutive nuclectides of the complement of the nucleotide
saquence of the ParG gene present in the plant cell wherein the sense and
antisense region are capable of forming a double stranded RNA region
compnising said at least 20 consecutive nucleotides The chimenc gene may
further comprise a DNA region encoding a self-splicing nbozyme between
said DNA region coding for parG inhibitory RNA molecule and the 3 end
region Stress conditions may be selected from heat drought nutnent
depletion oxidative stress or high light conditons

[12] In another embodiment of the invention a method is provided to
produce a plant tolerant to stress conditions comprising the steps of isolating
a DNA fragment of at least 100 bp comprising a part of the parG encoding
gene of the plant of interest producing a chimenc gene by operably linking a
plant expressible promoter region to the isolated DNA fragment comprising
part of the parG encoding gene of the plant in direct onentation compared to
the promoter region and to the isolated DNA fragment comprising part of the
parG encoding gene of sad plant in inverted onentation compared to the
promoter region and a 3 end region involved in transcription termination and
polyadenylation These chimeric genes are then provided to plant cells to
create fransgenic plant cells A population of transgenic plant lines 1s
regenerated from the transgenic plant cells and a stress tolerant plant line is
identfied within the population of transgemic plant lines The invention also
relates to stress tolerant plant cells and plants obtained by this process

[13] In yet another embodiment of the invention a method is provided to
produce a plant tolerant to stress conditions compnsing the steps of providing
plant cells with a chimenc gene to create transgenic plant cells compnsing a
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DNA reglon which when transcribed yields an ParG inhibitory RNA molecule
whereby the DNA region comprises a nucleotide sequence of at least 21 to
100 nucleotides of a nucleotide sequence encoding a protein compnsing the
amino acid sequence of SEQ ID No 1 2 or 16 or at least 21 to 100
nuclectides of a nucleotide sequence of SEQID 3 4 15 or 23 operably linked
to a plant-expressible promoter and a3 end region involved In transcription
termination and polyadenylation regenerating a population of transgenic
plant lines from said transgenic plant cell and identfying a stress tolerant
plant line within the population of transgenic plant lines

[14] The inventon aiso provdes DNA molecules compnsing a plant-
expressible promoter ‘“operably linked to a DNA region which when
transcribed ylelds an' ParG whibitory RNA' molecule and to a 3 end region
involved in transcﬂphonfténninatlon- and polyadenylation The ParG inhibitory
RNA molecule may compnse a nucleotde sequence of at least 20
consecutive nucleotides of the ni:lqleotide sequence of the ParG gene present
n the plant cell (the endogbngugParG gene) The ParG inhibfiory RNA
molecule may also compnse a nucleotide sequence of at least 20 consecutive
nuclectdes of the complement of the nucleotide sequence of the ParG gene
present in the plant cell (the endogenous ParG gene) In yet another
embodiment the parG mhibitory RNA may compnse a sense region
compnsing a nucleotide sequence of at least 20 consecutive nucleotides of
the nucleotide sequence of the ParG gene present in the plant cell and an
anhsense region comprising a nucleotide sequence of at least 20 consecutive
nucleotides of the complement of the nucleotide sequence of the ParG gene
present in the plant cell wherein the sense and antisense region are capable
of forming a double stranded RNA region compnsing said at least 20
consecutive nucleotides The chimenc gene may further compnse a DNA
region encoding a self-splicing nbozyme between said DNA region coding for
parG inhibitory RNA molecule and the 3 end region The chimernc gene may
also compnse a nucleotide sequence of at least 21 to 100 nucieotides of a
nucleotide sequence encoding a protein comprising the amino acid sequence
of SEQ ID No 1 2 or 16 or at least 21 to 100 nucleotides of a nucleotide

sequence of SEQID 3 4 150r23



[15] In yet— another embodiment, the invention relates to plant cell
compnsing the DNA molecule of the invention and plants consisting
essentially of such plant cells as well as to processes for producing stress
tolerant plants compnsing the step of further crossing such plants with
another plant. Seeds and propagating matenal of such plants compnsing the
chimenc genes of the invention are also provided

[16] The invention also relates to a method for obtaining stress tolerant
plants compnsing the steps of subjecting a plant cell line or a plant or plant
tine to mutagenesis Identfying those plant cells or plants that have a
mutation in an endogenous ParG gene subjecting the dentified plant colls or
plants to stress conditions and identfying plant cells or plants that tolerate
said stress conditions better than control plants Altematively plant cells or
plants may be selected for resistance to ParG inhibitors and further treated as

described in this paragraph

[17] The invention further relates to a stress tolerant plant cell or plant
having a mutation in the endogenous ParG gene

Bnaf descniption of the figures

[18] Figure 1 Schematic representaton of the poly-ADP nbose
polymeratization / depolymenzation cycle by the action of PARP/PARG in a
eukaryotic cell

[19] Figure 2 Diagram of the NAD+ and ATP content of Arabidopsis lines
under high light stress Dark boxes represent NAD content under high light
conditions expressed as percentage of the value for NAD content determined
under fow light conditions Light boxes represent ATP content under high light
conditions expressed as percentage of the value for ATP content determined

under low hight conditions
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[20]) Figu_re_s Diagram of the: NAD+ and ATP content of com lines under
nitrogen depletion stress Dark boxes represent NAD content while hight boxes

represent ATP content

Datallad descriotion of preferred embodiments

[21] The invention IS based on the one hand on the demonstration that
cells from stress resistant plant lines compnsing a chimenc gene reducing the
PARP gene expression exhibited a higher NAD/ATP content under adverse
condrtions than cells from untransformed plant lines On the other hand it has
been observed that silencing of the expression of PARG encoding gene in
tobacco using a transient siencing RNA vector based on satellite viruses
resulted In a similar phenotype as that observed for silencing of PARP
encoding gene using the same silencing system Furthermore silencing the
expression of PARG encoding gene In plants such as Arabidopsis and
tobacco resulted in plants that were more resistant to stress conditions such
as e g those imposed by high light conditions

[22] Although not intending to smit the invention to a specific mode of
action 1t 1s expected that silencing of PARG gene expression results in a
similar phenotype as silencing of PARP gene expression for the following
reasons As can be seen from Figure 1 polymenzation of ADP nbose
catalyzed by PARP consuming NAD 18 followed by depolymenzation of poly
ADP nbose catalyzed by PARG Poly ADP nbosylation of the PARP protein
tself results in activation of the PARP protein The speed at which the ADP
nbose polymenzation / depolymenzation cycle occurs in plant cells leading to
NAD depletion and consequently ATP depletion can be slowed down or
stopped by reduction of the PARP gene expression or of the enzymatic
activity of PARP As a result plant cells and plants compnsing such cells are
more resistant to adverse conditions The data provided here indicate that a
similar effect can be obtained through slowing down or stopping the cycle by
reduction of the PARG gene expression or PARG activity



[23] The mvenﬁon relates to reduction of plant cell death in response to
adverse envuronmantal conditions, and consequently to enhanced stress
resistance by aftering the level of expression of ParG genes, or by altering
the actvity or the apparent activity of PARG proteins in that plant cell
Conveniently the level of expression of ParG genes may be controlled
genetically by introduction of ohlmenc genes altering the expression ofLParG
genes or by altanng the endOgenoua PARG encodfhg genes;] incliding the

Iy f,r!
expressionsignals  x: = ¥ (* ’ ¢xBp s

[24] In one embodiment of the invention a method for producing plants
tolerant to stress condtions *or adverse growing: conditions is: pravided
camprising the steps, bffm,w oy d o, e g
- ploVIdIngH plani'{n&ﬂ \ amﬁimdncdéneﬂbsm transgenio-plant:cells
wherein the dniiﬁagc’*genw conipiiées the followiigi/operably: linked DNA
flagments EEE .
~ - aplant-expmeiblp‘pmmoter %, T 1 .

- aDNA region, wmam- ranscribed yields a'Parg infiibitory RNA

I

molecule

a 3 end regon: Involyod in transcripton termination and
4

polyadenylation “

- regenerating a population of transgenic plant lines from said transgenic
plantcell and - o, ER W .
identifying a stress tolerant ﬁant ithé within said population of transgenic
plant lines

[25] As used herein “a stress tolerant plant® or * a plant tolerant to stress
conditions or adverse growing conditions” is a plant (particularly a plant
obtaned according to the methods of the invention) which when subjected to
adverse growing condrions for a period of time such as but not limited to
drought high temperatures limited supply of nutnents (particularly nitrogen)
high light intenstties grows better than a control plant not treated according to
the methods of the invention This will usually be apparent from the general
appearance of the plants and may be measured eg by increased biomass
production continued vegetative growth under adverse conditions or higher
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seed yield- Stress tolerant plant have a broader growth spectrum ie they
are able to withstand a broader range of climatological and other abiotic
changes without yeld penalty Biochemically stress tolerance may be

apparent as the higher NAD*-NADH /ATP content and lower production of
reactive oxygen species of stress tolerant plants compared to control piants
under §tress condition Stress tolerance may also be apparent as the ligher
chiorophyll content higher photosynthesis and lower chlorophyll fluorescence
under stress conditions in stress tolerant plants compared to control plants
under the same conditions

[26] It will be clear that it IS also not required that the plant be grown
continuously under the adverse conditions for the stress tolerance to become
apparent Usually the difference in stress tolerance between a plant or plant
cell according to the invention and a control plant or plant cell will become
apparent even when only a relatively short penod of adverse conditions is
encountered dunng growth

{27] As used herein a ParG inhibitory RNA molecule s an RNA molecule
that 1s capable of decreasing the expression of the endogenous PARG
encoding genes of a plant cell preferably through post-transcnptional
silencing It will be clear that even when a ParG inhibitory RNA molecule
decreases the expression of a PARG encoding gene through post
transcriptonal silencing such an RNA molecule may also exert other
functons withn a cell such as eg guiding DNA methylation of the
endogenous ParG gene again ultimately leading to decreased expression of
the PARG encoding gene Also expression of the endogenous PARG
encoding genes of a plant cell may be reduced by transcnptional silencing
eg by using RNA: or dsRNA targeted against the promoter region of the

endogenous ParG gene

[28] As used herein a PARG encoding gene or & ParG gene Is a gene
capable of encoding a PARG (poly ADP nbose glycohydrolase) protein
wheremn the PARG protein catalyzes the depolymerization of poly ADP rbose



by releasing free ADP nibose units etther by endoglycolytic or exoglycolytic
action

[29] PARG encoding genes may compnse a nucleotide sequence encoding
a protein comprising the amino acid sequence of SEQ ID No 1 (Arabidopsis
thahana) or of SEQ ID No 2 (Solanum tuberosum) or of SEQ 1D No 16 (Oryza
sativa) or parts thereof such as a DNA fragment compnising the nucleotide
sequence of SEQ ID No 3 or SEQ ID 4 or SEQ ID No 15 or SEQ ID 23 (Zea

mays)

[30] However it will be clear that the skilled person can isolate varant DNA
sequences from other plant species’ by hybndization with a probe denved
from the above mentioned PARG encoding genes from plant species or even
with a probe denved from the above mentioned PARG encoding genes from
animal species To this end the probes should preferably have a nuclectide
sequence compnsing at least 40 consecutive nucleotides from the coding
region of those mentioned PARG encoding genes seguences preferably from
the coding region of SEQ ID No 3 or SEQ ID No 4 The probes may however
compnse longer regions of nucleotide sequences derved from the ParG
genes such as about 50 60 75 100 200 or 500 consecutive nucleotides
from any of the mentoned ParG genes Preferably the probe should
compnse a nucleotide sequence coding for one of the highly conserved
regions of the catalytic domain which have been identified by aligning the
different PARG proteins from animals These regions aré also present in the
dentified PARG protein from Arabidopsis thaliana and comprise the amino
acid sequence LXVDFANXXXGGG (coresponding to SEQ 1D No 1 from the
amino acid at position 252 to the amino acid at position 264 X may be any
amino acid) LXVDFANXXXGGGXXXXGXVQEEIRF (coresponding to SEQ
ID No 1 from the amino acid at positon 252 to the amino acid at position 277)
or LXVDFANXXXGGGXXXXGXVQEEIRFXXXPE (corresponding to SEQ D
No 1 from the ammo acid at position 252 to the amino acid at position 282)
TGXWGCGXFXGD (corresponding to SEQ 1D No 1 from the amino acid at
poston 449 to the amno acid at position 460) or
TGXWGCGAFXGDXXLKXXXQ (corresponding to SEQ 1D No 1 from the
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amino acid at position 449 to the amino acid at position 468) Other conserved
regions have the amino acid sequence DXXXRXXXXAIDA (corresponding to
SEQ ID No 1 from the amino acid at position 335 to the amino acid at position
344) or REXXKAXXGF (corresponding to SEQ 1D No 1 from the amino acd at
position 360 to the amino acsd at position 369) or GXXXXSXYTGY
(corresponding to SEQ 1D No { from the amino acid at posttion 303 to the
amino acid at posttion 313) Hybndization should preferably be under stnngent
conditions

[31] "Stnngent hybndization condtions as used heren mean that
hybndization will generally occur i there 1s at least 95% and preferably at least
97% sequence identity between the probe and the target sequence Examples
of stnngent hybndization condiions are ovemight incubation in a solution
comprising 50% formamide 5 x $SC (150 mM NaCl 15 mM tnsodium citrate)
50 mM sodium phosphate (pH 76) 5x Denhardts solution 10% dextran
sulfate and 20 pg/ml denatured sheared carrer DNA such as salmon sperm
DNA followed by washing the hybrdization support iIn 01 x SSC at
approximately 65 C eg for about 10 min (twice) Other hybndization and
wash conditions are well known and are exemplified in Sambrook et al
Molecutar Cloning A Laboratory Manual Second Edition Cold Spnng Harbor
NY (1989) partcularly chapter 11

[32] Altematively ParG encoding genes or parts thereof may also be
isolated by PCR based techniques using as primers oligonucleotides
comprising at least 20 consecutive nucleotides from a nucleotide sequence of
the mentioned PARG encoding genes or the complement thereof Such
primers may compnse a nucleotide sequence encoding a conserved region
as mentioned above or be complementary to such a nucleotide sequence
Oligonucleotides which may be used for that purpose may compnse the
nucleotide sequence of either or SEQ ID No 5 SEQIDNo6 SEQIDNo 7
or SEQ ID No 8 Olgonucleotides which may be used may also be
degenerate such as the oligonucleotide pnmers of SEQ ID No 17 SEQID No
18 SEQ ID No 19 SEQ ID No 20 SEQ ID No 21 or SEQID No 22

%
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[33] Specific PCR fragments from ParG genes may e g be obtained by
using combinations of the oligonucleotides having the nucleotide sequence of
SEQ ID No 5 and SEQ ID No 6 using eg Arabidopsis genomic DNA or
cDNA as a template DNA, or by using combinations of the oligonucleotides
having the nucleotide sequence of SEQID No 7 and SEQIDNo8usingeg,
potato genomic DNA or cDNA as a template DNA under stringent annealing

conditions

[34] The isolated sequences may encode a functional PARG protein or a
part thereof Preferably the isolated sequences should compnse a nucleotide
sequence coding for one or more of the highly conserved regions from the
catalytic domain of PARG proteins as mentioned elsewhere

[35] However for the purpose of the invention is not required that the
isolated sequences encode a functional ParG protein nor that a complete
coding region 1s isolated Indeed all that is required for the invention is that a
chimenc gene can be designed or produced based on the identfied or
isolated sequence of the endogenous ParG gene from a plant which Is
capable of producing a ParG inhibitory RNA Several altemative methods are
available to produce such a ParG inhibitory RNA molecule

[36] In one embodiment the ParG nhibitory RNA molecule encoding
chimenic gene s based on the so-called antisense technology In other words
the coding regton of the chimenc gene compnses a nucleotide sequence of at
least 20 consecutive nucleotides of the complement of the nucleotide
sequence of the endogenous ParG gene of the plant ceit or plant the
expression of which is targeted to be reduced Such a chimenc gene may be
conveniently constructed by operably linking a DNA fragment compnsing at
least 20 nucleotides from the isolated or identified ParG gene or part of such
a gene In inverse onentation to a plant expressible promoter and 3 end
formation region involved in transcnption termination and polyadenylation |t
will be immedhately clear that there 1s no need to know the exact nucleotide
sequence or complete nucleotide sequence of such a DNA fragment from an
isolated ParG gene
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[37] In ano?her embodiment the ParG inhibitory RNA molecule encoding
chimenc gene is based on the so-called co-suppression technology In other
words the coding region of the chimeric gene compnses a nucleotide
sequence of at least 20 consecutive nucleotides of the nucleotide sequence of
the endogenous ParG gene of the plant cell or plant the expression of which
is targeted to be reduced Such a chimeric gene may be conveniently
constructed by operably linking a DNA fragment compnising at least 20
nuclectides from the 1solated or identified ParG gene or part of such a gene
in direct orientaton to a plant expressible promoter and 3end formation
region involved in transcnptionltermination and polyadenylation Again it is not
required to know the exact nucleotide sequence of the used DNA fragment
from the isolated ParG gene

[38] The efficiency of the above mentioned chimeric genes in reducing the
expression of the endogencus ParG gene may be further enhanced by
inclusion of DNA elements which result in the expression of abemant
unpolyadenylated ParG inhibitory RNA molecules One such DNA element
suttable for that purpose i1s a DNA region encoding a self-splicing nbozyme as
described in WO 00/01133

[39] The efficiency or the above mentioned chimenc genes in reducing the
expression of the endogenous ParG gene of a plant cell may also be further
enhanced by including into one plant cell simultaneously a chimeric gene as
herein described encoding a antisense ParG inhibitory RNA molecule and a
chimenc gene as herein described encoding a sense ParG inhibitory RNA
molecule wherein said antisense and sense ParG inhibitory RNA molecules
are capable of forming a double stranded RNA region by base painng
between the mentioned at least 20 consecutive nucleotides as descnbed In
WO 99/53050

[40] As further descnbedin WO 99/53050 the sense and antisense ParG
inhibitory RNA regions capable of forming a double stranded RNA region may
be present in one RNA molecule preferably separated by a spacer region

V74
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The spacer region may comprise an intron sequence Such a chimenc gene
may be conveniently constructed by operably linking a DNA fragment
compnising at least 20 nucleotides from the isolated or identified endogenous
ParG gene the expression of which is targeted to be reduced in an inverted
repeat to a plant expressible promoter and 3 end formation region involved In
transcription termination and polyadenylaton To achieve the construction of
such a chimeric gene use can be made of the vectors described in WO

02/059294

[41] Anembodiment of the mvention thus concems a method for obtaining a
stress tolerant plant line comprising the steps of
- providing plant cells with a chimenc gene to create transgenic plant cells
wherein the chimeric gene comprises the following operably linked DNA
fragments
a plant-expressible promoter
a DNA region which when transcnibed yields a ParG inhibtory RNA
molecule compnsing a nucleotde sequence of at least 20
consecutive nuclectides of the nucleotide sequence of the ParG
gene present in said plant cell or
a DNA region which when transcnbed yields a ParG inhibitory RNA
molecule compnsing a nucleotide sequence of at jeast 20
consecutive nucleotides of the complement of the nucleotide
sequence of the ParG gene present in said plant cell or
a DNA region which when transcribed yields a ParG inhibitory RNA
molecule comprising a sense region comprsing a nucleotide
sequence of at least 20 consecutive nucleotides of the nucleotide
sequence of the ParG gene present n said plant cell and an
antisense region comprising a nucleotide sequence of at least 20
consecutive nucleotides of the complement of the nucleotide
sequence of the ParG gene present In sad plant cell wherein said
sense and antsense region are capable of forming a double
stranded RNA region compnsing said at least 20 consecutive

nucleotides
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a 3 end region invoived In transcniption termination and
polyadenylation
regenerating a population of transgenic plant lines from said transgenic
plant cell and
identrfying a stress tolerant plant line within said population of transgenic
plant hines

[42): As used(herein *mmpﬂsi;g" is to be interpreted as specifying the
presence of the stated features integers steps or components as referred to
but does not preclude the presence or addiion of one or more features
integers steps or components or groups thereof Thus e g a nucleic acid or
protem comprnising aisaquenoomfmucleohdes or amino acids may comprise
more nucleoﬂdbs o amlno:’neids than the actually: cited ones i1e be
embedded in g;\argeﬁ nudeic acdior protein A chimenc gene compnsing a
DNA region which is functionally or structurally defined may compnse
addtional DNA regions efc ' +

%
i

[43] It will thus be clear that the mmimum nuclectide sequence of the
antisense or sense RNA raglon of about 20 nt of the ParG coding region may
be compnsed within a larger RNA molecule varying in size from 20 nt fo a
length equal to the size of the target gene

4 .
[44] The mentioned antisense or sense nucleotide regions may thus be
about from about 21 nt to about 5000 nt long such as 21nt 40 nt 50 nt
100nt 200 nt 300nt 500nt 1000 nt 2000 nt or even about 5000 nt or larger

in length

[45] Moreover it is not required for the purpose of the inventon that the
nucleotide sequence of the used inhibitory ParG RNA molecule or the
encodng region of the chimenc gene 1S completely identical or
complementary to the endogenous ParG gene the expression of which is
targeted to be reduced in the plant cell The longer the sequence the less
stnngent the requirement for the overall sequence identity 1s Thus the sense
or antisense regions may have an overall sequence identity of about 40 % or

72
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50% or 60 % _or 70% or 80% or 90 % or 100% to the nuclectide sequence of
the endogenous ParG gene or the complement thereof However as
mentioned antisense or sense regions should comprise a nucleotde
sequence of 20 consecutive nucleotides having about 100% sequence identity
to the nuclectide sequence of the endogenous ParG gene Preferably the
stretch of about 100 % sequence identity should be about 50 75 or 100 nt

[46] For the purpose of this invention the "seguence identity” of two related
nucleotide sequences expressed as a percentage refers to the number of
positions in the two optimally alhgned sequences which have identical residues
(x100) divided by the number of positions compared A gap 1e a position in
an alignment where a residue is present in one sequence but not in the other
is regarded as a postton with non-identical residues The alignment of the two
sequences I1s performed by the Needleman and Wunsch algonthm
(Needleman and Wunsch 1970) Computer-assisted sequence alignment can
be conveniently performed using standard software program such as GAP
which is part of the Wisconsin Package Version 10 1 (Genetics Computer
Group Madison Wisconsin USA) using the default sconng matnix with a gap
creation penalty of 50 and a gap extension penalty of 3

[47] It will be clear that whenever nucleotide sequences of RNA molecules
are defined by reference to nucleotde sequence of comesponding DNA
molecules the thymine (T) in the nucleotide sequence should be replaced by
uracil (U) Whether reference is made to RNA or DNA molecules will be clear
from the context of the application

[48] It will also be clear that chimenc genes capable of producing inhibitory
ParG genes for a particular ParG gene wn a particular plant varety or plant
species may also be used to inhibit ParG gene expression in other plant
vaneties or plant species Indeed when sufficient homology exists between
the ParG Inhibitory RNA region and the ParG gene or when the ParG genes
share the same stretch of 19 nucleotides expression of those other genes

will also be down regulated
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[49] In view of the potential role of ParG in nucleic acid metabolism it may
be advantageous that the expression of the endogenous ParG gene by the
ParG inhibitory RNA s not completely inhibited Downregulating the
expression of a particular gene by gene silencing through the introduction of a
chimenc gene encoding ParG inhibtory RNA will result in a population of
different transgenic ines exhibiting a distnbution of different degrees of
silencing of the ParG gene The population will thus contain indvidual
transgenic piant ines wherein!the endogenous ParG gene Is silenced to the
required degree of siencing A person skilled in the art can easily identify
such plant ines eg by subjecting the plant lines fo a particular adverse
condition such a high hght intensity oxidative stress drought heat etc and
selecting those plants which perform satisfactory and survive best the
treatment

[50] As used heren the term "promoter” denotes any DNA which 1s
recognhized and bound (directly or indirectly) by a DNA-dependent RNA-
polymerase dunng nitiation of transcnpton A promoter includes the
transcnption intiation site and binding sites for transcnption intiation factors
and RNA polymerase and can compnse vanous other sites (e g enhancers)
at which gene expression regulatory proteins may bind

[51] The term regulatory region” as used herein means any DNA that 1s
involved tn dnving transcnption and controlling (ie regulating) the timing and
level of transcnption of a given DNA sequence such as a DNA coding for a
protein or polypeptide For example a 5 regulatory region (or "promoter
region™) 1s a DNA sequence located upstream (1e 5) of a coding sequence
and which compnses the promoter and the 5 untranslated leader sequence
A 3 regulatory region is a DNA sequence located downstream (1e 3) of the
coding sequence and which compnses suitable transcnption termination
(and/or regulation) signals including one or more polyadenylation signals

[52] In one embodiment of the nvention the promoter 1s a conshtutive
promoter In another embodiment of the mvention the promoter activity 1s
enhanced by external or intemal stimuls (inducible promoter) such as but not

13
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hmited to hormones, chemical compounds, mechanical impulses, abiotic or
biotic stress conditions. The activity of the promoter may also regulated in a
temporal or spatial manner (tissue-specific promoters developmentally

regulated promoters)

[53) For the purpose of the invention the promoter I8 a plant-expressible
promoter As used herein the wnm'plant-exprassible promotsr”, means &
DNA sequence whhh,w«qnpable'qr( &nﬂollmgn(lmﬁahng) tmriamption n:a:!
plant cell This includésiany ﬁmmoter of-plant ongin but also any promotar of
non-plant origin which is capable of directing u'anscnp*hon n a plant cell 1o
certain promoters of wral on bhcterlal‘origm such as the CaMV358 (Hapstér et
all. 19883 sthe, sULHSGR cibsibr virug”* promoter, No¥ ‘4 or N 7
(W09606932)3 oﬁﬁﬁiﬂﬂf*geh’ﬁ‘ prél‘mters% but alsostissue-spécific or organ- f
specific promotera J:;:l:ﬁ”dlﬁg#butinﬂtﬂlmuted to saad-sppclﬂt:"piomoters (e g
W089/03887) oruan-pnmrdla« pogﬁc pmmotem,(An et al 19986), stem-
specific pmmotersn(Kallerat‘alk.ngB) leaf specifit promoters; (Hudspeth et
al 1989) mes0phyl-8peolﬂé ifidhfiis (such as the light-nducible Rublsco
promoters)  rootspecific ’iﬁbmtbﬁs (Keller ot al 1989) tuber-spectfic
promoters (Keil et al 1989),rvaswlar¢ tssue specific promoters ( Peloman et
al 1080 ) stamen-selectve ‘promoters ( 'WO 88/10398 WO 92/13956)
dehiscence zone specific promoters ( WO 97/1 3865) and the like

E

L

[54] Methods for the Inlmd:cﬂon of chimeric genes into plants are well
known in the art and include Agrobacterium-mediated transformaton particle
gun delivery microinjection electroporation of intact cells polyethyleneglycol-
mediated protoplast transformaton electroporation of protoplasts liposome-
mediated transformation silicon-whiskers mediated transformation etc. The
transformed cells obtained in this way may then be regenerated into mature

fertile plants

[55] The transgenic plant cells and plant lines according to the invention
may further comprise climenc genes which will reduce the expression of
PARP genes as described m WO 00/04173 These further chimenc genes
may be introduced e g by crossing the transgenic plant lines of the current
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invention \\-ntll transgenic plants containing PARP gene expression reducing
chimenc genes Transgenic plant cells or plant lines may also be obtained by
introducing or transforming the clumenc genes of the invention into transgenic
plant cells comprising the PARP: gene expression reducing chimeric genes or
vice versa Altematively the PARP and PARG inhibitory RNA regions may be
encoded by one chimenc gene and transcnbed as one RNA molecule

[56] The chimenc genes of the invention (or the mhibitory RNA molecules
corresponding thereto) may also be introduced into plant cells in a transient
manner e g using the viral vectors such as viral RNA vectors as descnbed In

WO 00/63397 or WO 02/13964

[57] Having read this specification it will be immediately clear to the skilled
artisan that mutant plant cells and plant lines wherein the PARG activity 1s
reduced may be used to the same effect as the transgenic plant cells and
plant ines described herein Mutants n ParG gene of a plant cell or plant may
be easly identfied using screening methods known in the art whereby
chemical mutagenesis such as eg EMS mutagenesis is combined with
sensitive detection methods (such as eg denatunng HPLC) An example of
such a technique i1s the so-called “Targeted induced Local Lesions In
Genomes method as described in McCallum et al Plant Physiology 123 439-
442 or WO 01/75167 However other methods to detect mutations In
particular genome regions or even alleles are also availlable and include
screening of libraries of existing or newly generated insertion mutant plant
lines whereby pools of genomic DNA of these mutant plant lines are
subjected to PCR amplification using pnmers specific for the inserted DNA
fragment and pnmers specific for the genomic region or allele wherein the
insertion 1s expected ( see e g Maes etal 1999 Trends in Plant Science 4

pp 90 96)

[58] Plant cell ines and plant lines may also be subjected to mutagenesis
by selection for resistance to ParG inhibitors such as gallotannines  (Ying et
al (2001) Proc Natl Acad Sci USA 08(21) 12227 12232 Ying w
Swanson RA (2000) NeuroReport 11(7) 1385-1388

7y
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[58] Thus methods are available in the art to identify plant cells and plant
lines comprising a mutation in the ParG gene This population of mutant cells
or plant ines can then be subjected to different abiotic stresses and their
phenotype or survival can be easily determined Addrtionally the NAD and/or
the ATP content of the siressed cells can be determined and compared to
results of such determinations of unstressed cells In stress tolerant cells the
reduction of NAD content under stress condifions should when compared with
unstressed cells should be lower than for corresponding control celis

[60] It s also an object of the invention to provide plant cells and plants
containing the chimenc genes or the RNA: mélecules according to the
inventon Gametes seeds embryos erther zygotic or somatic progeny or
hybrids of plants comprising the chimeric genes of the present invention
which are produced by traditional breeding methods are also included within
the scope of the present invention

[61] The plants obtained by the methods descnbed herein may be further
crossed by traditional breeding techniques with other plants to obtain stress
tolerant progeny plants compnsing the chimenc genes of the present

invention

[62] The methods and means described herein are believed to be suttable
for alt plant cells and plants both dicotyledonous and monocotyledonous plant
cells and plants including but not limited to cotton Brassica vegetables
ollseed rape wheat com or maize barley alfalfa peanuts sunflowers nce
oats sugarcane soybean turf grasses barley rye sorghum sugar cane
vegetables (including chicory lettuce tomato zucchim bell pepper eggplant
cucumber melon omion leek) tobacco potato sugarbeet papaya
pineapple mango Arabidopsis thaliana but also plants used In horticulture
flonculture or forestry (poplar fir eucalyptus etc )

[63] The following non-hmiting Examples descnbe method and means for
increasing stress tolerance in plants according to the invention



[64] Unless stated otherwise in the Examples all recombinant DNA
techniques are camed out according to standard protocols as descnbed in
Sambrook et al (1989) Molecular Cloning A Laboratory Manual Second
Edtion Cold Spnng Harbor Laboratory Press NY and in Volumes 1 and 2 of
Ausubel et al (1994) Current Protocols In Molecular Biology Current
Protocols USA Standard materials and methods for plant molecular work are
described in Plant Molecular Biology Labfax (1993) by RDD Croy jointly
published by BIOS Scientific Publications Ltd (UK) and Biackwell Scientific
Publications UK Other references for standard molecuiar biology techniques
nclude Sambrook and Russell (2001) Molecular Cloning A Laboratory
Manual Third Editon Cold Spring Harbor Laboratory Press NY Volumes |
and || of Brown (1998) Molecular Biology LabFax Second Edition Academic
Press (UK) Standard matenals and methods for polymerase chain reactions
can be found in Dieffenbach and Dveksler (1995) PCR Pnmer A Laboratory
Manual Cold Spnng Harbor Laboratory Press and in McPherson at al (2000)
PCR - Basics From Background to Bench First Editon Spnnger Verlag
Germany

[65] Throughout the descnpton and Examples reference Is made to the

following sequences

[66] SEQ ID N°*1 amino acd sequence of the ParG protein from
Arabidopsis thaliana

[671 SEQ ID N2 amino acid sequence of part of the ParG protein from
Solanum tuberosum

[68] SEQ ID N°3 nucleotide sequence encoding the ParG protein from
Arabidopsis thaliana

[69] SEQ ID N°4 nucleotde sequence encoding the part of the ParG
protein from Solanum tuberosum

[70] SEQID N°5 nucleotide sequence of an oligonucleotide pnmer suitable
for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA fragment

[71] SEQID N 6 nucleotide sequence of an oligonucleotde pnmer suitable
for PCR amplrfication of part of a ParG protein encoding DNA fragment
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[73]

[74]

[7s]

[76]

[78]

[79]

[80]

(81]

[83]

{84]

.
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SEQ ID N°7 nucleotide sequence of an oligonuclectide primer suitable
for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA fragment
SEQ ID N°8 nucleotide sequence of an oligonucleotide pnmer surtable
for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA fragment
SEQ ID N°9 nucleotide sequence of the T-DNA vector containing the
ParG expression reducing chimenc gene based on the Arabidopsis
ParG gene sequence

SEQ ID N°10 amino acid sequence of conserved sequence 1 of PARG
proteins

SEQ ID N°11 amino acd sequence of conserved sequence 2 of PARG
proteins

SEQ 1D N°12 amino acid sequence of conserved sequence 3 of PARG
proteins

SEQ ID N°13 amino acid sequence of conserved sequence 4 of PARG
proteins

SEQ ID N°14 amino acid sequence of conserved sequence 5 of PARG
proteins

SEQ ID N°15 nuclectide sequence of the ParG protein from Oryza
saliva

SEQ 1D N°16 amino acid sequence of the ParG protein from Oryza
sativa

SEQ ID N° 17 nucleoctide sequence of an oligonucleotide primer PG1
suitable for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA
fragment

SEQ ID N° 18 nucleotide sequence of an oligonucleotide pnmer PG2
suttable for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA
fragment

SEQ ID N° 19 nucleotide sequence of an oligonucleotide pnmer PG3
suitable for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA
fragment

SEQ ID N° 20 nucleotide sequence of an oligonucleotide pnmer PG4
suitable for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA
fragment



[86]

[87]

(89)

[90]

L3

SEQIDN* 21 nucleotidersequence of an oligonucleotide pnmer PG5
suitable for PCR amplification of part of a ParG protein encoding DNA
fragment

SEQ ID N° 22 nucleotide sequence of an oligonucieotide primer PG6
suttable for PCR ampitfication of part of a ParG protein encoding DNA
fragment

SEQ ID N°23 nucleotideisequence encoding a ParG protein from Zea
mays

SEQ ID N°24 nucieotide sequence of a T-DNA vector compnsing a
chimenc gene capable of reducing PARG expression

SEQ iD N°25 nucleotide sequence of a T-DNA vector comprnising a
chimenc gene capable of reducing PARG expression

/6
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[91] Examgles

Example 1 Analysis of the influence of stress on energy production

[92]

193]

efficioncy of transgenic stress tolerant plant lines
containing PARP gene expresssion reducing chimeric

genes

Hypocotyls of transgenic Brassica napus plants compnising PARP gene
expression reducing chimeric genes as descnbed in WO 00/04173
were cultivated for 5 days on a growth medium Explants were then
transferred to liqud medium compnsing 30 mgh aspirin or
acetylsalicylic acid (resulting in oxidative stress conditions) for one day
In control experiments hypocotyls of non-transgenic Brassica napus
plants N90-740 were cultivated on the same growth medium and then
incubated for one day in liquid medium compnsing 30 mg/L aspinn In
addition hypocotyls of both the transgenic ines and the control line
were cultivated on the same growth medium without aspinn

Afier the cultivaton period the ATP content of 125 explants was
determined for each expenment Additionally the oxygen consumed n
3 hours by 125 explants was determined The results are summanzed
in Table 1 The standard error of the mean was less than 6% Whereas
the ratio of moles ATP per mg consumed oxygen m the control plants
decreased in the control plants when oxidative stress was applied the
same ratio in the stress tolerant transgenic plant lines actually
increased under stress conditions and was considerably higher (about
24%) than in the control plants The stress resistant transgenic lines
thus maintained an constant energy production efficiency whereas the
control lines exhibited an decreased energy production efficiency In
additon superoxide production expressed as a percentage of
superoxide production n control plants not subjected to the oxidative
stress did not increase In stress tolerant plants subjected to stress

conditions
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[94] Table 1 influence of stress on energy production efficiency of 5 days

cultured Brassica napus hiypocotyl explants

7Y

Plantline | Stress | molés ATP O, mglL moles ATP | Superoxide—
perd25 |consumed In mg production
explants 3 hrs by 125 | consumed
explants 02
N90-740 | None 124x10° | 206 | 419x7107 [ 100%
(control) | 30mglL. |~ 13:2x 107 5[ 408 325X107 | T67%
aspinn |
Transgenic None 93x10’ 233 [ 398x10"
ine 30mglL 11 4x10° 282 | 404x10" 0%
) asplnn : ,1

5ot
. o

[95] In another expenment the NAD+ and ATP content of 4 different

fo6]

transgenic Arabidopsis’ lines compnsing PARP gene expression
reducing chiméric gef‘i&?&* p\’Hescnbed in WO 00/04173 were

determined under high and Ioui Ilght condtions and compared to the
values obtained for a ngn transformed control line under the same
conditions The 4 differaht lines exhibited different degrees of stress
resistance as exhibitedie'g : by: their ability to withstand heat and/or
drought conditions The wa]ues obtained for the NAD and ATP contents
under high light stress are axprassed as a percentage of the values for
the NAD and ATP contents under low light conditions and are plotted

in Figure 2

The results show that high light stress leads to a significant NAD
reduction in control plant cells and in the transgenic plant ine which is
the least stress resistant. The more stress resistant the transgenic plant
ines are the less signicifant the NAD reduction Is under high hght
stress conditions
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In another expenment the NAD+ and ATP content of a segregating
population resulting from a cross between transgenic com lines
compnsing PARP gene expression reducing chimeric genes as
descnbed in WO 00/04173 and an untransformed com line were
determined under conditions of nutnent (nitrogen) depletion and
compared to the values obtained for a non transformed control line
under the same conditions Figure 3 is a graphic representation of the
of the obtaned results Hemizygous and azygous lines were
discniminated by venfication for the presence of the selectable marker
gene The NAD and ATP content was significantly higher I the
hemizygous stress tolerant piants than in the untransformed control

plants or the azygous plants

Example 2 Construction of ParG gene expression reducing chimeric

[98]

To reduce the expression of the PARG gene eg In Arabidopsis and
related plants a chimenc gene was constructed which 1s capable
expressing a dsRNA compnsing both a sense and antisense region
which can form a double stranded RNA Such dsRNA s very effective
in reducing the expression of the genes with which is shares sequence
homology by post-transcnptional silencing The chimenc gene
compnses the following DNA fragments

o A promoter region from Caulflower mosaic Virus (CaMV 35S)

o A DNA fragment compnsing 163 bp from the ParG gene from
Arabidopsis thaliana i direct orientation (Genbank Accession
number AF394690 from nucleotide position 973 to 1135)

o A DNA fragment encoding intron 2 from the pdk gene from Flavena

o The DNA fragment compnsing 163 bp from the ParG gene from
Arabidopsis thalana in inverted onentation (Genbank Accession
number AF394690 from nucleotide position 973 to 1135)

o A fragment of the 3 untransiated end from the octopine synthetase
gene from Agrobacterium tumefaciens
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[98] This chimenc gene was introduced i a T-DNA vector between the left
and nght border sequences from the T-DNA together with a selectable
marker gene providing resistance to the herbicide phosphinotncin

[100] To reduce the expression of the PARG gene eg In potatoes and
related plants a chimenc gene IS constructed which is capable
expressing a dsRNA compnsing both a sense and antisense region of
a cDNA seguence fromipotato that is capable of encoding a protein
having high sequence dentity with the N-terminal part of the
Arabidopsis PARG protein The chimerc gene compnses the following
DNA fragments.

o A promoter region from Cauliflower mosaic Virus (CaMV 35S)

o A DNA fragment compnsing a sequence of at least 100 bp from
ParG homologue from Solanum tuberosum In direct onentation
(Genbank Accession number BE340510)

A DNA fragment encoding intron 2 from the pdk gene from Flavena

o The DNA fragment compnsing the sequence of at least 100 bp from
ParG homologue from Sofanum tuberosum In inverted onentation
(Genbank Accession number BE340510)

e A fragment of the 3 untranslated end from the octopine synthetase
gene from Agrobaclenum tumefaciens

[101] This chimenc gene is1introduced 1n a T-DNA vector between the left
and nght border sequences from the T DNA together with a selectable
marker gene providing resistance to the herbicide phosphinotncin

Example 3 Analysis of transgenic plant lines compnsing ParG gene
expression reducing chimeric genes

[102] The chimerc genes of Example 2 are introduced nto Arabidopsis or
potato respectively by Agrobacterium mediated transformation
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[103] The populaﬁon of obtalned auﬁ‘mbamo lines is subjected to the following

stress conditions, togelﬁoi' wiﬂ;i control plants
[ d’ayi"(gl“ionhouaa) or hours (in vitro)

o Drought for a penod ofday;
o High light- wndlﬂons’for‘a‘géibd of days

'° "“‘"‘”“d"wonf?}? 3 ‘hf‘f‘“ ; ”é,.: ¢
o pii Jd&ﬂ{ﬂg qt v‘&%}r ﬁ%‘ 14 )
ey &t g
[104) Individual plant’ fines surwvmg w Ils the above mendioned stress

1

conditions are selected
A o
' [405] The NAD; 1; Bt gl ,.
determm

by Rawyler ot\uln(1BQ>Q)_Qw ;ﬁ!’hxmol 120 203-300 The assay was
used for the detennmétl‘oﬁ"’éf’ﬂ\e ATP content of hypocotyt explants
that were cultured:for 4-5“dhyg on A2S3 medium or 2 weeks oldlin witro

Pl Al ;manipulations are parformed: on

crushed ice unless otherwhise indicated

[107] ATP extraction

\

Freeze plant material with liquid nitrogen

e 100 hypocotyl explants

a  700mg Arabidopsis plants (roots + shoots) (about 32-37 18

days old C24 plants)

Put frozen hypocotyls in mortar and add 6ml of 6% perchlonc acid
Extraction can be done at room temperature using a pestle After
extraction put samples as soon as possible on ice
Centrfuge at 24 000g (Sorvall $S34 rotor at 14 000rpm) for 10min at

C‘\



4°C _
— - The supematant is neutralzed with 5M K.CO3 (add 350u1 of 5M K2CO3
to 3mi of supematant)
- KClO4 is removed by spinning as described above

{108] Quantitative bioluminescent determination of ATP

- The ATP bioluminescent assay kit from Sigma is used (FL-AA)

_ Dilute extract 6000 x (about 6 mL extract from which 100yl is taken that
is diluted 1000 times) The dilutions are made with the ATP assay mix
dilution buffer’ (FL-AAB) of the ATP bioluminescent assay kit

- The amount of light that is produced is measured with the TD 20/20
luminometer of Tumer Designs (Sunnyvale USA)

- Standard curve disolve ATP standard of kit (FL-AAS) in 10mi of water

(2x10°® moles)

[109] Quantificaton of NAD+ and NADH in plant tissues was performed
essentially as described by Karp et al (1983) or Filipovic et al (1999)
on the following plant matenal
Brassica napus 150 5-days cultured hypocotyl explants/sample
Arabidopsis 1000mg 18-days old in vitro grown plants (shoots +
roots)/sample (corresponds to +60 C24 plants)

[110] Assay solution
(A) For measuning NADH 25mM potassium phosphate buffer pH7
0 1mM DTT
3uM FMN (Fluka 83810)
30uM n-decanal (Sigma D 7384)

(B) For measunng NAD" + NADH
idem as for measunng NADH alone

+ 2ug/mL alcohol dehydrogenase (Roche 102 717)

[111] Extraction



- Freeze with liquid nitrogen

- Put frozen plant matenal in cooled mortar (cooled at —20°C) and add
5mL extraction buffer

- Grind matenal using a pestie

_ Centnfuge at 24 000g (Sorvall SS34 rotor at 14 000rpm) for 15 minutes
at4°C

- Take 1 mL of supematant for analysts

[112] Assay

NADH
- 390pL of assay solution A

- + 10yl extract
- +2ul NAD(P)H FMN oxidoreductase
-+ 100pL lucferase solution

NAD® + NADH
- 390yl of assay solution B

- + 10plL extract

- 2 minutes at room temperature

- +2uL NAD(P)H FMN oxidoreductase
-+ 100pL. luciferase solution

The amount of ight that is produced s measured with the TD-20/20
luminometer of Turner Designs (Sunnyvale USA)

NADH-standard
NADH stock soluton 1mM (7 1mg/{10mL H20)

NADH disodium salt Roche 107 735
Dilution senes in 10mM potassium phosphate buffer pH7 (10?) 5x1 03

2x10° 10° 5x10™
Add 10pL of dilutions in 390uL of assay solution A and perform reaction

Make standard curve

[113] Superoxide radicals production was measured by quantifying the
reduction of XTT as descnbed in De Block and De Brouwer (2002)

Plant Physiol Biochem 40 845 852
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[114] BRASSICA NAPUS

[115] Media and reacton buffers
Sowing medium {(medium 201)
Half concentrated Murashige and Skoog salts
2% sucrose
pH58
0 6% agar (Drfco Bacto Agar)
250mg/1 tnaciliin

Callus inducing medium A2SJ
MS medium 0 5gA Mes (pH 5 8) 3% sucrose 40mg/ adenine-SO,

0 5% agarose 1mgA24D 0 25mg/l NAA 1mg/l BAP 250mg/l
tnaciln
Incubation medium
25mM K-phosphate buffer pH5 8
2% sucrose
1 drop Tween20 for 25ml medium
Reaction buffer

50mM K-phosphate buffer pH7 4
1mM sodium 3 -{1-[phenylamino-carbonyl]-3 4-tetrazolium}-bis(4-

methoxy-6-nitro) = XTT (bts Germany catn 2525)
1 drop Tween20 for 25mli buffer

[116] Stenlizaton of seeds - pregermination of seeds - growing of the
seedlings Seeds are soaked in 70% ethanol for 2 min then surface-
sterilized for 15 min in a sodium hypochionte solution (with about 6%
active chlorine) containing 0 1% Tween20 Finally the seeds are
rinsed with 11 of stenle tap water Incubate seeds for at least one hour
in sterile tap water (to allow diffusion from seeds of components that
may inhibit germination) Seeds are put in 250mi erlenmeyer flasks
contamning 50mi of stenle tap water (+ 250mg/l tnaciin) Shake for

20
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[119]

[120]
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about 20 hours Seeds from which the radicle is protruded are put in
Vitro Vent containers from Duchefa containing about 125ml of sowing
medium (10 seeds/vessel not too many to reduce loss of seed by
contaminaton) The seeds are germinated at 124°C and 10-

30 Emnstein/s 'm? with a daylength of 16h

Preculture of the hypocotyl explants and mnduction of stress

12-14 days after sowing the hypocotyls are cut in about 7-10mm
segments

The hypocotyl explants (25 hypocotyls/Optilux Petridish Falcon S1005
Denmark) are cultured for 5 days on medium A2S3 at 25°C (at 10-

300Emstemn/s ‘m?) @®

XTT-assay
Transfer 150 hypocotyl explants to a 50mi Falcon tube
Wash with reaction buffer (without XTT)
Add 20mL reaction buffer + XTT
{(explants have to be submerged but do not vacuum infiltrate)
Incubate in the dark at 26°C for about 3hours
Measure the absorption of the reaction medium at 470nm

ARABIDOPSIS THALIANA

Media and reaction buffers O
N

Plant medium

Half concentrated Murashige and Skoog salts
B5 vitamins

1 5% sucrose

pH58

0 7% Difco agar

Incubation medium

10mM K phosphate buffer pH5 8
2% sucrose
1 drop Tween20 for 25ml medium

Reaction buffer

- — - —
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50mM K-phosphate buffer pH7 4

1mM sodium 3 {1-[phenylamino-carbonyl}-3 4-tetrazolium}-bis(4-

methoxy 6-nitro) = XTT (bts Germany cat n° 2525)

1 drop Tween20 for 25ml buffer

[121] Arabidopsis plants
- Arabidopsis lines control
lines to test
- Stenlization of Arabidopsis seeds
2min 70% ethanol
10 min bleach (6% active chlonne) + 1drop Tween 20 for 20ml
solution
wash 5 times with stenile tap water
Pregermination of seeds
In 9cm Optilux Petndishes (Faicon) containing 12mi stenle tap water
Low light overmight to 24 hours
- Growing of Arabidopsis plants
Seeds are sown in Intergnd Tissue Culture disks of Falcon (nr 3025)
-— contamning +125ml of; plant medium 1 seed/grid
Plants are grown at 24 C
30uEmnsten s 'm?
16hours light 8hours dark
__ for about 3 weeks (before bolting)

[122] XTT assay
Control condition (no stress)
_  Harvest shoots (roots included) from agar plates and put them directly

in a 50ml Falcon tubelcontaining reaction buffer (without XTT)

Stressed shoots
. Transfer shoots to 50mi Falcon tubes containing reaction buffer
(without XTT)
- Replace reaction buffer with buffer containing XTT (40mL/tube)



3%

- Shoots have to be submerged but do not vacuum infiltrate
- Incubate in the dark at 26°C for about 3hours
- Measure the absorption of the reaction medium at 470nm

[123] Quantfication of respiration by measuring oxygen consumption using a
Clark polarographic electrode was done in the following way

[124] Plant matenal
Brassica napus
150-200* hypocotyl explants
Cultured for 5 days at 25°C
(cfr protocol vigour assay)

* 150 explants error <10% 200 explants eror <6%

Arabidopsis
For C24 £+ 1000mg* in vitro plants (shoots + roots) (corresponds with
~50 18-days old plants)
Pregerminate seeds before sowing
Grow for 18 days at 24°C
(cfr protocol m vitro growth Arabidopis)

* for error <8%

[125] Incubation media
Brassica napus
25mM K-phosphate buffer pH5 8

2% sucrose
Tween20 (1 drop/25ml)

Arabidopsis
10mM K phosphate buffer pHS5 8

2% sucrose
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Tweenzg (1 drop/26ml)

Before use aerate (saturate with oxygen) medium well by stimng for at
least a few hours

[126]: Assay % !

- Put explants in,} OOmI:glass botﬂq (Schiott Germany) ﬁllbd with
incubation medium Put the sarhe weight of shoots in each bottle (+
700mg)

- Fill bottle to ove_rﬂowlhg andiclose tightly (avoid large air bubbles)

- Fillalsoa bnttl%,wltlmnwbaﬁon modIUm that:does not contain
explants (blanta) t

- Incubaté at'24°C atlowlightfor  3-4 hours (Brassica napus)

v . . 3hours (A@b:dops's)
- Shake gently dunnd,lhoilbhti,on (to avoid okygen-depletion of
medium around eﬁlﬁ;\;w b,
- Measure oxygen canoénﬁ‘atlbn (mgll) of incubation media using an
hand-held dissolved oxygen meter (Cyberscan DO 310 Eutech
Instruments Singapore)
- mg/l consumed oxygen = foxygen] blanco — [oxygen] sample

Example 5 Analysis of han';glinh plant lines comprising ParG gene
expression reducing chimeric genes

[127] The chimenc genes of Example 2 were introduced into Arabidopsis an
Nicotiana tabacum cv Petit Havana SR1 by Agrobactenum mediated

transformation

[128] Transgenic seeds were germinated on a medium containing MS
salts/2 B5 vitamins 15% sucrose pH58 and 07% Difco agar
Germinated seeds were subject to low light (photosynthetic photon flux
of about 30 pmol m ' s * for 14 to 18 days after which the light intensity
was increased about 6-fold (photosynthetic photon flux of about 190

2’2/
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pmol m’ s') After 1 day the NAD and NADH contents were
determined using the enzymatic cycling method (Karp et al (1983)
Anal Biochem 128 pp 175-180) A portion of the seedlings were
cultivated further under high hght condiions for about 3 to about days
after which the damage was scored Damage was visible as darkening
of the young leaves and shoot tip bleaching of older leaves and growth
retardation The results are summanzed in Table 1 for Arabidopsis and

in Table 2 for tobacco

[129] Table 1 Analysis of Arabidopsis (Columbia) iR indicates that some
dark pigmentation was observed ND not determined

High light NAD+NADHR % 11 Creducmyg—
tolerance content in 1 gram capactty vs
of issue (10°yM) control
Non-transgenic control S 173 T00
| Transgenic line 9 R 282 ND———
Transgenic line 10 R 317 ND
Transgenic line 11 +R 26 5 ND
Transgenic line 12 S 194 ND
Transgenic Iine 26 R 332 55
Transgenic line 27 S 213 100
Transgenic line 28 iR 265 75
Transgenic ine 29 S 177 102
Transgenic line 30 R 283

o —— — R T —— e —



[130] Table 2 Analysis of Nicotiana tabacum cv Petit Havana SR1 iR
indicates that some dark pigmentation was observed R/S indicates tha

the resistance phenotype was not very clear

High hight % 11C-reducing
tolerance capacity vs
control
' Non fransgenic control S 100
 Transgenic line 1 " RS 88
Transgenic line 2 iR 9
Transgenic line 3 R 53

[131] There is a positive comelation between the resistance to high light
stress In the transgenic plants and the NAD+NADH content of the cells
An nverse comelation can be seen between TTC reducing capacity

and high light tolerance

Example 6 Construction of ParG gene expression reducing chimeric

genes suited for use in cereal plants

[132] To reduce the expression of the PARG gene e g in cereals such as
rice or com (maize) and related piants a chimeric gene s constructed
which 15 capable expressing a dsRNA compnsing both a sense and
antisense region of nucleotide sequence from rice that is capabie of
encoding a protein having high sequence identity with PARG protein
encoding nucleotide sequences The chimenc gene compnses the
following DNA fragments
o A promoter region from Cauliflower mosaic Virus (CaMV 35S)

o A DNA fragment compnsing a sequence of at least 100 bp from
ParG homologue from Oryza satva (SEQ ID No 15) in direct
onentation

o A DNA fragment encoding intron 2 from the pdk gene from Flavena

&3
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o A DNA fragment oqmprlalng a sequence of at least 100 bp from

ParG homologue from Oryza sativa (SEQ ID No 15) in inverted
orientation .

i

A fragment of:the 3';]‘yq‘lrhnalatadie'nd%ﬁ'om the octopine synthetase

gene from Agrobacterium tumefaciéns

[433], This chimeng genejlsflngbdw I @Tmm’vamr. betiooh the lef

» and ngmmorcl g =1

ff",.m)a)"l';-DNA‘.f mgemgrswl&(va seleqablai

marker gene pmdan resustan’ds to'eg thelerbicide phosphinohcm

[134]; To reduce th_pi_ I”resélbn of“‘tha PARG gene eg in ceraals such as

l-

[139]

OOOOQ

enoodmgs hud&aﬂdqs“, :ﬁgnm The ohinﬁric gene ,comprises the

ncodlngi_’as:ﬁutoln shavigigit

Ry ﬁ*&lﬁm ﬁnﬁh‘a’tdiimarlc*géne & cshetructed:
sale ‘Rﬁh compriﬂng buth a sense and’
o "ana 'fiat 1s capable oft

& w .J

i

onentation A |
A DNA f;agmenben g
A DNA fragment cotﬁ%%‘ih fgca sequence of at least 100 bp from
ParG homologue from Zea mays (SEQ ID No 23) in inverted
onentation

A fragment of the 3 untranslated end from the octopine synthetase
gene from Agrobactenum tumefaciens

This chimeric gene is Introduced In a T-DNA vector between the left
and nght border sequences from the T-DNA together with a selectable
marker gene providing resistance to e g the herbicide phosphinotncin
The nucleotide sequence of two examples of such T DNA vectors

' win AAEamm Besife & .
P A e i R L R i -
— R —— — -
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comprising two different chimenc gences as described in the previous
paragraph is represented in SEQ ID Nos 24 and 25

Example 7 Analysis of transgenic plant lines comprising ParG gene
expression reducing chimeric genes

[136] The chimeric genes of Example 6 are introduced into nce or com
respectively by Agrobactenum mediated transformation

[137] The population of obtained transgenic lines 1s subjected to the following
stress conditons together with control plants
o Increased heatfora penod of days (greenhouse) or hours (in witro)
o Drought for a penod of days
o High light condttions for a penod of days
o Nutnent depletion

[138] Individual plant lines surviving well the above mentioned stress
conditions or at least one thereof are selected

[139] The NAD content and ATP content for the above mentioned plants 1s
determmed under control and stress conditions



Claims

1 A method to produce a plant tolerant to stress conditions comprising the
steps of
(a) providing plant cells with a chimeric gene to create transgenic plant
cells said chimenc gene compnsing the following operably linked DNA:
fragments
(i) a plant-expressible promoter
(n) a DNA region which when transcribed yields an ParG inhibitory

RNA molecule
‘) a 3 end region involved N transcnption termination and

polyadenylation
(b) regenerating a population of transgenic plant lines from sad

transgenic plant cell and
(c) identifying a stress tolerant plant ne within said population of

transgenic plant lines

2 The method according to clam 1 wherein said parG Iinhibitory RNA
molecule compnses compnsing a nucleotde sequence of at least 20
consecutive nuclectides of the nucleotide sequence of the ParG gene present

in said plant cell

3 The method according to clam 1 wherein said parG inhibitory RNA
molecule is comprnses compnsing a nucleotide sequence of at least 20
consecutive nucleotides of the complement of the nucleotide sequence of the

ParG gene present in said plant cell

4 The method according to claim 2 or 3 wherein said chimenc gene further
comprises a DNA region encoding a self-splicing nbozyme between said DNA
region coding for said parG inhibitory RNA molecule and said 3 end region

5 The method according to clam 1 wherein sad parG inhibitory RNA
compnses a sense region compnsing a nucleotide sequence of at least 20
consecutive nucleotides of the nucieotide sequence of the ParG gene present

L)
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in said plant cell and an antisense region compnsing a nucleotide sequence of
at least 20 consecutive nucleohdes of the complement of the nucleotide
sequence of the ParG gene present in said plant cell wherein saxd sense and
antisense region are capable of forming a double stranded RNA region
compnsing said at least 20 consacutive nucleotides

6 The method according to any one of claims 1 to 5 wherein said stress
conditions is selected from heat drought nutnient depletion oxidative stress
or high ight conditions

7 The method according to any one of claims 1 to 6 compnsing further
crossing said transgenic plantiline with another plant line to obtain stress

tolerant progeny plants

8 A method to produce a plant tolerant to stress conditions compnsing the
steps of
(a) isolating a DNA fragment of at least 100 bp compnising a part of the
parG encoding gene of said plant
(b) producing a chimenc gene by operably iinking the following DNA
fragments
() a plant expressible promoter region
() sad isolated DNA fragment compnsing part of the parG
encoding gene of said plant in direct orientation compared to the
promoter regton
(m) said solated DNA fragment comprising part of the parG
encoding gene of said plant in inverted onentation compared to the
promoter region
(v} a 3 end region involved n transcripton termination and
polyadenytation
(c) providing plant cells with said chimenc gene gene to create transgenic
plant cells
(d) regenerating a population of transgenic plant lines from said

transgenic plant cell and
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(e) dentifying a stress tolerant plant line within said population of
transgenic plant ines

9 A DNA molecule comprising
() aplant-expressible promoter
() a DNA region which when transcribed yields a ParG inhibitory
RNA molecule
Wy a 3 end region nvolved in transcnption temmination and
polyadenylation

10 The DNA molecule according to claim 9 wherein sad DNA region
compnses a nucleotide sequence of at least 21 to 100 nucleotdes of a
nucleotide sequence encoding a protein compnsing the amino acid sequence
of SEQ ID No 1 2 or 16 or at least 24 to 100 nucleotides of a nucleotide

sequence of SEQID 3 4 150r23
11 A plant cell compnsing the DNA molecule of claim 9 or 10
12 A plant consisting essentially of the plant cells of claim 1

13 A process for producing stress tolerant plants compnsing the step of
further crossing a plant of claim 12 with another plant

14 Seeds and propagating matenal of a plant according to clam 12
compnsing the chimerc gene of claim 9 or 10

15 Plants obtainable or obtained by the process of claim 8

16 A method to produce a plant tolerant to stress condttions compnsing the

steps of
(a) providing plant cells with a chimenc gene to create transgenic plant
cells said chimenc gene compnsing the following operably linked DNA
fragments
)] a plant-expressible promoter
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(1) 2 DNA region which when transcribed yieids an ParG inhibrtory
RNA molecule said DMA region compnsing a nucleotide sequence
of at least 21 to 100 nucleotides of a nucleotide sequence encoding
a protein comprising the amino acid sequence of SEQIDNo 1 2 or
16 or at least 21 to 100 nucleotides of a nucleotide sequence of

* SEQID3 4 150r23

(m) a 3 end region involved in transcnption termination and
polyadenylation

(b) regenerating a population of transgenic plant hnes from said
transgenic plant cell and

(c) dentfying a stress tolerant plant lne within sad population of
transgenic plant lines

17 A method to produce a plant tolerant to stress conditions comprising the
steps of

(a) subjecting a plant cell line or a plant or plant line to mutagenesis

(b) identifying those plant cells or plants that have a mutation In an

endogenous ParG gene
(c) subjecting the identified plant cells or plants to stress conditions
(d) identifying plant cells or plants that tolerate said stress conditions better

than control plants

18 A method to produce a plant tolerant to stress conditions compnsing the

steps of
(a) selecting a plant cell line or a plant or plant line which 1s resistant to a

ParG inhibitor

(b) dentfying those plant cells or plants that have a mutation Iin an
endogenous ParG gene

(c) subjecting the identrfied plant cells or plants to stress conditions

(d) identifying plant cells or plants that tolerate said stress conditions better

than control plants

19 A stress tolerant plant cell or plant comprsing a mutation n an

endogenous ParG gene
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<400> 1
Met Glu Asn Arg Glu nsb'imu
1 5
val Ile Arg Ser Ser s'e:.-_j L
20 SR LR p
Leu Lys Ala Met Ser G;f.u_;!?iyf SiEeyLe Ber G_,lnt"‘Val‘ p Ser Gly
35 o I a3 - ,- A .. .
Glu Val Leu Arg Gln Ala Ile Phe Mp Het Arg Arg Ser Leu Ser Phe
50 55
Ser Thr Leu Glu Pro Ser Ala ‘an'bilmp{:’gﬁ '.'l‘yr Aia Phe Leu Phe Asp
65 70 80
Glu Leu Ile Asp Glu Lys Glu Ber LyB M‘QI'&TD Phe Asp glu Ile Ile
8s 2 e 95
Pro Ala Leu Ala Ser Leu Leu;LeWrin PHeioro ser ‘I.eu Leu Glu Val
100 PO *ﬁ.." oy ; v
His Phe Oln Asn Ala Asp ABH:¥ie"Vaiig® f—'ff Ils Lys Thr Gly Leu
115 “120 < 'O
Arg Leu Leu Asn Ser Gln Gln Ala Gl¥ Ile Val Phe’Leu Ser Gln Glu
130 135 140
Leu Ile Gly Ala Leu Leu Ala Cys ger Phe Phe Cys Leu Phe Pro A8D
145 150 155 160
Asp Asn Arg Gly Ala Lys His Leu Pro Val Ile Asn Phe Asp His Leu
165 170 175
Phe Ala Ser Leu Tyr Ile Ser Tyr Ser Gln Ser Gln Glu Ser Lys Ile
180 185 190
Arg Cys Ile Met His Tyr Phe Glu Arg Phe Cys Ser Cys val Pro Ile
185 200 205
Gly Ile Val Ser Phe Glu Arg Lys Ile Thr Rla Ala Pro Asp Ala AsSp
210 215 220
Phe Trp Ser Lys Ser Asp Val Ser Leu Cys Ala Phe Lys Val His Ser
225 230 235 240
Phe Gly Leu Ile Glu Asp Gln Pro Asp Asn Ala Leu Glu val Asp Phe
245 250 255
Ala Asn Lys Tyr Leu Gly Gly Gly Ser Leu Ser Arg Gly Cys Val Gln
260 265 270
Glu Glu Ile Arg Phe Met Ile Asn Pro Glu Leu Ile Ala Gly Met Leu
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Phe
Glu

305
Gly

Phe
Phe
Glu
385

Leu

Val

Thr
Ala
465
Ser
Thr
Met

Gly

Ile
545

<210>

Leu
290
Arg
Glu
Arg
Lys
Leu
370
aly
Leu
Glu
val
Gly
450
Thr
TYyr
Lys
Met
Phe

530
Gln

<211>

<212>
<213>

<400>

275
Pro

Phe
Tyr
Ile
Asp
e 113

Asn

Asp

Met
Glu
435
Asn

Ile

Trp
Leu
515
Phe

Pro

2

169
PRT
Solanum tuberosum

2

Met Glu Asn

1
Cys

Leu

Leu

Lys

Gln Val

50

Pro Asp

65

Phe Asp

val Val

Glu Ala

Arg
Ala
35

Leu

Ser

Asp

Pro

His
115

Arg
Ser
Ile
val

340
Ile

Cys

Asn

Asn
420
Gly

Trp

Gln

Ile
S00
Glu
Ser

Pro

Met
Cys
ABp

325
Ala

Cys
Ser
Glu

Glu
405

val

Gly

Phe
485
Leu

Trp

Asp
310
Lys
Ile
Leu
Lys
Ile
390
Thr
Glu
ABp
Cys
Leu
470
Qly
Ser

Ser

Leu

Arg Glu Asp

Ser
20

Leu
Phe

Ser

Leu

Lys

100

TYyr

5
Ser

Ser

Leu

Ile

Ile

85

Met

Glu

Ser
Glu
Ala
Ser
70

Pro

Ala

Lys

ABpD
295
Thr

Lys

Asp

Ala
375
Gln
Thr
Lys
Asn
Gly
455
Ala
val

His

Leu
535

val
Leu
Gly
Ile

55
Ser

Arg

Asp

Ala

280
Asn

Gly

Ala

360
Trp

Leu
Ala
Pro
Glu
440
val
Ala
Glu
Lys
Gln

520
Pro

Lys
Phe:
Pro
40

Ser

Se~

ABD

Leu

Asp
120

Glu
TvVE
Met
Leu
345
Glu
Glu
val
Ser
Ala
425
‘up
Phe
Ser

Ala

Trp
505

Ser

Ser
Trp
25

His
Asp

Ala

Glu

Leu

105

Gly

Ala
Ala
Asp
330
Cys
Ile

Eis

His
410
Asn
His
Gly
Gln
Leu
490
Thr

Leu

Leu

Ile
10
Pro

TYyr
Ile
Ser
Ala
90

Leu

Gly

Ile
Ser
315
Pro
Thr
Asn
Gln
ABn
395
Aan
Glu
Gly
Thr

475

val

Leu
FPro

Ser

Asp
75
val

Arg

Ile

Page 2

Glu
300
Ser
Phe
Pro
Lys
Asn

380
aly

Leu
Asp

Asp
460

Gly

Lys

Thr
540

Pro
Leu

Asn

60
Gly

Lys

Leu

val

285
Ile

Phe
Lys
Lys
Ala

365
Ile

Arg
Pro
Ile
Asp

445
Pro

Leu
Asp
Gln

525
Thr

Phe
val
val
45

Ser

Phe

Trp

Pro

Lys
125

val

Met
350
Leu
Phe

Asp

430
Gly

Glu
Pro
Asp
Leu
510
Thr

Asn

Leu
val
30

Asn

Leu

Ser

Phe

Ser

110

Gly

Gly

Phe

335

Cys
Met
Ser
ABn
415
ASp
Val
Leu
Phe
Gln
495
Trp

Ser

Lys

Pro
15

Glu
Ser
Ser
Leu
Lys
95

Leu

val

Ala
Ala
320
His
Gly
Asp
aly
400
A8Sp
Phe
Ala
Lys
Ile
480
val
Asn

val

Ala

val
Ala
Gly
Leu
Leu
80

Glu

Leu

Asn
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Thr Gly Leu Arg Leu Leu

130

Ser Gln Glu Leu Val Gl

145

135

150

155

Ser Leu Pro Met Ile Glu val Ser Val

<210> 3

<211> 1647
<212> DNA
<213>

«400> 3

atggagaatc
tcgtegectgt
tctcacagcce
tecttatett
gaattgattg
agcttacttc
gttagtggaa
ctcagccagg
gataatagag
tatataagtt
aggttttget
cctgatgctyg
tttgggttaa
ctcggaggtyg
cctgaattaa
atagttggtg
ggtgagtaca
gcaattgatg
gaaattaata
atattcatgg
cttctgegta
agagaaaagc
gatcatgaag
ccagagctaa
tcatattaca
cttteccata
aggctctaca
accaacaaag

<210> 4

<211> 598
<212> DNA
<213>

<400> 4

gcaatggaga
tcatcttcte
cctcattaca
aattcccttt
ttatttgatg
aaaatggcgg
gatggtggaa
ggcattgttt
tattccetac
attgaagtgc

165

gcgaagatcet
attggcegece
aagttgactc
tctctactcet
atgagaaaga
tacagtttce
tcaaaaccgy
agttgattgg
gtgcaaaaca
atagtcaaag
cctgegtgec
atttetggag
ttgaagatca
gttecctaag
tcgctggeat
cggaaagatt
ttgacaaaaa
cattatgtac
aggcactatg
atgaaggaga
cagaaactac
ctgctaacaa
atgatggtgt
aggctacgat
cctttggagt
aatggactgt
agcaaaccag
ctatccagec

atagagaaga
ttttctggce
gcaatgttaa
cactacctga
atttaattcc
atttgctatt
ttgttaaagy
tcctcagtca
caatgataga
attcttecact

Arabidopsis thaliana

taactcaatt
gcgtgtggty
aggagaggtt
cgagccatct
atcaaagaga
atctctgtta
tcttegtttg
agctcttctt
ccttocagte
tcaagaaagc
tattggtatt
caagtctgac
acctgacaat
tagagggtgc
gcttttetty
ttcatgttac
ggcaatggat
accgaagatg
tggettttta
taatgaaatt
tgecgtcacac
tcttatcaga
cgcgacaggg
acaatggctt
agaggcactc
tggagatctg
tgttggcttc
gccttga

Solanum tuberosum

cgtgaagtca
gcecgetagtt
ctccggccaa
ttcttcaatt
tagggatgaa
geggttgeet
agtcaacact
ggaattagtc
ggtatctgta
attttgagag

cttcecgtace
gaggcgttaa
ctacggcaag
gcttcetaaty

tggttbgatg,

gaagtgcatt
ttaaattccc
gcatgctctt

atcaactttg:atcatttgtt;

y Ala Leu Leu Ala Cys Ser Phe Phe Cys

ttccacttgt
aggcaatgtc
ctattttcga
getacgeatt
agattatccc
tccdaaatge
aacaagctgg
tcttttgttt

Glu Ser Gln Gln Pro Gly Ile Val Phe Leu
140

TYyT
160

aattcgttcg
tgaaggacca
tatgagacga
tetetttgac
agcattggcg
tgataatatt
cattgtttte
gtttcecggat
tgcaagcett

aagataagaﬁ,gtattatgcagbtactttgaa
gtttcatttg; aacgcaagat

gtttetottt
gctctcgaag
gtgcaggaag
cctcggatgg
acagggtatg
cctttcaaaa
agacacttta
aattgtagca
cagcttgtce
cgaactccac
gatttttatg
aattggggat
gctgettece
cgaaacctag
tggaacatga
tttecttgge

atccttcect
gttgaagcac
gtcctettce
tcetcttctg
gctgttaaat
tcettattgg
ggtecttcget
ggtgctettce
tgatcagtat
gattggctca

Page 3

gtgcatttaa
tggactttgc
agatacgctt
atgacaatga
catcttcgtt
ggcgaagaac
aagatatatg
aggcttggga
gaaacgygcag
taaatgatgt
tggaaggagt
gtggtgtttt
agactcgaag
atcaggtgac
tgttagaata
tacttccatc

ttttgceggt
tgaaagcect
tcgecaatcte
cttcagacgg
ggttcaaaga
aggctcacta
tattggaatc
ttgcatgtte
gacgagaaat
ttgatacctg

taccgetgcet
ggttcactct
aaacaagtat
catgattaac
agctatagaa
tcggtttget
cagaattgtt
tcttttaagg
gcaccagaat
agattctggt
tgagatgaat
tgataacgag
tggaggagac
accatttata
gaagtggatt
ttectgctcaa
tctagctacce

gtgtctecga
ctctgaaggcC
cgacattegg
attttetcte
agtggtgccg
tgagaaggct
acaacagcct
cttettttgc
ttgaaaataa
cgggctac

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1647

60
120
180
240
300
360
420
480
540
598




<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

5

a7

DNA

Artificial Sequence

oligonucleotide primer ParGAtl
5

ggatcccctg caggacaaaa aggcaatgga tccttte

<210>
<211>
<212>
«<213>

<220>
<223>»
<400>

6

9

DNA

Artificial Sequence

oligonucleotide primer ParGAt2
6

gcacgaattc gecggccgegg tgctcccaag ccttgctac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

7

39

DNA

Artificial Sequence

oligonucleotide primer ParGstl
7

ggatcccctg caggctcact atgagaaggc tgataggtyg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

8

43

DNA

Artificial Sequence

oligonucleotide primer ParGst2
B

gcacgaattc gcggecgegt catactgatc atacagatac ctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

9

13466

DNA

Artificial Sequence

nucleotide sequence of pTVE428

misc_feature
(198) (222)
Right T DNA border

misc_feature
(983) (273)

1 ocs (3 untranslated end of octopine synthase gene)

misc_feature
(995) (1155)
part of poly (ADP ribose) glycohydrclase

Page 4

30

37

39

39

413



S

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
221>
222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 9

agattcgaag
cattccgegc
acttgtccgg
cttattcaca
cggtaccccyg
caaaattcgc
tcatttggag
tacccggecyg
gccaatactce
tcagtgaacq
tgaaatttga
tttaaaattg
gatgtcgcta
agtagtaggg
acgggtgata
ctcaggtttt
tctecgecatat
ggcgaagaac
aagatatatg
aggcttggga
agatcaatga
aattcattta
aaattaataa
ttatattagc

misc_feature

(1929)
intron 2 from the Pdk gene of Flaveria

{1188)

misc_feature
(2123)
part of poly (ADP-r1bose) glycohydrolase

{1962)

misc_feature
{3476)
158 promoter region £

(2131)

misc_feature
{(3948)
3 untranslated e

{3737)

misc_feature
{4521)
bar coding region

{3970)

nisc_feature
(6247)
PSSulra promoter region

(4522)

misc_feature
(6415)
left border region of T

{6439)

cteggtcceg
tcaagatggc
tgaaatgggc
cgcgacaaat
gaattaagct
cctggaccceg
cccacataca
ccgtgctgga
aacttcaagg
ttattagttc
ataagattta
gatttgtaat
taaacctatt
tacaatcagt
tattcattag
ttacaacgtg
ctcattaaag
cagaattgtt
tettttaagg
gcaccatcga
taacacaatg
attaatagtc
gaatgttgat
attagattat

tgggtgttct
ttcccectegg
tgcactccaa
tacaacggta
tgeatgcetg
cccaacgatt
ccaaaaaaat
ccgggttgaa
aatctcaccc
gcegetoggt
tgtaatcagt
aataaaacgc
cagcacaata
aaattgaacyg
aatgaaccga
cacaacagaa
caggactcta
gcaattgatg
gaaattaata
tttcgaaccce
acatgatcta
aatccattta
tgaaaataat
gttttgttac

gtcgtetcgt
cagttcatca
cagaaacaat
tatatcctge
caggtcctgce
tgtcgtcact
gctgecataat
tggtgcccgt
atgegegeeg
gtgtcgtaga
cttttaggtt
aattgtttgt
tattgtttte
gagaatatta
aaccggcggt
ttgaaagcaa
gagacaaaaa
cattatgtac
aggcactatg
agcttcccaa
tcatgttacc
gaagttaata
actatataaa
attagattac

Page 5

tgtacaacga
gggctaaatc
caaacaaaca
cagtactcgg
tgagcctcga
gtcaaggttt
tctcocggggea
aactttcggt
gcggggaacc
tactagcccec
tgaccggttc
tattgtggceg
attttaatat
ttcataaaaa
aaggatctga
atatcatgcg
ggcaatggat
accgaagatg
tggettttta
ctgtaatcaa
ttgtttattc
aaactacaag
atgatagatc
tgtttctatt

rom Cauliflower Mosaic Virus

nd of gene 7 from Agrobacterium tumefaclens

DNA of Agrcbacterium tumefaciens

aatccattcc
aatctagccg
tacacagcga
ccgtcgaccyg
catgttgtceg
gacctgcact
gcaagtcggt
agagcggacg
ggagttccet
tggggcettt
tgccgetttt
ctctatcata
tgtacatata
tacgatagta
gctacacatg
atcataggcg
cctttcaaaa
agacacttta
aattgtagca
tccaaatgta
atgttcgact
tattatttag
ttgegetttg
agtttgatat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440




tatttgttac
gaatttctaa
tttaattata
tttttactat
atgattaaaa
aaataatata
ttttacatta
taacaactat
gaaaaaagaa
acaatttaaa
gtgtctcatc
gaaaggatce
tatatagagg
gagatgtcac
atgetcectcy
atagcetttc
ctttcgatga
ctttgttgaa
gagtagacca
cgtaaaagac
atttgaatct
tccaatctct
agtacttctg
tcttttgact
cgggtagatc
attetttetg
accttcacct
ctcecggggea
cgtgagccag
cttgagttga
gtacgcgtca
gggaacgccyg
accgttatac
aggagcaact
ccgctegacyg
ctcggtacce
ttcgactcta
tctcgaactc
gtagatgtta
agtcaggtat
atatttcaat
tattatgtgt
cgcgtgagat
gtccagetge
catgcegegg
cccgatgaca
gtagagcgtg
ggccecgtccag
ctegecgtece
cgtccactcece
gtggttgacg
cgggegtegt
gtgctttggt
agggtctagg
ggatatgtgt
agacccttat
tatcgttate
ctggtggact
tacctttttt
ggaaattttt
tttttttecat

tttagettgt
caaaatattt
taataaacta
agtattttat
caaatattaa
cttactetcea
ctatgttgtt
attattataa
aataattatt
aagccacata
ttcggtgtac
attgectttt
aagggtcttg
atcaatccac
tgggtgggdg
ctttatcgca
agtgacagat
aagtctcaat
gagtgtcgtg
tctgtatgaa
tagactccat
attacttgce
atcttgagaa
gcatctttaa
gtcttgatga
aaattgaaga
tcegaacttce
aaggagatct
tgggcttttt
gcttctecett
gctgetgetc
tttgttgccg
acaacgtagt
gtgctgttaa
agcgcgccga
aaacgcggcce
gaggatccca
ggcegtegaa
attcccatct
tatagtccaa
aactgattat
aatacataaa
cagatctcgg
cagaaaccca
ggggcatatc
gcgaccacge
gagcccagtce
tcgtaggcegt
acctcggcga
tgeggtteoct
atggtgcaga
tctgggtcca
catctatata
atacatgaga
gaggttaatt
cggcttgaac
tatgagtgaa
taggcecttte
ttaccttgga
gaatttgtac
ttaaaagcaa

tatttaatat
attaactttt
ttaatcataa
cattgatatt
tgctagtata
acttttatet
tatgtaaaca
tcatactaat
tccttaccaa
gtgcettatt
ataatgcatc
tgtcctcgag
cgaaggatag
ttgectttgaa
tccatctttyg
atgatggcat
agctgggcaa
agccctttgg
ctccaccatg
ctgttcgcca
gcatggectt
ttggtttatg
atatgtcttt
ccttettggy
gacctgetgce
ggctaacctt
ttcctagate
cttttgyggc
gctttggtag
tggggatgaa
ttgcctetgt
cctttgtaca
agttgatatg
gctcagattt
tatcgcgate
gcaagctata
attcccatge
cteggecgte
tgaaagaaat
gcaaaaacat
atcagetggt
ttgatgatat
tgacgggcag
cgtcatgcea
cgagegectce
tcttgaagcc
ccgtecegety
tgcgtgectt
cgagccagdg
geggeteggt
ccgeceggeat
ttgttcttct
taatgataac
ttcaagtgga
ttacttggta
cgctggaata
attgtgtjat
cttatgggga
tttagttaat
tgctaaatgc
aatttgcctt

tttgtttatct gataaattac

saactaaaat
aaaaatatta
taattcatca
tcatcttaca
tcttcgtett
atatatttat
taacatcact
gctggggtac
aatttcectt
aattgcaaca
cgtgtcetct
tgggattgtg
gacgtggttg
ggaccactgt
ttgtaggagce
tggaatccga
tcttctgaga
ttgacgaaga
gtettcacgg
agattcagta
aagcaagcct
ctectgtgtte
aaggtatttyg
gtaggcctet
ctcattatca
gtaaagatag
tggatcactg
gcttgttagg
gttcaacctg
aatagtggca
accccagtca
agggtgttga
ttgtgggatt
gecccegggeeg
acttcgtata
atggagtcaa
gagtacatgg
atagtttaaa
aaatttattg
acattgcegt
agctagctta
gaccggacgg
gtteccgtge
gtgcatgcgce
ctgtgcctce
gtggcggg9yg
ccaggggecc
atagcgctec
acggaagttg
gteccgecteg
ttactcttty
aacaatgaga
ctaggatcta
acggccacaa
atgccacgtg
ggtggagtgg
atttatatctt
atataatggt
ataagattag
ttactagaat
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atttagtaat
ttttaattta
aaccagctag
tgttcgatca
acacatcact
aaattatttt
taactatttt
eggtgctecc
amaagacata
attctggtte
ccaaatgaaa
cgtcatcect
gaacgtctte
cggcagagag
caccttectt
ggaggtttcc
ctgtatcttt
ttttecttett
cgagttctgt
ggaactacct
tgaatcgtcc
ttgatgcaat
atctcectgga
ctaaccatct
gtggtgaaca
aggaaatcgt
ctgggeccttt
gccttagcaa
tctgtttget
aatttettgt
tcgtatatac
atacccgatt
ggaattaatt
gccatttaaa
gcatacatta
agattcaaat
tcgataagaa
tatttattga
atgcaagttt
agatgaaaga
gctcateagg
ggcggtacceg
ttgaagccgg
acgctcgggt
agggacttca
gagacgtaca
gcgtaggcga
cgcagacgga
accgtgcttg
gtggcacggc
tgtgactgag
acaagctttg
caccgttgga
aggcctaagg
gaagataatt
tgcttgctca
tacttactat
atgattcatg
gtgaaactgt
tataaatata

aagcagattg
ggtatagata
tttattctta
aattactatt
aattcattaa
tgtcatattt
ttcacaatta
atactaaaag
aagccttgct
tatctttaaa
ttcgeetttt
tgaacttcct
tacgtcagtg
tttttccacg
atcttgaaty
ttctactgtce
cgaaattatc
gacatttttyg
gtcattgagt
tagatcctcy
ttttagagac
atactggaat
tagtcctgaa
gattgttact
gtgggtcagc
tagtgtcgtc
ccattgtaat
tggttcctag
agctcttggg
gacttgttgt
gtgeaactcce
cggcatgtgg
ctgctctgag
cgtcgagcgyg
tgaattcgag
tacgaagtta
agaggacact
aaggcaattt
taaaataaca
aaattcagaa
ctgagtgcga
ggatcctaga
gcaggctgaa
ccgeccgcag
cgttgggcag
gcaggtgggt
cggtcgacte
tgccggcgac
cgaggtcgte
tctcgatgta
ggatgtcggc
gtttggtcta
gagtgatcgg
ttttgagtgt
agaggtgttg
ccatgaatct
ttttacttgc
agagctttca
aataaaaatg
ggaatatata
gaaaaatata

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3le0
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
35960
4020
40B0
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100

<Y



taacattcaa
aaagattagt
caaagttagc
aacaaagtta
acttctcaag
taaatctctt
gttttacttg
ggttaacaat
tagaaagccc
tgtgccaaat
gtaaatggte
gatcagtgtg
acttggattt
caactcattyg
tataagaatt
atcatgcact
catatatgtt
gctgaaatta
aagtcttgta
aaatttgaat
taattcagta
cgaggcatta
aattgaatat
ctacgcagaa
ttececccaa
catccgtcgg
gcaggcgege
ggtaccggaa
gttgcgatta
ctcccaattt
gatagtttgg
cgcgaagcegg
ctegecttte
ttecttcttgt
caggcgcectec
gctgtaccaa
cggcgagtte
cggatcaaag
tgtcagcaag
gtcattgcge
gatgtcgtcg
ggaagccgaa
tatggtcacc
ggagccgtac
tacctctgat
tgttttaggg
acccacggcyg
acagtcataa
ggttctggac
ggcttatgte
cttgggcagc
ggtctccacg
acggatctgc
gtgectgacee
aggcgagcat
tttgcaactg
caagggcetcc
gcagggatcg
gccgtettct
gccettttce
ctagaaccgg

ataaaaatga
cgcacatcaa
acgtctaaat
ttgatcaaaa
tctccatctt
tctgggecetyg
taccttttcee
cgaagtcatg
atcaccagaa
tcaatataat
aggtaagaca
gaattgtaca
ttttttggag
tttagtgtaa
tctttgacca
tttaattgaa
gcgattgatce
tctcagatgt
ataactaaag
ttcgaccgeg
cgtacctaat
cggcattacg
atcctgcege
ctgagceggt
cacggtgagce
atggcgttge
aacacgateg
cgaccaagca
cttegecaac
gtgtagggct
ctgtgagcaa
cgtcggcettg
acgtagtgga
ccaagataag
attgcccagt
atgcgggaca
catagcgtta
agttcctccg
atagccagat
tgccattcte
tgcacaacaa
gtttccaaaa
gtaaccagca
aaatgtacgg
agttgagtcg
cgactgccct
taacgcgett
caagccatga
cagttgcgtg
cactgggttc
agcgaagtcg
catcgtcaga
cctggcttca
cggatgaagt
cgtttgtteg
cgggtcaagg
aaggatcggg
atccaacccc
gaaaacgaca
tggegttttc
agacattacg

aaataagaac
gtcatctgtt
aaactaaaga
aaaaaaaacg
cctttatgaa
tcttcccaac
gttgcaatga
gaatatggat
atttactagt
tatagaggat
ttaaaaaaat
adaatttggg
gctggaattt
tactttgatt
tatacacaca
aaaataatat
tgcaaaaata
taagattttc
aataatacac
gtacccggaa
aacttcgtat
gcactcgega
egctgeeget
taggcagata
gacggggcaa
gagagaagca
caaagtattt
agctagctta
tattgegata
tattatgcac
ttatgtgctt
aacgaattgt
caaattctte
cctgtctage
cggcagcgac
acgtaagcac
aggtttcatt
ccgctggacc
caatgtcgat
caaattgcag
tggtgacttc
ggtcgttgat
aatcaatatc
ccagcaacgt
atacttcggce
gctgcgtaac
gctgcttgga
aaaccgccac
agcgcatacg
gtgccttcat
aggcatttct
cattggcgge
ggagatcgga
ctctagagct
cccagecttet
atctggattt
ccttgatgtt
tccgectgcta
tgtcgcacaa
ttgtcgegtg
ccatgaacaa

tttcaaaaaa
acaatatgtt
gtccacgaaa
cccaacaaag
cattgaaaac
ctcctacate
tattgatagt
ttggtccaag
aasataaatc
atttcaaatg
cctacgtcag
atctactata
ttaatctaca
ttgtcaaata
cacatatata
atatatatat
ctgctagagt
ttaaagtaaa
aatctcgacc
ttgggttata
agcatacatt
gggtcccaat
ttgecacccgg
atttccattg
cggagtgatc
gtcgatcegt
gaacgcaggt
gtaaagccct
acaagaaaaa
gcttaaaaat
agtgcatcta
tagacattat
caactgatct
ttcaagtatg
atccttecgge
tacatttcge
tagcgcctca
taccaaggca
cgtggetggc
ttegegetta
tacagcgcgg
caaagctcege
actgtgtggc
cggttcgaga
gatcaccget
atcgttgctg
tgcccgagge
tgcgecgtta
ctacttgcat
ccgtttccac
gtcetggetg
cttgetgtte
agacctcggc
ctagagggtt
gtatggaacg
cgatcacggc
acccgagagc
tagtgcagte
gtectaagtt
ttttagtcgce
gagecgccgec
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cagaactatg
acaacaagte
atattacaaa
ctaaacaaag
tatacacaaa
acttcectat
atgtttgtga
attttcegag
accaattagg
aaaacgtatyg
atattcaact
tatatataat
tatttgtttt
tatgtgttcg
tatatatata
agtgcatttt
aatgaaaaat
ttctttcaaa
acggaaaaaa
attacctcag
atacgaagtt
tcgagecatgg
tggagettge
agaactgagc
cacatgggac
gagatcagec
acaatcgagc
cgctagattt
gcecageettt
aataaaagca
acgcttgagt
ttgcegacta
gcgegegagyg
acgggcetgat
gcgattttge
tcatecgccag
aatagatcct
acgctatgtt
tcgaagatac
gctggataac
agaatctcgce
cgcgttgttt
ttcaggccgc
tggcegetcga
tccetcatga
ctccataaca
atagactgta
ccaccgctge
tacagcttac
ggtgtgcgtc
gcgaacgagc
ttctacggca
cgtccgggcy
cgecatcctcg
ggcatgcyga
acgatcatecg
ttggcaccca
ggcttctgac
acgcgacagg
ataaagtaga
gctggecetgce

tttaatgtgt
ataagcccaa
tcataagcecce
tccaaaaaaa
acaagtcaga
cggattgaat
aaactaatag
agctttctag
tttcttatta
aatgttatta
ttaaaaattc
gctttacaac
ggccatgeac
tgtatattty
tatattatat
ttctaacaac
ataatctatt
tcttagctaa
aacacataat
gtcgaggaat
atatggatct
agccatttac
atgttggttt
catgtgcacc
ttttaaacat
gacgcaccgg
cgacgttcac
taatgcggat
catgatatat
gacttgacct
taagccgcyc
ccttggtgat
ccaagegatce
actgggccay
cggttactgc
cccagtcgdg
gttcaggaac
ctcttgettt
ctgcaagaat
gccacggaat
tetetccagy
catcaagcct
catccactgc
tgacgccaac
tgtttaactt
tcaaacatcg
ccccaaaaaa
gttcggtcaa
gaaccgaaca
acccggcaac
gcaaggtttc
agtgetgtgc
cttgeecggtyg
gttttctgga
tcagtgagag
tgcgggaggy
gectgegega
gttcagtgcea
ctgccgcecct
atacttgcga
tgggctatgce

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
B460
8520
8580
B640
8700
8760



cegeogteage
ctgcaccaag
caggatgctt
ggcccgeage
cctgegtage
gaccgtgttc
cgggcgcgag
ggcacagate
ggetgeactg
agtgacgccc
cgacgccctg
gacggccagg

accgacgacc
ctgtttteeg
gaccacctac
acccgcgacce
ctggcagagc
gcceggeattg
gccgccaadg
gcgcacgcce
cttggegtgce
accgaggcca

acgaaccgtt

aggacttgac’ casccaatgg gccgaactge
agaagatcac cggeaccagyg cgegaccgec
gccetggoga cgttgtgaca

tactggacat

tgoogagcge

cgtgggccga cagcaccacy

ccgagttcga

gogbticecta

ccegaggegt gaagtttgge

gcgagetgat
atecgctegac

ggeggegegy

gggtacgtgt tcgagecgoe, cgcgoacgtc
ggtttgtcty: atgccaagdt

cgecgcecgte
gcgtatatga
ctgtacttaa
ccctgcaact

gcgattgggce

cgattgaccg cgacgtgaag gccapcgng-gggﬁ

taaaaaggty atgtgtabbt g
tgcgatgagt aaataaacaa atacgcaagg;

cgaccaggaa
cetgtacege
tgqcttcogt

X

ggeagettse; cogyodagas

ccagaaagge gggtcaggca agacgacecat
cgeeggggcec gatgttctgtktagtcgattc
ggececgtgcgy gaagatcaac cgctaaccgt

yactt

cccaggcggc?ggaottggcq,gbgéﬁgqggaYbd&ﬁaqgigo
tgcagecaag{ogattacgac, abatd

gcattgaggt
gcacgegcat
agtcccgtat
ttgaatcaga
aatcaaaact
aagtgecggce
cacgccagcce
gatgtacgcg
gctaccagag
gcggcatgga
gaacgggcyg
gaaccccceaa
ggegeggege
caacgcatcg
cgcaaagaat
ggcgacgage
cgcagcatca
gtgatceget
gccagtgtgt
aaccgatacc
gacgtactca
acctgeattc
ggccgectgy
agcgaaaccy
atcacagaag
ceccggcecatcg
agatggttgt
tgtttcaccyg
gaggcggggce
gecatccgecy
aaaggtcgaa
attgggaacc
atgtaagtga
cttattaaaa
gaagagctgce
cgteggecta
ccagggcgceg
ctgcctegeg
ggtcacagct

_ata
Cﬁcggafg‘g‘é?gg‘gﬁ

thoaag,

C}

cagaddacct;
cg%?é%ﬁtgtﬂ

gtgaccaggc
atccaggagg
ccggeeggcce
atcatcgacc
acecegeecta
ggocgecaccg
gcacttgagc
gaggacgcat

gcggecgcceg agaatqaacglfggﬁg;ggagrcaagcatgaq
tttcattage)gadg

Jatcgaggcggagat!
téaattgtgce '

ggctgcatga
tggccgctga

agtaanaugkgcttgcgtca

ggaacgcatg
cgcaacccat
cgatccccag
tgtcggcate
cgtagtgatc
cgacttcegtyg
ggtggagcts
catgtecgegy

eggcagtgag! gbtarcgngyycartggeegy gtacgagetg

cacgcagedc: ghgaggtacc: caggeactge

accega:

e‘gacgtgoce gegaggtcca

catttgagtt datgaggtaa agi jaaty

cgtccgageg cacgeageag bk
atgaagcggg tcaactttca(gbtgc
gcaagacedt’ AR
aatgaatana)

gtacgccaag
taaatgagca
aaatcaagaa
ttggccaggc
gcecgaggaa
tgggtgatga
aggcagaagc
cccggeaace
aaccagattt
tggacgtggc
acgagcttce
gggattacga
gggaagggaa
agttctgccg
ggttaaacac
tgacggtatc
ggcggecgga
gcaagaaccce
gccgttttct
tcaagacgat
tgcgcaagct
aggctggcce
gttcctaatg
aaggtctctt
ggaacccgta
c¢tgatataaa
ctcttaaaac
aaaaagcgcc
tcgeggecge
gacaagcecge
cgttteggtg
tgtctgtaag

caacchggedioc

gtaagcggcet

jotgea
cageg

gggttgtctg

tcggegtgac, ggtageaaac

cctggtyggay
acgccceggt

gccggcagce
tttecgttceg
cgtttteegt
aga
cctggtactg
gggagacaaqg
gcgagccgat:
cacgcacgtt
cgagggtgaa
gtacatcgag
ggacgtgcetg
ctaccgecctg
ctacgaacgce
gatcgggtca
gatcctagtce
tacggagcag
tcctgtggat
cattgggaac
agagaaaaaa
cecgecetggee
taccecttcag
tggccgetra
gecegtcgesa
atgacggtga
cggatgccgg

aagttgaagg
gaatcgtgge
ggtgcgecgt
atgctetatg
ctgtcgaagce

; Y e T
cgqgcac«gﬁﬁggggttt

atggcggttt
cecgygecgeg
ggcggaaagce
gccatgcagc
gccttgatta
atcgagctag
acggttcacc
gecacgcegeg
agtggcagcg
aatgacctgc
atgcgcetace
atgctagggc
agcacgtaca
ccaaagccgt
ggcgattttt
tgtgcataac
tegctgcget
aaaatggctg
ctcgaccgcc
aaacctctga
gagcagacaa

Page 8

cgeccgceogge
ggcgetggee
agcaaaagca

acgttggqoa,

gaggatcaca
ctatctgaat
aattttagcg
ggaatgcecce
ccggecectgce
cateccggcce
cogegeagge
aageggecge
cgattaggaa
acgtgggcac
gtgaccgacyg
ccgcagggec
cccatctaac
tgttcecgtece
agaaagacga
gtacgaagaa
gecgctacaa
ctgattggat
ccgattactt
ccgcaggcaa
ccggagagtt
cggagtacga
gcaacctgat
aaattgccct
ttgggaaccc
acattgggaa
ccgcctaaaa
tgtetggcca
ccctacgccec
gcctacggcec
ggcgcccaca
cacatgcage
gcecgtcagg

acgcggccgg
cggagctggc
tagaccgect
ccggegegay
gecatggtgtt
gcacccggag
ccectcecacccce
tgaaagaggc
gcagcgagga
tgaccgaggc
accgecaccag
gatcgcggcc
aatcctagdoc
agaaaccgay
tgcggtceget
aaggttatcg
ctagcccgcey
ggcagtgecc
gacegecccga
gacggagcgc
ctgattcoyg
gttaagcagc
gdgatcaaag
cccattcttg
aocaaccgttce
getgaaatta
caaacacgct
gecctggcaga
ccaagctgaa
acatcgcgca
gctaaaggag
atgtgtggag
aatggcactg
ggtacaaatc
cgeccagcegy
tgatcgaatc
gcegcccaag
ccgcgatagt
agctyggcgag
ggceggcatg
cgaatccatg
acacgttgcg
cctggtagaa
ggccaagaac
gatcgtaaag
gtaccgcgag
tttgatcgat
ggcagaagcc
caagaagttc
tttgaaggag
cgagggcgaa
agcaggggaa
aaagccgtac
ccggtcacac
ctctttaaaa
gcgcacagcc
cgcegetteg
aggcaatcta
tcaaggcacc
tcccggagac
gcgegtcage

8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420

-

3%



gggtgttggce
tactggetta
gaaataccgc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccecccty
ggactataaa
accctgccge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagcet
aagcagcaga
aagagaaagc
tggacagcaa

10
il
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
220>
<221>
<222>
€223>

(2)

<220>
<221>
222>
<223>

(8)

<220>
<221>
<222>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
223>

<400> 10

Leu Xaa Val Asp Phe Ala

1

Xaa Gly Xaa val Gln Glu

<210> 11
<211> 20
<212> PRT

X represents

999=9t5999
actatgcggce
acagatgcegt
cgctgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccccegtica
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
aggtagcttg
gcgaaccygga

MISC_FEATURE

(2)

X represents any amino

MISC_FEATURE

{(10)

MISC_FEATURE
(14)
X represents

{17}

MISC_FEATURE
(19)
X represents

{19)

MISC_FEATURE
{27y (29)
X represents any

5

20

any

any

any

gcgceagecat
atcagagcag
aaggagaaaa
ggtegttcgg
agaatcagygg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcceccct
cctgtcegece
tctcagttcg
gcecegaccygc
cttatcgceca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaace
aaaaaaagga
cagtgggctt
attgce

Artificial Sequence

amino

amino

amino

amino

gacccagtca
attgtactga
taccgcatca
ctgcggegag
gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagtc
ggaagctcce
tttetecett
gtgtaggtcg
tgcgccttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgetggta
tctcaagaag
acatggcgat

Consensus sequence 1 of PARG protein

acid

acid

acid

acid

acid

10

25

Page 9

cgtagcgata
gagtgcacca
ggcgctette
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgecgetce
cgggaagcgt
ttcgectccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atccggaaaa
agctagacty

30

gcggagtgta
tatgeggtgt
cgettecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggcte
aaacccgaca
tcctgttceg
ggcgetttet
gectgggcetgt
tcgtcttgag
caggattagce
ctacggctac
cggaaaaaga
tttegtttge
cgcaagegcea
ggcggtttta

Asn Xaa Xaa Xaa Gly Gly Gly Xaa Xaa Xaa

15

Glu Ile Arg Phe Xaa Xaa Xaa Pro Glu

12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12560
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13466




<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
«221>
<222>
<223>

<400>

Artificial Sequence

Consensus sequence 2 for PARG protein

MISC_FEATURE
(3) (3)

X represents any amino acid

MISC_FEATURE
(10) (10)
X represents any amino ac1d

MISC_FEATURE
(13) (14)
X represents any amino acid

M1SC_FEATURE
(17) (19)
X represents any amino acid

11

Thr Gly Xaa Trp Gly Cys Gly Ala Phe Xaa Gly Asp Xaa Xaa Leu Lys

1

5 10 15

Xaa Xaa Xaa Gln

20
<210> 12
<211> 13
«212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Consensus sequence 3 for PARG protein
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2) (4)
<223> X represents any aminoc acid
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6) (9)
<223> X represents any amino acad
<400> 12
Asp Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Ala Ile Asp Ala
1 5 10
<210> 13
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Consensus sequence 4 for PARG protein
<220>
<221> MISC_FEATURE

Page 10

33



<222> (3) (4)
<223> X represents any amino acid

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7} (B}

<223> X represents any amino acid

<400> 13

Arg Glu Xaa Xaa Lys Ala Xaa Xaa Gly Phe .
1 5 10" .
<210> 14 ' Vo ”
<211> 11 + * ) "y -
«212> PRT

<213> Artificial Sequence’

<220>
<223> conserved PARG region {
<220> | — . N 5
<32">"{ HIBG !'BNI'URE 5‘% 34 +# ‘ A )I 'i‘ 1 H
222> (2} (5) Ry LA 4 O
<223> X represents ani“%ﬁipo acia ? ¢

2 I Yo o ‘
<220> ; ’J v b ﬁkd{ ¢ :
<221> MIBC_FEATURE
<222> (7} (M)

<2323> X represernts'any amino acid A gﬁ bt
Y o % ?
<400> 14 % »%miﬁ: *
Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Tyx Thr G!.xc
1 5 { -,
<210> 15
<211> 1530
<212> DNA
«213> Oryza sativa
1
<220>
<221> (DS ] v
<222> (1) (1530)
<223> 0-\
<400> 15
atg gag gcg c©gc ggc gac ctg cgc teg atc ctg ccc tac ctc cce gtce 48
Met Glu Ala Arg Gly Asp Leu Arg Ser Ile Leu Pro Tyr Leu Pro val
1 5 10 15
gtg ctc cgc ggc ggc gcg cte ttc tgg ccg ceg geg gog cag gag gcg 96
val Leu Arg Gly Gly Ala Leu Phe Trp Pro Pro Ala Ala Gln Glu Ala
20 25 30
ctc aag gcg ctg gcg ctg ggc ccc gac gtg agc <gc gtc tec tec ggc 144
Leu Lys Ala Leu Ala Leu Gly Pro Asp Val Ser Arg val Ser Ber Gly
35 40 45
gac gtc ctc gcc gac gec ctc acc gac ctc cge ctc gcg ctc aac ctc 192
Asp Val Leu Ala Asp Ala Leu Thr Asp Leu Arg Leu Ala Leu Asn Leu
50 55 60
gac cca ctc ceg cgc cgce gcc gcc gag g9g9c¢ ttc geg ctc ttc ttc gac 240
Asp Pro Leu Pro Arg Arg Ala Ala Glu Gly Phe Ala Leu Phe Phe Asp
65 70 75 80
gac ctc ctg tcg ¢dg gcg cag gcg cgg gac tgg ttc gac cac gtc gcc 288

Asp Leu Leu Ser Arg Ala Gln Ala Arg Asp Trp Phe Asp HiB val Ala

Page 11



cce
Pro

cac
His

tcg
Ser

ctg

145

gag
Glu

tgt
Cys

cac
His

ttt
Phe

tac

225
ttc
FPhe

ctt
Leu

aga
Arg

atc
Ile

gaa
Glu
308
tca
Ser

atg
Met

cca
Pro

aag
Lys

aag
Lys
3es
cct
Pro

tce
Ser

tac
Tyr

cag
Gln
130
ctc
Leu

gcg
Ala

tat
Tyr

tat

gag
Glu
210
cct
Pro

cgg

gaa
Glu

ggc
Gly

gtg
val
290
att
Ile

ttc
Phe

ggt
Gly

act
Thr

gct
Ala
370
ctt
Leu

gat
Asp

ctc
Leu

cgc
Arg
115
gat
Asp

gcc
Ala

tgc
Cys

aat
Asn

ttt
Phe
195
cgt

gac
Asp

gta
val

gtt
val

tgc
Cys
275
ggc
Gly

gtt
val

cgt
Arg

aga
Arg

agg
Arg
355
ttt
Phe

gtc
val

gaa
dlu

gce
Ala
100
gcc
Ala

gee
Ala

tgc
Cys

cte
Leu

tcg
Ser
180
gac
Asp

aag
LyB

atg
Met

ttt
Phe

gac
Asp
260
gtg
val

atg
Met

ggt
Gly

tte
Phe

cgg

340
tta
Leu

tgt
Cys

cag
Gln

tge
Cys

05
cgc

gec
Ala

999
Gly

gcyg
Ala

ccg
Pro
165
agg
Arg

agg

gtt
val

gat
Asp

tcc
Ser
245
tte
Phe

cag
Gln

ctc

gca
Ala

act
Thr
a2s
aaa
Lys

cag
Gln

gga
Gly

gat
ABp

ata
Ile
405

cte
Leu

gyc
Gly

ctc
Leu

ctc
Leu
150
gcg
Ala

caa
Gln

gtg
val

ctt
Leu

act

230
tca
ser

gca
Ala

gaa
Glu

ttc
Phe

gaa
Glu
310
ggt
Gly

act
Thr

ttt
Phe

tte
Phe

tta
Leu
390

gga
Gly

ctc
Leu

gac

gtg
Val
135
ttec
Phe

atc
Ile

agc
Ser

acc
Thr

cct
Pro
215
tgg

ggc
Gly

aat
Asn

gaa
Glu

atg
Met
295

agg

gac

agg
Arg

gaa
Glu

ttg
Leu
375
aat
Asn

gtt
val

cte
Leu

gag
Glu
120
cte
Leu

tgc
Cys

aat
Asn

cag
Gln

gct
Ala
200
cgc

Arg

atg
Met

ttg
Leu

aga
Arg

coL

105
gct
Ala

ctc
Leu

ctg
Leu

ttc
Phe

gag
Glu
185
tet
Ser

cgt
Arg

daa
Lys

ata
Ile

tat

Tyr
265

atcscgg

Ile
280
gtt
val

ttec
Phe

tac
Tyr

ata
Ile

tct
Ser
360
gat
Asp

aca
Thr

tca
Ser

Arg

tca
Ser

tca
Ser

tta
Leu

gtg
val
345
agt
Ser

caa
Gln

aag
Lys

act
Thr

90
cte
Leu

cgce

age
Ser

tte
Phe

gat
Asp
170
cag
Gln

aca
Thr

cct
Pro

tct
Ser

gaa
Glu
250
ttg
Leu

ttc
Phe

atg
Met

cag
Gln

gat
Asp
aio
gca
Ala

ggt
Gly

tca
Ser

gat
Asp

gga
Gly
410

ecc
Pro

ggag
Gly

cag
Gln

cee
Pro
155
agce
Ser

aag
Lys

cct
Pro

gaa
Glu

ggt
Gly
235
gat
Asp

gga
Gly

atg
Met

gaa
Glu

tac
Tyr
a1s
age
Ser

att
Ile

ctt
Leu

aat
Asn

aac
ABn
395
aac
Asn

Page 12

acg
Thr

ctc
Leu

gag
Glu
140
acc
Thr

cta
Leu

gtg
val

act
Thr

tct
Ser
220
gtt
val

gag
Glu

gat
Gly

ata
Ile

gat
Asp
300
atg
Met

aaa
Lys

gat

cta
Leu

cat
His
380
tgt
Cys

tgg
Trp

ctg
Leu

cdac

125
cte
Leu

gcc
Ala

ttt
Phe

agg

ggt
aly
205
gat

ccc
Pro

gaa
Glu

ggc
Gly

aac
Asn
285
aat
Asn

g99
Gly

ccc
Pro

gct
Ala

agg
Arg
365
cag
Gln

cca
Pro

ggt
Gly

ctc
Leu
110
atc
Ile

gee
Ala

gat
Asp

gcg
Ala

tgc
Cys
190
tcc
Ser

ggc
Gly

ctt
Leu

caa
Gln

gca
Ala
270
cca
Pro

gaa
Glu

tat
Tyr

tct
Phe

ttg
Leu
3iso
gaa
Glu

ctc
Leu

agt
Ser

tgc
cys

95

gag
Glu

cty
Leu

gcc
Ala

agg

gca
Ala
175
ctt
Leu

gtt
val

att
Ile

tgc
Cys

gaa
Glu
255
ctt
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

ggt
Gly

gat
Asp
335
gac
ABp

gtg
val

tgt
Cys

gtc
val

999
Gly
415

ggc
aly

agc
Ser

gcy
Ala

gcc
Ala
160
ctg
Leu

gtt
val

tcg
Ser

acg
Thr

aca
Thr
240
gce
Ala

tcc
Ser

ttg
Leu

ata
Ile

tcc
Ser
320
gcg
Ala

tat
Cys

aac
Asn

gca
Ala

att
Ile
400
get
Ala

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

=Y



ttt ggt gga

Phe

tca
Ser

tca
Ser

tag
Trp
465
agg
Arg

aag
Lys

Gly

cag
Gln

ctg
Leu
450
acg
Thr

cta
Leu

gac
Asp

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
Met Glu Ala Arg Gly

1

Vval

Leu

Asp

Asp

65

Asp

Pro

His

Ser

Leu

145

Glu

Cys

Leu

Lys

val

50

Pro

Leu

Ser

Tyr

Gln

130

Leu

Ala

Tyr

Gly

gca
Ala
435
aaa
Lyse

gtt
Val

aga
Arg

atc
Ile

16

509
PRT
Oryza sativa

16

aac
Asn
420
ctc
Leu

aga
Arg

ggc
Gly

gga
aly

cCce
Pro
500

CEF
Pro

cga
Arg

tta
Leu

gag
Glu

gac
Asp
485
aat
Asn

Arg Gly Gly

Ala
35

Leu
Leu

Leu

Leu

Arg
115
AsSp
Ala

Cys

Asn

20

Leu

Ala

Pro

Ser

Ala

100

Ala

Ala

Leu

Ser
iac

Ala

Asp

Arg

85

Arg

Ala

Gly

Ala

Pro

165

Arg

gaa
Glu

tect
Sex

gaa
Glu

ttg
Leu
470
acc
Thr

ggt
Gly

Asp

Ala

Leu

Ala

70

Ala

Leu

Gly

Leu

Leu

150

Ala

Gln

atce
Ile

tet
Phe

gag
Glu
455

tag
aat
Asn

gat
Asp

Leu

Ala

Gln

Leu

Asp

val

135

Phe

Ile

Ser

aag
Lys

att

Ile
440
gtg
val

gac
Asp

gag
Glu

gta
val

Phe

Pro

40

Thr

Ala

Ala

Leu

Glu

120

Leu

Cys

Asn

Gln

agc
Ber
425
aac
Asn

ace
Thr

atg
Met

ggc
Gly

gat
Asp
505

Ser

25

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ala

Leu

Leu

Phe

Glu
185

atg
Met

tac
cag
Gln

ctt
Leu

ttt
Phe
490
tac

Ile

10

Pro

val

Leu

Gly

Asp

90

Leu

Arg

Ser

Phe

Asp

170

Gln

att
Ile

tac
tgg
Trp

gtg
val
475
tta
Leu

atg
Met

Leu

Pro

Ser

Phe
75

Trp
Pro
Gly
Gln
Pro
155

Ser

Lyo
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caa
Gln

act
Thr

ata

Ile
460

gag
Glu

aca
Thr

tgt
Cyo

Pro

Ala

Arg

Leu

60

Ala

Phe

Thr

Leu

Glu

140

Thr

Leu

val

tgg
Trp
tet
Phe
445
ttg
Leu

tat
TYyx

tg9g
Trp

gaa
Glu

Tyr

Ala

val

45

Ala

Asp

Leu

Arg

125

Leu

Ala

Phe

Arg

atc
Ile
430

gag
Glu
cgc
tca

Ser

cta
Leu

tag

Leu

Gln

30

Ser

Leu

Phe

His

110

Ile

Ala

Asp

Ala

Cys
190

gct
Ala

tcec
Ser

cat
Hie

tecc
Ser

ctt
Leu
495

Pro
15
Glu

Ser

Phe

val

95

Glu

Leu

Ala

Arg

Ala

175

Leu

gca
Ala

gaa
Glu
agg

cag
Gln
480
cce
Pro

val

Ala

Gly

Leu

ABp

80

Ala

Gly

Ser

Ala

Ala

160

Leu

val

1296

1344

1392

1440

1488

1530



His

Phe

Tyr
225
Phe

Leu

Ile

Glu

305

Ser

Met

Pro

Lys

Lys

385

Pro

Phe

Ser

Ser

Trp
465

Arg

Tyr

Glu
210

Pro

Glu

Gly

val

Ile

Phe

Gly

Thr

Ala

370

Leu

Asp

Gly

Gln

Leu

450

Thr

Leu

Phe
195

Arg

Asp

val

val

Cys

275

Gly

val

Arg

Arg

355

Phe

val

Glu

Gly

Ala

435

Lys

val

Arg

Lys Asp Ile

<210>

17

ABp

Lys

Met

Phe

Asp

260

val

Met

Gly

Phe

340

Gln

Cys

Asn

420

Leu

Arg

Gly

Gly

Pro
500

Arg

val

Asp

Ser

245

Phe

Gln

Leu

Ala

Thr

325

Lys

Gln

Gly

Asp

Ile

405

Pro

Arg

Leu

Glu

Asp

485

Agn

val
Leu
Thr

230

Ser

Glu
Phe
Glu

310

Cly

Phe
Phe
Leu
390
Gly
Glu
Ser
Glu
Leu
470

Thr

Gly

Thr
Pro
215
Trp
Gly
ABI
Glu
Met

295

Asp

Glu

Leu

ars

val

Ile

Phe

Glu

455

Trp

Asn

Asp

Ala

200

Met

Leu

Ile

280

val

Phe

Tyr

Ile

Ser

360

Asp

Thr

Ser

Lys

Ile

440

val

Asp

Glu

val

Ser

Lys

Ile

TYTr
265
Arg

Ser

Ser

val
345
Ser

Gln

Lys

Ser
425

Asn

Met

Gly

Asp
505

Pro

Ser

Glu

250

Leu

Phe

Met

Gln

ABp

330

Ala

Gly

Ser

Asp

Gly

410

Met

TYY

Gln

Leu

Phe
4190

Tyr

Pro

Glu

Qly

235

Asp

Gly

Met

Glu

TYyr
315
Ser

Ile

Leu

Asn
395
Asn

Ile

Tyr

Trp

Val

475

Leu

Met
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Thr
Ser
220
val
Glu
Gly
Ile
Asp
300
Met
Lys
Asp
Leu
His
380
Cys
Trp
Gln
Thr
Ile
480

Glu

Thr

Cys

Gly

205

Asp

Pro

Glu

Gly

Asn

285

Asn

Gly

Pro

Ala

365

Gln

Pro

Gly

Trp

Phe

445

Leu

TYyr

Trp

Glu

Ser

Gly

Leu

Gln

Ala

270

Pro

Glu

Tyr

Phe

Leu

aso

Glu

Leu

Ser

Ile
430
Glu
Arg

Ser

Leu

val

Ile

cys

Glu

255

Leu

Glu

Ala

Gly

Asp

335

Asp

val

Cys

val

Gly

415

Ala

Ser

His

Ser

Leu
495

Ser

Thr

Thr

240

Ala

Ser

Leu

Ile

Ser

320

Ala

Cye

ABn

Ala

Ile

400

Ala

Ala

Glu

Arg

Gln

480

Pro



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

a5
DNA
Artificial Sequence

degenerate oligonucleotide primer PGl
17

atgtbccaca rmtckecrac mgtce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

18

28

DNA

Artificial Sequence

degenerate oligonucleotide primer PG2
18

gggtytcowe €aaaarcmcc rcawccce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

19

26

DNA

Artificial Sequence

degenerate oligonucleotide primer PG3
19

gctatagaaa twgtyggtgy rgaaeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

20

26

DNA

Artificial Sequence

degenerate oligonucleotide primer PG4
20

agrggstgyg trcaggarga ratmcg

<210>
<211>
<212>
213>

<220>
<223>
«<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

21

23

DNA

Artificial Sequence

degenerate oligonucleotide primer PGS
misc_feature

(18} (18)

n=any nucleotide

21

atggargaya aygargcnat hga

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>»
<223>

22

24

DNA

Artificial Seguence

degenerate oligonucleotide primer PG6
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25

28

26

26

23



atgataaacc
gctatagaaa
cgctttgttg
aggattgtagg
ctcctaaggg
tatgcgaagc
gagtacgtag
atcaagagca
Lacacttttg
catggctgga

ccgaattgat
tctttggtge
gtgactattt
ctatcgatgc
aagtgaacaa
ttttccagga
gagtttcaac
tgattcagtg
agaacgtgtc
ctgtcggcega

tgtgggtatg
agaacggtte
agataccaaa
tttggactgt
ggcattttgt
tttgcacaac
aggaaactgyg
gattgetgca
tctgcaaaga
gctgtggaac

24

60
120
180
240
aeo
360
420
480
540
600
603

chimeric ParG expression reducing gene

<400> 22

ccaytgdagc atrctyttda gytc

<210> 23

<211> 603

<212> DHA

<213> 2Zzea mays

<400> 23

tagggctgtg t§caggagga aatccgettc
ctattecttgt cttgtatgga agataacgag
tcacagtata tgggttatgg ttcetecttt
ccectttgatt cgatgggcag acggagaact
ccagctaggt tacactatga atctggctgt
ggatttttcg atcaatcgaa acaccatctc
aaggatgact tttcaagcat caattccagt
ggttgtggtg cttttggtgg aaaccctgaa
tcacaggctc ttcgeccttt tgttaattac
ttagaggagg tgatccagtg gatacggctt
ata

<210> 24

<211> 12987

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> T DNA vector comprising a
<220>

<221> misc_feature

<222> (1) (25)

<223> complement of Left T DNA border
<220>

<221> miec_feature

<222> (58) (318)

<223> complement of 3 nos
<220>

«<221> misc_feature

<222> (337) (888}

<223> bar coding region

<220>

<221> misc_feature

<222> (889) (1721)

<223> 358 promoter

<220>

<221> misc_feature

<222> {(1728) (3123}

<223> 35S promoter

<220>

<221> wmisc_feature

<222> (3133) (3311)

<223> part of ParG homologue of Zea mays
<220>

<221> misc_feature

<222> (3344) (4085)

Page 16



<223> Pdk
<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 24

cggcaggata
tctagtaaca
ttttctateg
aataacgtca
atgataatca
tttgaacgat
cggacggggc
ccegtgettg
catgcgcacg
tgecctccagg
gcggggggag
ggggccegeyg
gcgctccege
gaagttgacc
cgcctcggtyg
agagatagat
ctteccttata
tcagtggaga
tccacgatgc
tgaatgatag
actgtccttt
attatccttt
tttttggagt
ttgagtcgta
tcectogattt
agagactcca
tggaatagta
cctgaatctt
gttactcggg
atcgatatct
caaaaatctg
cctcatatca
ggttgtacaa
attacagagg
aacttcatcc
agcccaccaa
ccagccccaa
tacgatctag
gagaaggtta
tacgcagcag
cttcccaaga
gagaaagaca
cttcataaac

introq_

misc_feature
{4119}
part of ParG homologue of Ze

(4297)

misc_feature
(4310)
3 ocs

{5020)

misc_feature
(5066)
Right T DNA border

{5042)

tattcaattg
tagatgacac
cgtattaaat
tgcattacat
tcgcaagace
ctgcttcgga
ggtaccggca
aagccgyccg
ctcgggtegt
gacttecagea
acgtacacgg
taggcgatgce
agacggacga
gtgettgtct
gcacggcgga
ttatagagag
tagaggaagg
tgtcacatca
tcectegtggg
ccttteccttt
cgatgaagtg
gttgaaaagt
agaccagagt
aaagactctg
gaatcttaga
atctctatta
cttctgatct
ttgactgcat
tagatcgtct
tcgaattcga
agcttaacag
actactacgt
aggcggcaac
caagagcagc
ccaaaggaga
agcaaaaagc
aagagatctc
gaaggaagtt
gecctcttcaa
gtetcatcaa
aggttaaaga
tatttctcaa
caaggcaagt

taaatggctc
cgcgegcgat
gtataattgc
gttaattatt
ggcaacagga
tcctagacgc
ggctgaagtc
cccgeagcat
tgggcagccc
ggtgggtgta
tcgactcgge
cggegaccte
ggtegtccgt
cgatgtagtg
tgtcggcegg
agactggtga
gtcttgcgaa
atccacttgc
tgggggtcca
atcgcaatga
acagatagct
ctcaatagcc
gtcgtgctee
tatgaactgt
ctecatgcat
cttgccttgg
tgagaaatat
cttctaacctt
tgatgagacc
gctecgtcgag
cacagttgct
tgtgtataac
aaacggcgtt
agctgacgcg
agctcaactc
ccactggctce
ctttgccccg
cgaaggtgaa
tttcagaaag
gacgatctac
tgcagtcaaa
gatcagaagt
aatagagatt

catggcgatc
aatttatcct
gggactctaa
acatgcttaa
ttcaatctta
gtgagatcag
cagctgcecag
gcegegggagy
gatgacagcy
gagegtggag
cgtccagtcg
gcegtccacce
ccactecctge
gttgacgatg
gegtcgttet
tttcagcgtyg
ggatagtggg
tttgaagacy
tctttgggac
tggcatttgt
gggcaatgga
ctrtggtcet
accatgttga
tcgeccagtet
ggccttagat
tttatgaagc
gtctttctct
cttgggaagg
tgctgcgtag
cggccgctcyg
cctctcagag
ggtccacatg
cccggagttg
tacacaacaa
aagcccaaga
acgctaggaa
gagattacaa
ggtgacgaca
aatgctgacc
ccgagtaaca
agattcagga
actattccag
ggagtctcta
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a mays (inverted)

gctctagagg
agtttgcgcg
tcataaaaac
cgtaattcaa
agaaacttta
atctcggtga
aaacccacgt
gcatatccega
accacgctct
cccagteccg
taggcgttge
tcggcgacga
ggttcetgeg
gtgcagaccg
gggtecatgyg
tcctctcocaa
attgtgcgte
tggttggaac
cactgtcggc
aggagccacc
atccgaggag
ctgagactgt
cgaagatttt
tcacggcgag
tcagtaggaa
aagccttgaa
gtgttcttga
tatcttgatct
gaacgcggcce
acgaattaat
cagaatcggg
ccggtatata
cacacaagaa
gtcagcaaac
gctttgctaa
ccaaaaggcce
tggacgattt
ctatgttcac
cacagatggt
atctccagga
ctaattgcat
tatggacgat
aaaaggtagt

atcttcccga
ctatattttg
ccatctcata
cagaaattat
ttgccaaatg
cgggeaggac
catgccagtt
gegectegtg
tgaagccctg
tecgetggtg
gtgccttecca
gccagggata
gctcggtacg
ccggcatgte
ttatagagag
atgaaatgaa
atcccttacg
gtctteotttt
agaggcatct
ttcecttttct
gtttcccgaa
atctttgaca
cttettgtca
ttctgttaga
ctaccttttt
tcgtccatac
tgcaattagt
cctggagatt
gcgtatacgt
tccaatecca
tattcaacac
cgatgactygg
atttgccact
agacaggttg
ggccctaaca
cagcagtgat
cctctatctt
cactgataat
tagagaggcc
gatcaaatac
caagaacaca
tcaaggcttg
tectactgaa

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



tctaaggcca
gactggcgaa
caacatggty
agaccaaagg
ccattgccca
caaatgccat
tcccaaagat
gtcttcaaag
ccactatcct
acgctcegage
gctatagaaa
cgctttgttg1
aggattgtgg
ataaaatagt
aaaaaataat
caagtgatgt
tttgatcgaa
ttctagctyg
aataaattaa
ccattactaa
ttgtaattta

ctaatngaaa?

aagatctatc
tacttgtagt
atgaataaac
gattgattac
tgcccatcga
cataacccat
ccatacaaga
agatatgcga
aaaaaacctg
tatatcaccc
taccctacta
tatagcgaca
tccaatttta
attcaaattt
aacgttcact
ttgagtattg
ggcggcecgag
ggccccaaat
gggcgaattt
ctggcaggat
ttgattgttt
ccctgatgaa
acaacgagac
aatttattca
ggagaaaact
ccgactegtce
agtgagaaat
tctttccaga
accaaaccgt
ggacaattac
atattttcac
gcagtggtga
ggcataaatt
ctacctttge
attgtcgecac
cataaaaccg
tttgcgcttg
ttgcaaacaa
actettttte

tgcatggpgt
cagttcatac
gagcacgaca
gctattgaga
gctatctgtc
cattgcgata
ggacceccac
caagtggatt
tcgeaagace
ccgaattgat
tctttggtgce
gtgactattt
cggtaccccea
taagtgatgt
ttataaatat
gtaagacgaa
catgtaagat
tttgatgaat
aataatattt
atattttagt

chgtaatcfa
attttatata

tttattaacgfth‘
aaggtaacat gat

agttgggaag
atcaaagggt
atactgtgag

caagaatagc

gacgcectatg
agcatgtgta
gttactatcg
cttatatgta
tctatgatag
aaaaaagcgg
caaaaggccce
gaagggaact
gccgtecget
taaccgactt
gaagtgcagq
tgcgacaaca
atataccgtt
ctgttggagt
ctgcegaggg
gacagaacac
tatcaggatt
caccgaggca
caacatcaat
caccatgagt
cttgttcaac
tattcattcg
aaacaggaat
ctgaatcagyg
gtaaccatgc
ccgtcagcca
catgtttcag
ctgattgccc
ccecagtctag
cgttttcecgg
aaaaaccacc
cgaaggtaac

ctaagattca Qatcgqggat ctaacagaac
agagtotttt aqgactcalt gacaagaaga
ctctggtota chopdanaat gtcaaagata
cttttcaaca aaggetaatt tcgggaaacc
acttcatcga aaggacagta gaaaaggaag
aaggasaggc atiéattoaa: gatctctotg
ccacgaggay; datogtggaa: aaagaagacyg
gatgtgacat ckcoactgac gtaagggatg
cttcctctat ataaggaagt tcatttcatt

tgtgggtatg ckattettgt cttgtatgga

agaacggtto
agatacdaaa
gettggtas

taath

toacagtata
destttgatt
paataatta

tgggttatgg

tcgecgtgaa
aaatcttegt
cagtctcaga
tectcoggatt
gtggetecta
cecgacagtag
ttccaaccac
acgcacaatc
tggagaggac
agataacgag
ttcctecttt

cgatdggoag ! acggagaact

ttttottttt

at ghtuatdijta, atatagttgt

attgtbtaca: baaacaagat agtaatgtaa

gaajataaaa
gatatactag
taaatatcaa

ttttatgatt
ttaapagttai
tcaataaaca:‘ahatihttaas

;Eg’ jcaaa

Atcat

agcgecacaa

8-
iafage’

gttgagabtd
cattaatatt
tgataaaata
aatagtttat
atpdatattt

f@ﬁt&hag@ta

aﬁhgaaiora

,ﬁgﬁ daabat

oAttgtgt

gt

toga 'a.a‘l:"r sgatagc

taacasacaa

cagaaccggt//cAdicctaaa

caggggetag

cecggttecce

tatctacgac
gpcggcgege

ctaccgaaag; ttacgggdac

gctgecdega

tcaaagcttgsida

tgtogaggct
gtaatttgtc
gcagececatt
gaagccatct
ccacgggacc
atcaatacca
gttccatagy
acaacctatt
gacgactgaa
aggccagcca
tgattgcges
cgaatgcaac
atattcttet
atcatcagga
gtttagtctg
aaacaactct
gacattatcc
ctatcgecat
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagce

gaattatgca
pdagtgacga
edgcaggacc
gegtgtgaat
tcaccggaca
tgagcgcgga
gagcttcgat
tatttttgaa
atggcaagat
aatttccecct
teccggtgaga
ttacgctcgt
tgagcgagac
cggcgcagga
aatacctgga
gtacggataa
accatctcat
ggcgcatcgg
gaatctggca
gtaagcccac
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
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agtatattat
tgttttaatc
ctatagtaaa
tatataatta

tgttagaaat

aalftaacaga
atgctaatat
tcttattaat

cacaatcota

tecttttagt
tataattgtg
aaaaatatga
ttttaatgaa
ataatagtaa
aataagaata
aatatctata
tccaatctgce
taatatcaaa
aacaaagcgc
ttctaaataa

Kijgpopatta: attaaatgaa; ttagtcgaac
tatcattgat,
“'gttectecgte

gttacatttg

aacaaagqga aaggaggaac

tctagagtcee
aattectgttg
ttteggttea
tcegtteaat
tatattgtgce
ttgegtttta
agactgatta
acaccgagcg
atgggtgaga
cattcaaccc
gcattttttt
caaatcgttg
tgcaggtcga
aagtcegetgt
agtcggctag
atgggaatgg
cgagcatcaa
aaagccgttt
cetggtatcg
cgtcaaaaat
atggcaaaag
catcaaaatc
gaaatacgcc
acactgccag
atgetgtttt
aatgcttgat
ctgtaacatc
gctteccata
attcecggttce
tgcaagctac
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac

. ttctatageg! Fegttatett

‘tgctttaatg
tgcacgttgt
ttctaatgaa
ttactgattg
tgaataggtt
ttattacaaa
cataaatctt
gcgaactaat
ttecttgaag
ggtccagcac
ggtgtatatyg
ggegggtcca
cggccgagta
gtatgtttgt
attgatttag
atttcgttgt
atgaaactgc
ctgtaatgaa
gtctgegatt
aaggttatca
tttatgcatt
actcgcatca
gctgttaaaa
cgcatcaaca
tccggggatc
ggtcggaaga
attggcaacg
caatcgatag
gettgetgte
ctgctttctc
aatctgetgc
agagctacca
tgtccttcta

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3lzo
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240



gtgtagccgt
ctgctaatce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gteggaacag
cctgtegggt
cggagcectat
ccttttgete
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
tatacactcc
ccgetgacgc
ccgtetcegg
agggtgectt
ggtagattgc
cgcgaagegy
tcggetgtgce
agttttaaag
atgtgtgacc
atgtacggct
tttteccetg
gcttcgecct
tcctcececttca
cagaacttct
ctggcttctg
ggatcgatca
atctcgeggt
ctctttacga
ccgttettgg
gtttctacca
tccgcaacgt
ttcatggatt
gccatgcegg
acctcgccag
cgactatcge
ccettgggeg
cggattcgat
tgccgetggg
ccgatttgta
tccagtgcca
tcctecacac
gcctecttta
gctgcgegat
tcttcagett
tgtctgccag
ttagcgtgtt
tttaatttca
aagaacggtt
ctcaagaatg
gcctttgate
gegetgetta
caccggaatc
gggcgctecg
cgtcgggcgg
gcgggcactg
ggcgeggget
agcgataacc
gcagcgaccg
cgctcggttt

agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgcttec
gagagcgcac
ttegeccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
tatggtgcac
gctatcgcta
gccctgacgg
gagctgcatg
gatgtgggcg
ctggcegtag
cggggcgtag
gctggcecaga
agttttaggc
ggttcccaat
ttgggttcec
ctagggcaat
cgatcaggtt
aatcgtacte
tgaactctce
ccttgectge
aaaagtaatc
acatccaatc
tcttgtagcg
ccttecttegt
ggtegtcettt
gtggacggaa
cggttagatg
ccggeccctge
ctegteggte
gggtgcccac
gcttcctaat
cagceggecge
cggcctgegce
ccgggccgga
ttgcagggcc
atggggcatt
gccgctaaaa
gtattcagat
ggtgtgatcc
gctggccaac
tgtgcttttg
gcggcecageg
gtgecggegg
ggcagctcgt
gcccgegaca
accagctcca
agcacgaagt
tcgatcacta
tcgatgccga
ccctggggat
agatgggttg
ttcatgcgtt
catgacgcaa
cttcagcgge

ccacttcaag
ggctgcetgce
ggataaggcy
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgecgtta
cgctegecgce
cctgatgcgg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctgce
tgtcagaggt
ccggcggtcg
gccagccatt
ggagcgeagce
cagttatgca
ggaaaaatcg
gtacggcttt
aatgtacgtg
ttgcectage
geggtagcegce
cggeaggtca
ggcgetgeca
ggcgeggegt
ggggtgaacc
agctagctcg
gctaatcaag
acgctgcatg
ctgcetttccg
cacgcggccg
ggaaaccgcece
ggaaacctct
acgcttcgac
gtcatagagc
cgacggcgca
ttgccacgat
ggccttcaac
tggtttgcga
ggcagacaac
ccacggegte
ttcatctact
agcagctcgg
teccgeceggea
gttgcagcct
ctcattttet
cctggacctce
cggcagtgcc
acccggccag
cgacaaaggc
ccaggtcggc
cggctgcctt
cgaagtcgcey
caacggttag
cggaatcgac
cgatggtcgt
ccccttgegt
getgttttac
caagctggce

aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gectttttac
tcceotgatt
agccgaacga
tattttctec
atctgctctg
tcatggctgce
tccecggeatc
tttcaccgte
agtggcgacg
tttgagcggc
gaccgaaggg
caggecagge
ccttttttet
gggttcccaa
ctatccacag
atctgctecg
atgactagga
tttgacccga
ctgcgttegt
gccaggeggt
gtcagcacgt
atctcgatgt
gcttcaccct
gcaacgtgcg
ccatcggetce
ggcttgtctc
atcagtacca
acgtgcccgt
agacggaaaa
atcggaacga
ccggctgecg
tcaccgggge
ttctecacca
ccgtcacgcee
ccagccgcett
ggtgecctggt
catttattca
taatggtctt
actgaaagtt
tgctgetgceg
ctttacctca
gcgggcagceg
tgggtagctc
cgccteggea
cgcttgtage
ggtggcecat
gatcgcggac
ccggecgatg
cggttgatet
taacagaaca
cttgcctgac
atttgtttat
tcaaatacac
ggccaggccyg
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caccgectac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgcte
ggttectggc
ctgtggataa
ccgagcgcag
ttacgcatct
atgccgcata
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
gcgeggettg
cagcggcecgc
taggcgettt
gggttttaag
cttttatatc
tgtacgyggtt
gaaagagacc
tacattagga
tcgggccagce
tcagecttgeg
agatcgtctt
agagaaaacg
ccgggttett
actccggecg
cggataccgt
tggtgtttaa
gceggcagaa
ccttecettc
ggtcgtaatc
ctggaagcetc
cggeccacgtc
aaaaatctgg
gcggttgecg
gtgcttectge
ggtcatcacc
gattcctcag
acgcetggec
tgttcttgat
tttgctcatt
gccttggegt
gacccgcttc
tgcgctecgga
ttaactcaaa
tcgeccteqg
acgcgctgeg
acctcaccgc
cttececatceg
atgtcgtaag
acagccaagt
gccttcacgt
tcccgcacgg
tcggceccgg
ccgcetttct
ttactcatcg
atcacctttt
ccagettggc

atacctcgcet
taccgyggttg
gggttegtgce
gcgtgagcta
aagcggcagg
tccttatagt
gtcagggggy
cttttgetag
ccgtattacce
cgagtcagty
gtgcggtatt
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgegegaggce
tccgegecct
gataggccga
ttgcagetct
agttttaata
agtcacttac
ccggttececa
ttttcgacct
accggeggat
ctgcececgcee
cacggtgaaa
gaacaaccat
gecgatgecg
gcettetgtyg
cccggttteg
caccaggcgd
ccgaatgcag
cttgagtacg
ccggtatcgg
ccacacactg
gtagceggatc
catgatgctg
ttgctcgtceyg
ggattctttg
ctcgatgcgt
cagcgecgeg
gettgggggt
aaccgcccgt
tttccatgec
tactctggta
accgegtaca
atggctggcyg
cggecggcac
tgagttttga
gttctgattc
tgatacggga
cgatgcgcgt
tgacctcaat
ggettggctg
ccgccgeetg
cgcggtcaat
ccgcccaate
cgagttgcag
ggttaagtac
catcatatac
tagacggcgg
atcagacaaa

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
a700
8760
B820
8880
8940
8000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900



ccggecagga
ccggccgega
tectggtgeg
cggcctcggt
cttccteget
cegectettt
ccggggtgag
cgctccgggt
tcaacaccat
ggcccgeged
ccaggcggtc
tggccagctc
agcecggccoge
gggcatagcc
agtcgcaagt
gcagggcygc
gctgcactga
gctegegeag
tgcecctceeceg
aaccctcact
cttccagaaa
cggacggcecy
gtagaagaac
gttcgceagc
cacacegtgg
gctgtaatge
cggtggtaac
gtctatgcct
atggagcage
gagggaagcg
gcgccatcte
cctgaagcca
aacgeggcga
gattctecge
tccagctaayg
cttcgagcca
tagcgttgcc
tectatttgag
cgatgagcga
aatcgcgcey
gcccgtcata
gcgcgeagat
cggcaaataa
aagcgttaga
tttattattt
gctggetttt
ctagcgaggy
gattgtacct
gatctcacgg
catgtggatc
agttctcaat
gctccaccqgy

<210> 25
<21l>
<212>
<213>

DNA

<220>
<223>
220>

ttteatgcag
tcatctcege
gtttcatgct
caatgcgtce
gcgctcaagt
cacggtgcgg
ggtagggcegyg
gcggtcgatyg
geggecggcec
ggcctectgg
tagcctggtc
cgggeggtceg
gtgcagttcg
cagcaggcca
attctacttt
agcctgtegce
acgtcagaag
gctgggtgcec
cacgatgatc
gatccgcatg
accgaggatg
aggtettcecg
agcaaggccg
caggacagaa
aaacggatga
aagtagcgta
ggcgcagtgg
cgggcatceca
aacgatgtta
gtgatcgceeyg
gaaccgacgt
cacagtgata
gctttgatca
getgtagaag
cgcgaactge
gccacgatcg
ttggtaggtc
gegetaaatg
aatgtagtgc
aaggatgtcg
cttgaagcta
cagttggaag
tgtctaacaa
tgcactaagc
ttaagcgtge
tcttgttate
ctttactaag
gcgttcaaat
atcgactgct
actccgttge
ggaaattatc
gtgcaaagcg

13226

ccgeacggtt
ctcgatctct
tgttcctctt
tcacggaagg
gcgeggtaca
ccttcectggt
gggccaaact
attagggaac
ggcgtagtag
atgcgctcgg
actgtcacaa
cgeectggtge
gcccgttggt
gcggeggegce
atgcgactaa
gtaacttagg
ccgactgcac
aagctctcgg
gtgccgtgat
ccegttccat
cgaaccactt
atctcctgaa
ccaatgcecctg
atgcctcgac
aggcacgaac
tgcgctcacg
cggttttcat
agcagcaagc
cgcagcaggg
aagtatcgac
tgectggeegt
ttgatttgct
acgacctttt
tcaccattgt
aatttggaga
acattgatct
cagcggcgga
aaaccttaac
ttacgttgtc
ctgecgacty
gacaggctta
aatttgtcca
ttcgttcaag
acataattgc
ataataagcc
gcaatagttg
ctagettget
actttgcgat
tctectcgcaa
cccgtegetce
tgcctaacce

gcagcegg

Artificial sequence

T DNA vector comprising a

gagacgtgcg
tsggtaatga
ggcgttcatt
caccgcgcceg
gggtcgagcg
cgatcagctc
tcacgecctcg
gctcgaacte
tgtcggccca
caatgtccag
cgtcgccagg
cggtgatctt
tggtcaagtc
tecttgttcat
aacacgcgac
acttgtgcga
tatagcagcg
gtaacatcaa
<gaaatccag
acagaagctg
catccggggt
gccagggcag
acgatgcgtg
ttcgetgetg
ccagtggaca
caactggtcc
ggcttgttat
gegttacgcece
cagtcgeect
tcaactatca
1acatttgtac
ggttacggtg
ggaaacttcg
tgtgcacgac
atggcagcgc
ggctatcttg
ggaactcttt
gctatggaac
ccgcatttgg
ggcaatggag
tcttggacaa
ctacgtgaaa
ccgacgcege
tcacagccaa
ctacacaaat
gcgaagtaat
tggtegttcc
cgtgttgcac
cgccatcega
accgtattgg
gctcagttct

chimeric ParG expression reducing
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cgggeggetc
aaaacggttc
ctcggeggec
cctggectcg
atgcacgcca
gcgggegtge
ggccttggceg
ggcaatgcecg
cggctctgec
taggtcgeyg
gcgtaggtgg
ctcggaaaac
ctggtcgteg
ggcgtaatgt
aagaaaacgc
catgtcgttt
gaggggttgg
ggcccgatce
atccttgacc
ggcgaacaaa
cagcaccacc
atccgtgcac
gagaccgaaa
cccaaggttg
taagcctgtt
agaaccttga
gactgttttt
gtgggtcgat
aaaacaaagt
gaggtagttg
ggctecgeag
accgtaaggc
gectteccectg
gacatcattc
aatgacattc
ctgacaaaag
gatccggttce
tegeecgeccg
tacagcgcag
cgcctgecgg
gaagaagatc
ggcgagatca
ttcgeggege
actatcaggt
tgggagatat
cgcaacatcc
ggtaccgtga
gcctgecccgg
cggatgatgt
ggggaagatg
gcgtagaaac

gaacacgtac
gtcetggecg
gccagggegt
gtgggcgtca
agcagtgcag
gcgatctgtg
gcctegegec
gcgaacacgg
aggctacgca
gtgctgcagy
tcaagcatcece
agcttggtgc
gtgctgacgc
ctceggttct
caggaaaagqg
tcagaagacg
atcgatccct
ttggagcect
cgcagttgca
cgatgectegc
ggcaagcgec
agcacttgec
ccttgecgete
ccgggtgacg
cggttcgtaa
ccgaacgcag
ttggggtaca
gtttgatgtt
taaacatcat
gcgtcatcga
tggatggcgg
ttgatgaaac
gagagagcga
cgtggcgtta
ttgcaggtat
caagagaaca
ctgaacagga
actgggetgg
taaccggcaa
cccagtatca
gcttggeetc
ccaaggtagt
ggcttaactc
caagtctget
atcatgaaag
gcattaaaat
acgtecggctce
tgcgtcggct
ttaaaagtcc
cacatggcte
caacatgcaa

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10520
10980
11040
11100
11160
112290
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
12987

gene
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<221> wmisc_feature e Wk W
<222> (1) (25) S
<223> Left T-DNA border (C) i
<220> .
<221> misc_feature P A
<222> (58) (318} !
<223> 3' nos (C)
<220> ¢ ]
<221> misc_feature ¢ £ !
<222> (3377 (888) . 5 gr . Coo
<223> bar codi jon (c) % v ‘
5t l':'g I?_ge" 'l.\.é,i-" hiv..c '{éﬂ "}ft "y
<220> nt e ™
<221> misc_feature . e !
<222> (089) {(1721)
<223> 3583 promoter region (C) ,
3 N
<220>" 3 el ' ;
<221> , migo _feature /<, d"" ) ‘
<zt 1ip)" Aw1a3pn HAlY s :
<223> 359’prcmoﬁdr: ' ¥
't"\\ r' \'H‘t{’r Do 3
<220> ? I f
<221> misb‘feature ﬁ '
<222> (3130}, (3431)".; ” Goihe o
<223> part of quorhpmnlogus ofiigen mays - My .
i \.-5 F’i-'ﬁ" _.\- "\'!'l,"-
<220> p xRl WA o
3 fw
<221> misc_feature *r 1]
<222> (3464) (4205) o B T
<223> Pdk intron
<220>
<221> misc_feature k
<222> (4238) {4536)
<223> part of ParG homologue of Zea mayn {C)
<220> NP 2% ?ﬁ#
<221> wmisc_feature « ! Pig e ft
<222> (4549) (5259)
<223>» 3 ocs8
<220>
<221> mwniec_feature
<222> (5281) (5305)
<223> Right T dNA border (C)
<400> 25
cggcaggata tattcaattg taaatggctc catggcgatc gctctagagg
tctagtaaca tagatgacac cgcgegegat aatttatcct agtttgcgcg
ttttctatcg cgtattaaat gtataattgc gggactctaa tcataaaaac
aataacgtca tgcattacat gttaattatt acatgcttaa cgtaattcaa
atgataatca tcgcaagacc ggcaacagga ttcaatctta agaaacttta
tttgaacgat ctgcttegga tcctagacgc gtgagatcag atctcggtga
cggacggggc ggtaccggea ggcetgaagtc cagctgccag aaacccacgt
ccecgtgettg aagccggcceg cccgcageat gecegeggggg gcatatccega
catgcgcacg ctegggtegt tgggeagecc gatgacagcg accacgctct
tgcetccagg gacttcagca ggtgggtgta gagcgtggag cccagtcecg
gcggggggag acgtacacqgg tcgactcgyc cgtccagtcg taggcgttge
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atcttcccga
ctatattttyg
ccatctcata
cagaaattat
ttgccaaaty
cgggcaggac
catgccagtt
gcgectegtyg
tgaagccctyg
tocgetggtg
gtgccttecca

M o
FEP-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ggggccegey taggcgatgce cggcgaccte geccgtccace tcggcgacga gccagggata 720
gegctccege agacgggcega ggtcgtcegt ccactcetge ggttcctgeg gctcggtacg 780
gaagttgacc gtgecttgtcet cgatgtagtg gttgacgatg gtgcagaccg ccggeatgtc 840
cgcctcggtg gcacggcgga tgtcggcecgg gogtegtect gggtccatyyg ttatagagag 9200
agagatagat ttatagagag agactggtga tttcagegtg tectctccaa atgaaatgaa 960
cttocttata tagaggaagg gtcttgcgaa ggatagtggg attgtgcgtc atcccttacyg 1020
tcagtggaga tgtcacatca atccacttgc tttgaagacg tggttggaac gtcttctttt 1080
tccacgatge tcctegtggg tgggggtcca tctttgggac cactgtcgge agaggcatct 1140, |,
tgaatgatag cctttecttt atcgcaatga tggcatttygt aggagccace ttecttttet 12004
actgtccttt cgatgaagtg acagatagct gggcaatgga atccgaggag gtttecccgaa 1260
attatccttt gétga?aagt ctcaatagce ctttggtett ctgagactgt atctttgaca 1320} :
tttttggagt agaccagagt gtcgtgctcc accatgttga cgaagatttt cttcttgtca i3go0 "
ttgagtcgta aaagactctg tatgaactgt tcgccagtct tcacggegag ttctgttaga 1440
tectegattt gaatcttaga ctccatgecat ggecttagat tcagtaggaa ctaccttttt . 1500 :
agagactcca atctctatta cttgecttyg tttatgaagc aagccttgaa zcgtccataqjl.issnﬁyj f
tggaatagta cttctgatet tgagaaatat gtctttctet gtgttettga gcaattagt 1620
cctgaatctt ttgactgcat ctttaacctt cttgggaagg tatttgatot cctggagatt Aeao0
gttactcggg tagatcgtct tgatgagacc tgctgcgtag gaacgoggec gcgtatacgt 1740
atcgatatet tcgaattcga getegtegag cggecgcteg adgaattaat tccaatcdgoa 1800
caaaaatctglagcttaacag cacagttget cctctcagag tattdaadac > 1860
cct;agépcf%actactgggt_ﬁ: rataag ggtcodgdba o patata; cgatgactgg) 1920 .7
dyttaEacanlaggt igcaac! anacagogttycgogdift Hedoacangda atitgtcact, 19801
attac ,Vféhigagcagc.qg@:da%gcgitécad acaa gﬁbagcaaad%ag&éiggqu: 2040
aacttcatcc_ccaaaggaga,ag'tdhactc“aqgccﬁunga gctttgctaa ggccctaaca: 2100
agcccacquf-ggqqa;" agei‘cgactggote acgetaggaa .coa_aaa‘ggﬁp“wg‘gclgtgaﬁ + A160
ccagccccaaiangagatctc ctttgceceg gagattacaa tggacgattt cctoctatott 2220
tacgatcggg gaaggaagtt cgaaggtgaa gygtgacgaca ctatgttcac cactgataat 2280
gagaaggttatgcctcttcathttcagaaag aatgctgacc cacagatggt tagagaggcc 2340
tacgcagcagrgtctcatqaﬂ}gacgatctac ccgagtaaca atctccagga gatcaaatac 2400
cttcccaaga aggttaaaga tgcagtcaaa agattcagga ctaattgcat caagaacdaca 2450
gagaaagaca tatttctcaa gatcagaagt actattccag tatggacgat tcaaggcettg 2520
cttcataaac caaggcaagt aatagagatt ggagtctcta aadaggtagt tectactgaa 2580
tctaaggcca tgcatggagt ctaagattca aatcgaggat ctaacagaac tcgeocgtgaa 2640
gactggcgaa cagttcatac agagtctttt acgactcaat gacaagaaga aaatcttegt 2700
caacatggtg gagcacgaca ctctggtcta « tccaaaaat gtcaaagata cagtctcaga 2760
agaccaaagg gctattgaga cttttcaaca aaggataatt tcgggaaacc tectcggatt 2820
ccattgcecca geotatcetgte acttcatcga aaggacagta gaaaaggaag gtggctccta 2880
caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc tatcattcaa gatctctetg ccgacagtgg 2940
teccaaagat ggacccccac ccacgaggag catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac 3000
gtcttcaaaq caagtggatt gatgtgacat ctccactgac gtaagggatg acgcacaatc 3060
ccactatcct tcgcaagacce cttecctctat ataaggaagt tcatttcatt tggagaggac 3120
acgctcgagg aatctggctg tctcctaagg gaagtgaaca aggcattttg tggatttttc 3180
gatcaatcga aacaccatct ctatgcgaag cttttccagg atttgcacaa caaggatgac 3240
ttttcaagca tcaattccag tgagtacgta ggagtttcaa caggaaactg gggttgtggt 3300
gcttttggtg gaaaccctga aatcaagagc atgattcagt ggattgetge atcacaggct 3360
cttcgecett ttgttaatta ctacactttt gagaacgtgt ctctgcaaag attagaggag 3420
gtgatccagt gggtacccca gcttggtaag gaaataatta ttttettttt tccttttagt 3480
ataaaatagt taagtgatgt taattagtat gattataata atatagttgt tataattgtg 3540
aaasaataat ttataaatat attgtttaca taaacaacat agtaatgtaa aaaaatatga 3is00
caagtgatgt gtaagacgaa gaagataaaa gttgagagta agtatattat ttttaatgaa 3660
tttgatcgaa catgtaagat gatatactag cattaatatt tgttttaatc ataatagtaa 3720
ttctagctgg tttgatgaat taaatatcaa tgataaaata ctatagtaaa aataagaata 3780
aataaattaa aataatattt ttttatgatt aatagtttat tatataatta aatatctata 3g4a0
ccattactaa atattttagt ttaaaagtta ataaatattt tgttagaaat tccaatctgce 3900
ttgtaattta tcaataaaca aaatattaaa taacaagcta aagtaacaaa taatatcaaa 3960
ctaatagaaa cagtaatcta atgtaacaaa acataatecta atgctaatat aacaaagcgc 4020
aagatctatc attttatata gtattatttt caatcaacat tcttattaat ttctaaataa 4080
tacttgtagt tttattaact tctaaatgga ittgactatta attaaatgaa ttagtcgaac 4140
atgaataaac aaggtaacat gatagatcat gtcattgtgt tatcattgat cttacatttg 4200
gattgattac agttgggaag ctgggttcga aatcgatcac tggatcacct cctctaatct 4260
ttgcagagac acgttctcaa aagtgtagta attaacaaaa gggcgaagag cctgtgatgc 4320
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agcaatccac tgaatcatgc tcttgatttc agggtttcca ccaaaagcac cacaacccca 4380
gtttcctgtt gaaactecta cgtactcact gglattgatg cttgaaaagt catccttgtt 4440
gtgcaaatce tggaaaagcet tcgecatagag | atggtgtttc gattgatcga aaaatccaca 4500
aaatgecttgittecacttece ttaggagacd gcoagattcbsctagn_gtcct gctttaatga 4560
gatatgcgag acgcctatga tcgcatgata tttgctttca\attctgttgt gcacgttgta 4620
aaaaacctga gcatgtgtag ctcagatcet taccgceggt ttcggttcat tctaatgaat 4680
atatcacccg ttactatcgt atttttatga atanﬁnttcﬁiccgttqaabt tactgattgt 474?1 ¥
accctactag;ttatatgtac aatattaaaaltgqpancaabyntnttgtgct gaataggttt 4800;
atagcgacat ctatgataga gcgccacaat aacaaacaab tgegttttat tattacaaat 4860
ccaattttaai asaaagcgge agaaccggto aaacctaaaatgactgattac:ataantctta 4940
ttcaaattto aaaaggcccc aggggqbagg atobacgaca caccgagcgg cgaactaata. 49005 ,
acgttcactg’aagggaactc cggt._‘l;géc_‘ qg__ jcal it 2 -;‘tct_:l;tg, agl/ #ﬂ’* 10 ;;“
tgagtnttgg acgteegete ;ncséaaqg- ‘dpcocabﬁo dc cagoacy| Elb ,,¢}
gcggcpgggt nccgzzggg p,hg acdg‘ E t ':gt-gtht'ggﬂ“ 5;_;': 4 }
gccccaaal gtg iﬁiﬁ_ {- }4 ygdgggﬁ“ agiim. 5 ?*w
ggcgaattt ﬁgcgacaacat atdd 'Ehﬂﬁqugggghgg E'ﬁhg% qﬁ*ﬁbbﬁgagbﬂg‘?aéisbié
tggcaggata tataccgttgrtaaﬁﬁﬁgtcgfcgtgtgan Fagtcgubgtg tatgtttgits 5340
tgattgtttc tgttggagtg cagceccattt caccggacaaagtcggctaga ttgabe agpf* 5400
ectgatgaac tgccgagggy aagccabcb:4§agcgcggaa hchﬁhcgpggﬁ &r 5460
caacgagacd acagaacace cacgggacég{agcttcﬁﬁﬁaﬁgag&ﬁbcadi¢ gadacty a”& 55!5 el
at;tabtagiﬁwrg‘gca@gabbq AL ahet i b ¢ Kgé @z .
é\ncoﬁaggﬂg tng vagh Hett i m*“*’“‘f
q,." dascas i 1 ol 57 LS
‘Ee"'i aggzg‘ﬂ 16 t _,éz&eﬁ " svsm L

tatb%cfpct*
cagtggtgag}baacoﬂ%gqthﬂa:ﬂlégasf

gcatiaatte
tacctttgee
ttgtcgcacc
ataaaacegce
ttgegcttge
tgcaaacaaa
ctectttttce
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacy
cacagcccag
gagaaagcgce
tcggaacagg
ctgtecgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce
cacaccgcat
atacactccg
cgctgacgceg
cgtctceggg
gggtgectty
gtagattgce
gcgaagcggc
cggctgtgcg
gttttaaaga
tgtgtgaceg
tgtacggctt
tttccectgce
cttcgeecte
cctccttcaa

légtcagecag tutaétctzg‘“f ':

tgaatcagg=

' ﬁqi‘m,»_,f sa,zpf

S

atgtttcaga aacpactc :

tgattgeccg acaubhtc Xpygta 2

coagtctage tatcgecatd tAad daidb gdangcthcé ‘tde tﬂ@tbt
gttttcecgga tcttcttgag aucctttttt tctgecgegta atcugctgct 6360
aaaaccaccg ctaocagcgg tggtttgg;t gccggatoaa gagctaccaa‘ 6420
gaaggtaact ggcttcagca gngcgclgyt;accanatact‘gtccttctag 6480
gttaggcocac cacttcaaga adtchgtigc accgbctacaftacctégctc 6540
gttaccagtg gctgetgcca gtggegate gtog;gtobb accgggttgy); 6600
atagttaceg- gataaggege, agdggbo: Lctgaacgggg} bgbtcg\!gca»"‘** 66651{
cttggagcga acgacctaca ocganetgag atacctacag cgtgagctat 67 01
cacgcttcec gaagggagaa;agyoggnc gtatcdggtd a gcggadgggﬂﬁfevaov9 4
agagcgcacg aggbngchtc c "qa rcgcctggtat ctttatggt&T 60400
tegecaccte tgacttgage gtogattett gtgatgctcg tcaggggygc 69007
gaaaaacgcc agcaacgcgy catttttacg gttecetggcc ttttgctgygc 6960
catgttettt cctgegttat cccctgatte tgtggataac cgtattaccg 7020
agctgatacc gctcgccgea gcegaacgac cgagcgcage gagtcagtga 7080
ggaagagcgc ctgatgcggt attttctcct tacgcatctg tgcggtattt 7140
atggtgcact ctcagtacaa tctgctctga tgccgcatag ttaagccagt 7200
ctatcgctac gtgactgaggt catggctgcg ccccgacace cgccaacace 7260
ccctgacaggg cttgtetgot cceggecatce gettacagac aagctgtgac 7320
agctgcatgt gtcagaggtt ttcaccgtca tcacecgaasac gogcgaggea 7380
atgtgaggcge cggeggtega gtggcgacgg cgcggcttgt ccgegeectg 7440
tggccgtagg ccagccattt ttgageggece agcggecgeg ataggccegac 7500
ggggcgtagg gagcegeagey accgaagggt aggcgetttt tgcagctctt 7560
ctggecagac agttatgcac aggccaggcg ggttttaaga gttttaataa 7620
gttttaggcg gaaaaatcgc cttttttctc ttttatatca gtcacttaca 7680
gttcccaatg tacggctttg ggttcccaat gtacgggttc cggttcccaa 7740
tgggttcceca atgtacgtgc tatccacagg aaagagacct tttcgacctt 7800
tagggcaatt tgccctagca tctgetcecgt acattaggaa ccggeggatg 7860
gatcaggttg cggtagcgca tgactaggat cgggccagec tgccccgect 7920
atcgtactcc ggcaggtcat ttgacccgat cagecttgege acggtgaaac 7980
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agaacttctt
tggettctge
gatcgatcaa
tctcgeggta
tctttacgat
cgttettgge
tttctaccag
ccgcaacgtyg
tcatggatte
ccatgcegge
cctecgccage
gactatcgcg
ccttgggcegy
ggattcgate
gcegetggge
cgattktgtac
ccagtgccat
cctccacaca
cctecectttag
ctgcgegatg
cttcagcttg

gaactctcceyg
cttgectgcyg
aaagtaatcg
catccaatca
cttgtagcygg
cttcttegta
gtcgtctttc
tggacggaac
gagttagatgg
cggecetgeg
tcgtcggtca
ggtgecccacg
cttcctaatc
agcggccget
ggcctgcgeg
cgggccggat
tgcagggccg
tggggcattc
ccgctaaaat
tattcagata

gtgtgatcet

gtctgccagg ctggécaacg

tagcegtgttt
ttaatttcag
agaacggttg
tcaagaatgg
cctttgatcg
cgctgcttaa
accggaatca
ggcgcteegt
gtcgggceggt
cgggcactgc
gcgegggcta
gcgataacct
cagcgaccge
gctcggtttce
cggccaggat
cggecgegat
cctggtgcygy
ggcectcggte
ttecetogetg
cgcectectite
cggggtgagg
gctcegggty
caacaccatg
gccegegecyg
caggcggtcet
ggccagctcce
gccggeccgcg
ggcatagccc
gtcgcaagta
cagggcggca
ctgcactgaa
ctcgecgcagg
gccctcecge
accctcactg
ttccagaaaa
ggacggccega
tagaagaaca
ttcgeccagec
acaccgtgga

gtgottttge
cggecagege
tgceggegge
gcagctcegta
cccgegacac
ccagetccac
gcacgaagtc
cgatcactac
cgatgccgac
cctggggatc
gatgggttge
tcatgcgttc
atgacgcaag
ttcagcggcec
ttecatgcagc
catctccgcee
tttecatgett
aatgcgtect
cgctcaagtg
acggtgcggc
gtagggcggy
cggtegatga
cggeccggeceg
gcetcctgga
agcctggtca
gggcggtcgc
tgcagttcgg
agcaggcecag
ttctacttta
gecctgtcgeg
cgtcagaagc
ctgggtgcca
acgatgatcg
atccgcatgce
ccgaggatgc
ggtcttccga
gcaaggeegce
aggacagaaa
aacggatgaa

gcgetgecac
gcgeggegty
gggtgaaccg
gctagcetcga
ctaatcaaqg
cgctgcatgg
tgctttecge
acgcggeegg
gaaaccgcca
gaaacctcta
cgcttcgaca
tcatagagca
gacggcgcac
tgccacgatt
gccttcaact
ggtttgcgac
gcagacaacc
cacggcgtcg
tecatctacte
gcagcteggt
cegeeggeaa
ttgcagcett
tcattttcte
ctggacctcg
ggcagtgcct
cecggecage
gacaaaggcc
caggtcggceg
ggctgecttg
gaagtcgcgc
aacggttagce
ggaatcgact
gatggtcgtc
cccttgegta
ctgttttact
aagctggccg
cgcacggttg
tcgatctctt
gttecctettg
cacggaaggc
cgecggtacag
ctteetggtce
ggccaaactt
ttagggaacg
gcgtggtggt
tgegetcggce
ctgtcacaac
gcctggtgce
cccgttggtt
cggeggeget
tgcgactaaa
taacttagga
cgactgcact
agctctcggg
tgecegtgatce
ccgttccata
gaaccactte
tctcctgaag
caatgecectga
tgcctcgact
ggcacgaacc

tgcgttogta
ccaggcggta
tcagcacgtc
tctcgatgta
cttcaccete
caacgtgegt
categgctceg
gettgtetee
tcagtaccag
cgtgcccggp
gacggaaaac
tcggaacgaa
cggetgecgg
caccggggcy
tcteccaccag
cegtcacgecg
cagcecgetta
gtgcetggtt
atttattcat
aatggtcttg
ctgaaagttg
gctgetgegt
trtacctcat
cgggcagegt
gggtagctca
gcctcggecaa
gcttgtagcc
grggcccata
atcgcggaca
cggccgatgg
ggttgatctt
aacagaacat
ttgecctgace
tttgtttatt
caaatacaca
gccaggccgce
agacgtgcgc
cggtaatgaa
gcgttcatte
accgecgccgc
ggtcgagcga
gatcagctcg
cacgecteqg
ctcgaactcg
gtcggeceac
aatgtccagt
gtcgccaggg
ggtgatcttc
ggtcaagtce
cttgttcatg
acacgcgaca
cttgtgcgac
atagcagcgg
taacatcaag
gaaatccaga
« agaagctgg
atceggggtce
ccagggcaga
cgatgcgtgg
rcgetgetge
cagtggacat
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gatcgtcttg
gagaaaacgg
cgggttcttg
ctceggeegce
ggataccgtc
ggtgtttaac
ccggcagaac
ctteecttec
gtcgtaatcc
tggaagcteg
ggccacgtcc
aaaatctggt
cggttgccgg
tgcttetgec
gtcatcaccce
attcctecggg
cgcectggcea
gttcttgatt
ttgctcattt
ccttggegta
acccgettca
gcgctceggac
taactcaaat
cgeccctcyggg
cgcgetgegt
cctcaccgcec
ttccateegt
tgtcgtaagg
cagccaagte
ccttcacgtc
cccgeacgge
cggeecceggce
cgecetttetg
tactcatcgc
tcaccttttt
cagcttggca
gggcggcteg
aaacggttcg
tcggeggeeg
ctggcctegg
tgcacgccaa
cgggcgtgcyg
geecttggcegg
gcaatgccgg
ggctctgcca
aggtcgcggg
cgtaggtggt
tcggaaaaca
tggtcgtcag
gcgtaatgtc
agaaaacgcc
atgtcgtttt
aggggttgga
gecccgatect
tcettgaccc
gcgaacaaac
agcaccaccy
tccgtgcaca
agaccgaaac
ccaaggttgc
aagcctgttc

aacaaccatc
ccgatgcegg
ccttetgtga
ccggtttcge
accaggcgyc
cgaatgcagg
ttgagtacgt
cggtatcggt
cacacactaqg
tagcggatca
atgatgcetgce
tgectcgteygc
gattctttge
tcgatgegtt
agcgecgcegce
cttgggggtt
accgcecgtt
ttccatgcceg
actctggtag
ccgegtacat
tggctggegt
ggccggcact
gagttttgat
ttctgattca
gatacgggac
gatgcgcgtyg
gacctcaatg
gcttggetge
cgcecgectgg
gcggtcaate
cgcccaatey
gagttgcagg
gttaagtaca
atcatatacg
agacggcggac
tcagacaaac
aacacgtacc
tcctggeegt
ccagggegte
tgggcgtceac
gcagtgcagc
cgatctgtgce
cctegegecc
cgaacacggt
ggctacgcag
tgctgcgggce
caagcatcct
gcttggtygca
tgctgacgcg
tccggttcta
aggaaaaggyg
cagaagacgg
tcgatccctg
tggagccctt
gcagttgcaa
gatgctegec
gcaagcgccc
gcacttgccg
cttgcgeteg
cgggtgacgc
ggttcgtaag

8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
agso
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
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ctgtaatgca
ggtggtaacg
tctatgcctc
tggagcagca
agggaagcegg
cgccatctcg
ctgaagccac
acgcggcgag
attctecgeg
ccagctaagc
ttcgagccag
agcgttgeet
ctatttgagy
gatgagcgaa
atcgcgccga
cccgecatac
cgegcagatc
ggcaaataat
agcgttagat
ttatcatttt
ctggcttttt
tagcgagggc
attgtacctg
atctcacgga
atgtggatca
gttctcaatg
ctccaccggg

agtagecgtat
gcgcagbgge
gggcatccaa
acgatgttac
tgatcgccga
aaccgacgtt
acagtgatat
ctttgatcaa
ctgtagaagt
gcgaactgca
ccacgatcga
tggtaggtcc
cgctaaatga
atgtagtget
aggatgtege
ttgaagctag
agttggaaga
gtctaacaat
gcactaagca
taagcgtgca
cttgttatcyg
tttactaagc
cgttcaaata
tcgactgett
cteogttgee
gaaattatct
tgcaaagcgg

gegetcacge
ggttttecatg
gcagcaagcg
gcagcagggc
agtatcgact
gctggcegta
tgatttgctg
cgaccttttg
caccattgtt
atttggagaa
cattgatctg
agcggeggag
aaccttaacg
tacgttgtce
tgccgactgy
acaggcttat
atttgtccac
tcgttcaagc
cataattgcet
taataagccc
caatagttgg
tagettgett
ctttgcgatce
ctctecgcaac
ccgtegetca
gcctaaccgg
cagcgg

aactggteca
gettgttatg
cgttacgceg
agtcgccecta
caactatcag
catttgtacg
gttacggtga
gaaacttcygy
gtgcacgacyg
tggcagcgca
gctatcttge
gaactctttg
ctatggaact
cgeatttggt
gcaatggagc
cttggacaag
tacgtgaaaq
cgacgecget
cacagccaaa
tacacaaatt
cgaagtaatc
ggtegttcdg
gtgttgcgeg
gccatcegac
cegtgttggg
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gaaccttgac
actgtrtttt
tgggtcgatg
aaacaaagtt
aggtagttgg
gctccgeagt
cegtaagget
cttcceetgyg
acatcattcee
atgacattct
tgacaaaagc
atccggttce
cgecegeecga
acagcgcagt
gecetgocgyc
aagaagatcg
gcgagatcac
tecgeggcegcg
ctatcaggtc
gggagatata

gocaacatceg

gtaccgtgaa
cctgececggt
ggatgatgtt

cgaacgcage
tggggtacag
tttgatgtta
aaacatcatg
cgtcatcgag
ggatggcggce
tgatgaaaca
agagagcgag
gtggcgttat
tgcaggtatce
aagagaacat
tgaacaggat
ctgggctgge
aaccggcaaa
ccagtatcag
cttggegteg
caaggtagtc
gcttaactca
aagtctgctt
tcatgaaagg
cattaaaatc
cgticggcteg
gegteggctg
taaaagtcce

gggaaggtgc, acatggctca
ctcagttctg cgtagaaacc aacatgcaag

11700
11760
11820
11880
11940
132000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13226
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(10) Numero de publicacion internacional

WO 2004/090140 A2
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(57) Resumen los métodos y los medios son propereionados para mncrementar la tolerancia de 11s plantas ol estrés
abibtico o a condiciones de crecimiento adversas. incluyendo sequia altas intunsidades de luz. altas temper ituras
limitaciones de nutrientes y sinulares. medianie la reduccidn de la actividad de las proieinas PARC cndbgenas en las
plantas

Metodos y medios para incrementar la tolerancia de las plantas a

condiciones de estres

Campo de la invencion

[1] La presente invencion esta relacionada con el uso de poli (ADP nibosa)
ghcohidrolasas en las plantas para incrementar Ia tolerancia de las plantas a
condiciones adversas de crecimiento incluyendo sequia altas intensidades de
luz altas temperaturas limitaciones de nutrientes y similares Los metodos y
medios son suministrados para producir plantas que sean tolerantes a

condiciones de estres abidtico

Antecedentes de la invencion




[2] Frecuentemente el estres abio ico conllevara directamente o indirectamente
a dafo en el ADN de las celulas de las plantas expuestas a condiciones
adversas El dafio genomico sI no es reparado puede conllevar a muerte
celular La tolerancia a condiciones de estrés mostrada por [as plantas es el
resultado de la habiidad de las celulas de la planta expuestas a condiciones

adversas para reducir y/o reparar el dano y sobrevivir

[3] Las celulas de la planta asi como otras celulas eucarioticas han
desarrollado un sistema de reparacion del elaborado La activacion de la pol
(ADP ribosa) polimeraza (PARP) mediante el rompimiento de las ramificaciones
del ADN a menudo es una de las pnmeras respuestas celulares al dafio del
ADN El PARP cataliza la modifficacion post translacional de las proteinas
mediante la adicion sucesivamente de moleculas de ADP nbosa obtenidas de
la conversion del dinucleotido nicotineamido (NAD) para formar polimeros
muitiramificados que contenen hasta 200 residuos de ADP rbosa
(aproximadamente 40 residuos en las plantas) La dependencia de la sintesis
de poll (ADP ribosa) sobre los rompimientos de las ramificaciones del ADN y la
presencia de PARP en complejos multiproteinicos adicionales que contienen
efectores claves de la reparacion del ADN las reacciones de replicacion y
trascrnipcton sugieren fuertemente que esta modificacion post transcripcional
esta involucrada en el metabolismo de los acidos nucieicos y en la reparacion
del ADN Ademas son indicaciones de que la sintesis de pol (ADP —ribosa)

esta involucrada en la regulacion del ciclo celular y en la muerte celular
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[4] La poli (ADP ribosilacion) de las proteinas es migratoria en las celulas vivas
Los polimeros poli (ADP nbosa) son rapidamente superpuestos siendo
convertidos en ADP ribosa libre mediante la actividad de la exoglicosidasa y la
endoghcosidasa del poll (ADPribosa) glicohidrolasa (PARG EC 321 143) La
unidad mas proximal de ADP ribosa sobre el aceptador de ia proteina es

hidrolizada mediante la accion de otra enzima (Liasa de proteina ADP ribosil)

[5] Ademas de este efecto positivo (asociado con la reparacion del ADN) del
PARP sobre la supervivencia celular tambien existe un efecto negativo del
PARP EIl proceso de activacion del PARP sobre el dafio del ADN esta
asoclado con una rapida disminucion de los niveles de NAD+ puesto que cada
unidad de ADP ribosa transferida por el PARP consume una molecula de
NAD+ el agotamiento de NAD+ a su vez resulta en agotamiento de ATP
puesto que la re sintesis de NAD+ requiere por lo menos (dependiendo de la
via de la biosintesis) tres moleculas de ATP por molecula de NAD+ Ademas la
actividad del bloque agota el NAD gliceraldehido —3 fosfato deshidrogenaza
el cual es requerndo para re sintetizar el ATP durante la glicolisis  Finalmente
el NAD+ es un transportador clave de los electrones necesarios para generar el

transporte de electrones via el ATP y la fosfonlacion oxidativa

[6] La consecuencia fisiolégica del NAD+ y del agotamiento de ATP ha sido
establecida en e! contexto que el dafic del ADN induce la muerte celular Se ha
demostrado que la terminacion de la apoptosis depende absolutamente de la

presencia de ATP y que en ausencia de este nucleotdo del tipo de
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interruptores de fallecmiento celular desde la apoptosis hasta la necrosis
Dado que la lisis celular asociada con la necrosts genera un dano adicional a
las celulas vecinas es preferible para los organismos multicelulares favorecer

la muerte celular apoptotica en tugar de la necrosis

[7] Ademas es muy importante considerar el equilibro delicado de los efectos
positivos y negativos de la accion de la poli (ADP ribosil) sobre el potencial de

una celula para sobrevivir al dafio del ADN

(8] La WO 00/04173 describe los metodos para modular la muerte celular
programada (PCD) en celulas y organismos eucarioticos particularmente las
celulas de fas plantas y las plantas mediante la introduccion de genes
quimericos de modulacion del PCD que influencia la expresion y/o actividad
aparente de los genes poli (ADP ribosa) polimeraza (PARP) endogenos La
muerte celular programada puede ser inhibida o provocada La intencion
particularmente esta relacionada con el uso de las secuencias de nucleotidos
que codfican las proteinas con la actividad PARP para modular el PCD para
mejorar la tasa de crecimiento o para producir celulas y organismos tolerantes

al estres

[9] Los genes de codificacion PARG fueron identficados en un numero de
animales tales como los Rattus norvegicus (Numeros de acceso NM_031 339
NW 043030 ABO19366) Mus musculus (Numeros de acceso NT_039598 NM

003631 AF079557) Homo sapiens (Numeros de acceso NT_01 7696



NM003631 AF005043) Bos faurus (Numeros de acceso NM_174138 U78975)

Drosophila melanogaster (Numero de acceso AF079556)

[10] En las plantas una glicohidrolaza poli (ADP rnbosa) fue identficada
mediante un mapa basado en la clonacion de genes de tipo silvestre en un
mutante afectado en la trascripcion controlada con relo, de genes en
Arabidopsis y en la transicion dependiente del foto periodo desde el
crecimiento vegetativo hasta el florecimiento (tef) La secuencia de nucleotidos
del gen puede ser obtenida de bases de datos de nucleotidos bajo el numero

de acceso AF394690 (Panda et al 2002 Oev Cell 3 51 61)

Resumen de la invencion

[11] La invencion ofrece un metodo para producir una planta tolerante a las
condiciones de estres incluyendo los pasos de suministro de celuias de plantas
con un gen quimerico para crear celulas de plantas transgenicas en donde el
gen quimenco Incluye los siguientes fragmentos de ADN wvinculados
operablemente un promotor expresible de la planta una region del ADN los
cuales cuando son transcritos producen una molecula RNA inhibitoria ParG y
una region final 3 involucrada en la terminacion de la trascripcion y la
poliadenilacibn Una poblacion deilineas de plantas transgenicas es regenerada
desde la celula de la planta transgenica y una linea de plantas tolerante al
estrées es iwdentificada dentro de la poblacién de las lineas de plantas

transgenicas La molecula de RNA inhibidora ParG puede incluir una
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secuencia de nucleotidos de por o menos 20 nucleotidos consecutivos del gen
ParG presente en la celula de la planta (el gen ParG endogeno) La molecula
de RNA inhibidora ParG tambien puede incluir una secuencia de nucleotidos de
por lo menos 20 nucleotidos consecutivos del complemento de la secuencia de
nucleotidos del gen ParG presente en la celula de la planta (el gen ParG
endogeno) Inclusive en otra incorporacion el RNA inhibidor parC puede incluir
una region de sentido que incluye una secuencia de nucleotidos de por lo
menos 20 nucleotidos consecutivos de la secuencia de nuclectidos del gen
ParG presente en la celula de lasplanta y una region ant sentido que incluye
una secuencia de nucleotidos de por lo menos 20 nucleotidos consecutivos del
complemento de la secuencia d2 nucleotidos del gen ParG presente en la
celula de la planta en donde la region del sentido y del antisentido son capaces
de formar una region de RNA de doble ramificacion que incluya por fo menos
20 nucledtidos consecutivos El gen quimerico ademas puede inclur una
region de ADN que codifica una nbozima auto empalmante entre dicha
codificacion de la region del ADN para la molecula de RNA inhibidora parC y la
region final 3 Las condiciones de estrés pueden ser seleccionadas desde
calor sequia agotamiento de nutrtentes estres oxidativo o condictones de luz

alta

[12] En otra personfficacion de la invencion se suministra un metodo para
producir una planta tolerante a condtciones de estres incluyendo los pasos de
separacion de un fragmento de ADN de por lo menos 100 bp que incluye una

parte del gen codificador parG de la planta de interes produciendo un gen
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quimerico mediante la vinculacion operablemente de una region promotora
expresible de la planta con el fragmento de ADN separado que incluye la parte
del gen codificador parC de la planta en orientacidn directa comparado con Ia
region promotora y al fragmento del ADN separado que incluye la parte del gen
codfficador parC de dicha planta en orientacion invertida comparado con la
region promotora y una region final 3 nvolucrada en la terminacion de la
trascripcion y la poliadenilacion Estos genes quimencos luego son
suministrados a las celulas de las plantas para crear celulas de plantas
transgenicas Una poblacion de lineas de plantas transgenicas se regenera
desde las células de las plantas transgenicas y una linea de plantas tolerantes
al estres es identificada dentro de la poblacion de lineas de plantas
transgenicas La invenciéon tambien estd relacionada con celulas de plantas

tolerantes al estres y plantas obtenidas mediante este proceso

[13] Inclusive en otra personificacion de la invencion se summistra un metodo
para producir plantas tolerantes a condiciones del estres incluyendo los pasos
de suministro de células de plantas con un gen quimerico para crear plantas
transgenicas incluyendo una region de ADN ia cual cuando es transcrita
produce una molecula de RNA inhibidora ParG en donde la region del ADN
Incluye una secuencia de nucleotidos de por lo menos 21 a 100 nuclectidos de
una secuencia de nucleotidos que codifican una proteina que incluye la
secuencia de aminoacidos SEQ ID No 1 2 o 16 o por lo menos 21 a 100
nucleotidos de una secuencia de nucledtidos SEQ ID 3 4 15 o 23

operablemente vinculadas a un promotor expresible de la planta y una region
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final 3 nvolucradas en la terminacion de la trascrnpcion y la poliadenilacion
regenerando una poblacion de lineas de plantas transgenicas de dicha celula
de plantas transgénicas e identficando una linea de plantas tolerantes al

estrés dentro de la poblacion de lineas de plantas transgenicas

[14] La invencion ademas proporciona molecutas de ADN que incluyen un
promotor expresible de la planta operablemente vinculado a una region del
ADN el cual cuando es trascriio produce una molecula de RNA inhibidora
ParG y hasta una region final 3 involucrada en la terminacion de la trascripcion
y la poliadenilacion La molecula de RNA inhibidora ParG puede incluir una
secuencia de nucleotidos de por lo menos 20 nucleotidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos del gen ParG presente en la celula de la planta (el
gen ParG endogeno) La molecula de RNA inhibidora ParG tambien puede
inclur una secuencia de nucleotidos de por lo menos 20 nucledtidos
consecutivos del complemento de la secuencia de nuclectidos del gen ParG
presente en la celula de la planta (el gen ParG endogeno) Inclusive en otra
personificacion el RNA inhibidor parG puede incluir una region de sentido que
Incluye una secuencla de nucleotidos de por lo menos 20 nucleotidos
consecutivos de la secuencia de nucleotidos del gen ParG presente en la celula
de la planta y una region anti sentido que mcluye una secuencia de nucleétidos
de por lo menos 20 nucleotidos consecutivos del complemento de la secuencia
de nucleotidos del gen ParG presente en la célula de la planta en donde la
region del sentido y la anti sentido son capaces de formar un RNA de doble

ramificacion que Incluye por lo menos 20 nucleotidos consecutivos El gen

Yq



quimerico ademas puede Inclurr una region de ADN que codifica una ribozima
auto vinculadora entre dicha codificacion de la region del ADN para la molecula
de RNA inhibidora parG y la region final 3 El gen quimenco tambien puede
incluir una secuencia de nucleotidos de por lo menos 21 a 100 nucleotidos de
una secuencia de nucleotidos que codifican una proteina que incluye la
secuencia de aminoacidos SEQ ID No 1 2 o 16 o por lo menos 21 a 100

nucleotidos de una secuencia de nucleotidos de SEQID 34 150 23

[15] Inclusive en otra personificacion la invencion esta relacionada con la celula
de la planta que incluye la molécula de ADN de la invencion y de las plantas
que consisten esenciaimente de dichas células de las plantas asi como con los
procesos para la produccidn de plantas tolerantes al estrés incluyendo el paso
de cruce adicional de dichas plantas con otra planta Tambien se suministran
las semillas y el matenal de propagacion de dichas plantas que incluyen los

genes quimericos de la invencion

[16] La invencion tambien esta relacionada con un metodo para la obtencion de
piantas tolerantes al estres que incluyen los pasos de sometimiento de una
linea de celulas de la planta o una linea de plantas para mutagenesis la
identificacion de estas celulas de la planta o plantas que tienen una mutacion
en un gen ParG endogenc sometiendo las celulas de las plantas identificadas
a condiciones de estres e identificando las celulas de la planta o las plantas que
toleran dichas condiciones de estres mejor que las plantas de control

Alternativamente las celulas de las plantas o las plantas pueden ser



seleccionadas por los inhibidores ParG y tratadas en la forma descrita en este

paragrafo

[17] La invencion ademas esta relacionada con una celula de planta tolerante al

estres o plantas que tengan una mutacion en el gen ParG endogeno

Breve descripcion de las fiquras

[18] Figura 1 Representacion esquematica del ciclo de polimenzacion /
despolimerizacion del poli ADP ribosa mediante la accion del PARP/PARG en

una célula eucanotica

[19] Figura 2 Diagrama del contenido de NAD+ y ATP en las lineas
Arabidopsis bajo estrés de luz alta Las casillas oscuras representan el
contenido de NAD bajo condiciones de luz alta expresadas como el porcentaje
del valor para el contenido de NAD determinado bajo condiciones de luz baja
Las casillas claras representan el contenido de ATP bajo condiciones de luz
alta expresadas como el porcentaje del valor para el contenido de ATP

determinado bajo condiciones de luz baja

[20] Figura 3 Diagrama del contenido de NAD+ y ATP de ias hneas de maiz
bajo estres de agotamiento de nitrégeno Las casillas oscuras representan el

contenido de NAD mientras que las casillas claras representan el conterudo de

ATP
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Descripcion detallada de las personificaciones prefernidas

[21] La invencion se basa por cada parte en la demostracion de que las
celuias de las lineas de plantas resistentes al estres incluyen un gen quimernico
que reduce la expresion del gen PARP presentando un contenido de NAD/ATP
mas alto bajo condiciones adversas que las celulas de las hineas de las plantas
no transformadas Por ofra parte se observo que el silenciamiento de la
expresion del gen codificador PARG en el tabaco utihzando un vector de RNA
silenciador migratorio basado en los virus del satélite resulto en un fenotipo
similar al observado para el silenciamiento del gen codificador PARP que utiliza
el mismo sistema silenciador Ademas el silenciamiento de la expresion del
gen codificador PARG en las plantas tales como Arabidopsis y tabaco resulto
en plantas que fueron mas resistentes a condiciones de estres tales como por

ejemplo aquellas impuestas por condiciones de luz alta

[22] Aunque no se intenta imitar la invencion a un modo de accion especifico
se espera que el silenciamiento de la expresién del gen PARG resulte en un
fenotipo similar al silenciamiento de la expresion de! gen PARP por las
siguientes razones Como se puede ver en la Figura 1 la polimenzacion del
ADP rbosa catalizado pro PARP que consume NAD es seguida por la
despolimenzacién del pol ADP catalizado por PARG La ribosilacion ADP de la
proteina PARP resulta en la inactivacién de la proteina PARP La velocidad a la
cual ocurre el ciclo de polimerizacion/despolimenzacion de ADP ribosa en las

celulas de las plantas conllevan a un agotamiento de NAD y
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consecuentemente el agotamiento de ATP puede ser retardado o detenido
mediante la reduccion de la expresion del gen PARP o de la actividad
enzimatica del PARP Como resultado las celulas de las plantas y las plantas
que incluyen dichas celulas son mas resistentes a condiciones adversas Los
datos aqui suministrados indican que se puede obtener un efecto similar
mediante el retardamiento o detencion del ciclo reduciendo la expresion del

gen PARG o la actividad PARG

[23] La invencion se relaciona con la reduccion de la muerte celular en la planta
como respuesta a condiciones ambientales adversas y consecuentemente la
resistencia mejorada al estres alternando el nivel de expresion de los genes
ParG o alternando la actividad o la actividad aparente de las proteinas PARG
en la celula de esa planta Convenientemente el nivel de expresion de los
genes ParG pueden ser controlados genéticamente mediante la introduccion
de genes quimericos que alternan la expresion de los genes ParG o mediante
la alternacion de los genes PARG endogenos Incluyendo las sefiales de

expresion

[24] En una personificacion de Iz invencion un metodo para producir plantas
tolerantes a condiciones de estres o condiciones de crecimiento adversas es
suministrado ofreciendo los pasos de

suministro de celulas de plantas con un gen quimerico para crear celulas de
plantas transgemcas en donde el gen quimerico incluye los siguientes

fragmentos de ADN vinculados operablemente
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un promotor expresible de la planta
una region del ADN la cual cuando es transcrita produce una molecula de
RNA inhibidora ParG

una region final 3 involucrada en la terminacion de la trascripcion y la
poliadenilacion

regeneracion de una poblacion de lineas de plantas transgenicas de dichas
celulas de plantas transgenicas e

identificacion de una linea de plantas tolerantes al estres dentro de dicha

poblacion de lineas de plantas transgenicas

[25] Como se utiliza aqui una planta tolerante al estres o una planta tolerante
a condiciones de estres o condiciones adversas de crecimiento es una pianta
(particularmente una planta obtenida de acuerdo con ios metodos de la
Invencion) la cual cuando es sometida a condiciones de crecimiento adversas
durante un periodo de tiempo tales como pero sin limitar Ja sequia altas
temperaturas suministro imitado de nutnientes (particularmente nitrogeno)
Intensidades de luz alta crece mejor que una planta de control no tratada de
acuerdo con los metodos de la invenciébn Esto sera usualmente aparente
desde la aparencia general de las plantas y puede ser medido por ejemplo
mediante la produccion incrementada de biomasa crecimiento vegetativo
continuado bajo condiciones adversas mas alta produccion de semillas Las
plantas tolerantes al estrés tiener un espectro de crecimiento mas amplio por
ejemplo estan en capacidad de resistir un rango mas amplio de cambios

chmatologicos y ofros camoios abioticos sin  producir castigos
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Bioquimicamente la tolerancia al estres puede ser aparente entre mas alto sea
el contenido de NAD* NADH /ATP mds baja es la produccion de especies de
oxigeno reactivos de plantas tolerantes al estres en comparacion con las
plantas de control bajo condiciones de estres La tolerancia al estres tambien
puede ser aparente a medida que el contemido de clorofila es mas alto
fotosintests mas alta y fluorescencia mas baja de la clorofila bajo condiciones
de estres en plantas tolerantes al estres comparadas con las plantas de control

bajo las mismas condiciones

[26] Es claro que tampoco se requiere que la pianta crezca continuamente bajo
las condiciones adversas para que la tolerancia al estres sea aparente
Usualmente la diferencia en la tolerancia al estres entre una planta o una
celula de la planta de acuerdo con la invencion y una planta o celula de planta
control sera aparente Inclusive solo cuando se enfrente a un periodo

relativamente corto de condiciones adversas durante el crecimiento

[27] Como se utliza aqui una molecula de RNA inhibidora ParG es una
molecula de RNA capaz de disminurr la expresion de los genes codificadores
PARG endogenos de una celula de la planta prefenblemente mediante el
silenciamiento post transcripcional Serd claro que inclusive cuando una
molecula de RNA inhibidora ParG disminuye la expresion del gen codificador
PARG mediante el silenciamiento post transcnipcional asi como una molecula
de RNA tambien puede ejercer otras funciones dentro de la celula tales como

por ejemplo onentacion de la matilacion del ADN del gen ParG endogeno y
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nuevamente conllevando a una expresibn disminuida del gen codificador
PARG Ademas la expresion de los genes codificadores PARG endogenos de
una célula de la planta puede ser reducida mediante el silenciamiento
transcripcional por ejemplo mediante el uso del RNAI 0 dsRNA objetivo contra

la region promotora del gen ParG endogeno

[28] Como aqui se utiliza un gen codificador PARG o un gen ParG es un
gen capaz de codificar una proteina PARG (ghcohidrolasa ADP nbosa) en
donde la proteina PARG catalza la despolimerizacion del poli ADP ribosa
mediante la liberacion de unidades de ADP ribosa libre o mediante la accion
endoglicolitica o exoglicolitica

[29] Los genes codificadores 'PARG pueden inclur una secuencta de
nucleotidos que codifican una proteina que Incluye la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No 1 (Arabidopsis thaliana) o SEQ ID No 2 (Solanum
fuberosum} o SEQ ID No 16 (Otyza saliva) o partes de estas tales como un
fragmento de ADN que incluye Ia secuencia de nucleotidos SEQ ID No 3 o

SEQ ID 4 0 SEQ ID No 15 o0 SEQ ID 23 (Zea mays)

[30] Sin embargo sera claro que la persona entrenada pueda separar las
secuencias de ADN de otras especies de plantas mediante la hibndizacién con
una sonda denvada de los genes codificadores PARG antes mencionados de
las especies de plantas o inclusive con una sonda dernvada de los genes
codfficadores PARG antes mencionados de especies animales Para este fin

las sondas deben tener preferblemente una secuencia de nucleotidos que
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Incluya por lo menos 40 nucleotidos consecutivos desde la region codificadora
de aquellas secuencias de genes codificadores PARG preferiblemente desde
la region codificadora de la SECQ ID No 3 o SEQ ID No 4 Las sondas sin
embargo pueden incluir regiones mas largas de secuencias de nucleotidos
derivados de los genes ParG tales como aproximadamente 50 60 75 100
200 o 500 nucleotidos consecutivos de cualquiera de los genes ParG
mencionados Preferiblemente la sonda debe incluir la codfficacion de la
secuencia de nucleotidos para una de las regiones altamente conservadas del
dominio catalitico las cuales fueron identificadas mediante la alineacion de las
diferentes proteinas PARG de los animales Estas regiones tambien estan
presentes en la proteina PARG identificada de Arabidopsts thahana e incluye la
secuencia de aminoactdos LXVDFANXXXCCG (correspondiente a la SEQ ID
No 1 desde el aminoécido en la posicion 252 hasta el aminoacido en la posicion
264 X puede ser cualquier aminoacido) LXVDFANXXXGGGXXXXGXVQEEIRF
(correspondiente a la SEQ ID No 1 desde el aminoacido en la posicién 252
hasta el aminoacido en fa posICION 277) 0
LXVDFANXXXGGGXXXXGXVQEEIRFXXXPE (correspondiente a la SEQ ID
No 1 desde el aminoacido en la posicion 252 hasta el aminoacido en la posIcIon
282) TGXWGCGXFXGD (correspondiente a la SEQ ID No 1 desde el
aminoacido en la posicion 449 hasta el aminoacido en la posicion 460) o
TGXWGCGAFXGDXXLKXXXQ (correspondiente a la SEQ ID No 1 desde el
aminoacido en fa posicion 449 hasta el aminoacido en la posicion 468) Otras
regiones conservadas tienen la secuencia de aminoacidos DXXXRXXXXAIDA

(correspondiente a la SEQ ID No | desde el aminoacido en la posicion 335



hasta el aminoacido en la posicion 344) o REXXKAXXGF (correspondiente a la
SEQ ID No 1 desde el aminoacido en la posicion 360 hasta el aminoacido en la
posicion 369) o GXXXXSXYTGY (correspondiente a la SEQ ID No 1 desde el
aminoacido en la posicion 303 hasta el aminoacido en la posicion 313) La

dibndizacion debe ser preferiblemente bajo condiciones severas

[31] Condiciones de hibridizacion severas como se utiliza aqui significa que la
hibridizacion ocurnrd generalmente si existe por lo menos el 95% vy
preferiblemente por lo menos el 97% de identidad de la secuencia entre la
sonda y la secuencia objetiva Ejemplos de condiciones de hibndizacion
severas son la incubacion nocturna en una solucion que Incluya formamida
50% 5 x SSC (150 mM NaCl 15 mM citrato tnsodio) 50 mM fosfato de sodio
(PH 76) 5x solucion de Derhardt 10% sulfato dextran y 20 pg/ml
desnaturalizado ADN transportador trasquilado tales como ADN de esperma
de salmén seguido por el lavado del soporte de la hibndizacion en 0 1 x SSC a
aproxmadamente 65 C por eemplo durante aproximadamente 10 mm
(doble) Otra hibndizacion y lac condiciones de lavado son conocidas y
ejemplificadas en Sambrook et al Clonacion molecufar Un manual de
laboratorio Segunda edicion Cold Spring Harbor NY (1989) particularmente el

capitulo 11

[32] Alternativamente los genes codificadores ParG o partes de estos también
pueden ser separados mediante itecnicas basadas en PCR utiizando como

oligonucleotidos cebadores por lo menos 20 nucleotidos consecutivos de una
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secuencia de nucleotidos de los genes codificadores PARG mencionados o su
complemento Dichos cebadores pueden incluir una secuencia de nucleotidos
que codifican una region conservada tal como se menciono anteriormente ¢
ser complementarios a una secuencia de nucleotdos Los oligonucleotidos que
pueden ser utiizados para este proposito pueden incluir la secuencia de
nucleotidos de la SEQ ID No5 SEQIDNo6 SEQID No 70 SEQ ID No 8
Los oligonucledtidos que pueden ser utiizados también pueden ser
degenerados tales como los cebadores oligonucledtidos de la SEQ ID No 17

SEQID No 18 SEQ ID No 19 SEQ ID No 20 SEQ ID No 21 0 SEQ ID No 22

[33] Fragmentos de PCR especificos de los genes ParG por ejemplo pueden
ser obtenidos utiizando combinaciones de oligonucleotidos que tengan la
secuencia de nucleotidos SEQ IDINo 5y SEQ ID No 6 utiizando por ejemplo
ADN o cDSNA genomico de Arabidopsis como plantila del ADN o utiizando
combinaciones de oligonucleotidos que tengan la secuencia de nucleotidos
SEQ ID No 7 y SEQ ID No 8 utiizando por ejemplo ADN o cDNA genomico de

papa como una plantila de ADN bajo condiciones de plantillaje severas

[34] Las secuencias separadas pueden codificar una proteina PARG funcional
0 una parte de ella Preferiblemente las secuencias separadas deben inclurr la
codfficacton de una secuencia de nucleotidos para una o mas regiones
altamente conservadas del dominio catalitico de las proteinas PARG tal como

s€ menciona en otra parte



[35] Sin embargo para el proposito de la invencion no se requiere que las
secuencias separadas codifiquen una proteina ParG funcional ni que se asle
una region de codificacion completa De hecho todo lo que se requiere para la
Invencion es que un gen quimérico puede ser designado o producido con base
en la secuencta identificada o separada del gen ParG endogeno de una planta
el cual es capaz de producir un RNA inhibidor ParG Varios metodos
alternativos estan disponibles para producir dicha molecula de RNA inhibidora

ParG

[36] En una personificacién {a molecula de RNA inhibidora que codifica el gen
quimérico estd basada en la tecnologia anti sentido En ofras palabras la
region codificadora del gen quimernico incluye una secuencia de nucledtidos de
por lo menos 20 nucledtidos consecutivos de! complemento de ta secuencia de
nucleotidos del gen ParG enddgeno de ia célula de la planta o de la planta la
expresion desde la cual se pretende ser reducida Dicho gen quimérico puede
ser construido convenientemente mediante la vinculacion operable de un
fragmento de ADN que incluya por lo menos 20 nucleotidos del gen ParG
separado o identificado o parte de dicho gen en onentacion inversa hasta un
promotor expresible de la planta yila region de formacron final involucrada en ia
terminacién de la trascripcion y la poliadenilacion Sera inmediatamente claro
que no existe la necesidad de conocer la secuencia exacta de nucleétidos o la
secuencia completa de nucleotidos de dicho fragmento de ADN de un gen

ParG separado



[37] En otra personificacion la molecula de RNA inhibidora ParG que codifica el
gen quimerico se basa en la llamada tecnologia de co supresion En otras
palabras la reqién codificadora del gen quimérico incluye una secuencia de
nucleotidos de por lo menos 20 nucleotidos consecutivos de la secuencia de
nucleétidos del gen ParG endogeno de la celula de la planta o de la planta la
expresibn que se pretende reducir Dicho gen quimenco puede ser
convenientemente construrdo mediante la vinculacion operablemente de un
fragmento de ADN que incluye por lo menos 20 nucleotidos de! gen ParG
separado o identificado o parte de dicho gen en orientacién directa a un
promotor expresible de la planta yila region de formacion final 3 involucrada en
la termmnacion de la trascnpcion y la poliadenilacion Nuevamente no se
requiere conocer la secuencia de nucleotidos exacta del fragmento de ADN

utiizado del gen ParG separado

[38] La eficacta de los genes quimencos antes mencionados en la reduccion de
la expresion del gen ParG endogeno ademas puede ser mejorado mediante
la inclusion de elementos de ADN que resulta en la expresion de la molecula de
RNA nhibidora ParG aberrante y despoliadenilada El elemento del ADN
aproplado para ese proposito es una region de ADN que codifica una ribozima

auto empalmadora tal como se describe en WO 00/01133

[39] La eficacia de los genes quimericos antes mencionados en la reduccion de
la expresion del gen ParG endogeno de una celula de la planta tambien puede

ser mejorada mediante la inclusién en una celula de planta simuitaneamente de
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un gen quimernico tal como se describe para codificar una molecula de RNA
Inhibidora ParG anti sentido y un gen quiménco tal como es aqui descnito para
codificar una molecula de RNA inhibidora ParG anti sentido y un gen quimernco
para codificar una molecula de RNA inhibidora de sentido en donde dicha
Molecula de RNA inhibidora ParCs anti sentido y de sentido son capaces de
formar una region de RNA de doble enlace con base en el apareamiento entre
los mencionados 20 nucleotidos consecutivos tal como se describe en WO

89/53050

[40] Como se describio en WO 99/53050 las regiones de RNA inhibidoras
ParG de sentido y antisentido capaces de formar una region de RNA de doble
ramificacion pueden estar presentes en una molecula de RNA preferiblemente

separadas por una region espacial

La region espacial puede incluir una secuencia intron Dicho gen quimerico
puede ser construido convenientemente mediante la vinculacion operablemente
de un fragmento de ADN que incluye por lo menos 20 nucleotidos del gen ParG
enddgeno identificado o separadc la expresién del cual se pretende reducir en
una repeticion invertida a un promotor expresibie de la planta y una region de
formacion final 3 Involucrada en la terminacion de la trascripcion vy
pohiadenilacion Para lograr la construccion de dicho gen quimerico se puede

hacer uso de los vectores descntos en W002/059294

[41] Una personificacion de la invencion ademas concierne a un metodo para la
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obtencién de una linea de plantas tolerantes al estres incluyendo los pasos de
Suministro de células de plantas con un gen quimerico para crear celulas de
plantas transgenicas en donde el gen qumerico Incluye los siguientes
fragmentos de ADN vinculados operablemente
— un promotor expresible de fa planta
— una region de ADN Ila cual cuando es transcrita produce una molecula
de RNA inhibidora ParG que incluye una secuencia de nucleotidos de
por lo menos 20 nucleotdos consecutivos de la secuencia de
nucleotidos del gen ParG presente en dicha celula de ia planta o
— una region del ADN la cual cuando es transcrnita produce una molecula
de RNA inhibidora ParG que Incluye una secuencia de nucleotidos de
por o menos 20 nucleotidos consecutivos del complemento de la
secuencia de nucleotidos del gen ParG presente en dicha celula de la
planta
— una region del ADN la cual cuando es transcnta produce una Molecula
de RNA inhibidora ParG que incluye una region de sentido que mcluye
una secuencia de nucledtdos de por lo menos 20 nucleotidos
consecutivos de la secuencia de nucleotidos del gen ParG presente en
dicha celula de la planta y una region ant sentido que Incluye a
secuencta de nucleotidos de por lo menos 20 nucleotidos consecutivos
del complemento de la secuencia de nucleotidos del gen ParG presente
en dicha célula de la planta en donde dichas regiones de sentido y anti
sentido pueden formar una region de RNA de doble ramificacion que

Incluye dichos por lo menos 20 nucleotidos consecutivos



— Una region final 3 involucrada en la terminacion de la trascripcién y
poliadenilacién

— Regeneracion de una poblacion de lineas de plantas transgenicas desde
dicha celula de planta transgénica e

— Identificacion de una pianta tolerante al estrés dentro de dicha poblacion

de lineas de plantas transg#nicas

[42] Como se utiliza aqui Incluyendo interpreta en forma de especificacion la
presencia de las caracteristicas numeros enteros pasos o componentes
declarados en la forma referida en pero sin excluir la presencia o adicion de
una o mas caracteristicas numeros enteros pasos o componentes o grupos
de estos Ademas por ejemplo un acido nucleico o proteina que incluye una
secuencia de nucleotidos o aminoacidos puede Inclur mas nucleotidos o
ammnoacidos que los citados realmente por ejemplo ser personificado en un
acido nucleico mas grande o proteina Un gen quimenco que incluye una
region de ADN la cual es funcionalmente y estructuraimente definda puede

incluir regiones de ADN adicionales etc

[43] Ademas sera claro que la secuencia minima de nucleotidos de la region del
RNA de sentido o antisentdo de aproxmadamente 20nt de la region
codificadora ParG puede estar incluida dentro de una molecula de RNA mas
grande vanando en tamafio desde 20nt hasta una longitud igual al tamafio del

gen objetivo
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[44] Las regiones de los nucledtidos de anti sentido o de sentido ademas
pueden ser de aproximadamente 2nt hasta aproximadamente 5000nt de largo
tales como 2Int 40nt 50nt 100nt 200nt 300nt 500nt 1000nt 2000nt o

Inclusive cerca de 5000nt o mas grande de tongitud

[45] Mas aun para el proposito de la invencion no se requiere que la secuencia
de nucleotidos de la molecula de RNA inhibidora ParG utilizada o la region
codficadora del gen quménco sean completamente identicas o
complementarias al gen ParG enddgeno expresion de la cual se pretende
deducir en la celula de las plantas Entre mas larga la secuencia menos severo
es el requenmiento para la identidad de la secuencia global Ademas las
regiones del sentido o del antt sentido pueden tener una identidad de secuencia
general de aproximadamente 40% o 50% 0 60 % o 70% o 80% o 90 % o 100%
para la secuencia de nucledtidos del gen ParG endogeno o su complemento
Sin embargo como se mencioné las regiones de anti sentido o sentido deben
Inclur una secuencia de 20 nuclettidos consecutivos que tengan una identdad
de secuencia de aproximadamente 100% para ia secuencia de nucleotidos del
gen ParG endogeno Preferblemente ia dilatacion de la identidad de secuencia

del 100 % debe ser de aproximadamente 50 75 o 100nt

[46] Para fines de esta inven:16n la 1dentidad de la secuencia de dos
secuenclas de nucleotidos relacionados expresados como un porcentaje se
refiere al numero de posiciones en las dos secuencias alineadas optimamente

las cuales tienen residuos iguales (x100) dividido por el numero de posiciones
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comparadas Una brecha por ejemplo una aposicion en una alineacion en
donde este presente un residuo en una secuencia pero no en el otro esta
relacionado con una posicion con residuos no identicos La alineacion de las
dos secuencias es realizada mediante el algontmo Needleman y Wunsch
(Needleman and Wunsch 1970) La alineacion de la secuencia asistida por
computador puede ser realizada convenientemente utilizando un programa de
software estandar tal como GAP el cual es parte de la Version Wisconsin
Package 10 1 (Genetics Computer Group Madison Wisconsin USA) utilizando
la matnz de calificacion predeterminada con un castigo de creacion de brecha

de 50 y un castigo de extension de brecha de 3

[47] Sera claro que siempre gue las secuencias de nucleotidos de las
moléculas del RNA sean definidas por referencia a la secuencia de nucleotidos
de las moleculas de ADN correspondientes la timina (T) en la secuencia de
nucledtidos debe ser reemplazada por uracil (U) Si se hace referencia a las

moléculas de RNA o ADN sera claro desde el contexto de la aplicacién

[48] Ademas sera claro que los genes quimenicos capaces de producir genes
ParG inhibidores para un gen ParG en particular en una variedad de plantas
particulares o especies de plantas tambien pueden ser utilizados para inhibir la
expresion del gen ParG en otras saredades de plantas o especies de plantas
De hecho cuando exista suficiente homologia entre la region de RNA
inhibidora ParG y el gen ParG o cuando los genes ParG compartan la misma

dilatacion de 19 nucleotidos expresion de estos otros genes tambien seran
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reguladas

[49] En vista del papel potencial del ParG en el metabolismo de acido nucleico
se puede sacar ventaja de que la expresion del gen ParG endogeno mediante
el RNA inhibidor ParG no es completamente inhibida La disminucion de fa
regulacion de la expresion de un gen particular mediante el silenciamiento del
gen a traves de la introduccion de un gen quimerico que codifica el RNA
inhibidor ParG  resultara en una poblacion de diferentes lineas transgenicas
mostrando una distribucion de diferentes grados de silenciamiento del gen
ParG La poblacion ademas contendra lineas de plantas transgenicas
Individuales en donde el gen ParG endogeno es sitenciado hasta el grado de
silenciamiento requendo Una persona con habilidades en arte puede identificar
faciimente dichas lineas de plantas por ejemplo mediante el sometimiento de
lineas de plantas a una condicion adversa particular como alta intensidad de la
luz estrés oxidativo sequia calor etc y seleccionando aquellas plantas que

tienen un desempefio satisfactorio y sobreviven mejor al tratamiento

[50] Tal como se utiliza en este documento el termino promotor denota
cualquier ADN que sea reconocido y ligado (directamente o indirectamente)
mediante un ADN dependiente RNA polimerasa durante la niciacion de la
trascnpcion Un promotor incluye: el sitio de iniciacion de fa trascripcion y los
sitios de vinculacion para los factores de iniciacion de la trascripcion y RNA
polimerasa y puede incluir muchos otros sitios (por ejemplo mejoradores) en

los cuales las proteinas reguladoras de la expresion se puedan vincular
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[51] EI termino region reguladcra tal como se utliza en este documento
significa cualquier ADN que este involucrado en la conduccion de la
trascripcion y que controle (por ¢ jemplo regulando) el tiempo y el nivel de Ia
trascripcion de una secuencia de'ADN dada tal como un codrficador ADN para
una proteina o polipeptido Por ejemplo una region reguladora de 5 (o region
promotora ) es una secuencia de ADN ubicada en la parte de arnba (por
elemplo 5) de una secuencia de codificacion y que inciuye el promotor y fa
secuencia lider 5 no trasladada Una region reguladora de 3 es una secuencia
de ADN ubticada en la parte de abajo (por ejemplo 3) de la secuencia de
codfficacion y que incluye la terminacion apropiada de las senales de
terminacion apropiada de la trasciipcion (y /o regulacion) incluyendo una ¢ mas

sefales de la poliadenilacion

[52] En una personfficacion de la invencion el promotor es un promotor
constitutivo En otra personificacién de la invencion la actividad del promotor es
mejorada mediante el estimulo externo o interno (promotor inducible) tales
como pero sin imitacion de las hormonas los compuestos quimicos impulsos
mecanicos condiciones de estrés abidtico o biotico La actividad del promotor
también puede ser regulada de una manera temporal o espacial (promotores

especificos de tejido promotores regulados desarrolladamente)

[53] Para fines de la invencion el promotor es un promotor expresible de la

planta Tal como se utiliza en este documento el termmno promotor expresible
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de la planta significa una secuencia de ADN capaz de controlar la trascnpcion
en la celula de la planta Esto incluye cualquier promotor de origen vegetal
pero tambien cualquier promotor de ongen no vegetal capaz de dingr la
trascripcion en una celula vegetal por ejemplo ciertos promotores de origen
bactenal o viral tales como el CaMV35S (Hapster et al 1988) el promotor del
virus del trebol subterrdneo No 4 o No 7 (W09606932) o los promotores del
gen T bNA sino tambien los promotores especificos del tejido o especificos de
los organos incluyendo sin imttacion a los promotores especificos de la semilla
(por ejemplo W089/03887) los promotores especificos de los 6rganos
pnmordiales (An at al 1996) promotores especificos del vapor (Keller et al
1988) promotores especificos de las hojas (Hudspeth at at 1989) promotores
especificos del mesdfilo (tales como los promotores Rubisco inducibles de luz)
promotores especificos de la raiz (Keller et al 1989) Promotores especificos
del tuberculo (Keill et al 1989) promotores especificos del tejido vascular
(Peleman et al 1989 ) promotores selectivos del estambre (W0 8/10396 WO
92/13956) promotores especificos de la zona deshiscence (WO 97/13865)

entre otros

[54] Los metodos para la introduccion de los genes quimericos en la plantas
son bien conocidos en el arte e incluyen la transformacion mediada dei
Agmbactenum mediated liberacion de pistolas de articulos microinyeccion
electroporacion de celulas Intactas transformacion del protoplasto mediado del
polietilenegiico electroporacion de protoplastos transformacion mediada del

hposoma transformacion mediada de silicona pelos de bigote etc Las células
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transformadas obtentdas en esta forma luego pueden ser regeneradas en

plantas fertiles maduras

[55] Las celulas de las plantas transgenicas y las lineas de plantas de acuerdo
con la invencion ademas puede inclurr genes quimericos que reduciran la
expresion de los genes PARP en la forma descrita en WO 00/04173 Estos
genes quiméricos adicionales pueden ser introducidos por e)emplo mediante
el cruce de lineas de plantas transgenicas de la invencion actual con plantas
transgenicas que contengan la e»presion del gen PARP que reduce los genes
quimencos Las celulas de plantas transgenicas o las lineas de plantas tambien
pueden ser obtenidas mediante la introduccion o transformacion de los genes
quimericos de la invencion en las celulas de plantas transgenicas que incluyan
la expresion del gen PARP que reduce los genes quimericos o viceversa
Alternativamente las regiones del RNA inhibidoras PARP y PARG pueden ser

codificadas mediante un gen quiménico y trascrito como una molecula de RNA

[56] Los genes qumericos de la invencion (o las moleculas de RNA inhibidoras
que les corresponden) tambien pueden ser introducidos en las celulas de las
plantas de una manera migratornia por ejemplo utilizando vectores virales tales
como vectores de RNA virales en la forma descrita en WO 00/63397 o WO

02/13964

[57] Habiendo leido esta especificacion sera inmediatamente claro para el

artesano entrenado que las celulas mutantes de la planta y las lineas de
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plantas en donde la actividad PARG es reducida pueden ser utilizadas para el
mismo efecto que las celulas de plantas transgénicas o lineas de plantas
descritos en este documento Los mutantes en el gen ParG de una celula de la
planta o planta pueden ser identficados facilimente utilizando metodos de
escaneografia o conocidos en el arte en donde la mutagenesis quimica tales
como por ejempio mutagenesis de EMS se combina con los metodos de
deteccion sensitivos (tales como por ejemplo desnaturalizacion del HPLC) Un
eilemplo de dicha tecnica es el metodo llamado Lecciones locales inducidas
objetivas en genomas tal como se describe en in McCallum et al Plant
Physiology 123 439-442 o WO 01/75167 Sin embargo otros metodos para
detectar las mutaciones en regiones particulares del genoma o inclusive alleles
también estan disponible e incluyen la escanografia de las bibhotecas de lineas
de plantas mutantes de insercion existentes o recien generadas en donde los
grupos de ADN genémico de estas lineas de plantas mutantes son sometidos a
la ampliacion PCR utiizando cebadores especificos para el fragmento de ADN
insertado y cebadores especificos para la region genomica o allele en donde
se espera la insercion (ver por sjemplo Maes et al 1999 Trends in Plant

Science 4 pp 90 96)

[58] Las lineas de celulas de la planta y las lineas de piantas tamben pueden
ser sometidas a mutagenesis mediante la seleccion por resistencia a los
inhibidores ParG tales como las gallotanninas (Ying et al (2001) Proc Natl
Acad Sci USA 98(21) 12227 12232 Ying W Swanson RA (2000)
NeuroReport 171(7) 1385-1388
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[59] Ademas en el arte estan disponibles metodos para identificar las celulas
de las plantas y las lineas de plantas que incluyen una mutacion en el gen
ParG Esta poblacion de celulas mutantes o lineas de plantas luego pueden ser
sometidas a diferentes estreses abiéticos y su fenotipo o supervivencia pueden
ser faciimente determinados Adicionalmente el contenido de NAD y/o ATP de
las celulas estresadas pueden ser determinados y comparados con los
resultados de dichas determinacicnes de las células no estresadas En células
tolerantes al estres la reduccion del contenido de NAD bajo condiciones de
estres cuando es comparado con celulas no estresadas debe ser mas bajo

que las celulas de control correspondientes

[60] Ademas un objeto de la invencion es proporcionar celulas de plantas y
plantas que contengan los genes quimericos o las moleculas de RNA de
acuerdo con la nvencion Gametos semillas embriones cigoticos o somaticos
linaje o hibrdos de plantas que incluyan los genes quimericos de la presente
Invencion  los cuales son producidos mediante metodos de produccion

tradicional tambien estan incluido= dentro del alcance de la presente invencion

[61] Las plantas obtenidas mediante los metodos aqui descritos tambien
pueden ser cruzados a través de tecnicas de produccion tradicionales con otras
plantas para obtener plantas de linaje tolerantes al estres gue Iincluyan los

genes quimericos de la presente invencion
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[62] Se cree que los metodos y medios aqui descritos son apropiados para
todas las celulas de las plantas y las plantas celulas de plantas dicotiedoneas
y monocotiledoneas incluyendo sin limitacion el aigodon los vegetales
Brassica aceite de semilla trigo maiz o mazorca cebada alfalfa mani
girasol arroz cafia de azucar soya pasto cebada centeno sorgo cafia de
azucar vegetales (incluyendo chicona lechuga tomate calabacin pimenton
berenjena cohombro melon cebolla puerro) tabaco papa remolacha
azucarera papaya pina mango Arabidopsis (haflana pero tambien las plantas
utiizadas en horticultura floriculiura o selvicultura (alamo abeto eucalipto

etc)

[63] Los siguientes ejemplos sin hmitacion describen el metodo y los medios
para incrementar la tolerancia al estres en las plantas de acuerdo con la

invencion

[64] A menos que sea declarado en otra forma en los ejemplos todas las
tecnicas de ADN recombinante son llevadas a cabo de acuerdo con los
protocolos estandar tal como es descrito en Sambrook et al (1989) Clonacion
Molecular Un manual de laboratorio segunda edicion Cold Spring Harbor
Laboratory Press NY y en volumenes 1y 2 de Ausubet et at (1994) Protocolos
actuales en biologia molecular Protocolos actuales USA Materiales y metodos
estandar para el trabajo molecular de la planta son descritos en Plant Molecular
Biology Labfax (1993) by RD [ Croy publicado conjuntamente por BIOS

Scientific Publications Ltd (UK) y Biackwell Scientific Publications UK Otras

V3



referencias para las técnicas de biologia molecular estandar incluyen Sambrook
y Russell (2001) Clonacion molecular Un manual de laboratorio Tercera
edicion Cold Spring Harbor Laboratory Press NY volumenes 1 y (I de Brown
(1998) Biologia molecular LabFax segunda edicion Academic Press (UK)
Materiales y metodos estandar para reacciones en cadena de la polimeraza
pueden ser encontradas en Dieffenbach y Dveksler (1995) Cebador PCR Un
manual de laboratorio Cold Spring Harbor Laboratory Press y en McPherson
at al (2000) PCR Fundamentos desde los antecedentes hasta Bench

primera edicion Springer Verlag Alemania

[65] Mediante la descripcion y los ejemplos la referencia es hecha con las
siguientes secuencias

[66] SEQ ID N 1 la secuencia de aminoacidos de la proteina ParG de la
Arabidopsis thahana

[67] SEQIDN 2 secuencia de aminoacidos de parte de la proteina ParG del
Solanum tube rosum

[68] SEQIDN 3 secuencia de nucleétidos que codifica la proteina ParG de
la Arabidopsis thaliana

[69) SEQ ID N 4 secuencia de nucleotidos que codifica la parte de Ia
proteina ParG de la So/an urn tube rosum

[70] SEQ ID N 5 secuencia de nucleotidos de un cebador oligonucleotido
apropiado para ampliacion del 'PCR de parte de un fragmento de ADN
codfficador de la proteina ParG

[71] SEQ ID N 6 secuencia de nucleétidos de un cebador oligonucleotido



aproplado para amplificacion del PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

[72] SEQ ID N 7 secuencia de nucleotidos de un cebador oligonucleotido
apropiado para amplificacion del PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

{73] SEQID N 8 secuencia de nuclectidos de un cebador de oligonucleotido
apropiado para amplificacion del PCR de parte un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

[74] SEQIDN 9 secuencia de nucleotidos de! vector 1 ADN que contienen
la expresidn ParG que reduce el gen quimerico con base en la secuencia del
gen ParG de /a Arabidopsis

[76] SEQ ID N 10 secuencia de aminoacidos de la secuencia conservada
de 1 de las proteinas PARG

[76] SEQ ID N°l | secuencia de aminoacidos de la secuencia conservada 2
de ias proteinas PARG

[77] SEQID N 12 secuencia de aminoacidos de la secuencta conservada 3
de las proteinas PARG

[/8] SEQ ID N 13 secuencia de aminoécidos de la secuencia conservada 4
de las proteinas PARG

[79] SEQID N 14 secuencia de aminoacidos de la secuencia conservada 5
de las proteinas PARG

[80] SEQID N 15 secuencia de nucleotidos de la proteina ParG de la Oryza
safiva

[81] SEQ ID N 16 secuencia de aminoacidos de la proteina ParG de la



Otyza sativa

[82] SEQ ID N° 17 secuencia de nucleotidos de un cebador oligonucleotido
PG1 apropiado para la amplificacién de PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

B3] SEQID N 18 secuencia de nucleotidos de un cebador oligonucleotido
PG2 apropiado para amplificacion del PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

[84] SEQIDN 19 secuencia de nucleétidos de un cebador oligonucleotido
PG3 apropiado para amplfficacion de PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

[85] SEQ 1D N 20 secuencia de nuclectidos de un cebador oligonucieotido
PG4 apropiado para ampliacion de PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

[86] SEQID N 21 secuencia de nucleotidos de un cebador oligonucleotido
P05 apropiado para amplificacion del PCR de parte de un fragmento de ADN
codificador de la proteina ParG

[87] SEQ ID N 22 secuencia de nuclectidos de un cebador oligonucleotido
PG6 apropiado para amplificacion del PCR de parte de un fragmento de ADN
codfficador de la proteina ParG

[88] SEQIDN 23 secuencia de nucleotidos codificadora de la proteina ParG
de la Zea mays

[89] SEQIDN 24 secuencia de nucleotidos de un vector T ADN que incluya
un gen quimerico capaz de reduci la expresion PARG

[90] SEQID N 25 secuencia de nucleotidos de un vector T ADN que Incluye



un gen quimerico capaz de reducir la expresion PARG

[81] Eilemplos
Ejemplo1 Analisis de la influencia del estres sobre la eficiencia de la
produccion de energia de las lineas de plantas tolerantes al estres que

contienen la expresion del gen PARP que reduce los genes quimericos

[92] Los hipocotileos de las plantas Brassica napus ftransgencias que
incluyen una expresion del gen PARP que reduce los genes quimericos en la
forma descrita en WO 00/04173 fueron cultivados durante 5 dias sobre un
medio de crecimiento Los explanes luego fueron transferidos a un medio
Iiquido que Incluye 30 mg/L de aspinna o acido acetilsalicilico (resultando en
condiciones de estrés oxidativo) durante un dia En expenmentos de control
los hipocotileos de la planta Brassica napus no transgenicas N90O 740 fueron
cultivados en e! mismo medio de crecimiento y luego fueron incubados durante
un dia en un medio liquido que contiene 30 mg/L de aspirna Ademas los
hipocotileos de la hinea transgenica y de la iinea de control fueron cultivados en

el mismo medio de crecimiento sin aspirna

[93] Despues del periodo de cultivo el contenido de ATP de 25 explanes fue
determinado para cada expenmento Adicionalmente se determino el oxigenc
consumido en 3 horas por los 125 explanes Los resultados se resumen en |a
Tabla 1 El error estandar del medio fue de menos del 6% Considerando que

la proporcion de moles ATP por mg de oxigeno consumido en las plantas de
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control disminuyo en las plantas de control cuando se aplico estres oxidativo
La misma proporcion en las lineas de plantas transgenicas toierantes al estres
realmente se incremento bajo condiciones de estres y fue considerablemente
mas alta (aproximadamente 24%) que en las plantas de control Las lineas
transgenicas resistentes al estres también mantuvieron una eficiencia de
produccion de energia constante considerando que las lineas de control
presentaron una disminucion en la eficiencia de la produccidn de energia
Ademas la produccion de superoxido expresado como un porcentaje de la
produccion de superoxidos en las plantas de control no fue sometida al estres
oxidativo no se incremento en las plantas tolerantes al estres sometidas a
condiciones de estres

[94] Tabla 7 Influencia del estres sobre la eficiencia de la produccién de

energia de explanes de hipocotileos de Brassica napus cultivados durante 5

dias

Linea de Estres mole< ATP 02 mg/L moles ATP | Superoxido

planta por 125 consumidos mg producido
explanes |en 3 horas por consurmidos
125 explanes
N90 740 Ninguno [124x0O° 296406 |419x10° 100%
(control) 30mg  [132x107 3 25x10”7 167%
aspirnna

Cinea Ninguno [93x10° 233 399xI0” 108%
transgénica
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30mg/L 114x10° 282 404x107 100%

aspirna

[85] En otro experimento el NAD" y el contenido ATP de 4 lineas diferentes
de Arabidopsis transgénicas que Incluyen la expresion del gen PARP que
reduce los genes quimericos tal como se describe en WO 00/04173 fueron
determinadas sobre condiciones de luz alta y baja y fue comparado con los
valores obtenidos para una linea de control no transformada bajo las mismas
condiciones Las 4 hneas presentaron dferentes grados de resistencia al
estres tal como fue evidenciado por ejemplo mediante su habilidad para
resistir condiciones de calor y/o sequia Los valores obtenidos para los
contenidos de NAD and ATP bajo estres de luz alta son expresados como
porcentaje de los valores para los contenidos de NAD+ y ATP bajo condiciones

de luz baja y son trazados en {a figura 2

[96] Los resultados muestran que el estres de luz alta conlleva a una
reduccidn significante del NAD en las celulas de las plantas de control y en la
linea de plantas transgenicas que son menos resistentes al estres Las lineas
de plantas transgenicas mas resistentes al estrés son la reduccién del NAD

menos significativa bajo condiciones de estres de luz alta

(87] En otro expenmento el contenido de NAD* y ATP de una poblacion de
segregacion que resulta de un cruce entre las lineas de maiz transgenicas que

Incluyen la expresion del gen PARP que reduce los genes quimericos en la



forma descnta en WO 00/04173 v una linea de maiz no transformada fueron
determinadas bajo condiciones de agotamiento de nutrientes (nitrogeno) y
comparado con los valores obteridos para una linea de control no
transformada bajo las mismas condiciones La figura 3 es una representacion
grafica de los resultados obtenidos Las linea hemicigota o acigota fueron
discrminadas mediante la verificacion de la presencta de un gen marcador
seleccionable El contenido de NAD+ y ATP fue significativamente mas alto en
los hemicigotos de las plantas tolerantes al estres que en las plantas de control

no transformadas o las plantas acigoto

Ejemplo 2 Construccion de la expresion del gen ParG que reduce los
genes quimericos
[98] Para reducir la expresion del gen PARG por ejempio en ias plantas
Arabidopsis y relacionadas se ccnstruyo un gen quimérico capaz de expresar
un dsRNA que incluye tanto una region de sentido como una anti sentido que
pueden formar un RNA de doble ramificacion Dicho dsRNA es muy efectivo en
la reduccion de la expresion de los genes con los cuales comparte la homologia
de la secuencia mediante el silenciamiento post transcripcional El gen
quimerico Incluye los siguientes fragmentos de ADN

Una region promotora del virus Cauliflower mosaic (CaMV 35S)

Un fragmento de ADN que incluya 163bp del gen ParG de la Arabidopsis
thahana en onentacion directa (numero de acceso Genbank AF394650 de la
posicion del nucleotido 973 a 1135)

Un fragmento de ADN que codifica el intron 2 del gen pdk de la Flavena



El fragmento del ADN que incluye 163 bp del gen ParG de la Arabidopsis
thaliana en onentacion invertida (Numero de acceso Genbank AF394690 de la
posicion del nucleotido 973 a 1135)

Un fragmento del final no trasladado 3 del gen sintetasa octopina de la

Agrobactenum tumefaciens

[99] Este gen quimenco fue introducido en un vector 1 ADN entre las
secuencias de los bordes i1zquierdo y derecho del T ADN junto con un gen

marcador seleccionable que ofrece resistencia a la fosfinoticina herbicida

[100] Para reducir la expresion del gen PARG por ejemplo en las papas y en
las plantas relacionadas se construye un gen quimerico capaz de expresar un
dsRNA que incluye tanto una region de sentido como de anti sentido de una
secuencia de cADN de la papa que es capaz de codificar una proteina que
tenga una identidad de secuencia alta con la parte N terminal de la proteina
PARG del Arabidopsis El gen quimerico incluye los siguientes fragmentos de
ADN

Una region promotora del virus Cauliflower mosarc (CaMV 35S)

Un fragmento del ADN gque incluye una secuencia de por lo menos 100
bp del ParG homologo del Solanum tuberosum en onentacion directa (Numero
de acceso Genbank BE340510)

Un fragmento de ADN que codifica el intrén 2 del gen pdk de Flaveria

El fragmento de ADN que Incluye la secuencta de por lo menos 100 bp

del ParG homologo de ta Solanum fuberosum en onentacton invertida (Numero

el



de acceso Genbank BE340510})
Un fragmento del extremo no trasladado 3 del gen sintetaza octopina

del Agrobactenum fume faciens

[101] Este gen quiménco se introduce en un vector T ADN entre las
secuencias de los bordes izquierdos y derechos del T ADN junto con un gen
marcador seleccionable que proporciona ressstencia a la fosfinotricina

herbicida

Ejemplo3 Anahsis de las lineas de plantas transgenicas que incluyen la

expresion del gen ParG que reduce los genes quimericos

[102] Los genes quiméricos del Eyemplo 2 son introducidos en un Arabidopsis o
papa respectvamente mediante la transformacion mediada del

Agrobacterium

[103] La poblacion de las hneas transgenicas obtenidas se sometio a las
siguientes condiciones de estres junto con la plantas de control
Calor incrementado durante un periodo de dias (invernaculo) u horas
(in vitro)
Sequia durante un pertodo de dias

Condiciones de luz alta durante un pericdo de dias

[104] Se seleccionaron lineas de plantas individuales que sobreviven bien a las
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condiciones de estrés antes mencionadas

[105] EI contenido de NAD y el contenido de ATP para las plantas antes

mencionadas son determinados bajo condiciones de control y estres

Ejemplo 4 Determinacion cuantitativa de NAD ATP y radicales

superoxidos en celulas de plantas

[106] La cuantficacion del ATP en los tejdos de las plantas fue realizado
basicamente en la forma descnta por Rawyler et al (1999) Plant Physiol 120
293 300 El ensayo fue utllizado para la determinacion del contenido de ATP de
los explanes de hipocotileos que fueron cultivados durante 4 5 dias o medio
A283 o 2 semanas en plantas Arabidcipsis cultivadas in vitro Todas las
manipulaciones fueron realizadas'sobre hielo triturado a menos que se indicara

en otra forma

[107] Extraccion del ATP
— Congelar el matenal de fa planta con nitrogeno quido
o 100 explanes de hipocotilec
o *700mg plantas Arabidopsis (raices + retonos)
{(aproximadamente 32 37 plantas C24 de 18 dias)
— Colocar los hipocotileos congelados en el mortero y agregar 6ml de
acido perclonco al 6%

— Se puede hacer la extrarcion a temperatura ambiente utiizando un
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majadero Despues de la extraccion colocar las muestras lo mas pronto
posible en hielo

— Centrifugar a 24 000g (Sorvall rotor SS34 a 14 000rpm) durante 10mm
a4 C

— El supernatante es neutralizado con 5M K>CO0; (agregar 350ul de 5M
K2COj3 hasta 3ml de supernatante)

— El KCIO4 es retirado mediante el hilado en la forma descnta

anteriormente

[108] Determinacion bio luminiscente cuantitativa del ATP

Se utiliza el kit de prueba bio luminiscente del ATP de Sigma (FL AA)

Diluir el extracto 6000 x (aproximadamente 6mL de extracto desde el cual
se toman 100yl diluido 1000 veces) Las diluciones se hacen con el bufer de
la dilucion de la mezcla del la prueba de! ATP (FL AAB) del kit de prueba bio
luminiscente del ATP

La cantidad de luz que es producida se mide con el Luminometro TD 20/20
de Turner Designs (Sunnyvale USA)

Curva estandar disolver ATP estandar del kit (FL AAS) en 10ml de agua

(2x10® moles)

[109] Se realizo la cuantificacion del NAD* y del NADH en los tejdos de las
plantas esencialmente en la forma descrita por Karp et al (1983) o Filipovic et
al (1999) sobre el sigutente material de la planta

Brassica napus 150 muestras/explanes de hipocotileo cultivados 5 dias




Arabidopsis 1000mg de plantas crecidas in vitro de 18 dias (retofios +

raices)/muestra (corresponde a +60 plantas C24)

[110] Solucion de prueba

(A) Para medir el NADH 28mM bufer de fosfato de potasio con pH7
0 imM DIT
3pM FMN (Fluka 83810)

30uM n decanal (Sigma D 7384)

(B) Para medir el NAD" + NADH
idem como para medir NADH solo +2pg/mL
deshidrogenasa de alcohol (Roche 102 717)
[111] Extraccion
Congelar con nitrogeno liquido
Colocar matenal de planta congelado en un mortero frio (enfradoa 20 C)y
agregar SmL bufer de la extraccion
Moler el matenal utiizando un majadero
Centrifugar a 24 000g (Sorvaill rotor SS34 a 14000rpm) durante 15 minutos
a4°C

Tomar 1mL de supernatante para analisis

[112] Ensayo
NADH

390 pL de solucion de ensayo A



+10uL de extracto
+ 2 uL NAD(P)H FMN oxidoreductasa

+ 100 pL solucion luciferasa

NAD"* + NADH

390uL de solucion de prueba B

+10uL de extracto

2 minutos a temperatura ambiente

+ 2uL NAD(P)H FMN oxidoreductasa

+ 100pL de solucion luciferasa
La cantidad de luz producida es medida con el lumindmetro TD 20/20 de Turner
Designs {(Sunnyvale USA)
NADH estandar
Solucion de almacenamiento de NADH 1mM (7 Img/IOrnL H0)

NADH sal disodio Roche 107 735

Series de dilucion en 10mM de bufer de fosfato de potasio pH7 (102) 5x103
2x10° 10° 5x10*
Agregar 10l de diluciones en 390pL de solucion de ensayo A y llevar a cabo
la reaccion

Hacer una curva estandar

[1131 La produccion de radicales de superoxidos fue medida mediante la
cuantificacion de la reduccion dei XTT tal como es descrito en De Block y De

Brouwer (2002) Plant Physiol Biochem 40 845 852
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[114] BRASSICA NAPUS

[115] Medios y buferes de reaccion
Medio de siembra (medio 201)
Sales de Murashige y Skoog medio concentradas
2% sucrosa
pH58
0 6% agar (Difco Bacto Agar)
250mg/l tnacillina
Callos que inducen el medio A2S32
Medio MS 0 5g/l Mes (pH 5 8) 3% sucrosa 40mg/L adenina S0, 05%
agarosa 1mg/l 24 D 0 25mg/l NAA 1mg/l BAP 250mg/l tnaciina
Medio de incubacion
25mM bufer K fosfato pHS5 8
2% sucrosa
1 gota Tween20 para 25ml del medio
Bufer de reaccion
50mM K bufer fosfato pH7 4
1mMsodio 3 {1 [fentamino carbonil] 3 4 tetrazolio} bis(4 metox &
nitro) = XTT (bts Alemania catn 2525)

1 gota de Tween20 por 25ml de bufer

[116] Estenlzacion de las semillas — pre germinacion de las semillas



crecimiento de las plantas de semilleros Las semillas son empapadas en
etanol al 70% durante 2min luego surfacesterlizados durante 15 mm en una
solucion de hipoclonto de sodio rcon aproximadamente cloruro activo al 6%)
que contenga 0 1% Tween20 Finalmente las semillas son enjuagadas con 1l
de agua de llave estenl Incubar las semillas durante aproximadamente una
hora en agua de llave estéri (permitir la difusion de las semillas de los
componentes que pueden inhibir la germinacion) Las semillas son colocadas
en frascos elenmeyer de 250mL que contengan 50mL de agua de llave estenl

(+ 250mg/l tnaciUin) Agitar durante aproximadamente 20 horas Las semillas
desde ias cuales el radical es producido son colocadas en contenedores In
Vitro Vent de Duchefa que contengan aproximadamente 125mL de medio de
siembra (10 semillas/vaso no muchas para reducir la pérdida de la semiila
debido a la contaminacion) Las semillas son germinadas a +24 C y 10

30 Einstein/s'm? con un dia de 16 horas

[117] Precultivar los explanes de hipocotileos e inducir el estres
12 14 dias después de la siembra los hipocotileos son cortados en
aproximadamente 7 10mm segmentos
Los explanes de hipocotileos (25 hipocotileos/Optilux Petndish Falcon
51005 Denmark) son cultivados durante 5 dias en el medio A2S3 a 25 C (a

10 300 Einstein/s'm?)

(118) XTT prueba

Transfenr 150 explanes de hipocotileos a un tubo Falcon de 50mL
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Lavar con bufer de reaccion (sin XTT)

Agregar 20mL de bufer de reaccion + XTT

(Los explanes deben ser sumergidos pero no infiltrar al vacio)
Incubar en la oscundad a 26 C durante aproximadamente 3 horas

Medir la absorcién del medio de reaccidon a 470nm

[119] ARABIDOPSIS THALIANA

[120] Medios y buferes de reaccion
Medio de la planta
Sales de Murashige y Skoog medio concentrados
Vitaminas B5
1 5% sucrosa
pH58
0 7% agar Difco
. Medio de incubacion
10mM bufer K fosfato pH5 8
2% sucrosa
1 gota de Tween20 por 25mL de bufer de reaccién del medio
50mM bufer K fosfato buffer pH7 4
1 mM sodio 3 {I [fenilamino carbonil] 3 4 tetrazolio} bis(4 metoxi 6

nitro) = XTT (bts Alemania catn 2525)

1 gota de Tween20 por 25mL de bufer
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[121] Plantas Arabidopsis
Lineas Arabidopsis control
Lineas a probar
Esterilizacion de las semillas de Arabidopsis
2mm de etanol al 70%
10 mm de blanqueador (cloruro activo al 6%) + 1 gota de ween 20 por
20mL de solucion
Lavar 5 veces con agua de ilave esteril
Pregerminacion de las semillas
En 9cm Optilux Pefridishes (Falcon) que contengan 12mL de agua de
llave esterl
Luz baja toda la noche hasta 24 horas
Crecimiento de las plantas Arabidopsis
Las semillas son sembradas en discos de Cultivo de Tejdo Intergid de Falcon
(nr 3025) que contengan +125ml del medio de la planta 1 semilla/rejilla
Las plantas crecen a 24 C
30uEnstein s 'm?
16 horas luz — 8 horas de oscundad

Durante aproximadamente 3 semanas (antes de enclavado)

[122] XTT prueba
Condicion de control (sin estrés)
Recoleccion de retofios (raices incluidas) de los platos de agar y colocarlos

directamente en un tubo Falcon de 50mL que contenga bufer de reaccién (sin



Xil)
Retonos estresados
Transfenr los retofios a tubos Falcon de 50ml que contengan bufer de
reaccion
(Sin XTT)
Remplazar el bufer de reaccién con bufer que contenga XTT (40mL/tubo)
Los retofios deben ser sumergidos pero no infiltrar al vacio
Incubar en la oscuridad a 26 C durante aproximadamente 3 horas

Medir la absorcion del medio de reaccion a 470nm

[123] Se realizo la cuantificacion de la respiracion mediante la medicion del
consumo de oxigeno utiizando un electrodo polarografico oscuro en la

siguiente forma

[124] Matenal de la planta

Brassica napus

150 — 200 explanes de hipocotileos
Cultivado durante 5 dias a 25 C
(dr Ensayo de vigor del protocolo)

* 150 explanes error <10% 200 explanes error <6%

Arabidopsis
Para plantas C24 +1000mg* in vitro {retofios + raices) (corresponde con

~50 de 18 dias)



Pregerminar las semillas antes de sembrar
Crecer durante 18 dias a 24 C
(dr Protocolo en crecimiento in Vilro de Arabidopis)

* por error <8%

[125] Medio de incubacion

Brassica napus

25mM bufer K fosfato pH5 8

2% sucrosa

Tween20 (1 gota/25ml)

Arabidopsis

10mM bufer K fosfato pHS 8

2% sucrosa

Tween20 (1 gota/25ml)

Antes de uso airear (saturar con oxigeno) bien el medio agitando por lo menos

unas pocas horas

[126) Prueba
Colocar los explanes in botellas de vidrio de 100ml (Schott
Alemania) llenadas con medio de incubacion Colocar el mismo
peso de retonos en cada botella (+ 700mg)
Llenar las botellas hasta rebosar y cerrar hermeticamente (evitar
las burbujas grandes de aire) 3114728001

Lienar tambien una botella con medic de incubacion que no
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contenga explanes (blanco)

Incubar a 24 C a luz baja durante 3 4 horas (Brassica napus) 3
horas (Arabidopsis )

Agitar suavemente durante la incubacion (evitar el agotamiento de
oxigeno del medio y alrededor de los explanes)

Medir la concentracidn del oxigeno (mg/l) del medio de incubacién
utiizando un medidor de oxigeno disueltc mantenido con la mano
(Cyberscan DO 310 Eutech Instruments Singapore)

mg/l oxigeno consumido = [oxigeno] blanco — [oxigenc] muestra

Ejemplo 5 Analisis de las lineas de plantas transgenicas que incluyen la
expresion del gen ParG que reduce los genes quimericos

[127]) Los genes quiméncos cel Ejemplo 2 fueron introducidos en las
Arabidopsts nicotina del tabaco cv Pett Havana SRI mediante la

transformacion mediada de la Agrobactenum

[128] Las semillas transgénicas fueron germinadas sobre un medio con sales
MS /2 wvitaminas B5 15% sacarosa pH58 y 07% agar Difco Las semillas
germinadas fueron sometidas a luz baja (fluo de foton fotosintetico de
aproximadamente 30pmol m's ' durante 14 a 18 dias despues del cual la
intensidad de la luz fue incrementada en aproximadamente 6 plhegues (flujo de
foton fotosintetico de aproximadarnente 190umol m's ') Después de 1 dia los
contenidos de NAD y NADH fueron determinados utiizando el metodo cicliclo

enzimatico (Karp et at (1983) Anal Biochem 128 pp 175 180) Una parte de
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tas semillas fueron cultivadas ademas bajo condiciones de luz alta durante
aproximadamente 3 dias después de lo cual el dano fue medido El dafio fue
visible a medida del oscurecimiento de las hojas jovenes y la punta del retofio
blanqueamiento de las hojas viejas y retardacion del crecmiento Los
resultados se resumen en la Tabla 1 para Arabidopsis y en la Tabla 2 para el

tabaco
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128] Tabla 1 Analisis de Arabidopsis (Columbia) R indica que se observo

alguna pigmentacion oscura ND no determinado

Tolerancia a la luz| NAD+NADH % de capacidad
alta contenido en 1 de reduccion de
grama de tejido TTC vs control
(10 °uM)
Control no transgénico S 17 3 100
Linea transgenica 9 R 28 2 ND
Linea transgenica 10 R 317 ND
Linea transgenica 11 iR 265 ND
Linea transgenica 12 S 194 ND
Linea transgenica 26 R 332 55
Linea transgenica 27 S 213 100
Linea transgenica 28 iR 265 75
Linea transgenica 29 S 177 102
Linea transgénica 30 R 283 66




[130] Tabla 2 Analisis del tabaco de nicotina ¢ v Petit Havana SRiI +R indica
que se observo alguna pigmentacion oscura El R/S indica que el fenotipo de la

resistencia no fue muy claro

Tolerancia a la luz % de la capacidad de
alta reduccion del TTC vs
control
Control no transgenico S 100
Linea transgenica 1 R/S 88
Linea transgenica 2 R 79
Linea transgenica R 53

[131] Existe una correlacion positiva entre la resistencia al estres de la luz alta
en las plantas transgénicas y el contenido de NAD+NADH de fas celulas Una
correlacion inversa puede ser vista entre la capacidad de reduccion del TTC y

la tolerancia a la luz alta

Ejemplo 6 Construccion de la expresion del gen ParG que reduce los

genes quimericos aproplados para uso en plantas de cereal

[132] Para reducir la expresion del gen PARG por ejemplo en cereales tales
como el arroz o el maiz {(mazorca) y plantas relacionadas se construye un gen
quiménco el cual es capaz de expresar un dsRNA que incluye una region de

sentido y una de anti-sentido de secuencia de nucieotidos del arroz capaz de



codificar una proteina que tenga una identidad de secuencra alta con las
secuencias del nucleotidos de codificacion de la proteina PARG El gen
quimerico incluye los siguientes fragmentos del ADN

Una region promotora del virus Caulflower mosaic (CaMV 35S)

Un fragmento del ADN que incluye una secuencia de por lo menos 100
bp del ParG homologo de la Oryza safiva (SEQ ID No 15) en onentacion
directa
Un fragmento del ADN que codifica el intron 2 del gen pdk de la Flaveria

Un fragmento del ADN que incluye una secuencia de por lo menos 100
bp del ParG homologo de la Olyza sativa (SEQ ID No 15) en onentacion
invertida

Un fragmento del extremo no trasladado 3 del gen de sintetasa
octopino de la Agmbactenum fume faciens
[133] Este gen qumenco es introducido en un vector 1 ADN entre las
secuencias del borde 1zquierdo y derecho del 1 ADN junto con un gen marcado
seleccionable que proporciona la resistencia a por ejemplo la fosfinotricina

herbicida

[134] Para reducrr la expresién del gen PARG por ejemplo en cereales tales
como el arroz y el maiz (mazorca) y plantas relacionadas se construyo un gen
quimerico el cual es capaz de expresar un dsRNA que incluye tanto una region
anti sentido como una de sentido de la secuencia de nucleotidos del arroz que

es capaz de codificar una proteina que tenga una identidad de secuencia alta



con la proteina PARG que codifica las secuencias del nucleotido El gen
quimerico incluye los siguientes fragmentos del ADN

Una region promotora del virus Cauliflower mosaic (CaMV 35S)

Un fragmento de ADN que inctuye una secuencia de por lo menos 100
bp del ParG homolog del Zea mays (SEQ ID No 23) en onentacidn directa

Un fragmento de ADN que codifica el intron 2 del gen pdk de la Flavena

Un fragmento de ADN que incluye una secuencia de por lo menos 100
bp del ParG homologo de la Zea mays (SEQ ID No 23) en orientacion invertida

Un fragmento del extremo no trasladado 3 del gen sintetasa octopina

de la Agrobactenum fume faciens

[135] Este gen quimerico se introduce en un vector 1 ADN entre las
secuencias del borde 1zquierdo y derecho del T ADN junto con un gen de
marcador seleccionable que ofrece resistencia a por ejemplo el fosfinotricina
herbicida La secuencia de nucledtidos de dos ejemplos de dichos vectores T
ADN que incluyen dos genes quiméricos diferentes tal como se descrben en el

paragrafo anterior se represento en SEQ ID Nos 24 y25

Ejemplo 7  Analisis de las lineas de plantas transgenicas que incluyen la

expresion del gen ParG que reduce los genes quimericos

[136] Los genes quiméricos deliEjemplo 6 son introducidos en el arroz y el
maiz respectivamente mediante la transformacion mediada de Ia

Agrobacterium
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[137] La poblacion de lineas transgenicas obtenidas se sometio a las siguientes
condiciones de estres junto con las plantas de control

Calor incrementado durante un periodo de dias (invernaculo) u horas (in
vitro)

Sequia durante un periodo de dias

Condiciones de luz alta durante un periodo de dias

Agotamiento de nutrientes

[138] Se seleccionaron lineas de plantas individuales que sobreviven bien a

las condiciones de estres antes mencionadas

{139] El contenido de NAD y el contenido de ATP para las plantas antes

mencionadas se determinan bajo condiciones de control y estres



Reiwvindicaciones

1 Un metodo para producir una lolerancia de la planta a las condiciones de
estrés que Incluyen los pasos de

(a) proporcionar a las células de las plantas un gen quimenco para crear las
celulas de plantas transgenicas dicho gen quimenco incluye los siguientes
fragmentos de ADN vinculados operablemente

(1) Un promotor expresible de la planta

(n) Una region ADN la cual cuando es transcrita produce una Molécula de
RNA inhibidora ParG

(tn) una region final 3 nvolucrada en la terminacion de la trascripcién
poliadenilacién

(b) Regeneracion de una poblacion de las ineas de plantas transgenicas de
dichas celulas de plantas transgenicas e

(c) Identificacion de una linea de plantas tolerantes al estres dentro de dicha

poblacion de lineas de plantas transgénicas

2 El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde dicha molecula de
RNA inhibidora ParG incluye una secuencia de nucleotidos de por lo menos 20
nucleotidos consecutivos de la secuencia de nucledtidos del gen ParG presente

en dicha célula de la planta

3 El metodo de acuerdo con ia reivindicacion 1 en donde dicha molecula de
RNA inhibidora ParG incluye una secuencia de nuclectidos de por lo menos 20

nucleotidos consecutivos del complemento de secuencia de nucleotidos del gen
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ParG presente en dicha céluia de la planta

4 El metodo de acuerdo con la rewindicacion 2 o 3 en donde dicho gen
quimerico ademas Incluye una region de ADN que codifica un nbosoma auto
empalmante entre dicha region de ADN que codifica dicha molecula de RNA

inhibidora ParG y dicha region final 3

5 Elmétodo de acuerdo con la reivindicactén 1 en donde dicho RNA inhibidor
parG incluye una region de sentido que incluye una secuencia de nucleotidos
de por lo menos 20 nucleotidos consecutivos de la secuencia de nucleotidos
del gen ParG presente en dicha planta celula de la planta en donde dicha
region de sentido y de anti sentido son capaces de formar una region de RNA
de doble ramificacion que incluye por lo menos dichos 20 nucleotidos

consecutivos

6 El metodo de acuerdo con una de las rewvindicaciones 1 a 5 en donde
dichas condiciones de estres son seleccionadas entre calor sequia

agotamiento de nutrientes estrés oxidativa o condiciones de luz alta
7 Elmétodo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6 que incluyen el
cruce adicional de dicha linea de plantas transgenicas con otra linea de plantas

para obtener las plantas de linaje tolerantes al estres

8 Un metodo para producir una planta tolerante a las condiciones de estres
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que incluyen los pasos de

(a) Aislamiento de un fragmento de ADN de por lo menos 100 bp que incluyen
una parte del gen de codificacion parG de dicha planta

(b) Produccion de un gen qumérnco mediante el enlace operable de los
siguientes fragmentos de ADN

(N una region promotora expresible de la planta

()  dicho fragmento de ADN separado que incluye la parte del gen
codificador de dicha planta en orientacion directa comparado con la region del
promotor

(m)  dicho fragmento de ADN separado que incluye parte del gen codificador
parG de dicha planta en onentacion invertida comparado con la region
promotora

(v)  una region final 3 mvolucrada en la terminacion de la trascrnipcion y la
pohadenizacion

(c) suministro de celulas de la planta con dicho gen quimerico para crear
células de plantas transgenicas

{(d) regeneracion de las lineas de plantas transgenicas de dicha celula de ia
planta transgenica e

(e) identficacion de ia linea de plantas tolerantes al estrés dentro de dicha

poblacion de lineas de plantas transgenicas

9 Una molecula de ADN que incluye
() un promotor expresible de la planta

() una region del ADN la cual cuando es trasladada produce una Molecula

lo?



de RNA inhibidora ParG
(m) una region final 3 involucrada en la terminacion de la trascripcion y

pohiadenilacidn

I0 La molecula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 9 en donde dicha
region del ADN incluye una secuencia de nucleétidos de por lo menos 21 a 100
nucledtidos de una secuencia de nucleotidos que codifica una proteina que
Incluye la secuencia de aminoacidos SEQ ID No 1 2 o 16 o por lo menos 21 a

100 nucleotidos de una secuencia de nucleotidos de SEQ ID 34 150 23

11 Una celula de ia planta que incluye la molecula de ADN de la revindicacion

9010

12 Una planta que consiste principalmente de la revindicacion 11

13 Un proceso para produccién de plantas tolerantes al estres que incluye el

paso de cruce adicional de una planta de la reivindicaciéon 12 con otra planta

14 Las semillas y el matenal de oropagacion de una planta de acuerdo con la

revindicacton 12 que incluye el gen quimerico de la rewindicacion 9 o 10

15 Las plantas obtenibles u obtenidas mediante el proceso de la revindicacion

8
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16 Un metodo para producir una planta tolerante a las condiciones del estres
que incluye los pasos de

(a) proporcionar celulas de plantas con un gen quiménco para crear celulas de
plantas transgénicas dicho gen quiménco que Incluye los siguentes
fragmentos de ADN vinculados operablemente

() Un promotor expresible de la planta

(r)  Una regién del ADN la cual cuando es transcnta produce una molecula
de RNA inhibidora ParG dicha region del ADN incluye una secuencia de
nucleStidos de por lo menos 21 a 100 nucleotidos de una secuencia de
nucledtidos que codifican una proteina que Incluye la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No 1 2 o 16 o por lo menos 21 a 100 nucleotidos de una
secuencia de nucleotidos SEQ ID3 4 15023

(m)  una region final 3 nvolucrada en la terminacion de la trascripcion y la
poliadenilacion

(b) regeneracion de una poblacién de lineas de plantas transgenicas de
dicha celula de la planta transgenica e

() identificacion de una linea de plantas tolerante al estres dentro de dicha

poblacion de hneas de plantas transgenicas

17 Un metodo para producir una planta tolerante a las condiciones del estres
que incluyen los pasos de

(a) sometimiento de una linea de celulas de la planta o una planta o linea
de plantas a la mutagenesis

(b) identificacion de aquellas células de las plantas o plantas que tienen
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una mutacion en un gen ParG endogeno

(c) sometimiento de las celulas de la planta identficada o plantas a
condiciones de estres

(d) identificacion de las celulas de las plantas o plantas que toleran dichas

condiciones de estres mejor que las plantas de control

18 Un metodo para producir una planta tolerante a las condiciones de estres
que incluyen los pasos de

(@) seleccion de una linea de celulas de pianta o una planta o linea de
plantas resistentes a un inhibidor ParG

(b) identificacion de aquellas celulas de la planta o plantas que tienen una
mutacién en un gen ParG endégeno

{c) sometimiento de las celulas de la planta identficadas o plantas a
condiciones de estres

(d) dentficacion de las células de las plantas o plantas que toleran dichas

condiciones de estres mejor que las plantas de control

19  Una celula de la planta o plantas tolerantes al estres que Incluyen una

mutacion en un gen ParG end6geno
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RESUMEN

Los metodos y medios son suministrados para incrementar la tolerancia de las
plantas al estres abiotico o a las condiciones adversas sequia Imitaciones de
nutrtentes temperatura entre otros mediante la reduccion de la actividad de

los endogenos de las proteinas PARG en las plantas
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1
548
PRT
Arabidopsis Thaliana

1

Met Glu Aan Arg Glu Asp Leu Asn Ser lle Leu Pro Tyr Leu Pro Le

1

5 15

Val lle Arg Ser Ser Ser Leu Tyr Trp Pro Pro Arg Val Val Glu Ala

20 30

Leu Lys Ala Met Ser Glu Gly Pro Ser His Ser GIn Val Asp Ser Gly

35 45

Glu Val Leu Arg Gin Ala lle Phe Asp Met Arg Arg Ser Leu Ser Phe

50

55 60

Ser Thr Leu Glu Pro Ser Ala Ser Asn Gly Tyr Ala Phe Leu Phe Asp

65

70 75 80

Glu Leu lle Asp Glu Lys Glu Ser Lys Arg Trp Phe Asp Giu lle lle

85 90 95

Pro Ala Leu Ala Ser Leu Leu Leu GIn Phe Pro Ser Leu Leu Glu Val

100 105 110

His Phe GIn Aan Ala Asp Asn lle Val Ser Gly lle Lys Thr Gly Leu

115 120 125

Arg Leu Leu Asn Ser GIn GIn Ala Gly lle Val Phe Leu Ser Gin Glu
130 135 140
Leu lle Gly Ala Leu Leu Ala Cys Ser Phe Phe Cys Leu Phe Pro Asp



145 150 155 160
Asp Asn Arg Gly Ala Lys His Leu Pro Val lle Asn Phe Asp His Leu
165 170 175
Phe Ala Ser Leu Tyr lle Ser Tyr Ser Gin Ser Gin Guu Ser Lys lle
180 185 190
Arg Cys lle Met His Tyr Phe Glu Arg Phe Cys Ser Cys Val Pro lle
195 200 205
Gly lle Val Ser Phe Glu Arg lys lle Thr Ala Ala Pro Asp Ala Asp
210 215 220
Phe Trp Ser Lys Ser Asp Val Ser Leu Cys Ala Phe Lye Val His Ser
225 230 235 240
Phe Gly Leu lle Glu Asp Gin Pro Asp Asn Ala Leu Glu Val Asp Phe
245 250 255
Ala Asn Lye Tyr Leu Gly Gly Gly Ser Leu Ser Arg Gly Cys Val GIn
2860 265 270
Glu G lle Arg Phe Met lle Aen Pro Glu Leu lle Ala Gly Met Leu
275 280 285
Phe Leu Pro Arg Met Asp Asp Asn Glu Ala lle Glu lle Val Gly Ala
290 295 300
Glu Arg Phe Ser Cys Tyr Thr Gly Tyr Ala Ser Ser Phe Arg Phe Ala
305 310 315 320
Gly Glu Tyr he Asp Lys Lys Ala Met Asp Pro Phe Lys Arg Arg Arg
325 330 335
Thr Arg lle Val Ala lle Asp Ala Leu Cys Thr Pro Lys Met Arg His
340 345 350
Phe Lys Asp lle Cys Leu Leu Arg Glu lle Asn Lys Ala Leu Cys Gly
355 360 365
Phe Leu Ass Cys Ser Lys Ala Trp Glu His GIn Aen lle Phe Met Asp
370 375 380
Glu Gly Asp Asn Glulle Gin leu Val Arg Asn Gly Arg Asp Ser Gly
385 390 3985 400
Leu Leu Arg Thr Glu Thr Thr Ala Ser His Arg Thr Pro Leu Aen Asp
405 410 415
Val Glu Met Asn Arg Glu Lys Pro Ala Asn Asn Leu lle Arg Asp Phe
420 425 430
Tyr Val Glu Giy Val Asp Asn Glu Asp His Giu Asp Asp Gly Val Ala
435 440 445
Thr Gly Asn Trp Gly Cys Giy Val Phe Gly Gly Asp Pro Glu Leu Lys
450 455 460
Ala Thr ie Gin Trp Leu Ala Ala Ser Gin Thr Arg Arg Pro Phe lle
465 470 475 480
Ser Tyr Tyr Thr Phe Gly Val Giu Ala Leu Arg Asn Leu Asp Gin Val
485 490 495
Thr Lye Trp lle Leu Ser His Lye Trp Thr Val Gly Asp Leu Trp Asn
500 505 510
Met Met Leu Glu Tyr Ser Ala GIn Arg Leu Tyr Lye GIn Thr Ser Val
515 520 525
Gly Phe Phe Ser Trp Leu Leu Pro Ser Leu Ala Thr Thr Aen Lye Ala
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530 535 540
lle Gin Pro Pro
545
<210> 2
<211> 169
<212> PRT
<213> Solanum tuberosum
<400> 2
Met Glu Aen Arg Glu Asp Vai Lye Ser lle Leu Pro Phe Leu Pro Val
1 5 10 15
Cys Leu Arg Ser Ser Ser Leu Phe Trp Pro Pro Leu Val Val Glu Ala
20 25 30
Leu Lys Ala Leu Ser Glu Gly Pro His Tyr Ser Asn Val Asn Ser Gly
35 40 45
Gin Val Leu Phe Leu Ala lle Ser Asplle Arg Asn Ser Leu Ser Leu
50 55 60
Pro Asp Ser Ser lle Ser Ser Ser Ala Ser Asp Gly Phe Ser Leu Leu
65 70 75 80
Phe Asp Asp Leulle Pro Ary Asp Glu Ala Val Lye Trp Phe Lye Guu
85 90 95
Val Val ProLys Met Ala Asp Leu Leu Leu Arg Leu Pro Ser Leu Leu
100 105 110
Glu Ala His Tyr Glu Lye Ala Asp Gly Gly lle Vai Lys Gly Val Aen
115 120 125
Thr Gly Leu Arg Leu Leu Glu Ser GIn GIn Pro Gly lle Vai Phe Leu
130 135 140
Ser GIn Glu Leu Val Gly Ala Leu Leu Ala Cys Ser Phe Phe Cys Tyr
145 150 155 160
Ser Leu Pro Met lle Giu Val Ser Val
165
<210> 3
<211> 1647
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana
<400> 3

atggagaatc gcgaagatct taactcaatt cticcgtacc fttccacttgt  aattegtteg 60
tcgtcgetgt  attggeccgec  gegtgtggty gaggegttaa aggceaatgtc tgaaggacca 120
tctcacagcc aagttgactc aggagaggtt ctacggcaag ctatittcga tatgagacga 180

fccttatctt  tctctactct cgagccatct gctictaatg gctacgeatt tctcittgac

gaattgatly atgagaaaga atcaaagaga tggttcgatg agattatccc agcattggeg 300
agcttacttc tavagiticc  atcictgtta gaagtgcatt tccaaaatge tgataatatt 360
gitagtggaa tcaaaaccgg fcttcgitty ttaaattccc  aacaagcetg geattgtittc 420

ctcagccagg agttgattgg  agctcttctt  gcatgetett  tettitgttt gtttccggat

gataatagag gtgcaaaac accticcagtc atcaacttty  atcatttgit  tgcaagcctt 540
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tatataagtt
aggttttgct

atagtcaaag
cctgegtgee
cctgatgctg atttctggag
tttgggttaa ttgaagatca
ctcggaggtg gttccctaag
cctgaattaa tcgctggcat
atagttggtg cggaaagatt
ggtgagtaca ttgacaaaaa
gcaattgatg cattatgtac
gaaattaata aggcactatg
atattcatgg atgaaggaga
cttctgcgta cagaaactac
agagaaaagc ctgctaacaa
gatcatgaag atgatggtgt
ccagagctaa aggctacgat
tcatattaca cctttggagt
ctttcccata aatggactgt
aggctctaca agcaaaccag

tcaagaaagc aagataagat
tattggtatt  gtttcatttg

caagtctgac gtttctcttt

acctgacaat gctctcgaag
tagagggtgc gtgcaggaag
gcttticttg ccteggatgg
ttcatgttac  acagggtatg
ggcaatggat cctttcaaaa
accgaagatg agacacttta
tggcttitta  aattgtagca
taatgaaatt cagctigtcc
tgcgtcacac cgaactccac
tcttatcaga gatttttatg

cgcgacaggg aattggggat
acaatggctt gctgcettece
agaggcactc cgaaacctag
tggagatctg tggaacatga
tgttggcttc ttttcttgge

accaacaaag ctatccagcc gccttga

<210> 4

<211> 598

<212> ADN

<213> Soianum tuberosum

<400> 4

gcaatggaga atagagaaga cgtgaagtca atccttecct
tcatcttctc  tittctggee gcegetagit  gttgaagcac
cctcattaca gcaatgitaa ctccggecaa gtectettce
aaftcccttt  cactacctga ticttcaatt  tcctctictg
ttatttgatg  atttaattcc tagggatgaa gctgttaaat

aaaatggcgg atttgctatt
gatggtggaa tigttaaagg

gcggttgect  cccttattgg
agtcaacact ggrctteget

ggcattgitt tcctcagtca ggaattagtc ggttgetctte
tattccctac  caatgataga ggtatctgta tgatcagtat
attgaagtgc attcttcact attttgagag gattggctca
<210> 5

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador oligonucleétido ParGAt1

<400> 5

ggatcccctg caggacaaaa aggcaatgga tccttic

gtattatgca ttacttigaa 600
aacgcaagat taccgetget 660
gtgcatttaa ggttcactct 720
tggactttgc aaacaagtat 780
agatacgctt catgattaac 840
atgacaatga agctatagaa 900
catcttcgtt  tcggttiget 960
ggcgaagaa ccagaattgtt 1020
aagatatatg tcttttaagg 1080
aggcttggga gcaccagaat 1140
gaaacggcag agattctggt 1200
taaatgatgt tgagatgaat 1260
tggaaggagt tgataacgag 1320
gtggtgtttt  tggaggagac 1380
agactcgaag accatttata 1440
atcaggtgac gaagtggatt 1500
tgttagaata tictgctcaa 1560
tacttccatc tctagctacc 1620

1647

ttttgeeggt
tgaaagcccet ctctgaagge
tcgcaatctc cgacattcgg
cifcagacgg attttctctc 240
ggtitcaaaga agtggtgccg 300
aggctcacta tgagaaggct 360
tatiggaatc acaacagcct 420
ttqcatgttc  ctictitiqc 480
gacgagaaat ttgaaaataa 540
ttgatacctg cgggctac 598

gtgtctccga 60
120
180

37
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<210> 6

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador oligonuclectidoParGAt2

<400> 6

gcacgaattc gcggccgegg tgctcccaag cettgetac 39

<210> 7

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotido ParGSt1

<400> 7

ggatccectg caggctcact atgagaagge tgatggtgg 39

<210> 8

<211> 43

<212>

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador oligonuclectido RarGSt2

<400> 8

gcacgaattc gcggccgegt catactgatc atacagatac ctc 43

<210> 9

<211> 13466

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleotidos de pTVE428
<220>

<221> misc caracteristica

<222> (198) (222)

<223> Border T ADN derecho

<220>

<221> misc caracteristica

<222> (983) (273)

<223> 3 Occ (final no trasladadd 3 del gen sintasa octopina)

<220>
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<221> misc caracteristica
<222> (995) (1155)
<223> parte de poli (ADP nbosa) ghcohidrolasa

<220>

<221> misc caracteristica

<222> (1929) (1188)

<223> ntron 2 del gen Pdk gene de Fiavena

<220>

<221> misc caracteristica

<222> (212) (1962)

<223> parte de poll (ADP ribosa) glicohidrolasa

<220>

<221> misc caracteristica

<222> (3476) (2131)

<223> Region promotora 35S del virus Cauliflower Mosaic

<220>

<221> misc caracteristica

<222> (3948) (3737)

<223> final no trasladado 3 del gen 7 de Ila Agrobacterium tumefaciens

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (4521) (3970)

<223> region codificadora de barras

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (6247) (4522)
<223> region promotora

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (6415) (6439)

<223> region del borde 1zquierdo de T ADN de Agrobacterium tumefaciens

<400> 9

agaticgaag ctcggtcccg  tgggtattct  gtcgtetegt  tgtacaacga aatceattcc 60
cattccgege tcaagatgge tteccctcgg cagticatca  gggetaaatc aatctagccg 120
actigtccgg tgaaatgggc tgcactccaa cagaaacaat caaacaaaca tacacagcga 180
cttattcaca cgcgacaaat tacaacggta tatatcctge cagtactcgg ccgtcgaccg 240
cggtaccccg gaattaaget tgcatgectg caggtcctge tgagcctcga catgttgtcg 300
caaaattcgc cctggacccg cccaacgatt tgtcgtcact — gtcaaggttt gacctgcact 360
tcatttgggg cccacataca ccaaaaaaat getgcataat  tctcggggcea gcaagtcggt 420



tacccggcecg
gccaatactc
tcagtgaacg
tgaaatttga
{ttaaaattg
gatgtcegcta
agtagtaggg
acgggtgata
ctcaggatttt

ccgtgetgga
aacttcaagg
ttattagttc
ataagattta
gattigtaat
taaacctatt
tacaatcagt
tattcattag
ftacaacgtg

ccgggttgaa tggtgeccgt
aatctcaccc atgcgcgeceg
gcecgeteggt gtgtegtaga
tgtaatcagt cttitaggtt
aataaaacgc aattgtttgt
cagcacaata tattgttttc
aaattgaacg gagaatatta
aatgaact ga aaccggeggt
cacaacagaa ttgaaagcaa

tctcgcatat ctcattaaag
ggcgaagaac cagaattgtt
aagatatatg tctittaagg
aggcttggga gcaccatcga
agatcaatga taacacaatg
aattcattta attaatagtc
aaattaataa gaatgtigat
ttatattagc  attagattat
tatttgttac  tttagctigt
gaatttctaa caaaatattt
titaattata taataaacta
tttttactat agtattttat
atgattaaaa caaatattaa
aaataatata cttactctca
ftttacatta  ctatgttgtt
taacaactat attattataa
gaaaaaagaa aataattatt
caatttaaa aagccacata
gtgtctcatc  ttcggtgtac
gaaaggatcc attgcctttt
tatatagagg aagggtcttg
gagatgtcac atcaatccac
atgetcctcg  tgggtggagg
atagcctitc  ctttatcgea
ctttcgatga agtgacagat
ctitgttgaa aagtctcaat
gagtagacca gagtgtcgtg
cgtaaaagac tctgtatgaa
atttgaatct tagactccat
tccaatctct attacttgce
agtacttctg atctigagaa

teftttgact  gcatctttaa
cgggtagatc gtctigatga
attctttctg  aaattgaaga

accftcacct tcgaacttcc
ctccggggca aaggagatct
cgtgagccag tgggcttitt
cttgagttga gcttctccett
gtacgcgtca gctgctgcte

caggactcta
gcaattgatg
gaaattaata
tttcgaaccc
acatgatcta
aatccattta
tgaaaataat
gttttgttac
tatttaatat
attaacttti
ttaatcataa
cattgatatt
tgctagtata
acftttatct
tatgtaaaca
tcatactaat
tccttaccaa
gtgccttait
ataatgcatc
tgtcctcgag

gagacaaaaa
cattatgtac
aggcactatg
agcttcccaa
tcatgttacc
gaagttaata
actatataaa
attagattac
ittgtitatt
aaactaaaat
aaaaatatta
taattcatca
tcatcttaca
fcttcgtctt
atatatttat
taacatcact
getggggtac
aatttcccett
aattgcaaca
cgtgtcctct

cgaaggatag tgggattgtg

ftgctttgaa
tccatettty

gacgtggttg
ggaccacigt

aactttcggt

tactagccce
tgaccggttc
tattgtggeg
attttaatat
ttcataaaaa
aaggatctga
atatcatgcg
ggcaatggat

agagcggacg 480
gcggggaacc ggagttcect

tggggccttt
tgccgcetttt
ctctatcata
tgtacatata
tacgatagta
gctacacatg
atcataggcg
cctttcaaaa

accgaagatg agacacttta

tggcttttta
ctgtaatcaa
ttgtttattc

aattgtagca
tccaaatgta
atgttcgact

aaactacaag tattatttag

atgatagatc
tgtitctatt
gataaattac
atttagtaat
ttttaattta

ttgcgcttig
agtttgatat
aagcagattg
ggtatagata
tttattctta

aaccagctag aattactatt

tgttcgatca
acacatcact
aaattatttt
taactatttt
cggtgctece

aattcattaa
tgtcatattt
ttcacaatta
atactaaaag
aagccttgct

aaaagacata tatctttaaa

attctggttc

ttegecttit

ccaaatgaaa tgaacttcct

cgtcatccct
gaacgtctic

tacgtcagtg
tttttccacg

cggcagagag atcttgaatg

atgatggcat ttgtaggagc
agctgggcaa tggaatccga

agccctttgg
ctccaccatg
ctgttcgcca
gcatggcectt
ttggtttatg
atatgtcttt
ccttettggg
gacctgctge
ggctaacctt
ftcctagatc
ctiitgggqge
getitggtgg
tggggatgaa
ttgcctctgt

tctictgaga
ttgacgaaga
gtcttcacgg
agattcagta
aagcaagcct
ctctgtottc
aaggtatttg
gtaggcctct
ctcattatca
gtaaagatag
tggatcactg
gcttgttagg
gttcaacctg
aatagtggca

caccttcctt
ggaggtttcc
ctgtatctit
ttitctctt
cgagttctgt
ggaactacct
tgaatcgtec
ttgatgcaat
atctcctgga
ctaaccatct
gtggtgaaca
aggaaatcgt
ctgggccettt
gccttagcaa
tctgtttget
aatttctigt

ttctactgtc
cgaaattatc
gacatttttg
gtcattgagt
tagatccteg
ttttagagac
atactggaat
tagtcctgaa
gattgttact
gtgagtcage
tagtgtegtc
ccattgtaat
tggttectag
agctctiggg
gactigttgt
gtgcaactcc

540

600

660

720

780

840

800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
;520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



gggaacgccg tttgtigeecg
accgttatac acaacgtagt
aggagcaact gtgctgttaa
ccgctcgacg agcgcgecga
ctcggtaccec aaacgcggee
ttcgactcta gaggatccca
tctcgaactc ggccgtcgaa
gtagatgtta attcccatct
agtcaggtat tatagtccaa
atatttcaat aactgattat
Lattatgtgt aatacataaa
cgcgtgagat cagatctcgg
gtccagctge cagaaaccca
catgccgcgg ggggcatatc
cccgatgaca gcgaccacgce
tagagcgtg gagcccagtc
ggccgtccag tcgtaggegt
ctcgecgtcc  acctcggega
cgtccactcc  tgcggttect
gtggttgacg atggtgcaga
cgggcegtegt tctgggteca
gigctttggt  catctatata
agggtctagg atacatgaga
ggatatgtgt gaggttaatt
agacccttat cggcttgaac
tatcgttatc  tatgagtgaa
ctggtgcjact tggccecttic
tacctttttt ttaccttgga
ggaaattttt gaattigtac
tttttttcat ttaaaagcaa
taacaticaa ataaaaatga
aaagattagt cgcacatcaa
caaagttagc acgtctaaat
aacaaagtta ttgatcaaaa
acttctcaag ftctccatctt
taaatctctt  fetgggectg
gtittacttg  faccttticc
ggttaacaat cgaagtcatg
tagaaagcce atcaccagaa
tgtgccaaat tcaatataat
gtaaatggtc aggtaagaca
gatcagtgtg gaattgtaca
acttggattt tttittggag
caactcattg tttagtgtaa
tataagaatt tcttigacca
atcatgcact {ttaatigaa
catatatgtt gcgattgatc
gctgaaatta tctcagatgt

cctttgtaca
agttgatatg
gctcagattt
tatcgcgatc
gcaagctata
attcccatgc atggagtcaa
ctcggcegtc gagtacatgg
tgaaagaaat atagtttaaa

gcaaaaacat aaatttattg

atcagctggt acattgccgt
ttgatgatat agctagctta
tgacgggt ag gaccggacgg
cgtcatgcca gttceegtge
cgagcgcctc gtgcatgege
fcttgaagce  ctgtgectee

ccgteegetg  gtggeggggg
tgcgtgectt ccaggggecce
cgagccaggg atagcegctee
gcggcteggt acggaagttg
ccgeccggceat gtcegecteg
ttgttcttct ttactctttg

taatgataac aacaatgaga
ttcaagtgga ctaggatcta
ttacttggta acggccacaa
cgctggaata atgccacgtg
atigtgtgat  ggtggagtgg
cttatgggga atttatattt

fttagttaat  atataatggt
tgctaaatgc ataagattag
aatttgcctt ttactagaat

aaataagaac tttcaaaaaa
glcatctgit acaataigtt

aaaccaaaga gtccacgaaa

accccagtca
agggtgttga
ttgtgggatt
gececgggeeg
acttcgtata

tcgtatatac
atacccgatt
ggaattaatt
gccatttaaa
gcatacatta
agattcaaat
tcgataagaa

cggcatgtgg 3360
ctgctctgag 3420
cgtcgagecgg 3480
tgaattcgag 3540
tacgaagtta 3600
agaggacact 3660
aaggcaatit 3720
tatttattga  taaaataaca 3780
atgcaagttt aaattcagaa 3840
agatgaaaga ctgagtgcga 3900
gctcatcggg ggatcctaga 3960
ggcggtaccg gcaggcetgaa 4020
ttgaagccgg ccgeccgecag 4080
acgctcgggt cgttgggcag 4140
agggacttca gcaggtgggt 4200
gagacgtaca cggtcgactc 4260
gcgtaggcega tgecggegac 4320
cgcagacgga tgaggtcgtc 4380
accgtgettg tctcgatgta 4440
gtggcacggc ggatgtcgge 4500
tgtgactgag gtttggtcta 4560
acaagctttg gagtgatcgg 4620
caccgttgga tittgagtgt 4680
aggcctaagg agaggatgttg 4740
gaagataatt ccatgaatct 4800
tocttgctica ftitacttgc 4860
tacttactat agagctttca 4920
atgaticaty aataaaaatg 4980
gtgaaactgt ggaatatata 5040
tataaatata gaaaaatata 5100
cagaactatg tttaatgtgt 5160
acaacaagtc ataagcccaa 5220
atattacaaa tcataagccc 5280

aaaaaaaacg cccaacaaag ctaaacaaag tccaaaaaaa 5340

cctttatgaa
tetteccaac
gttgcaatga
gaatatgqat
atttactagt
tatagaggat
ttaaaaaaat
aaaatttggg
gctggaattt
tactttgatt
tatacacaca
aaaataatat
tgcaaaaata
taagatttic

cattgaaaac
cfcetacalc
tattgatagt
ttggtccaag
aaaataaatc
atttcaaatg
cctacgtcag
atctactata
ttaatctaca
ttgtcaaata
cacatatata
atatatatat
ctgctagagt
ttaaagtaaa

tatacacaaa acaagtcaga 5400
acltccctat cggattgaat 5460
atgtttgtga  aaactaatag 5520
attttccgag agctttctag 5580
accaaftagg tticttatta 5640
aaaacgtatg aatgttatta 5700
alattcaact ttaaaaattc 5760
tatatataat gctttacaac 5820
tatttgtttt ggccatgcac 5880
tatgtgttcg  tgtatatitg 5940
tatatatata tatattatat 6000
agtgcatttt  tictaacaac 6060
aatgaaaaat ataatctatt 6120
ttctttcaaa  tittagctaa 6180



aagtcttgta
aaatitgaat
taattcggta

ataactaaag
flcgaccgeg
cgtacctaat
cgaggcatta cggcattacg
aattgaatat atcctgeecge
ctacgcagaa ctgagccggt
ttcccecccaa cacggtgage
catccegtcgg atggegttge

gcaggcgcege aacacgatcge aaagtattt

ggtaccggaa cgaccaagca
gttgcgatta cttcgccaac
ctcccaattt gtgtagggct
gatagtttgg ctgtgagcaa
cgcgaagcgg cgtcggcitg
clegectttc  acgtagtgga
ttcttcttgt ccaagataag
caggcgctcc attgcccagt
gctgtaccaa atgcgggaca
cggcgagttc catagcgtta
cggatcaaag agttcclceg
tgtcagcaag atagccagat
gtcattgcgc tgccattctc
gatgtcgtcg tgcacaacaa
ggaagccgaa gtttccaaaa
tacggtcacc gtaaccagca
ggagccgtac aaatgtacgg

tacctctgat
tattttaggg

agttgagtcg
cgactgccct

acccacggcg taacgegctt

acagtcataa
ggttctggac

caagccatga
cagttgcgtg

aataatacac aatctcgacc
gtacccggaa ttgggttata
aacttcgtat agcatacatt
gcactcgt ga gggtcccaat
cgclgeegcet ttgcaccegg
taggcagata atttccattg
gacggggcaa cggagtgatc
gagagaagca gtcgatcegt
gaacgcaggt
gtaaagcccet
acaagaaaaa
gcttaaaaat
agtgcatcta
tagacattat

agctagctta
tattgcgata
tattatgcac
ttatgtgctt
aacgaatigt
caaattcttc caactgatct
cctgtctage ttcaagtatg
cggcagcgac atccttcgge
acgtaagcac tacatttcgce
aggtttcatt  tagcgcctca
ccgctggacc taccaaggca
caatgtcgat cgtggcetgge
caaattgcag Hcgcgctta
tggtgacttc facagcgcegg
ggtcgttgat caaagctcge
aatcaatatc actgtotggce
ccagcaacgt cggttcgaga
atacttcgge gatcaccgct
gctgegtaac atcgttgctg
gctgettgga tgcccgagge
aaaccgrcac tgcgecgtta
agcgcatacg ctacttgcat

ggcttatgtc
ttgggcage
ggtctccacg
acggatctgc cctggcttca

gtgctgaccc cggatgaagt
aggcgagcat cgttigticg

tttgcaactg cgggtcaagg
caagggctcc aaggatcggg
gcagggalcg atccaaccce
gccgtctict gaaaacgaca
geccttttce tggcegtttic

ctagaaccgg agacattacg
ccgcgtcage accgacgace
ctgcaccaag ctgtttaccg

caggatgctt gaccacctac
ggccecgeage acccgegace
cctgcgtage ctggcagage

cactgggttc

agcgaagteg
catcgtcagg

gtgccttcat
aggcattict

cegtttccac
gtectggetg

cattggcggc cttgctgttc
ggagatcgga agacctcggce
clictagagct ctagagggtc
cccagcettct gtatggaacg
atctggairt cgatcacggc
ccttgatgtt  acccgagage
fccgetgrta  fagtgeagtc
fgtcgcacaa gtcctaagtt
ttgtcgcgtg  ttitagtcgce
ccatgaacaa gagcgcegcec
aggactigac caaccaabgg
agaagatcac cggcaccagg
gccctggaga cgttgtgaca
tactggacat tgccgagcegce
cgtgggecga caccaacacg

acggaaaaaa aacacataat 6240
attacctcag gifcgaggaat 6300
atacgaagtt atatggatct 6360
tcgagcatgg agccatttac 6420
tggagcligc atgttggttt 6480
agaactgagc calgtgcacc 6540
cacatgggac ttttaaacat 6600
gagatcagcc gacgcaccgg 6660
acaatcgagc cgacglicac 6720
cgctagattt taatgcggat 6780
gccagccttt catgatatat 6840
aataaaagca gactigacct 6900
acgcttgagt taagccgcge 6960
ttgeccgacta ccftggtgat 7020
gcgegegagg ccaagcegate 7080
acgggctgat actgggccgg 7140
gcgattitge  cggttactge 7200
tcatcgccag cccagtcggg 7260
aatagatcct gttcaggaac 7320
acgctatgtt cicttgettt 7380
tcgaagatac ctgcaagaat 7440
gctggataac gccacggaat 7500
agaalctcgc tctctccagg 7560
cgegtigttt  catcaagect 7620
ttcaggccge catccactge 7680
tggcgctcga tgacgccaac 7740
tccctcatga Iglitaactt 7800
ctccataaca fcaaacalcg 7860
atagactgta ccccaaaaaa 7920
ccaccgctge gttcggtcaa 7980
tacagcttac gaaccgaaca 8040
ggtgtgegtc acceggcaac 8100
gcgaacgagc gcaaggtttc 8160
ttctacggca agtgctgtge 8220
cgtccgggeg cttgeeggtg 8280
cgcalcctcg gttttctgga 8340
ggcatgcgga tcagtgaggg 8400
acgatcatcg tgcgaggaggg 8460
ttggcaccca gectgecgega 8520
ggcttctgac gttcagtgca 8580
acgcgacagg ctgecgeect 8640
ataaagtaga atacttgcga 8700
gectggectge tgggctatge 8760
gccgaactge acgcggecgg 8820
cgcgaccgcc cggagcetgge 8880
gtgaccaggc tagaccgcct 8940
atccaggagg ccggcgeggg 9000
ccggceceggcec geatggtgtt 9060
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gaccgtgttc gccggceattg
cgggcgcgag gccgecaagg
ggcacagatc gcgcacgccce
ggctgcactg cttggcgtge
agtgacgccc accgaggcca
cgacgccctg geggecgeeg
gacggccagg acgaaccgtt
gggtacgigt tcgagccgce
ggttigtctg  atgccaagct
cgcegecgte taaaaaggtg
gcgtatatga tgcgatgagt
ctgtacttaa ccagaaaggc
ccctgecaact cgccggggee
gcgattggge ggcecgtgegg
cgattgaccg cgacgtgaag
cccaggegge ggacttggcet
tgcagccaag occttacgaa
gcattgaggt cacggatgga
gcacgcgcat cggeggtgag
agtcccgtat cacgcagcgc
ttgaatcaga acccgaggc
aatcaaaact catttgagtt
aagtgccggc cgiccgageg
cacgccagcc atgaagcggg
gatgtacgcg gtacgccaag
gctaccagag taaatgagca
gcggcatgga aaatcaagaa
gaacgggcgg ttggccagge
aacccccaa gcccgaggaa
ggcgcggcege tgggtgatga
caacgcatcg aggcagaagc
cgcaaagaal cccggcaacc
ggcgacgagc aaccagattt
cgcagcatca tggacgtgge
gtgatccget  acgagcetice
gccagtgtgt gggattacga
aaccgatacc gggaagggaa
gacgtactca agttctgceg
acctgcattc ggttaaacac
ggccgectgg tgacggtate
agcgaaaccg ggcggecgga
atcacagaag gcaagaaccc
ccecggeateg gecgttttct
agatggtlLgt tcaagacgat
tgttLcaccg tgcgcaagcet
gaggcggggc aggcetggecc
gcatccgeeg gttectaatg
aaaggtcgaa aaggtctctt

ccgagticga gcgbtcccta
cccgaggcegt gaagtttgge
gcgagcetgat cgaccaggaa
atcgctcgac cctgtaccge
ggcggcegcegg tgecettcegt
agaatgaacg ccaagaggaa
fticaftaca gaagagatcg
cgcgcadghic tcaaccgtge
ggcggcecttt ccggcecaget
atgtgbabttt gagtaaaca
aaataaacaa atacgcaagg
gggtcaggca agacgaccat
gatgttetgt  tagtcgattc
gaagatcaac cgctaaccgt
gccatcggee ggegegactt
gtgtccgcga tcaaggcage
atatgggcca ccgegacct
aggctacaag cggccttttct
gitgccgagg cgetggeegg
gtgagctacc caggtactge
gacgctgcec gegaggtceca
aatgaggtaa agagaaatg
cacgcagcag caagcigca
tcaactttca gtigcggeg
gcaagaccat taccgagctg
aatgaataaa tgagtagatg
caaccaggca ccgacgecegt
gtaacggct gggtigtctg
tcggcgtgac ggtcgcaaac
cctggtggag aagttgaagg
acgccecggt gaatcgtgge

gccggeagee ggtgegecgt
tttcgttccg  atgctctatg
cgttttccgt  ctgtcgaagce

aacgggcac gtaaggtit

cctggtactg atggcggttt

gggagacaag cccggecgceg
gcgagccgat ggcggaaagce
cacgcacgtt gccatgcage
cgagggtgaa gccttgatta

gtacatcgag atcgagctag
ggacgtgctg acggttcacc
ctaccgectg gcacgcegeg
ctacgaacgc agtggcagcg
gatcgggtca aatgacctge
gatcctagtc atgegetacc
tacggagcag atgctagggc
tcctgtgat  agcacgtaca

atcatcgacc gcacccggag 9120
cccecgeecta cccetcaccece 9180
ggcicgcaccg tgaaagaggc 9240
gcacttgagc gcagcgagga 9300
gaggacgcat tgaccgaggc 9360
caagcatgaa accgcaccag 9420
aggcggagat gatcgcggec 9480
ggcigcalga aatcctgace 9540
bggcegetga agaaaccgag 9600
gcttgegtca tgeggtcget 9660
ggaacgcatg aaggttatcg 9720
cgcaacccat ctagcccgeg 9780
cgatccccag ggcagtgecc 9840
tgtcggcatc gaccgecccga 9900
cgtagtgatc gacggagcegc 9960
cgacttcgtotg ctgattccgg 10020
ggtggaqctg gttaagcagc 10080
cgtgtcgegg gcgatcaaag 10140
gtacgagcetg cccattetty 10200
cgccgecggce acaaccgtic 10260
ggcgctggcee gctgaaatta 10320
agcaaaagca caaacacgct 10380
acgltggqca gcctggcaga 10440
gaggatcaca ccaagctgaa 10500
ctatctgaat acatcgegeca 10560
aattttagcg gctaaaggag 10620
ggaatgccce atgtgtggag 10680
ccggecctge aatggcactg 10740
catccggccc ggtacaaatc 10800
ccgegeagge cgeccagegg 10860
aagcggccgc tgatcgaatc 10920
cgattaggaa gccgcccaag 10980
acgtgggcac ccgcgatagt 11040
gtgaccgacg agctggcgag 11100
ccgecagggec ggecggeatg 11160
cccatctaac cgaatccatg 11220
tgttccgtcec  acacgttgeg 11280
agaaagacga cctggtagaa 11340
gtacgaagaa ggccaagaac 11400
gccgctacaa gatcgtaaag 11460
ctgattggat gtaccgcgag 11520
ccgattactt titgatcgat 11580
ccgcaggcaa ggcagaagcci1640
ccggagagtt caagaagtic 11700
cggagtacga tttgaaggag 11760
gcaacctgat cgagggcgaa11820
aaaftgccct agcaggggaa11880
ttgggaaccc aaagccgtac 11940
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attgggaacc ggaacccgta cattgggaac ccaaagccgt acattgggaa ccggtcacac 12000
atgtaagtga ctgatataaa agagaaaaaa ggegatittt ccgcctaaaa cictttaaaa 12060
cttattaaaa cttaaaac ccgcetggee tgtgcataac tgtetggeca gegcacagee 12120
gaagagctgc aaaaagcgec tacccttegg tcgetgeget  ccctacgece cgecgetteg 12180
cqtcggecta tcgeggecge  tggccgetca aaatggetg — gectacggec aggcaatcta 12240
ccagggcgcg gacaagcege gcecgtcgeca ctcgaccgee ggegeccaca tcaaggceace 12300
ctgcctegeg cgtttcggtg  atgacggiga aaacctetga  cacatgcage tcccggagac 12360
ggtcacagct tgtctgtaag  cggatgccgg gagcagacaa geccgtcagg gegegtcage 12420
ggatottgge gggtgtcggg gegcagecat gacccagtca cgtagcgata gcggagtgta 12480
tactggctta actatgggc  atcagaguag attgtactga  gagigcacca tatgeggtgt 12540
gaaataccgc acagatgcgt aaggagaaaa taccgcatca ggegctctic cgeticcteg 12600
ctcactgact cgctgegete ggtegttcgg ctgeggegag cggtatcage tcactcaaag 12660
gcggtaatac ggttatccac  agaatcaggg gataacgcag gaaagaacat gtgagcaaaa 12720
ggccagcaaa aggccaggaa ccgtaaaaag geegegitge  tggegttttt  ccataggete 12780
cgcccceotg acgagcatca caaaaatiga cgctcaagic agaggtggeg aaacccgaca 12840
ggactataaa gataccaggc gtitccccet ggaageteee tcgtgegetc tectgttceg 12900
accctgeege ttaccggata cotgteegec  tttcteectt cgggaagcgt ggcgcetttet 12960
catagctcac gcigtaggta tctcagttcg gtgtaggtcg ttcgctccaa getgggetgt 13020
gtgcacgaac cccccgttca  gcccgaccge tgegecttat ccggtaacta tcgtcttgag 13080
tccaacccgg taagacacga cttatcgcca ctggcagecag ccactggtaa caggattage 13140
agagcgaggt atgtaggcgg tgctacagag ttcttgaagt  ggtggcctaa ctacggectac 13200
actagaagga cagtatitgg  tatctgcget ctgctgaagc cagttacctt cggaaaaaga13260
gitggtagct cttgatccgg  caaacaaacc accgctggta geggtggttt  tittgtitge 13320
aagcagcaga ttacgcgcag aaaaaaagga tctcaagaag atccggaaaa cgcaagegea 13380
aagagaaagc aggtagcttg cagtgggctt acatggcgat agctagactg ggcggttita 13440
tggacagcaa gcgaaccgga attgce 13466

<210> 10

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia consenso 1 de la proteina PARG
<220->

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (2)(2)

<223> X representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<222> (8) (10)

<223> X representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<222> (14)(17)

<223> X representa cualquier aminoacido



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Leu Xaa Val Asp Phe Ala Asn Xaa Xaa Xaa Gly Gly Gly Xaa Xaa Xaa

1

Xaa Gly Xaa Val GIn Glu Glu lle Ary Phe Xaa Xaa Xaa Pro Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

MISC CARACTERISTICA
(19) (19}
X representa cualquier aminoacido

MISC CARACTERISTICA

(27) (29)

X representa cualquier aminoacido
10

5 10
20 25 30

11

20

PRT

Secuencia artificial

secuencia consenso 2 para proteina PARG

MISC_CARACTERISTICA
(3) (3)

X representa cualquier arinoacido

MISC CARACTERISTICA
(10)(10)
X representa cualquier aminoacido

MISC_CARACTERISTICA
(13)(14)
X representa cualquier aminoacido

MISC CARACTERISTICA
(17)(19)
X representa cualgquier aminoacido

<400> 11

Leu Xaa Val Asp Phe Ala Asn Xaa Xaa Xaa Gly Gly Gly Xaa Xaa Xaa

/21



Thr Gly Xaa Trp Gly Cys Gly Ala Phe Xaa Gly Asp Xaa Xaa Leu Lys
5 10 15
Xaa Xaa Xaa Gin
20

<210> 12

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia consenso 3 para proteina PARG

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (2) (4)

<223> X representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<222> (6) (9)

<223> X representa cualquier aminoacido

<400> 12

Asp Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Ala lle Asp Ala
1 5 10

<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artfficial

<220>

<223> secuencla consenso 4 para proteina PARG
<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (3) (4)

<223> X representa cualguier aminoacido

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (7) (B)

<223> X representa cualgquier aminoacido

<400> 13

Arg Glu Xaa Xaa Lys Ala Xaa Xaa lle Phe

)2t



1 5 10
<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artfficial

<220>

<223> region PARG conservada

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (2) (5)

<223> X representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (7) (7)

<223> X representa cualquier arninoacido

<400> 14

Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Tyr Thr Gly Tyr
1 5 10

<210> 15

<211> 1530

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<220>

<221> CDS
<222> (1) (1530)
<223>

<400> 15

atg gag gcg cgc gac gac ctg cgc tcg atc ctg ccc tac etc ccc gte 48
Met Glu Ala Arg Gly Asp Leu Arg Ser lle Leu Pro Tyr Leu Pro Val

1 5 10 15

gtg etccgc ggc ggc geg etc ttc tgg cecg ccg gecg geg cag gag geg 96
Val Leu Ary Gly Gly Ala Leu Phe Trp Pro ProAla Ala Gin Glu Ala

20 25 30
etc aag gcg ctg gcg ctg gge ccc gac gtgage eye gte tec tee gyc 144
Leu Lys Ala Leu Ala Leu Gly Pro Asp Val Ser Arg Val Ser Ser Gly
35 40 45
gac gte etc gee gac gee etc ace gac eic eye etc gcg etc aac etc 192
Asp Val Leu Ala Asp Ala Leu Thr Asp Leu Arg Leu Ala Leu Asn Leu
50 55 60
gac cca etc ccg eye eye gee gee gaggge ttc geg etc tic tic gac 240

123



Asp Pro Leu Pro Arg
65
gac ctc ctg tcg cgg
Asp Leu Leu Ser Arg
85
ccc tcc ctc geccge
Pro Ser Leu Ala Arg
100
cac tac cgc gcc gcc
His Tyr Arg Ala Ala
115
tcg cay gat gcc ggg
Ser Gin Asp Ala Gly
130
ctg ctc gcc tgc geg
Leu Leu Ala Cys Ala
145
gag gcg tge ctc ccg
Glu Ala Cys Leu Pro
165
tgt tat aat tcg agg
Cys Tyr Asn Ser Arg
180
cae tat tit gae agg
His Tyr Phe Asp Arg
195
ttt gag cgt aag gtt
Phe Glu Arg Lys Val
210

Arg
70

gcg
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly

ctc
Leu

ctc
Leu
150
gag
Ala

caa
Gin

gtg
Val

ctt
Leu

Ala Ala Glu Gly Phe Ala Leu Phe Phe Asp

75
cag qcg cgg gac tgg
Gin Ala Arg Asp Trp

80
ctc ctc cge ctc ccc
Leu Leu Arg Leu Pro
105
gac gag gct cgc ggg
Asp Glu Ala Arg Gly
120
gtg ctc ctc agc cag
Val Leu Leu Ser Gin
135
ttc tgc ctg ttc ccc
Phe Cys Leu Phe Pro
155
aat ftc gat agc
Asn Phe Asp Ser
170
cag gag cay aag
Gin Glu GiIn Lys
185
qget tet
Ala Ser
200
cgc cgt
Arg Arg

atc
lle

agc
Ser

aea cet
Thr Pro

ace
Thr

cct
Pro
215

cct gaa
Pro Glu

80
ttc gac cac gte gee
Phe Asp His Val Ala

85
ctc gag ggc
Leu Glu Gly
110
atc ctg agc
lle Leu Ser

acg ctg
Thr Leu

ctc cge
Leu Arg
125
gag ctc
Glu Leu
140
acc gcc
Thr Ala

gcc gec geg
Ala Ala Ala

gat agggcc
Asp Arg Ala

160
eta tit geg gca cig
Leu Phe Ala Ala Leu
175
ctt gtt
Leu Val

gtg agg tgc
Val Arg Cys
190
act ggt tee
Thr Gly Ser
205
tct gat ggc
Ser Asp Gly
220

gtt teg
Val Ser

att acg
lle Thr

cce ctt

tac cet gac

atg gat act

Tyr Pro Asp Met Asp Thr

225

ttc cgg gta
Phe Arg Val

ctt gaa gtt
Leu Glu Val

aga ggc tgc
Arg Gly Cys

275
ate gtg ggc

230
ftt tcc tca
Phe Ser Ser

245
gac ttt vyea
Asp Phe Ala
260
gtg cay gaa
Val Gin Glu

atg ctc ttc

atg aaa
Met Lys

tag
Trp

itg ata
Leu lle

ggc
Gly

aat aga tat

Asn Arg Tyr

265

gaa atc cgg

Glu lle Arq
280

atg gtt tca

lle Val Gly Met Leu Phe Met Val Ser

290

295

gaa att gtt ggt yca gaa agg tte tca
Glu lle Val Gly Ala Glu Arg Phe Ser

305
tea ttc cgt

310
ttt

tct ggt gtt
Ser Gly Vval
235

gaa gat gag
Glu Asp Giu
250

ttg gga ggt
Leu Gly Gly

ftc atg ata
Phe Met lle

atg gaa gat

Pro Leu

gaa caa
Glu GIn

ggc gca

Gly Ala
270

aac cca

Asn Pro

285

aat gaa

Met Glu Asp Asn Guu

300
cag tac atg
Girt Tyr Met

315

ggg tat
Gly Tyr

act ggt gac tac tta gat agc aaa ccc tt

tgc aca
Cys Thr
240
gaa gcc
Glu Ala
255
ctt tee
Leu Ser

gaa itg
Glu Leu

gct ata
Ala lle

ggt fcc
Gly Ser
320

gat gcg

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

91

960

1008

724



Ser Phe Arg Phe Thr Gly Asp Tyr Leu Asp Ser Lys Pro Phe Asp Ala
325 330 335
atg ggt aga cgg aaa act agg ata gtg yca att gat gct tig gac tgt
Met Gly Arg Arg Lys Thr Arg lle Val Ala lle Asp Ala Leu Asp Cys
340 345 350
cca act agg tta cag ttt gaa tct agt ggt ctt cta agg gaa gtg aac
Pro Thr Arg Leu Gin Phe Glu Ser Ser Gly Leu Leu Arg Glu Val Asn
355 360 365
aag get ftt tgt gga ttt tig gat caa tca aat cat cay ctc igt gca
Lys Ala Phe Cys Gly Phe Leu Asp Gin Ser Ann His Gin Leu Cys Ala
370 375 380
aag ctt gte cay gat tta aat aca aag gat aac tgt cca agt gtc att
Lys Leu Val Gin Asp Leu Ann Thr Lys Asp Ann Cys Pro Ser Val lle
185 390 395 400
cct gat gaa tyc ata yga gt tca act gga aac tgg ggt tgc gyg get
Pro Asp Glu Cys lle Gly Val Ser Thr Gly Asn Trp Gly Cys Gly Ala
405 410 415
it ggt gga aac cat gaa atc aag agc atg att caa tgg att get gea
Phe Gly Gly Asn Pro Glu lle Lys Ser Met lle Gin Trp lle Ala Ala
420 425 430
tca cag gca ctc cga tct ttt aft aac tac tac act tit gag tcc gaa
Ser Gin Ala Leu Arg Ser Phe lle Asn Tyr Tyr Thr Phe Glu Ser Glu
435 440 445
tea ctg aaa aga tta gaa gag qtg acc cag tgg ata ttg cgc cat agg
Ser Leu Lys Arg Leu Glu Glu Val Thr Gin Trp lle Leu Arg His Arg
450 455 460
tgg acg gtt ggc gag ttg tgg gac atg ctt gtg gag tat tca tcc cag
Trp Thr Val Gly Glu Leu Trp Asp Met Leu Val Glu Tyr Ser Ser Gin
465 470 475 480
agg cta aga gga gac acc aat gag ggc ttt tta aca tgg cta cit ccc
Arg Leu Arg Gly Asp Thr Ann Glu Gly Phe Leu Thr Trp Leu Leu Pro
485 490 495
aag gac atc ccc aat ggt gat gta gat tac atg tgt gaa tag
Lys Asp lle Pro Ann Gly Asp Val Asp Tyr Met Cys Glu
500 505

<210> 16

<211> 509

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 16

aag gac atc ccc aat ggt gat gta gat tac atg tgt gaa tag

Met Glu Ala Arg Gly Asp Leu Arg Ser lle Leu Pro Tyr Leu Pro Val

1 5 10 1

Val Leu Arg Gly Gly Ala Leu Phe Trp Pro Pro Ala Ala GIn Glu Ala
20 25 30

Leu Lys Ala Leu Ala Leu Gly Pro Asp Val Ser Arg Val Ser Ser Gly

1056

1104

1162

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1530

1530

)5



35 40 45
Asp Val Leu Ala Asp Ala Leu Thr Asp Leu Arg Leu Ala
50 55 60
Asp Pro Leu Pro Arg Arg Ala Ala Glu Gly Phe Ala Leu
65 70 75

Leu Asn Leu

Phe Phe Asp
80

Asp Leu Leu Ser Arg Ala Gin Ala Arg Asp Trp Phe Asp His Val Ala

85 90
Pro Ser Leu Ala Arg Leu Leu Leu Arg Leu Pro Thr Leu
100 105
His Tyr Arg Ala Ala Gly Asp Glu Ala Arg Gly Leu Arg

115 120 125

Ser Gin Asp Ala Gly Leu Val Leu Leu Ser Gin Glu Leu
130 135 140
Leu Leu Ala Cys Ala Leu Phe Cys Leu Phe Pro Thr Ala

145 160 155

95
Leu Glu Gly
110
lle Leu Ser

Ala Ala Ala

Asp Ary Ala
160

Glu Ala Cys Leu Pro Ala lle Asn Phe Asp Ser Leu Phe Ala Ala Leu

165 170
Cys Tyr Asn Ser Ary GIn Ser GIn Glu GIn Lys Val Ary
180 185
His Tyr Phe Asp Arg Val Thr Ala Ser Thr Pro Thr Gly
195 200 205

175
Cys Leu Val
190
Ser Val Ser

Phe Glu Arg Lys Val Leu Pro Arg Arg Pro Glu Ser Asp Gly lle Thr

210 215 220
Tyr Pro Asp Met Asp Thr Trp Met Lys Ser Gly Val Pro
225 230 235
Phe Arg Val Phe Ser Ser Gly Leu lle Glu Asp Glu Glu
245 250
Leu Glu Val Asp Phe Ala Ann Arg Tyr Leu Gly Gly Gly
260 265

Leu Cys Thr
240
GIn Glu Ala
255
Ala Leu Ser
270

Arg Gly Cys Val GIn Glu Glu lle Arg Phe Met lle Ann Pro Glu Leu

275 280 285

lle Val Gly Met Leu Phe Met Val Ser Met GIn Asp Asn Gin Ala lle

290 295 300
Glu lle Val Gly Ala Glu Arg Phe Ser Gin Tyr Met Gly
305 310 315
Ser Phe Arg Phe Thr Gly Asp Tyr Leu Asp Ser Lys Pro
325 330
Met Gly Arg Arg Lys Thr Arg lle Val Ala lle Asp Ala
340 345
Pro Thr Ary Len Gin Phe Giu Ser Ser Gly Leu Leu Arg
355 360 365
Lys Ala Phe Cys Gly Phe Len Asp GIn Ser Asn His Gin
370 375 380
Lys Leu Val Gin Asp Leu Ann Thr Lys Asp Asn Cys Pro
385 390 395
Pro Asp Glu Cys lle Gly Val Ser Thr Gly Ann Trp Gly
405 410
Phe Gly Gly Ann Pro Glu lle Lys Ser Met lle Gin Trp

Tyr Gly Ser
320
Phe Asp Ala
335
lLeu Asp Cys
350
Glu Val Ann

Leu Cys Ala

Ser Val lle

400

Cys Gly Ala
415

lle Ala Ala



420 425 430

Ser Gin Ala Leu Arg Ser Phelle Ann Tyr Tyr Thr Phe Glu Ser Glu
435 140 445
Ser Leu Lys Arg Leu Glu Glu Val Thr Gin Trp lle Leu Arg His Arg
450 455 460
Trp Thr Val Gly Glu Leu Trp Asp Met Leu Val Glu Tyr Ser Ser Gin
465 470 475 480
Arg Leu Arg Gly Asp Thr Ann Glu Gly Phe Leu Thr Trp Leu Leu Pro
485 490 495

Lyn Asp lle Pro Ann Gly Asp Val Anp Tyr Met Cys Glu

500 505

<210> 17
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotido degenerado PG1
<400> 17

atgtbccaca rmtckccrac mgtee

<210> 18
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotido degenerado PG2
<400> 18

gggtgtccwe caaaaremee rcawceec

<210> 19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador oligonuclectido degenerado PG3
<400> 19

gctatagaaa twgtgggtgg rgaaag
<210> 20

<211> 26
<212> ADN

/9

25

28

26



<213>

<220>
<223>

Secuencia artificial

cebador oligonucleotido degenerado PG4

<400> 20

agrggstggg treaggarga ratmcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

21

23

ADN

Secuencia artfficial

cebador oligonucleotido degenerado PG5
misc_caracteristica

(18) (18)
n=cualquier nucledtido

<400> 21

atggargaga aggargcnat hga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

24

ADN

Secuencia artificial

cebador oligonucleotido degenerado PG6

22

ccaytgdage atrctyttda gyte

<210>
<211>
<212>
<213>

23

603

ADN

zea mays

<400> 23

tagggctgtg tgcaggagga aatccgctic atgataaace
ctaticttgt  cttgtatgga  agataacgag gctatagaaa
tcacagtata tgggttatgg ttcctecttt  cgctitgttg

cccitigatt  cgatgggeag acggagaact aggattgtgg
ccagctaggt tacactatga atctggetgt ctcctaaggg

ccgaattgat tgtgggtatg
tctttggtgc  agaacggttc
gtgactattt agataccaaa
ctatcgatgc titggactgt
aagtgaacaa ggcatttigt

)Y

26

23

24

60

120
180
240
300



gatttitcg

aaggatgact tttcaagcat
ggttgtggtg  ctittggtgg
tcacaggctc ttcgcecttt tgttaattac  tacactittg
ttagaggagg tgatccagtg

ata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
gen

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

atcaatcgaa acaccatctc tatgcgaagc
caattccagt gagtacgtag
aaaccctgaa atcaagagca

24

12987

ADN

Secuencia artificial

gatacggctt catggctgga

ttttccaggla tttgcacaac
gagtttcaac aggaaactgg
tgattcagtg gattgctgca
agaacgtgtc tctgcaaaga
ctgtcggcga gctgtggaac

360
420
480
540
600
603

Vector T ADN que incluye una expresion ParG qumlenca que reduce el

misc_caracteristica
(1) (25)

complemento del borde T ADN 1zquierdo

misc_caracteristica
(58) (318)
complemento de 3 nos

misc caracteristica
(337) (888)
region de codificacion de barra

misc caracteristica
(889) (1721)
Promotor 3568

misc caracteristica
(1728) (3123)
promotor 35S

misc_caracteristica
(3133) (3311)

parte del ParG homologo del Zea mays

misc caracteristica
(3344) (4085)

/19



<223> ntron Pdk
<220>
<221>
<222>
<223>

(4119) (4297)

<220>
<221>
<222>
<223>

(4310) (5020)
3 OCS

<220>
<221>
<222>
<223>

(5066) (5042)

<400> 24

cggcaggata tattcaattg
tctagtaaca tagatgacac
tittctatcg  cgtattaaat
aataacgtca tgcattacat
atgataatca tcgcaagacc
tttgaacgat ctgcticgga
cggacggggc ggtaccggca
ccegtgettg  aagccggeeg
catgcgcacg ctcgggtcgt
tgcctccagg gacttcagea
gcggggggag acgtacacgg
ggggcccgeg taggcgatge
gcgetecege agacggacga
gaagtigacc gtgctigtct
cgecteggtg gcacggegga
agagatagat ttatagagag
cttccttata  tagaggaagg
tcagtggaga tgtcacatca
tccacgatge tcctcgtggg

tgaatgatag cctitccttt
actgtccttt  cgatgaagtg
attatcctt  gttgaaaagt
fitttggagt  agaccagagt

ttgagtcgta aaagactctg
tectcgatit  gaatcttaga
agagactcca atctctatta
tggaatagta cttctgatct
cctgaatctt ttgactgcat
gttactcggg tagatcgtct

misc_caracteristica

misc_caracteristica

misc_caracteristica

Border T ADN derecho

taaatggctc
cgcgcegcygat
gtataattde
gttaattat

catggcgatc
aatttatcct

gggactctaa
acatgcttaa

ggcaacagga ftcaatctta

tcctagacge
ggctgaagtc
cccgcageat
tgggcag:lz cC
ggtgggtgta
tcgactcggce
cggcgaccte
ggtcgtecgt
cgatgtagtg
tgtcggceag
agactggtga
gtctigcgaa
atccacttgc
tgggggtcca
atcgcaatga
acagatagqct
ctcaatagce
gtegtgetee
tatgaactgt
ctecatgeat
cttgecttgg
tgagaaatat
ctttaacctt
tgatgagacc

gtgagatcag
cagctgccag

gccgeggagg

gatgacagcg
gagcgtggag
cgtccagtcg
gcegtecace
ccactcetge
gttgacgatg
gcgtcgttet
tttcagcgtg
ggatagtggg
tttgaagacg
tetttgggac
tggcatttgt
gggcaatgga
ctttggtctt
accatgttga
tcgccagtct
ggccttagat
tttatgaage
gtctttctct
cttgggaagg
tgctgcgtag

parte del ParG homologo de Zea mays (invertido)

gctctagagg
agtttgcgceg
tcataaaaac
cgtaattcaa
agaaacitta
atctcggtga
aaacccacgt
gcatatccga
accacgctct
cccagtcceg

taggcgttgce

tcggcgacga gccagggata

ggttectgeg
gtgcagaccg
gggtccatgg
tectetccaa
attgtgegtc
togttggaac
cactgtcggc

atcttcccga
ctatattttg

ccatctcata
cagaaattat
ttgccaaatg

cgggcaggac

catgccagtt
gcgcecetegtg
tgaagcccig
tccgcetgatg
gtgccttcca

gctcggtacg
ccggcatgtc

ttatagagag
atgaaatgaa
atcccttacg
gtcttctttt
agaggcatct

aggagccacc ttcctttict
atccgaggag gtttcccgaa

ctgagactgt
cgaagatttt
tcacggcgag
tcagtaggaa
aagccttgaa
gtgttcttga
tatttgatct

atctttgaca
cticttgtca
tictgttaga
ctaccttttt
tcgtccatac
tgcaattagt
cctggagatt

gaacgcggcc gcgtatacgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

/30



atcgatatct
caaaaatctg
cctcatatca
ggttgtacaa

tcgaattcga
agcttaacag
actactacgt
aggcggcaac
attacagagg caagagcagc
aacttcatcc ccaaaggaga
agcccaccaa agcaaaaagce
ccagccccaa aagagatcte
tacgatctag gaaggaagtt
gagaaggtta gcctcticaa
tacgcagcag gtctcatcaa
cttcccaaga aggttaaaga
gagaaagaca tatttctcaa
cticataaac caaggcaagt
tctaaggcca tgcatggagt
gactggcgaa cagttctac
caacatggtg gagcacgaca
agaccaaagg gctattgaga
ccaftgccca gctatctgte
caaatgccat cattgcgata
tcccaaagat ggacccccac
gtcttcaaag caagtggatt
ccactatcct tcgcaagacc
acgctcgagce ccgaattgat
gctatagaaa tctttggtgce
cgctttgttg  gtgactattt
aggatigtgg cggtacccca
ataaaatagt taagtgatgt
aaaaaataat ttataaatat
caagtgatgt gtaagacgaa
tttgatcgaa catgtaagat
ttctagctgq titgatgaat
aataaattaa aataatatit
ccattactaa atattttagt
tigtaattta tcaataaaca
ctaatagaaa cagtaatcta
aagatctatc atittatata
tactigtagt  tttattaact
itgaataaac aaggtaacat
gattgattac agttgggaag
tgcccatcga atcaaagggt
cataacccat atactgtgag
ccatacaaga caagaatagc
agatatgcga gacgcctatg
aaaaaacctg agcatgtgta
tatatcaccc gttactatcg
taccctacta cttatatgta
tatagcgaca tctatgatag

gctcgtcgag cggccgceteg
cacagttgct cctctcagag
tgtgtataac ggtccacatg
aaacggcgtt cccggagttg
agctgacgcg tacacaacaa
agctcaacccaagcccaaqa
ccactggctc acgctaggaa
ctitgccccg gagattacaa
cgaaggtgaa ggtgacgaca
titcagaaag aatgctgacc
gacatctac ccgaqtaaca
tgcagtcaaa agattcagga
gatcagaagt actattccag
aatagagatt ggagtctcta
ctaagattca aatcgaggat
agagtdtittt acgactcaat
ctctggtcta ctccaaaaat
clittcaaca aaggataatt
acttcatcga aaggacagta
aaggaaaggc tatcattcaa
ccacgaggag catcgtqgaa
gatgtgacat ctcoactqac
cttcctctat  ataaggaagt
tgtgogtatg ctattctigt

agaacggttc tcacagtata
agatacicaaa cccttt9att

gctiggtaag gaaataatta

taattagtat
attgt taca

gattataata
taaacaaaat

gaagataaaa gttgagagta
gatatactag cattaatatt
taaatatcaa tgataaaata
ttttataatt aatagtttat
ttaaaagtta ataaatattt
aaatatitaaa taacaagcta
atgtaacaaa acataatcta
gtattatttt = caatcaacat
tctaaatgga ttgactatta
gatatatcat gtcatigtgt
ctgggttcga aatcgatagce
ttggtatcta aatagicacc
aaccgttcty caccaaagat
atacccacaa tcaattcggg
atcgcatga atttgcttic
gctcagatcc ttaccgecgg
tatttttatg aataatatic
caatatta%laa atgaaaacaa
agcgccacaa taacaaacaa

acgaattaat tccaatccca
cagaatcggg tattcaacac
ccggtatata cgatgactgg
cacacaagaa atttgccact
gtcagcaaac agacaggttg
gcttigccaa ggccctaaca
ccaaaaggcc cagcagtgat
tggacgattt cctctatctt
ctatgttcac  cactcjataat
cacagatggc tagagaggcc
atctccagga gatcaaatac
ctaattgcat caagaacaca
tatggacgat tcaaggcittg
aaaaggtagt tcctactgaa
ctaacagaac tcgccgtgaa
gacaagaaga aaatcttcgt
gtcaaagata cagtctcaga
tcgggaaacc tcctcggatt
gaaaaggaag gtggctccta
gatctctctg ccgacagtgg
aaagaagacg ttccaaccac
gtaagggatg acgcacaatc
tcatticatt  tggagaggac
cttgtatgga agataacgag
tgggttatgg ttcctecttt
cgatqggcag acggagaact
ttttotttit tcctittagt
atatagttgt tataattgtg
agtaatgtaa aaaaatatga
agtatattat ttitaatgaa
tgttttaatc  ataatagtaa
ctatagtaaa aataagaata
tatataatta aatatctata
tgttagaaat tccaatctge
aaqtaacaaa taatatcaaa
atgctaatat aacaaagcgc
tcttattaat  ttctaaataa
attaaatgaa ttagtcgaac
tatcattgat attacatttg
cacaatccta gttctecgtc
aacaaaggga aaggaggaac

ttctatagcc  tegttatctt
tctagagtcc tgctttaatg
aattctgtty tgcacgttgt
tttcggttca  ttctaatgaa
tccgttcaat ttactgatig
tatattgtgc  tgaataggtt
ttgegtitta  ttattacaaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



tccaatttta
attcaaattt

aaaaaagcgg
caaaaggcce
aacgttcact gaagggaact
ttgagtattg gccgtceget
ggcggcceggg taaccgacitt
ggccccaaat gaagtgcagg
gggcgaattt tgcgacaaca
ctggcaggat atataccgtt

ttgattgttt ctgttggagt

ccctgatgaa ctgccgaggg

cagaacaggt caaacctaaa
caggggctag tatctacgac

ccggttccece  gecggegege
ctaccgaaag ttacgggcac
gctgcceccga gaattatgea

tcaaacctty acagtgacga
tgtcgaqyct cagcaggacc
gtaatttgic gcgtgtgaat

gcagcccatt tcaccggaca
gaagccatct tgagcgcgga

acaacgagac gacagaacac ccacgggacc gagcttcgat

aatttattca tatcaggatt
ggagaaaact caccgaggca
ccgactcgtc caacatcaat
agtgagaaat caccatgagt
tctttccaga  ctigttcaac
accaaaccgt tattcattcg
ggacaattac aaacaggaat
atatttcac  ctgaatcagg
gcagtggtga gtaaccatgc
ggcataaatt ccgtcagcca
ctacctttige catgtttcag
attgtcgcac ctgattgccce
rataaaaccg cccagtctag
tttgcgetty cgtittccgg
ttgcaaacaa aaaaaccacc
actctitttic cgaaggtaac
tgtagccgt  agttaggcca
ctgctaatcc tgttacgagt
gactcaagac gatagttacc
acacagccca gcttggagcg
gagaaagcg ccacgcttcc
gtcggaacag gagagcgcac
cctgtcgggt ttcgccacct
cggagcctat ggaaaaacgc
ccitttgctc  acatgttctt
gcctttgagt gagctgatac

atcaatacca tatititgaa
gttccatagg atggcaagat
acaacctatt aatttccect
gacgactgaa tccggtgaga
aggccaqgcca ttacgctegt
tgattgcgcc tgagegagac
cgaatgcaac cggcgcagga
atattcttct  aatacctgga
atcatcagga gtacggataa
gtttagtcty  accatctcat
aaacaactct ggcgcatcgg
gacattatcc gaatctggca
ctatcgccat gtaagcccac
atcttcttga  gatcctittt
gctaccageg gtggtttgtt
tggcttcagc agagcgcaga
ccacttcaag aactctgtag
ggctgctgee  agtggcegata
ggataaggcg cagcggtcgg
aacgacctac accgaactga

cgaagggaga aaggcggaca ggtatceggt

gagggagctt ccagggggaa
ctgacttgag cgtcgattit
cagcaacgcg gcctitttac
tcctgegtta  teccctgatt
cgctcgecge agccgaacga

agcgaggaag cggaagagceg cctgatgegg tattttctce

tcacaccgca tatggtgcac
tatacactcc gctatcgeta
ccgetgage  gecctgacgg
ccgtctcegg  gagctgeatg
agggtgectt  gatgtgggeg
ggtagattgc ctggccgtag
cgcgaagcgg cggggegtag
tcggctgtge  gctggccaga
agttttaaag agttttaggc
atgtgtgacc ggttcccaat

tctcagtaca atctgctcetg
cgtgactggg tcatggctge
gcttgtetge  tcccggeate
tgtcagaggt tttcaccgtc
ccggeggicg agtggcgacy
gccagcecatt tttgageggce

ggagcgcagce gaccgaaggg taggcgcttt

cagttatgca caggccagge
ggaaaaatcg cctittttct
gtacggcttt gggttcccaa

agactgatta cataaatcit

acaccgagcg gcgaactaat
atgggtgaga ttcctigaag

caftcaaccc ggtccagcac
gcattttttt ggtgtatgtg
caaatcgttg ggcgggtcea
tgcaggtcga cggccgagta
aagtcgctgt gtatgtttgt

agtcggctag attgatttag

atgggaatgg atttcgtigt

cgagcatcaa atgaaactgc
aaagccgttt ctgtaatgaa
cctggtatcg gtctgegatt

cgtcaaaaat aaggttatca
atggcaaaag tttatgcatt

catcaaaatc actcgcatca 5580
gaaatacgcc gctgttaaaa 5640
acactgccag cgcatcaaca 5700
atgctgtttt  tccggggatc 5760
aatgcttgat ggtcggaaga 5820
ctgtaacatc attggcaacg 5880
gcttcccata caatcgatag 5940
attccggtic  gcetigetgte 6000
tgcaagctac cigctttctc 6060
ttctgegegt  aatctgetge 6120
tgccggatca agagctacca 6180
taccaaatac tgtccttcta 6240
caccgcctac atacctcget 6300
agtcgtgtct taccgggtty 6360
gctgaacggg gggttcgtge 6420
gatacctaca gcgtgagcta 6480
aagcggcagg 6540
tctttatagt 6600
gtcagggggg 6660
ggttcctgge  cftttgetgg 6720
ctgtggataa ccgtattacc 6780
ccgagcgcag cgagtcagty 6840
ttacgcatct gtgcggtatt 6900
atgccgcata gttaagccag 6960
gccccgacac ccgecaacac 7020
cgcttacaga caagctgiga 7080
atcaccgaaa cgcgegagge 7140
gcgeggcettg tccgegeeet 7200
cagcggccgce gataggcega 7260

5160
5220
5280
5340
2400
5460
5520

acgcctggta
tgtgatgctc

ttgcagectet 7320
gggottitaag agttttaata 7380
ctittatatc  agtcacttac 7440

tgtacgggtt ccggttccca 7500

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100

13T



atgtacggct
ttttccectg
gcttegecct
tectecttca
cagaacttct
ctggcttctg
ggatcgatca
atctcgeggt
ctctttacga
ccgttcttgg
gtttctacca
tccgcaacgt
ttcatggatt

ttgggttcce
ctagggcaat
cgatcaggtt
aatcgtactc
tgaactctcc
ccitgectge
aaaagtaatc
acatccaatc
tcttgtageg
ccttcttcgt
ggtcgtctit
gtggacggaa
cggttagatg

gccatgcegg
acctcgecag
cgactatcgc
cccttgggeg
cggattcgat

tgecgctggg

ccggecctgce
ctcgtcggtc
gggtgcccac
gcttcctaat
cagcggcecge
cggcctgege

ccgatttgta
tccagtgcca
tectccacac
gcctecttta
gctgegegat
tcttcagctt
tgtctgccag
ttagcgtgtt  tgtgcttitg
fttaatttca  gcggcecageg
aagaacggtt gtgccggegg
ctcaagaatg ggcagctegt
gcctttgatc  geccgegaca
gcgctgetta accagctcca
caccggaatc agcacgaagt
gggcgctceg tcgatcacta
cgtcgggegg tegatgeega
gcgggcactg ccctggggat

qqcgcgggct agatgggttg
agcgataacc ttcatgegtt

gcagcgaccg catgacgcaa
cgetcggttt  cttcagegge
ccggccagga ttcatgeag

ccggecgcega teatcteege

tcctggtgeg  gtttcatgct

cggcctcggt caatgegtec
cttccteget gegcetcaagt
ccgectettt cacggtgegg
ccggggtgag ggtagggegg
cgetccgggt geggtegatg

ccgggecegga
ttgcagggcec
atggggcatt
gccgetaaaa

gtattcagat
agtgtgatcc
gctggccaac

aatgtacgtg ctatccacag
tigccctage  atctgeteeg
gcggtagegce atgactagga
cggcaggtca titgacccga
ggcgctgcca ctgegttegt
ggcgegqcgt gecaggeggt
ggggtgaacc gtcagcacgt
agctagctcg atctcgatgt
gctaatcaag gcticacccet
acgctgcatg gcaacgtgcg
ctgctttccg  ccateggcte
cacgcggcecg ggcttgtete
ggaaaccgcc atcagtacca
ggaaacctct acgtgcccgt
acgcttcgac agacggaaaa
gtcatagagc atcggaacga
cgacggcgca ccggcetgeceg
ttgccacgat tcaccggggce
ggccttcaac ttctccacca
tggtttgcga ccgtcacgec
ggcagacaac ccagccgctt
ccacggcgtc gtgectggt
ftcatctact catttatica
agcagctcgg taatggtctt
tccgeccggea actgaaagtt
gttgcageet  tgctgcetgeg
ctcatfttct  ctttacctca
cctggacctc gecgggeageg
cggcagtgcc tgggtagctc
acccggccag cgecteggea
cgacaaaggc cgcttgtagc
ccaggtcggc ggtggcccat
cggctgectt gatcgeggac
cgaagtcgcg ccggccgatg
caacggttag cggttgatct
cggaatcgac taacagaaca
cgatggtcgt ctigcctgac
ccecttgegt  atttgtttat
gctgttttac  tcaaatacac
caagctggcc ggeccaggeeg
ccgcacggtt gagacgtgeg
ctcgatctet  tcggtaatga
fgttcctett  ggegtteatt
tcacggaagg caccgegecg
gcgeggtaca gggtcgageg
ccttcctggt  cgatcagcte
gggccaaact tcacgccteg
attagggaac gctcgaactc

gaaagagacc ttttcgacct

7560

tacattagga accggcggat 7620
tcgggccage ctgeecegee 7680
tcagcttgcg cacggtgaaa 7740
agatcgtctt gaacaaccat 7800
agagaaaacg gccgatgccg 7860
ccgggttctt gccttetgtg 7920
actccggecg cceggtiteg 7980

cggataccgt caccaggegg
tggtgtttaa  ccgaatgcag
gccggcagaa cttgagtacg
ccttccettc ccggtategg
ggtcgtaatc ccacacactg

ctggaagctc
cggccacgtc
aaaaatctgg
gcggttgecg
gtgcttctge

ggtcatcacc

gtagcggatc
catgatgctg
ttgctcgteg
ggattctttg
ctcgatgegt
cagcgcecegeg

gattcctcgg
acgcctggcc
tgttcttgat
titgctcatt
gccttggegt
gacccgcttc
tgcgctecgga
ttaactcaaa tgagtttiga
tcgcecctegg  getetgatte
acgcgctgeg tgatacggga
acctcaccgc cgatgcgcegt
cttccatccg tgacctcaat
atgtcgtaag ggcttggetg
acagccaagt ccgecgcctg
gccttcacgt cgcggteaat
tcccgecacgg ccgeccaate
tcggcceegg cgagttgeag
ccgectitct  ggttaagtac
ttactcatcg catcatatac
atcacctttt tagacggcgg
ccagcttgge atcagacaaa
€gggcggctc gaacacgtac
aaaacggttc gtcctggecg
ctcggeggec gecagggegt
cctggectcg  gtgggegtea
atgcacgcca agcagtgeg
gcgggegtge gegatctgtg
ggccttggeg gectegegec
ggcaatgccg gcgaacacgg

gctigggagt
aaccgcccgt

tttccatgee
tactctggta
accgcgtaca
atggctggeg
cggccggeac

8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
8960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380



tcaacaccat gcggccggcee
ggcccgegec ggcecteetgg
ccaggcggtc tagcctggtc
tggccagctc cgggeggteg
agccggcecgc gtgcagtteg
gggcatagcc cagcaggcca
agtcgcaagt attctacttt
gcagggcggc agcctgtcgce
gctgcactga acgtcagaag
gctegegeag getgggtgec
tgcecteceg cacgatgate
aaccctcact gatccgcatg
ttccagaaa accgaggatg
cgqacggccg aggtcttceg
gtagaagaac agcaaggccg
gttcgccagc caggacagaa
cacaccgtgg aaacggatga
gctgtaatgc aagtagcgta
cggtggtaac ggcgcagigg
gtctatgcct cgggcatcca
tggagcagc aacgatgtta
gagggaagcg gtgatcgccg
gcgcecatctc  gaaccgacgt
ctgaagcca cacagtgata
aacqcggcga gctitgatca
gattctccge gctgtagaag
tccagctaag cgcgaactge
cttcgagcca gccacgateg
tagcgttqce ttggtaggtc
tctatttgag gcqctaaatg
cqatgagcga aatgtagtge
aatcgcgecg aaggatgtcg
gcccgtcata cttgaagcta
gcgegeagat cagttggaag
cqqcaaataa tgtctaacaa
aaqcgttaga tgcactaagc
titattattt ttaaqcgtgce
gctggcetttt tcttgttate
ctaqcgqaggg ctttactaaq
gattgtacct gcgttcaaat
gatctcacgg atcgactgct
catgtggatc actccgttge
agttctcaat ggaaattatc
gctccaccgg gtgcaaageg

<210> 25
<211> 13226
<212> ADN

ggcegtggtgg tgtcggeeca
atgcgctcgg caatgtccag
actgtcacaa cgtcgccagg
cgcctggtge cggtgatctt
gcecegttggt tgqtcaagtc
gcggeqgegc tetigticat
atgcgacaa aacacgcgac
gtaacttagg acttgtgcga
ccgactgcac tatagcagcg
aagctctcgg gtaacatcaa
gtgccgtgat cgaaatccag
cccgttccat  acagaagctlg
cgaaccactt catceggggt
atctcctgaa gccagggceag
ccaatgcctg acgatgegtg
atgcctcgac ttcgetgetg
aggcacgaac ccagtggaca
tgcgctcacg caactggtce
cggttttcat  ggcttgttat
agcagcaagc gcgttacgec
cgcagcaggg cagtcgccct
aagtatcgac tcaactatca
tgctggeegt  acatttgtac
ftqatttgct  ggttacggtg
acgacctitt ggaaacticg
tcaccattgt tgitqcacgac
aatttggaga atggcagcgc
acattgatct ggctatcttg
cagcggcqga qqaactctit
aaacctteac gctatggaac
ttacgttgtz  ccgceattigg
ctgccgactg ggcaatggag
gacaggctta tcttggacaa
aatftgtcca ctacgtgaaa
ttcgttcaag ccgacgeege
acataattcjc tcacagccaa
ataataaqcc ctacacaaat
gcaatagitg gcqaagtaat
ctagettget  tggtcgttce
actttgcgat cgtgttgege
tctctcgcaa cgecatcega
cccgtcgete  accgtgtigg
tgcctaaceg geteagttet
gcagcgg

cggctctgee aggctacgca
taggtcgcgg gtgetgeggg
gcgtaggtgg tcaagcatce
ctcggaaaac agcttggtgc
ctggtcgtcg gtgctgacge
ggcgtaatgt ctceggtict
aagaaaacgc caggaaaagg
catgtcgttt tcagaagacg
gaggggttgg atcgatccct
ggcccgatce ttggagcecect
atccttgacc cgcagttgca
ggcgaacaaa cgatgctcgc
cagcaccacc ggcaagecgcee
atccgtgcac agcacttgce
gagaccgaaa ccttgcgcete
cccaaggttg ccgggtgacg
taagccigtt cggttcgtaa
agaaccttga ccgaacgcag
gactgttttt  ttggggtaca
gtgggtcgat gtttgatgtt
aaaacaaagt taaacatcat
gaggtagttg gcgtcatcga
ggctccgeag tggatggegg
acgtaaggc ttgatgaaac
gcticcectg  gagagagcega
gacatcattc cgtggcgtta
aatgacattc ttgcaggtat
ctgacaaaag caagagaaca
gatccggttc ctgaacagga
tcgccgeecg actgggctgg
tacagcgcag taaccggcaa
cgcctgeegg cccagtatca
gaagaagatc gcttggcectc
ggcgagatca ccaaggtagt
ttcgcggegg ggcttaacte
actatcaggt caagtctgct
tggagatat atcatgaaag
cgcaacatcc gcattaaaat
ggtaccgtga acgtcggctc
gcctgeeegg tgegtegget
cggatgatgt ttaaaagtcc

ggggaaggtg cacatggctc
gcgtagaaac caacatgcaa

10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
12987



135

<213> Secuencia artricial

<220>

<223> Vector T ADN que incluye una expresion ParG quimerica que reduce el
gen



<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1) (25)

<223> Borde T ADN izquierdo (C)

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (58) (318)
<223> 3 nos (C)

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (337) (888)

<223> region de codificacion de barras (C)

<220>

<221> misc_ caracteristica

<222> (889) (1721)

<223> Region promotora 3583 (C)

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1778) (3123)
<223> region promotora 35S

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (3130) (3431)

<223> parte del ParG homologo del Zea mays

<220>

<221> misc caracteristica
<222> (3464) (4205)
<223> Pdk—intron

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (4238) (4536)

<223> parte del ParG homologao del Zea mays (C)

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (4549) (5259)
<223> 3 ocs

<220>
<221> msc_caracteristica
<222> (5281) (5305) |



<223> Borde T ADN derecho (C)

<400>25

cggcaggata tattcaattg taaatggctc catggcgatc
tctagtaaca tagatgacac cgcgcegeat aatttateet
tittctatcg  cgtattaaat gtataatigc gggactctaa
aataacgtca tgcattacat gttaattatt acatgcttaa
atgataatca tcgcaagacc ggcaacagga ttcaatctta

tttgaacgat ctgcttcgga
cggacggggc ggtaccggea
ccegtgettg aagceggeceg
catgcgcacg ctegggtegt
gcctccagg gacttcagea
gcggggggag acgtacacgg
ggggcccgeg taggegatge
gegctcccge agacgacga
gaagttgacc gtgctigtct

cgccteggtg geacggegga
agagatagat ttatagagag
cticcttata tagaggaagg
tcagtggaga tgtcacatca
tccacgatgc tcctegtggg
tgaatgatag cctttcctit

actgtccttt cgatgaagtg
aftatcctit  gtigaaaagt
ttittggagt  agaccagagt
ttgagtcgta aaagactcig
tcctcgattt  gaatcttaga
agagactcca atctctatta

tggaatagta cttctgatct

cctgaatctt ttgactgcat

gttactcggg tagatcgtct

atcgatatct tcgaattcga

tcctagacge gtgagatcag
ggctgaagtc cagctgccag
cccgeageat geegegggag
tgggcagcece gatgacageg
ggtgggtgta gagcgtggag
tcgactegge cgtecagteg
cggcgacctc geegtecace
ggtcgtecgt  cecactectge
cgatgtagtg gttgacgatg
tgtcggergg gegtegttet
agactggtga tttcagcgtg
gtctigcgaa ggatagtggg
atccactigc tttgaagacg
taggggtcca tctitgggac
atcgcaatga tggcattigt
acagatagct gggcaatgga
ctcaatagece ctitggtctt
gtcgtgctcc  accatgtiga
tatgaactgt tcgccagtct
ctccatgeat ggccttagat
cttgccttgg  tttatgaage
tgagaaatat gtctttctct

gctctagagg
agtttgcgeg
tcataaaaac
cgtaattcaa
agaaacttta
atctcggtga
aaacccacgt
gcatatccga
accacgccct
cccagtcccg
taggcgttgc
tcggcgacga
ggttcctgeg
gtgcagacceg
gggtccatgg
tcctctccaa
attgtgcgtc
tggttggaac
cactgtcgge

atcttcccga
ctatattttg
ccatctcata
cagaaattat
ttgccaaatg
cgggcaggac
catgccagft
gcgectegty
tgaagccctg
tccgetggtg
gtgcectteca
gccagggata
gctcggtacg
ccggcatgtc
ttatagagag
atgaaatgaa
atcccttacg
gicttctttt
agaggcatct

aggagccacc ttcctttict
atccgaggag gtttcccgaa

ctgagactgt
cgaagatttt
tcacggcgag
tcagtaggaa
aagccttgaa
gtgttcttga

atctttgaca
cttcttgtca
ttctgttaga
ctaccttttt
tcgtccatacr
tgcaattagt

ctttaaccit
tgatgagacc
gctegtegag

cttgggaagg
tgctgcgtag
cggccgcteg

caaaaatctg

agcttaacag

cctcatatca
ggttgtadaa

actactacgt
aggcggcaac
attacagagg caagagcagc
aacttcatcc ccaaaggaga
agcccaccaa agcaaaaage
ccagccccaa aagagatcte
tacgatctag gaaggaagtt
gagaaggtta gcctcttcaa
tacgcagcag gtcicatcaa
cttcccaaga aggttaaaga
gagaaagaca tattictcaa
cticataaac caaggcaagt
tctaaggcca tgcatggagt

cacagttgct cctctcagag

tgtgtataac  ggtcoagatg
aaacggogtt cccggagttg

agctgacgcg tacacaacaa
agctcaactc aagcccaaga
ccactggcte acgcetaggaa
ctttgccerg  gagattacaa
cgaaggtgaa ggtgacgaca
fttcagaaag aatgctgacc
gacgatctac ccgagtaaca
tgcagtcaaa agattcagga
gatcagaagt actattccag

aatagagatt ggagtctcta

ctaagattca aatcgaggat

tatttgatct  cctggagatt
gaacgcggcc gegtatacgt
adgaattaat tccaatcceca
cagaatcggg tattcaacac
ccggtatata cgatgctgg

cacacaagaa atttgccact
gicagcaaad agacaggttg
gctttgctaa  ggcecctaaca
Ccaaaaggcc cagcagtgat
tggacgattt cctctatctt

ctatgttcac cactgataat
cacagatggt tagagaggcc
atctccagga gatcaaatac
ctaattgcat caagaadac
tatggacgat tcaaggettg
aaaaggtagt tcctactgaa
ctaacagaac tcgcegtgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



gactggcgaa cagttcatac
caacatggtg gagcacgaca
agaccaaagg gctattgaga
ccattgccca gctatctgtc
caaatgccat catigcgata
tcccaaagat ggacccccac
gtcttcaaag caagtggatt
ccactatcct tcgcaagace
acgctcgagg aatctggctg

agagtctit acgactcaat
ctctggtcta ctccaaaaat
cititcaaca aaggataatt
acttcatcga aaggacagta

aaggaaaggc tatcattcaa
ccacgaggag catcgtggaa
gatgtgacat ctccactgac
cttcctctat  ataaggaagt
tctcctaagg gaagtgaaca

gatcaatcga aacaccatct ctatgcgaag cttitccagg

ttttcaagca tcaattccag tgagtacqta ggagtitcaa
gcttttggtgy gaaaccctga aatcaagagc atgattcagt

cticgccctt  ttgttaatta ctacactttt gagaacgtgt
gtgatccagt gggtacccca gctiggtaag gaaataatta
ataaaatagt taagtgatgt taattagtat gattataata

aaaaaataat ttataaatat attgtttaca taaacaacat
caagtgatgt gtaagacgaa gaagataaaa gttgagagta
titgatcgaa catgtaagat gatatactag cattaatatt

tictagctgg titgatgaat  taaatatcaa tgataaaata
aataaattaa aataatattt ftittatgatt  aatagtttat

ccattactaa atattttagt ttaaaagtta ataaatattt

ttotaattta tcaataaaca aaatattaaa taacaagcta
ctaatagaaa cagtaatcta atgtaacaaa acataatcta
aagatctatc attttatata gtattatttt = caatcaacat
tactigtagt tttattaact tctaaatgga ttgactatta

atgaataaac aaggtaacat gataqatcat gtcattgtgt

gattgattac agttgggaag ctgggttcga aatcgatcac
ttgcagagac acgtictcaa aagtgtagta attaacaaaa
agcaatccac tgaatcatgc ftcttgattic  agggtticca
gittcctgtt  gaaactccta cgtactcact ggaattgatg
gtgcaaatcc tggaaagct tcgcatagag atggtgtttc

aaatgccttg ttcacttccc  ttaggagaca gccagattct
gatatgcgag acgcctatga tcgcatgata titgctttca

aaaaacctga gcatgtgtag ctcagatcct taccgecggt
atatcacccg ttactategt atttttatga  ataatattct

accctactac ttatatgtac  aatattaaaa tgdaaacaac
atagcgacat ctatgataga gcgccacaat aacaaacaat
ccaattttaa aaaaagcggc agaaccggtc aaacctaaaa
ttcaaattto aaaaggcccc aggggcetagt atctacgaca
acgttcactg aagggaactc cggttcecceg ccggegegea
tgagtattgg ccgtcegetc  taccgaaagt tacgggeacc
gcggecgggt aaccgacitg  ctgcccegag aatcatgcag
gccccaaatg aagtgcaggt caaaccttga aagtgacgac
ggcgaatttt gcgacaacat gtcgaggctc agcaggacct
tggcaggata tataccgtcg taatitgtcg cgtgtgaata
tgattgtttc  igtiggagtg  cagcccattt caccggacaa
cctgatgaac tgccgagggg aagccatctt gagcgeggaa

caacgagacg acagaacacc

cacgggat cg agcttcgatc

gacaagaaga aaatcttcgt
gtcaaagata cagtctcaga
tcgggaaacc tecteggatt

gaaaaggaag gtggctccta

gatctctctg

ccgacagtgg

aaagaagacg ttccaaccac
gtaagggatg acgcacaatc

tcatttcatt
aggcattttg
atttgcacaa

tggagaggac
tggatttttc
caaggatgac

caggaaactg gggtigtggt

ggattgctgc
ctctgcaaag
ttttctittt
atatagttgt
agtaatgtaa
agtatattat
tgttttaatc
ctatagtaaa
tatataatta
tottagaaat

atcacaggct
attagaggag
tecttttagt
tataattgtg
aaaaatatga
ttttaatgaa
ataatagtaa
aataagaata
aatatctata
tccaatctge

aagtaacaaa taatatcaaa

atgctaatat
tcttattaat
attaaatgaa
tatcattgat
tggatcacct

aacaaagcegce
ttctaaataa
ttagtcgaac
cttacatttg
cctctaatct

gggcgaagag cctgtgatge
ccaaaagcac cacaacccca

cttgaaaagt
gattgatcga
ctagagtcct
attctgttgt
ttcggttcat
ccgttcaatt
atattgtget
tocgtittat
gactgattac

catccttgtt
aaaatccaca
gctttaatga
gcacgttgta
tctaatgaat
tactgattgt
gaataggttt
tattacdaat
ataaatctta

caccgagegg cgactaata

taggtgagat
attcaacccg
catttttttg

aaatcgttgg

tcctigaagt
gtccagcacg
gtgtatcjtgg
gcgggatccag

gcaggtcgitc ggecgagtac
agtcgetgtg tatgtitgtt
gtcggctaga ttgatttagc
cgggaatgga tticgttgta
gagcatcaaa tgaaactged

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
29340
5400
5460
5520



atttattcat
gagaaactc
cgactctcc
gtgagaaatc
ctitccagac
ccaaaccgtt
gacaattaca
tattttcdec
cagtggtgag
gcataaatic
tacctttgcc
ttgtcgcacc
taaaaccge

ttgcgcttge

tgcaaacaaa aaaaccaccg

ctetittice

tgtagccgta
tgctaatcct

atcaggatta

accgaggcag

aacatcaata
accatgagtg
ttgticaaca
attcartcgt

aacaggaatc

tgaatcagga
taaccatgca
cgtcagccag
atgtttcaga
tgattgcecg
ccagtctagc
gttttccgga

gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg

actcaagacg atagttaccg

acagcccag

cttggagcga

gagaaagcgccacgcttcce

tcggaacagg agagcgcedcg

ctgtcgggtt

ggagcctatg gaaaaacgcc

cittigctca
cctttgagtg

tcgecaccte

catgttcttt
agctgatacc

tcaataccat attitgaaa
ttccatagga tggcaagatc
caacctatta atttccecte

acgactgaat ccggtgagaa

ggccagccat tacgctegte

gattgcgcct gagcgagacg
gaatgcaacc ggcgcaggaa

tattcttcta
tcatcaggag
tttagtctga
aacaactctg
acattatccg

atacgtggaa
tacggataaa
ccatctcatc
gcgeatcggg
aatctggcaa
tatcgccatg taagccaact
tcttcttgag  atcctttttt

ctaccagigg cggttigttt

ggcttcagca gagcgcagat

cacttcaaga actctgtagc

gctgetgeca gcggegataa

gataaggcgc ageggteggg
acgacctaca ccgaactgag

gaagggagaa aggcggacag gtatccgqta
agggagcttc cagggggaaa cgcctggtat

tgacctgagc gccgatttit
agcaacgcgg ccittttacg
cctgcgttat  cccctgattc

gctcgecgea gecgaacgac

gcgaggaagc ggaagagcgc ctgatgcggt  attttctect
cacaccgcat atggtgcact

atacactccg

ctatcgctac

cgctgacgeg ccctgacggg

cgtcteeggg

gggtgecttg
gtagattgcc

gcgaageggc ggggegtagg

cggactgtgeg
gtittaaaga
tgtgtgaccg
tgtacggctt
tttcccctge
cttcgeecte
cctecttcaa
agaacttctt
tagcttctge
gatcgatcaa
tctcgeggta
tetttacgat
cgttcttggc
tttctaccag

agctgcatgt
atgtgggcgce
tggccgtagg

ctggccagac
gtittaggcg
gttcccaatg
taggttccca
tagggcaatt
gatcaggttg
atcgtactcc
gaactctceg
cttgectgeg
aaagtaatcg
catccaatca
cttgtagcgg
cttcttcgta
gtcgtctttc

ctcagtacaa tctgctictga
gtgactgggt catggetgeg
cttgtctget  cccggceatee
gtcagaggtt ttcaccgtca

cggcggtega gtggegacgg

ccagccaitt ttgagcggec

gagcgcagcg accgaagggt
agttatgcac aggccaggceg

gaaaaatcgc cittttttctc
tacggcttty ggttcccaat
atgtacgtgc tatccacagg
tgccctagea tctgcetcegt
cggtagcgca tgactaggat
ggcaggtcat ttgacccgat
gcgctgeccac tgegticgta
gcgeggegtg ccaggeggta
gggtgaaccg tcagcacgtc
gctagctcga tetcgatgta
ctaatcaagg cttcacccte
cgctgecatgg caacgtgegt
tgctttccge  categgcteg

aagccgtttc tgtaatgaag 5580
ctggtatcgg tctgcgattc 5640
ggtcaaaaata aggttatcaa 5700
tggcaaaagt ttatgcattt 5760
atcaaaatca ctcgcatcaa 5820
aaatacgccg cigttaaaag 5880
cactgccaga gcatcaacaa 5940
tgctgttitt ccgggatcg 6000
atgctigatg tcggaagag 6060
tgtaacatca ttggcaacgc 6120
cttcccatac aatcgataga 6180
ftccggtteg  cttgetgtcc 6240
gcaatgctacc tgctitctct 6300
tctgcgcgta atctgetge 6360
gccggatcaa gagctaccaa 6420
accaaatact gtccttctag 6480
accgcctaca tacctcgetc 6540
gtcgtgtctt  accgggttgg 6600
ctgaacgggg ggttcqtgca 6660
atacctacag cgtgagctat 6720
agcggcaggg 6780
clitatagtc 6840
tcagggaggce 6900
gttcctggece  ttitgetgge 6960
tgtggataac cgtattaccg 7020
cgagcgcagc gagtcagtga 7080
tacgcatctg tgcggtattt 7140
tgccgcatag ttaagccagt 7200
ccccgacace cgccaacace 7260
gcttacagac aagctgtgac 7320
tcaccgaaac gcgegaggca 7380
cgcggcttgt ccgegeectg 7440
agcggccgeg ataggecgac 7500
aggcgctttt tgcagctctt 7560
ggtittaaga gitttaataa 7620
ttttatatca  gtcacttaca 7680
gtacgggttc cggticccaa 7740
aaagagacct tttcgacctt 7800
acattaggaa ccggcggatg 7860
cgggccagcee tgeceegect 7920
cagcttgcge acggtgaaac 7980
gatcgtcttg aacaaccatc 8040
gagaaaacgg ccgatgccgg 8100
cgggttcttg ccttcgtga 8160
ctccggecge ccggtitcge 8220
ggataccgtc accaggegge 8280
ggtgtttaac  cgaatgcagg 8340
ccggcagaac ttgagtacgt 8400

gtgatgctcg
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ccgcaacgtg tggacggaac
tcatggattc ggttagatgg
ccatgcecgge cggceectgeg
cctegecage tcgtecggtca
gactatcgcg ggtgcccacg
ccttgggcgg cttcctaatc
ggattcgatc agcggccgct
geegetggge ggectgegeg
cgatttgtac cgggccggat
ccagtgccat tgcagggccg
cctccacaca tggggcattc
cctectttag  ccgcetaaaat
ctgcgegatg tattcagata
cttcagcttg gtgtgatcct
gtctgccagg ctggccaacg
tagcgtgttt  gtgctttige
ttaatttcag cggccagege
agaacggttg tgccggcegge
tcaagaatgg gcagctcgta
cctttgatcg cccgegacac
cgctgcttaa ccagctccac
accggaatca gcacgaagtc
ggcgctccgt cgatcactac
gtcgggceggt cgatgccgac
gggcactgc cctggggatc
gcgeqggceta gatgagttge
gcgataacct tcatgcgttc
cagcgaccgc atgacgcaag
gctcggtttc  ttcagcggcce
cggccaggat ttcatgcage
cggcegcegat catctccgec
cctggtgegg tttcatgett
ggcctcggtc aatgcgtect
ftcctegetg cgetcaagtg
cgcctctttc  acggtgegge
cggggtgagg gtagggcggy
gctecgggtg cggtcgatga
caacaccatg cggccggccg
gccegegecg gectectgga
caggcggtct agcctggtca
ggccagctcc gggcggtege
gecggecegceg tgeagttcgg
ggcatagccc agcaggccag
gtcgcaagta ttctacttta
cagggcggca gcctgtcgeg
ctqcactgaa cgtcagaagc
ctcgecgecagg ctgggtgeca
gcectccecge acgatgaccg

acgcggecgg gcettgtetec
gaaaccgcca tcagtaccag
gaaacctcta cgtgcccgtc
cgcttcgaca gacggaaaac
tcatagagca tcggaacgaa
gacggcgcac cggctgecgg
tgccacgatt caccggggcg
gccttcaact tctccaccag
ggtttgcgac cgtcacgccg
gcagacaacc cagccgctta
cacggcgtcg gtgcctggtt
tcatctactc atttaticat
gcagctcggt aatggtcttg
ccgccgqgcaa ctgaaagttg
ttgcagectt  gctgetgegt
tcattttctc  tttacctcat
ctggacctcg cgggcagcegt
ggcagtgcct gggtagctca
cccggecage gectcggeaa
gacaaaggcc gcttgtagcc
caggtcggcg gtggceccata
ggctgecttg atcgcggaca
gaagtcgcgc cggccgatgg
aacggttagc ggttgatctt
ggaatcgact aacagaacat
gatggtcgtc ttqectgacce
cccitgcqgta  tttgtttatt
cigititact caaatacaca
aagctggccg gccaggecge
cgcacggttg agacgtgegce
tcgatctctt  cggtaatgaa
gttectcttg  gcgttcattc
cacggaaggc accgcgeegce
cgcggtacag ggtcgagcga
citcctggtc  gatcagcteg
ggccaaactt cacgcctcgg
ttagggaacg ctcgaactcg
gcatggtggt gteggeccac
tgegeteyge aatgtccagt
ctgtcacaac gtcgccaggg
gcctggtgee ggtgatcttc
ccecgttggtt  ggtcaagtce
cggcggcegct cttgttcatg
tgcgactaaa acacgcgaca
taacttagga cttgtgcgac
cgactgcact atagcagcgg
agctctcggg taacatcaag
tgccgtgatc gaaatccaga

cttccettce
gtcgtaatcc
tggaagctcg
ggccacgtcc
aaaatctggt
cggttgccgg
tgcttctgec
gtcatcaccc
attcctcggg
cgectggeca
gttcttgatt
ttgctcattt
ccttggegta
acccgcttca
gcgcetcggac
taactcaaat
cgcectcggg

cgcgctgcegt

cggtatcggt 8460
cacacactgg 8520
tagcggatca 8580
atgatgctgc 8640
tgctegtcge 8700
gattcttigc 8760
tcgatgegtt 8820
agcgecgcege 8880
cttgggggtt 8940
accgceccgtt 9000
ttccatgcg 9060
actctggtag 9120
ccgcgtacat 9180
tggctggegt 9240
ggccggeact 9300
gagttitgat 9360
ttctgattca 9420
gatacgggac 9480
cctcacegec gatgegegtg 9540
ttccatccgt gacctcaatg 9600
tgtcgtaagg gcttggetge 9660
cagccaagtc cgecgectgg 9720
ccttcacgtc gcggtcaatc 9780
cccgcacggce cgceccaatcg 9840
cggccccggc gagttgcagg 9900
cgcctitctg  gttaagtaca 9960
tactcatcgc atcatatacg 10020
tcacctittt  agacggcgge 10080
cagcttggca tcagacaaac 10140
gggcggcteg aacacgtacc 10200
aaacggttcg tcctggccgt 10260
tcggcggeeg ccagggegtc 10320
ctggcctcgg tgggcegtcac 10380
tgcacgccaa gcagtgcage 10440
cgggcegtgeg cgatctgtge 10500
gccttggegg cctegegece 10560
gcaatgccgg cgaacacggt 10620
ggctctgcca ggctacgecag 10680
aggtcgcgag tgctgeggge 10740
cgtaggtggt caagcatcct 10800
tcggaaaaca gcettggtgca 10860
tggtcgtcgg tgetgacgeg 10920
gcgtaatgic tccggticta 10980
agaaaacgcc aggaaaaggg 11040
atgtcgtttt  cagaagacgg 11100
aggggttgga tcgatccctg 11160
gcccgatect tggageectt 11220
tccttgaccc gceagttgcaa 11280

/40



accctcactg atccgcatge
ttccagaaaa ccgaqgatgc
gqgacggccga ggtcttcecga
taqaagaaca qcaaggccgce
ttcgccagcc aggacagaaa
acaccgtgga aacggatgaa
ctgtaatgca agtagcgtat
gatggtaacg gcgcagtgge
tggagcagca acgatgttac
agggaagcgg tgatcgccga
cgccatctcg aaccgacgtt
ctgaagccac acagtgatat
acgcggcga ctitigatcaa
attctccgeg ctgtagaagt
ccagctaagc gcgaactgca
ttcgagccag ccacgatcga
agcgttgcct tggtaggtce
ctatttgagg cgctaaatga
gatgagcgaa atgtagtgct
atcgcgeega aggatgtege
ccegtcatac ttgaagctag
cgcgcagatc agttggaaga
ggcaaataat gtctaacaat

agcgttagat gcactaagca
ttattatttt taagcgtgca
ciggctttttt  cttgttatcg

tagcgagggce tttactaagce
attgtacctg cgttcaaata
atctcacgga tcgactgctt
atgtggatca ctccgttgee
gttctcaatg gaaattatct
ctccaccggg tgcaaagcgg

ccgttccata
gaaccacttc
tctcctgaag

cagaagctgg
atccggggtc
ccagggcaga
caatgcctga cgatgcgtgg
tgcctcgact  tegetqetge
ggcacgaacc cagtggacat
qcqctcacge aactggteea
ggtittcatg  gcttgttatg
gcagcagggc agtcgcccta
agtaatcgact caactatcag
gctggccgta catttgtacg
tgatttgctg  gttacggtga
cgacctitty gaaacttcgg
caccattgtt gtgcacgacg
atttggagaa tggcagcgca
cattgatctg gctatctige
agcggcggag gaactctttg
aaccttaccg ctatggaact
tacgttgtcc  cgcattiggt
tgccgactgg gcaatggage
acaggctiat cttggacaag
atttgtccac  tacgtgaaag
tcgttcaage cgacgecget
cataattgct cacagccaaa
taataagccc tacacaaatt
caatagttyg cgaagtaatc
tagcttgett  ggtegtteeg
ctttgcgatc  gtgttgcgeg
ctctcgcaac gccatecgac
ccgtcgetca cegtgttgogg
gcctaaccgg ctcagttetg

cagegy

gcgaacaaac gatgctcgee 11340
agcaccaccg gcaagcgecec 11400
tccgtgcaca gcacttgccg 11460
agaccgaaac cttgcgeteg 11520
ccaaggttgc cgggtgacgc 11580
aagcctgttc ggttcgtaag 11640
gaaccttgac cgaacgagc 11700
actgtttttt tggggtacag 11820
aaacaaagtt aaacatcatg 11880
aggtagttgg cgtcatcgag 11940
gctccgecagt ggatggegge 12000
ccgtaaggct tgatgaaaca 12060
cttcccctgg agagagegag 12120
acatcattcc gtggcgttat 12180
atgacattct tgcaggtatc 12240
tgacaaaagc aagagaacat 12300
atccggttcc tgaacaggat 12360
cgccgeccga ctgggetgge 12420
acagcgcagt aaccggcaaa 12480
gcctgecgge ccagtatcag 12540
aagaagatcg cttggcectcg 12600
gcgagatcac caaggtagtc 12660
tcgcggegeg gettaactca 12720
ctatcaggtc aagtctgctt 12780
gggagatata tcatgaaagg 12840
gcaacatccg cattaaaatc 12900
gtaccgtgaa cgtcggctcg 12960
cctgceceggt  gegteggetg 13020
ggatgatgtt taaaagtccc 13080
gggaaggtgc acatggctca 13140
cgtagaaacc aacatgcaag 13200
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(Rules 4 17(3) and 51bis 1(a){)
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in relation to this intermational
application

BAYER BIOSCIENCE N V is entitled to
apply for and be granted a patent by
virtue of the following

vin

BAYER BIOSCIENCE N V is entitled as

210 emnloyer of the inventor DE BLOCK Marc

;:“'N an assignment from DE BLOCK Marc to

1 BAYER BIOSCIENCE N V  dated 10 October
2003 (10 10 2003)

Vi- | This deciaration s made for the
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of irventorship (Rules
17{v) and 51ble 1{a){iv}) for the
rposes of the designation of the
United States of America

hereby declare that I believe I am the
riginal, first and scle (if only one
nventor is listed below) or joint (if

re than one inventor is listed below)
nventor of the subject matter which is
laimed and for which a patent is

ought
This declaration is directed to the
international application of which it
forms a part (if £iling declaration with
application)
I hereby declare that my residence
mailing address, and citirzenship are as
stated next to my name
I hereby state that I have reviewed and
understand the contents of the above-
jdentified intermational application
including the claims of said
application I have identified in the
request of said application, in
compliance with PCT Rule 4 10
to foreign priority and I have
identified below, under the heading
sprior Applications® by application
number country or Member of the World
Trade Organization day month and year
of filing any application for a patent
or inventor's certificate filed in a
country other than the United States of
America, including any PCT international
application designating at least one
country other than the United States of
America, having a filing date before
that of the application on which foreigm
priority is claimed

any claim

vill-
411

Prior applications.

03076044 1 EP 09 April 2003
(09 04 2003) 60/496 688 US 21 August
2003 (21 08 2003)
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hereby acknowledge the duty to

i{sclose information that is known by me
o be material to patentability as

fined by 37 CF R § 1 56, including
or continuation-in-part applications

terial information which became
vailable between the filing date of the
rior application and the PCT
nternational f£iling date of the
ontinuation-in-part application

hereby declare that all statements

de herein of my own knowledge are true

d that all statements made on
nformation and belief are believed to
e true; and further that these
tatements were made with the knowledge
that willful false statements and the
like so made are punishable by fine or
imprisonment, or both under Section
1001 of Title 18 of the United States
lcode and that such willful false
statements may jeopardize the validity
of the application or any patent issued
thereon

Vil
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Vii-
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Name (LAST First)

Residence.
(city and either US State if appiicable,
or country)

DE BLOCK Marc
Merelbeke Belgium

Vi |Mading address Abrikozenstraat 26 B-9820 Merelbeke
4113
Belgium
Merelbeke Belgium
Vil | Citzenship BE
4114
Vil Inventor's Signature:
4115 (il'ndmnﬁmdlnﬂnmqmd‘orif
declaration Is cormected or added under
Rule 26ter after the fikng of the
intemational appiication. The signature
must be that of the irventor not that of
the agent)
Vi Date
4 11-6| (of signature which is not contalned in
memquest.orofmadomﬂonmmls
comected or added under Rule 26ier
after the fifing of the mtemational
— | appiication)
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BCS03-2002
9/10
PCT REQUEST
Original (for SUBMISSION )
X mm | number of sheets elecomec Ma(syateched ———
X1 t (including deciaration ghoets) '],0 -
X2 . (excluding sequence listing 39 -
X3 Qlaime 4 -
IX-4  Abstract 1 S
IX5  Drawings 3 -
X7a kub—bhl number of sheets 57
IX-Ba uence listing pert of description fled h 5 -
computler readable formn n addition to
ing filed in paper form (under Section
1)
X7 TOTAL B2
ALccsnpanying Bems peper documeniis) attached SIaronic hie(ay aneshed
IX-8 Fop caloulation sheet 7 ~
X 11 [Copy of general power of attomey keference no -
BA22268
IX 13  |[Priority document(s) Item(s) VI-1 -
IX 16{A) [Sequence fisting in compuler readable
Form:
1% addiional copies inchading, where - 1 Diskeatte
16(A)-(i)] applicable. the copy for the purposes
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| application
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Vi-4-1

laration inventorship (only for

apurpomoflhadulm-ﬂond

United States of America)
eclaration of inventorship (Rules
4 17(lv) and 51bls. 1{a)(W)) for the
barpases of the designation of the
United States of America,

I hereby declare that I believe I am the
priginal first and sole (i1f only one
inventor is listed below) or joint (1f
re than one inventor is listed below)
nventor of the subject matter which is
' laimed and for which a patemt is
ought
rhis declaration is directed to
International application (if furnishing
Jdeclaration pursuant to Rule 26ter)
I hereby declare that my realdence,
mailing address and citizenship are as
stated next to my name
I hereby state that I have reviewed and
understand the contents of the above-
ldentified intermational application
including the claims of sald
application I have identified in the
request of said application, in
compliance with PCT Rule 4 10, any claim
to foreign priority and I have
identified below under the heading
vprior Applications® by application
number country or Member of the World
Trade Organization day month and year
of £iling any application for a patent
or inventor's certificate filed in a
country other than the United States of
America including any PCT international
application designating at least one
country other than the United States of
America having a filing date bafore
that of the application on which foreign
priority is claimed

Vit
411

Prior applications.

03076044 1 EP 09 April 2003
(09 04 2003) 60/496 688 US 21 August

2003 (21 08 2003)

152



5/5
PCT
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hereby acknowledge the duty to
isclose information that is knowa by me
o be material to patentability as
efined by 37 CF R 8 1 56 including
or continuation-in-part applications,
terial information which became
vailable between the £iling date of the
rior application and the PCT
international filing date of the
continuation-in-part application
T hereby declare that all statements
rnada herein of my own knowledge are true
and that all statements made on
information and belief are bellieved to
lbe true; and further that these
gtatements were made with the knowledge
that willful false statements and the
1ike so made are punishable by fine or
imprisonment oI both under Section
1001 of Title 1B of the United States
Cods and that such willful false
statements may jeopardize the validity
of the application or any patent isaued
thereon
v Name (LAST Fest) DE BLOCK, Marc
A 2 | (i and athor US State. If appicable Merelbeka Belgium
or country)
. Meling address Abrikozenstraat 26 B-9820 Merelbeke
Belgium
Merelbeke Belgium
4-._"1"“ Citizanship: BE
Vil | invenior's Signature:
4115 (Ilnotmmalnedlnllnroquest.alf %
declaration is corrected or added under
Rule 26ter after the flling of the
intamational application. The signature
must be that of the Inventor not that of
the agent)
vill | Date
41186 (of slgnntumudﬂd\lsmlmnlamed In

— | application)

the request, or of the declaration that ls
comecied or added under Rule 26tar
aﬂerl tha filing of the intamational

y-12-04




Original (para ENTREGA)

VIII-4-1

Declaracién Inventario (unicamente para los propdsitos de la
designacién de los Estados Unidos de América)

Declaracién de 1inventario (Normas 4 17(iv) y 5 1lbis 1l(a){iv))

para los propésitos de la designacidn de los E U A

Declaro mediante la preserite que yo creo gue yo sSoy el inven-
tor original, primero y unico (81 solamente se indica un in-
ventor abajo) o inventor conjunto (si se indica m&s de un in-
ventor abajo} del asunto que es reivindicado y para el cual se

busca obtener patente

Esta declaraciédn es dirig da a la scolicitud internacional (si
se presenta la declaracién conforme a la Norma 26ter) Declaro
mediante la presente que mi domicilio, mi direccibébn postal y

ciudadania son las declaradas en seguida de mi nombre

Declaro mediante la presente que he revisado y entiendo el
contenido de la solicitud internacional 1identificada arriba,
incluyendo las reivindicaciones de dicha solicitud De confor-
midad con la Norma 4 10 PCT, yo he 1identificado en el pedido
de dicha solicitud, toda reivindicacidédn a prioridad extranjera
y Yo he 1identificado abajo, bajo el titulo "Solicitudes Ante-
riores™, mediante numero de solicitud, pais o Miembro de 1la
Organizaciédn Mundial del Comercio, toda solicitud de patente o
de certificado de inventor presentados en otro pais distinto
de los Estados Unidos de América, incluyendo toda solicitud
internacional PCT que designe al menos un pais distinto de los
Estados Unidos de América y que tenga una fecha de presenta-
c16n anterior a la de la solicitud en la cual se reivindica

una prioridad extranijera
VIII-4-1-1
Solicitudes Anteriores

03076044 1, EP, 09 Abril 2003 (09 04 2003) 60/496,688, US, 21
Agosto 2003 (21 08 2003)



Mediante la presente reconozco la obligacién de revelar la in-
formacién gque yo 3& que es material de patentabilidad tal como
lo define 37 CF R § 1 56, incluyendo solicitudes de conti-
nuacién en parte, informacidén material que se hizo disponible
entre la fecha de presentacién de la solicitud anterior y la
fecha de presentacién internacional PCT de la solicitud de

continuacién en parte

Declaro mediante la presente que todas las declaraciones he-
chas aqui por mi propio conocimiento son ciertas y que creo
que todas las declaraciones hechas con base en informacién y
convencimiento son ciertas y ademids que estas declaraciones
fueron hechas en el conocimiento de que las declaraciones fal-
sas 1ntencionales y similares son punibles mediante multa o
encarcelamiento o mediante ambos, de conformidad con la Sec-
c16n 1001 del Titulo 18 del C6digo Civil de los Estados Unidos
Yy que tales declaraciones falsas intencionales pueden poner en
peligro la validez de la solicitud o de toda patente expedida

con base en ella

VIII-4-1-1-1 Nombre (APELLIDC, Nombre) DE BLOCK, Marc
VIII-4-1-1-2 Domicilio Merelbeke, Bélgica

VIII-4-1-1-3 Direccidén poital
Abrikonzenstraat 26 B-9820 Merelbeke
Bélgica
Merelbeke Bélgica

VIII-4-1-1-4 Ciudadania BE

VIII-1-1-1-5 Firma del inventor [firma]

{s1 no esta contenida en lz solicitud o si la declaracién se
corrige o se adiciona conforme a la Norma 26terluego de pre-
sentar la solicitud internacional La firma tiene que ser la

del invento, no la del representante}

VIII-1-1-1-6 Fecha 04-13-04
(de la firma que no est& ccntenida en la solicitud ¢ de la de-
claracidén que es corregida o adicionada conforme a la Norma

2bter luego de la presentacidén de la solicitud internacional

15S



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

To
WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis 1)

Date of malling

(dayimonthiear) see form PCTASAR10 (second sheet)
Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA220 See paragraph 2 below
Intemational application No International filing date (day/monthjrear) Priority date {day/monthyear]
PCT/EP2004003995 09 04 2004 09 04 2003

Intermational Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

! C12N1582 C12N1541 A01HS00

Applicant
BAYER BIOSCIENCE NV

This opinion contains indications relabng to the following items

K BoxNo |  Basis of the opinion

B BoxNo li  Prority

[0 BoxNo Il Non-establishment of opinicn with regard to novalty inventive step and industrial applicability
1 BoxNo IV  Lack of unity of invention

B BoxNo V  Reasoned statement under Rule 43bis 1{a)(1) with regard to novelty inventive step or industrial
applicability citations and explanations supporting such statement

O BoxNo VI  Certain documents cited
B BoxNo VIl Cartain defects in the international application
B Box No VIl Certain observations on the imternational application

2 FURTHER ACTION
If a demand for international preliminary axamination is made this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the Intemational Preliminary Examining Authorty { IPEA ) However this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66 1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority
will not be so considered
If this opinion is as provided above considered to be a written opinion of the IPEA the applicant is invited to
submit to the IPEA a wrltten reply together where appropnate with amendments bafore the expiration of three
months from the date of mailing of Form PCTASA/Z220 or before the expiration of 22 months from the priority date
whichever expires later
For further options see Form PCTASA/Z220
3 For further details see notes to Form PCTASA220
Narme and mailing address of the ISA Authorized Officer o,
European Patert Offica ' %
D-80298 Munich Zelliner E { i
Tel +40 862399 0 Tx 523656 epmu d 4 #
Fax +49 892399 4465 Telephone No. +49 B9 2399-8427 e S

Form PCTASA237 (Cover Sheet) {January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHCRITY PCTEP2004003995
—Box No. 1 Basls of the opinion

1 With regard to the language this opmnion has been established on the basis of the mtemahonal application in
the language in which it was field unless otherwise indicated under this tem

O This opinion has been established on the bas:s of a translabon from the original language into the following

language  which is the language of a translation furnished for the purposes of mtemational search
(under Rules 12 3 and 23 1(b))

2 With regard to any nucleotide and/or amino acld sequence disclosed in the international applicaton and
necessary to the claimed invention this opinion has been established on the basis of

a type of matenal
1 asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b format of matenal
O  in writen format
B m computer readable form
¢ time of fikngfumishing
@ contained n the mtemational application as filed
O filed together with the intematonal applicaton in computer readable form
O furnished subsequently to this Authorty for the purposes of search

3 O Inaddion inthe case that more than one version or copy of a sequence listng and/r table relating thereto
has been filed or furnished the requirad statements that the information in the subsequent or additional
copies s identical to that i the applicaton as filed or does not go beyond the application as filed as
appropnate were furnished

4 Addional comments

Form PCTAPEA 237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004003995

—BoxNo. I Priorlty
1 B The following document has not been furnished

® copy of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis. 1 and 66 7(a))

O trahslation of the earlier application whose prionity has been ctaimed (Rule 43bis.1 and 66 7(b))

Consequently it has not been possible to consider the valdity of the pnorty clam This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date is the claimed prionty date

2 00 This opinion has been established as if no prionity had been claimed due to the fact that the prionty clam
has been found invalid (Rules 43bis. 1 and 64 1) Thus for the purposes of this opinion the internatonal
filing date indicated above is considered;to be the relevant date

3 Addtional observations. if necessary

Box No V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty Inventive step or
__ Industrial applicablilty, chations and explanations supporting such statement

1 Statement
Novelty (N) Yes Clams 116
No Clams 17 19
Inventive step (IS) Yes Clams
No Claims 119
industrial apphcability (1A) Yos Claims 119

No Clams

2 Citations and explanations

see separate sheot

Box No_Vil__Certaln defects In the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted
see separate sheet

Box No. VIll__Certsin observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims description and drawings or on the queston whether the
claims are fully supported by the descnption are made

see soparate sheet

Form PCTAPEA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE intemnational application No
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/003995
Re kem V

1  The following document are referred to in this communication

D1 PANDA SATCHIDANANDA ET AL ‘tej defines a role for poly(ADP
nbosyl)ation in establishing period length of the Arabidopsis circadian
oscillator” DEVELOPMENTAL CELL vol 3 no 1 July 2002 (2002 07)
pages 51 61 XP009035930 ISSN 1534 5807

D2 US 2002/040480 A1 (ALLEN KEITH ET AL) 4 Apnl 2002 (2002 04 04)

D3 WO 03/000898 A (SYNGENTA PARTICIPATIONS AG GOFF STEPHEN
ARTHUR (US) CHEN WENQIONG () 3 January 2003 (2003 01 03)

D4 WO 03/008540 A (SYNGENTA PARTICIPATIONS AG KATAGIRI
FUMIYAKI (US), COOPER BRET (US),) 30 January 2003 (2003 01 30)

2 Novelty

The present application refers to transgenic plants having an increased tolerance to
stress such as drought high hght intensities and so on Said plants are generated by
altenng parG gene coding for (poly (ADP nbose) glycohydrolase) One way is to use
ParG inhibitory RNA (co suppression antisense BNAI) the second manner s to
mutageneise the ParG gene

In D1 poly(ADP nbose) glycohydrolase (PARG) has been identified by map based
cloning of TEJ mutation Said mutation acts independently of ight quality and quantity
and affects clock controlled transcription of genes in Arabidopsis

The TEJ genes code for a PARG (D1 page 52 left column pargr 2 and 3 and page
58 left column paragraph 3)

Therefore the mutants and their method of production of D1 fall under the defintion of
Claims 17 19 and are not allowable under At 33(2) PCT

3 Inventive step

The closest prior art document 1s represented by D1 As pointed out above said
document descnbes a TEJ mutant coding for PARG TEJ defines a key role of poly
ADP nbosylation in setting a pace of the Arabidopsis circadian oscillator (TEJ mutation
acts independently of ight quantity and quality) Therefore the structure and the role in
stress tolerance of PARG in plants 1s known from D1

Form PCT/Separate Sheet/237 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/003995

In difference to D1 the present Claims 1 16 disclose methods to produce plant tolerant
to stress conditions via ParG intubitory RNA molecules whereas in D1 mutants of
PARG are produced

The problem is thus the production of stress tolerant plants The solution 1 e the
inhibition of ParG by inhibitory RNA 1s obviously denvable from the D2 or D3

In D2 the tolerance to environmental stress in plants 1s increased by antisense
technology (page 1 nght column paragraph [0010]) As an example PARG is also
selected (SEQ ID NO 424)

D1 in combination with D3 also attacks inventive step of claims 1 16 In D3 PARG of
plants (SEQID 550 being 100% tdentical with SEQ ID NO 15 and 99 9 % identical
with SEQ ID No 3 ) s inhibited by antisense tnhibition co suppression dsRNAI (page
34 lines 23 29)

D1 in combination with D4 again attacks inventive step In D4 the production of stress
tolerant plants by inhibitory RNA is descnbed (p 95)

Thus the present Claims 1 16 do not invoive an inventive step

Re tem VIlI

In the descnption of the present application it is not demonstrated that the problem has
Indeed been solved 1 e that stress tolerant plants have indeed been made by inhibitory
RNA or mutagenesis (Art 5 PCT)

Re Rem VIll

Independent Claims 1 and 9 are defined by generic terms which are not defined by true
essential technical features such as ParG inhibitory RNA molecule (At 6 PCT)

Form PCT/Separate Sheet/237 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN PATENTES
PCT

OPINION ESCRITA
DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACICNAL
{Norma 43bis 1 PCT)

Remitente AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para ver Formulario PCT/ISA/220

Fecha de envio ver Formulario PCT/ISA/210 (hoja segunda)
Referencia del solicitante o abogado ver Formul PCT/ISA/220
PROCEDIMIENTO ADICIONAL ver Punto 2 abajo

Numero de referencia internacional PCT/EP2004/003995

Fecha de solicitud internacional 09 04 2004

Fecha de prioridad 09 04 2003

Clasificacién internacional de patentes (IPC) o clasificacibdn
nacicnal e IPC

Cl12N15/82, C12N15/11, AO01H5/00

Solicitante BAYER BIOSCIENCE N V

1 Esta certificacién contiene datos sobre los siguientes

puntos

I X Fundamento de la opinién

IT X Prioridad

IIT No establecimiento de opinidn respecto a novedad,

actividad inventiva y aplicabilidad industrial

Iv  _ Falta de unidad de la invencién

v X Opinidn fundamentada conforme la Norma 66 2(a) (ii)
respecto a la novedad la actividad inventiva o la
aplicabilidad industrial citas y explicaciones sobre
las cuales se apoya dicha opinidn

VI Determinado documento citado

VII

1>

Determinadas fallas en la solicitud internacional
VIII X Determinadas observaciones respecto a la solicitud

internacional



PROCEDIMIENTO ADICIONAL

S1 se hace una solicitud de examen provisional internacio-
nal, entonces esta certificacidn es valida como certifica-
c1é6n escrita de la autoridad encargada del examen provi-
sional internacional ( IPEA") este no es el caso cuando
el solicitante elige otra autoridad distinta a esta como
IPEA y la IPEA elegida ha comunicado a la Oficina Interna-
cional segun la Norma 66 1lbis b) que las certificaciones
escritas de esta autoridad de busqueda internacional no

son reconocidas

S1, como esta previsto arriba, esta certificacién es v&li-
da como certificacidn escrita de la IPEA, entonces se le
pide al solicitante presentar ante la IPEA una opinibn
escrita y, de ser relevante, las modificaciones antes de
la conclusidén de 3 meses a partir del dia en que fue en-
viado el formulario PCT/ISA/220 o antes de concluir 22 me-
ses a partir de la fecha de prioridad, dependiendo de que

plazo termina de ultimo

Otras opciones ver Formulario PCT/ISA/220

Detalles mas especificos ver Observaciones al Formulario

PCT/ISA/220

Nombre y direccidédn postal de la autoridad de blsqueda interna-

cional

Oficina Europea de Patentes

D-80298 Munich

Funcionario autorizado 2Zellner, E

[Sello Oficina Europea de Patentes]

/6T



Casilla No I Base de la opinién

1 Respecto al idioma, esta opinidén ha si1do establecida sobre

la base de la solicitud internacional en el idioma en el que

ésta fue presentada, en tanto bajo este Punto no se indique

otra cosa distinta

La opinién se establecid sobre la base de una traduccidn
del i1dioma original al siguiente 1i1dioma que es el
idioma de la traduccidn 1la cual fue presentada para la
bisqueda internacional {(conforme a Normas 12 3 y 23 1 (b))

2 Respecto a la secuencia ucledtida y/o de aminoacidos revelada

en la solicitud internacional y que es necesaria para la inven-

c16n reivindicada, esta 2pinién se establecié sobre la base de

a

tipo de material
X un listado de secuencia
tablas relacionddas con el listado de secuencia

formato del material
en formato escrito
X en forma legible por computadora

momento de presentacién

X esta contenido en la solicitud internacional

tal como fue presentada

fue entregado posteriormente a la Autoridad en forma
legible por computadora

fue entregado posteriormente a esta Autoridad para

el propésito de la busqueda

ademds, en el caso de que se haya presentado mas de una
versién o copia del listado de secuencia o de las tablas
relacionadas, entonces se presentaron las declaraciones

requeridas de que lc informacién en las copias posteriores

0 adicionales, segin sea el caso, es idéntica a la

informacién en la solicitud tal como ésta fue presentada o

no va mas alla de le solicitud tal como fue presentada

4 Comentarios adicionales

Casilla No II Prioridad

10X

El siguiente documento no ha sido presentado aun

X copia de la anterior solicitud, cuya prioridad ha
81do reivindicada (Norma 43bis 1 y 66 7(a)) }
traduccién de la anterior solicitud cuya prioridad

ha sido reivindicada (Norma 43bis 1 y 66 7{a))

16 3
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Por eso no fue posible examinar la validez de la reivindi-
cacibén de prioridad No obstante 1la certificacién se ela-
boré bajo el supuesto de que la fecha de prioridad reivin-
dicada es la fecha normativa

2 Esta certificacién fue elaborada sin considerar la
prioridad reivindicada puesto que la reivindicacidn de
prioridad ha mostrado ser invalida (Normas 43bis 1 y 64 1)
Para los fines de esta certificacién es valida como fecha
normativa la fecha de la solicitud internacional arriba
mencionada

3 Eventuales observaciones adicionales

Casilla No V Opinidén fundamentada conforme la Norma

66 2(a){11) respecto a la novedad, la actividad inventiva o la
aplicabilidad industrial, citas y explicaciones sobre las cua-
les se apoya dicha opinién

1 Constatacién

Novedad Si Relvindicaciones 1-16
No Reivindicaciones 17-19

Actividad inventava Si Reivindicaciones
No Reivindicaciones 1-19

Aplicabilidad Industrial Si Reivindicaciones 1-19
No Reivindicaciones

2 Citas y explicaciones

var Hoja adjunta

Casilla No VII Ciertos defectos en la solicitud Internacional

Se observaron 1los siguientes defectos en la forma o en el contenido
de la solicitud internacional

Ver Hoja adjunta

Casilla No VIII Ciertas observaciones respecto a la solicitud

internacional

Se hacen las siguientes observaciones respectc a la claridad de las
reivindicaciones de patente a la descripcién y a los dibujos o
respecto a la cuestidn de s1 las reivindicaciones estan sustentadas
en todo su alcance por la descripciédn

ver Hoja adjunta
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OPINION ESCRITA
DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA No de Ref internacional
INTERNACIONAL (HOJA ADJUNTA) PCT/EP2004/003995

Raespecto al item V

1 En la presente comunica.ibén se hace referencia a los si-

guientes documentos

D1 PANDA SATCHIDANANDA Y ( OLAB "tej define un rol para
poli (ADP-ribosil)acibén al establecer longitud de periodo
del oscilador circadianc de la Arabidopsis' DEVELOPMENTAL
CELL, vol 3 No 1, Julio 2002, paginas 51-61, XP009035930
ISSN 1534-5807

D2 US 2002/040490 Al {ALLIN KEITH Y COLAB ) 4 abril 2002

D3 WO 03/000898 A (SYNGENTA PARTICIPATIONS AG GOFF STEPHEN
ARTHRUR (US) CHEN WENQIONG () 3 enero 2003

D4 WO 03/008540 A (SYNGENTA PARTICIPATIONS AG KATAGIRI
FUMIYAKI (US), COOPER BRET (US),) 30 Enero 2003

2 Novedad

La presente solicitud se refiere a plantas transgénicas dque
tienen tolerancia incremertada a stress tal como por ejemplo
sequia, altas intensidades de luz, etc Dichas plantas son ge-
neradas alterandc la codificacidén del gene ParG para (poli
{ADP-ribosa)glicohidrolasa) Una manera es usar RNA 1inhibito-
rio de ParG (RNA1L de co-supresibdn, antisentido), la segunda

manera es mutegenizar el gene ParG

En D1 ha sido indentificada poli(ADP-ribosa)} glicohidrolasa
(PARG) mediante clonacidén basada en mapa de la mutacidn TEJ
Dicha mutacidén actua inderendientemente de la calidad y de 1la
cantidad de luz y afecta la transcripcidén controlada horaria-

mente de los genes en la Arabidopsis

El cédigo de genes TEJ pera un PARG (D1, pégina 52, columna
1zquierda, parrafos 2 y 3 y pagina 58, columna izquierda, pa-

rrafo 3)

/65



Por consiguiente los mutantes y su método de produccién de D1
cae bajo la definicién de las reivindicaciones 17-19 y no es

permisible conforme al Art 33(2) PCT

3 Actividad inventiva

D1 representa el documento del estado de la técnica anterior
mas cercano Tal como se seflaldé arriba dicho documento descri-
be una codificacién mutante TEJ para PARG TEJ define un rol
clave de poli ADP-ribosilacién estableciendo un ritmo del os-
cilador circadiano de la Arabidopsis (la mutacidén TEJ actua
independientemente de la cantidad y de la calidad de la luz

Por consiguiente la estructura y el rol en la tolerancia al

stress por parte de PARG en las plantas ya es conocida en D1

A diferencia de D1, las presentes reivindicaciones 1-6 revelan
métodos para producir en plantas tolerantes a las condiciones
de stress mediante moléculas de RNA 1inhibitorias de PargG,

mientras que en D1 se producen mutantes de PARG

El problema es entonces la producciédn de plantas tolerantes al
stress La solucidn, es decir la inhibicién de ParG mediante
RNA inhibitorio es obviamente derivable de los documentos D2 o
D3 En D2 la tolerancia de las plantas al stress medio-
ambiental se 1incrementa mediante tecnologia antisentido
(pagina 1, columna derecha, parrafo [0010]}]} Como ejemplo se

selecciona también PARG (SEQ ID No 424)

D1 en combinacién con D3 también ataca la actividad inventiva
de las reivindicaciones 1-16 En D3 el PARG de las plantas
(siendo SEQ ID 550 100% idéntica a SEQ ID No 15 y 99%
idéntica a SEQ ID No 3) es inhibido mediante dsRNA1 de
co-supresidn, de inhibicién antisentido (pagina 34, renglones
23-29)

D1 en combinacidén con D4 también ataca la actividad inventiva
En D4 se describe la produccién de plantas tolerantes al

stress mediante RNA inhibitorio (p 95)

Asi, las presentes reivindicaciones 1-16 no involucran activi-

dad inventiva

/6¢



Respecto al ifitem VII

En la descripcibdn de la rresente solicitud ciertamente no se
demuestra que el problema haya sido solucionado, es decir que
mediante RNA 1inhibitorio o© mutagénesis se hayan producido

cilertamente plantas tolerantes al stress (Art 5 PCT)

Respecto al item VIIX

Las reivindicaciones independientes 1 y 9 son definidas me-
diante términos genéricos que no son definidos mediante verda-
deras caracteristicas técnicas esenciales tales como molécula

RNA inhibitoria de ParG (Art 6 PCT)

261
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FATENT COOFERRTION TREATT )4 g
PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Aricle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent’s flie reference FOR FURTHER se6 Form PCTASARZ0
 RCSA3.2002 ACTION as well as. where applicable Hem 5 below

International application No. intemational flling date (day/month/vesr) (Eadlest) Priorlty Dale ([aay/moneeyear)
PCT/EP2004/003995 09/04/2004 09/04/2003

Applicant

_BAYER BIOSCIENCE N V

This Intematicnal Search Report has been prepared by thie Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18 A copy is being transmittad the Intemational Bureau

This Intermational Search Report conelsts of a total of 5 sheots.
[X] 1tis aiso accompanied by a copy of each prior art document clted In this report.

1 Basis of the report

a With regard to the language, the International search was carriad out on the basls of the intemational application in the
language In which it was fied. uniess otherwise indicated under this ttem

D The Intarnational search was caried out on the basls of a ransiation of the International application fumished to
this Authority (Rule 23 1(b})

b lz] With regard to any nucleotide and/or amine acld sequence disclosad In the International application see Box No |
D Certain claims were found unsearchable (See Box I1)
3 [[]  unity of invention ls lecking (see Box Iil

4 With regard to the title,
[X]  the textis approved as submitiad by the applicant
[[] the texthas beon establiched by this Authority 1o read as follows.

5 With regard to the abstract,
[X] the textis approved as submitted by the applicant

D the text has been established acoording to Rule 38.2(b) by this Authority a3 it appears in Box No. IV The applicant
may within one month from the date of mailing of this international search raport, submit comments to this Authority

6 With regards to the drawings,
a the figure of the drawings to bo published with the abstract i Figure No. _1
E as suggestad by the applicant
[[] asseiectea by this Authority bacause the applicant falled to suggest a figure
D as salecied by this Authority becausae this figure better characterizes the Invention
b [] noneatthe tigures is to be published with the abstract.

Form PCTASA/210 (first sheet) (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCH REP RT PCT/EP2004/003995

lsox No.!  Nucleotide andior amino acid sequence(s) (Continuation of item 1 b of the first sheet)

1 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed In the intemational application and necessary to the daimed
invention the Intemnational search was carred out or the basie of

a type of material

E a sequence listing
D table(s) related to the saquence listing

b  format of materal
D In written format
EI In computar readable form

¢ tme of filing/fumishing
m contained in the Intarnaticnal application as filed
D fllad together with the international appiication in computer readable form
D furnished subsequently to this Authority for the purposa of search
2 D In addition in the case hat more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating theretn has been filed

or furnished the raquired statements that the Information in the subsequant or additional coples Is identical to thatin the
appiication as filed or does not go beyond the application as flled, as appropriate were fumiehed

a Additional comments.

Form PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (1)) (January 2004)
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I intarnattnnal Annliceation No

PCT/EP2004/003995

T

TP EIONI e C12N15/11

IPC 7 C12N15 AO1H5/00

| Acconting 1o intemationa) Patent Clansffication (IPC) or 1o bath national classification and IPC

B _FIELDS SEARCHED

Minimum documentaiion searched (clasaification system followed by classification symbols)
IPC 7 Cl2N AOMH

MmmﬂMMHMmthmmmdmmmmmu in the flekis searched

Electronic data base congulied during the Insamallonal search (nams of data base and, where praclical, search torms Used)
EPO-Internal, BIOSIS EMBL MEDLINE WPI Data

| . DOCUMENTS CONSIDERED YO BE RELEVANT

Calegory | Cliation of document, with indication. where appropriate. of tha relevant passages

Raeievant to clalm No.

X PANDA SATCHIDANANDA ET AL te] defines a 1-19
role for poly(ADP-ribosyl)ation 1n
establishing period length of the
Arabidopsis circadian oscillator
DEVELOPMENTAL CELL

vol 3 no 1 July 2002 (2002-07) pages
51-61 XP009035930

ISSN 1534-5807

Y page 52 left-hand column, paragraphs 2 3
page 58 left-hand column, paragraph 3

1-16

X US 2002/040490 Al (ALLEN KEITH ET AL)
4 April 2002 (2002-04-04)

SEQ ID No 424

page 1 right-hand column paragraph 10

A e

1-16

m Further documents are listed in the continuation of box C.

E Patent family members are listed In annex

Special catagories of cited documents

A document defining the genaral stale of the art which ie nol
cansidered to be of particular relevance

E earler document bui published on or after the Internadional
filng date

1 document which may throw doubts on priorty claim(s) or
which Is cited lo establish the publication daie of anolher
citatlon or olher spedal raason {as apeciied)

©F document referring 1o an oral disclosure use exhibition or
othar means

P documen! publishad prior to the intamational filing date but
Iatar than the priority date claimed

T later documant published after the Intemational filing date
or

dale and not in confilci wih the application but
ciled to understand the principle or theory undarlying ihe
nvention
X document of particular ralevance’ the claimad Invention
cannol be considared nove! or cannot be considerad to
involve an Inventive elep whan the documant Is taken alone

'¥* document of particular relavance: the claimed invention
cannol be considered to Involve an inventive stap when the
document s combinad with one or mora ciher such docu—
m:h..zumwnﬁmﬂmbehgohvbmioa person skillad

& an.

& documeni member of the same patent Tamily

Date of the actual compiation of the international saarch

Date of mailing of the Inlemalional éaarch report

Fax (+31-70) 340-3016

10 September 2004 28/09/2004
MName and malling addrass of tha ISA Authorized officer
European Patent Office. P B. 5818 Patentiaan 2
NL — 2280 HV Rijswik
Tel { 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, ze'l 'Iner. E

Fomrn PCTASA/210 (second sheat) (January 2004)

page 1 of 2
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| ingemationsi Application No
| PcT/EP2004/003995

C.{Contlir= stinn) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category

Citation of document, with Indication where approprizte. of the relevant passages

X

WO 03/000898 A (SYNGENTA PARTICIPATIONS A6
GOFF STEPHEN ARTHUR (US) CHEN WENQIONG

() 3 January 2003 (2003-01-03)

SEQ ID No 550

page 34 1ines 23-29

WO 03/008540 A (SYNGENTA PARTICIPATIONS AG
KATAGIRI FUMIYAKI (US), COOPER BRET

(US),) 30 January 2003 (2003-01-30)

page 95 1lines 13-32

WO 99/53050 A (WANG MING BO  COMMW SCIENT

IND RES ORG (AU) GRAHAM MICHAEL WAYNE

(AU) 21 October 1999 (1999-10-21)

abstract

1-16

1-16

1-16

Fom PCTASA/210 {cantinuation of sacond shest) {January 2004)

page 2 of 2
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information on patent famlly members PCT/EP2004/003995
Patent document Publication Patent tamily Publication

cited in search report dats member{a) dats

US 2002040490 A1  04-04-2002  NONE

W0 03000898 A 03-01-2003 WO 03000898 Al 03-01-2003
EP 1402037 Al 31-03-2004

JO 03008540 A 30-01-2003 WO 03000897 A2 03-01-2003
W0 03000904 A2 03-01-2003
EP 1402038 A2 31-03-2004
EP 1399561 A2 24-03-2004
EP 1409696 A2 21-04-2004
EP 1402042 A2 31-03-2004
WO 03000905 A2 03-01-2003
W0 03000906 A2 03-01-2003
WO 03008540 A2 30-01-2003
WO 03007699 A2 30-01-2003
WO 03027249 A2 03-04-2003
US 2003135888 Al 17-07-2003
US 2004010815 Al 15-01-2004
US 2004016025 Al 22-01-2004

WO 9953050 A 21-10-1999 AU 760041 B2 08-05-2003
AU 2951499 A 01-11-1999
CA 2325344 Al 21-10-1999
CN 1306571 T 01-08-2001
EP 1068311 Al 17-01-2001
WO 9953050 Al 21-10-1999
JP 2002511258 T 16-04-2002
NZ 507093 A 29-08-2003

Form PCTASA/210 (paient tamily annex) (January 2004}
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Formulario PCT/ISA/210

TRATADO DE COOPERACION EN PATENTES
PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Articulo 1 y Normas 43 y 44 PCT)

Referencia del solicitante ¢ representante BCS03-2002

PROCEDIMIENTO ADICIONAL ver Formulario PCT/ISA/220 y, s1 es

relevante, el Punto 5 m&s abajo

Numero de referencia internacional PCT/EP2004/003995
Fecha de solicitud internacional 09/04/2004

Fecha (m&s antigua)de prioridad 09/04/2004

Solicitante BAYER BIOSCIENCE N V

Este Reporte de Busqueda Internacional fue elaborado por esta
Autoridad de Busqueda Inte¢rnacional y se le envia al solici-
tante conforme al Articulo 18 Una copia se envia a la Oficina

Internacional
Este Reporte de Busqueda Internacional contiene 5 hojas

X Se adjunta demas una copia de los documentos respecto al

estado de la técnica mencionados en este reporte
1 Base del Reporte

a Respecto al idioma, la busqueda internacional se hizo
sobre la base de la solicitud internacional en el
1idioma en el que ésta fue presentada, en tanto bajo

este Punto no se indique otra cosa distinta

La Busqueda Internacional se hizo sobre la base
de una traducciétn de la solicitud internacicnal

presentada ante la Autoridad (Norma 23 1 b)

b X Respecto cualquier secuencia nucledtida y/o de
aminoacidos revelada en la solicitud internacional,

ver Casilla No 1

93



Ciertas reivindicaciones no pudieron ser sometidas

a bisqueda (ver Casilla II)

Falta unidad de la invencién (ver Casilla III)

Respecto al titulo de la invencién

X ©Se acepta el texto presentado por el solicitante

La Autoridad establ¢cid el texto como sigue -

5 Respecto al resumen

X

X

6 Con

Se acepta el texto presentado por el solicitante

el texto ha sido establecido, conforme a la Norma

38 2(b), por esta Auteoridad tal como aparece en

la Casilla No IV El solicitante puede presentar sus
comentarios a esta Autoridad dentro del plazo de un
mes luego de la fecha del envio de este reporte de

busqueda internacional

respecto a los dibujos

La figura de los dibujos que se ha de publicar con
el resumen es la Figura No 1

X como lo sugiere el solicitante

porque el solicitante no sugirié ninguna Figura

porque esta Figura identifica mejor la invenciédn

b X ninguna de las figquras

Casilla No I Secuencia nucledtida y/o de amino acidos
(continuacién del puntyo 1 b de la primera hoja

1 Respecto a la secuencia nuclebdtida y/o de aminodcidos

revelada en la scolicituod internacional y necesaria para la

invencidén reivindicada, la Busqueda Internacional se hizo

sobre la base del

a

tipo de material
X un listado de secuencia

tablas relacionadas con el listado de secuencia

L9y
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formato del material
en formato escrito

X en forma legible por computadora

momento de presentacidn

X esta contenido en la scolicitud internacional

tal como fue presentada

16

fue entregadc posteriormente a la Autoridad en
legible por computadora
fue entregado posteriormente a esta Autoridad para

el propésito de la blasgqueda

ademds, en el caso de que se haya presentado mas de
una versidén o copii del listado de secuencia o de las
tablas relacionadas3, entonces se presentaron las
declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias posteriores o adicionales, segun sea el caso,
es idéntica a la informacid4n en la solicitud tal como
ésta fue presentada o no va mas alla de la solicitud

tal como ésta fue presentada

Comentarios adicionales

1M<
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No PCT/EP2004/003995

A CLASIFICACION DEL ASUNTO
IPC 7 C1l2N15/82 C12N15/11 AQ1H5/00
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o

tanto con la clasificacién nacional como con la IPC

B AREAS BUSCADAS

Documentacién minima sometida a bisqueda {sistema de clasificacidn
seguido por simbolos de clasificacién)
IPC 7 Cl2N AQ1H

Documentacién buscada que no hace parte del material minimo de exa-
men si ella pertenece a las areas buscadas -

Base de datos electrénica consultada durante la bisqueda internacio-
nal {(nombre de la base de datos términos de biasqueda usados)
EPO-Internal, BIOSIS, EMBL, MEDLINE, WPI Data

C DOCUMENTOS CONSIDERADOS FELEVANTES

Categoria®* Documento No_de reivindicacidn relevante

X PANDA SATCHIDANANDA Y COLAB "tej define un 119
rol para poh(ADP ribosd)aadn en
establecer longitud de periodo del
oscilador circadiano de Arabidopsis
vol 3 No 1 Julio 2002 paginas
51 61, Xp009035930
ISSN 1534 5807

Y pagina 52 columna mano 1zquerda. parafos 2 3 116
pagina 58 columna mano 1zquerda. pamafo 3

X US 2002/040490 A1 (ALLL N KEITH Y COLAB ) 116
4 Abnl 2002
SEQID No 424

pagina 1 columna mano derecha pérrafo 10

X En la continuacién de la casilla C se citan otros documentos

X Ver en Anexo miembros de la familia de patentes



* Categorias especiales de lcs documentos citados

I'AII

l‘lEl'

I|L'|

I'o“

\IP“

I'IT“

I'x'll

l'lYlI

Documento que define el estado general de la técnica y que

no es considerado como particularmente relevante

Documento anterior pero publicado en la fecha de presentacién
internacional o posteriormente

documento que puede hacer aparecer dudosa la reivindicacién

de prioridad o que se cita para establecerla fecha de publica-
¢idén de otro documento ¢ por otra razdn especial (especificada)
Pocumento referente a una revelacién oral, un uso, una exhibi-
c16n u otros medios

Documento publicado ante de la fecha de presentaciédn interna-
cional pero después de la fecha de prioridad reivindicada
Documento posterior publicado después de la fecha de presenta-
cién internacional o de la fecha de prioridad y que no estd en
conflicto con la solicitid pero que se cita para comprender el
principio o la teoria subyacente a la invencidn

Documento de particular relevancia la i1nvencién reivindicada
no puede ser considerada novedosa ¢ no puede ser considerada
basada en una actividad inventiva cuando el documento se toma
individualmente

Documento de particular relevancia no se puede considerar que
la invencidén reivindicada i1nvolucre un paso inventivo cuando el
documento se combina con une o con varios de dichos documentos
siendo tal combinacién okbvia para las personas que tienen
experiencia en este campo de la técnica

Fecha de la conclusién de la bisqueda internacional

10 de Septiembre de 2004

Fecha de envio del reporte de bitsqueda internacional

28/09/2004

Nombre y direccién postal de la autoridad internacional de busqueda

Oficina Europea de Patentes
P B 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Funcionario autorizado

Zellner E

(771
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Categorfa* Documento

(Continuacidédn) DOCUMENTO% CONSIDERADOS RELEVANTES

No_de remindicacién relevante

WO 03/000898 A (SYGENTA PARTICIPATIONS AG
GOFF STEPHEN ARTHUR (US) CHEN WENQIONG

() 3 Enero 2003

SEQID No 550

pagina 34 renglones 23 29

WO 03/008540 A (SYNGENTA PARTCIPATIONS AG
KATAGIRI FUMIYAKI (US) COOPER BRET

(US) 30 Enero 2003

pagina 95 renglones 13 12

WO 99/53050 A (WANG MING BO  COMMW SCIENT
IND RES ORG (AU) GRAHAM MICHAEL WAYNE

(AU) 21 Octubre 1999

fesumen

116

116

116

19



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacidén sobre miembres de la familia de patentes

Solicitud internacional No PCT/EP2004/003995

Documento Patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de

en el reporte de busqueda publicacién familia de patentes publicacién

US 2002040490 At 04-04 2002 NINGUNO

W0 03000898 A 03-01 2003 WO 03000898 At 03-01-2003
EP 1402037 Al 31-03 2004

WO 03008540 A 30-01 2003 WO 03000897 A2 03-01 2003
WO 03000904 A2 03-01-2003
EP 1402038 A2 31-03 2004
EP 1399561 A2 24-03 2004
EP 1409696 A2 21-04 2004
EP 1402042 A2 31-03 2004
WO 03000905 A2 03-01 3002
WO 03000906 A2 03-01 2003
WO 030008540 A2 30-01 2003
WO 030007699 A2 30-01 2003
WO 03027249 A2 03-04 2003
US 20023135888 A1 17-07 2003
US  2004010815A1 15-01 2004
US  2004016025A1 22-01 2004

WO 9953050 A 21 10-1999 AU 760041 B2 08-05-2003
AU 2951499 A 01111999
(A 2325344 Al 21 10-1999
N 1306571 T 01-08-2001
EP 1068311 Al 17-01 2001
WO 9953050 Al 21 10-1999
JP 2002511258T 16-04 2002
NZ 507093 A 29-08-2003
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PATENT COOPERATION TREATY

5

From the INTERNATIONAL BUREAU

[50

PCT To
NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE BAYER BIOSCIENCE N V
| k
{PCT Rule 92bis 1 and Technalogiapark 38

Administrative Instructions Section 422) Belgium
Date of mailing {day/month/year)

13 July 2004 (13 07 2004)
Applicant’s or agent’s filo reference

BCS03 2002 IMPORTANT NOTIFICATION
International apphcation No. intemational filing date {day/month/year)

PCT/EP2004/003995 09 April 2004 (09 04 2004)

1 The following indications appeared on record concerning

D the applicant D the inventor

D the agent

lzl the common representative

Name and Address

BAYER BIOSCIENCEN V
Jozef Plateaustraat 22

B 9000 Gent

Belgium

te O ona ST o esidecer

Telephone No.
+3292358472

Faesimile No.

+3292231923

Tealeprinter No.

D the person

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concemning

EI the address

D the nationality ':l the residence

D the name
Name and Address

BAYER BIOSCIENCE N V
Technologiepark 38

B 9052 Gent

Belgium

§Et8 of Naﬁonlll'lﬁ

Telephone No.
+32 9 243 0485

Facsimile No.

+3292231923

Teleprinter No.

3. Further observations. if necessary

4. A copy of this notification has been sent to
El the receving Office
E the International Searching Authority
D the International Prelimmary Examining Authority

D the designated Offices concerned
I__—l the elected Offices concerned

D other

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Eacsimile No. (41 22} 338 70.80

Authorized officer
Karj H

NG (Fax 338 89 75)

Telephone No. (41 22)

Form PCT/IB/308 (March 1994)

-

[ 008349606
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TRATADO DE COOPERACION EN PATENTES
PCT

NOTIFICACION CEL REGISTRO DE UN CAMBIO
{(Norma PCT 92bis 1 e Instrucciones Administrativas, Secciédn 422)

De 1la OFICINA INTERNACIONAL

Para BAYER BIOSCIENCE N V
Tecnologiepark Hbechst 38
B-9052 Gent
Bélgica

Fecha de envio 13 de Julio de 2004

Referencia del solicitante o representante BCS(3-2002
NOTIFICACION IMPORTANTE

No de solicitud internacional PCT/EP2004/003945

Fecha de solicitud internacional 09 de Abril de 2004

1 Las siguientes 1ndicaciones aparecieron en el registro
respecto a
el solicitante _ el inventor

_ el representante X el representante conjunto

Nombre y direccién
BAYER BIOSCIENCE N V
Jozef Plateaustraat 22
B-9000 Gent
Bélgica
2 La oficina internacional notifica al solicitante que se ha
efectuado el registro del siguiente cambio respecto a
la persona _ la razén social
X la direccibn _ 1la nacionalidad

_ el domicilio

Nombre y direcciédn
BAYER BIOSCIENCE N V
Tecnologiepark 38
B~9000 Gent
Bélgica

3 QOtras observaciones en caso necesario -



4 Una copia de la notificacidn ha sido enviada a

X

1>

la oficina receptora

las oficinas designadas involucradas

la autoridad de bidsqueda internacional

las oficinas designadas involucradas

la autoridad examinadora preliminar internacional
otras -

La Oficina Internacional de WIPO
34, Chemin des Colombettes
1211 Ginebra 20, Suiza

Funcionario autorizado
Kari HUYNH-KHUONG (Fax 338 89 75)

13T
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SUERTNIUSTRIA ¥ CONERCID

Radscacion D5515700 ODOONMND Folios 182

Fecha (AND) 2005-11-02 1% 22 48

Travite 011 SCT-PATENT 379 FASE WACT 411 ARESENTAC

Dependencaa 2020 DIVISIOH Db MAWAS CREACIONES

¥

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

t

!

TRAMITE
1) i ! ;
\ | } Usuario  RaDIGADOR
g* [ . /
PATENTE DE INVENCION Q(/( MODELO DE UTILIDAD { )
- Indicacion de que se soficita {2 concesion de una patente ()
Datos de identificacion del soficitante o de 12 persona que se presenta fa solicitud ~ { )
Descripcion de la invencion { }
Dibujos de ser estos pertmentes. { )

Comprobante de Pago de las fasas establecidas

COMPLETA () INCOMPLETA ( )

DISERO INDUSTRIAL { )

- Indicacion de que se solicita el regi fro de Disefio tndustrial { )
- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta (R
-  la solicitud
Representacion grafica o fotografica del Disefio Industnial 0 muestra de]
Material que Incorpora el disefio ( )
Comprobante de Pago de las fasas establecidas { )
COMPLETA { ) INCOMPLETA { )
ESQUEMA DE TRAZADG » ! ()
- Indicacion de que solicifa ef registro de un Esquema de trazado
- Datos de Identificacion dej solcitante o de la persona que presenta
La solicitud { )
Representacion grafica del esqu { )
Comprobante de pagodelasta { )
COMPLETA ( INCOMPLETA ()

Firma Reeponsable

Fecha

()
X
2

()

T g, ey

()

()

L X ™

()



REPUBLICA DE COLOMBIA \,‘1’5\\
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

w

Bogotd
2020

Doctor{a)
PATINO LEYVA LUIS

REFERENCIA Radicacidn No 5 111700
Solicitud internacional EP2004/003995
Fecha inicio fase naclional 09/11/200S

Tramite 11

Evento 379 6
Actuacién 430 0
oficio No - 11 5

Como resultado del examen de forma realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentee (PCT) regla S1 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio se le comunica que

1 81 fuere el caso el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art 36 2 b) del tratado PCT

2 La 8solicitud no contiene el poder debidamente otorgado con el llenc de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y aubsiguientes del C6digo de
Procedimiento Civil Adicionalmente deberd presentar el documento que acredita la
existencia Yy representacién 1legal de la socledad solicitante cuando ésta fuere
perscna juridica

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486 ge le
requiere para que dentro del término de dos meses s8ilgulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio complete los requisitos anteriormente enunciados
En caso de no dar cumplimientc al presente reguerimiento la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién

Notifiquese el presente ofi
e) del capitulec quinto de

conforme a lo dispuesto en el numeral 5 2 literal
itylo primero de la Circular Unica No 10 de 2001

ALIX CARMENZA SPEDES DE VERGEL
Jefe de la diyisién de Nuevas Creaciones

El anterior Jpg jniento fue notificado por fijacidn en lista de
fecha ‘rlriﬁtr“iahﬁ
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