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ES 2372971 T3

DESCRIPCION
Procedimiento de transformacion que usa un gen de una acetolactato-sintasa mutante
Campo técnico

[0001] La presente invencion se refiere a un procedimiento de transformacion y a un procedimiento para el
cultivo de una planta que usa una acetolactato-sintasa mutante en la que se introduce una mutacion en una posicion
predeterminada de una acetolactato-sintasa natural.

Antecedentes

[0002] La acetolactato-sintasa (denominada en adelante “ALS”) es una enzima limitante de la velocidad en la
ruta biosintética de los aminoacidos de cadena ramificada, como leucina, valina e isoleucina y es conocida como una
enzima esencial para el crecimiento de las plantas. También se sabe que la ALS esta presente en una amplia
diversidad de plantas superiores. Ademas, la ALS se ha descubierto en diversos microorganismos, como levaduras
(Saccharomyces cerevisiae), Escherichia coli'y Salmonella typhimurium.

[0003] Se conocen tres tipos de isoenzimas de la ALS presentes en Escherichia coli y Salmonella
typhimurium. Cada una de estas isoenzimas es un heterooligdmero que consta de subunidades cataliticas de alto
peso molecular que rigen la actividad catalitica de la enzima y subunidades reguladoras de bajo peso molecular que
funcionan como inhibidores de retroalimentacion a través de la unién de aminoacidos de cadena ramificada
(Chipman y col., Biochim. Biophys. Acta 1385, 401-419, 1998 [documento no correspondiente a patente 1]). Las
subunidades cataliticas se localizan en los operones ilviH, ilvGM y e ilvBN, respectivamente. Ademas, la ALS en
levaduras es una enzima Unica que consta de una subunidad catalitica y una subunidad reguladora, como en el caso
der las bacterias (Pang y col., Biochemistry 38, 5222-5231, 1999 [documento no correspondiente a patente 2]). La
subunidad catalitica de la proteina se localiza en el locus ILV2.

[0004] En las plantas, se sabe que la ALS consta de subunidades cataliticas y subunidades reguladoras,
como en el caso de los microorganismos anteriores (Hershey y col., Plant Molecular Biology 40, 795-806, 1999
[documento no correspondiente a patente 3]). Por ejemplo, las subunidades cataliticas de la ALS en tabaco
(dicotiledonea) estan codificadas por dos loci génicos, SURA y SuRB (Lee y col., EMBO J. 7, 1241-1248, 1988
[documento no correspondiente a patente 4]), y las de maiz estan codificadas por dos loci génicos, als? y als2 (Burr
y col., Trends in Genetics 7, 55-61, 1991 [documento no correspondiente a patente 5]; Lawrence y col., Plant Mol.
Biol. 18, 1185-1187, 1992 [documento no correspondiente a patente 6]). Las secuencias nucleotidicas de los genes
que codifican las subunidades cataliticas han sido determinadas en su totalidad para plantas dicotiledéneas, como
tabaco, Arabidopsis, colza, algodén, Xanthium, Amaranthus y Kochia (véanse Chipman y col., Biochim. Biophys.
Acta 1385, 401-419, 1998 [documento no correspondiente a patente 1] y la publicacién internacional WO97/08327
[documento de patente 1]). Sin embargo, el maiz y el arroz son las Unicas plantas monocotiledéneas para las que se
han determinado las secuencias nucleotidicas en su totalidad.

[0005] Mientras tanto, se sabe que herbicidas como los herbicidas de sulfonilurea, los herbicidas de
imidazolinona, los herbicidas de triazolopirimidina y los herbicidas de carboxipirimidinilo (denominados de ahora en
adelante, “herbicidas de PC”) suprimen el crecimiento de las plantas por inhibicién de la ALS (Ray, Plant Physiol. 75,
827-831, 1984 [documento no correspondiente a patente 7]; Shaner y col., Plant Physiol. 76, 545-546, 1984
[documento no correspondiente a patente 8]; Subramanian y col., Plant Physiol. 96, 310-313, 1991 [documento no
correspondiente a patente 9]; Shimizu y col., J. Pestic. Sci. 19, 59-67, 1994 [documento no correspondiente a
patente 10].

[0006] Se sabe que plantas con una o dos sustituciones de nucleétidos en un gen que codifica la ALS, que
inducen una o dos sustituciones de aminoacidos en una regién conservada entre diferentes especies, presentan
resistencia a estos herbicidas. Algunos ejemplos de un gen semejante incluyen un gen que codifica una ALS con
una fuerte resistencia a los herbicidas de sulfonilurea (véanse Kathleen y col., EMBO J. 7, 1241-1248, 1988
[documento no correspondiente a patente 11]; Mourad y col., Planta 188, 491-497, 1992 [documento no
correspondiente a patente 12]; Guttieri y col., Weed Sci. 43, 175-178, 1995 [documento no correspondiente a
patente 13]; Bernasconi y col., J. Biol. Chem. 270, 17381-17385, 1995 [documento no correspondiente a patente 14],
y la publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 63-71184 A (1988) [documento de patente 2]; un gen que codifica
una ALS con una fuerte resistencia a los herbicidas de imidazolinona (véanse Mourad y col., Panta 188, 491-497,
1992 [documento no correspondiente a patente 12]; Lee y col., FEBS Lett. 452, 341-345, 1999 [documento no
correspondiente a patente 15], y la publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 5-227964 A (1993) [documento de
patente 3]); un gen que codifica una ALS con una fuerte resistencia a los herbicidas de PC (véanse los documentos
WO002/44385A1 [documento de patente 4] y WO03/083118A1 [documento de patente 5]), y un gen que codifica una
ALS con resistencia a herbicidas de sulfonilurea, imidazolinona y PC (véanse Kathleen y col., EMBO J. 7, 1241-
1248, 1988 [documento no correspondiente a patente 11]; Bernasconi y col., J. Biol. Chem. 270, 17381-17385
[documento no correspondiente a patente 14]; Hattori y col., Mol. Gen. Genet. 246, 419-425, 1995 [documento no
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correspondiente a patente 16]; Alison y col., Plant Physiol. 111, 1353, 1996 [documento no correspondiente a
patente 17]; Rajasekarau y col., Plant Sci. 119, 115-124, 1996 [documento no correspondiente a patente 18]; la
publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 63-71184 A (1988) [documento de patente 2]; la publicacion de patente
japonesa (Kokai) n° 4-311392 A (1992) [documento de patente 6]; Bernasconi y col., patente de los EE. UU.
5633437, 1997 [documento de patente 7] y los documentos WO02/44385A1 [documento de patente 4] y
WO03/083118A1 [documento de patente 5]).

[0007] Los documentos siguientes discuten también la mutacion de la acetolactato-sintasa con el fin de
conferir resistencia a herbicidas: Shimizu y col. (2005) Environmental Fate and Safety Management of
Agrochemicals, vol. 899, paginas 255-271; Mazur y Falco (1989) Annual Review of Plant Physiology Plant Molecular
Biology, vol. 40, paginas 441-470, y Okuzaki y col. (2004) Plant Cell Reports, vol. 22, paginas 509-512.

[0008] Se ha intentado la produccién de una planta que muestre resistencia tanto a los herbicidas de
sulfonilurea y como de imidazolinona mediante el cruzamiento de una planta con una ALS que muestra resistencia
especificamente a los herbicidas de sulfonilurea con una planta con una ALS que muestra resistencia
especificamente a los herbicidas de imidazolinona (Mourad y col., Mol. Gen. Genet. 243, 178-184, 1994 [documento
no correspondiente a patente 19]). Ademas se ha intentado la alteracion artificial de un gen que codifica una ALS
para obtener un gen de resistencia a herbicidas (Véanse Ott y col., J. Mol. Biol. 263, 359-368, 1996 [documento no
correspondiente a patente 20]; la publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 63-71184 A (1988) [documento de
patente 2]; la publicacién de patente japonesa (Kokai) n° 5-227964 A (1993) [documento de patente 3], y la
publicacion de patente japonesa (Kohyo) n° 11-504213 A (1999) [documento de patente 8]). De este modo, se ha
puesto de manifiesto que la delecidon de un solo aminoacido hace que la ALS muestre resistencia a los herbicidas
tanto de sulfonilurea como de imidazolinona (véase la publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 5-227964 A (1993)
[documento de patente 3]).

[0009] Tal como se describe anteriormente, las ALS con resistencia a herbicidas y los genes codificantes de
ALS se han estudiado intensamente. Sin embargo, hasta ahora no se han descrito casos relativos a un gen de una
ALS mutante que presente resistencia especificamente a los herbicidas de PC solamente con el uso de la
resistencia a herbicidas de PC como indicador. En caso de obtener un gen de una ALS mutante con resistencia
especifica a un herbicida especifico, dicho gen de ALS mutante puede usarse para diversas aplicaciones. Hasta el
momento no se han descrito casos relativos a un gen de una ALS mutante semejante que sea util en cuanto a su
especificidad para herbicidas de PC.

Documento no correspondiente a patente 1: Chipman y col., Biochim. Biophys. Acta 1385, 401-419, 1998
Documento no correspondiente a patente 2: Pang y col., Biochemistry 38, 5222-5231, 1999
Documento no correspondiente a patente 3: Hershey y col., Plant Molecular Biology 40, 795-806, 1999
Documento no correspondiente a patente 4: Lee y col., EMBO J. 7, 1241-1248, 1988

Documento no correspondiente a patente 5: Burr y col., Trends in Genetics 7, 55-61, 1991

Documento no correspondiente a patente 6: Lawrence y col., Plant Mol. Biol. 18, 1185-1187, 1992
Documento no correspondiente a patente 7: Ray, Plant Physiol. 75, 827-831, 1984

Documento no correspondiente a patente 8: Shaner y col., Plant Physiol. 76, 545-546, 1984
Documento no correspondiente a patente 9: Subramanian y col., Plant Physiol. 96, 310-313, 1991
Documento no correspondiente a patente 10: Shimizu y col., J. Pestic. Sci. 19, 59-67, 1994
Documento no correspondiente a patente 11: Kathleen y col., EMBO J. 7, 1241-1248, 1988
Documento no correspondiente a patente 12: Mourad y col., Planta 188, 491-497, 1992

Documento no correspondiente a patente 13: Guttieri y col., Weed Sci. 43, 175-178, 1995

Documento no correspondiente a patente 14: Bernasconi y col., J. Biol. Chem. 270, 17381-17385, 1995
Documento no correspondiente a patente 15: Lee y col., FEBS Lett. 452, 341-345, 1999

Documento no correspondiente a patente 16: Hattori y col., Mol. Gen. Genet. 246, 419-425, 1995
Documento no correspondiente a patente 17: Alison y col., Plant Physiol. 111, 1353, 1996

Documento no correspondiente a patente 18: Rajasekarau y col., Plant Sci. 119, 115-124, 1996
Documento no correspondiente a patente 19: Mourad y col., Mol. Gen. Genet. 243, 178-184, 1994
Documento no correspondiente a patente 20: Ott y col., J. Mol. Biol. 263, 359-368, 1996

Documento de patente 1: publicacion internacional WO97/08327

Documento de patente 2: publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 63-71184 A (1988)

Documento de patente 3: publicacion de patente japonesa (Kokai) n® 5-227964 A (1993)

Documento de patente 4: publicacion internacional WO02/44385

Documento de patente 5: publicacion internacional WO03/083118

Documento de patente 6: publicacion de patente japonesa (Kokai) n° 4-311392 A (1992)

Documento de patente 7: Bernasconi y col., patente de los EE. UU. n°® USP 5.633.437

Documento de patente 8: publicacion de patente japonesa (Kohyo) n° 11-504213 A (1999)

Descripcion de la invencién

[0010] En las circunstancias descritas anteriormente, un objetivo de la presente invencién es proporcionar un
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procedimiento para seleccionar eficazmente una célula transformada con el uso de un gen de una ALS mutante con
alta especificidad para herbicidas de PC.

[0011] Como resultado de estudios intensivos para alcanzar el objetivo anterior, hemos puesto de manifiesto
que una ALS con una mutacién especifica muestra una resistencia extremadamente alta a herbicidas de PC.
También hemos descubierto que un gen que codifica una ALS con dicha mutacién puede usarse como marcador de
seleccion. Por lo tanto, hemos llevado a término la presente invencion.

[0012] La presente invencion abarca lo siguiente.
(1) Un procedimiento de transformacion que comprende las etapas de:

transformacion de una célula hospedadora con un vector de recombinacion que contiene un gen de
interés y un gen que codifica una acetolactato-sintasa vegetal mutante con una mutacién de glicina a
alanina en un resto de glicina correspondiente a la posicion 95 de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:2;

cultivo de la célula transformada obtenida en la primera etapa en presencia de un herbicida de
carboxipirimidinilo, en que el gen que codifica la acetolactato-sintasa mutante se usa como marcador
de seleccion.

(2) El procedimiento de transformacion segun (1), en que el gen que codifica la acetolactato-sintasa mutante
es un gen que codifica la proteina (a) o (b) siguiente:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;
(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:3 a
14.

(3) El procedimiento de transformacién segun (1), en que la célula hospedadora es una célula vegetal.
(4) Un procedimiento para el cultivo de una planta que comprende las etapas de:

transformacion de una célula vegetal con un vector de recombinacion que contiene un gen de interés y
un gen que codifica una acetolactato-sintasa vegetal mutante con una mutacion de glicina a alanina en
un resto de glicina correspondiente a la posicion 95 de SEQ ID NO:2;

cultivo de la planta transformada obtenida en la primera etapa en presencia de un herbicida de
carboxipirimidinilo, en que el gen que codifica la acetolactato-sintasa mutante se usa como marcador
de seleccion.

(5) El procedimiento para el cultivo de una planta segun (4), en que el gen que codifica la acetolactato-sintasa
mutante es un gen que codifica la proteina (a) o (b) siguiente:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;
(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:3 a
14.

Breve descripcién de los dibujos

[0013]
La figura 1 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos entre una proteina ALS mutante
derivada de arroz y una proteina ALS natural derivada de arroz.
La figura 2-1 muestra una comparacion de secuencias de nucleétidos entre un gen de una ALS mutante
derivada de arroz y un gen que codifica una proteina ALS natural derivada de arroz.
La figura 2-2 muestra una comparacién de secuencias de nucleétidos entre un gen de una ALS mutante
derivada de arroz y un gen que codifica una proteina ALS natural derivada de arroz.
La figura 2-3 muestra una comparacién de secuencias de nucleétidos entre un gen de una ALS mutante
derivada de arroz y un gen que codifica una proteina ALS natural derivada de arroz.
La figura 3 muestra fotografias que muestran el enraizamiento de clones derivados de la linea G95A-1 y la
linea G95A-2 en un medio de enraizamiento que contiene bispiribaco de sodio tal como se observa.
La figura 4 es un diagrama esquematico para explicar el procedimiento de construccién de un vector de
expresion de la ALS mutante G95A.
La figura 5 es una figura caracteristica que muestra la razén de resistencia del herbicida (razén RS) entre la
ALS mutante G95A y la ALS natural, basada en la concentracion inhibitoria del 50%.

Mejor modo de realizacion de la invencion
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[0014] A continuacion se proporcionara una explicacion mas detallada de la presente invencion.

[0015] La proteina acetolactato-sintasa de la presente invencién (denominada de ahora en adelante “proteina
ALS mutante”) puede obtenerse por mutacién de un sitio predeterminado en una proteina ALS natural. En una
proteina ALS natural derivada de arroz, el aminoacido n° 95 desde la metionina N-terminal es glicina. En la proteina
ALS mutante de la presente invencién, la glicina 95 se ha sustituido con alanina. Especificamente dicha proteina
ALS mutante derivada de arroz segun la presente invencién tiene una secuencia de aminoacidos en la que la glicina
95 ha sido sustituida con alanina (denotada como G95A). La secuencia de nucledtidos de un gen (denominado de
ahora en adelante “gen de la ALS mutante”) que codifica dicha proteina ALS mutante derivada de arroz y la
secuencia de aminodacidos de dicha proteina ALS mutante se muestran en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2,
respectivamente.

[0016] La figura 1 muestra una comparacion de la secuencia de aminoacidos entre la proteina ALS mutante
derivada de arroz y la proteina ALS natural derivada de arroz. Ademas, en la figura 1, la secuencia de aminoacidos
en la primera linea representa la proteina ALS natural y la secuencia de aminoacidos en la segunda linea representa
la proteina ALS mutante.

[0017] A diferencia del gen que codifica la proteina ALS natural derivada de arroz, el gen de la ALS mutante
(SEQ ID NO:1) derivada de arroz se obtiene por sustitucion de los codones que codifican la glicina 95 en la proteina
ALS natural con codones que codifican alanina. Las figuras 2-1 a 2-3 muestran una comparacién de la secuencia de
nucledtidos entre el gen de la ALS mutante derivada de arroz y el gen que codifica la proteina ALS natural derivada
de arroz. Ademas, en las figuras 2-1 a 2-3, la secuencia de nucleétidos en la primera linea representa el gen de la
ALS natural y la secuencia en la segunda linea representa el gen que codifica la proteina ALS mutante.

[0018] Dicho gen de la ALS mutante puede obtenerse mediante la introducciéon de la mutacién descrita
anteriormente en un gen que codifica una proteina ALS natural presente en el ADN gendmico de la variedad
Taichung 65 (variedad de arroz del tipo japdnica). Como técnica para introducir mutaciones puede emplearse
cualquiera de las técnicas conocidas convencionalmente. Por ejemplo, puede emplearse la mutacion dirigida. La
mutacion dirigida puede realizarse con un kit comercial, p. ej. Mutan-K (Takara Shuzo), Gene Editor (Promega) o
ExSite (Stratagene). Ademas, un gen que codifique la proteina ALS mutante puede obtenerse por cultivo de células
naturales sensibles a un herbicida de PC en presencia del herbicida de PC y obtencién posterior del gen a partir de
las células mutantes que aparecen y muestran resistencia al herbicida de PC.

[0019] El gen de la ALS mutante segun la presente invencion puede obtenerse no solo a partir del gen
derivado de arroz mostrado en SEQ ID NO:1, sino también a partir de los genes de ALS derivados de una amplia
diversidad de plantas. Por ejemplo, el gen de la ALS mutante segun la presente invencidon puede obtenerse
mediante la introducciéon de una mutacién similar en un gen de ALS derivado de maiz, trigo, cebada, soja, algodon,
colza, remolacha, raigras italiano, tabaco, Arabidopsis thaliana o similares. En este caso, “mutacion similar” significa
una mutaciéon a alanina de la glicina correspondiente a la glicina de la posicion 95 (este numero puede diferir
dependiendo de las plantas en cuestion) en una proteina ALS natural derivada de arroz.

[0020] Las secuencias de aminoacidos de dos tipos de proteinas ALS mutantes derivadas de maiz se
muestran en SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos parciales de dos tipos
de proteinas ALS mutantes derivadas de trigo se muestran en SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6, respectivamente. Las
secuencias de aminoacidos de dos tipos de proteinas ALS mutantes derivadas de algodén se muestran en SEQ ID
NO:7 y SEQ ID NO:8, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de dos tipos de proteinas ALS mutantes
derivadas de colza se muestran en SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10, respectivamente. Las secuencias de
aminoacidos de dos tipos de proteinas ALS mutantes derivadas de tabaco se muestran en SEQ ID NO:11y SEQ ID
NO:12, respectivamente. La secuencia de aminoécidos de una proteina ALS mutante derivada de raigras italiano se
muestra en SEQ ID NO:13. La secuencia de aminoacidos de una proteina ALS mutante derivada de Arabidopsis
thaliana se muestra en SEQ ID NO:14.

[0021] La proteina ALS mutante seguin la presente invencion muestra resistencia especificamente a
herbicidas de PC, independientemente de su origen, siempre que la glicina correspondiente a la glicina 95 de una
proteina ALS natural derivada de arroz se haya sustituido con alanina.

[0022] En comparacién con las proteinas ALS naturales, la proteina ALS mutante muestra gran resistencia a
herbicidas de PC. Esto puede confirmarse mediante la incorporaciéon de un gen que codifica la proteina ALS mutante
en un vector de expresidon en Escherichia coli, por ejemplo, y el examen posterior de la sensibilidad de la ALS
mutante (obtenida a partir de Escherichia coli asi transformada mediante el vector de expresion) a herbicidas de PC.

[0023] En este documento, los ejemplos de herbicidas de PC incluyen bispiribaco de sodio, piritiobaco de
sodio y piriminobaco, tal como se representan por las siguientes formulas quimicas 1.
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La expresién “...muestra resistencia especificamente a herbicidas de PC” significa que la resistencia a

herbicidas de sulfonilurea o a herbicidas de imidazolinona distintos de los herbicidas de PC es significativamente
5 menor que la resistencia a herbicidas de PC. Algunos ejemplos de dichos herbicidas de sulfonilurea incluyen, tal
como se representan por las féormulas quimicas 2, clorsulfurdn, metilbensulfurén, etilpirazosulfurén e imazosulfurén.

Férmulas 2:
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representan por las formulas quimicas 3.

imidazolinona incluyen imazaquina e imazapir, tal como se
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Férmulas 3:
COCH COOH
i :' l: :( I N =
N
H o
imazaquina imazapir
[0026] Segun la presente invencion, puede establecerse un procedimiento de transformacion que permita la

transformacion eficiente con un gen de interés mediante el uso de un gen de una ALS mutante. Especificamente,
dicho gen de una ALS mutante puede usarse como marcador de seleccién en un experimento de transformacion de
plantas. Por ejemplo, para transformar una célula vegetal con un gen de interés, se introduce un vector de
recombinacién con el gen de la ALS mutante y un gen de interés en la célula vegetal y después la célula vegetal se
cultiva en presencia de un herbicida de PC. Si las células vegetales asi obtenidas sobreviven en presencia del
herbicida de PC, se confirma que son células vegetales en las que el gen de interés se ha introducido junto con el
gen de la ALS mutante. Ademas, puede confirmarse si el gen de interés y el gen que codifica la proteina ALS
mutante se han incorporado en los cromosomas de las células vegetales mediante observacion del fenotipo de las
plantas y examen posterior de la presencia de estos genes en el genoma por hibridacién genémica de Southern o
por PCR.

[0027] Como técnicas para la transformacion de plantas pueden usarse las técnicas conocidas
convencionalmente. Un ejemplo de una de estas técnicas es una técnica que supone la introducciéon de un gen
foraneo en una célula vegetal diana por medio de Agrobacterium (Agrobacterium tumefaciens).

[0028] Mas especificamente, el gen de la ALS mutante y un gen de interés se insertan en un vector binario
que contiene la secuencia de ADN-T de un plasmido Ti de Agrobacterium. El plasmido Ti se transforma en
Escherichia coli o similar. Después, los vectores binarios que retienen el gen de la ALS mutante y el gen de interés
replicados, p. ej., en Escherichia coli, se transforman en una bacteria Agrobacterium sp. que contiene plasmidos
auxiliares. Las plantas diana se infectan con la bacteria Agrobacterium sp. y después se identifican las plantas
transformadas. Cuando las plantas transformadas identificadas estan en forma de cultivos celulares, las células
vegetales pueden regenerarse para obtener plantas completas por una técnica conocida convencionalmente.

[0029] Para transformar una planta diana con dicho vector de recombinaciéon que contiene el gen de la ALS
mutante y un gen de interés, el vector puede introducirse directamente en la planta mediante una técnica conocida
convencionalmente. Ademas, algunos ejemplos de procedimientos de transformacion con dicho vector de
recombinacion que contiene el gen de la ALS mutante y un gen de interés incluyen el procedimiento del
polietilenglicol, el procedimiento de electroporacion, el procedimiento de la pistola de genes y similares.

[0030] Mientras tanto, el gen de la ALS mutante y un gen de interés pueden transformarse en cualquier tipo
de plantas, como plantas monocotiledoneas y dicotileddneas. Algunos ejemplos de cultivos diana para transformar
con un gen semejante que codifica la proteina ALS mutante incluyen arroz, maiz, cebada, soja, algodén, colza,
remolacha, tabaco y similares. Ademas, césped, arboles y similares también pueden transformarse mediante la
introduccién de dicho gen mutante y un gen de interés.

[0031] En cualquiera de los casos anteriores, la transformacion de una planta mediante un gen de una ALS
mutante puede conferir a la planta resistencia especificamente a herbicidas de PC. En particular, los herbicidas de
PC son solubles en agua, a diferencia de los herbicidas de sulfonilurea o los herbicidas de imidazolinona, de modo
que son faciles de manejar. Ademas, el uso de un herbicida de PC semejante hace posible eliminar los efectos de
un disolvente organico en las células del hospedador. Por lo tanto, un herbicida de PC semejante se usa
preferentemente como herbicida en la transformacién. Ademas, un herbicida de PC semejante muestra una
actividad inhibidora de la ALS que es aproximadamente 100 veces superior a la de un herbicida de imidazolinona.
Por lo tanto, los transformantes pueden seleccionarse con el uso de una cantidad extremadamente baja del
herbicida de PC.

[0032] La presente invencion se describira a continuacion por los ejemplos siguientes, pero el alcance técnico
de la invencion no se limita por estos ejemplos.
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[Ejemplo 1] Induccidn de callo (derivado de un cultivo de anteras)

[0033] Se recogieron paniculas joévenes, con una longitud de auricula a auricula de 6 cm a 8 cm, de la
variedad “Taichung 65” (un cultivar de arroz del tipo japdnica) en la etapa de embuchamiento, de modo que pudiera
obtenerse el nimero maximo de anteras en la fase mononucleada. En dicho momento se cortaron en agua
porciones de los tallos por debajo de los nudos de los profilos o los cotiledones. Se eliminaron las hojas distintas de
estos dos tipos de hoja (un cotiledén y un profilo) que envuelven directamente cada panicula joven.

[0034] Las porciones de la base de los tallos se envolvieron con toallas de papel empapadas con agua y
después se cubrieron con bolsas de vinilo, de modo que se realizé un tratamiento a baja temperatura durante 5 a 10
dias en condiciones de oscuridad y a 10°C. Posteriormente, las paniculas se separaron en una camara de flujo
laminar, se esterilizaron con etanol al 70% durante 10 minutos y después se secaron en toallas Kimtowel
esterilizadas (Crecia, Tokio). Las flores glumaceas semitransparentes que contenian anteras en la fase
mononucleada se abrieron mediante pinzas esterilizadas. Se extirparon solamente las anteras, que se colocaron en
medio de induccion de callo (medio N6CI, tabla 1). Las anteras se cultivaron en condiciones de luz continua a 30°C.
Se subcultivaron en medio nuevo cada tres semanas.

Tabla 1
Medio de induccién de callo (N6CI), pH 5,8
Sales inorganicas N6

Vitaminas N6

Sacarosa 30 g/l
2,4-D 2 mgl/l
L(-)-prolina 2,878 g/l
Gelrita 349/
Casaminoacidos 0,3g/

[Ejemplo 2] Seleccion de callo (derivado del cultivo de anteras) mediante bispiribaco de sodio

[0035] A las cinco semanas después de la induccién de callo, los callos (derivados del cultivo de anteras) se
cultivaron en medio de induccion de callo con bispiribaco de sodio 0,25 uyM durante cuatro semanas. A continuacion,
los callos crecidos se cultivaron en medio de rediferenciacion (tabla 2) con bispiribaco de sodio 0,5 yM durante
cuatro semanas. De este modo se obtuvieron plantas rediferenciadas albinas. En todos los casos se realizd un
subcultivo cada dos semanas.

Tabla 2
Medio de rediferenciacién (pH 5,8)
Sales inorganicas MS

Vitaminas N6

Sacarosa 30 g/l
Sorbitol 50 g/l
2,4-D 2 mgl/l
NAA 1 mg/l
BAP 2 mg/l
Casaminoacidos 24l
L(-)-prolina 2,878 g/l
Gelrita 4 g/l

El medio se ajustd a un volumen total de 1 litro, se autoclavé y después se le afiadié bispiribaco de sodio.
[Ejemplo 3] Prueba de resistencia a bispiribaco de sodio

[0036] Las dos lineas de plantas seleccionadas por el procedimiento anterior se designaron linea G95A-1 y
linea G95A-2. Dado que eran plantas albinas se cultivaron en el medio MS y después se multiplicaron por division.
Para evaluar el grado de resistencia a bispiribaco de sodio, los clones de las plantas obtenidas por division de la
linea G95A-1 se trasplantaron a un medio de enraizamiento (tabla 3) que contenia bispiribaco de sodio 0 uM, 1 uM,
5 uM, 10 uM o 20 uM (figura 3A: a la izquierda en cada placa de Petri, de color blanco por ser albinos). Los clones
de las plantas de la linea G95A-2 (estos clones son pocos en numero) se evaluaron solo con bispiribaco de sodio 5
UM. Se usaron plantas de la variedad Taichung 65 de tipo natural a las dos semanas después de la siembra como
miembros de un grupo de control (figura 3, a la derecha en cada placa de Petri). Las plantas se observaron una
semana después del trasplante (figura 3B) y dos semanas después del trasplante (figura 3C). Como resultado, las
plantas de las dos lineas G95A-1 y G95A-2 mostraron resistencia, observandose nuevo enraizamiento en las plantas
de las dos lineas para todas las concentraciones de bispiribaco de sodio en el medio. Sin embargo, todas las plantas
de tipo natural del grupo de control se marchitaron en el medio con bispiribaco de sodio.
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Tabla 3
Medio de la prueba de enraizamiento (pH 5,8)
Sales inorganicas MS

Vitaminas N6
Sacarosa 30 g/l
Agar 84l

El medio se ajusté a un volumen total de 1 litro, se autoclavé y después se le afiadié bispiribaco de sodio.
[Ejemplo 4] Analisis de las secuencias de los genes de ALS de lineas albinas resistentes a bispiribaco de sodio.

[0037] Se colocaron hojas (aproximadamente 0,5 x 1 cm) de las dos lineas anteriores en tubos de 1,5 mly
luego se secaron a 50°C durante dos o mas horas. Dentro de cada tubo se colocaron cuatro perlas de vidrio BZ-3
(luchiseieido), cada una con un didmetro de 3 mm. Las hojas se pulverizaron mediante un molino mezclador MM300
(Retsch). Después de la pulverizacién, se afiadieron 300 pl de un tampén de extraccion (Tris-HCI 200 mM (pH 7,5),
NaCl 250 mM, EDTA 25 mM y SDS al 0,5%) para suspender el producto pulverizado. La suspensién se centrifugd a
14.000 rpm durante 5 minutos. Un volumen de 200 pl del sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y después se
afadieron 200 pl de isopropanol. El producto resultante se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 minutos, se eliminé el
sobrenadante y, después, el precipitado asi obtenido se secé al vacié durante 3 minutos. Se afiadieron 50 pl de 1/5 x
TE al precipitado. El producto resultante se centrifugd a 14.000 rpm durante 1 minuto y de este modo se preparé una
disolucion de ADN gendmico.

[0038] Las secuencias de todas las regiones de los genes de ALS se analizaron por secuenciacion directa
por PCR, usando el ADN gendémico asi preparado como molde y los cebadores siguientes. Para la PCR se uso
ExTaq (TAKARA BIO INC.). Después de una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 minuto, se realizaron 40
ciclos de reaccion, cada uno de ellos compuesto de 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C
durante 40 segundos. Con la combinacion de los cebadores ALSF2 y ALS2R, se afiadioé la disoluciéon potenciadora
PCRXx (Invitrogen), la desnaturalizacion inicial se realizé a 94°C durante 1 minuto y después se realizaron 40 ciclos
de reaccioén, cada uno de ellos compuesto de 94°C durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto y 72°C durante 1
minuto. Todos los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa y después se purificaron
mediante un kit de extraccién en gel Mini Elute (QUIAGEN).

[0039] Las reacciones de secuenciacion se realizaron con los productos de PCR como moldes, un kit de
secuenciacion ABI y los cebadores siguientes. Cuando se usaron los cebadores ALSF2 y ALS2R se afiadi6 la
disolucion potenciadora Sequence Rx A (Invitrogen). Se llevaron a cabo 35 ciclos de reacciéon de secuenciacion en
las condiciones siguientes, 96°C durante 10 segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C durante 4 minutos.
Después de la reaccion de secuenciacion, se determinaron las secuencias de nucleétidos mediante el analizador
genético ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, EE. UU.).

ALSF2 (5’-CCACCACCCACCATGGCTACG -3, cebador de sentido directo correspondiente a los nucledtidos -12 a 9
del gen de ALS y SEQ ID NO:15)

ALS2R (5’-GAAGAGGTGGTTGGTGATGA-3', cebador antisentido correspondiente a los nucleétidos 326 a 345 del
gen de ALS y SEQ ID NO:16)

ALS12 (5-GCAACCAACCTCGTGTCCGC-3’, cebador de sentido directo correspondiente a los nucleétidos 436 a
455 del gen de ALS y SEQ ID NO:17)

ALS22 (5-GAAGGCTTCCTGTATGACGC-3', cebador antisentido correspondiente a los nucledtidos 620 a 639 del
gen de ALS y SEQ ID NO:18)

ALS13 (5-GAATTGCGCTGGTTTGTTGA-3’, cebador de sentido directo correspondiente a los nucleétidos 868 a 887
del gen de ALS y SEQ ID NO:19)

ALS23 (5- CTCAATTTTCCCTGTCACACG-3', cebador antisentido correspondiente a los nucleétidos 1051 a 1071
del gen de ALS y SEQ ID NO:20)

ALS24F (5-GGTAGCTTCCTCATGAACAT-3', cebador de sentido directo correspondiente a los nucledtidos 1537 a
1556 del gen de ALS y SEQ ID NO:21)

ALS24R (5-AATGTTCATGAGGAAGCTAC-3’, cebador antisentido correspondiente a los nucledtidos 1538 a 1557
del gen de ALS y SEQ ID NO:22)

ALS25 (5-CATTCAGGTCAAACATAGGCC-3', cebador antisentido correspondiente a los nucledtidos 1919 a 1989
del gen de ALS y SEQ ID NO:23)

[0040] Las secuencias de los genes de ALS de las dos lineas anteriores se examinaron tan como se describe
anteriormente. En ambas lineas, el aminoacido 95 (glicina (GGC)) de la ALS habia sido sustituido por alanina (GCC)
mediante la sustitucion de un solo nucleétido.

[Ejemplo 5] Construccion de un vector para la expresiéon de la ALS mutante G95A fusionada a GST

[0041] Se realiz6 una amplificacion con un mutante de la ALS con dos mutaciones puntuales W548L/S627I
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(véase el documento WO02/44385A1) derivado de arroz, incorporado en un vector pUC18, como molde, un cebador
de sentido directo ALS-M5 (5-TACCCGGGCNNNGCGTCCATGGAGATCCA-3’: correspondiente a los aminoacidos
92 a 101 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24), preparado por degeneracion de los codones
correspondientes a la glicina 95 y un cebador antisentido ALS-RspA (5-TGTGCTTGGTGATGGA-3’; SEQ ID NO:25)
correspondiente a los aminoacidos 191 a 196 de la secuencia de aminoacidos. El producto de PCR asi amplificado
se cloné en un vector pT7Blue-T. Con el vector se transform6 Escherichia coli (cepa HB-101) segun un
procedimiento convencional.

[0042] Con el mismo juego de cebadores se realizé PCR de colonias y analisis de secuencias. De este modo,
se obtuvieron colonias en las que la glicina (GGC) 95 habia mutado a serina (AGC), cisteina (TGC), tirosina (TAT),
alanina (GCA), valina (GTG), leucina (CTG), isoleucina (ATA), metionina (ATG), triptéfano (TGG), fenilalanina (TTT),
acido aspartico (GAT), acido glutamico (GAG) o arginina (CGG). En el caso del mutante de alanina, se extrajo el
plasmido de un cultivo liquido de Escherichia coli y se digirié6 con Smal. Después de la electroforesis, se purifico un
fragmento del gen de la ALS mutante a partir del gel de agarosa. El fragmento del gen se ligd a un vector pUC18 en
el que se habia incorporado el gen de la ALS mutante con dos mutaciones puntuales W548L/S627I derivado de
arroz (que habia sido digerido con Smal y tratado después con BAP para su purificacion). Un fragmento Ncol que
contenia la porcion de G95A se escindio del vector pUC18 asi obtenido que contenia el gen de la ALS mutante con
tres mutaciones puntuales G95A/W548L/S627I. El fragmento Ncol escindido se ligé a un vector de expresion de
proteinas (pGEX-2T) para Escherichia coli en el que se habia incorporado un gen de la ALS natural (que habia sido
tratado con Ncol y después con BAP). Por lo tanto, se obtuvo un vector de expresién pGEX-2T que contenia un gen
de una ALS mutante con una Unica mutacion puntual G95A (figura 4).

[Ejemplo 6] Confirmacién de la secuencia de nucleétidos del vector pGEX-2T en el que se habia incorporado el gen
de la ALS mutante G95A

[0043] Las células de Escherichia coli (cepa JM109) transformadas con el vector se cultivaron en diez tubos
(2 ml, respectivamente) a 37°C durante 12 horas. El plasmido (500 pl) se extrajo mediante un aparato de extraccion
de plasmidos (TOMY DP-480) y se concentrd por centrifugacion a aproximadamente 200 pl. El producto se desal6
mediante un kit GFX para la purificacion de ADN de PCR y de bandas de gel (Amersham Bioscience) y finalmente se
eluyé con 200 pl de agua esterilizada. El plasmido se sometié a una reaccion de secuenciacién con un kit de
secuenciacion en ciclos BigDye Terminator, version 1.1.

[Volumen total: 20 pl (ADN molde 13 pl, cebador (3,2 pmol/pl) 1 pl, mezcla previa 4 pl y tampdn de dilucion 2 pl),
condiciones de reaccion: desnaturalizacion inicial a 96°C (5 minutos) y 40 ciclos, cada uno de ellos compuesto de
una desnaturalizacion a 96°C (5 segundos), un alineamiento a 50°C (5 segundos) y una elongacion a 60°C (4
minutos), seguida de una elongacion en el ciclo final a 60°C (9 minutos)]

Después de la reaccidon de secuenciacion, los nucledtidos fluorescentes en la disolucidon de reaccion se eliminaron
por filtracion en gel con una columna AutoSeq G-50 (Amersham Bioscience). La muestra de reaccién se midié con
un analizador genético ABI PRIZM 310 y después se confirmd la secuencia. Como cebadores para la secuenciacion
se usaron las siguientes secuencias.

PGEX-5 (5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’, cebador de sentido directo en el lado 5’ del gen de ALS y SEQ
ID NO:26)

ALS-RspC (5'-CAGCGACGTGTTCGCCTA-3', cebador de sentido directo correspondiente a los nucledtidos 258 a
275 del gen de ALS y SEQ ID NO:27)

ALS-M1 (5-CCCCAGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTT-3, cebador de sentido directo correspondiente a los
nucledtidos 510 a 539 del gen de ALS y SEQ ID NO:28)

ALS-Rsp3 (5'-CTGGGACACCTCGATGAAT-3’, cebador de sentido directo correspondiente a los nucleétidos 720 a
738 del gen de ALS y SEQ ID NO:29)

ALS-Rsp7 (5-AACTGGGATACCAGTCAGCTC-3’, cebador antisentido correspondiente a los nucleétidos 886 a 906
del gen de ALS y SEQ ID NO:30)

ALS-Rsp1 (5-GCTCTGCTACAACAGAGCACA-3’, cebador de sentido directo correspondiente a los nucledtidos
1192 a 1212 del gen de ALS y SEQ ID NO:31)

3-1-3 (5'-GATTGCCTCACCTTTCG-3’, cebador antisentido correspondiente a los nucleétidos 1346 a 1362 del gen
de ALS y SEQ ID NO:32)

4-83-10 (5'-CAGCCCAAATCCCATTG-3, cebador antisentido correspondiente a los nucleétidos 1457 a 1473 del gen
de ALS y SEQ ID NO:33)

3-1-4 (5-AGGTGTCACAGTTGTTG-3', cebador de sentido directo correspondiente a los nucleétidos 1506 a 1522 del
gen de ALS y SEQ ID NO:34)

ALS-RspB (5°-TCAAGGACATGATCCTGGATGG-3', cebador de sentido directo correspondiente a los nucledtidos
1892 a 1913 del gen de ALS y SEQ ID NO:35)

ALS-Rsp2 (5'-AGTCCTGCCATCACCATCCAG-3’, cebador antisentido correspondiente a los nucleétidos 1906 a
1926 del gen de ALS y SEQ ID NO:36)

PGEX-3 (5-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’, cebador antisentido en el lado 3’ del gen de ALS y SEQ ID
NO:37)

[Ejemplo 7] Expresion del gen de la ALS mutante G95A y preparacion de la ALS
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[0044] Las células de Escherichia coli transformadas con pGEX-2T con un gen de una ALS mutante G95A
preparadas en el ejemplo 6 y las mismas transformadas con pGEX-2T (véase el documento WO02/44385A1) con un
gen de una ALS natural se cultivaron respectivamente con agitacion (precultivo) a 27°C en 2 ml de medio LB liquido
que contenia ampicilina. Después se cultivaron respectivamente en 250 ml de medio LB liquido que contenia
ampicilina usando 1 ml del precultivo. Después del cultivo durante la noche se afadié IPTG 1 mM y se cultivaron
durante 3 a 4 horas mas. De este modo se indujo la expresién de la proteina de fusién con GST. Ademas, las
células microbianas se lavaron con un tampon de extraccion de ALS (tampon de fosfato de potasio (pH 7,5) con
glicerol al 30% y MgCl, 0,5 mM) y después se almacenaron a -80°C.

[0045] La preparacién y la purificacion de la ALS a partir de Escherichia coli se llevaron a cabo por el
procedimiento siguiente: primeramente, un precipitado de Escherichia coli almacenado a -80°C se suspendio en el
tampon de extraccion de ALS (2,5 ml del tampdn de extraccion de ALS se afiadieron al precipitado obtenido de 50
ml de cultivo). La suspension se sometio a ultrasonidos (sonicador W-225R, Heat Systems-Ultrasonics, microchip,
control de salida de 8, intervalos de aproximadamente 1 segundo y dos veces cada 40 segundos) y después se
centrifugé a 15.000 x g y 4°C durante 20 minutos, de modo que se obtuvo el sobrenadante como una disolucion
enzimatica cruda. Por lo tanto, se prepararon una disolucion enzimatica cruda de la proteina ALS mutante G95A
fusionada a GST y una disolucidn enzimatica cruda de la proteina ALS natural fusionada a GST.

[Ejemplo 8] Determinacion de la actividad de la ALS expresada

[0046] Se preparo una disolucién de reaccion para usarla en la reaccion para la determinacion de la actividad
mediante la mezcla de la proteina de fusién GST-ALS que habia de someterse a la determinacién de actividad con
una disolucion que comprendia piruvato de sodio 20 mM, pirofosfato de tiamina 0,5 mM, MgCl, 0,5 mM,
flavinadenindinucleétido 10 pM, valina (afiadida para la inhibicion de la actividad de la ALS derivada de Escherichia
coli) 10 mM y tampon de fosfato de potasio 20 mM (pH 7,5) Se usaron 0,5 ml de la disolucién de reaccion. La
reaccion se llevo a cabo a 37°C durante 30 minutos después de la adicion de la proteina de fusion GST-ALS que
habia de someterse a la determinacion de actividad. La reaccién se detuvo por adicion de 0,05 ml de acido sulfurico
6 N. Después de finalizar la reaccion, la disolucién de reacciéon se sometié a una incubacion a 37°C durante 60
minutos, de modo que el acido acetolactico presente en la disoluciéon de reaccién se transformé en acetoina.
Posteriormente, para cuantificar la acetoina presente en la disolucién de reaccion se afiadieron 0,05 ml de creatina
al 0,5% (p/v) y 0,05 ml de a-naftol al 5% (p/v) disueltos en hidréxido de sodio 2,5 N, a lo que siguié una incubacién a
37°C durante 10 minutos. La acetoina se cuantificé después por comparacién de color de la absorbancia a 525 nm
de la disolucion de reaccion, evaluando asi la actividad de la ALS. El valor en el momento 0 (horas) de la reaccién se
us6 como valor de control. Para examinar la actividad inhibitoria del herbicida, se prepararon disoluciones acuosas
de bispiribaco de sodio y de piritiobaco de sodio, cada una 100 veces concentrada, y después se anadieron a la
disolucion de reaccion. En el caso de piriminobaco, clorsulfurén, metilbensulfurén, imazaquina e imazapir, que
presentan baja solubilidad en agua, se preparé una disolucion 100 veces concentrada de cada uno en acetona, que
después se afiadié a la disolucion de reaccion.

[Ejemplo 9] Sensibilidad de la ALS mutante G95A frente a herbicidas

[0047] Se examind la actividad inhibitoria de diversos inhibidores de la ALS frente a la ALS mutante G95A asi
expresada. De este modo se puso de manifiesto que la actividad inhibitoria de bispiribaco de sodio, de piritiobaco de
sodio y de priminobaco fueron extremadamente débiles (actividad inhibitoria del 50% o inferior a 100 pM), pero la
inhibicion por clorsulfurén fue intensa, y metilbensulfurén, imazaquina e imazapir también mostraron actividad
inhibitoria (tabla 4).

Tabla 4

Sensibilidad de la ALS mutante G95A frente a herbicidas

BS PS PM CS BM 1Q IP
Primero 17,9% 12,1% 22,9% 0,0023 0,268 1,653 46,041
Segundo 16,8% 12,8% 23,3% 0,0030 0,294 1,886 44,612
Tercero 18,4% 18,1% 29,2% 0,0027 0,271 1,848 49,705
Cuarto - - - 0,0028 - - -
Quinto - - - 0,0021 - - -
Sexto - - - 0,0019 - - -
Media 17.7% 14,3% 25,1% 0,0025 0,278 1,80 46,8
EE 0,47% 1,9% 2,0% 0,0002 0,008 0,07 1,52
BS: bispiribaco de sodio, PS: piritiobaco de sodio, PM: piriminobaco, CS: clorsulfurén,
BM: metilbensulfurdn, 1Q: imazaquina, IP: imazapir

[0048] Ademas, en la tabla 4, la unidad de todas las cifras numéricas en las que no se indica unidad es uM
(concentracion inhibitoria del 50%). Las cifras numéricas indicadas con % denotan el porcentaje de inhibicién a 100
uM. EE denota el error estandar.
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[0049] La concentracion inhibitoria del 50% de cada herbicida para la ALS mutante G95A se comparo con la
concentracion inhibitoria del 50% del herbicida para la ALS natural (ALS natural fusionada a GST), de modo que se
calculd la razén de resistencia (razén RS) de la concentracion inhibitoria del 50% para la ALS mutante G95A frente a
aquella para la ALS natural. Las razones RS en los casos de piribaco de sodio, piritiobaco de sodio y piriminobaco
fueron de 16.000:1 0 mas, 9.100:1 o mas y 13.000:1 o mas, respectivamente. En contraste, las razones RS en los
casos de clorsulfuron, metilbensulfurén, imazaquina e imazapir fueron de 0,19:1, 40:1, 0,82:1 y 4,9:1,
respectivamente. Por consiguiente, se demostré que la ALS mutante G95A muestra especificamente una fuerte
resistencia a los herbicidas de PC (tabla 5 y figura 5). Ademas, en la figura 5, BS denota bispiribaco de sodio, PS
denota piritiobaco de sodio, PM denota piriminobaco, CS denota clorsulfurén, BM denota metilbensulfurén, 1Q
denota imazaquina e IP denota imazapir.

Tabla 5

Razdn de la resistencia contra herbicidas: ALS mutante G95A frente al tipo natural
Herbicida Concentracion inhibitoria del 50% (uM) Razén de resistencia

Tipo natural Mutante G95A (raz6én RS)
Bispiribaco de 0,0063 >100 > 16.000
sodio
Piritiobaco de 0,011 > 100 >9.100
sodio
Piriminobaco 0,0080 > 100 > 13.000
Clorsufurén 0,013 0,0025 0,19
Metilbensulfurén 0,0070 0,28 40
Imazaquina 2,2 1,8 0,82
Imazapir 9,6 47 4.9

[Conclusion]

[0050] Segun los ejemplos anteriores, se puso de manifiesto que la proteina ALS mutante preparada
mediante la introduccién de una mutacién G95A en la proteina natural derivada de arroz muestra resistencia
especificamente a herbicidas de carboxipirimidinilo. Por lo tanto, se demostré que mediante el uso de las
propiedades de la proteina ALS mutante que muestra una especificidad tan excelente, las células que expresan la
proteina ALS mutante pueden seleccionarse eficazmente con certeza de las células que no expresan dicha proteina
en presencia de herbicidas de PC.

[0051] Ademas, en los ejemplos anteriores se us6 un gen de ALS derivado de arroz. Sin embargo, el alcance
técnico de la presente invencidon no se limita al procedimiento de transformacion con el gen de la ALS mutante
derivado de arroz. En general, se sabe que los genes de ALS presentan gran homologia entre diferentes plantas.
Ademas, se sabe también que una mutacion especifica en un gen de ALS tiene efectos similares en varias especies
de plantas. Por lo tanto, segun los ejemplos, se puso de manifiesto que las proteinas ALS mutantes derivadas de
maiz, trigo, cebada, soja, algodén, colza, remolacha, tabaco y similares que contenian una mutacion igual a la
mutacion G95A mostraban de manera similar resistencia especifica a herbicidas de carboxipirimidinilo.

Aplicabilidad industrial
[0052] Tal como se describe en detalle anteriormente, segun la presente invencién, puede proporcionarse un

procedimiento de transformacién de una eficiencia excelente mediante el uso de una acetolactato-sintasa mutante
que muestra una resistencia extremadamente alta a los herbicidas de PC como marcador de seleccion.

12



10

15

20

ES 2372971 T3

LISTADO DE SECUENCIAS
[0053]

<110> KUMIAI CHEMICAL INDUSTRY CO., LTD,

UNIVERSIDAD DE TOHOKU

<120> Procedimiento de transformacién que usa un gen de una acetolactato-sintasa mutante
<130> PH-2806-PCT

<150> JP 2005-136186

<151> 09-05-2005

<160> 37

<170> Patentln, version 2.1

<210> 1

<211> 1935

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<220>

<221> Secuencia codificante
<222> (1)..(1935)

<400> 1

atg gct acg acc goc gog goc goyg goed gec gog ¢tg toc gocc goc gcg 48
Met Ala Thy Thr Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ser Ala Ala Ala
1 5 10 is

acqg gec aag acc ggc cgt aag aac cac cag cga cac cac gtc ctt ccc 96
Thr Ala Lys Thr Gly Arg Lys Asn His Gln Arg His His Val Leu Preo
20 25 30

gct cga ggc cgg gtg 999 gog gog gog gtc agy tge teg gog gtg tee 144
Ala Arg Gly Arg Val Gly Ala Ala Ala Val Arg Cys Ser Ala Val Ser
s 40 45

ccg gte ace ccg ccg toc ¢og gog cocg cog gcc acg ccg ctc cgg cog 192
Pro Val Thr Pro Pro Ser Pro Ala Pro Pro Ala Thr Preo Leu Arg Pro
50 55 60

tgg ggg ccg goc gag occ ©gC aag ggce gcg gac atc ctc gtg gag gcg 240
Trp Gly Pro Ala Glu Pro Arg Lys Gly Ala Asp Ile Leu Val Glu Ala
65 70 75 g0

ctg gag <¢gg tgc ggc gbc agce gac gtg tte gec tac cog gge goc gcyg 288
Leu Glu Arg Cys Gly Val Ser Asp Val Phe Ala Tyr Pro Gly Ala Ala
BS 90 25

tcc atg gag atc cac cag gocg ctg acg cge teoec cocg gbc atc acc aac 336
Ser Met Glu Ile His Gln Ala Leu Thr Arg Ser Pro Val Ile Thr Asn
100 105 110

cac ctc ttc cgc cac gag cag ggc gag gcg ttc gecg gog tec ggg tac 384
His Leu Phe Arg His Glu Gln Gly Glu Ala Phe Ala Ala Ser Gly Tyr
115 120 125

13



gcg
Ala

g99
Gly
145

gtc
val

acce
Thr

acc
Thr

ata
Tle

ctg
Leu
225

tag
Trp

cca
Pro

tca
Ser

gac
Asp

act
Thr
305

cge

Arg

aag
Lys

aca
Thr

cge
Arg
130

gca
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys

cag
Gln
210

gtc
Val

gac
Asp

ceo
Pro

cgg
Arg

gaa
Glu
250

ctg

Leu

atg
Met

gect
Ala

agg
Gly

gcg
Ala

acc
Thr

arg
Met

geo
Ala

cac
His
195

gaa
Glu

gac
AsSp

ace
Thr

gcg
Ala

cgc
Arg
275

ttg
Leu

atg
Met

ctt
Leu

gac
Asp

aaa
Lys
3ss

tce
Ser

aac
Asn

gte
Val

ttc
Phe
180

aat
Asn

gcc
Ala

atc
Ile

teg
Serx

aca
Thr
260

ccg
Pro

cgc
Arg

ggc
Gly

999
Gly

ctg
Leu
340

att
Ile

ggc
Gly

cte
Leu

gcc
Ala
165

cag
Gln

tac
Tyr

ttc
Phe

cece
Proc

atg
Mel
245

gaa
Glu

attc
Ile

tag
TIp

cte
Leu

atg
Met
325

ttg

Leu

gag
Glu

ego
Axrg

gtg
val
150

atc
Ile

gag
Glu

ctt
Leu

ttc
Fhe

aag
Lys
230

aat
Asn

ttg
Leu

cte
Leu

£ttt
Phe

ggc
Gly
31a

cat

His

ctt
Leu

goet
Ala

ES 2372971 T3

gte
val
1318

tcc
Ser

acg
Thr

acq
Thr

gtc
val

ctc
Leu
215

gac
Asp

cta
Leu

ctt
Leu

tat
THE

gtt
val
295

aat

Asn

ggc
Gly

gcg
Ala

ttt
Phe

999
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

coco
Pro

ctt
Leu
200

gcg
Ala

atc
Ile

cca
Pro

gag
Glu

gtc
val
280

gag
Glu

tte
Fhe

acg
Thr

[ o 4 4
FPhe

gca
Ala
360

gte
Val

ctc
Leu

cag
Gin

ata
Ile
185

gat
Asp

tece
Ser

cag
Gln

999
Gly

cag
Glin
265

ggt
Gly

ety
Leu

cece
Pro

gtg
val

ggt
Gly
345

age
Ser

tgc
Cys

gcc
Ala

gtc
val
170

gtc
vVal

gtg
Val

teg
Ser

cag
Gln

tac

Tyr
250

gtc
Val

ggt
Gly

act
Thr

agt
Ser

tac

Tyr
130

gtg
val

agg
Arg

14

gtec
Vval

gac
Asp
185

cce
Pro

gag
Glu

gag
Glu

ggc
Gly

cag
Gln
235

atc
Ile

ttg
Leu

ggc
Gly

ggt
Gly

gac
Asp
315

gca

Ala

cgg
Arg

gece
Ala

gec
Rla
140

g<g
Ala

cgo
Arg

gtc
val

gac
Asp

cgt
Arg
220

atg
Met

gca
aAla

cgt
Arg

tge
Cys

atc
Ile
300

gac

Asp

aat
Asn

Lttt
Fhe

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

cgco
Arg

acc
Thr

ate
Ile
205

cct
Pro

goc
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

oce
Ser
285

cca
Pro

cog
Pro

tat
TYL

gat
Asp

att
Ile
3as

tcc
Ser

cte
Leu

atg
Met

cgco
Arg
120

{ofole]
Pro

ggc
Gly

gty
val

ctg
Leu

gte
val
270

gca
Ala

gtt
Val

ttg
Leu

goo
Ala

gat
Asp
350

gtg
val

gge
Gly

gac
Asp

atc
Tle
175

tce
Ser

cgc
Arg

ccg
Pro

cey
Pro

cee
Pro
255

ggc
Gly

tct
Ser

aca
Thx

tce
Ser

gtg
val
335

cgt
ATg

cac
His

CCo
Pro

tcc
Ser
160

ggc
Gly

atc
Ile

gtc
Val

gtg
val

gtc
val
240

aaqg
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

acce
Thr

cty
Leu
320

gat
Asp

gtg
val

att
ile

432

480

528

576

524

672

720

768

816

864

212

960

1008

1056

1104



gac
Asp

actt
Ile
385

caa
Gln

gayg
Glu

ggt
Cly

acg
Thr

tgg
Trp
465

tcg
Ser

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

gtg
val
Gas

tac

Tyr

act
Thr

agt
Ser

att
Ile
370

tgc
Cys

cag
Gln

ttyg
Leu

gaa
Glu

aaa
Lys
450

gcg
Ala

gct
Ala

tct
Ser

agc
Ser

cte
Leu
530

gtg
Val

Etg
Leu

att
Ile

gaa
Glu

gat
Asp

gca
Ala

age
Ser

gac
Asp

gag
Glu
4135

ggt
Gly

gca
Ala

ggt
Gly

gtg
val

ttc
Phe
515

cct

Pro

ca.:-!
Gln

ggc
Gly

gct
Ala

gtc
Val

cca
Pro

gat
Asp

aca
Thr

cagy
Gln
420

atc
Tle

gag
Glu

caa
Gln

ctg
Leu

gct
Ala
500

(0 0% &
Leu

gtg
Val

tgg
Trp

aac
Asn

aag
Lys
580

cgt
Arg

gca
Ala

gttt
Val

aca
Thx
40¢%

cag
Gln

cca
Pro

gca
Ala

tat
Tyr

gg<
Gly
485

aac
Asn

atg
Met

aag
Lys

gag
Glu

ccyg
Fro
565

999
Gly

gee
Ala

gag
Glu

aay
Lys
380

aag
Lys

aag
Lys

ccg
Pro

atc
Ile

tac

Tyr
470

gca
Ala

cca
Pro

aac
Asn

gtg
val

gat
Asp
5540

gaa

Glu

tte
Phe

gcc
Ala

ES 2372971 T3

att
Ile
375

4 o of
Leu

aca
Thr

agy
Arg

caa
CGln

atc
Ile
485

acc
Thr

atg
Met

ggt
Gly

att
Ile

atg
Met
535

agg
Arg

gt
Cys

aat
Asn

atc
Ile

gg9a
Cly

got
Ala

agt
Ser

gag
Glu

tat
Tyr
440

gct
Ala

tac

Tyr

gga
Gly

gtc
Val

caqg
Gln
520

gtg
Val

o o8 o}
Fhe

gag
Glu

att
Ile

aag
Lys

aag
Lys

tta
Leu

tck
Ser

[ ol ol
FPhe
425

gco
Ala

act
Thr

aag
Lys

o ol o
Phe

aca
Thr
s05

gag
Glu

ttg
Leu

tac

Tyr

agc
Ser

cct
Pro
585

aag
Lys

aac
Asn

cay
Gln

gat
Asp
410

cct
Pro

att
Ile

ggt
Gly

c99
Arg

999
Gly
490

gtt
Val

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu
570

gca

Ala

atg
Met

15

aag
Lys

a9¢
Gly
ags

Lttt
Phe

cty
Leu

cag
Gln

gtt
Val

cca
Fro
475

cttg
Leu

gtt
Val

gca
Ala

aac
Asn

gcg
Ala
555

ata
Ile

gte
val

cte
Leu

caa
Gl
3440

tty
Leu

agt
Ser

g9y
Gly

gtg
Val

999
Gly
460

€gg
Arg

cct
Pro

gat
Asp

ttg
Leu

caa
Gln
540

aat

Asn

tat
TYT

cgt
Arg

gag
Glu

cCa
Pro

aat
Asn

gca
Ala

tac

Tyr

ctg
Leu
445

cag
Gln

cag
Gln

gct
Ala

att
Ile

atc
Ile
525

cat

His

ag9g
Rrg

cca
Pro

gta
val

act
Thr

cat
His

gct
Ala

tgg
Trp

daaa
Lys
430

gatc
Asp

cac
His

tgg
Trp

gca
Ala

gat
Asp
5140

cgo
Arg

ctg
Leu

gcg
Ala

gat
Asp

aca
Thr
550

cca
Pro

gtg
val

ctg
Leu

cac
His
415

act
Thr

gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

gct
Ala
495

999
Gly

act
Ilie

ggt
Gly

cat
His

ttt
Phe
575

aag

Lys

999
Gly

tca
Ser

cta
Leu
400

aat
Asn

tee

Phe

ctyg
Leu

atg
Met

tct
Ser
480

ggt
Gly

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met

aca
Thr
560

gtg
Vval

Lys

cca
Pro

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1324



tac
Tyr

atc
Ile’
625

agg
Arg

<210> 2
<211> 644
<212> Proteina

ttg
Leu
610

cca
Pro

act
Thx

<213> Oryza sativa

<400> 2
Met
1
Thr
Ala

Pro

Trp
65
Leu
Ser
His
Ala
Gly
145
val
Thr
Thr
Ile
Leu
. 2285
Trp
Pro

Ser

Asp

Ala
Ala
Arg
val

50
Gly
Glu
Met
Leu
Arg
130
Ala
Pro
Asp
Lys
Gln
210
val
Asp
Pra

Arg

Glu
290

595

Etg gat
Leu Asp

agt gggq
Ser Gly

gtg tat

Val Tyr

Thrx
Lys
Gly
35
Thr
Pro
Arg
Glu
'Phe
115
Ala
Thx
Met
Ala
His
195
Glu
Asp
Thr
Ala
Arg

275
Leu

Thr
Thr

20
Arg
Pro
Ala
Cys
Ile
100
Arg
Ser
Asn
val
Phe
180
Asn
Ala
Ile
Ser
Thr

260
Pro

atc
Ile

gg¢
Gly

atc
Ile

gca
Ala

ES 2372971 T3

gtc
Val

&00

615

€30

taa

Ala
Gly
val
Pro

Glu

Gly

85
His

His
Gly
Leu
Ala

165
Gln

Phe
Pro
Met
245
Glu

Ile

Trp

Ala
Arg
Gly
Ser
Pro

70
Val
Gln
Glu
Arg
vVal
150
Ile
Glu
Leu
Phe
Lys
230
Asn
Leu

Leu

Phe

tte
Fhe

Ala
Lys
Ala
Pro

55
Arg

Sexr

Ala
Gln
val
135
Ser
Thr
Thr
val
Le
215
Asp
Leu
Leu
Tyr

Val
295

ceg cac cag
Pro His Gln

aag gac atg
Lys Asp Met

Ala Ala

Asn His

25

Ala Ala
40

Ala Pro

Lys Gly
Asp- Val

Leu Thr
105

Gly Glu

120

Gly Vval

ala Leu
Cly Gln

Pro Ile
185

Leu Asp

200

Ala Ser

Ile Gln
Pro Gly
Glu Gin

285
val Gly

280
Glu Leu

16

gag
Glu

atc
Ile
635

Ala

10
Gln
Val
Pro
Ala
Phe

90
Arg
Ala
Cys
Ala
Val
170
Val
val

Sexr

Gln

Tyr
250
val
Gly

Thr

cat
His
620

ctg
Leu

Ala
Arg
Arg
Ala
Asp

s
Ala
Ser
Phe
val
Asp
155
Pro
Glu
Glu
Gly
Gln
235
Ile
Leu

Gly

Gly

605 .

gtyg
val

gat
Asp

Leu
His
Cys
Thr

&0
Ile

Tyr

Pro
Ala
Ala
140
Ala
Arg
Val
Asp
Arg
220
Met
Ala
Arg
Cys

Ile
300

ctg
Leu

ggc
Gly

Ser
His
Ser

45
Pro
Leu
Pro
val
Ala
125
Thr
Leu
Arg
Thr
Ile
205
Pro
Ala
Arg
Leu
Ser

285
Pro

ceot atg
Prao Met

gat ggc
Asp Gly
640

Ala Ala

1S

Val Leu
30

Ala Vval

Leu Arg
Val Glu

Gly Ala
95

Ile Thr

110

Ser Gly

Ser Gly
Leu Asp

Met Ile
175

Arg Ser

190

Pro Arg

Gly Pro

val Pro

IL.eu Pro
2585

val Gly

270

Ala Ser

val Thr

1872

1920

1935

Ala
Pro
Ser
Pro
Ala

80
Ala
Asn
Tyr
Pro
Ser
180
Gly
Ile
val
Val
val
240
Lys
Glu

Gly

Thr



ES 2372971 T3

Thr Leu Met Gly Leu Gly Asn Phe Pro Ser Asp Asp Pro Leu Ser Leu
305 310 31s 320
Arg Met Leu Gly Met His Gly Thr Val Tyr Ala asn Tyr Ala Val Asp
325 330 i3s
Lys Ala Asp Leu Leu Leu Ala Phe Gly Val Arg Phe Asp Asp Arg Val
340 345 3soe
Thr Gly Lys Ile Glu Ala Phe Ala Ser Arg Ala Lys Ile Val His Ile
355 360 365
Asp Ile Asp Pro Ala Glu Ile Gly Lys Asn Lys Gln Pro His Val Ser
370 3785 380
Ile Cys Ala Asp Val Lys Leu Ala Leu Gln Gly Leu Asn Ala Leu Leu
385 320 195 400
Gln Gln Ser Thr Thr Lys Thr Ser Ser Asp Phe Ser Ala Trp His Asn
405 4190 415
Glu Leu Asp Gln Gln Lys Arg Glu Phe Pro Leu Gly Tyr Lys Thr Phe
420 425 430
Gly Glu Glu Ile Pro Pro Gln Tyr Ala Ile Gln Val Leu Asp Glu Leu
435 440 445
Thr Lys Gly Glu Ala Ile Ile Ala Thr Gly Val Gly Gln His Gln Met
450 455 460
Trp Ala Ala Gln Tyr Tyr Thr Tyr Lys Arg Pro Arg Gln Trp Leu Ser
4658 470 475 480
Ser Ala Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro Ala Ala Ala Gly
485 490 .49%
Ala Ser Val Ala Asn Pro Gly Vval Thr val val Asp Ile Asp Gly Asp
500 505 510
Gly Ser Phe Leu Met Asn Ile Gln Glu Leu Ala Leu Ile Arg Ile Glu
BLS 520 525
Asn Leu Pro Val Lys Val Met Val Leu Asn Asn Gln His Leu Gly Met
530 535 540
Val Val Gln Trp Glu Asp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His Thr
545 S50 555 560
Tyr Leu Gly Asn Pro Glu Cys Glu Ser Glu Ile Tyr Pro Asp Phe Val
565 s70 575
Thr Ile Ala Lys Gly Phe Asn Ile Pro Ala Val Arg Val Thr Lys Lys
580 585 590
Ser Glu Val Arg Ala Ala Ile Lys Lys Met Leu Glu Thr Pro Gly Pro
585 600 605
Tyr Leu Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln Glu His Val Leu Pro Met
£10 615 620
Ile Pro Ser Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp Gly Asp Gly
625 630 635 640
Arg Thr Val Tyr

<210> 3

<211> 638
<212> Proteina
<213> Zea mays
<400> 3

Met Ala Thr Ala Ala Thr Ala Ala Ala Ala Leu Thr Gly Ala Thr Thr
1 5 10 15

Ala Thr Pro Lys Ser Arg Arg Arg Ala His His Leu Ala Thr Arg Arg
20 25 30

Ala Leu Ala Ala Preo Ile Arg Cys Ser Ala Leu Ser Arg Ala Thr Pro

17



Thr

Ala

Gln

Val

Ser

145

Thr

Thr

Val

Leu

AsSp

225

Leu

Leu

Tyr

val

Asn

305

Gly

Ala

Ala

50

Lys

Asp

Leu

Gly

Gly
130

Ala’

Gly

Pro

Leu

Ala

210

Ile

Pro

Glu

val

Glu

290

Phe

Thr

Phe

35

Pro

Gly

val

Thr

Glu

il5

Val

Leu

Gln

Ile

Asp

195

Ser

Gln

Gly

Gln

Gly

275

Leu

Pro

val

Gly

Pro

Ser

Phe

Arg

100

Ala

Cys

Ala

Val

val

180

val

Sex

Gln

Tyx

Val

2690

Gly

Thr

Ser

Tyr

Val
340

Ala

Asp

Ala

85

Ser

Phe

Ile

Asp

Pro

165

Glu

Asp

Gly

Gln

Ile

245

Leu

Gly

Gly

Asp

Ala

325

Arg

ES 2372971 T3

Thr

Ile
70

Tyr

Pro

Ala

Ala

Ala

159

Arg

val

Asp

Arg

Met

230

Ala

Arg

Cys

Ile

Asp

310

Asn

Phe

Pro

55

Leu

Pro

val

Ala

Thr

135

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

215

Ala

Arg

Leu

Ala

Pro

295

Pro

Tyr

Asp

40

Leu

val

Gly

Ile

Ser

120

Ser

Leu

Met

Arg

Pro

200

Gly

Val

Leu

Val

Ala

230

val

Leu

Ala

Asp

Arg

Glu

Ala

Ala

105

Ala

Gly

Asp

Ile

Ser

185

Arg

Pro

Pro

Pro

Gly

265

Ser

Thr

Ser

Val

Arg
345

18

Pro

Ala

Ala

80

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gly

170

Ile

val

Val

Ala

Lys

250

Glu

Gly

Thr

Leu

Asp

330

Val

Trp

Leu

75

Ser

His

ala

Gly

Val

155

Thr

Thr

Val

Leu

Trp

235

Pro

Ser

‘Glu

"Thr

Arg
315

Lys

Thr

Gly

60

Glu

Met

Leu

Arg

Ala

140

Pro

Asp

Lys

Gln

val

220

Asp

Pro

Arg

Glu

Leu

300

Met

Ala

Gly

45

Pro

Arg

Glu

Fhe

Ser

125

Thr

Met

Ala

His

Glu

205

Asp

Thr

Ala

Aryg

Leu

285

Met

Leu

Asp

Lya

ABn

Cys

Ile

Arg

110

Ser

Asn

val

Phe

Asn

190

Ala

Ile

Pro

Thr

Pro

270

Cys

Gly

Gly

Leu

Ile
350

Glu

Gly

His

95

His

Gly

Leu

Ala

Gln
175

Tyr

Phe

Pro

Met

Giu

255

val

Arg

Leu

Met

Leu

338

Glu

Pro

val

80

Gln

Glu

Axyg

val

ile

160

Glu

Leu

Phe

Lys

Ser

240

Phe

Leu

Phe

Gly

His

320

Leu

Ala



Fhe
Ile
Leu
385
Lys
Arg
Gln
Ile
Thr
465
Met
Gly
Tle
Phe
Arg
545
Asn
Asn
Ile

Val

Phe
625

<210> 4

<211> 638
<212> Proteina
<213> Zea mays
<400> 4

Ala

Gly

370

Ala

Ser

Glu

Tyx

Ala
450

Tyxr

Gly

val

Gln

Val

530

FPhe

Glu

Ile

Lys

Pro

610

Lys

Gly

35S

Lys

Leu

Phe

Phe

Ala

435

Thr

Lys

Phe

Thr

Glu

518

Leu

Tyr

Ser

Pxa

Lys

595

Hisg

Asp

Arg
Asn
Gln
Asp
Pro
420
Ile
Gly
Arg
Gly
val
500
Leu
Asn
Lys
Glu
Ala
s8¢0
Met

Gln

Met

Ala

Lys

Gly

Phe

405

Leu

Gln

Val

Pro

Leu

485

Val

Ala

Asn

Ala

Ile

565

val

Leu

Glu

Ile

ES 2372971 T3

Lys

Gln

Met

390

Gly

Gly

Val

Gly

Arg

470

Pro

Asp

Meb

Gln

Asn
550

Tyx

Arg

Glu

His

Leu
630

Ile

Pro

375

Asn

Sexr

Tyr

Leu

Gln

455

Gln

Ala

Ile

Ile

His

535

Arg

Fro

vVal

Ala

Val

615

Asp

val

360

His

Thr

Trp

Lys

Asp

4440

His

Trp

Ala

Asp

Arg

520

Leu

Ala

Asp

Thr

Pro

600

Leu

Gly

His

vVal

Leu

His

Ile

425

Glu

Gln

Leu

Ala

Gly

505

Iie

Gly

His

Phe

Lys

585

Gly

Pro

Asp

19

Ile

Ser

Leu

AsSp

410

Phe

Leu

Met

Ser

Gly

490

Asp

Glu

Met

Thr

Vval

570

Lys

Pro

Met

Gly

Asp

Ile

Glu

385

Glu

Asn

Thr

Trp

Ser

475

Ala

Gly

Asn

val

Phe

555

Ala

Serx

Tyr

Ile

Arg
635

Ile

Cys

380

Gly

Leu

Glu

Lys

Ala

460

Ala

Ala

Ser

Leu

Val

540

Leu

Ile

Glu

Leu

Pro

620

Thr

Asp

365

Ala

ser

Asp

Glu

Gly

445

Ala

Gly

val

Phe

Pro

525

Gln

Gly

Ala

Val

Leun

605

Ser

val

Prao

Asp

Thr

Gln

Ile

430

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

510

Val

Trp

Asn

Lys

His

590

Asp

Gly

Tyr

Ala

val

Ser

Gln

415

Gln

Ala

Tyr

Gly

Asn

495

Met

Lys

Glu

Pro

Gly

575

Ala

Ile

Gly

Glu

Lys

Lys

400

Lys

Pro

Ile

Tyr

Ala

480

Pro

Asn

Val

Asp

Glu

560

Phe

Rla

Ile

Ala



Met
Ala
Ala
Met
Arg

65
Arg
Ala
Gln
Val
Ser
145
Thr
Thr
Val
Leu
Asp
225
Leu
Leu
Tyr

Val

Ala

Ala

Leu

Ala

50

Lys

Asp

Leu

Gly

Gly

130

Ala

Gly

Pro

Leu

Ala

210

Ile

Pro

Glu

val

Glu
290

Thr

Pro

Ala

35

Pro

Gly

Val

Thr

Glu

1i5

val

Leu

Gln

Ile

Asp

195

Ser

Gln

Gly

Gln

Gly

275

Leu

Ala
Lys

20
Ala
Pro
Ala
Phe
Arg
100
Ala
Cys
Ala
Val
val
180
val
Ser
Gln
Tyr
val
260

Gly

Thr

Ala
Ala
Pro
Ala
Asp
Ala

85
Ser
Fhe
Ile
Asp
Pro
165
Glu
Asp
Giy
Gln
Ile
245
Leu

Gly

Gly

ES 2372971 T3

Ala

Arg

Ile

Thr

Ile

70

Tyr

Pro

Ala

Ala

Ala

150

Arg

val

Asp

Arg

Met

230

ala

Arg

Cys

Ile-

Ala

Arg

Arg

Pro

55

Leu

Pro

Val

Ala

Thr

135

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

215

Ala

Arg

Leu

Ala

Pro
295

Ser

Arg

Cys

40

Leu

val

Gly

Ile

Ser

120

Ser

Leu

Met

Arg

Pro

200

Gly

Val

Leu

val

Ala

280

Val

Thr

Ala

25

Ser

Arg

Glu

Ala

Ala

1¢5

Gly

Gly

Asp

Ile

Ser

185

Arg

Pro

Pro

Pro

Gly

265

Ser

Thr

20

Ala

10
His
Ala
Pro
Ser
aAla

949

AsSn

Tyxr

Pro

Ser

Gly

170

Ile

“Val

Val

Val

Lys

250

Glu

Gly

Thr

Leu

Leu

Ala

Trp

Leu

75

Ser

His

Ala

Gly

val

155

Thr

Thr

Val

Leu

Trp

235

Pro

Ser

Glu

Thr

Thr

Leu

Ser

Gly

&0

Glu

Met

Leu

Arg

Ala

140

Pro

Asp

Lys

Gln

val

220

Asp

Pro

Aryg

Glu

Leu
300

Gly

Ala

Fro

45

Pro

Arg

Glu

Phe

Ser

125

Thr

Met

Ala

His

Glu

205

Asp

Lys

Ala

Arg

Leu

285

Met

Ala

Thr

30

Ala

Thr

Cys

Ile

Arg

110

Ser

Asn

Val

Phe

Asn

120

Ala

Ile

Pro

Thr

Pro

27¢

Arg

Gly

Thr

15

Arg

Met

Asp

Gly

His

85

His

Gly

Leu

Ala

Gln
175

Tyr

Phe

Pro

Met

Glu

255

val

Arg

Leu

Thr

Arg

Fro

Pro

Val

80

Gln

Gliu

Arg

Val

Ile

160

Glu

Leu

Phe

Lys

Ser

240

Leu

Leu

rhe

Gly



Asn
308
Gly
Ala
Phe
Ile
Leu

3as

Lys

Gln

Ile

Thr

465

Met

Gly

Val

Phe

Arg

545

Asn

hsn

Ile

Val

Phe

Thr

Leu

Ala

Gly

370

Ala

Ser

Glu

Tyr

Gly

4590

Tyr

Gly

Val

Gln

val

530

Phe

Glu

fle

Lys

Pro
610

Pro

val

Gly

Serx

3585

Lys

Leu

Bhe

Phe

Ala

435

Thr

Lys

Phe

Thr

Glu
5158

Leuy

Tyr

Ser

Pro

Lys

595

His

Ser

Tyx

val

340

Arg

Asn

Gln

Asp

Pro

420

Ile

Gly

Arg

Gly

Val

500

Leu

Asn

Lys

Glu

Ala

580

Met

Gln

Asp
Ala
325
Arg
ala
Lys
Gly
Phe
405
Leu
Gln
Val
2ro
Leu
485
Val
Ala
Asn
Ala
Ile
565
Val

Leu

Glu

ES 2372971 T3

Asp

310

Asn

Phe

Lys

Gln

Met

390

Gly

Gly

val

Gly

Arg

470

Pro

Asp

Met

Gln

Asn
550

Tyr

Arg

Glu

His

Pro Leu Ser
Tyr Ala val
hsp Asp Arg

145

Ile Val His
380

Pro His Vval
37S

Bsn Ala Leu
Ser Trp Asn
Tyr Lys Thr

425

Leu Asp Glu
440

Gln His Gln
455

Gln Trp Leu
Ala Ala Ala
Tle Asp Gly

505

Ile Arg Ile
520

His Leu Gly
535

Arg Ala His
Pro Asp Phe
Val Thr Lys

585

Thr Pro Gly
600

Val Leu Pro
615

Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp Gly
625

630

21

Leu Arg Met

Asp

330

Val

Val

Ser

Leu

Asp

410

Ser

Leu

Met

Ser

Gly

490

Asp

Glu

Met

Thr

val

570

Lys

Pro

Met

315

Lys

Thr

Asp

Ile

Glu

385

Glu

Asn

Thr

Trp

Ser

475

Ala

Gly

Asn

Val

Tyr
555
Thr
Asn

Tyr

Ile

Ala

Gly

Ile

Cys

380

Gly

Leu

Glu

Lys

2ala

460

Ala

Ser

Ser

Leu

Val

540

Leu

Ile

Glu

Leu

Pro
€20

Leu

Asp

Lys

Asp

165

Ala

Ser

Asp

Glu

Gly

445

Ala

Gly

val

FPhe

Pro

525

Gln

Gly

Ala

Val

Leu

€05

Ser

Gly

Leu

Ile

350

Pro

Asp

Thr

Gln

Ile

430

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

510

val

Trp

Asn

Lys

Arg

S90

Asp

Gly

Met

Leu

335

Glu

Ala

val

Ser

Gln

415

Gln

Ala

Tyr

Gly

A=n

495

Met

Lys

Glu

Prg

Gly

575

Ala

Ile

Gly

His

320

Leu

Ala

Glu

Lys

Lys

400

Lys

Pro

Ile

Tyr

Ala

480

Pro

Asn

val

AsSp

Glu

560

Phe

Ala

Ile

Ala

Asp Gly Arg Thr Val Tyr
635



<210>5
<211> 598

<212> Proteina

<213> Triticum aestivum

5 <400>5

Ala

Arg

Glu

Ala

Thr

65

Gly

Gly

Asp

Ile

Ser

145

Arg

Pro

Pro

Pro

Gly

225

Ser

Ala

Pro

Ala

Ala

50

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gly

130

Ile

val

val

Val

Lys

210

Glu

Gly

Ser

Trp

Lau

35

Ser

His

Ala

Gly

Ile

115

Thr

Thr

Ile

Leu

Trp
195
Fro

Serxr

Glu

Pro

Gly

20

Glu

Met

Leu

Arg

Ala

1400

Pro

Asp

Lys

Gln

Val

180

Asp

Pro

Arg

Glu

Ala

Pro

Arg

Glu

Phe

Ala

85

Thr

Met

Ala

His

Glu

165

Agp

Thr

Ser

Arg

Leu
245

ES 2372971 T3

Ala

Ser

cys

Ile

Arg

70

Ser

Asn

Val

Phe

Asn

15¢

Ala

Ile

Pro

Thr

Pro
230

Thr

Glu

Gly

His

55

His

Gly

Leu

Ala

Gln
13s

Tyr

Phe

Pro

Met

Glu

215

Ile

Arg

Ser Ala

Pro Arg

25

Ile Val
40

Gln Ala

Glu Gln

Arg val

Val Ser

105

Ile Thr

120

Glu Thr

Leu Val

Phe Leu

Lys Asp
185

Ser Leu

200

Ser Lau

Leu Tyr

Phe Val

22

Ala

10

Lys

Asp

Leu

Gly

Gly

%0

Ala

Gly

Pro

Leu

Ala

170

Ile

Pro

Glu

val

Glu
250

Pro

Gly

val

Thr

Glu

75

Val

Leu

Gln

Ile

Asp

155

Ser

Gln

Gly

Gln

Gly

235

Leu

Pro

Ala

Phe

Arg

60

Ala

Cys

Ala

Val

val

140

Val

Ser

Gln

Tyr

val

‘220

Gly

Thr

Ala

Asp

Ala

45

Ser

Phe

Val

Asp

Pro

125

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

205

Leu

Gly

Gly

Thr

Ile
30

Tyr

Pro

Ala

Ala

Ala

110

Arg

Val

Asp

Arg

Met

130

Ala

Arg

Cys

Ile

Ala

15

Leu

Pro

Val

Ala

Thr

95

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

175

Ala

Arg

Leu

Ala

Pro
255

Leu

val

Gly

Ile

Ser

80

Ser

Leu

Met

Arg

Pro

160

Gly

Val

Leu

val

Ala

240

val



Thr

Ser

val

Arg

305

Hie

val

Leu

His

Thr

3185

Glu

Gln

Leu

Ala

Gly

465

Ile

Gly

His

Phe

Lys

545

Gly

Thr

Leu

Asp

290

val

Ile

Ser

Len

Lys

370

Phe

Leu

Met

Ser

Gly

450

Asp

Glu

Met

Thr

Val

530

Lys

Pro

Thr

Arg

275

Lys

Thr

Asp

Ile

Asn

355

Glu

Gly

Thre

Trp

Ser

435

Ala

Gly

Asn

val

TYT
515
Thx

Sex

TYT

Leu

260

Met

Ala

Gly

Ile

Cys

3490

GCly

Leu

Glu

Lys

Ala

420

Ser

Ala

Ser

Leu

Val

500

Leu

Ile

Glu

Leu

Met

Leu

Asp

Lys

Asp

325

Ala

Ser

Asp

Ala

Gly

405

Ala

Gly

val

Phe

Pro

485

Gln

Gly

Ala

Val

Leu
565

ES 2372971 T3

Gly

Cly

Leu

Ile

310

Pro

Agp

Lys=

Gln

Ile

390

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

470

Val

Tip

Asn

Lys

Thr

550

Asp

Leu
Met
Leu
295
Glu
Ala
Val
Ala
Gln
375
Pro
Ala
TyY
Gly
hsn
455
Met
Lys
Glu
Pro
Gly
535

Ala

Ilé

Gly Asn
265

His Gly
280

Leu Ala

Ala Phe

Glu Ile

Lys Leu

345

Gln Gln
160

Lys Arg

Pro Gln

Ile Ile

Tyr Thr

425

Ala Met

440

Pro Gly

Asn Ile

val Met

Asp Arg
505

Glu Asn

520

Phe Asn

Ala Ile

Ile val

23

Phe

Thr

Phe

Ala

Gly

i3o

Ala

Gly

Glu

TYr

Ala
410

TYyr

Gly

val

Gln

Ile

430

Phe

Glu

Val

Lys

Pro
5§70

Pro

val

Gly

Ser

315

Lys

Len

Leu

Phe

Ala

395

Thr

Lys

Phe

Thr

Glu

475

Leu

Tyr

Ser

Pro

Lys

555

Hig

Ser

Tyr

val

300

Arg

Asn

Gln

Asp

Pro

‘380

Ile

Gly

Arg

Gly

val

460

Leu

Asn

Lys

Glu

Ala

540

Met

Gln

Asp

Ala

285

Arg

Ser

Lys

Gly

FPhe

365

Leu

Gln

Val

Fro

Leu

445

val

Ala

Asn

Ala

Ile

525

vVal

Leu

Glu

Asp

270

Asn

Phe

Lys

Gln

Lau

350

Gly

Gly

val

Gly

Arg

430

Pro

Asp

Leu

Gln

Asn
510

Tyr

Arg

Glu

His

Bro

Tyxr

Asp

Ile

Pro

33s

Asn

Fro

Fhe

Leu

Gln

415%

Gin

Ala

Ile

Ile

His

495

Arg

Fro

val

Thr

val
575

Leu

Ala

Asp

val

329

His

Asp

Trp

Lys

Asp

400

His

Trp

Ala

Asp

Arg

480

Leu

Ala

Asp

Thr

Pro

560

Leu



Pro Met Ile

Asp Gly Arg

<210>6
<211> 598
<212> Proteina

595

<213> Triticum aestivum

<400> 6

Ala

1

Arg

Glu

Ala

Thr

65

Gly

Gly

Asp

Ile

Ser

145

Arg

Pro

Pro

Pro

Gly
225

Ala

Pro

Ala

Ala

50

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gly

130

Ile

val

vVal

Val

Lys

210

Glu

Ser

Trp

Leu

35

Ser

His

Ala

Gly

Tle

115

Thr

Thr

Ile

Leu

Trp

195

Pro

Ser

Pro
580

Thr

Pro

Gly

20

Glu

Met

Leu

Arg

Ala

100

Pro

Asp

Lys

Gln

val

180

Asp

Pro

Arg

Ser

Ser

Ala

Pro

Arg

Glu

Phe

Ala

85

Thr

Met

Ala

His

Glu

165

Asp

Thr

Ser

Arg

ES 2372971 T3

Gly

Tyr

Ala

Ser

Cys

Ile

Arg

70

Ser

Asn

Val

Phe

Asn

150

Ala

Ile

Pro

Thr

Pro
230

Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Met Glu Gly

Thr

Glu

Gly

His

=1

His

Gly

Leu

Ala

Gln
135

Tyxr

Phe

Pro

Met

Glu

215

Ile

Ser

Pro

Ile

40

Gln

Glu

Arg

val

Ile

120

Glu

Leu

Phe

Lys

ser

200

Ser

Leu

585

val

Arg

25

Val

Ala

Gln

val

Ser

105

Thr

Thr

val

Leu

Asp

185

Leu

Leu

Tyr

24

Ala

10

Lys

Asp

Leu

Gly

Gly

90

Ala

Gly

Pro

Leu

Ala

17¢

Ile

Pro

Glu

Val

Pro

Gly

val

Thr

Glu

75

val

Leu

Gln

Ile

Asp

155

Ser

Gln

Gly

Gln

Cly
235

Pro

Ala

Phe

Arg

60

Ala

Cys

Ala

Val

Val

140

Val

Ser

Gln

Tyr

val

220

Gly

Ala

Asp

Ala

45

Ser

Phe

val

Asp

Pro

125

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

205

Leu

Gly

590

Thr

Ile
30

Tyr

Pro

Ala

Ala

Ala

114

Arg

val

Asp

Arg

Met

190

Ala

Arg

Cys

Ala
15

Leu

Pro

Val

Ala

Thr

S5

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

175

Ala

Aryg

Leu

Ala

Leu

Val

Gly

Ile

Ser

80

Ser

Leu

Met

Pro

160

Gly

Val

Leu

val

Ala
240



Ser

Thr

Ser

val

Arg

30s

His

val

Leu

His

Thr

385

Glu

Gln

Leu

aAla

Gly

465

Ile

Gly

His

Phe

Lys
545

Gly

Thr

Leu

Asp

290

val

Ile

Ser

Leu

Lys

370

Phe

Leu

Met

Ser

Gly

450

Asp

Glu

Met

Thr

Val

530

Lys

Glu

Thx

Arg

275

Lys

Thr

Asp

Tle

Asn

355

Glu

Gly

Thr

Trp

Ser

435

ala

Gly

Asn

val

Tyr
515

Thr

Ser

Glu

Leu

260

Met

Ala

Gly

Ile

Cys

340

Gly

Leu

Glu

Lys

Ala

420

Ser

Ala

Ser

Leu

val

500

Leu

Ile

Glu

Leu

245

Met

Leu

Asp

Lys

Asp

az2s

Ala

Ser

Asp

Ala

Gly

405

Ala

Gly.

val

Phe

Pro

485

Gln

Gly

Ala

Val

ES 2372971 T3

Gly

Gly

Leu

Ile

alo

Pro

Asp

Lys

Gln

Ile

390

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

470

val

Trp

Asn

Lys

Thr
5540

Arg

Leu

Met

Leu

295

Glu

Ala

val

Ala

Gln

375

Pro

Ala

Tyr

Gly

ASn

455

Met

Lys

Glu

Pro

Gly

535

ala

Phe

Gly

His

280

Leu

Ala

Glu

Lys

Gln

360

Lys

Pro

Ile

Tyr

Ala

440

Pro

Asn

Val

Asp

Glu

520

Phe

Ala

Val

Asn

265

Gly

Ala

Phe

Ila

Leu

345

Gln

Arg

Gln

Ile

Thr

425

Met

Gly

Ile

Met

Arg

505

Asn

Asn

Ile

25

Glu
250
Phe
Thr
Fhe
Ala
Gly
330
Ala

Gly

Glu

Ala
410

Tyr

Gly

vVal

Gln

Ile

490

Phe

Glu

val

Lys

Leu

Pro

val

Gly

Ser

315

Lys

Leu

Leu

Phe

Ala

395

Thr

Lys

Phe

Thr

Glu

475

Leu

Tyr

Ser

Pro

Lys
555

Thr

sexr

Tyx

val

300

Arg

Asn

Gln

Rsp

Pro

a0

Iie

Gly

Gly

val

460

Leu

Asn

Lys

Glu

Ala

540

Met

Gly Ile
Asp Asp
270

Ala Asn
288

Arg Phe

Ser Lys

Lys Gln

Gly Leu
350

Phe Gly
365

Leu Gly

Gln val

Val Gly

Pro Arg
430

Leu Pro
445

val Asp
Ala Leu
Asn Gln
Ala Asn

510

Ile Tyr
525

val Arg

Leu Glu

Pro
255

Pro

Tyr

Asp

Ile

Pre

335

Asn

Pro

Phe

Leu

Gln

415

Gln

Ala

Ile

Ile

His

495

Arg

Pro

val

Thr

val

Leu

Ala

Asp

val

320

His

Ala

Trp

Lys

Asp

400

His

Trp

Ala

Asp

Arg

480

Leu

Ala

Asp

Thr

Pro
560
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Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln Glu His Val Leu
565 570 575

Pro Met Ile Pro Ser Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Met Glu Gly
580 585 590

Asp Gly Arg Thr Ser Tyr
595
<210>7
<211> 659
<212> Proteina
<213> Gossypium hirsutum
<400> 7

Met Ala Ala Ala Thr Ser Asn Ser Ala Leu Pro Lys . Leu Ser Thr Leu
Thr Ser Ser Phe Lys Ser Ser Ile Pro Ile Ser Lys Ser Ser Leu Pro
20 25 30

Phe Ser Thr Thr Pro Gln Lys Pro Thr Pro Tyr Arg Ser Phe Asp Val
as 40 45

Ser (Cys Ser Leu Ser His Ala Ser Ser Asn Pro Arg Ser Ala Ala Ala
Ser Val Thr Gln Lys Thr Ala Pro Pro His Tyr Phe TIle Ser Arg Tyr
65 70 75 80

Ala Asp Asp Glu Pro Arg Lys Gly Ala Asp Ile Leu Val Glu Ala Leu
85 80 95

Glu Arg Glu Gly val Lys Asp Val Phe Ala Tyr Pro Gly Ala Ala Ser
100 165 110

Met Giu Ile His Gln Ala Leu Thr Arg Ser Lys Ile Ile Arg Asn Val
115 120 125

Leu Pro Arg His Glu Gln Gly Gly Val Phe Ala Ala Glu Gly Tyr Ala
130 135 140

Arg Ser Ser Gly Ile Ser Gly Val Cys Ile Ala Thr Ser Gly Pro Gly
145 150 155 160

Ala Thr Asn Leu Val Ser Gly Leu Ala Asp Ala Met Leu Asp Ser Ile
165 170 175

Pro Leu Val Ala Ile Thr Gly Gln Val Pro Arg Arg Met Ile Gly Thr
180 185 1380

Agp Ala Phe Glan Glu Thr Pro Ile Val Glu val Thr Arg Ser Ile Thr
195 200 205

Lys His Asn Tyr Leu Val Leu Asp Val Asp Asp Ile Pro Arg Ile Val
2190 215 2240

26



Ser

225

Ile

Asn

Pro

Lys

Glu

305

Leu

Met

Ser

Gly

Ile

185

Thr

Leu

Glu

Gly

465

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu
Asp
His
Ala
Lys
290
Leu
Met
Leu
aAsp
Lys
370
Asp
Ser
Thr
Asn
Ala
450
Gly
Ala
Gly
val

Phe
530

Ala

Val

Sser

Glu

275

Pro

Lys

Gly

Gly

Leu

355

Leu

Ser.

asp

Gly

Glu

435

Ile

Agn

Gln

Leu

Ala

515

Ile

Phe

Pro

Leu

260

Ala

val

Arg

Leu

Met

340

Leu

Glu

Ala

Val

Ala

420

G1n

Pro

Ala

Phe

Gly

500

Asn

Met

Phe

Lys

245

Arg

His

Leu

Phe

Gly

325

His

Leu

Ala

Glu

Lys

405

Lys

Lys

Pro

Ile

Tyr
485
Ala

Pro

Agn

ES 2372971 T3

Leu
230
Asp

Leu

Leu

Val

310

Ala

Gly

Ala

Phe

Ile

3910

Leu

Leu

Leu

Gln

Ile

470

Lys

Met

Glu

val

Ala

Ile

Pro

Glu

Val

29%

Glu

Phe

Thr

Phe

Ala

375

Gly

Ala

Asn

Lys

Tyr

455

Ser

Tyx

Gly

Ala

Gln
535

Ser Ser

Gln Gln
Gly Tyr
265

Gln Ile
280

Gly Gly

Leu Thr

Pro Ile

val Tyr

345

Gly Vval
360

Ser Arg

Lys Asn

Leu Gln

Leu Asp
425

Phe Pro
440

Ala Ile

Thr Gly

Lys Lys

Phe Gly

505

val val
520

Glu Leu

27

Gly
Gln
25¢Q
Leu
val
Gly
Gly
Ser
330
Ala
Arg
Ala
Lys
Gly
410
Tyr
Leu
Gln
Val
Pro
490
Leu

val

Ala

Arg

235

Leu

Ser

Arg

Cys

Ile

315

Asp

Asn

Phe

Lys

Gln

39s

Ile

Ser

Ser

val

Gly

475

Arg

Pro

Asp

Thr

Pro

Ala

Axrg

Leu

Leu

300

Pro

Glu

Tyr

Asgp

Ile

380

Bro

Asn

Glu

Tyr

Leu

480

Gln

Gln

Ala

Ile

Met
540

Gly Pro

Val Pro

Leu Pro
270

Val Ser
285

Asn Ser

Val ala

Leu Ser

Ala Val
350

Asp Arg
385

Val His

His Met.

Lys Ile
Trp Arg
430

Lys Thr
445

Asp Glu

His Gln

Trp Leu

Ala Ile
510

Asp Gly
§25

Axrg Val

val
Lys
255.
Lys
Glu
Serx
Ser
Leu
335
Asp
Val
Ile
Ser
Leu
415
Gln
Phe
Leu
Met
Thx
495
Gly

Asp

Glu

Leu
240
Trp
Ala
Ser
Glu
Thr
320
Gln
Lys
Thr
Asp
val.
400
Glu
Glu
Gly
Thr
Trp
480
Ser
Ala

Gly

Asn



Leu
545

Val

Leu

Phe

Asp

Leu

625

Pro

Thr

<210> 8

<211> 659
<212> Proteina

Pro

Gln

Gly

Ala

Leu

610

Leu

Ser

Gln

val

Trp

Asp

Glu

595

Lys

Asp

Gly

Tyr

<213> Gossypium hirsutum

<400> 8

Met

Thr

Phe

Ser

Ser

&5

Ala

Val

Met

Leu

Ala

Ser

Ser

Cys

S0

val

Asp

Arg

Glu

Pro
130

Ala

Ser

Thr

35

Ser

Thr

Asp

Glu

Tle

115

Arg

Lys

Glu

Pro

80

Ala

Ala

val

Gly

Ala

Phe

20

Thr

Leu

Pro

Glu

Gly

100

His

His

Ile

Asp

565

Ser

Cys

Ala

Ile

Ala
645

Thx

Lys

Pro

Ser

Lys

Pro

85

Val

Gln

Glu

ES 2372971 T3

Leu
550
Arg
Asn
Gly
Ile
Val

€30

Phe

Ala

Serx

Gln

His

Asn

70

Axrg

Lys

Ala

Gln

Leu

Phe

Glu

Ile

Gln

615

Pro

Lys

Asn

Ser

Lys

Ala

55

Rla

Lys

hsp

Len

Gly
135

Leu Asn

Tyr Lys

Ser Glu
585

Pro Ala
600

Lys Met

His Gln

Asp Val

Ser Ala
Ile Pro
25

Fro Thr
40

Sex Ser

Pro Pro

Gly Ala

Val Phe

105

Thr Arg
1290

Gly val

28

Asn

Ala

570

Ile

Ala

Leu

Glu

Tle
650

Leu

10

Ile

Pro

Asn

His

Asp

S0

Ala

Ser

Fhe

Gln

555

Asn

Phe

Arg

Asp

His

635

Thr

Pro

Ser

Tyr

Pro

Asp

75

Ile

Tyr

Lys

ala

His

Aryg

Pro

val

Thr

620Q

val

Glu

Lys

Lys

Arg

Arg

&0

Phe

Leu

Pro

Ile

Ala
140

Leu

Ala

AsSn

Thr

605

Pro

Leu

Gly

Leu

Ser

Ser

45

Ser

Ile

val

Gly

Ile

125

Glu

Gly

His

Met

590

Lys

Gly

Pro

Asp

Ser

Ser

30

FPhe

Ala

Ser

Glu

Ala

1190

Arg

Gly

Met

Thr

575

Leu

Lys

Pra

Met

Gly
655

Thr

15

Leu

Asp

Ala

Arg

Ala

95

Ala

Asn

Tyx

val
560

Tyr

Lys

Glu

Tyr

Ile

640

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

Tyr

80

Leu

Ser

val

Ala



Arg

145

Ala

Pro

Asp

Lys

Ser

2258

Ile

Asn

Pro

Lys

Glu

305

Ley

Met

Ser

Gly

Ile
385

Cys

Thr

Leu

Glu

Eer

Thr

Leu

Ala

His

210

Glu

RAsp

His

Gly

Lys

220

Leu

Met

Leu

Asp

Lys

370

Asp

Sexr

Liys

Asn

Ala
450

Ser
Asn
val
Phe
195
Asn
Ala
val
Ser
Glu
275
Pro
Lys
Gly
Gly
Leu
i55
Leu
Ser_
Asp
vVal
Glu

435

Ile

Gly

Leu

Ala

180

Gln

Tyr

Phe

Pro

Leu

260

Ala

Val

Arg

Leu

Met

Ile

val

165

Ile

Glu

Leu

Phe

Lys

245

Arg

His

Len

Phe

Gly

328

His

3490 |

Leu

Glu

Ala

val

Ala

420

Gln

Pro

Leu

Ala

Glu

Lysa

405

Lys

Lys

Pro
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Pro

150

Sex

Thr

Thr

Val

Leu

230

Asp

Leu

Leu

TyYr

Val

31¢

Ala

Gly

Ala

Fhe

Ile

3a0

Leu

Leu

Lew

Gln

Gly
Gly
Gly
Pro
L_eu
215
Ala
Ile
Pro
Glu
val
285
Glu
Phe
Thr
Phe
Ala
375
Gly
Ala
Asn

Lys

Tyr
455

val

Leu

Gln

Ile

200

Asp

Ser

Gln

Gly

Gln

280

Gly

Leu

Pro

Val

Gly

360

Ser

Lys

Leu

Leu

Phe

4490

Ala

Cys

Ala

val

185

val

Val

Ser

Gln

Tyr
265
Ile
Gly

Thr

Ile

Tyr
345
Val
Axg
Asn
Gln
Asp
425

Pro

Ile

29

Ile

Asp

170

Pro

Glu

Asp

Gly

Gln

250

Leu

Val

Gly

Gly

Ser

330

Ala

Arg

Ala

Lys

Gly

410

Tyr

Leu

Gln

Ala

155

Ala

Arg

val

Asp

Arg

235

Leu

Ser

Aryg

Cys

Ile

315

Asp

Asn

Phe

Lys

Gln

335

Ile

Ser

Ser

Val

Thr

Met

Arg

Thr

Ile

220

Pro

Ala

Arg

Leu

Leu

00

Fro

Asp

TyY

Asp

Ile

380

Pro

AsSn

Giu

Leu
460

Ser
Leu
Met
arg
205
Pro
Gly
val
Leu
val
285
Asn
val
Len
Ala
Asp
165
Val
His
Lys
Trp
Lys

445

Asp

Gly
Asp
Ile
180
Ser
Arg
Pro
Pro
Proc
270
Ser
Ser
Ala
Ser
Val
is50
Arg
His
val
Ile
Arg
430

Thr

Glu

Pro

Ser

175

Gly
Ile
Ile
Val
Lys
255
Lys
Glu
Ser
Ser
Leu
33s
Asp
Vval
Ile
Ser
Leu
415
Gln

Phe

Leu

Gly
1le0Q
Ile
Thx
Thr

val

Leu
240

TIp
Ala
Ser
Glu
Thr
320
Gln
Lys
Thr
Asp
Val
400
Glu
Glu

Gly

Thr



Gly
465

Ala

Gly

Ala

Ser

Leu

545

val

Leu

Phe

Asp

Leu

625

Pro

Thx

<210>9
<211> 637
<212> Proteina

Gly

Ala

Gly

Val

FPhe

530

Pro

Gln

Gly

Ala

Leu

610

Leu

Ser

Gln

<213> Brassica napus

<400> 9

Met Ala

1

Ala Ser

Pro Arg

Asp Gln

50

Asn

Gln

Leu

Ala

515

Ile

Val

Trp

Asp

Glu

595

Lys

Asp

Gly

Tyx

Ser

val

Arg

35

Asp

Ala

Phe

Gly

500

Asn

Met

Lys

Glu

Pro

580

Ala

Ala

val

Gly

Phe
Phe
20

Arg

Arg

Ile

Tyr
485
Ala
Pro
Asn
Ile
Asp
565
Ser
Cys
Ala

Ile

Ala
645

Ser

Ser

Ala

.Thr
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Ile
470
Lys
Met
Glu
Val
Leu
550
Arg
Asn
Gly
Met
Val

630

Phe

FPhe

Leu

Thr

Ala

Ser

Tyr

Gly

Ala

Gln

535

Leu

Phe

Glu

Ile

Gln

615

Pro

Lys

Phe

Pro

Arg

Ser
S5

Thr

Lys

Phe

val

520

Glu

Leu

Tyr

Ser

Pro

600

Lys

His

Asp

Gly
Vval
Val

40

Arg

Gly

Lys

Gly

505

Val

Leu

Asn

Lys

Glu

585

Ala

Met

Gln

val

Thr
Ser
25

Ser

Arg

30

val

Pro

480

Leu

Val

Ala

Asn

Ala

57¢

Ile

Ala

Leu

Glu

Ile
650

Ile

10

Val

val

Glu

Gly

475

Arg

Pro

Asp

Thr

Gln

555

Asn

Phe

Arg

Asp

His

635

Thr

Pro

Thr

Ser

Asn

Gln

Gln

Ala

Ile

Ile

540

His

Arg

Pro

Val

Thr

620

val

Glu

Ser

Thr

Rla

Pro
60

His

Trp

Ala

Asp

525

Arg

Leu

Ala

Asn

Thr

&05

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Asn

45

Ser

Gln

Leu

‘Ile

510

Gly

val

Gly

His

Met

590

Lys

Gly

Exo

Asp

Pro
Pro
30

Ser

Thr

Met

Thr

495

Gly

Asp

Glu

Met

Thr

575

Leu

Lys

Pro

Met

Gly
655

Thr
15
Ser

Lys

Phe

Trp

480

Ser

Ala

Gly

Asn

Val
560

Tyr

Lys

Glu

Tyr

Ile

640

Arg

Lys

Phe

Lys

Ser



ser
E5
Glu

ala

Gly

Gly

145

Asp

Ile

Thr

Arg

Pro

225

Pro

Pro

Ser

Ser

Ala

305

Phe

Ala

Asp

Val

Lys

Ala

Ala

Asn

Tyr

1390

Pro

Ser

Gly

Ile

Tle

21¢

Val

Asn

Lys

Glu

Sex

290

Ser

Ser

Val

His
370

Tyr

Leu

Ser

val

115

Ala

Gly

Val

Thr

Thr

195

val

Leu

Trp

Pro

Ser

275

Glu

Thr

Leu

Glu

val

i58

Ile

Ala

Glu

Mat

100

Leu

Arg

Ala

Pro

Met

180

Lys

Arg

Ile

Glu

Pro

260

Lys

Glu

Phe

Gln

Tyr
340

Thr

Asp

Pro

Arg

Glu

Pro

Ser

Met

Leu

165

Ala

His

Glu

Asp

Gln

245

Lys

Arg

Leu

Met

Met

325

Ser

Gly

Ile
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Asn

70
Gln
Ile
Arg
Ser
Asn
i50
Ile
FPhe
Asn
Ala
val
230
Pro
Val
Pro
Arg
Gly
310
Leu
Asp

Lys

Asp

val

Gly

His

His

Gly

135

Leu

Ala

Gln

Tyr

Fhe

215

Pro

Met

Ser

val

Arg

295

Leu

Gly

Leu

Leu

Ser
375

Pro Arg

Val Asp

Gln Ala
1405

Glu Gln
120

Lys Pro

val Ser

Ile Thr

Glu Thr
185

Leu Val
200

Phe Leu

Lys ASp

Argq Leu

His Leu
265

Leu Tyr
280

Phe val

Gly Ser

Met His

Leu Leu

345

Glu Ala
360

Thr Glu

31

Ser

val

g0

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly

170

Pro

Met

Ala

Val

Pro

250

Glu

val

Glu

Gly
320
Ala

Phe

Ile

Gly

75

val

Thr

Gly

Ile

Leuw

155

Gin

val

Glu

Thr

Gln

235

Leu

Gln

Gly

Leu

Pro

315

Thr

Phe

Ala

Gly

Ala

Phe

Arg

Ile

Cys

140

Ala

Val

Val

Val

Ser

220

Gln

Tyr

Ile

Gly

Thr
oo

Cys

val

Gly

Ser

Lys=
380

Asp

Ala

S5er

Phe

125

Ile

Asp

Pro

Glu

Asp

205

val

Gln

Met

Leu

Gly

285

Gly

Asp

Tyr

Val

Arg

365

Asn

Ile

Tyr

Asn

110

Ala

Ala

Ala

Arg

Val

130

Asp

Arg

Phe

Sex

Arg

270

Cys

Ile

hsp

Rla

Arg

350

Ala

Lys

Leu

Pro

35

Thr

Ala

Thr

Leu

Arg

175

Thr

Ile

Pro

Ala

Thr

255

Leun

Leu

Pro

Glu

Asn

335

Phe

Lys

Thr

Val

BO
Gly
Ile
Glu
Ser
Fhe
160
Met
Arg
Pro
Sly
Ile
2490
Met
Val
Asn

val

Glu
320

Tyr

Asp

Ile

Pro
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His val Ser Val Cys Cys Asp Val Gln Leu Ala Leu Gln Gly Met Asn
385 390 395 400

Glu val Leu Glu Asn Ayg Arg Asp Val Leu Asp Phe Gly Glu Trp Arg
405 410 415

Cys Glu Leu Asn Glu Gln Arg Leu Lys Phe Pro Leu Arg Tyr Lys Thr
420 425 430

"Phe Gly Glu Glu Ile Pro Pro Gln Tyr Ala Ile Gln Leu Leu Asp Glu
435 440 445

Leu Thr Asp Gly Lys Ala Ile Ile Thr Thr Gly Val Gly Gln His Gln
450 455 460

Met Trp Ala Ala Gln Phe Tyr Arg Phe Lys Lys Pro Arg Gln Trp Leu
465 470 475 480

Ser Ser Gly Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro ARla Ala Met
485 490 495

Gly Ala Ala Ile Ala Asn Pro Gly Ala Val Val val Asp Ile Asp Gly
500 505 510

Asp Gly Ser Phe Ile Met Asn Ile Gln Glu Leu Ala Thr Ile Arg Val
515 5a2¢ 525

Glu Asn Leu Pro Val Ly= Val Leu Leu Ile Asn Asn Gln His Leu Gly
530 535 540

Met Val Leu Gln Trp Glu Asp His Phe Tyr Ala Ala Asn Arg Ala Asp
545 550 555 560

Ser Phe Leu Gly Asp Pro Ala Asn Pro Glu Ala val Phe Pro Asp Met
S65 570 575

Leu Leu Phe Ala Ala Ser Cys Gly Ile Pro Ala Ala Arg Val Thr Arg
580 585 530

Arg Glu Asp Leu Arg Glu ARla Ile Gln Thr Met Leu Asp Thr Pro Gly
595 600 605

Proc Phe Leu Lew Asp Val Val Cys Pro His Gln Asp His Val Leu Pro
610 615 620

Leu Ile Pro Ser Gly Gly Thr Phe Lys Asp Ile Ile Val
625 630 635

<210> 10

<211> 599

<212> Proteina
<213> Brassica napus
<400> 10

Met Ser His Leu Leu Pro Leu Lys Lys Pro Thr Arg Thr Arg Leu Ser
1 5 10 gk

32



sSer

Vval

Gly

Ile

65

Glu

Ser

Leu

Met

Arg

145

Pro

‘Gly

Ile

Leu

Ile

225

Asn

Val

Leu

Ala

Asp

305

Val

Pro

Glu

Ala

34

Arg

Gly

Gly

Asp

Ile

130

Ser

Arg

Pro

Pro

Preo

210

Ser

Ser

Ala

Ser

val

290

Arg

His

Ala

Ala

is

Ala

Asn

Tyr

Fro

Ser

115

Gly

Ile

Ile

Val

Asn

185

Gln

Glu

Ser

s5er

Leu

275

Glu

val

Ile

Thr

20
Leu
Ser
val
Ala
Gly
100
val
Thr
Thr
val
Leu
180
Trp
Pro
Ser
Glu
Thr
280
Gln
His
Thr

Asp

Leu

Glu

Met

Leu

Arg

85

Ala

Pro

Asp

Lys

Gln

165

Val

Asp

Pro

Lys

Glu

245

Leu

Met

Ser

Gly

Ile
325
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Pro

Arg

Glu

Pro

70

Ser

Thr

Leu

Ala

His

150

Glu

Asp

Gln

Glu

Arg

230

Leu

Met

Leu

Asp

Lys

3140

Asp

Asp

Gln

Ile

55

Arg

Ser

Asn

val

Phe

135

Asn

Ala

val

Pro

Val

215

Pro

Gly

Gly

Gly

Len

285

Leu

sSer

Glu

Gly

His

His

Gly

Leu

Ala

120

Gln

Tyr

Phe

Pro

Met

200

Ser

Vval

Arg

Leu

Met

280

Leu

Glu

Ala

Pro

28

Val

Gln

Glu

Lys

Val

1as

Ile

Glu

Leu

Phe

Lys

185

Arg

Gln

Leu

Phe

Gly

265

Leu

Ala

Glu

33

Arg

Glu

Ala

Gln

Pro

90

Ser

Thr

Thr

Val

Leu

170

Asp

Leu

Leu

Tyr

val

250

Ser

Gly

Ala

Fhe

Ile
330

Lys
Thr
Leu
Gly

75
Gly
Gly
Gly
Pro
Met
155
Ala
Ile
Pro
Gly
val

235

Glu
TYyr
Thr
Phe
Ala

31s

Gly

Gly

Val

Thr

60

Gly

Ile

Leu

Gln

Ile

140

Asp

Thr

Gln

Gly

Gln

220

Gly

Leu

Pro

val

Gly

300

Ser

Lys

Ala

Phe

45

Arg

Val

Cys

Ala

Val

125

Val

val

Ser

Gln

TYTY

205

Ile

Gly

Thr

Cys

Tyr

285

val

Arg

Asn

AsSp

30

Ala

Ser

Phe

Iie

Azp

110

Pro

Glu

Asp

Gly

Gln

190

Met

Val

Gly

Gly

Asn

270

Ala

Arg

Ala

Lys

Ile

Tyx

Ser

Ala

Ala

95

Ala

Arg

val

Asp

Arg

175

Leu

Sex

Arg

Ser

Ile

255

AsSp

Asn

Phe

Lys

Thr
3135

Leu

Pro

Thr

Ala

80

Thr

Met

Arg

Thr

Tle

160

Pro

Ala

Arg

Leu

Leu

240

Pro

Glu

Tyr

Asp

Tle

320

Pro



<210> 11
<211> 667

His

Lys

Trp

Lys

385

Asp

His

TIp

Ala

Asp

465

Arg

Leu

Ala

Asn

Thr

545

Pro

Leu

Gly

<212> Proteina

<213> Nicotiana tabacum

<400> 11

Val

Val

Arg

370

Thr

Glu

Gln

Leu

Ile

450

Gly

Val

Gly

His

Met

530

Lys

Gly

Pro

Asp

Ser

Leu

ass

Ser

Phe

Leu

Met

Ser

435

Gly

Asp

Glu

Met

Thr

515

Leu

Lys

Pro

Met

Gly
595

val

3490

Glu

Glu

Gly

Thr

4240

Ser

Ala

Gly

Asn

Vval
500

Tyr

Gln

Glu

Tvr

Ile

580

Arg

Cys

aAsn

Leu

Glu

Glu

405

Ala

Serx

Ser

Ser

Leu

485

Met

.Leu

Phe

Glu

Leu

565

Pro

Thr

ES 2372971 T3

Gly

Arg

Ser

Ala

as0

Gly

Ala

Gly

Val

Phe

470

FPro

Gln

Gly

Ala

Leu

550

Leu

Ser

Lys

Asp

Ala

Glu

378

Ile

Lys

Gln

Leu

Ala

455

Ile

val

Trp

Asp

Gly

535

Arg

Asp

Gly

Tyr

val
Glu
60
Gln
Pro
Ala
Phe
Gly
4490
Asn
Met
Lys
Glu
Pro
520
Ala
Glu

Val

Gly

Lys

345

Glu

Lys

Pro

Ile

Tyr

425

Ala

Pro

Asn

Ile

Asp

505

Ala

cys

Ala

Ile

Thr
585

34

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

419

Lys

Met

Asp

val

Leu

490

Arqg

Arg

Gly

Ile

Cys

570

Fhe

Ala

Lys

Lys
Ty
395

Ser

Tyr

Gly

Ala

Gln

475

Leu

Phe

Glu

Ile

Gln

555

Pro

Lys

Leu

Leu

Phe

380

Ala

Thr

Arg

Phe

Ile

460

Glu

Leu

Tyr

Asn

Pro

540

Thr

His

Asp

Gln

Asp

365

Pro

Ile

Gly

Lys

Gly

445

val

Leu

Asn

Lys

Glu

525

Ala

Met

Gln

Val

Gly

asg

Phe

Leu

Gln

Val

Pro

4390

Leu

val

Ala

Asn

Ala

510

ITle

Ala

Leu

Glu

Ile
590

Met

Gly

Ser

Ile

Gly

415

Arg

Pro

Asp

Thr

Gln

495

Asn

Phe

Arg

Asp

His

575

Thx

Asn
Val
Phe
Leu
400
Gln
Gln
Ala
Ile
Ile
4B0
His
Arg
Pro
val
Thr
560

val

Glu



Met

Leu

Phe

Leu

Ile

65

Thr

5er

Phe

Arg

val
145

Cys

Ala

val

Val

Val

225

Ser

Gln

Tyr

Ile

Gly
305

Ala

Ser

Pro

Thr

50

Ser

Glu

Bsp

Ala

Ser

130

Phe

Ile

Asp

Bro

Gliu

214

Glu

Gly

Gln

Met

vVal

290

Gly

Ala

Pro

Phe

35

His

Aan

Thr

val

Tyr
115

Ser

Ala

Ala

Ala

Arg

195

val

Asp

Arg

Leu

Ser

275

Arg

Cys

Ala

Ser

20

Pro

Thr

val

Phe

Leu

100

Pro

Ile

Ala

Thr

Leu

180

Arg

Thr

Ile

Pro

val

260

Arg

Leu

Ser

Ala

Ser

His

His

Ile

val

B5

Val

Gly

Tle

Glu

Ser

1&5

Leu

Met

Arg

Pro

Gly

245

Ile

Leu

Ile

Gln
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Pro

Ser

His

Ile

Ser

70

Ser

Glu

Ala

Arg

Gly

150

Gly

AsSp

Ile

Ser

Arg

230

Pro

Pro

Pro

Sar

Ser
310

Ser

Thr

Pro

His

55

Thr

Arg

Ala

Ala

Asn
1335

Tyr

Pro

Ser

Gly

Ile

215

Val

Ile

Asp

Lys

Glu

295

Ser

Pro

Ser

His

40

Ile

Agn

Phe

Leu

Ser

120

Val

Ala

Gly

Val

Thr

200

Thr

val

Leu

Trp

Leu

280

Ser

Glu

Sex

Ser

25

Lys

His

Gln

Ala

Glu

105

Met

Leu

Arg

Ala

Pro

185

Asp

Lys

Arg

Ile

Asp

265

Fro

Lys

Asp

35

Ser

10

Thr

Thr

Ser

Lys

Pro

8¢

Arg

Glu

Pro

Ala

Thzr

170

Ile

Ala

His

Glu

Asp

250

Gln

Asn

Lys

Leu

Ser

Leu

Thr

Gln

Val

75

Asp

Glu

Ile

Arg

Thr

155

Asn

Val

Phe

Asn

Ala

235

val

Pro

Gliu

Pro

Arg
als

Ala

Leu

Pro

Arg

60

Ser

Glu

Gly

His

His

140

Gly

Leu

Ala

Gln

TyT
220
Phe
Pro
Mer
Met
Val

300

Arg

Phe

Pro

Pro

45

Arg

Gln

Pro

val

Gln

125

Glu

Phe

val

Ile

Glu

205

Leu

Phe

Lys

Arg

Leu

285

Leu

Phe

Ser

ATg

3C

Pra

Arg

Thr

Arg

Thr

110

Ala

Gln

Pro

Ser

Thx

+190

Thy

val

Leu

Asp

Leau

270

Leu

Tyx

Val

Lys

15

Ser

Leu

Phe

Glu

Lys

a5

Asp

Leu

Gly

Gly

Gly

17s

Gly

Pro

Met

Ala

Ile

255

Pra

Glu

val

Glu

Thr

Thr

His

Thr

Lys

Gly

Val

Thr

Gly

val

160

Leu

Gln

Ile

Asp

Arg

240

Gln

Gly

Gln

Gly

Leu
320



ES 2372971 T3

Thy Gly Ile Pro Val Ala Ser Thr Leu Met Gly Leu Gly Ala Phe Pro
325 33¢ 335

Thr Gly Asp Glu Leu Ser Leu Ser Met Leu Gly Met His Gly Thr val
340 345 350

Tyr Ala Asn Tyr ARla vVal Asp Ser Ser Asp Leu Leu Leu Ala Phe Gly
ass 360 365

Val Arg Phe Asp Asp Arg Val Thr Gly Lys Leu Glu Ala Phe Ala Ser
370 375 380

Arg Ala Lys Ile val His Ile Asp Ile Asp Ser Ala Glu Ile Gly Lys
3BS 390 395 400

Asn Lys Gln Pro His Val Ser Ile Cys Ala Asp Ile Lys Leu Ala Leu
405 410 415

Gln Gly Leu Asn Ser Ile Leu Glu Ser Lys Glu Gly Lys Leu Lys Leu
420 425 430

Asp Phe Ser Rla Trp Arg Gln Glu Leu Thr Glu Gln Lys Val Lys His
435 440 445

Pro Leu Asn Phe Lys Thr Phe Gly Asp Ala Ile Pro Pro Gln Tyr Ala
450 455 460

Ile Gln Val Leu Asp Glu Leu Thr Asn Gly Asn Ala Ile Ile Ser Thr
465 470 475 480

Gly Val Gly Gln His Gln Met Trp Ala Ala Gln Tyr Tyr Lys Tyr Arg
485 490 495

Lys Pro Arg Gln Trp Leu Thr Ser Gly Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe
500 50S 510

Gly Leu Pro Ala Ala Ile Gly Ala Ala Val Gly Arg Pro Asp Glu Val
515 520 525

Val val Asp Ile Asp Gly Asp Gly Ser Phe Ile Met Asn Val Gln Glu
530 5315 540

Leu Ala Thr Ile Lys val Glu Asn Leu Pro Val Lys Ile Met Leu Leu
545 550 555 S60

Asn Asn Gln His Leu Gly Met Val Val Gln Trp Glu Asp Arg Phe Tyr
565 570 575

Lys Ala Asn Arg Ala His Thr Tyr Leu Gly Asn Pro Ser Asn Glu Ala
SBO : 585 550

Glu Ile Phe Pro Asn Met Leu Lys Phe Ala Glu Ala Cys Gly Val Pro
595 600 €05

Ala Ala Axg Val Thy His Arg Asp Bsp Leu Arg Ala Rla Tle Gln Lys
610 615 620

Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Val Ile Val Pro His

36



<210> 12
<211> 664

625

Gln Glu His Val Leu

Vval Ile Thr Glu Gly

<212> Proteina
<213> Nicotiana tabacum

<400> 12

Met Ala Ala

nl

Ser

Pro

Thry

Val

65

Phe

Leu

Pro

Ile

Ala

145

Thr

Leu

Arg

Thr

Tle
225

Ser

Phe

Pro

50

Ile

val

Val

Gly

Ile

130

Glu

ser

Leu

Met

Arg

210

Pro

Ser

Pro

35

Thr

Ser

Ser

Glu

Ala

ils

Arg

Gly

Gly

Asp

Ile

195

Ser

Arg

334

Ala

Ser

20

His

His

Thr

Arg

Ala

160

Ala

Asn

Tyr

Pro

Ser

180

Gly

Ile

Val

645

Ala

Ser

His

Ile

Thr

Fhe

85

Leu

Ser

Val

Ala

Gly

165

Val

Thy

Thr

val
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630

Pro

Asp

Ala

Lys

Pro

His

Gln

70

Ala

Glu

Met

Leu

Arg

150

Ala

Pro

Asp

Lys

Arg
230

Met Ile

Gly Arg

Ala

Ser

His

Ser

5%

Lys

Pro

Arg

Glu

Pro

135

Ala

Thr

Ile

Ala

His

21%

Glu

Pro

Sen

Lys

40

Gln

Val

Asp

Glu

Ile

120

Arg

Thyr

Asn

Val

Phe

200

Asn

Ala

Pro

Ser
665

Ser

Thr

25

Thr

Arg

Ser

Glu

Gly

105

His

His

Gly

Leu

Ala

185

Gln

Tyr

Phe

37

Ser
650

Ser

Pro

10

Leu

Thr

Arg

Glu

Pro

S0

val

Gln

Glu

Phe

val

170

Ile

Glu

Leu

Phe

635

Gly

Tyr

Ser

Leu

Pro

Arg

Thr

75

Arg

Thr

Ala

Gln

Pro

155

Ser

Thr

Thr

Val

Leu
235

640

Gly Ala Phe Lys Asp

Phe

Pro

Pro

Phe

60

Gln

Lys

Asp

Leu

Gly

140

Gly

Gly

Gly

Pro

Met

220

Ala

Ser

Arg

Pro

45

Thr

Lys

Gly

val

Thr

125

Gly

val

Leu

Gln

Ile

205

Asp

Arg

Lys

Ser

30

eu

Ile

Ala

Ser

Phe

110

Arg

Val

Cys

Ala

Val

130

val

val

Ser

655

Thr

15

Thr

His

Ser

Glu

Asp

95

Ala

Ser

Phe

Ile

Asp

175

Pro

Glu

Glu

Gly

Leu

Phe

Leu

Asn

Thr

80

Val

Tyr

Ser

Ala

Ala

160

Ala

Arg

Val

Asp

Arg
240
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Pro Gly Pro Val Leu Ile Asp Val Pro Lys Asp Ile Gln Gln Gln Leu
245 250 255

Val Ile Pro Asp Trp Asp Gln Pro Met Arg Leu Pro Gly Tyr Met Ser
260 265 270

Arg Leu Pro Lys Leu Pro Asn Glu Met Leu Leu Glu Gln Ile Val Arg
275 280 2865

Leu Ile Ser Glu Ser Lys Lys Pro Val Leu Tyr Val Gly Gly Gly Cys
290 295 300

Ser Gln Ser Ser Glu Glu Leu Arg Arg Phe Val Glu Leu Thr Gly Ile
305 310 315 320

‘Pro Val Ala Ser Thr Leu Met Gly Leu Gly Ala Phe Pro Thr Gly Asp
325 330 335

Glu Leu Ser Leu Ser Met Leu Gly Met His Gly Thr Val Tyr Ala Asn
340 345 350

Tyr Ala Val Asp Ser Ser Asp Leu Leu Leu Ala Phe Gly Val Arg Phe
355 360 365

Asp Asp Arg Val Thr Gly Lys Leu Glu Ala Phe Ala Ser Arg Ala Lys
370 378 3RO

Ile Val His Ile Asp Ile Asp Ser Ala Glu Ile Gly Lys Asn Lys Gln
g5 390 398 400

Pro His Val Ser Ile Cys Ala Asp Ile Lys Leu Ala Leu Gln Gly Leu
405 410 415

Asn Ser Ile Leu CGlu Ser Lys Glu Gly Lys Leu Lys Leu Asp Phe Ser
420 425 430

Ala Trp Arg Gln Glu Leu Thr Val Gln Lys Val Lys Tyr Pro Leu Asn
435 440 ’ 445

Phe Lys Thr Phe Gly Asp Ala Ile Pro Pro Gln Tyr Ala Ile Gln Val
450 455 460

Leu Asp Glu Leu Thr Asn Gly Ser Ala Ile Ile Ser Thr Gly Val Gly
465 470 478 480

Gln His Gln Met Trp Ala Ala Gln Tyr Tyr Lys Tyr Arg Lys Pro Arg
485 490 495

Gln Trp Leu Thr Ser Gly Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro
500 505 510

Ala Ala Ile Gly Ala Ala Val Gly Arg Pro Asp Glu Val val Val Asp
515 520 525

Ile Asp Gly Asp Gly Ser Phe Ile Met Asn Val Gln Glu Leu Ala Thr
530 5358 540

Ile Lys Val Glu Asn Leu Pro val Lys Ile Met Leu Leu Asn Asn Gln
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545

His

ATY

Pro

val

Thr

625

val

Glu

<210> 13
<211> 640
<212> Proteina

Leu

Ala

Asn

Thr

610

Pro

Leu

Gly

Gly

His

Met

535

His

Gly

Pro

Asp

<213> Lolium multiflorum

<400> 13

Met

Thr

Arg

Pro

Glu

&5

Gly

His

His

Gly

Len
145

Ala

Leu

Arg

Ser

50

Pro

Ile

Gln

Glu

Arg

139

Val

Thr

Pro

Ala

as

Pro

Arg

Ser

Ala

Gln

1i5

Val

Ser

Met

Thr
580

Leu,

Arg

Pro

Met

Gly
660

Ala

Lys

Leu

Ala

Lys

Asp

Leu

160

Gly

Gly

Ala

val
565

TYTr

Lys

ASp

Tyr

Ile

645

Arg

The

Pro

Ala

Pro

Gly

Val

85

Thr

Glu

val

Leu
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550

val Gln

Leu Gly

Phe Ala

Asp Leu

615

Leu Leu
630

Pro Ser

Ser Ser

Ser. Thr

Arg Thr

Ala Pro

Pro Ala

55

Ala Asp
70

Phe Ala-

Ser Ser

Ala Phe

Cys Val
135

Ala Asp
1540

Trp
Asn
Glu
600
Arg
Asp

Gly

Tyr

Ala
Leu
Tle

40
Thr
Ile
Tyr
Pro
Ala
120

Ala

Ala

Glu

Pro

585

Ala

Ala

Val

Gly

Val

Pro

25

Arg

Ala

Leu

Pro

Leu

105

Ala

Thr

Leu

39

Asp

570

Ser

Cys

Ala

Ile

Ala
650

Ala

10

Arg

Cys

Leu

Val

Gly

30

Ile

Ser

Ser

Leu

555

Arg

Asn

Gly

Ile

val

635

Phe

Phe

His

Ser

Arg

Glu
75

Ala

Thr

Gly

Gly

Asp
i85

Phe

Glu

Val

Gln

620

Pro

Lys

Ser

Leu

Ala

Pro

&0

Ala

Ala

AsSn

Tvr

Pro

140

Ser

Tyr

Ala

Pro

605

Lys

His

Asp

Gly

Leu

Val

45

Trp

Leu

Ser

His

Ala

125

Gly

Ile

S&0

Lys Ala Asn
57S

Giu Ile Phe
590

Ala Ala Arg
Met Leu Asp
Gln Glu His

640

Vval Ile Thr
655

Ala Thr Ala
15

Pro Ser Ser
3o

Ser Pro Ser

Gly Pro Ser

Glu Arg Cys

80

Met Glu Ile
85

Leu Phe Arg
1lo

Arg Ala Ser

Ala Thr Asn

Pro Met Val
160



Ala

Gln

Tyr

Phe

Pro

225

Mat

Glu

Ile

Arg

Leu

305

Met

Leu

Glu

Ala

Val
385

Cys

Gln

Pro

Ala

Tyr

Ile

Glu

Leu

Phe

210

Lys

Ser

Leu

Leu

Phe

230

Gly

His

Leu

Ala

Glu

370

Lys

Asp

Lys

Pro

Ile
450

YL

Thr

Thr

val

185

Leu

Asp

Leu

Leu

Tyx

275

val

ASI

Gly

Ala

Fhe

355

Ile

Leu

Lys

Arg

Gln

435

Ile

Thr

Gly

Pro

180

Leu

Ala

Ile

Pro

Glu

260

Vval

Glu

Phe

Thr

Phe

240

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu

420

Tyr

Ala

Tyr

Gln

165

Tle

Asp

Ser

Gln

Gly

245

Gln

Gly

T.eu

Pro

Val

325

Gly

Ser

Lys

Leu

Fhe

405

Phe

Ala

Thr

Lys
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Val

val

val

Sey

Gln
230

TYY

Val

Gly

Thr

Ser
310

Tyr

val

Arg

Asn

Gln

380

Asp

Pro

Ile

Gly

Arg

Pro

Glu

Glu

Gly

215

Gln

Ile

Leu

Gly

Gly

295

Asp

Ala

ATrg

Serxr

Lys

375

Gly

Phe

Leu

Gln

val

455

Pro

Arg

vVal

Asp

200

Arg

Met

Ala

Arg

Cys

280

Ile

Asp

Asn

Fhe

Lys

360

Gln

Leau

Ala

Gly

val

440

Gly

Arg

Arg

Thx

185

Ile

Pro

Ala

Axrg

Leu

265

Ser

Pro

Pro

Tyr

Asp

345

Ile

Pro

Asn

Ser

TYY
425
Leu

Gln

Gln

40

Met

170

Arg

Pro

Cly

Val

Leu

250

val

Ala

val

Leu

Ala

330

Bsp

Val

His

Ala

Trp
4310
Lys
Asp

His

val

Ile

Ser

Arg

Pro

Pro

235

Pro

Gly

Eer

Thr

Ser

3is

Val

Arg

His

Val

Val

39S

His

Thr

Glu

Gln

Leu

Gly

Ile

val

val

220

Val

Lys

Glu

Gly

Thr

300

Leu

Asp

val

Ile

Ser

380

Leu

Asp

Phe

Leu

Met

160

Ser

Thr

Thr

Ile

205

Leu

Trp

Pro

Glu

Glu

285

Thr

Arqg

Lys

hr

Asp

365

Ile

Thr

Glu

Gly

Thr

445

Trp

Ser

Asp
Lys
190
Gln
Val
Asp
Pro
Arg
270
Asp
Leu
Met
Ala
Gly
350
Ile
Cys
Gly
Leu
Glu
430
Lys

Ala

Ala

Ala

175

His

Glu

Rsp

Ala

Ala

255

Arg

val

Met

Leu

Asp

335

Lys

Asp

Ala

Ser

Glu

415

Ala

Gly

Ala

Gly

Phe

Asn

Ala

Ile

Pro

240

Thr

Pro

Aryg

Gly

Gly

320

Leu

Ile

Pro

Asp

Lys

400

Gln

Ile

Glu

Gln

Leu



465

Gly

Asn

Met

Lys

Glu

545

Pro

Gly

Ala

Ile

Gly
625

<210> 14
<211> 670
<212> Proteina

Ala

Pro

Asn

Val

530

Asp

Glu

Phe

Ala

Ile

610

Ala

Met

Gly

Ile

515: .

Met

Arg

Asn

Asn

Ile

595

Val

Phe

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 14

Met
1

Ser

Ser

val
65

Pro

Ala

Thr

Phe

Arg
50

Leu

Thr

Ala

Lys

Ser

35

Arg

Asn

Lys

Gly

val

500

Gln

Ile

Phe

Glu

val

580

Lys

Pro

Lys

Ala

Pro

20

Leu

Arg

Thr

Pro

Phe

485

Thr

Glu

Leu

Tyr

Ser

565

Pro

Lys

His

Asp

Thr

Ser

Pro

Gly

Thr

Glu
85
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470

Gly

val

Leu

Asn

Lys

550

Glu

Ala

Met

Gln

Ile
630

Thr

Pro

Fhe

Ile

Thr

70

Thr

Leu

val

Ala

Asn

535

Ala

Ile

Val

Leu

Glu

615

Ile

Thy

Ser

Ser

Lys

55

Asn

Phe

Pro

Asp

Leu

520

Gln

Asn

Tyr

Arg

Glu

600

His

Met

Thr

Ser

Leu

40

Ser

Val

Ile

Ala

Ile

505

Ile

His

Arg

Pro

Val

585

Thr

Val

Glu

Thr

Ser

25

Agn

Ser

Thr

Ser

41

Ala

490

Asp

Arg

Leu

Ala

Asp

570

Thr

Pro

Leau

Gly

Thr

10

Lys

Pro

Ser

Thr

Arg
30

47%

Ala Gly
Gly Asp
Ile Glu

Gly Met
540

His Thr
55%

Phe Val
Lys Arg
Gly Pro
Pro Met

620

Asp Gly
635

Ser Ser
Ser Pro
Asn Lys

Pro Ser
60

Thr Pro
75

Phe Ala

Thr

Gly

Asn

525

Val

Tyr

Thr

Ser

TYr

605

Iie

Arg

Ser

Leu

Ser

45

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

$10

Leu

Val

Leu

Ile

Glu

5580

Leu

Pro

Ile

Ile

Pro

30

Sar

Ile

Pro

Asp

Val
495
Phe
Fro
Gln
Gly
Ala
578
Val
Leu

Ser

Ser

Ser

15
Ile
Ser
Ser

Thr

Gln
95

480

Ala
Leu
Val
Trp
Asn
560
Lys
Arg
Asp
Gly

Tyxr
640

Phe
Ser
Ser
Ala
Lys

80

Pro



Arg

Glu

Rla

Gln

145

Pro

Ser

Thr

Thr

Val

225

Leu

Leau

Leu

305

Val

Ser

Gly

Ala

FPhe

385

Ile

Lys

Thy

Leu

130

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

210

Met

Ala

Ile

Pro

Glu

2350

vVal

Glu

Tyr

Thr

Phe

370

Ala

Gly

Gly
Vval
1is
Thr
Gly
Ile
Leu
Gln
195
Ile
Asp
Thr
Gln
Gly
275
Gln
Gly
Leu
Pro
Val
358
Gly

Ser

Lys

Ala

100

Phe

Arg

val

Cys

Ala

18¢

Val

Val

Val

Ser

Gln

260

Tyr

Ile

Gly

Thyr

Cys
340
Tyr
Val

Arg

Asn

Asp
Ala
Ser
Phe
Ile
165
Asp
Pro
Glu
Glu
Gly
245
Gln
Met
vVal
Gly
Gly
325
Asp
ARla
Arg

Ala

Lys

ES 2372971 T3

Ile

Tyr

Ser

Ala

150

Ala

Ala

Arg

vVal

Asp

230

Arg

Leu

Ser

Arg

Cys

310

Ile

Rsp

Agn

Phe

Lys

390

Thr

Leu

Pro

ser

135

Ala

Thr

Leu

AYg

Thr

215

Ile

Pro

Ala

Arg

Leu

285

Leu

Pro

Glu

Tyr

Asp

375

Ile

Pro

val

Gly

120

Ile

Glu

Ser

Leu

Met

200

Arg

Pro

Gly

Ile

Met

280

Ile

Asn

val

Leu

Ala

380

Asp

val

His

Glu

105

Ala

Arg

Gly

Gly

Asp

185

Ile

sSer

Arg

Pro

Pro

265

Pro

Ser

Ser

Ala

Ser

145

val

Arg

His

val

42

Ala

Ala

Asn

Tyr

Pro

170

Ser

Gly

Ile

Ile

val

250

Asn

Lys

Glu

Ser

Ser

330

Len

Glu

Vval

Ile

Ser

Leu

Ser

val

Ala

155

Gly

Val

Thr

Thr

Ile

235

Leu

Trp

Pro

Ser

Asp

31s

Thr

His

His

Thr

Asp

ias

vVal

Glu

MeC

Leu

140

Arg

Ala

Pro

Asp

Lys

220

Glu

Val

Glu

Pro

Lys

300

Glu

Leu

Met

Ser

Gly

aso

Ile

Cys

Arg

Glu

125

Pro

Ser

Thr

Leu

Ala

205

His

Glu

Asp

Gln

Glu

285

Lys

Lieu

Met

Leu

Asp

ELT)

Lys

Asp

Gly

Gln

110

Ile

Arg

Ser

Asn

val

120

Fhe

Asn

Ala

val

Ala
270

-Bsp

Pro

Gly

Gly

Gly

350

Leu

Leu

Ser

Asp

Gly

His

His

Gly

Leu

175

Ala

Gln

TyTr

Phe

Pro

255

Met

S5er

Val

Arg

Leu

135

Met

Leu

Glu

Ala

Val

val

Gln

Glu

Lys

160

Val

Ile

Glu

Leu

Phe

240

Lys

Arg

His

Leu

Phe

320

Gly

His

Leu

Ala

Glu

400

Lys



10

15

Leu

Leu

Gln

Gln

465

Ile

Asn

Met

Asp

val

545

Leun

Arg

Gln

Gly

Ile

625

Cys

Phe

<210> 15
<211> 21
<212> ADN

Ala

Lys

Lys

450

Tyr

Ser

Tyr

Gly

Ala

530

Gln

Leu

Phe

Glu

Ile

610

Gln

Pro

Asn

Leu
Leu
435
Phe
Ala
Thr
Lys
Phe
515
Ile
Glu
Leu
TYr
Asp
595
Pro
Thr
His

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

420

Asp

Pro

Tle

Gly

Lys

500

Gly

Val

Leu

Asn

Lys

580

Glu

Ala

Met

Gln

Val
660

405

Gly

rhe

Leu

Lys

val

485

Ero

Leu

Val

Ala

Asn

565

Ala

Ile

Ala

Leu

Glu

645

Ile
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Met

Gly

Ser

val

470

Gly

Arg

Pro

Asp

Thr

550

Gln

Asn

Phe

Arg

AsSp

630

His

Thr

Asn

val

Phe

455

Leu

Gin

Gln

Ala

Ile

535

Ile

His

Arg

Pro

val

e15

Thr

val

Glu

Lys

Trp

440

Lys

Asp

His

Trp

Ala

520

Asp

Arg

Leu

Ala

Asn

600

Thrx

Pro

Leu

Gly

Val

425

Arg

Thr

Glu

Gln

Leu

505

Ile

Gly

val

Gly

His

585

Met

Lys

Gly

Pro

Asp
665

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 15

ccaccaccca ccatggctac g

<210> 16
<211> 20
<212> ADN

21

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 16

gaagaggtgg ttggtgatga

20

43

410

Leu

Asn

Phe

Leu

Met

450

Ser

Gly

Asp

Glu

Met

570

Thr

Leu

Lys

Fro

Met

650

Gly

Glu

Glu

Gly

Thr

475

Trp

Ser

Ala

Gly

Asn

555

val

Phe

Leu

Ala
Tyr
635

Ile

Arg

Asn
Leu
Glu
460
Asp
Ala
Gly
Ser
Ser
540
Leu
Met
Leu
Phe
Asp
620
Leu

Pro

Ile

Arg

Asn

445

Ala

Gly

Ala

Gly

Val

525

Phe

Pro

Gln

Gly

Ala

605

Leu

Leu

Ser

Lys

Ala

430

val

Ile

Lys

Gln

Leu

510

Ala

Ile

val

Trp

Asp

590

Ala

Arg

Asp

Gly

Tyr
670

415

Glu

Gln

Pro

Ala

Phe

495

Gly

Asn

Met

Lys

Glu

575

Pro

Ala

Glu

val

Gly
655

Glu

Lys

Pro

Ile
480

Tyr

Ala

Pro

Asn

val

560

Asp

Ala

cys

Ala

Ile

€40

Thr
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<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 17

gcaaccaacc tcgtgtcecge 20

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 18

gaaggcttce tgtatgacgce 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 19

gaattgcgct ggtttgttga 20

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 20

ctcaattttc cctgtcacac g 21

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 21

ggtagcttcc tcatgaacat 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 22

aatgttcatg aggaagctac 20

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 23

cattcaggtc aaacataggc c 21

<210> 24
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<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: ADN sintético
<220>

<221> Elemento mixto

<222> 10

<223>nesa,g,cot

<220>

<221> Elemento mixto

<222> 11

<223>nesa,g,cot

<220>

<221> Elemento mixto

<222> 12

<223>nesa,g,cot

<400> 24

tacccgggen nngcgtccat ggagatcca 29

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 25

tgtgcttggt gatgga 16

<210> 26

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 26

gggctggcaa gecacgtttg gtg 23

<210> 27

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 27

cagcgacgtg ttcgcecta 18

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 28

ccccagcecgce atgatcggca ccgacgcctt 30

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 29

ctgggacacc tcgatgaat 19
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<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 30

aactgggata ccagtcagct ¢ 21

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 31

gctctgctac aacagagcac a 21

<210> 32

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 32

gattgcctca cctttcg 17

<210> 33

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 33

cagcccaaat cccattg 17

<210> 34

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 34

aggtgtcaca gttgttg 17

<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 35

tcaaggacat gatcctggat gg 22

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 36

agtcctgceca tcaccatcca g 21

<210> 37
<211> 23
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: ADN sintético
<400> 37

ccgggagctg catgtgtcag agg 23
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de transformacion que comprende las etapas de:
transformacion de una célula hospedadora con un vector de recombinacion que contiene un gen de interés y un gen
que codifica una acetolactato-sintasa vegetal mutante con una mutacion de glicina a alanina en un resto de glicina

correspondiente a la posicion 95 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;

cultivo de la célula transformada obtenida en la primera etapa en presencia de un herbicida de carboxipirimidinilo, en
que el gen que codifica la acetolactato-sintasa mutante se usa como marcador de seleccion.

2. El procedimiento de transformacién segun la reivindicacion 1, en que el gen que codifica la acetolactato-sintasa
mutante es un gen que codifica la proteina (a) o (b) siguiente:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;
(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:3 a 14.

3. El procedimiento de transformacién segun las reivindicaciones 1 6 2, en que la célula hospedadora es una célula
vegetal.

4. El procedimiento de transformacién segun la reivindicaciéon 3, en el que dicha célula hospedadora es una célula
de arroz, maiz, trigo, cebada, soja, algodon, colza, remolacha, raigras italiano, tabaco o Arabidopsis thaliana.

5. Un procedimiento para el cultivo de una planta, que comprende las etapas de:
transformacion de una célula vegetal con un vector de recombinacién que contiene un gen de interés y un gen que
codifica una acetolactato-sintasa vegetal mutante con una mutaciéon de glicina a alanina en un resto de glicina

correspondiente a la posicion 95 de SEQ ID NO:2;

cultivo de la planta transformada obtenida en la etapa anterior en presencia de un herbicida de carboxipirimidinilo, en
que el gen que codifica la acetolactato-sintasa mutante se usa como marcador de seleccion.

6. El procedimiento para el cultivo de una planta segun la reivindicacién 5, en que el gen que codifica la acetolactato-
sintasa mutante es un gen que codifica la proteina (a) o (b) siguiente:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;
(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:3 a 14.

7. El procedimiento segun las reivindicaciones 5 6 6, en que dicha planta es arroz, maiz, trigo, cebada, soja,
algodon, colza, remolacha, raigras italiano, tabaco o Arabidopsis thaliana.
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