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DESCRIPCION

Plantas de girasol resistentes a herbicidas, polinucleétidos que codifican proteinas correspondientes a la subunidad
mayor de la acetohidroxiacido-sintasa resistentes a herbicidas y procedimientos de uso.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere al campo de la biotecnologia agricola, en particular a plantas de girasol resistentes
a herbicidas y a nuevas secuencias polinucleotidicas que codifican proteinas correspondientes a la subunidad mayor
de la acetohidroxiacido-sintasa de girasol naturales y resistentes a herbicidas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La acetohidroxiacido-sintasa (AHAS; EC 4.1.3.18, también conocida como acetolactato-sintasa o ALS) es la
primera enzima que cataliza la sintesis bioquimica de los aminoacidos de cadena ramificada valina, leucina e
isoleucina (Singh (1999) “Biosynthesis of valine, leucine and isoleucine”, en Plant Amino Acid, Singh, B. K., ed.,
Marcel Dekker Inc. Nueva York, Nueva York, EE. UU., pags. 227-247). La AHAS es el sitio de accion de cinco
familias de herbicidas estructuralmente diversas que incluyen las sulfonilureas (Tan y col. (2005) Pest Manag. Sci.
61:246-57; Mallory-Smith y Retzinger (2003) Weed Technology 17:620-626; LaRossa y Falco (1984) Trends
Biotechnol. 2:158-161), las imidazolinonas (Shaner y col. (1984) Plant Physiol. 76:545-546), las triazolopirimidinas
(Subramanian y Gerwick (1989) “Inhibition of acetolactate synthase by triazolopyrimidines”, en Biocatalysis in
Agricultural Biotechnology, Whitaker, J. R. y Sonnet, P. E. eds., ACS Symposium Series, American Chemical
Society, Washington, D. C., pags. 277-288), los pirimidiniloxibenzoatos (Subramanian y col. (1990) Plant Physiol.
94:239-244) y las sulfonilaminocarboniltriazolinonas (Tan y col. (2005) Pest Manag. Sci. 61:246-57; Mallory-Smith y
Retzinger (2003) Weed Technology 17:620-626). Los herbicidas de imidazolinona y sulfonilurea se usan
ampliamente en la agricultura moderna debido a su eficacia a dosis de aplicacion muy bajas y a su relativa falta de
toxicidad para los animales. Al inhibir la actividad de la AHAS, estas familias de herbicidas impiden el crecimiento y
desarrollo posterior de las plantas susceptibles, incluidas muchas especies de malas hierbas. Varios ejemplos de
herbicidas de imidazolinona disponibles comercialmente son PURSUIT® (imazetapir), SCEPTER® (imazaquin) y
ARSENAL® (imazapir). Algunos ejemplos de herbicidas de sulfonilurea son clorsulfurén, metsulfuréon-metilo,
sulfometuron-metilo, clorimurdn-etilo, tifensulfuron-metilo, tribenurén-metilo, bensulfurén-metilo, nicosulfurén,
etametsulfurén-metilo, rimsulfurdn, triflusulfurén-metilo, triasulfurdén, primisulfurén-metilo, cinosulfurén. amidosulfurén,
flazasulfurén, imazosulfurén, pirazosulfurén-etilo y halosulfurén.

Debido a su alta eficacia y baja toxicidad, los herbicidas de imidazolinona se prefieren para aplicacion
mediante pulverizacion por encima de una amplia area de vegetacion. La capacidad de pulverizar un herbicida por
encima de una amplia area de vegetaciéon disminuye los costes asociados con el establecimiento y mantenimiento
del cultivo y disminuye la necesidad de la preparacion del sitio antes del uso de estos compuestos quimicos. La
pulverizacién por encima de una especie tolerante deseada también resulta en la capacidad de conseguir el maximo
potencial de rendimiento de la especie deseada debido a la ausencia de especies competidoras. Sin embargo, la
capacidad de usar estas técnicas de pulverizacion por encima depende de la presencia de especies resistentes a
imidazolinona de la vegetaciéon deseada en el area de la pulverizacion.

Entre los principales cultivos agricolas, algunas especies leguminosas como la soja son naturalmente
resistentes a los herbicidas de imidazolinona, debido a su capacidad de metabolizar rapidamente los compuestos
herbicidas (Shaner y Robinson (1985) Weed Sci. 33:469-471). Otros cultivos como el maiz (Newhouse y col. (1992)
Plant Physiol. 100:882-886) y arroz (Barret y col. (1989) Crop Safeners for Herbicides, Academic Press, Nueva York,
EE. UU., pags. 195-220) son ligeramente susceptibles a los herbicidas de imidazolinona. La sensibilidad diferencial a
los herbicidas de imidazolinona depende de la naturaleza quimica del herbicida concreto y del metabolismo
diferencial del compuesto desde una forma toxica a una forma no téxica en cada planta (Shaner y col. (1984) Plant
Physiol. 76:545-546; Brown y col. (1987) Pestic. Biochem. Physiol. 27:24-29). Otras diferencias relativas a la
fisiologia de la planta, como la absorcién y la translocacion, pueden desempeifiar también un papel importante en la
sensibilidad (Shaner y Robinson (1985) Weed Sci. 33:469-471).

Se han producido con éxito plantas resistentes a imidazolinonas, sulfonilureas, triazolopirimidinas vy
pirimidiniloxibenzoatos mediante mutagénesis de semillas, microsporas, polen y callo en Zea mays, Arabidopsis
thaliana, Brassica napus (es decir, colza), Glycine max, Nicotiana tabacum, remolacha azucarera (Beta vulgaris) y
Oryza sativa (Sebastian y col. (1989) Crop Sci. 29:1403-1408; Swanson y col. (1989) Theor. Appl. Genet. 78:525-
530; Newhouse y col. (1991) Theor. Appl. Genet. 83:65-70; Sathasivan y col. (1991) Plant Physiol. 97:1044-1050;
Mourand y col. (1993) J. Heredity 84:91-96; Wright y Penner (1998) Theor. Appl. Genet. 96:612-620; patente de los
EE. UU. n° 5.545.822). En todos los casos, la resistencia se debié a un Unico gen nuclear parcialmente dominante.
Previamente también se habian aislado cuatro plantas de trigo resistentes a imidazolinona después de la
mutagénesis de semillas de Triticum aestivum L. cv. Fidel (Newhouse y col. (1992) Plant Physiol. 100:882-886). Los
estudios de heredabilidad confirmaron que la resistencia se debia a un unico gen parcialmente dominante. Sobre la
base de estudios alélicos, los autores concluyeron que las mutaciones en las cuatro lineas identificadas se
localizaban en el mismo locus. Uno de los genes de resistencia del cultivar Fidel se designé FS-4 (Newhouse y col.
(1992) Plant Physiol. 100:882-886).

Las poblaciones de plantas de origen natural de las que se ha descubierto que son resistentes a herbicidas
de imidazolinona y/o sulfonilurea también se han usado para el desarrollo de lineas de mejora de girasol resistentes
a herbicidas. Recientemente se han desarrollado dos lineas de girasol resistentes a un herbicida de sulfonilurea
mediante el uso de germoplasma originario de una poblacién silvestre de girasol comun (Helianthus annuus) como
fuente del caracter de resistencia al herbicida (Miller y Al-Khatib (2004) Crop Sci. 44:1037-1038). Previamente, White
y col. ((2002) Weed Sci. 50:432-437) habian descrito que algunos individuos de una poblacion silvestre de girasol
comun de Dakota del Sur (EE. UU.) presentaban resistencia cruzada a un herbicida de imidazolinona y un herbicida
de sulfonilurea. El andlisis de una porcion de la region codificante de los genes de la subunidad mayor de la
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acetohidroxiacido-sintasa (AHASL) de individuos de esta poblacion revelé una mutacion puntual que resultaba en
una sustitucion del aminoacido Ala por Val en la proteina AHASL de girasol, que corresponde a Alas en la proteina
AHASL natural de Arabidopsis thaliana (White y col. (2003) Weed Sci. 51:845-853). Previamente, Al-Khatib y Miller
(2000) Crop Sci. 40:869) describieron la produccion de cuatro lineas de mejora de girasol resistentes a
imidazolinona.

El modelado por ordenador de la conformacion tridimensional del complejo inhibidor de la AHAS predice
varios aminoacidos en la cavidad propuesta de union del inhibidor como sitios en los que la induccién de mutaciones
probablemente confiera resistencia selectiva a imidazolinonas (Ott y col. (1996) J. Mol. Biol. 263:359-368). De hecho,
las plantas de tabaco producidas con algunas de estas mutaciones disefiadas racionalmente en los sitios de union
propuestos de la enzima AHAS han mostrado resistencia especifica a una Unica clase de herbicidas (Ott y col.
(1996) J. Mol. Biol. 263:359-368).

También se ha descrito la resistencia de plantas a herbicidas de imidazolinona en numerosas patentes. Las
patentes de los EE. UU. n® 4.761.373, 5.331.107, 5.304.732. 6.211.438, 6.211.439 y 6.222.100 describen en
general el uso de un gen modificado de AHAS para producir resistencia a herbicidas en plantas y desvelan
especificamente ciertas lineas de maiz resistentes a imidazolinona. La patente de los EE. UU. n° 5.013.659 desvela
plantas que muestran resistencia a herbicidas debido a mutaciones en al menos un aminoacido en una o mas
regiones conservadas. Las mutaciones descritas en ese documento codifican resistencia cruzada para
imidazolinonas y sulfonilureas o resistencia especifica a sulfonilurea, pero no se describe una resistencia especifica
a imidazolinona. Las patentes de los EE. UU. n° 5.731.180 y n° 5.767.361 discuten un gen aislado que tiene una
sustitucion de un Unico aminoacido en una secuencia aminoacidica de una AHAS de monocotiledénea natural que
resulta en resistencia especifica a imidazolinona. Ademas, se han desarrollado plantas de arroz que son resistentes
a herbicidas que interfieren con la AHAS por mejora por mutacion y también por la seleccion de plantas resistentes a
herbicidas de entre un conjunto de plantas de arroz producidas por cultivo de anteras. Véanse las patentes de los
EE. UU. n® 5.545.822, 5.736.629, 5.773.703, 5.773.704, 5.952.553 y 6.274.796. El documento US 2003/0097692
describe plantas con una ALS resistente a imidazolinona y el documento 2005/020673 describe plantas de arroz que
presentan un aumento de la tolerancia a herbicidas de imidazolinona.

En las plantas, al igual que en todos los demas organismos examinados, la enzima AHAS esta formada por
dos subunidades: una subunidad mayor (papel catalitico) y una subunidad menor (papel regulador) (Duggleby y
Pang (2000) J. Biochem. Mol. Biol. 33:1-36). La subunidad mayor de la AHAS (también denominada AHASL en este
documento) puede estar codificada por un Unico gen como en el caso de Arabidopsis y remolacha azucarera o por
multiples miembros de una familia génica como en maiz, colza y algodon. Las sustituciones especificas de un tnico
aminoacido en la subunidad mayor confieren a la enzima un grado de insensibilidad a una o mas clases de
herbicidas (Chang y Duggleby (1998) Biochem J. 333:765-777).

Por ejemplo, el trigo panadero, Triticum aestivum L., contiene tres genes homedlogos de la subunidad
mayor de la acetohidroxiacido-sintasa. Cada uno de los genes muestra una expresion significativa, segun los datos
bioquimicos y de la respuesta a herbicidas de mutantes en cada uno de los tres genes (Ascenzi y col. (2003)
Congreso de la International Society of Plant Molecular Biologists, Barcelona, Espafia, n° de ref. S10-17). Las
secuencias codificantes de los tres genes presentan gran homologia en cuanto a nucleétidos (documento WO
03/014357). Mediante la secuenciacion de los genes AHASL de varias variedades de Triticum aestivum se encontré
que la base molecular de la tolerancia a herbicidas en la mayoria de las lineas tolerantes a IMI (tolerantes a
imidazolinona) era la mutacion S653(Af)N, que indica una sustitucién de serina por asparragina en una posicion
equivalente a la serina del aminoacido 653 en Arabidopsis thaliana (documentos WO 03/01436; WO 03/014357).
Esta mutacion se debe a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) en la secuencia de ADN que codifica la
proteina AHASL.

También se sabe que hay genes AHASL muiltiples en especies de plantas dicotileddneas. Recientemente,
Kolkman y col. ((2004) Theor. Appl. Genet. 109:1147-1159) describieron la identificacion, clonacién y secuenciacion
de tres genes AHASL (AHASL1, AHASL2 y AHASL3) de genotipos resistentes a herbicidas y naturales de girasol
(Helianthus annuus L.). Kolkman y col. describieron que la resistencia a herbicidas era debida a la sustitucion
Pro197Leu (usando la nomenclatura de las posiciones de los aminoacidos de la AHASL de Arabidopsis) o a la
sustitucion Ala205Val en la proteina AHASL1 y que cada una de estas sustituciones proporcionaba resistencia a
herbicidas tanto de imidazolinona como de sulfonilurea.

Dada su alta eficacia y baja toxicidad, los herbicidas de imidazolinona se prefieren para el uso agricola. Sin
embargo, la posibilidad de usar herbicidas de imidazolinona en un sistema de produccion de un cultivo en particular
depende de la disponibilidad de variedades resistentes a imidazolinona de la planta cultivada de interés. Para
producir tales variedades resistentes a imidazolinona, los mejoradores de plantas necesitan desarrollar lineas de
mejora con el caracter de resistencia a imidazolinona. Por lo tanto, se necesitan mas lineas y variedades de mejora
de plantas de cultivo resistentes a imidazolinona, asi como procedimientos y composiciones para la produccion y el
uso de lineas y variedades de mejora resistentes a imidazolinona.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenciéon proporciona plantas de girasol que presentan un aumento de la resistencia a
herbicidas en comparacién con una planta de girasol natural, de acuerdo con las reivindicaciones. En particular, las
plantas de girasol de la invencion presentan un aumento de la resistencia a herbicidas de imidazolinona en
comparacién con una planta de girasol natural. Las plantas de girasol resistentes a herbicidas de la invencion
comprenden al menos una copia de al menos un gen o polinucleétido endégeno que codifica una subunidad mayor
de la acetohidroxiacido-sintasa (AHASL) resistente a herbicidas. Una proteina AHASL resistente a herbicidas
semejante comprende una treonina en la posicion del aminoacido 107 o en una posicién equivalente. Una planta de
girasol resistente a herbicidas de la invencion puede contener una, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas copias de un
gen o polinucledtido que codifica una proteina AHASL resistente a herbicidas de la invencion. Las plantas de girasol
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de la invencion incluyen también las semillas y las plantas de la progenie que comprenden al menos una copia de al
menos un gen o polinucleétido enddgeno que codifica una proteina AHASL resistente a herbicidas de la invencién.

En una realizacion, la presente invencién proporciona plantas de girasol resistentes a herbicidas o una linea
de girasol que se denomina S4897 en este documento y la progenie y derivados de esta que comprenden las
caracteristicas de resistencia a herbicidas de S4897. Una linea genética denominada GM40 en este documento se
ha derivado de S4897 y presenta las caracteristicas de resistencia a herbicidas de esta. Una muestra de semillas de
la linea GM40 se ha depositado en la Coleccién americana de cultivos tipo (ATCC) como el deposito de patente
ATCC con el numero PTA-6716. Por lo tanto, una planta de girasol de la invencidon que comprende las
caracteristicas de resistencia a herbicidas de GM40 o una planta de girasol con el niumero de depdsito de patente
ATCC PTA-6716 también comprenden las caracteristicas de resistencia a herbicidas de S4897. Las plantas de
girasol S4897, las plantas de girasol GM40 y las plantas de girasol con el nimero de depésito de patente ATCC
PTA-6716 y la progenie y derivados de estas que comprenden las caracteristicas de resistencia a herbicidas de
S4897, GM40 o de una planta de girasol con el nimero de depdsito de patente PTA-6716 comprenden en sus
genomas un gen AHASL1 que comprende la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1 y que codifica la
proteina AHASL1 que comprende la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2. Al compararla con la
secuencia aminoacidica de la proteina AHASL1 (SEQ ID NO: 4) que esta codificada por un gen AHASL1 (SEQ ID
NO: 3) de una planta de girasol natural, la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2 tiene un unico
aminoacido diferente respecto a la secuencia aminoacidica natural. En la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ
ID NO: 2 hay una treonina en la posicion del aminoacido 7. Esta posicién corresponde a la posicion 107 en la
proteina AHASL1 de girasol de longitud completa codificada por la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 12 (niUmero
de acceso AY541451). En la secuencia aminoacidica de la AHASL1 natural de la invencion (SEQ ID NO: 4), esta
posicion equivalente presenta una alanina. A menos que se indique lo contrario, las posiciones de aminoacidos a las
que se hace referencia en este documento para las proteinas AHASL de girasol corresponden a las posiciones de
aminoacidos de la secuencia aminoacidica completa expuesta en SEQ ID NO: 12.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona plantas de girasol resistentes a herbicidas que son la
linea de girasol que se denomina GM1606 en este documento. Una muestra de semillas del material genético de
GM1606 se ha depositado en la ATCC como el depésito de patente ATCC con el nimero PTA-7606. Por lo tanto, la
presente invencion proporciona plantas de girasol resistentes a herbicidas con el numero de depdsito de patente
ATCC PTA-7606 y la progenie y derivados de estas que comprenden las caracteristicas de resistencia a herbicidas
de las plantas de girasol con el numero de depdsito de patente ATCC PTA-7606. Al igual que las plantas de girasol
S4897 y GM40, GM1606 y la progenie y derivados de esta que comprenden las caracteristicas de resistencia a
herbicidas de GM1606 comprenden en sus genomas un gen AHASL1 que codifica una proteina AHASL1 que
comprende una treonina en la posicion 107 de la proteina AHASL1 de girasol de longitud completa. De manera
similar, las plantas de girasol con el numero de depdsito de patente ATCC PTA-7606 y la progenie y derivados de
estas que comprenden las caracteristicas de resistencia a herbicidas las plantas de girasol con el numero de
depésito de patente ATCC PTA-7606 comprenden en sus genomas un gen AHASL1 que codifica una proteina
AHASL1 que comprende una treonina en la posicién 107 de la proteina AHASL1 de girasol de longitud completa.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas polinucledtidos aislados y polipéptidos aislados para
las proteinas AHASL de girasol (Helianthus annuus). Los polinucleétidos descritos en este documento abarcan
secuencias nucleotidicas que codifican proteinas AHASL resistentes a herbicidas y naturales que incluyen, pero no
se limitan a proteinas codificadas por los genes AHASL1, AHASL2 y AHASLS3. Las proteinas AHASL de girasol
resistentes a herbicidas que se describen en este documento son proteinas AHASL resistentes a imidazolinona que
comprenden un aminoacido distinto de alanina en la posicion 107 de una proteina AHASL1 de girasol de longitud
completa o en una posicidon equivalente. Preferentemente, el aminoacido en la posiciéon 107 o en una posicion
equivalente es treonina. Los polinucledtidos descritos en este documento abarcan las secuencias nucleotidicas
expuestas en SEQ ID NO: 1y 3, las secuencias nucleotidicas que codifican las secuencias aminoacidicas expuestas
en SEQ ID NO: 2 y 4 y fragmentos y variantes de dichas secuencias nucleotidicas que codifican proteinas con
actividad AHAS.

La presente invencion proporciona un procedimiento para aumentar la tolerancia a herbicidas en una planta
tolerante a herbicidas. El procedimiento es util para aumentar la resistencia de una planta que ya es resistente a una
concentracion de un herbicida que destruiria o lesionaria significativamente a una planta natural. Una planta
tolerante a herbicidas semejante es una planta tolerante a herbicidas desarrollada por procedimientos que no
implican ADN recombinante como tal, por ejemplo, las plantas de girasol S4897, GM40 y GM1606 de la presente
invencion.

La presente invencidn proporciona un procedimiento para el control de las malas hierbas en la proximidad
de las plantas resistentes a herbicidas de la invencion, incluidas las plantas de girasol resistentes a herbicidas
descritas anteriormente.

Las plantas de la presente invencién pueden ser transgénicas o no transgénicas. Un ejemplo de una planta
de girasol no transgénica que presenta un aumento de la resistencia a herbicidas de imidazolinona y/o sulfonilurea
incluye las plantas de girasol S4897, GM40 o GM1606 y las plantas de girasol con el nUmero de depodsito de patente
ATCC PTA-6716 o PTA-7606; o un mutante, recombinante o derivado manipulado genéticamente de S4897, GM40
o0 GM1606, la planta de girasol con el niumero de depésito de patente ATCC PTA-6716 o PTA-7606 o dos o mas de
S4897, GM40, GM1606, la planta de girasol con el nimero de depdsito de patente ATCC PTA-6716 y la planta de
girasol con el numero de depésito de patente ATCC PTA-7606; o de cualquier descendiente de S4897, GM40 o
GM16086, la planta de girasol con el numero de deposito de patente ATCC PTA-6716 o PTA-7606 o dos o mas de
S4897, GM40, GM1606, la planta de girasol con el nimero de depdsito de patente ATCC PTA-6716 y la planta de
girasol con el numero de depdsito de patente ATCC PTA-7606; o una planta de la progenie de cualquiera de estas
plantas; o una planta que comprende las caracteristicas de resistencia a herbicidas de S4897, GM40, GM1606, la
planta de girasol con el numero de depésito de patente ATCC PTA-6716 y/o la planta de girasol con el nimero de
depésito de patente ATCC PTA-7606.
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La presente memoria descriptiva proporciona polipéptidos aislados que comprenden proteinas AHASL de
girasol resistentes a imidazolinona y naturales. Los polipéptidos aislados comprenden las secuencias aminoacidicas
expuestas en SEQ ID NO: 2 y 4 y las secuencias aminoacidicas codificadas por las secuencias nucleotidicas
expuestas en SEQ ID NO: 1 y 3 y fragmentos y variantes de dichas secuencias aminoacidicas que codifican
proteinas con actividad AHAS.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen AHASL1 de girasol resistente a
herbicidas (SEQ ID NO: 1), el gen AHASL1 de girasol natural (SEQ ID NO: 3), el numero de acceso de GenBank
U16280 (SEQ ID NO: 5), el nimero de acceso de GenBank AY541451 (SEQ ID NO: 11) y el nimero de acceso de
GenBank AY124092 (SEQ ID NO: 13). El sitio de la mutacion en SEQ ID NO: 1 se indica por un asterisco. La
mutacion es una transicion de G a A en la posicion del nucledtido 21 de SEQ ID NO: 1.

La figura 2 es un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la proteina AHASL1 de girasol resistente
a herbicidas (SEQ ID NO: 2), la proteina AHASL1 de girasol natural (SEQ ID NO: 4), el nimero de acceso de
GenBank U16280 (SEQ ID NO: 6), el nimero de acceso de GenBank AY541451 (SEQ ID NO: 12) y el numero de
acceso de GenBank AY 124092 (SEQ ID NO: 14). El asterisco indica el sitio de la sustitucion de un Unico aminoacido
(Ala por Thr) encontrada en la proteina AHASL1 de girasol resistente a herbicidas. Este sitio de la sustitucion
corresponde a la posiciéon del aminoacido 7 en la secuencia aminoacidica parcial de AHASL1 expuesta en SEQ ID
NO: 2. La posicidon equivalente de esta sustitucion en la secuencia aminoacidica completa de AHASL1 de girasol
expuesta en SEQ ID NO: 12 es la 107.

La figura 3 es una ilustracion fotografica que demuestra el aumento de la tolerancia a herbicidas de las
plantas de girasol S4897 (a la derecha) en comparacion con las plantas de girasol tolerantes a herbicidas IMISUN-1
(Al-Khatib y Miller (2000) Crop Sci. 40:869-970) en un estudio de invernadero. Las plantas de girasol S4897 e
IMISUN-1 se trataron por pulverizacién con imazamox en una dosis de 200 g p.a./ha. Las plantas de girasol
naturales de control no sobrevivieron después del tratamiento por pulverizacion con imazamox en una dosis de 100
6 200 g p.a./ha (no se muestra). La fotografia se tomd unos dias después del tratamiento de las plantas por
pulverizacion.

La figura 4 es una ilustracion grafica del dafio por herbicidas en un estudio de invernadero después del
tratamiento por pulverizacién de plantas de girasol IMISUN-1, de tipo natural y S4897 con imazamox en dosis de 100
(columnas claras) o 200 g p.a./ha (columnas oscuras). Esta figura demuestra que las plantas de girasol resistentes a
herbicidas S4897 tienen una resistencia o tolerancia significativamente superior a dos dosis de imazamox en
comparacion con las plantas resistentes a herbicidas IMISUN-1 y las plantas naturales. El dafio por herbicidas se
evalud 17 dias despues de la aplicacion de imazamox. Se sabe que las plantas IMISUN-1 tienen una sustitucion de
alanina por valina en el aminoacido 190 (Kolkman y col. (2004) Theor. Appl. Genet. 109:1147-1159).

La figura 5 es una ilustracion fotografica que demuestra el aumento de la tolerancia a herbicidas de las
plantas de girasol S4897 (lado derecho) en comparacién con las plantas de girasol tolerantes a herbicidas IMISUN-1
en el ensayo de invernadero descrito en el ejemplo 4.

La figura 6 es una ilustracion fotografica que demuestra el aumento de la tolerancia a herbicidas de las
plantas de girasol S4897 en comparacion con las plantas de girasol de la variedad Clearfield® A en el ensayo de
invernadero descrito en el ejemplo 5.

La figura 7 es la ilustracion grafica de una comparacion de la inhibiciéon de la AHAS por Raptor para plantas
de girasol de una variedad distinta de Clearfield, una variedad Clearfield y S4897, segun se describe en el ejemplo 5.

La figura 8 es la ilustracion grafica de una comparacion de la inhibicion de la AHAS por Glean para plantas
de girasol de una variedad distinta de Clearfield, una variedad Clearfield y S4897, segun se describe en el ejemplo 5.

La figura 9 es una ilustracion grafica del efecto de la aplicacion foliar de imazapir sobre la altura de la planta
a los 14 dias después del tratamiento para dos mutantes de girasol. La altura media (% de las parcelas no tratadas)
se representa por cuadrados y las barras de error representan la desviacion estandar de las medias.

La figura 10 es una ilustracion grafica del efecto de la aplicacion foliar de imazapir sobre el indice de
fitotoxicidad (PI) a los 14 dias después del tratamiento para dos mutantes de girasol. El Pl medio se representa por
cuadrados y las barras de error representan la desviacion estandar de las medias.

La figura 11 es una ilustracion grafica del efecto de la aplicacion foliar de imazapir sobre la acumulacion de
biomasa a los 14 dias después del tratamiento para dos mutantes de girasol. La biomasa seca media (% de las
parcelas no tratadas) se representa por cuadrados y las barras de error representan la desviacion estandar de las
medias.

La figura 12 es una ilustracion grafica del efecto de la aplicacion foliar de imazapir sobre la biomasa de
raices a los 14 dias después del tratamiento para dos mutantes de girasol. La masa seca de raices media (% de las
parcelas no tratadas) se representa por cuadrados y las barras de error representan la desviacion estandar de las
medias.

LISTADO DE SECUENCIAS

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas indicadas en el listado adjunto se muestran con las
abreviaturas estandar de una letra para las bases nucleotidicas y el codigo de tres letras para los aminoacidos. Las
secuencias nucleotidicas satisfacen la convencion estandar de comenzar en el extremo 5 de la secuencia y
proceder hacia delante (es decir, de izquierda a derecha en cada linea) hacia el extremo 3'. Solo se muestra una
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hebra de cada secuencia de acido nucleico, pero se entiende que la hebra complementaria esta incluida por
cualquier referencia a la hebra representada. Las secuencias aminoacidicas satisfacen la convencion de comenzar
en el extremo amino de la secuencia y proceder hacia delante (es decir, de izquierda a derecha en cada linea) hacia
el extremo carboxilo.

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia nucleotidica parcial que codifica una proteina AHASL1 resistente a
herbicidas de la linea de girasol S4897.

SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia aminoacidica parcial de la proteina AHASL1 resistente a herbicidas
codificada por la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia nucleotidica parcial que codifica la proteina AHASL1 natural de la linea
de girasol BTK47.

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia aminoacidica parcial de la proteina AHASL1 natural codificada por la
secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 3.

SEQ ID NO: 5 es la secuencia nucleotidica de numero de acceso de GenBank U16280.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia aminoacidica codificada por la secuencia nucleotidica del nimero de acceso
de GenBank U16280.

SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia nucleotidica del cebador HA1U409 descrito en el ejemplo 2.
SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia nucleotidica del cebador HA1L1379 descrito en el ejemplo 2.
SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia nucleotidica del cebador HA1U1313 descrito en el ejemplo 2.
SEQ ID NO: 10 muestra la secuencia nucleotidica del cebador HA1L2131 descrito en el ejemplo 2.
SEQ ID NO: 11 es la secuencia nucleotidica del nimero de acceso de GenBank AY541451.

SEQ ID NO: 12 es la secuencia aminoacidica codificada por la secuencia nucleotidica del niumero de
acceso de GenBank AY541451.

SEQ ID NO: 13 es la secuencia nucleotidica del nimero de acceso de GenBank AY124092.

SEQ ID NO: 14 es la secuencia aminoacidica codificada por la secuencia nucleotidica del numero de
acceso de GenBank AY124092.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a plantas de girasol que presentan un aumento de la resistencia a
herbicidas en comparacion con una planta de girasol natural de acuerdo con las reivindicaciones. Las plantas de
girasol resistentes a herbicidas se produjeron segun se describe mas adelante en este documento exponiendo las
plantas de girasol naturales (con respecto a la resistencia a herbicidas) a un mutageno, dejandolas madurar y
reproducirse y seleccionando las plantas de la progenie que mostraban un aumento de la resistencia a un herbicida
de imidazolinona, en relacién a la resistencia de una planta de girasol natural. La invencién proporciona las lineas de
girasol resistentes a herbicidas que en este documento se denominan S4897, GM40 y GM1606.

A partir de las plantas de girasol resistentes a herbicidas S4897 y de las plantas de girasol naturales BTK47
se aislo la region codificante de un gen de la subunidad mayor de la acetohidroxiacido-sintasa (denominado
AHASL1) mediante amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Mediante la comparacion de las
secuencias polinucleotidicas de las plantas de girasol resistentes a herbicidas y naturales se descubrié que la region
codificante de la secuencia polinucleotidica de AHASL1 de la planta de girasol resistente a herbicidas diferia de la
secuencia polinucleotidica de AHASL1 de la planta natural en un Unico nucleétido, una transiciéon de G a A en el
nucleédtido 21 (SEQ ID NO: 1). Esta transicion de G a A en la secuencia polinucleotidica de AHASL1 resulta en una
sustitucion de alanina por treonina en el aminoacido 7 (SEQ ID NO: 2) en una regioén conservada de la secuencia
aminoacidica predicha para la proteina AHASL1 de girasol resistente a herbicidas (SEQ ID NO: 2), en relacion con la
posicion aminoacidica equivalente de la proteina AHASL1 natural de la linea de girasol BTK47 (es decir, el
aminoacido 7 de SEQ ID NO: 4).

Dado que la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1 no corresponde a la region codificante
completa de una proteina AHASL, la secuencia aminoacidica codificada por esta que se expone en SEQ ID NO: 2
tampoco esta completa. Para facilitar la comparacion con otras secuencias aminoacidicas de AHASL de girasol, las
posiciones de aminoacidos de las proteinas AHASL de girasol a las que se hace referencia en este documento
corresponden a las posiciones de aminoacidos de la secuencia aminoacidica completa de la proteina AHASL1 de
girasol codificada por la secuencia con el numero de acceso de GenBank AY541451 (SEQ ID NO: 12), a menos que
se indique lo contrario o resulte evidente del contexto en que aparecen dichas posiciones. Por consiguiente, la
sustitucion de alanina por treonina en la posicién del aminoacido 7 de SEQ ID NO: 2 corresponde a la posicion del
aminoacido 107 en la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 12.

Por lo tanto, la presente invenciéon desvela una sustitucion aminoacidica que puede usarse para producir
proteinas AHASL de girasol resistentes a herbicidas, los polinucleétidos que codifican tales proteinas y plantas,
tejidos de plantas, células de plantas y semillas resistentes a herbicidas. Dado que la alanina que se encuentra en la
posicion del aminoacido 107 en las proteinas AHASL1 naturales de girasol de longitud completa o en una posicion
equivalente esta dentro de una regidon de aminoacidos que esta conservada en diferentes especies de plantas, se
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espera que la sustitucion con otro aminoacido, preferentemente treonina, en lugar de esta misma alanina
conservada en otras proteinas AHASL de girasol (p. ej. AHASL2 y AHASL3) también confiera resistencia a
herbicidas. Por lo tanto, un polinucledtido que codifica una proteina AHASL de girasol puede mutarse por cualquier
procedimiento conocido en la técnica, como por ejemplo, mutagénesis dirigida, para producir un polinucleétido de
girasol que codifique una proteina AHASL con una treonina en la posicion 107 o en una posicidon equivalente. Las
secuencias polinucleotidicas y las secuencias aminoacidicas codificadas por estas correspondientes a los genes
AHASL1, AHASL2 y AHASL3 se exponen en los numeros de acceso de GenBank AY541451 (SEQ ID NO: 11y 12),
AY541452, AY541453, AY541454, AY541455, AY541456, AY541457 y AY541458. Por consiguiente, tales
polinucledtidos y las proteinas AHASL resistentes a herbicidas codificadas por estos son utiles para la produccion de
plantas, células de plantas, tejidos de plantas y semillas resistentes a herbicidas por los procedimientos desvelados
en este documento.

La presente invencion abarca adicionalmente polinucleétidos aislados AHASL1 y AHASL?2 de girasol que
codifican las proteinas AHASL1 y AHASL2 resistentes a herbicidas, respectivamente. Cada una de estas proteinas
AHASL1 y AHASL2 resistentes a herbicidas comprende un aminoacido distinto de alanina en la posicién 107 o en
una posicién equivalente. Preferentemente, en tales proteinas AHASL1 y AHASL2 resistentes a herbicidas, el
aminoacido en la posicion 107 o en una posicion equivalente es treonina.

La memoria descriptiva se refiere ademas a moléculas polinucleotidicas aisladas que comprenden
secuencias nucleotidicas que codifican proteinas correspondientes a la subunidad mayor de la acetohidroxiacido-
sintasa (AHASL) y a tales proteinas AHASL. La memoria descriptiva desvela el aislamiento y la secuencia
nucleotidica de un polinucleétido que codifica una proteina AHASL1 de girasol resistente a herbicidas a partir de una
planta de girasol resistente a herbicidas producida por mutagénesis quimica de plantas de girasol naturales. Las
proteinas AHASL1 de girasol resistentes a herbicidas de la invencion presentan una sustitucién de alanina por
treonina en la posicion 107 o en una posicién equivalente de sus secuencias aminoacidicas respectivas, en
comparaciéon con la secuencia aminoacidica natural correspondiente. La memoria descriptiva desvela ademas el
aislamiento y la secuencia nucleotidica de una molécula polinucleotidica que codifica una proteina AHASL1 de
girasol natural.

La presente memoria descriptiva proporciona moléculas polinucleotidicas aisladas que codifican proteinas
AHASL de girasol (Helianthus annuus L.). Especificamente, la memoria descriptiva proporciona moléculas
polinucleotidicas aisladas que comprenden: las secuencias nucleotidicas expuestas en SEQ ID NO: 1 y 3, las
secuencias nucleotidicas que codifican las proteinas AHASL que comprenden las secuencias aminoacidicas
expuestas en SEQ ID NO: 2 y 4 y fragmentos y variantes de tales secuencias nucleotidicas que codifican proteinas
AHASL funcionales.

Las moléculas polinucleotidicas AHASL resistentes a herbicidas aisladas de la memoria descriptiva
comprenden secuencias nucleotidicas que codifican proteinas AHASL resistentes a herbicidas. Tales moléculas
polinucleotidicas pueden usarse en construcciones polinucleotidicas para la transformacion de plantas, en particular
plantas de cultivo, para aumentar la resistencia de las plantas a herbicidas, en particular a herbicidas de los que se
sabe que inhiben la actividad AHAS, mas en particular, a herbicidas de imidazolinona. Tales construcciones
polinucleotidicas pueden usarse en casetes de expresion, vectores de expresion, vectores de transformacion,
plasmidos y similares. Las plantas transgénicas obtenidas después de la transformacion con tales construcciones
polinucleotidicas muestran un aumento de la resistencia a herbicidas inhibidores de la AHAS como, por ejemplo,
herbicidas de imidazolinona y sulfonilurea.

Las composiciones de la memoria descriptiva incluyen secuencias nucleotidicas que codifican proteinas
AHASL. En particular, la presente memoria descriptiva proporciona moléculas polinucleotidicas aisladas que
comprenden secuencias nucleotidicas que codifican las secuencias aminoacidicas mostradas en SEQ ID NO: 2y 4 y
fragmentos y variantes de estas que codifican polipéptidos que comprenden actividad AHAS. Ademas se
proporcionan polipéptidos con una secuencia aminoacidica codificada por una molécula polinucleotidica descrita en
este documento, por ejemplo, aquellas expuestas en SEQ ID NO: 1 y 3 y fragmentos y variantes de estas que
codifican polipéptidos que comprenden actividad AHAS.

La memoria descriptiva abarca composiciones aisladas o sustancialmente purificadas de acido nucleico o
proteina. Una molécula polinucleotidica o proteina “aislada” o “purificada” o una porcion biolégicamente activa de
esta no contiene sustancialmente o esencialmente componentes que normalmente acompafan o interaccionan con
la molécula polinucleotidica o proteina, tal como se encuentran en su entorno natural. Por lo tanto, una molécula
polinucleotidica o proteina aislada o purificada no contiene sustancialmente otro material celular o medio de cultivo
cuando se produce por técnicas recombinantes o no contiene sustancialmente precursores quimicos ni otros
compuestos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Preferentemente, un acido nucleico “aislado” no contiene
secuencias (preferentemente secuencias codificantes de proteinas) que flanquean naturalmente al acido nucleico
(es decir, secuencias situadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico) en el ADN genémico del organismo del que
se deriva el acido nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, la molécula polinucleotidica aislada puede
contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de las secuencias nucleotidicas
que flanquean naturalmente a la molécula polinucleotidica en el ADN gendmico de la célula de la que deriva el acido
nucleico. Una proteina que no contiene sustancialmente material celular incluye preparaciones de proteina con
menos de aproximadamente el 30%, el 20%, el 10%, el 5% o el 1% (en peso seco) de proteina contaminante.
Cuando la proteina de la invencion o una porcién biolégicamente activa de esta se produce recombinantemente,
preferentemente el medio de cultivo representa menos de aproximadamente el 30%, el 20%, el 10%, el 5% o el 1%
(en peso seco) de precursores quimicos o de compuestos quimicos distintos de la proteina de interés.

La presente memoria descriptiva proporciona polipéptidos aislados que comprenden proteinas AHASL. Los
polipéptidos aislados comprenden una secuencia aminoacidica seleccionada del grupo que consta de las
secuencias aminoacidicas expuestas en SEQ ID NO: 2 y 4, las secuencias aminoacidicas codificadas por las
secuencias nucleotidicas expuestas en SEQ ID NO: 1 y 3 y fragmentos y variantes funcionales de dichas secuencias
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aminoacidicas que codifican un polipéptido AHASL que comprende actividad AHAS. Con “fragmentos y variantes
funcionales” se pretende indicar fragmentos y variantes de los polipéptidos de ejemplo que comprenden actividad
AHAS.

En ciertas realizaciones de la invencion, los procedimientos implican el uso de plantas tolerantes a
herbicidas o resistentes a herbicidas. Con una planta “tolerante a herbicidas” o “resistente a herbicidas” se pretende
indicar una planta que es tolerante o resistente a al menos un herbicida a una concentracion que normalmente
destruiria o inhibiria el crecimiento de una planta normal o natural. En una realizacion de la invencion, las plantas
tolerantes a herbicidas de la invencion comprenden una proteina AHASL tolerante a herbicidas o resistente a
herbicidas. Con “proteina AHASL tolerante a herbicidas” o “proteina AHASL resistente a herbicidas” se pretende
indicar que una proteina AHASL tal muestra mayor actividad AHAS respecto a la actividad AHAS de una proteina
AHASL natural, en presencia de al menos un herbicida del que se sabe que interfiere con la actividad AHAS a una
concentracion o nivel del herbicida de los que se sabe que inhiben la actividad AHAS de la proteina AHASL natural.
Ademas, la actividad AHAS de una proteina AHASL tolerante a herbicidas o resistente a herbicidas semejante
puede denominarse en este documento como actividad AHAS “tolerante a herbicidas” o “resistente a herbicidas”.

Para la presente invencion, los términos “tolerante a herbicidas” y “resistente a herbicidas” se usan de
manera intercambiable y se pretende que tengan un significado equivalente y un alcance equivalente. De manera
similar, los términos “tolerancia a herbicidas” y “resistencia a herbicidas” se usan de manera intercambiable y se
pretende que tengan un significado equivalente y un alcance equivalente. Igualmente, los términos “resistente a
imidazolinona” y “resistencia a imidazolinona” se usan de manera intercambiable y se pretende que tengan un
significado equivalente y un alcance equivalente a los términos “tolerante a imidazolinona” y “tolerancia a
imidazolinona”, respectivamente.

La memoria descriptiva abarca polinucledtidos AHASL resistentes a herbicidas y proteinas AHASL
resistentes a herbicidas. Con “polinucleétido AHASL resistente a herbicidas” se pretende indicar un polinucleétido
que codifica una proteina que comprende actividad AHAS resistente a herbicidas. Con “proteina AHASL resistente a
herbicidas” se pretende indicar una proteina o polipéptido que comprende actividad AHAS resistente a herbicidas.

Ademas, se reconoce que una proteina AHASL tolerante a herbicidas o resistente a herbicidas puede
introducirse en una planta mediante la transformacién de una planta o de un antecesor de esta con una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina AHASL tolerante a herbicidas o resistente a herbicidas. Tales proteinas
AHASL tolerantes a herbicidas o resistentes a herbicidas estan codificadas por los polinucleétidos AHASL tolerantes
a herbicidas o resistentes a herbicidas. Alternativamente, una proteina AHASL tolerante a herbicidas o resistente a
herbicidas puede producirse en una planta como resultado de una mutacién de origen natural o inducida en un gen
AHASL endégeno en el genoma de una planta o de un progenitor de esta.

La presente invencidn proporciona plantas, tejidos de plantas, células de plantas y células huésped que
presentan un aumento de la resistencia o la tolerancia a al menos un herbicida, en particular a un herbicida de
imidazolinona o de sulfonilurea. La cantidad o concentracion preferida del herbicida es una “cantidad eficaz” o una
“concentracion eficaz”. Con “cantidad eficaz” y “concentracidon eficaz” se pretende indicar una cantidad y
concentracion, respectivamente, que es suficiente para destruir o inhibir el crecimiento de una planta, tejido de una
planta, célula de una planta o célula huésped natural similar, pero esta cantidad no destruye o inhibe tan
intensamente el crecimiento de las plantas, tejidos de plantas, células de plantas y células huésped resistentes a
herbicidas de la presente invencion. Tipicamente, la cantidad eficaz de un herbicida es una cantidad que se usa
rutinariamente en los sistemas de produccién agricola para destruir las malas hierbas de interés. Una cantidad tal es
conocida por los expertos en la técnica.

Con “planta, tejido de una planta, célula de una planta o célula huésped natural similar’ se pretende indicar
una planta, tejido de una planta, célula de una planta o célula huésped, respectivamente, que carece de las
caracteristicas de resistencia a herbicidas y/o de un polinucledtido particular de la invencién desvelado en este
documento. Por lo tanto, el uso del término “natural” no pretende implicar que una planta, tejido de una planta, célula
de una planta u otra célula huésped carece de ADN recombinante en su genoma y/o no tiene caracteristicas de
resistencia a herbicidas diferentes de las desveladas en este documento.

Segun se usa en este documento, a menos que claramente se indique lo contrario, el término “planta”
pretende indicar una planta en cualquiera en cualquier estado de desarrollo, asi como cualquier parte o partes de
una planta que pueden estar unidas a la planta entera intacta o separadas de esta. Tales partes de una planta
incluyen, pero no se limitan a los 6rganos, tejidos y células de una planta. Algunos ejemplos de partes particulares
de una planta incluyen un tallo, una hoja, una raiz, una inflorescencia, una flor, un flésculo, un fruto, un pediculo, un
pedunculo, un estambre, una antera, un estigma, un estilo, un ovario, un pétalo, un sépalo, un carpelo, un extremo
de raiz, una cofia de raiz, un pelo radical, un pelo foliar, un pelo seminal, un grano de polen, una microspora, un
cotileddén, un hipocotilo, un epicotilo, el xilema, floema, parénquima, endospermo, una célula acompafante, una
célula oclusiva y cualquier otro 6rgano, tejido y célula conocidos de una planta. Ademas se reconoce que una
semilla es una planta.

Las plantas de la presente invencion incluyen tanto plantas no transgénicas como transgénicas. Con
“plantas no transgénicas” se pretende indicar una planta que carece de ADN recombinante en su genoma. Con
“planta transgénica” se pretende indicar una planta que comprende ADN recombinante en su genoma. Una planta
transgénica semejante puede producirse por la introduccion de ADN recombinante en el genoma de la planta.
Cuando dicho ADN recombinante se incorpora en el genoma de la planta transgénica, la progenie de la planta puede
comprender también el ADN recombinante. Una planta de la descendencia que comprende al menos una porcién del
ADN recombinante de al menos una planta transgénica progenitora también es una planta transgénica.

La presente invencién proporciona la linea de girasol resistente a herbicidas que en este documento se
denomina S4897 y la progenie y derivados de esta que comprenden las caracteristicas de resistencia a herbicidas
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de S4897. El 17 de mayo de 2005 se hizo un depdsito de semillas de la linea de girasol GM40, que deriva de la linea
S4897 de girasol y comprende las caracteristicas de resistencia de S4897, en el Depdsito de patentes de la
Coleccion americana de cultivos tipo (ATCC), Mansassas, VA 20110, EE. UU., al que le asign6 el numero de
deposito de patente ATCC PTA-6716. El depdsito de la linea GM40 de girasol se hizo por un plazo de al menos 30
afos y de al menos cinco afos tras la peticion mas reciente recibida por el ATCC para el suministro de una muestra
del deposito. Adicionalmente, los solicitantes han cumplido con todos los requerimientos del Titulo 37 del C.F.R,,
1.801-1.809, incluida la provisién de una indicacién de la viabilidad de la muestra.

La presente invencion proporciona ademas la linea de girasol resistente a herbicidas que en este
documento se denomina GM1606. El 19 de mayo de 2006 se hizo un depdsito de semillas de la linea de girasol
GM1606 en el Depdsito de patentes de la Coleccién americana de cultivos tipo (ATCC), Mansassas, VA 20110, EE.
UU., al que le asigné el numero de depésito de patente ATCC PTA-7606. El depdsito de la linea GM1606 de girasol
se hizo por un plazo de al menos 30 afios y de al menos cinco afios tras la peticion mas reciente recibida por el
ATCC para el suministro de una muestra del depdsito. Adicionalmente, los solicitantes han cumplido con todos los
requerimientos del Titulo 37 del C.F.R., 1.801-1.809, incluida la provision de una indicacién de la viabilidad de la
muestra.

La presente invencion proporciona plantas de girasol resistentes a herbicidas producidas por mejora
genética por mutacion. Las plantas de girasol naturales se mutagenizaron mediante exposicién de las plantas a un
mutageno, en particular un mutageno quimico, mas en particular metanosulfonato de etilo (EMS). Sin embargo, la
presente invencién no se limita a las plantas de girasol resistentes a herbicidas producidas por un procedimiento de
mutagénesis que implica el mutageno quimico EMS. Cualquier procedimiento de mutagénesis conocido en la técnica
puede usarse para producir las plantas de girasol resistentes a herbicidas de la presente invencion. Tales
procedimientos de mutagénesis pueden implicar, por ejemplo, el uso de uno 0 mas de los mutagenos siguientes:
radiacion, como rayos X, rayosy (p. €j., cobalto 60 o cesio 137), neutrones (p. €j., producto de la @i nuclear de
uranio 235 en un reactor atdmico), radiacion (p. ej., emitida por radioisétopos como fésforo 32 o carbono 14) y
radiacion ultravioleta (preferentemente de 2.500 a 2.900 nm) y mutagenos quimicos como analogos de bases (p. €j.,
5-bromouracilo), compuestos relacionados (p. €j., 8-etoxicafeina), antibidticos (p. ej., estreptonigrina), agentes
alquilantes (p. ej., mostazas sulfuradas, mostazas nitrogenadas, epoéxidos, etilenaminas, sulfatos, sulfonatos,
sulfonas, lactonas), azida, hidroxilamina, acido nitroso o acridinas. Las plantas resistentes a herbicidas también
pueden producirse por procedimientos de cultivo de tejidos para seleccionar células de plantas que comprenden
mutaciones de resistencia a herbicidas y después regenerar plantas resistentes a herbicidas a partir de estas.
Véanse, por ejemplo, las patentes de los EE. UU. n® 5.773.702 y 5.859.348. Pueden encontrarse detalles
adicionales sobre la mejora genética por mutaciéon en “Principles of Cultivar Development” Fehr, 1993, Macmillan
Publishing Company, cuya descripcion se incorpora en este documento por referencia.

El analisis del gene AHASL1 de las plantas de girasol de las lineas S4897 y GM1606 revel6 la mutacion
que resulta en la sustitucion por una treonina de la alanina que se encuentra en la posicién del aminoacido 7 en la
secuencia aminoacidica de AHASL1 natural de SEQ ID NO: 4. La posicion del aminoacido 7 en SEQ ID NO: 2y 4
corresponde a la posicion del aminoacido 107 en la secuencia aminoacidica completa de una proteina AHASL1 de
girasol expuesta en SEQ ID NO: 12. Por lo tanto, la presente invencion desvela que la sustitucion de la alanina en la
posicién del aminoacido 107 o en una posicién equivalente de una proteina AHASL por otro aminoacido puede hacer
que una planta de girasol presente mayor resistencia a un herbicida, en particular a un herbicida de imidazolinona
y/o sulfonilurea. Segun se desvela en el ejemplo 6 mas adelante, la alanina en la posicion del aminoacido 107 esta
dentro de una region conservada de las proteinas AHASL. De manera similar, se han desvelado sustituciones de
aminoacidos en otras regiones conservadas de las proteinas AHASL de las que se sabe que confieren resistencia a
herbicidas en una planta que comprende una proteina AHSAL semejante. Por consiguiente, las plantas de girasol
resistentes a herbicidas de la invencion incluyen, pero no se limitan a aquellas plantas de girasol que comprenden
en sus genomas al menos una copia de un polinucleétido AHASL que codifica una proteina AHASL resistente a
herbicidas que comprende una treonina en la posicidon del aminoacido 107 o en una posicion equivalente.

Las plantas de girasol de la invencion incluyen ademas plantas que comprenden una treonina u otro
aminoacido distinto de alanina en la posicion del aminoacido 107 o en una posicién equivalente, respecto a la
proteina AHASL natural, y una o mas sustituciones de aminoacidos adicionales en la proteina AHASL, respecto a la
proteina AHASL natural, en que una planta de girasol semejante presenta un aumento de la resistencia a al menos
un herbicida en comparacion con una planta de girasol natural. Tales plantas de girasol comprenden proteinas
AHASL que comprenden una treonina u otro aminoacido distinto de alanina en la posiciéon del aminoacido 107 o en
una posicion equivalente y al menos un miembro seleccionado del grupo que consta de: una alanina, treonina,
histidina, leucina, arginina, isoleucina, glutamina o serina en la posicién del aminoacido 182 o en una posicion
equivalente; una isoleucina o un aminoacido distinto de treonina en la posiciéon del aminoacido 188 o en una posicion
equivalente; un aspartato o valina en la posicion del aminoacido 190 o en una posicion equivalente; una leucina en la
posicion del aminoacido 559 o en una posicidn equivalente y una asparragina, treonina, fenilalanina o valina en la
posicion del aminoacido 638 o en una posicién equivalente.

La presente invencion proporciona proteinas AHASL con sustituciones de aminoacidos en posiciones
particulares dentro de regiones conservadas de las proteinas AHASL de girasol desveladas en este documento.
Ademas, los expertos reconoceran que tales posiciones de aminoacidos pueden variar dependiendo de si se afiaden
o se eliminan aminoacidos, por ejemplo, del extremo N-terminal de una secuencia aminoacidica. Por lo tanto, la
invencion abarca las sustituciones de aminoacidos en la posicion indicada o en una posicidon equivalente (p. €j., “la
posicion del aminoacido 107 o una posicién equivalente”). Con “posicidon equivalente” se pretende indicar una
posicion que esta dentro de la misma regidon conservada que la posicion del aminoacido de ejemplo. Tales regiones
conservadas son conocidas en la técnica (véase la tabla 4 mas adelante) o pueden determinarse mediante
alineamientos de secuencias multiples segun se desvela en este documento o por procedimientos conocidos en la
técnica.

Ademas, la presente invencion proporciona polipéptidos AHASL que comprenden sustituciones de
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aminoacidos de las que se sabe que confieren resistencia a al menos un herbicida, en particular a un herbicida de
imidazolinona y/o un herbicida de sulfonilurea. Tales polipéptidos AHASL incluyen, por ejemplo, aquellos que
comprenden una treonina en la posicion del aminoacido 107 y al menos un miembro seleccionado del grupo que
consta de: una alanina, treonina, histidina, leucina, arginina, isoleucina, glutamina o serina en la posicion del
aminoacido 182 o en una posicidon equivalente; una isoleucina u otro aminoacido distinto de treonina en la posicion
del aminoacido 188 o en una posicion equivalente; un aspartato o valina en la posicion del aminoacido 190 o en una
posicién equivalente; un aspartato o valina en la posicion del aminoacido 190 o en una posicion equivalente; una
leucina en la posicion del aminoacido 559 o en una posicién equivalente, y una asparragina, treonina, fenilalanina o
valina en la posicion del aminoacido 638 o en una posicion equivalente. La invencion proporciona ademas
polinucledtidos aislados que codifican tales polipéptidos AHASL, asi como casetes de expresion, vectores de
transformacion, células huésped transformadas, plantas transformadas y procedimientos que comprenden tales
polinucleétidos.

La presente invencién proporciona procedimientos para aumentar la tolerancia o la resistencia de una
planta, un tejido de una planta, una célula de una planta u otra célula huésped a al menos un herbicida que interfiere
con la actividad de la enzima AHAS. Preferentemente, tal herbicida es un herbicida de imidazolinona, un herbicida
de sulfonilurea, un herbicida de triazolopirimidina, un herbicida de pirimidiniloxibenzoato, un herbicida de
sulfonilaminocarboniltriazolinona o una mezcla de estos. Con mayor preferencia, tal herbicida es un herbicida de
imidazolinona, un herbicida de sulfonilurea o una mezcla de estos. Para la presente invencion, los herbicidas de
imidazolinona incluyen, pero no se limitan a PURSUIT® (imazetapir), CADRE® (imazapic), RAPTOR® (imazamox),
SCEPTER® (imazaquin), ASSERT® (imazetabenz), ARSENAL® (imazapir), un derivado de cualquiera de los
herbicidas mencionados anteriormente y una mezcla de dos o mas de los herbicidas mencionados anteriormente,
por ejemplo imazapir/imazamox (ODYSSEY®). Mas especificamente, el herbicida de imidazolinona puede
seleccionarse de los siguientes, pero sin limitarse a estos: acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-
il)nicotinico, acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-3-quinolinocarboxilico, acido 5-etil-2-(4-isopropil-4-
metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)nicotinico, acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-5-(metoximetil)nicotinico,
acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-5-metilnicotinico y una mezcla de 6-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-
imidazolin-2-il)-m-toluato de metilo y de 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-p-toluato de metilo. Se prefiere
el uso de acido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)nicotinico y acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-
imidazolin-2-il)-5-(metoximetil)nicotinico. Se prefiere en particular el uso de acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-
imidazolin-2-il)-5-(metoximetil)nicotinico.

Para la presente invencion, los herbicidas de sulfonilurea incluyen, pero no se limitan a closulfurdn,
metsulfuron-metilo, sulfometurén-metilo, clorimurén-etilo, tifensulfurén-metilo, tribenurén-metilo, bensulfurén-metilo,
nicosulfurén, etametsulfurén-metilo, rimsulfurén, triflusulfurén-metilo, triasulfurén, primisulfurén-metilo, cinosulfurén,
amidosulfurén, flazasulfurén, imazosulfurén, pirazosulfuron-etilo, halosulfuron azimsulfurén, ciclosulfurén,
etoxisulfurén, flazasulfurén, flupirsulfurén-metilo, foramsulfurén, yodosulfurén, oxasulfurén, mesosulfurén,
prosulfurédn, sulfosulfurdn, trifloxisulfurédn, tritosulfurdn, un derivado de cualquiera de los herbicidas mencionados
anteriormente y una mezcla de dos o mas de los herbicidas mencionados anteriormente. Los herbicidas de
triazolopirimidina de la invencién incluyen, pero no se limitan a cloransulam, diclosulam, florasulam, flumetsulam,
metosulam y penoxsulam.

La presente memoria descriptiva abarca moléculas polinucleotidicas AHASL y fragmentos y variantes de
estas. La presente invencién también abarca las moléculas polinucleotidicas que son fragmentos de estas
secuencias nucleotidicas. Con “fragmento” se pretende indicar una porcion de la secuencia nucleotidica que codifica
una proteina AHASL de la invencion. Un fragmento de una secuencia nucleotidica AHASL de la memoria descriptiva
puede codificar una porcién biolégicamente activa de una proteina AHASL o puede ser un fragmento que puede
usarse como sonda de hibridacion o cebador de PCR mediante los procedimientos descritos mas adelante. Una
porcion biolégicamente activa de una proteina AHASL puede prepararse mediante el aislamiento de una porcion de
una de las secuencias nucleotidicas AHASL descritas en este documento, que expresan la porcién codificada de la
proteina AHASL (p. €j., por expresiéon recombinante in vitro) y la evaluacion de la actividad de la porcion codificada
de la proteina AHASL1. Las moléculas polinucleotidicas que son fragmentos de una secuencia nucleotidica AHASL
comprenden al menos aproximadamente 15, 20, 50, 75, 100, 200, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, 1.000, 1.050 o 1.100 nucleétidos o hasta el numero de nucledtidos presente en una secuencia
nucleotidica completa desvelada en este documento (por ejemplo, 1.178 nucledtidos para SEQ ID NO: 1 y 3),
dependiendo del uso que se pretenda.

Un fragmento de una secuencia nucleotidica AHASL que codifica una porcién biolégicamente activa de una
proteina AHASL de la invencién codificara al menos 15, 25, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300 6 350
aminoacidos contiguos, o hasta el numero total de aminoacidos presentes en una proteina AHASL1 completa de la
invencion (por ejemplo, 392 aminoacidos para SEQ ID NO: 2 y 4). En general, los fragmentos de una secuencia
nucleotidica AHASL1 que son utiles como sondas de hibridacion o cebadores de PCR no necesitan codificar una
porcién biolégicamente activa de una proteina AHASLA1.

En este documento también se describen moléculas polinucleotidicas que son variantes de las secuencias
nucleotidicas. Las “variantes” de las secuencias nucleotidicas AHASL descritas en este documento incluyen aquellas
secuencias que codifican las proteinas AHASL desveladas en este documento pero que difieren de manera
conservadora por la degeneracion del codigo genético. Estas variantes alélicas de origen natural pueden
identificarse mediante el uso de técnicas de biologia molecular bien conocidas, como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y las técnicas de hibridaciéon segun se ha indicado anteriormente. Las secuencias nucleotidicas
variantes incluyen también secuencias nucleotidicas derivadas sintéticamente, generadas, por ejemplo, por
mutacion dirigida, pero que todavia codifican la proteina AHASL1 desvelada en la presente invencion segun se
discute mas adelante. Generalmente, las variantes de las secuencias nucleotidicas de la invencion tendran al menos
una identidad de aproximadamente el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el
99% con una secuencia nucleotidica particular desvelada en este documento. Respectivamente, una variante de la
secuencia nucleotidica AHASL codificara una proteina AHASL con una secuencia aminoacidica con una identidad
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de al menos aproximadamente el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99%
con la secuencia aminoacidica de una proteina AHASL desvelada en este documento.

Ademas, el experto apreciard que es posible introducir cambios por mutacién en las secuencias
nucleotidicas descritas en este documento, lo que conduce a cambios en la secuencia aminoacidica de las proteinas
AHASL codificadas sin que se altere la actividad bioldgica de las proteinas AHASL. Por lo tanto, es posible crear una
molécula polinucleotidica aislada que codifique una proteina AHASL con una secuencia diferente de las de SEQ ID
NO: 1 y 3, respectivamente, mediante la introduccion de una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de
nucledtidos en la correspondiente secuencia nucleotidica desvelada en este documento, de modo que se
introduzcan una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos en la proteina codificada. Las
mutaciones pueden introducirse mediante técnicas estandar, como la mutagénesis dirigida y la mutagénesis
mediada por PCR. La presente invencién también abarca tales secuencias nucleotidicas variantes.

Por ejemplo, preferentemente pueden hacerse sustituciones de aminoacidos conservadoras en uno o mas
restos aminoacidicos predichos, preferentemente no esenciales. Un resto aminoacidico “no esencial” es un resto
que puede alterarse en la secuencia natural de una proteina AHASL (p. €j., la secuencia de SEQ ID NO: 2 y 4,
respectivamente) sin alterar la actividad biolégica, mientras que un resto aminoacidico “esencial” se requiere para la
actividad biolégica. Una “sustitucion de aminoacido conservadora” es aquella en la que el resto aminoacidico se
sustituye por un resto aminoacidico con una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de restos
aminoacidicos con cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas
(p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales
polares sin carga (p. €j., glicina, asparragina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas apolares (p. €j.,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales con ramificaciones
B (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidin a).
No se llevaran a cabo tales sustituciones para restos aminoacidicos conservados ni para restos aminoacidicos
dentro de un dominio conservado.

Las proteinas descritas en este documento pueden alterarse de varias maneras que incluyen sustituciones,
deleciones, truncamientos e inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para tales manipulaciones se conocen
generalmente en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse variantes de secuencia aminoacidica de las proteinas
AHASL por mutaciones en el ADN. Los procedimientos de mutagénesis y de alteracion de la secuencia nucleotidica
son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, véase Kunkel (1985) Proc. Natl Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel y
col. (1987) Methods in Enzymol. 154:367-382; |a patente de los EE. UU. n° 4.873.192; Walker y Gaastra, eds. (1983)
Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, Nueva York, EE. UU.) y las referencias citadas en
estos documentos. En el modelo de Dayhoff y col. (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed.
Res. Found., Washington, D.C., EE. UU.), incorporado en este documento por referencia, puede encontrarse una
orientacion sobre las sustituciones de aminoacidos apropiadas que no afectan a la actividad biologica de la proteina
de interés. Pueden ser preferibles las sustituciones conservadoras, como el intercambio de un aminoacido por otro
de propiedades similares.

Alternativamente, pueden crearse variantes de las secuencias nucleotidicas AHASL mediante la
introduccion de mutaciones al azar a lo largo de toda o parte de una secuencia codificante de AHASL, por ejemplo
por mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes pueden analizarse en cuanto a la actividad AHAS para
identificar los mutantes que retienen dicha actividad AHAS, incluida la actividad AHAS resistente a herbicidas.
Después de la mutagénesis, la proteina codificada puede expresarse de manera recombinante y la actividad de la
proteina puede determinarse mediante las técnicas de ensayo estandar.

Por lo tanto, las secuencias nucleotidicas descritas en este documento incluyen las secuencias desveladas
en este documento asi como fragmentos y variantes de estas. Las secuencias nucleotidicas AHASL descritas en
este documento y los fragmentos y variantes de estas pueden usarse como sondas y/o cebadores para identificar
y/o clonar homodlogos de AHASL en otras plantas. Estas sondas pueden usarse para detectar transcritos o
secuencias genomicas que codifican la misma proteina o proteinas idénticas.

De este modo, es posible usar procedimientos como PCR, hibridacion y similares para identificar las
secuencias que tienen una identidad sustancial con Ias secuencias de la invencion. Por ejemplo, véase Sambrook y
col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2% edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY,
EE. UU.) e Innis y col. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, NY, EE. UU.).
La presente invencion abarca las secuencias nucleotidicas AHASL aisladas sobre la base de su identidad de
secuencia con las secuencias nucleotidicas de AHASL1 expuestas en este documento o con fragmentos y variantes
de estas.

En un procedimiento de hibridacién puede usarse toda o parte de una secuencia nucleotidica AHASL
conocida para el cribado de genotecas de ADNc o gendmicas. Los procedimientos de construccion de tales
genotecas de ADNc y genomlcas son conocidos en la técnica y se desvelan en Sambrook y col. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (2° edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY, EE. UU.). Las asi
denominadas sondas de hibridacién pueden ser fragmentos de ADN gendmico, fragmentos de ADNc fragmentos de
ARN u otros oligonucleétidos y pueden marcarse con un grupo detectable como ““P o cualquier otro marcador
detectable, como otros radioisétopos, un compuesto fluorescente, una enzima o un cofactor enzimatico. Las sondas
de hibridacion pueden prepararse mediante el marcaje de oligonucleotidos sintéticos basados en la secuencia
nucleotidica AHASL conocida desvelada en este documento. Adicionalmente pueden usarse cebadores
degenerados disefiados sobre la base de nucledtidos o restos aminoacidicos conservados en una secuencia
nucleotidica AHASL conocida o una secuencia aminoacidica codificada por esta. Tipicamente, la sonda comprende
una regién de la secuencia nucleotidica que hibrida en condiciones restrictivas con al menos aproximadamente 12,
preferentemente aproximadamente 25, con mayor preferencia aproximadamente 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200,
250, 300, 350, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100 6 1.178 nucledtidos consecutivos de una secuencia
nucleotidica AHASL de la invencién o de un fragmento o variante de esta. La preparacion de las sondas se conoce

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

ES 2380867 T3

generalmente en la técnica y se desvela en Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2°
edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY, EE. UU.).

Por ejemplo, la totalidad de la secuencia AHASL desvelada en este documento o una o mas porciones de
esta pueden usarse como sonda capaz de hibridar especificamente con las secuencias AHASL y los ARNm
correspondientes. Las técnicas de hibridacion incluyen el cribado por hibridacién de genotecas de ADN extendidas
en placas de cultivo (placas o colonias; por ejemplo, véase Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2° edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY, EE. UU.).

La hibridacion de tales secuencias puede llevarse a cabo en condiciones restrictivas. Con “condiciones
restrictivas” o “condiciones de hibridacion restrictivas” se pretende indicar condiciones en las que una sonda
hibridara con su secuencia diana en un grado detectablemente mayor que con otras secuencias (p. €j., al menos
doble de la hibridacion de fondo). Las condiciones restrictivas dependen de la secuencia y seran diferentes en
circunstancias diferentes.

Tipicamente, las condiciones restrictivas seran aquellas en las que la concentracién de sal es inferior a
aproximadamente 1,5 M del id6n Na, tipicamente una concentracion del i6n Na (u otras sales) de aproximadamente
0,01 a 1,0 M a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30°C para sondas de poca
longitud (p. ej., 10 a 50 nucleétidos) y al menos de aproximadamente 60°C para sondas de mayor longitud (p. €j.,
mayores de 50 nucledtidos). Unas condiciones restrictivas pueden conseguirse también mediante la adicion de
agentes desestabilizantes como formamida. Las condiciones poco restrictivas ejemplares incluyen la hibridacion con
una disolucion tampoén con el 30 al 35% de formamida, NaCl 1 M, SDS (dodecilsulfato de sodio) al 1% a 37°C y un
lavado en SSC 1X a 2X (SSC 20X = NaCl 3,0 M, citrato de trisodio 0,3 M) a una temperatura de 50 a 55°C. Las
condiciones moderadamente restrictivas ejemplares incluyen la hibridacién en formamida a una concentracién del 40
al 45%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37°C y un lavado en SSC 0,5X a 1X a una temperatura de 55 a 60°C. Las
condiciones muy restrictivas ejemplares incluyen la hibridacién en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37°C y
un lavado en SSC 0,1X a una temperatura de 60 a 65°C. Opcionalmente, los tampones de lavado pueden
comprender de aproximadamente el 0,1% a aproximadamente el 1% de SDS. La duracién de la hibridaciéon es
generalmente inferior a aproximadamente 24 horas, normalmente de aproximadamente 4 a aproximadamente 12
horas.

Tipicamente, la especificidad es funcién de los lavados después de la hibridacion, en que los factores
criticos son la fuerza idnica y la temperatura de la disolucién de lavado final. Para los hibridos ADN-ADN, la Trm
puede aproximarse de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-284: T, = 81,5°C + 16,6 (log
M) + 0,41 (% GC) — 0,61 (% form.) — 500/L; en que M es la molaridad de los cationes monovalentes, % GC es el
porcentaje de los nucleétidos guanosina y citosina en el ADN, % form. es el porcentaje de formamida en la
disolucién de hibridacion y L es la longitud del hibrido en pares de bases. La T, es la temperatura (para una fuerza
ionica y pH definidos) a la que el 50% de una secuencia diana complementaria hibrida con una sonda perfectamente
apareada. La T, se reduce aproximadamente 1°C por cada 1% de apareamiento incorrecto; por lo tanto, la Tr, y las
condiciones de hibridacion y/o lavado pueden ajustarse para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por
ejemplo, si se buscan secuencias &®0% de i dentidad, la T, puede reducirse 10°C. Generalmente, las
condiciones restrictivas se seleccionan para quedar aproximadamente 5°C por debajo de la temperatura de fusién
(Tm) de la secuencia especifica y su complemento a una fuerza io6nica y pH definidos. Sin embargo, unas
condiciones muy restrictivas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 1, 2, 3 0 4°C por debajo de la temperatura
de fusién (Trm); unas condiciones moderadamente restrictivas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 6, 7, 8, 9 o
10°C por debajo de la temperatura de fusion (Tm); unas condiciones poco restrictivas pueden utilizar una hibridacion
y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15 0 20°C por debajo de la temperatura de fusion (Tn). Mediante el uso de la ecuacion,
las composiciones de hibridacion y lavado y la T, deseada, los expertos entenderan que se describen
inherentemente las variaciones en el rigor de las disoluciones de hibridacion y/o lavado. Si el grado deseado de
apareamiento incorrecto resulta en una Tn, inferior a 45°C (disolucién acuosa) o 32°C (disolucion de formamida), se
prefiere aumentar la concentracion de SSC, de modo que pueda usarse una temperatura mayor. Una guia
exhaustiva sobre la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology — Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte |, capitulo 2 (Elsevier, Nueva
York, EE. UU.) y Ausubel y col., eds. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, capitulo 2 (Greene Publishing
and Wiley-Interscience, Nueva York, EE. UU.). Véase Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2° edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York, EE. UU.).

Se reconoce que las moléculas polinucleotidicas y las proteinas descritas en este documento abarcan
moléculas polinucleotidicas y proteinas que comprenden una secuencia nucleotidica o aminoacidica que es
suficientemente idéntica a la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 1 y/o 3 o a la secuencia aminoacidica de SEQ
ID NO: 2 y/o 4. El término “suficientemente idéntica” se usa en este documento para referirse a una primera
secuencia aminoacidica o nucleotidica que contiene un numero suficiente o minimo de restos aminoacidicos o
nucleotidos idénticos o equivalentes (p. ej., con una cadena lateral similar) a los de una segunda secuencia
aminoacidica o nucleotidica, de modo que la primera y la segunda secuencia aminoacidica o nucleotidica tienen un
dominio estructural comun y/o una actividad funcional comun. Por ejemplo, las secuencias aminoacidicas o
nucleotidicas que contienen un dominio estructural comun con al menos una identidad de aproximadamente el 45%,
55% o 65%, preferentemente una identidad del 75%, con mayor preferencia una identidad del 85%, 95% o 98% se
definen es este documento como suficientemente idénticas.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias aminoacidicas o de dos secuencias
nucleotidicas, las secuencias se alinean con el fin de una comparacion 6ptima. El porcentaje de identidad entre las
dos secuencias es funcidon del numero de posiciones idénticas en las dos secuencias (es decir, porcentaje de
identidad = nimero de posiciones idénticas/numero total de posiciones (p. €j., posiciones solapantes ) x 100). En
una realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud. El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede
determinarse mediante técnicas similares a las descritas mas adelante, permitiendo huecos o no. Tipicamente, al
calcular el porcentaje de identidad se cuentan los apareamientos exactos.
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La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede realizarse mediante un algoritmo
matematico. Un ejemplo preferido no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264, modificado segun Karlin y
Altschul (1993) Proc Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Un algoritmo semejante esta incorporado en los programas
NBLAST y XBLAST de Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215:403. Las busquedas de nucledtidos BLAST pueden
llevarse a cabo con el programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12, para obtener secuencias
nucleotidicas homdlogas a las moléculas polinucleotidicas de la invencion. Las busquedas de proteinas BLAST
pueden llevarse a cabo con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3, para obtener secuencias
aminoacidicas homodlogas a las moléculas de proteina de la invencién. Para obtener alineamientos con huecos con
fines de comparacion puede utilizarse el programa Gapped BLAST segun se describe en Altschul y col. (1997)
Nucleic Acids Res. 25:3389. Alternativamente, puede usarse PSI-BLAST para realizar una busqueda iterativa que
detecta relaciones distantes entre moléculas. Véase Altschul y col. (1997) referencia anterior. Cuando se utilizan los
programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-BLAST, pueden usarse los parametros por defecto de los respectivos
programas (p. €j., XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Otro ejemplo preferido no limitante de un
algoritmo matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (1988) CABIOS
4:11-17. Un algoritmo semejante esta incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), que es parte del paquete de
programas de alineamiento de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias
aminoacidicas puede usarse una tabla de peso de restos PAM120, una penalizacion por longitud de hueco de 12 y
una penalizacion por hueco de 4. El alineamiento también puede hacerse manualmente por inspeccion.

A menos que se indique lo contrario, los valores de identidad/similitud de secuencia proporcionados en este
documento se refieren al valor obtenido con el uso de las secuencias completas de la invencion y un alineamiento
multiple por medio del algoritmo Clustal W (Nucleic Acids Research, 22(22):4673-4680, 1994) usando el programa
AlignX incluido en el paquete de software Vector NTI Suite, versién 7 (InforMax, Inc., Bethesda, MD, EE. UU.) con
los parametros por defecto o cualquier programa equivalente de este. Con “programa equivalente” se pretende
indicar cualquier programa de comparacion de secuencias que genere, para dos secuencias cualesquiera en
cuestion, un alineamiento con idénticos apareamientos de nucleétidos o aminoacidos y un idéntico porcentaje de
identidad de secuencia en comparacion con el alineamiento correspondiente generado por AlignX en el paquete de
software Vector NTI Suite, version 7.

Las secuencias nucleotidicas AHASL descritas en este documento incluyen tanto las secuencias de origen
natural como las formas mutantes, en particular formas mutantes que codifican proteinas AHASL que comprenden
actividad AHAS resistente a herbicidas. De manera similar, las proteinas descritas en este documento abarcan tanto
proteinas de origen natural como variaciones y formas modificadas de estas. Tales variantes seguiran teniendo la
actividad AHAS deseada. Obviamente, las mutaciones que se hagan en el ADN que codifica la variante no deben
poner a la secuencia fuera de fase de lectura y preferentemente no crearan regiones complementarias que podrian
producir estructuras secundarias de ARNm. Por ejemplo, véase la publicacion de solicitud de patente EP n° 75.444.

No se esperar que las deleciones, inserciones y sustituciones de las secuencias de proteina comprendidas
en esta invencion produzcan cambios radicales en las caracteristicas de la proteina. Sin embargo, cuando sea dificil
predecir el efecto exacto de la sustitucion, delecion o insercidon antes de llevarla a cabo, el experto en la técnica
apreciara que el efecto puede evaluarse mediante andlisis rutinarios. Es decir, la actividad puede evaluarse
mediante ensayos de la actividad AHAS. Por ejemplo, véase Singh y col (1988) Anal. Biochem. 171:173-179.

Las secuencias nucleotidicas y proteinas variantes también abarcan secuencias y proteinas derivadas de
un procedimiento mutagénico y de recombinacion como el barajado de ADN. Con un procedimiento semejante es
posible manipular una o mas secuencias codificantes AHASL diferentes para crear una nueva proteina AHASL con
las propiedades deseadas. De esta manera se generan colecciones de polinucleétidos recombinantes a partir de
una poblacion de polinucledtidos de secuencias relacionadas que comprenden regiones en la secuencia con una
sustancial identidad de secuencia y que pueden experimentar una recombinacion homologa in vitro o in vivo. Por
ejemplo, mediante el uso de esta estrategia pueden barajarse motivos de secuencia que codifican un dominio de
interés entre el gen AHASL de la invencién y otros genes AHASL conocidos para obtener un nuevo gen que
codifiqgue una proteina con una propiedad de interés mejorada, como una K, mayor, en el caso de una enzima. Las
estrategias para tal barajado de ADN son conocidas en la técnica. Por ejemplo, véase Stemmer (1994) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 91:10747-10751; Stemmer (1994) Nature 370:389-391; Crameri y col. (1997) Nature Biotech.
15:436-438; Moore y col., (1997) J. Mol. Biol. 272:336-347; Zhang y col. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4505-
4509; Crameri y col. (1998) Nature 391:288-291, y las patentes de los EE. UU. n® 5.605.793 y 5.837.458.

Las secuencias nucleotidicas descritas en este documento pueden usarse para aislar secuencias
correspondientes en otros organismos, en particular en otras plantas, mas en particular en otras dicotiledoneas. De
esta manera, es posible usar procedimientos como PCR, hibridacion y similares para identificar tales secuencias
sobre la base de su homologia de secuencia con las secuencias expuestas en este documento. La presente
invencion abarca las secuencias aisladas sobre la base de su identidad de secuencia con las secuencias
polinucleotidicas AHASL expuestas en este documento en su totalidad o con fragmentos de estas. Por lo tanto, la
presente invencion abarca la secuencias polinucleotidicas aisladas que codifican una proteina AHASL y que hibridan
en condiciones restrictivas con la secuencia desvelada en este documento o con fragmentos de esta.

En una estrategia de PCR, pueden disefiarse cebadores oligonucleotidicos para usar en reacciones de
PCR para amplificar las correspondientes secuencias de ADN vy partir de ADNc o ADN gendmico extraido de
cualquier planta de interés. Los procedimientos para el disefio de cebadores de PCR y la clonacion por PCR son
generalmente conocidos en la técnica y se desvelan en Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2° edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York, EE. UU.). Véase también Innis y
col., eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, Nueva York, EE. UU.); Inis
y Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic Press, Nueva York, EE. UU.), e Inis y Gelfand, eds. (1999) PCR
Methods Manual (Academic Press, Nueva York, EE. UU.). Los procedimientos conocidos de PCR incluyen, pero no
se limitan a procedimientos que usan cebadores apareados, cebadores anidados, cebadores especificos Unicos,
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cebadores degenerados, cebadores especificos para el gen, cebadores especificos para el vector, cebadores de
apareamiento parcialmente incorrecto y similares.

Segun se desvela en este documento, las secuencias nucleotidicas AHASL descritas en este documento
son utiles para mejorar la tolerancia a herbicidas de plantas que comprenden en sus genomas un gen que codifica
una proteina AHASL tolerante a herbicidas. Un gen tal es un gen enddégeno. Adicionalmente, en ciertas
realizaciones, las secuencias nucleotidicas de la presente invencién pueden mezclarse con cualquier combinacion
de secuencias polinucleotidicas de interés con el fin de crear plantas con un fenotipo deseado. Por ejemplo, los
polinucledtidos de la presente invencion pueden mezclarse con otros polinucledtidos cualesquiera que codifiquen
polipéptidos con actividad pesticida y/o insecticida como, por ejemplo, las proteinas de la toxina de Bacillus
thuringiensis (descrita en las patentes de los EE. UU. n® 5.366.892, 5.747.450, 5.737.514, 5.723.756, 5.593.881 y
en Geiser y col. (1986) Gene 48:109). Las combinaciones generadas pueden incluir también multiples copias de
cualquiera de los polinucleétidos de interés.

La invencion se refiere a las plantas no transgénicas de girasol y a la progenie y otros descendientes de
tales plantas no transgénicas que muestran una mejora o un aumento de la resistencia a herbicidas que interfieren
con la enzima AHAS, en particular herbicidas de imidazolinona y sulfonilurea.

Los polinucleétidos AHASL de la invencion, en particular aquellos que codifican proteinas AHASL
resistentes a herbicidas, son utiles en procedimientos para mejorar la resistencia de plantas tolerantes a herbicidas.
En una realizacién de la invencion, las plantas tolerantes a herbicidas comprenden una proteina AHASL tolerante a
herbicidas o resistente a herbicidas. Las plantas tolerantes a herbicidas incluyen plantas que comprenden un gen
enddgeno en su genoma que codifica una proteina AHASL tolerante a herbicidas. Las secuencias nucleotidicas que
codifican proteinas AHASL tolerantes a herbicidas y las plantas tolerantes a herbicidas que comprenden un gen
endogeno que codifica una proteina AHASL tolerante a herbicidas incluyen los polinucleétidos y las plantas de la
presente invencion v aquellos que se conocen en la técnica. Por ejemplo, véanse las patentes de los EE. UU. n®®
5.013.659, 5.731.180, 5.767.361, 5.545.822, 5.736.629, 5.773.703, 5.773.704, 5.952.553 y 6.274.796.

Se dispone de numerosos vectores de transformacion de plantas v procedimientos para la transformacion
de plantas. Por eijemplo, véanse An, G. v col. (1986) Plant Pysiol. 81:301-305; Fry, J. v col. (1987) Plant Cell Rep.
6:321-325; Block, M. (1988) Theor. Appl. Genet. 76:767-774; Hinchee v col. (1990) Stadler. Genet. Symp.
203212:203-212; Cousins y col. (1991) Aust. J. Plant Physiol. 18:481-494; Chee, P. P. y Slightom, J. L. (1992) Gene
118:255-260; Christou v col. (1992) Trends. Biotechnol. 10:239-246; D'Halluin v col. (1992) Bio/Technol. 10:309-314;
Dhir y col. (1992) Plant Physiol. 99:81-88; Casas v col. (1993) Proc. Nat. Acad Sci. USA 90:11212-11216; Christou,
P. (1993) In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant 29P:119-124; Davies v col. (1993) Plant Cell Rep. 12:180-183; Dong, J. A. vy
Mchughen, A. (1993) Plant Sci. 91:139-148; Franklin, C. |. y Trieu, T. N. (1993) Plant. Physiol. 102:167; Golovkin y
col. (1993) Plant Sci. 90:41-52; Guo Chin Sci. Bull. 38:2072-2078; Asano v col. (1994) Plant Cell Rep. 13; Ayeres N.
M. v Park, W. D. (1994) Crit. Rev. Plant. Sci. 13:219-239; Barcelo v col. (1994) Plant. J. 5:583-592; Becker y col.
(1994) Plant. J. 5:299-307; Borkowska v col. (1994) Acta. Physiol Plant. 16:225-230; Christou, P. (1994) Agro. Food.
Ind. Hi Tech. 5:17-27; Eapen y col. (1994) Plant Cell Rep. 13:582-586; Hartman v col. (1994) Bio-Technoloqy
12:919923; Ritala y col. (1994) Plant. Mol. Biol. 24:317-325, y Wan, Y. C. y Lemaux, P. G. (1994) Plant Physiol.
104:3748.

Los procedimientos descritos en este documento implican la introduccion de una construccién
polinucleotidica en una planta. Con “introduccion” se pretende indicar la presentacion a la planta de la construccion
polinucleotidica de tal manera que la construccidon adquiere acceso al interior de una célula de la planta. Los
procedimientos de la invencidon no dependen de un procedimiento particular para la introduccién de una construccion
polinucleotidica en una planta, solamente de que la construccion polinucleotidica adquiera acceso al interior de al
menos una célula de la planta. Los procedimientos para la introduccion de construcciones polinucleotidicas en
plantas son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a procedimientos de transformacion estable,
procedimientos de transformacion transitoria y procedimientos mediados por virus.

Con “transformacion estable” se pretende indicar que la construccién polinucleotidica introducida en una
planta se integra en el genoma de la planta y es capaz de heredarse por la progenie de esta. Con “transformacion
transitoria” se pretende indicar que una construccion polinucleotidica introducida en una planta no se integra en el
genoma de la planta.

Para la transformacion de plantas y de células de plantas, las secuencias nucleotidicas de la invencion se
insertan mediante técnicas estandar en cualquier vector conocido en la técnica adecuado para la expresion de las
secuencias nucleotidicas en una planta o en una célula de una planta. La seleccion del vector depende de la técnica
de transformacion preferida y de la especia de planta diana que ha de transformarse.

Las metodologias para la construccion de casetes de expresién en plantas y para la introduccion de acidos
nucleicos extrafios en plantas son generalmente conocidas en la técnica y se han descrito previamente. Por ejemplo,
el ADN extrafio puede introducirse en las plantas por medio de vectores del plasmido inductor de tumores (Ti). Otros
procedimientos para la introduccion de ADN extrafio implican el uso de la transformacion de protoplastos mediada
por PEG, electroporacién, microinyeccion, fibras y biolistica o bombardeo de microprovyectiles para la absorcion
directa de ADN. Estos procedimientos son conocidos en la técnica (patente de los EE. UU. n° 5.405.765 a Vasil y
col.; Bilang v col. (1991) Gene 100:247-250; Scheid v col., (1991) Mol. Gen. Genet. 228:104-112; Guerche v col.
(1987) Plant Science 52:111-116; Neuhause v col. (1987) Theor. Appl Genet. 75:30-36; Klein y col. (1987) Nature
327:70-73; Howell v col. (1980) Science 208:1265; Horsch vy col. (1985) Science 227:1229-1231; DeBlock v col.
(1989) Plant Physiology 91:694-701; Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds.) Academic
Press, Inc. (1988) y Methods in Plant Molecular Biology (Schuler y Zielinski, eds.) Academic Press, Inc. (1989)). El
procedimiento de transformacion depende de la célula de la planta que ha de transformarse, la estabilidad de los
vectores usados, el nivel de expresion de los productos génicos y de otros parametros.
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Otros procedimientos adecuados para la introducciéon de secuencias nucleotidicas en células de plantas y
para la subsiguiente insercion en el genoma de la planta incluyen la microinyeccion segun Crossway y col. (1986)
Biotechniques 4:320-334, la electroporacion seguin se describe en Riggs y col. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83:5602-5606, la transformacion mediada por Agrobacterium segun se describe en Townsend y col., patente de los
EE. UU. n° 5.563.055, Zhao y col., patente de los EE. UU. n° 5.981.840, la transferencia génica directa segun se
describe en Paszkowski y col. (1984) EMBO J. 3:2717-2722 y la aceleracion balistica de particulas segun se
describe, por ejemplo, en Sanford y col., patente de los EE. UU. n® 4.945.050; Tomes y col., patente de los EE. UU.
n° 5.879.918; Tomes y col., patente de los EE. UU. n° 5.886.244; Bidney y col., patente de los EE. UU. n° 5.932.782;
Tomes y col. (1995) “Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells via Microprojectile Bombardment” en Plant Cell,
Tissue and Organ Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg y Phillips (Springer-Verlag, Berlin, Alemania);
McCabe v col. (1988) Biotechnoloqy 6:923-926); v la transformacion de Lec1 (documento WO 00/28058). Véase
también Weissinger vy col. (1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-477; Sanford y col. (1987) Particulate Science and
Technology 5:27-37 (cebolla); Christou vy col. (1988) Plant Physiol. 87:671-674 (soija); McCabe vy col. (1988)
Bio/Technoloqy 6:923-926 (soia); Finer y McMullen (1991) In Vitro Cell Dev. Biol. 27P:175-182 (soia); Singh v col.
(1998) Theor. Appl. Genet. 96:319-324 (soja); Datta v col. (1990) Biotechnoloqy 8:736-740 (arroz); Klein v col. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4305-4309 (maiz); Klein y col. (1988) Biotechnoloqy 6:559-563 (maiz); Tomes, patente
de los EE. UU. n° 5.240.855; Buising v col., patentes de los EE. UU. n®® 5.322.783 v 5.324.646: Tomes v col. (1995)
"Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells via Microprojectile Bombardment," en Plant Cell, Tissue, and Organ
Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg (Springer-Verlag, Berlin, Alemania) (maiz); Klein v col. (1988) Plant
Physiol. 91:440-444 (maiz); Fromm v col. (1990) Biotechnology 8:833-839 (maiz); Hooykaas-Van Slogteren vy col.
(1984) Nature (London) 311:763-764; Bowen v col., patente de los EE. UU. n°® 5.736.369 (cereales); Bytebier vy col.
(1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:5345-5349 (liliaceas); De Wet vy col. (1985) en The Experimental Manipulation
of Ovule Tissues, ed. Chapman v col. (Lonaman, Nueva York, EE. UU.) pags. 197-209 (polen); Kaeppler v col.
(1990) Plant Cell Reports 9:415-418 v Kaeppler y col. (1992) Theor. Appl. Genet. 84:560-566 (transformacion
mediada por fibras); D'Halluin v col. (1992) Plant Cell 4:1495-1505 (electroporacion); Li v col. (1993) Plant Cell
Reports 12:250-255 y Christou v Ford (1995) Annals of Botany 75:407-413 (arroz); Osjoda y col. (1996) Nature
Biotechnology 14:745-750 (maiz por medio de Agrobacterium tumefaciens).

Los polinucledtidos pueden introducirse en las plantas poniendo estas en contacto con un virus o con
acidos nucleicos viricos. Generalmente, tales procedimientos implican la incorporacién de una construccién
polinucleotidica de la invencion dentro de una de una molécula de ADN o ARN virico. Se reconoce que una proteina
AHASL de la invencién puede sintetizarse inicialmente como parte de una poliproteina virica, que después puede
procesarse por proteolisis in vivo o in vitro para producir la proteina recombinante deseada. Ademas, se reconoce
que los promotores de la invencion también abarcan promotores utilizados para la transcripcion por polimerasas de
ARN viricas. Los procedimientos para la introduccion de construcciones polinucleotidicas en plantas y la expresion
de una proteina codificada en estas que implican moléculas de ADN o ARN virico son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, véanse las patentes de los EE. UU. n®® 5.889.191, 5.889.190, 5.866.785, 5.589.367 y 5.316.931.

Las células que han sido transformadas pueden dejarse crecer hasta obtener plantas de acuerdo con
procedimientos convencionales. Por ejemplo, véase McCormick y col. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84. Estas
plantas pueden dejarse crecer y después polinizarse con la misma estirpe transformada o con estirpes diferentes
para identificar el hibrido resultante con expresion constitutiva de la caracteristica fenotipica deseada. Puede ser
necesario el crecimiento de dos o mas generaciones para asegurar que la expresion de la caracteristica fenotipica
deseada se mantiene y se hereda de manera estable y después las semillas se recogen para asegurar que se ha
conseguido la expresion de la caracteristica fenotipica deseada. De esta manera, la presente invencion proporciona
semillas transformadas (también denominadas “semillas transgénicas”) que tienen una construccion polinucleotidica
de la invencién, por ejemplo, una casete de expresion de la invencion, incorporada de manera estable en el genoma.

Las plantas resistentes a herbicidas de la invencion tienen utilidad en procedimientos para el control de
malas hierbas. Por lo tanto, la presente invencion proporciona ademas un procedimiento para el control de las malas
hierbas en la proximidad de una planta resistente a herbicidas de la invencion. El procedimiento comprende la
aplicacion de una cantidad eficaz de un herbicida a las malas hierbas y a la planta resistente a herbicidas, en que la
planta presenta un aumento de la resistencia a al menos un herbicida, en particular un herbicida de imidazolinona o
de sulfonilurea, en comparacion con una planta natural. En un procedimiento semejante para el control de las malas
hierbas, las plantas resistentes a herbicidas de la invencion son plantas de girasol.

Al proporcionar plantas que presentan un aumento de la resistencia a herbicidas, en particular a herbicidas
de imidazolinona y sulfonilurea, es posible emplear una amplia diversidad de formulaciones para proteger las plantas
de las malas hierbas, con el fin de mejorar el crecimiento de dichas plantas y reducir la competencia por los
nutrientes. Un herbicida puede usarse por si mismo para el control de malas hierbas en preemergencia,
postemergencia, antes de plantar o al plantar en areas que rodean a las plantas descritas en este documento o
puede usarse una formulacién de un herbicida de imidazolinona que contiene otros aditivos. El herbicida puede
usarse también como tratamiento de las semillas. Los aditivos que se encuentran en una formulacién de un
herbicida de imidazolinona o sulfonilurea incluyen otros herbicidas, detergentes, adyuvantes, agentes de esparcido,
adherentes, estabilizantes o similares. La formulacion del herbicida puede ser una preparacion hiumeda o seca y
puede incluir, pero sin limitarse a polvos fluidos, concentrados emulsionables y concentrados liquidos. El herbicida y
las formulaciones de herbicidas pueden aplicarse de acuerdo con procedimientos convencionales, por ejemplo, por
pulverizacion, riego, espolvoreo o similares.

La presente invencién proporciona semillas transgénicas y no transgénicas que presentan un aumento de la
tolerancia a al menos un herbicida, en particular un herbicida inhibidor de la AHAS, mas en particular, herbicidas de
imidazolinona y sulfonilurea. Tales semillas incluyen, por ejemplo, semillas de girasol no transgénicas que
comprenden las caracteristicas de tolerancia a herbicidas de la planta de girasol S4897, la planta de girasol GM40,
la planta de girasol GM1606, la planta de girasol con el nimero de depdsito de patente ATCC PTA-6716 o la planta
de girasol con el nimero de depdsito de patente ATCC PTA-7606 y semillas transgénicas que comprenden una
molécula polinucleotidica enddgena de la invencién que codifica una proteina AHASL resistente a herbicidas.
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La presente invencién proporciona procedimientos para la produccion de una planta de girasol resistente a
herbicidas mediante mejora genética de plantas convencional que implica la reproduccién sexual. Los
procedimientos comprenden el cruzamiento de una primera planta que es resistente a un herbicida con una segunda
planta que no es resistente al herbicida. La primera planta puede ser cualquiera de las plantas resistentes a
herbicidas de la presente invencion, incluidas plantas de girasol no transgénicas que comprenden las caracteristicas
de tolerancia a herbicidas de la planta de girasol S4897, la planta de girasol GM40, la planta de girasol GM1606, la
planta de girasol con el niumero de depdsito de patente ATCC PTA-6716 o la planta de girasol con el numero de
depésito de patente ATCC PTA-7606. La segunda planta puede ser cualquier planta que es capaz de producir una
progenie de plantas viables (es decir, semillas) al cruzarla con la primera planta. Tipicamente, pero no
necesariamente, la primera y la segunda planta son de la misma especie. Los procedimientos de la invencion
pueden implicar ademas una o mas generaciones de retrocruzamiento de las plantas de la progenie del primer
cruzamiento con una planta de la misma linea o genotipo que la primera o la segunda planta. Alternativamente, la
progenie del primer cruzamiento o de cualquier cruzamiento subsiguiente puede cruzarse con una tercera planta de
una linea o genotipo diferente que la primera o la segunda planta. Los procedimientos de la invenciéon pueden
implicar adicionalmente la seleccion de plantas que comprenden las caracteristicas de tolerancia a herbicidas de la
primera planta.

La presente invencion proporciona ademas procedimientos para aumentar la resistencia a herbicidas de
una planta, en particular una planta de girasol resistente a herbicidas, mediante mejora genética de plantas
convencional que implica la reproduccion sexual. Los procedimientos comprenden el cruzamiento de una primera
planta que es resistente a un herbicida con una segunda planta que puede ser o no resistente al herbicida o que
puede ser resistente a un herbicida o herbicidas diferentes de los de la primera planta. La primera planta puede ser
cualquiera de las plantas resistentes a herbicidas de la presente invencion, incluidas, por ejemplo, plantas de girasol
transgénicas que comprenden al menos una de las moléculas polinucleotidicas de la presente invencién que
codifican una proteina AHASL resistente a herbicidas y plantas de girasol no transgénicas que comprenden las
caracteristicas de tolerancia a herbicidas de la planta de girasol S4897, la planta de girasol GM40, la planta de
girasol GM1606, la planta de girasol con el numero de deposito de patente ATCC PTA-6716 o la planta de girasol
con el numero de deposito de patente ATCC PTA-7606. La segunda planta puede ser cualquier planta que es capaz
de producir una progenie de plantas viables (es decir, semillas) al cruzarla con la primera planta. Tipicamente, pero
no necesariamente, la primera y la segunda planta son de la misma especie. Las plantas de la progenie producidas
por este procedimiento de la presente invencidén presentan un aumento de la resistencia a un herbicida en
comparacion con la primera o la segunda planta o con las dos. Cuando la primera y la segunda plantas son
resistentes a diferentes herbicidas las plantas de la progenie tendran caracteristicas de tolerancia a herbicidas
combinadas de la primera y la segunda plantas. Los procedimientos de la invencion pueden implicar ademas una o
mas generaciones de retrocruzamiento de las plantas de la progenie del primer cruzamiento con una planta de la
misma linea o genotipo que la primera o la segunda planta. Alternativamente, la progenie del primer cruzamiento o
de cualquier cruzamiento subsiguiente puede cruzarse con una tercera planta de una linea o genotipo diferente que
la primera o la segunda planta. Los procedimientos de la invencién pueden implicar adicionalmente la seleccion de
plantas que comprenden las caracteristicas de tolerancia a herbicidas de la primera planta, de la segunda planta o
de las dos plantas, primera y segunda.

Las plantas de la presente invencién pueden ser transgénicas o no transgénicas. Un ejemplo de una planta
de girasol no transgénica que presenta un aumento de la resistencia a imidazolinona es la planta de girasol S4897,
la planta de girasol GM40, la planta de girasol GM1606, la planta de girasol con el nimero de depdsito de patente
ATCC PTA-6716 o la planta de girasol con el nimero de depédsito de patente ATCC PTA-7606; o un mutante,
recombinante o derivado genéticamente manipulado de la planta de girasol S4897, la planta de girasol GMA40, la
planta de girasol GM1606, la planta de girasol con el nimero de depdsito de patente ATCC PTA-6716 o la planta de
girasol con el numero de depdsito de patente ATCC PTA-7606; o de cualquier progenie de la planta de girasol
S4897, la planta de girasol GM40, la planta de girasol GM1606, la planta de girasol con el nimero de depdsito de
patente ATCC PTA-6716 o la planta de girasol con el nimero de depésito de patente ATCC PTA-7606; o una planta
de la progenie de cualquiera de estas plantas; o una planta que comprende las caracteristicas de tolerancia a
herbicidas de la planta de girasol S4897, la planta de girasol GM40, la planta de girasol GM1606, la planta de girasol
con el numero de depésito de patente ATCC PTA-6716 o la planta de girasol con el nimero de depésito de patente
ATCC PTA-7606.

La presente invencion proporciona procedimientos que implican el uso de al menos un herbicida inhibidor
de la AHAS seleccionado del grupo que consta de herbicidas de imidazolinona, herbicidas de sulfonilurea, herbicidas
de triazolopirimidina y mezclas de estos. En estos procedimientos, el herbicida inhibidor de la AHAS puede aplicarse
por cualquier procedimiento conocido en la técnica, incluidos, pero sin limitarse al tratamiento de semillas, el
tratamiento del suelo y el tratamiento foliar.

Antes de su aplicacién, el herbicida inhibidor de la AHAS puede transformarse en las formulaciones
acostumbradas, por ejemplo, disoluciones, emulsiones, suspensiones, polvo, polvos, pastas y granulos. La forma de
uso depende del propésito particular que se pretenda; en cada caso debera asegurarse una distribucion fina y
uniforme del compuesto de acuerdo con la invencion.

Las formulaciones se preparan de manera conocida (p. €j., véanse como revision la patente de los EE. UU.
3.060.084, el documento EP-A 707445 (para concentrados liquidos), Browning, “Agglomeration”, Chemical
Engineering, 4 de diciembre de 1967, 147-48, Perry’s Chemical Engineer's Handbook, 4° edicion, McGraw-Hill,
Nueva York, (EE. UU.), 1963, paginas 8-57 v siquientes, los documentos WO 91/13546, US 4.172.714, US
4.144.050, US 3.920.442, US 5.180.587, US 5.232.701, US 5.208.030, GB 2.095.558, US 3.299.566, Klingman,
Weed Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York, (EE. UU.), 1961, Hance v col., Weed Control
Handbook, 8% edicion, Blackwell Scientific Publications, Oxford (Gran Bretafia), 1989 v Mollet, H., Grubemann, A.,
Formulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Alemania), 2001, 2. D. A. Knowles, Chemistry and
Technology of Agrochemical Formulations, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (Paises Bajos), 1998 (ISBN 0-
7514-0443-8)), por ejemplo mediante mezcla del principio activo con sustancias auxiliares adecuadas para la
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formulacion de productos agroquimicos como disolventes y/o vehiculos, si se desean, emulsionantes, tensioactivos y
dispersantes, conservantes, antiespumantes, anticongelantes, para formulaciones para tratamiento de semillas
opcionalmente también colorantes y/o aglutinantes y/o gelificantes.

Algunos ejemplos de disolventes adecuados son agua, disolventes aromaticos (por ejemplo productos
Solvesso, xileno), parafinas (por ejemplo fracciones de aceite mineral), alcoholes (por ejemplo metanol, butanol,
pentanol, alcohol bencilico), cetonas (por ejemplo ciclohexanpna, -butirolactona), pirrolidonas (NMP, NOP),
acetatos (diacetato de glicol), glicoles, dimetilamidas de acidos grasos, acidos grasos y ésteres de acidos grasos. En
principio, también pueden usarse mezclas de disolventes.

Algunos ejemplos de vehiculos adecuados son minerales naturales molidos (por ejemplo caolines, arcillas,
talco, creta y minerales sintéticos molidos (por ejemplo, silice de alta dispersién, silicatos).

Los emulsionantes adecuados son emulsionantes no iénicos y anidnicos (por ejemplo, éteres de alcoholes
grasos y polioxietileno, sulfonatos de alquilo y sulfonatos de arilo).

Algunos ejemplos de dispersantes son las lejias sulfiticas de lignina y metilcelulosa.

Los tensioactivos adecuados usados son sales de metales alcalinos, de metales alcalinotérreos y de
amonio, sales de acido lignosulfénico, acido naftalenosulfénico, acido fenolsulfonico, acido dibutilnaftalenosulfénico,
sulfonatos de alquilarilo, sulfatos de alquilo, sulfonatos de alquilo, sulfatos de alcohol graso, acidos grasos y éteres
glicélicos de alcoholes grasos sulfatados, ademas condensados de naftaleno sulfonado y derivados de naftaleno con
formaldehido, condensados de naftaleno o de acido naftalenosulfénico con fenol y formaldehido, éter octilfendlico de
polioxietileno, isooctilfenol etoxilado, octilfenol, nonilfenol, éteres poliglicélicos de alquilfenol, éter poliglicolico de
tributilfenilo, éter poliglicdlico de triestearilfenilo, alcoholes de poliéter de alquilarilo, condensados de alcohol y
alcohol graso y 6xido de etileno, aceite de ricino etoxilado, éteres alquilicos de polioxietileno, polioxipropileno
etoxilado, acetal de éter poliglicolico de alcohol laurilico, ésteres de sorbitol, lejias sulfiticas de lignina y
metilcelulosa.

Las sustancias que son adecuadas para la preparacion de disoluciones directamente pulverizables,
emulsiones, pastas o dispersiones oleosas son fracciones de aceites minerales de punto de ebullicion medio a alto,
como queroseno O gasotleo, ademas aceites de alquitran de carbon y aceites de origen vegetal o animal,
hidrocarburos alifaticos, ciclicos y aromaticos, por ejemplo tolueno, xileno, parafina, tetrahidronaftaleno, naftalenos
alquilados o sus derivados, metanol, etanol, propanol, butanol, ciclohexanol, ciclohexanona, isoforona, disolventes
muy polares, por ejemplo dimetilsulféxido, N-metilpirrolidona o agua.

También pueden afadirse a la formulacion anticongelantes como glicerina, etilenglicol, propilenglicol y
bactericidas.

_Los antiespumantes adecuados son, por ejemplo, agentes antiespumantes a base de silicio o estearato de
magnesio.

Los conservantes adecuados son, por ejemplo, diclorofeno y hemiformal de alcohol bencilico.

Las formulaciones para el tratamiento de semillas pueden comprender adicionalmente aglutinantes y
opcionalmente colorantes.

Los aglutinantes pueden afadirse para mejorar la adhesién de los materiales activos a las semillas después
del tratamiento. Los aglutinantes adecuados son tensioactivos de copolimeros de bloques EO/PO, pero también
alcoholes polivinilicos, polivinilpirrolidonas, poliacrilatos, polimetacrilatos, polibutenos, poliisobutilenos, poliestireno,
polietilenaminas, polietilenamidas, polietileniminas (Lupasol®, Polymin®), poliéteres, poliuretanos, acetato de
polivinilo, tilosa y copolimeros derivados de estos polimeros.

Opcionalmente también pueden incluirse colorantes en la formulacién. Los colorantes o tintes adecuados
para las formulaciones para el tratamiento de semillas son rodamina B, piamento rojo C.l. 112, disolvente roio C.I. 1,
pigmento azul 15:4, pigmento azul 15:3, piamento azul 15:2, pigmento azul 15:1, piamento azul 80, pigmento
amarillo 1, pigmento Amarillo 13, piamento roio 112, piamento rojo 48:2, pigmento rojo 48:1, piamento rojo 57:1,
pigmento rojo 53:1, piamento naranja 43, piamento narania 34, pigmento naranja 5, piagmento verde 36, pigmento
verde 7, pigmento blanco 6, pigmento marrén 25, violeta basico 10, violeta basico 49, rojo acido 51, rojo acido 52,
rojo acido 14, azul acido 9, amarillo acido 23, rojo basico 10, rojo basico 108.

Un ejemplo de un gelificante adecuado es carrageno (Satiagel®).

) Los polvos, los materiales para esparcido y los productos espolvoreables pueden prepararse por mezcla o
molienda simultanea de los principios activas con un vehiculo sélido.

Los granulos, por ejemplo, granulos recubiertos, granulos impregnados y granulos homogéneos, pueden
prepararse mediante la unién de los principios activos a vehiculos sélidos. Algunos ejemplos de vehiculos sélidos
son tierras minerales como geles de silice, silicatos, talco, caolin, ataclay, piedra caliza, cal, creta, bol, loess, arcilla,
dolomita, tierra de diatomeas, sulfato de calcio, sulfato de magnesio, oxido de magnesio, materiales sintéticos
molidos, fertilizantes como, por ejemplo, sulfato de amonio, fosfato de amonio, nitrato de amonio, ureas y productos
de origen vegetal como harina de cereales, harina de corteza de arboles, serrin y harina de cédscaras de nuez,
polvos de celulosa y otros vehiculos sélidos.

En general, las formulaciones comprenden del 0,01 al 95% en peso, preferentemente del 0,1 al 90% en

peso del herbicida inhibidor de la AHAS. En este caso, los herbicidas inhibidores de la AHAS se emplean con una
pureza del 90% al 100% en peso, preferentemente, del 95% al 100% en peso (de acuerdo con el espectro de RMN).
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Para el tratamiento de semillas, las formulaciones respectivas pueden diluirse de 2 a 10 veces, lo que conduce a
concentraciones en las preparaciones listas para usar del 0,01 al 60% en peso del principio activo, preferentemente
del 0,1 al 40% en peso.

El herbicida inhibidor de la AHAS puede usarse como tal, en forma de sus formulaciones o las formas de
uso preparadas a partir de estas, por ejemplo, en forma de disoluciones directamente pulverizables, polvos,
suspensiones o dispersiones, emulsiones, dispersiones oleosas, pastas, productos espolvoreables, materiales para
esparcir o granulos, por medio de pulverizacion, atomizacion, espolvoreo, esparcido o vertido. Las formas de uso
dependen enteramente de la finalidad que se pretenda; en cada caso se pretende asegurar la distribucion mas fina
posible del herbicida inhibidor de la AHAS de acuerdo con la invencién.

Las formas de uso acuosas pueden prepararse a partir de concentrados de emulsion, pastas o polvos
mojables (polvos pulverizables, dispersiones oleosas) mediante la adicion de agua. Para preparar emulsiones,
pastas o dispersiones oleosas, las sustancias, como tales o disueltas en un aceite o disolvente, pueden
homogeneizarse en agua por medio de un humectante, un taquificante, un dispersante o un emulsionante. Sin
embargo, también es posible preparar concentrados compuestos del principio activo, humectante, taquificante,
dispersante o emulsionante y, en caso apropiado, el disolvente o aceite y tales concentrados son adecuados para su
dilucién con agua.

Las concentraciones del principio activo en las preparaciones listas para usar puede variar en intervalos
relativamente amplios. En general, son del 0,0001 al 10%, preferentemente del 0,01 al 1% en peso.

El herbicida inhibidor de la AHAS puede usarse también satisfactoriamente en el procedimiento de ultra
bajo volumen (ULV), en el que es posible aplicar formulaciones que comprenden mas del 95% en peso del principio
activo o incluso aplicar el principio activo sin aditivos.

A continuacion se incluyen ejemplos de formulaciones:

1. Productos para diluir con agua para aplicaciones foliares. Para el tratamiento de semillas, tales productos
pueden aplicarse a la semilla diluidos o sin diluir.

A) Concentrados solubles en agua (SL, LS)

Se disuelven 10 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS en 90 partes en peso de agua o de un
disolvente soluble en agua. Como alternativa se afiaden humectantes u otros agentes auxiliares. El herbicida
inhibidor de la AHAS se disuelve al diluirlo con agua, por lo que se obtiene una formulacion con el 10% (p/p) del
herbicida inhibidor de la AHAS.

B) Concentrados dispersables (DC)

Se disuelven 20 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS en 70 partes en peso de ciclohexanona
con la adicion de 10 partes en peso de un dispersante, por ejemplo, polivinilpirrolidona. La dilucion con agua da lugar
a una dispersion, por lo que se obtiene una formulacién con el 20% (p/p) del herbicida inhibidor de la AHAS.

C) Concentrados emulsionables (EC)

Se disuelven 15 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS en 7 partes en peso de xileno con la
adicion de dodecilbencenosulfonato de calcio y aceite de ricino etoxilado (en cada caso 5 partes en peso). La
dilucion con agua da lugar a una emulsion, por lo que se obtiene una formulacion con el 15% (p/p) del herbicida
inhibidor de la AHAS.

D) Emulsiones (EW, EO, ES)

Se disuelven 25 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS en 35 partes en peso de xileno con la
adicion de dodecilbencenosulfonato de calcio y aceite de ricino etoxilado (en cada caso 5 partes en peso). Esta
mezcla se introduce en 30 partes en peso de agua por medio de una maquina emulsionadora (p. €j., Ultraturrax) y se
transforma en una emulsion homogénea. La dilucion con agua da lugar a una emulsién, por lo que se obtiene una
formulacion con el 25% (p/p) del herbicida inhibidor de la AHAS.

E) Suspensiones (SC, OD, FS)

En un molino de bolas con agitacion se trituran 20 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS con la
adicion de 10 partes en peso de dispersantes, humectantes y 70 partes en peso de agua o de un disolvente organico
para dar una fina suspension del herbicida inhibidor de la AHAS. La dilucion con agua da lugar a una suspension
estable del herbicida inhibidor de la AHAS, por lo que se obtiene una formulacién con el 20% (p/p) del herbicida
inhibidor de la AHAS.

F) Granulos dispersables en agua y granulos solubles en agua (WG, SG)

Se muelen finamente 50 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS con la adicién de 50 partes en
peso de dispersantes y humectantes y se preparan como granulos dispersables en agua o granulos solubles en
agua por medio de dispositivos técnicos (por ejemplo, extrusioén, torre de pulverizacion, lecho fluidizado). La dilucién
con agua da lugar a una dispersién o disolucion estable del herbicida inhibidor de la AHAS, por lo que se obtiene
una formulacion con el 50% (p/p) del herbicida inhibidor de la AHAS.
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G) Polvos dispersables en agua y polvos solubles en agua (WP, SP, SS, WS)

En un molino de rotor y estator se muelen 75 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS con la
adicion de 25 partes en peso de dispersantes, humectantes y gel de silice. La diluciéon con agua da lugar a una
dispersion o disolucion estable del herbicida inhibidor de la AHAS, por lo que se obtiene una formulacién con el 75%
(p/p) del herbicida inhibidor de la AHAS.

1) Formulacion en gel (GF)

En un molino de bolas con agitacién se trituran 20 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS con la
adicion de 10 partes en peso de dispersantes, 1 parte en peso de un gelificante y 70 partes en peso de agua o de un
disolvente organico para dar una fina suspension del herbicida inhibidor de la AHAS. La dilucién con agua da lugar a
una suspension estable del herbicida inhibidor de la AHAS, por lo que se obtiene una formulacién con el 20% (p/p)
del herbicida inhibidor de la AHAS. Esta formulacion en gel es adecuada para el uso como tratamiento de semillas.

2. Productos para aplicar sin diluir para aplicaciones foliares. Para el tratamiento de semillas, tales
productos pueden aplicarse a la semilla diluidos.

A) Polvos espolvoreables (DP, DS)

Se muelen finamente 5 partes en peso del herbicida inhibidor de la AHAS y se mezclan intimamente con 95
partes en peso de caolin finamente dividido. Esto da lugar a un producto espolvoreable con el 5% (p/p) del herbicida
inhibidor de la AHAS.

B) Granulos (GR, FG, GG, MG)

Se muele finamente media parte en peso del herbicida inhibidor de la AHAS y se asocia con 95,5 partes en
peso de vehiculos, por lo que se obtiene una formulacion con el 0,5% (p/p) del herbicida inhibidor de la AHAS. Los
procedimientos actuales son extrusién, secado por pulverizacién o el lecho fluidizado. Esto da lugar a granulos para
aplicar sin diluir para uso foliar.

Las formulaciones convencionales para el tratamiento de semillas incluyen, por ejemplo, concentrados
fluidos FS, disoluciones LS, polvos para tratamiento en seco DS, polvos dispersables en agua para el tratamiento de
lechada WS, polvos solubles en agua SS y emulsiones ES y EC y la formulaciéon en gel GF. Estas formulaciones
pueden aplicarse a las semillas diluidas o sin diluir. La aplicacion a las semillas se lleva a cabo antes de la siembra,
directamente sobre las semillas.

En una realizacion preferida, se usa una formulacion FS para el tratamiento de semillas. Tipicamente, una
formulacion FS puede comprender de 1 a 800 g/l del principio activo, de 1 a 200 g/l de tensioactivo, de 0 a 200 g/l de
anticongelante, de 0 a 400 g/l de aglutinante, de 0 a 200 g/l de un pigmento y hasta 1 litro de un disolvente,
preferentemente agua.

La presente invencion abarca semillas transgénicas y no transgénicas de las plantas resistentes a
herbicidas de la presente invencion. Tales semillas incluyen, por ejemplo, semillas de girasol no transgénicas que
comprenden las caracteristicas de tolerancia a herbicidas de la planta con el nimero de acceso de la coleccion
NCIMB 41262 y semillas transgénicas que comprenden una molécula polinucleotidica de la invencién que codifica
una proteina IMI.

Para el tratamiento de las semillas, las semillas de las plantas resistentes a herbicidas de acuerdo con la
presente invencion se tratan con herbicidas, preferentemente herbicidas seleccionados del grupo que consta de los
herbicidas inhibidores de la AHAS como amidosulfurén, azimsulfurén, bensulfurén, clorimurén, clorsulfuron,
cinosulfurén, ciclosulfamuron, etametsulfurdn, etoxisulfurdn, flazasulfurdn, flupirsulfuron, foramsulfurdn, halosulfurén,
imazosulfurén, mesosulfuréon, metsulfurén, nicosulfurén, oxasulfurén, pirazosulfurén, primisulfurén, prosulfurén,
rimsulfurén, sulfometurdn, sulfosulfurdn, tifensulfurén, triasulfurdn, tribenurén, trifloxisulfurén, triflusulfurdn,
tritosulfurén, yodosulfurén, imazametabenz, imazamox, imazapic, imazapir, imazaquin, imazetapir, cloransulam,
diclosulam, florasulam, flumetsulam, metosulam, penoxsulam, bispiribaco, piriminobaco, propoxicarbazona,
flucarbazona, piribenzoxima, piriftalida, piritiobaco y mezclas de estos o con una formulacién que comprende un
herbicida inhibidor de la AHAS.

El término tratamiento de semillas comprende todas las técnicas de tratamiento de semillas adecuadas
conocidas en la técnica, como el revestimiento de semillas, el recubrimiento de semillas, el espolvoreo de semillas,
la inmersién de semillas y la peletizacion de semillas.

De acuerdo con una variante de la presente invencion, otro objeto de la invencion es un procedimiento para
el tratamiento del suelo mediante la aplicacion, en particular en la sembradora, de una formulacion granular que
contiene el herbicida inhibidor de la AHAS como una composicion/formulacion (p. ej., una formulaciéon granular,
opcionalmente con uno o mas vehiculos solidos o liquidos aceptables desde el punto de vista agricola y/o
opcionalmente con uno o mas tensioactivos aceptables desde el punto de vista agricola. Este procedimiento se
emplea ventajosamente, por ejemplo, en los lechos de siembra de cereales, maiz, algodoén y girasol.

La presente invencidon también comprende semillas recubiertas o que contienen una formulacion de
tratamiento de semillas que comprende al menos un herbicida inhibidor de la AHAS seleccionado del grupo que
consta de amidosulfurén, azimsulfurén, bensulfurén, clorimurdn, clorsulfurén, cinosulfurén, ciclosulfamuroén,
etametsulfurén, etoxisulfurén, flazasulfurén, flupirsulfurén, foramsulfurdn, halosulfurén, imazosulfurén, mesosulfurén,
metsulfurén, nicosulfurdn, oxasulfurdon, pirazosulfurén, primisulfurén, prosulfurén, rimsulfurén, sulfometuron,
sulfosulfurén, tifensulfurén, triasulfuréon, tribenurdn, trifloxisulfurén, triflusulfurén, tritosulfurén, yodosulfurén,
imazametabenz, imazamox, imazapic, imazapir, imazaquin, imazetapir, cloransulam, diclosulam, florasulam,
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flumetsulam, metosulam, penoxsulam, bispiribaco, piriminobaco, propoxicarbazona, flucarbazona, piribenzoxima,
piriftalida y piritiobaco.

El término semilla abarca semillas y propagulos de plantas de todo tipo e incluye, pero no se limita a
semillas verdaderas, fragmentos de semillas, renuevos, cormos, bulbos, frutos, tubérculos, granos, esquejes, tallos
cortados y similares y en una realizacion preferida significa semillas verdaderas.

El término “recubierto y/o que contiene” significa generalmente que el principio activo, en su mayoria se
encuentra en la superficie del producto de propagacion en el momento de la aplicacién, aunque una mayor o menor
parte del principio activo puede penetrar en el producto de propagacion, dependiendo del procedimiento de
aplicacion. Cuando dicho producto de propagacion se (re)planta, puede absorber el principio activo.

La aplicacion del tratamiento de semillas con el herbicida inhibidor de la AHAS o con una formulacion que
comprende el herbicida inhibidor de la AHAS se lleva a cabo por pulverizacién o por espolvoreo de las semillas
antes de sembrar las plantas y antes de la emergencia de las plantas.

En el tratamiento de semillas, las formulaciones correspondientes se aplican mediante el tratamiento de las
semillas con una cantidad eficaz del herbicida inhibidor de la AHAS o una formulaciéon que comprende el herbicida
inhibidor de la AHAS. En este documento, las dosis de aplicacion son generalmente de 0,1 g a 10 kg del principio
activo (o de la mezcla de principios activos o de la formulacion) por 100 kg de semilla, preferentemente de 1 g a 5 kg
por 100 kg de semilla, en particular de 1 g a 2,5 kg por 100 kg de semilla. Para cultivos especificos como lechuga la
dosis puede ser mayor.

La presente invencion proporciona un procedimiento para combatir la vegetacion no deseada o controlar las
malas hierbas que comprende la puesta en contacto de las semillas de las plantas resistentes de acuerdo con la
invencion antes de la siembra y/o después de la pregerminacién con un herbicida inhibidor de la AHAS. El
procedimiento puede comprender ademas la siembra de las semillas, por ejemplo en el suelo en un campo o en un
medio para macetas en el invernadero. El procedimiento es particularmente util para combatir la vegetacién no
deseada o controlar las malas hierbas en la inmediata proximidad de la semilla.

Se entiende que el control de la vegetacion no deseada significa la destruccion de las malas hierbas y/o,
aparte de esto, el retraso o la inhibicion del crecimiento normal de las malas hierbas. Se entiende que las malas
hierbas, en el sentido mas amplio, significan todas aquellas plantas que crecen en lugares donde no se desean.

Las malas hierbas de la presente invencion incluyen, por ejemplo, malas hierbas dicotiledoneas y
monocotileddneas. Las malas hierbas dicotileddneas incluyen, pero no se limitan a malas hierbas de los géneros:
Sinapis, Lepidium, Galium, Stellaria, Matricaria, Anthemis, Galinsoga, Chenopodium, Urtica, Senecio, Amaranthus,
Portulaca, Xanthium, Convolvulus, Ipomoea, Polygonum, Sesbania, Ambrosia, Cirsium, Carduus, Sonchus,
Solanum, Rorippa, Rotala, Lindernia, Lamium, Veronica, Abutilon, Emex, Datura, Viola, Galeopsis, Papaver,
Centaurea, Trifolium, Ranunculus y Taraxacum Las malas hierbas monocotiledéneas incluyen, pero no se limitan a
malas hierbas de los géneros: Echinochloa, Setaria, Panicum, Digitaria, Phleum, Poa, Festuca, Eleusine, Brachiaria,
Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorghum, Agropyron, Cynodon, Monochoria, Fimbristyslis, Sagittaria, Eleocharis,
Scirpus, Paspalum, Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctenium, Agrostis, Alopecurus y Apera.

Ademas, las malas hierbas de la presente invencién pueden incluir, por ejemplo, plantas de cultivo que
crecen en un lugar no deseado. Por ejemplo, una planta de maiz espontanea en un campo que predominantemente
comprende plantas de soja puede considerarse una mala hierba si la planta de maiz no es deseada en el campo de
las plantas de soja.

Los articulos “un” y “uno” se usan en este documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, al menos
uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa uno o mas elementos.

Segln se usa en este documento, se entiende que la palabra “comprender” o variaciones como
“comprende” o “comprendiendo” implican la inclusiéon de un elemento, numero entero o etapa dado, o grupo de
elementos, numeros enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, numero entero o etapa o
grupo de elementos, numeros enteros o etapas.

Los ejemplos siguientes se ofrecen como ilustracion y no como limitacion.

EJEMPLO 1: Mutagénesis de la linea BTK47 de Helianthus annuus y seleccion de plantas resistentes a
imidazolinona

La linea de mejora BTK47 de Helianthus annuus L. se sometid6 a mutagénesis quimica de la manera
siguiente. Se trataron 60.000 semillas de la linea BTK47 con una disolucion de metanosulfonato de etilo (EMS)
durante 15 horas. Después, las semillas tratadas se sembraron en condiciones de campo el 16 de diciembre de
2002 en la estacion experimental de Nidera en Venado Tuerto, Santa Fe, Argentina. Aproximadamente 30.000
plantas M1 florecieron y se cubrieron con bolsas para la autopolinizacion de cada planta. Todas las plantas se
recolectaron y trillaron a mano. El 10 de mayo de 2003 se sembraron 20 M, semillas de cada cabeza de girasol en
condiciones de invernadero en la estacion experimental de Nidera en Formosa. Aproximadamente 590.000 plantas
se pulverizaron en el estadio V2-V4 con imazapir a una dosis de 80 g p.a./ha. Ocho plantas sobrevivieron al
tratamiento de herbicida y se autopolinizaron y recolectaron. Las semillas M3 de cada una de estas ocho plantas se
evaluaron en cuanto a su resistencia a imazapir. De estas ocho familias M3, una familia (S4897) mostr6é segregacion
de la resistencia a herbicidas en una relacion de 1 resistente (es decir, que confiere tolerancia a las dosis
comerciales de los herbicidas de imidazolinona) : 2 intermedias (es decir, parcialmente resistentes) : 1 susceptible.
Las plantas totalmente fértiles se autopolinizaron y recolectaron para propagar la linea S4897.

El tejido de las hojas de las plantas M3 S4897 de las clases resistente e intermedia se usé como fuente de
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ADN para el analisis de la secuencia del gen AHASL1 segun se describe en el ejemplo 2.

EJEMPLO 2: Amplificacion por PCR y secuenciacion de polinucleétidos de girasol que codifican proteinas AHASLA
resistentes a imidazolinona y naturales.

El gen AHASL1 se amplificé por PCR a partir de ADN aislado de plantas de girasol M3 S4897 y BTK47
(naturales) como dos fragmentos solapantes. La amplificacion por PCR se llevé a cabo con la polimerasa de ADN
Hotstart Taq y los reactivos asociados (Quiagen Inc, Valencia, California, EE. UU.; n° de catalogo 203205) por los
procedimientos estandar. Los cebadores de PCR para los dos fragmentos se exponen en la tabla 1 y en el listado de
secuencias. HA1U409 (SEQ ID NO: 7) es el cebador directo para el primer fragmento y corresponde al par de bases
409 del numero de acceso de GenBank AY124092. HA1L1379 (SEQ ID NO: 8) es el cebador inverso para el primer
fragmento y corresponde al par de bases 1.379 del numero de acceso de GenBank AY124092. HA1U1313 (SEQ ID
NO: 9) es el cebador directo para el segundo fragmento y corresponde al par de bases 1.313 del nimero de acceso
de GenBank AY124092. HA1L2131 (SEQ ID NO: 10) es el cebador inverso para el segundo fragmento y
corresponde al par de bases 2.131 del nimero de acceso de GenBank AY124092. El primer par HA1U409-
HA1L1379 produjo un fragmento de 970 pares de bases. El segundo par HA1U1313-HA1L2131 produjo un
fragmento de 818 pares de bases.

Los productos de PCR resultantes se secuenciaron para producir las secuencias AHASL1 de S4897 y
BTK47. Un alineamiento de estas secuencias nucleotidicas y la secuencia nucleotidica del gen ALS de Xanthium sp.
(numero de acceso de GenBank U16280; SEQ ID NO: 5) se muestra en la figura 1. El alineamiento revel6 que el
gen AHASL1 de S4897 tenia una Unica mutacion respecto al AHASL1 de BTKA47. El sitio de la mutacién se indica
por Lg\ zisterisco en la figura 1. Esta mutacion es una transicion de G a A que corresponde al nucleétido 21 de SEQ
ID NO: 1.

En la figura 2 se muestra un alineamiento de las secuencias aminoacidicas predichas para las secuencias
nucleotidicas AHASL1 de S4897, BTK47 y Xanthium sp. En comparacién con la secuencia aminoacidica de AHASL1
de BTK47, la secuencia aminoacidica de S4897 tiene una sustitucién de alanina por treonina en la posicion del
aminoacido 7 (SEQ ID NO: 2). Esta posicién aminoacidica en SEQ ID NO: 2 corresponde a la posicion del
aminoacido 107 en la secuencia aminoacidica completa codificada por la secuencia nucleotidica AHASL1 de girasol
del nimero de acceso de GenBank AY541451 (SEQ ID NO: 4) y a la posicion del aminoacido 122 en la secuencia
aminoacidica completa codificada por la secuencia nucleotidica AHASL de Arabidopsis thaliana del niamero de
acceso de GenBank X51514.

Tabla 1. Cebadores de PCR para amplificar la region codificante del gen AHASL1 de girasol

Nombre del cebador Secuencia del cebador
CAGACGTGTTGGTGGAAGC
HA1U409
(SEQ ID NO: 7)
CTGTAACGCGACCTTAATATC
HA1L1379
(SEQ ID NO: 8)
TGCTGAAATTGGGAAGAATAAG
HA1U1313
(SEQ ID NO: 9)
TTTCGTTCTGCCATCACCC
HA1L2131
(SEQ ID NO: 10)

EJEMPLO 3: Produccion de una linea de girasol homocigoética para las caracteristicas de resistencia a herbicidas de
S4897

Se produjo una linea de girasol homocigética para el caracter de resistencia a herbicidas a partir de S4897
por autofecundacion y andlisis de la resistencia a imazapir. Esta linea de girasol y las plantas de la misma se
designaron GM40. Después de confirmar la homogenicidad de la progenie para la resistencia a herbicidas, las
plantas de la linea GM40 de girasol se trasplantaron en condiciones de invernadero y se autopolinizaron para la
produccién de semillas.

EJEMPLO 4: Resistencia de S4897 a imazapic

En ensayos de campo en Argentina se analizaron plantas S4897 en cuanto a la resistencia a imazapic. La
resistencia a imazapic fue claramente superior a la de IMISUM-1 (mutacién Alaigp a Val; la posicion equivalente en
Arabidopsis thaliana es la 205; véase la tabla 4 mas adelante). Este ensayo tenia parcelas de una sola hilera y el
tratamiento se llevd a cabo en un dia de viento, con lo que la dosis real de herbicida que alcanzé las plantas fue
menor que la aplicada. No obstante, S4897 mostrd una tolerancia a imazapic superior a la de la sustitucién de Alaigo
por Val. No presentamos datos de este ensayo de campo.

Las plantas de S4897 e IMISUN-1 se sometieron también a un tratamiento de imazapic en condiciones de
invernadero. La fotografia de la figura 5 muestra esta comparacién cuando las plantas se trataron con 100 g p.a./ha
de imazapic.

EJEMPLO 5: Resumen de tolerancia y actividad AHAS para la linea de girasol S4897 y otras variedades Clearfield®
de girasol resistentes a herbicidas
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Procedimientos: La linea de girasol S4897, las variedades de girasol Clearfield® A, B, C y una variedad
convencional distinta de Clearfield se pulverizaron con tres dosis de imazamox (Raptor'"), 100, 200 y 300 g p.a./ha
mas el 0,5% de Sun It Il y dos dosis de imazapir (Arsenal ), 160 y 360 g p.a./ha mas el 0,5% de Sun It Il cuando las
plantas estaban en el estadio de dos a tres hojas. El dafio se evalud a los 14 dias después del tratamiento (DDT). Se
us6 una escala de 0 a 9 para el dafio en que 0 = sin dafio y 9 = planta muerta. Se pulverizaron 12 plantas por cada
tratamiento de herbicida/dosis. El analisis estadistico se llevo a cabo con STATGRAPHICS Plus 5.0 mediante el uso
de los procedimientos ANOVA y LSD.

El andlisis de la actividad AHAS también se realizé mediante la seleccion de hojas jévenes en crecimiento
activo de plantas que no habian sido pulverizadas con el herbicida a aproximadamente cuatro semanas después de
la siembra.

Resultados: Después de pulverizar las plantas, se observé que una diferencia de altura entre S4897 y las
otras variedades de girasol podria haber afectado a la dosis real de herbicida aplicada. La altura del brazo de
pulverizacion se habia calibrado frente a S4897 y dado que las otras variedades eran mas altas y estaban mas
proximas al brazo habrian recibido una dosis mayor del herbicida. Las dosis se recalibraron para las otras
variedades para determinar la dosis aproximada que habrian recibido. La evaluacion se realizdé segun se presenta
en la tabla 2, dado que no fue posible hacer una comparacion directa de las dosis por el efecto de la altura. Por
ejemplo, la puntuacién del dafio se comparé para S4897 tratada con una dosis de imazamox de 100 g p.a./ha y las
otras variedades tratadas con 75 g p.a./ha. La dosis de tratamiento de 300 g p.a./ha para la linea S4897 fue
equivalente al tratamiento con 200 g p.a./ha para las otras variedades, que fue aproximadamente de 300 g p.a./ha.

Tabla 2. Ajuste debido a la dosis de herbicida recibida

Dosis real recibida Comparacioén efectuada
(g p-a./ha) (g p-a./ha)
Herbicida S4897 Otras variedades S4897 Otras variedades
Imazamox 50 75
100 150 100 75
200 300 200 150
300 450 300 300
Imazapir 160 240
360 540 360 240

La linea S4897 presentd significativamente menos dafio en todos los tratamientos de herbicida (tabla 3). De
hecho se observd muy poco dafio con las dosis mayores de imazamox o de imazapir. Las otras variedades
mostraron un aumento del dafio con la dosis de herbicida segun lo esperado. La figura 6 muestra una comparacion
del dafio para 200/150 g p.a./ha para la lineas S4897, la variedad Clearfield® A y el control distinto de Clearfield. El
meristemo apical de S4897 mostr6 muy poco o ningun dafo, mientras que la variedad Clearfield® A estaba
significativamente dafiada y habia dejado de crecer.

Tabla 3. Datos de dafio a los 14 después del tratamiento para tres lineas IMISUN1 y S4897 pulverizadas con
imazamox o imazapir

Imazamox (g pa/ha) Imggfhpailr) (g
Lineas 100/75 200/150 300 360/240
S4897 0,5a 0,8a 0,8a 0,8a
Girasol Clearfield variedad A 43c 46¢c 6,5d 50c
Girasol Clearfield variedad B 1,9b 48c 53c 43b
Girasol Clearfield variedad C 1,8b 29b 46Db 49c
X:ﬂéiggsfigﬁjnvencional distinta 724 8.2d 87¢e 8.2d
LSD=0,7 LSD =0,7 LSD =0,6 LSD =0,7

El analisis estadistico se realizd6 con STATGRAPHICS Plus 5.0.
Cada valor es la media de aproximadamente 12 observaciones.

Los resultados de la actividad AHAS mostraron también menor inhibiciéon a la concentracion mas alta de
imazamox en comparaciéon con una variedar% de girasol Clearfield® y una variedad convencional distinta de
Clearfield (figura 7). La inhibicién por Glean ™ fue similar para las tres variedades de girasol (figura 8). No se
presentd una respuesta ya que no se disponia de los antecesores de la linea S4897. Dado que las dos mutaciones
se encuentran en el mismo locus de AHASL1 y todas las variedades ensayadas eran homocigéticas, existe una
diferencia cualitativa en la tolerancia conferida por la sustitucién aminoacidica en la proteina AHASL1 de S4897. Por
lo tanto, la misma cantidad de la enzima AHAS con esta nueva sustitucion (es decir, Alaig7 por Thr) es capaz de
catalizar la formacién de mas producto en presencia de herbicida que la enzima AHAS con la sustitucién Alagp por
Val. Esto indica que la enzima AHAS con la sustitucion Alaigy por Thr tiene mayor tolerancia a herbicidas de
imidazolinona que la enzima AHAS con la sustitucién Alasg por Val.
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EJEMPLO 6: Proteinas AHASL de girasol resistentes a herbicidas

La presente invencidon desvela las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de polipéptidos AHASL de
girasol naturales y resistentes a herbicidas. Las plantas que comprenden polipéptidos AHASL resistentes a
herbicidas se han identificado previamente y en estos polipéptidos AHASL se han descrito una serie de regiones
conservadas que son los sitios de sustituciones de aminoacidos que confieren resistencia a herbicidas. Véase
Devine y Eberlein (1997) “Physiological, biochemical and molecular aspects of herbicide resistance based on altered
target sites”. En: Herbicide Activity: Toxicology, Biochemistry and Molecular Biology, Roe y col. (eds.), pags. 159-
185, I0S Press, Amsterdam, Paises Bajos; Devine y Shukla (2000) Crop Protection 19:881-889.

Mediante el uso de las secuencias AHASL de la invencion y de procedimientos conocidos por los expertos
en la técnica, es posible producir polinucledtidos adicionales que codifican polipéptidos AHASL resistentes a
herbicidas con una, dos, tres o mas sustituciones de aminoacidos en los sitios identificados en estas regiones
conservadas. La tabla 4 proporciona las regiones conservadas de las proteinas AHASL, las sustituciones de
aminoacidos de las que se sabe que confieren resistencia a herbicidas dentro de estas regiones conservadas y los
correspondientes aminoacidos en la proteina AHASL1 expuesta en SEQ ID NO: 4.

Tabla 4. Mutaciones en regiones conservadas de los polipéptidos AHASL1 de las que se sabe que confieren
resistencia a herbicidas y su posicidon equivalente en la proteina AHASL1 de girasol

] ) Posicion del
Regién conservada Mutacion Referencia aminoacido en
girasol
3 Bernasconi y col.”
VFAYPGGASMEIHQALTRS Alaiz a Thr ' = Alaqg7
Wright y Penner
Proqg7 a Ala Boutsalis y col.”
Projg7 a Thr Guttieri y col.”
Pro197 a His Guttieri y col.”
Guttieri y col.®
Prosg7 a Leu
AITGQVPRRMIGT* b Kolkman'y col. Prossz
Pro1g7 a Arg Guttieri y col.’
Proig7 a lle Boutsalis y col.”
Proig7 a GIn Guttieri y col.”
Proe7 a Ser Guttieri y col.”
Alags a Asp Harnett y col.™
AFQETP* Slmpsgn Kolkman y Alaigo
Alazs a Val col. Whlte y
col.’
QWED™] Trps74 a Leu Boutsalis y col.” Trpssg
Sergsz a Asn Devine y Eberlein™
|PSGG5 Ser653 aThr 17 A|3638
- Chang y Duggleb
Seress a Phe gy Buggieby

1Regiones conservadas segun Devine y Eberlein (1997) "Physiological, biochemical and molecular aspects of
herbicide resistance based on altered target sites". En: Herbicide Activity: Toxicology, Biochemistry and Molecular
Biology, Roe y col. (eds) pags. 159-185, 10S Press, Amsterdam, Paises Bajos y Devine y Shukla, (2000) Crop
Protection 19:881-889

?La numeracién de aminoacidos corresponde a la secuencia aminoacidica del polipéptido AHASL1 de Arabidopsis
thaliana.

®Las secuencias aminoacidicas de AHASL1 de girasol expuestas en SEQ ID NO: 2 y 4 no tienen la longitud
completa y comienzan con las secuencias aminoacidicas FAYPGGASMEIHQALTRS y FAYPGGTSMEIHQALTRS,
respectivamente.

*Las secuencias aminoacidicas de AHASL de girasol expuestas en SEQ ID NO: 2 y 4 tienen esta region conservada.

°La region de AHASL1 de girasol (numero de acceso de GenBank AY541451) correspondiente a esta regién
conservada tiene la secuencia IPAGG.

®Bernasconi y col. (1995) J.Biol.Chem. 270(29):17381-17385.
"Boutsalis y col. (1999) Pestic. Sci. 55:507-516.

8Guittieri y col. (1995) Weed Sci. 43:143-178.

SGuttieri y col. (1992) Weed Sci. 40:670-678.
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"Hartnett y col. (1990) "Herbicide-resistant plants carrying mutated acetolactate synthase genes", en: Managing
Resistance to Agrochemicals: Fundamental Research to Practical Strategies, Green y col. (eds.), American Chemical
Soc. Symp., numero de serie 421, Washington, DC, EE. UU.

"'Simpson (1998) Down to Earth 53(1):26-35.

2Bruniard (2001) Inheritance of imidazolinone resistance, characterization of cross-resistance pattern, and
identification of molecular markers in sunflower (Helianthus annuus L.). Tesis doctoral, Universidad del Estado de
Dakota del Norte, Fargo, ND, EE. UU., pags. 1-78.

®Devine y Eberlein (1997) "Physiological, biochemical and molecular aspects of herbicide resistance based on
altered target sites". En: Herbicide Activity: Toxicology, Biochemistry and Molecular Biology, Roe y col. (eds.), pags.
159-185, IOS Press, Amsterdam, Paises Bajos.

"“Wright y Penner (1998) Theor. Appl. Genet. 96:612-620.
®Kolkman y col. (2004) Theor. Appl. Genet. 109: 1147-1159.
"®White y col. (2003) Weed Sci. 51:845-853.

17Chamg y Duggleby (1998) Biochem J. 333:765-777.
EJEMPLO 7: Produccion de una linea de girasol GM1606

Se produjo una segunda linea de girasol resistente a herbicidas por mutagénesis de semillas que eran de
tipo natural en cuanto a la resistencia a herbicidas por un procedimiento esencialmente segun se describe en el
ejemplo 1. La nueva linea y las plantas de esta linea se denominan GM1606 en este documento. La linea GM1606
de girasol comprende la misma mutacién en el gen de AHASL1 que la linea S4897. En GM1606, esta mutacion es
una transicion de G a A que corresponde al nucleétido 21 de SEQ ID NO: 1. Una mutacién tal da lugar a una
sustitucion de alanina por treonina en la posicién del aminoacido 7 (SEQ ID NO: 2). Esta posicién aminoacidica en
SEQ ID NO: 2 corresponde a la posicion del aminoacido 107 en la secuencia aminoacidica completa codificada por
la secuencia nucleotidica de AHASL1 de girasol del nimero de acceso de GenBank AY541451 (SEQ ID NO: 4) y a
la posicion del aminoacido 122 en la secuencia aminoacidica completa codificada por la secuencia nucleotidica de
AHASL de Arabidopsis thaliana del niumero de acceso de GenBank X51514.

EJEMPLO 8: Respuesta de las mutaciones A122T y A205V a imazapir

Se llevé a cabo un estudio de invernadero para cuantificar y contrastar la sensibilidad a imazapir de los
mutantes A122T y A205V en diferentes fondos genéticos a nivel de toda la planta en girasol. Las semillas de las
diferentes lineas de girasol usadas en este estudio se obtuvieron en condiciones de campo. Las lineas usadas en
este estudio se listan en la tabla 5.

Tabla 5. Materiales de girasol

Cadigo del hibrido/linea Tipo de material Mutacion
THA1 hibrido A205V
TH9 hibrido A205V
TH10 linea restauradora A205V
GIM 5-7 linea de mantenimiento A205V
1B920 linea de mantenimiento A205V
IR79 linea restauradora A205V
TH6 hibrido A122T
TH11 hibrido A122T
TH12 linea restauradora A122T
GM40 linea de mantenimiento A122T
GM1606 linea de mantenimiento A122T
GIM 5-6 linea restauradora A122T
TH13 linea de mantenimiento natural

Procedimientos

Las semillas se sembraron en placas de Petri y después de la germinacion las plantulas se trasplantaron a
macetas de 10 cm de diametro en un medio de macetas compuesto por partes iguales de vermiculita, suelo y arena.
Las plantas se dejaron crecer en un invernadero en condiciones de luz natural suplementadas con lamparas de
haluro de sodio de 400 W para proporcionar un dia de 16 horas de duracion. Las temperaturas dia/noche fueron de
25 y 20°C, respectivamente. En el estadio V2, diez plantas de cada genotipo se asignaron al azar a cada
tratamiento, que constaba de siete dosis de imazapir (0, 40, 80, 160, 240, 320, 400 y 480 g p.a./ha) y una
determinaciéon de biomasa en el tiempo cero. El experimento se organizé con un disefio de bloques al azar y una
disposicién totalmente factorial (linea de girasol x tratamiento) de los tratamientos y diez réplicas.
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En el dia de la aplicacion del herbicida se cortaron diez plantas de cada genotipo por el nudo cotiledonar y
se secaron a 60°C durante 48 horas, el tiempo 0 para la determinacién del peso seco. El resto de las plantas se
mantuvo durante diez dias después del tratamiento con imazapir (DDT) y se registrd su altura y la biomasa seca de
las raices y de la parte aérea. La altura se determin6 como la distancia entre el nudo cotiledonar y el apice de cada
planta. Para la determinacion de la biomasa de raices, las plantas se extrajeron de la maceta y el medio se lavo de
las raices. La biomasa de la parte aérea de cada linea se transformé en acumulacion de biomasa después de la
aplicacion por sustraccion de la biomasa media en el tiempo cero apropiada para cada muestra. Los datos de
biomasa seca se transformaron en porcentajes respecto a las plantas control sin tratar dentro de cada linea para
permitir comparaciones directas entre grupos.

Resultados
1. Altura

La altura de las lineas de girasol con la mutacion A205V no difirié de la de los controles sin tratar al aplicar
una dosis de imazapir de 0,5X o 1X. De 2X a 6X, estas lineas mostraron una reduccion significativa de la altura que
alcanzé el 68,9% +/- 3,1 de los controles sin tratar (tabla 6 y figura 9). En contraste, las lineas de girasol con la
mutacion A122T mostraron una menor reduccion de la altura (del 0,6 al 15,8% de los controles sin tratar para dosis
de imazapir de 0,5X y 6X, respectivamente). Ambos grupos de lineas mostraron una diferencia significativa entre si
para su respuesta a un aumento de la dosis de herbicida de 2X a 6X (tabla 6 y figura 9).

2. Indice de fitotoxicidad

Ambos mutantes mostraron grandes diferencias en su respuesta al aumento de la dosis de herbicida de
0,5X a 6X (figura 10). Las lineas de girasol con la mutacion A122T mostraron una ligera reduccién del tamano de la
hoja y un color verde mas claro que las plantas de control a medida que aumenté la dosis de herbicida (tabla 7). En
contraste, las plantas con la mutacion A205V no mostraron ningun dafio para una dosis de herbicida de 0,5X o 1X,
pero el nivel de dafio (amarilleo, deformacion de las hojas y necrosis de las hojas) aumenté rapidamente de 2X a 6X
(t?bla 7). Ambos mutantes difirieron entre si significativamente en cuanto al indice de fitotoxicidad de 2X a 6X (tabla
7).

3. Peso seco de biomasa de la parte aérea

Las curvas de respuesta a la dosis para el peso seco de los mutantes A122T y A205V se muestran en la
figura 11. El peso de biomasa de la mutacion A122T se redujo con respecto a las plantas de control para las dosis
4X, 5X y 6X y esta reduccién alcanzé en 25% para la dosis mayor. Entretanto, el peso seco de la mutacion A205V
se redujo con respecto a las plantas de control de 0,5X (40 g p.a./ha) a 6X. Ambos mutantes mostraron diferencias
significativas entre si con respecto a esta variable de 0,5X a 6X (tabla 8). Las mismas tendencias se obtuvieron para
la acumulacion de materia seca (no se muestra), pero sin los efectos confusos de las diferencias iniciales entre
genotipos por su peso seco en el tiempo cero.

4. Biomasa de raices

A medida que aumentaron las dosis de imazapir, la biomasa seca de raices de ambos mutantes se redujo
con respecto a las plantas de control, pero la tasa de reduccion fue muy diferente entre A122T y A205V (figura 12).
De hecho, A205V mostré una reduccion significativa del peso seco de biomasa de raices del 12,8% para 0,5X (40 g
p.a./ha) al 75,6% para 6X (tabla 9). En contraste, las plantas con A122T mostraron una disminucion significativa en
el peso de biomasa de raices de 3X a 6X, y a la dosis mas alta, la reduccién alcanzé el 38,3% (tabla 9). Ambos
mutantes mostraron diferencias significativas entre si en su peso seco de raices en respuesta a dosis de herbicida
de 0,5X a 6X (tabla 9 y figura 12).
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Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del
nivel de los expertos en la técnica a los que concierne esta invencion.

Aunque la invencion precedente se ha descrito con cierto detalle por medio de ilustraciones y ejemplos con
fines de claridad y entendimiento, sera obvio que es posible practicar ciertos cambios y modificaciones dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sala, Carlos

Echarte, Mariel

Bulos, Mariano

Whitt, Sherry R.

Ascenzi, Robert

<120> PLANTAS DE GIRASOL RESISTENTES A HERBICIDAS, POLINUCLEOTIDOS QUE CODIFICAN
PROTEINAS CORRESPONDIENTES A LA SUBUNIDAD MAYOR DE LA ACETOHIDROXIACIDO-SINTASA
RESISTENTES A HERBICIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE USO
<130> 038867/310344

<150> US 60/695.952

<151> 01-07-2005

<160> 14

<170> FastSEQ para Windows, version 4.0

<210> 1

<211>1.178

<212> ADN

<213> Helianthus annus

<220>

<221> Secuencia codificante

<222> (3)...(1.178)

<400> 1
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tC ttc geco tac ccc g?c g?c acg tca atg gag atc cac caa got ctc
Pge Ala Tyr Pro Gsy Gly Thr ser Met 613 Iie His GIn ala ng
1

acg cgc tca age act atc cge aat gtg ctc cCc Cgt cac gaa cag ggc
Thr Arg Ser Ser ng Ile Arg Asn val Leu Pro Arg His Glu G%g Gly
25

g?c gtg TttC gcc goo gaa g?c ‘tac gcg €gc goc toc ggt ottt ccc g?c
Gly val Phe A;g Ala Glu Gly Tyr A}S Arg Ala ser Gly ng Pro Gly

L]

gty togt atc gec act tec g?t cce g%a gct acg aac cta gtt agt g%t
val cys Ile Ala Thr Ser Gly Pro Gly Alz Thr Asn Leu Val Ser Gly
5¢ 55 60
ctt gct gac gcg ctg tta gac agt gic €ce atg gty gea atc ace g?t
Leu Aég Asp Ala Leu Leu A;g Ser val Pro Met val Ala Ile Thr Gly
75

caa gttt ccc cgg aga atg atc gglga acc gat gcg tit caa gaa acce cda
G;B Val Pro Arg Arg Mgg Ile Gly Thr Asp Ala Phe Gin Glu Thr Pgo
90 5

att grt gag grta aca gt tCy atc act aaa cat aat tat ctt gtg ttg
ITe val Glu val Thr arg Ser Ile Thr His Asn Tyr Leu val Leu

Lys
100 105 119

gat gtt gag gat att ccc aga att gtt cgt gag gct ttt tat ctt gcg
Asp val Glu ggg Ile Pro Arg Ile Xgé Arg Glu ala phe {§g Leu Ala

agt tcg ggt cga ccc g?c €CO gttt ttg ata gat gta ctg aaa gat ata
Gly

Ser Ser Gly Arg Pro Pro vVal Leu Ile Asp val Pro Lys Asp Ile
130 135 140

31

47

95

143

191

239

287

335

383

431



cag
Glin

Q?t
6)

ca
G‘Ig

&

ctt
Leu

CcCt
Pro

ctt
Leu
320

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr

aac
Asn

<210> 2
<211> 392

caa
Gin
145
tat
Tyr

att
Ile

&ty

acg
Thr
gct
225
tat
Tyr

gt
va

agg
Arg

aat

ASH

cag
Gin
305

gat
Asp

ccg
Pro

-att

Ile
&

aaa
Lys
385

<212> Proteina

<213> Helianthus annus

<400> 2

cag
Gln

ttg
Leu

gtt
val

oty

9?9
216

tcg
ser

9cg
Ala

cgg
Arg

ttt
Phe

ttg
Leu

caa
Gln

gte
val
370

cct
Pro

tta
Leu

tct
Ser

agg
Arg

tgt
cys
195

att
Ile

agt
ser

aat
Asn

ttt
Phe

aag
Lys
275

cag
Gin

ttg

Leu

tcg
ser

agce

Ser

grt
val
355

&ty

daga
Arg

gt
va

aga
Arg

ttg
Leu
180

ttg
Leu

ccg

Pro

gat
Asp

Tat
Tyr

gat
ASp
260

att
Ile

cCct

Tren
L ]

aac

Asn.

ace
Thr

Tttt
Phe
340

ctt
Leu

caa
Glin

caa
Gin

gt
va

atg
Met
165

gt
va

aat
Asn

gtt
val

ttg
Leu

gcg
Ala
245

gat
Asp

tag
Trp
325

aaa
Lys

gat
Asp

cat
His

tgg
Trp
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ccg
Pro
150

ceg
Pro

3y

teg
Ser

gcg
Ala

tcg
ser
230
gtt
val

cgt
Arg

cat
H1s

att
310
aga
Arg

acg
Thr

gag

cag
Glin

cty
Leuy
390

aaa
Lys

aag
LYS

gaa
Glu

gat
Asp

agt
Ser
215

ctt
Leu

gat
Asp

aag
Lys

Tt

Phe

tta
Leu

atg
Met
375

acg
Thr

tgg
Trp

cct
Pro

gcg
Ala

gat
Asp
200

act
Thr

cat
His

aag

Lys

acg
Thr
360

tgg
Trp

tey
sep

32

gat
Asp

caa
Gin

aag
Lys
185
gag
Glu

ttg
Leu

Tty
Leuy

gaa
Glu
345

sy

gct
Ala

gaa
Glu

tat

TV,

170

agg
Arg

ttg
Leu

atg
Met

gat
Asp
330

gcy
Ala

4

act
Ala

ccg
Pro
155
gat
Asp

ccg
Pro

agg
Arg
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&ty
235

ttg
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ctt
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cct
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gat
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Asn
315
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att
Ile

aat
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&y

gtt
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cgg

APg

cte
Leuy
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atg
Met

ttg
L.eu

gag
Glu

gct
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att

-F o

iC

300

tcg
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caa
Gin

cCt
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gca
Ala

ttt
pPhe
380

agg
Arg

cat
H1s

ttg
Leu

Tttt
Phe
205

&y

cat

H1s.

ctt
Leu
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285
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Lys A

gt
Va
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LyS
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att
Ile
365

tac
Tyr
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ttg
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gt
va

gcg
Ala

Gly

Tttt

atg
Met

cag
Gin
350

att
Ile

aaa
Lys

ceg

PIro

gaa
Glu
175

gt
va

ga
ey

tac
Tyr

acg
Thr

ttt
Phe
255

gct
Ala

aag
Lys
335

tat
Tyr

agc
Ser

tac
TYrP

479

527

575

623

671

719

767

815

863

911

959

1007

1055

1103

1151

1178



10

Phe
1

Arg
val
Cys
Ala
65

val
val
val
ser
Gln
145
Tyr
Ile
Gly
Thr
Ala
225
Tyr
val
‘Arg
Asn
Gin
305
AsSp
Pro
Ile
Gly

Lys
385

<210> 3
<211>1.178
<212> ADN

Ala
ser
Phe
Ile
50

Asp
Pro
Glu
Glu

Gly

130

GlIn
Leu
val
Gly
i
Ser
Ala
Arg
Ala
280
Gly
Phe
Leu
Glin
val

370
Pro

TYF
ser
Ala
35

Ala
Ala
Arg
val
Asp
115
arg
Leu
Ser
Arg
Cvs
195
Ile
Ser
Asnh
Phe
iLys
275
Gln
Leu
ser
ser
val
355
Gly

Arg

<213> Helianthus annus

<220>

Pro
Thr
Ala
Thr
Leu
Arg
Thr
100
Ile
Pro
val
Arg
Leu
180
Leu
Pro
Asp
Tyr
ASp
260
Ite
Pro
AsSn
Thr

Phe

Gly
5

Ile

Glu
ser
Leu
Met
85

Arg
Pro
Gly
va'l
Met
165
val
ASn
val
Leu
Ala
245
ASP
vai
His
LYyS
Tr

325
Lys

340

Leu
Gln
Gin

<221> Secuencia codificante

<222> (3)...(1.178)

<400> 3

te Tt gec tAc €CC
Phe ala Tyr Pro

Asp
His

Trp

Gly
Arg
Gly
Gly
Asp
Ile
Ser
Arg
Pro
Pro
150
Pro
Gly
ser
Ala
55
val
Arg
His
val

1le
310

p Arg

Thr
Glu
Gn

‘Leu

390

BO< §9C §L0 tce atg gag atc cac caa QeEt cte
G?}' G?}f Ala Ser Hr_‘-‘g Glu ITe His Gln Ala Leu

ES 2380867 T3

Thr
ASn
Tyr
Pro
55

ser
Gly
Ile
Ile
val
135
Lys
Lys
Glu
Asp
Ser
215
Leu
ASp
val
ile
Ser
295
t.eu
Lys
Phe
Leu
Met

375
Thr

sSer
val

Ala
Gly
vai

Thr
Thr
val

120
Leu
Trp
Pro
Ala
ASD
200
Thr
His
Lys
Thr
ASp
280
Ile
Glu
Glu
Gly
Thr
360
Trp

Ser

33

Met
Leu
25

Arg
Ala
Pro
Asp
Lys
105
Arg
Ile
AsSp
Gin
Lys
185
Gy
Leu

Met

Ser

Gly
265
Ile
Cys
Glu
Leu
Glu
345
Gly

Ala

Glu
10

Pro
Ala
Thr
Met
Ala
90

H3sS
clu
Asp
Glu
Tyr
170
Arg
Leu
Met
Leu
AS

250
Lys
Asp
Gly
Lys
Asp

330

Ala
Gly
Ala

Ile
Arg
ser
Asn
val
Phe
Asn
Ala
val
Pro
155
Asp
Pro
Arg
Gly

Gly
235

p Leu

Leu

Pro
Asp
AsSn
315
Glu
Ile
ASN

GIn

His
His
Gly
Leu
Ala
Gin

Tyr

Phe
Pro
140
Met
cly
val
Arg
Leu
220
Met
Leu
Glu
Ala
Ile
300
ser
Gin
Pro
ala

Phe
380

Gin
Glu
Leu
val
Ile
Glu
teu
Tyr
125
Lys
Arg
His
Leu
Phe
205
Gly
His
Leu
Ala
Giu
285
Lys
val
Lys
Pro
Ite

365
Tyr

Ala
Gn
30

Pro
Ser
Thr
Thr
val
110
Leu
Asp
Ley
Leuy
TVl
190
val
Ala
Gly
Ala
Phe
ZZO
lie
val
Thr
Met
Gin
350
Ile

Lys

Ley
Gly
Gly
Gly
Gly
Pro
a5

Leu
Ala
Ile
Pro
Glu
175
val
Giu
TVPE
Thr
Phe
255
Ala
Gly
Ala
Asn
Lys
335
Tyr
ser

Tyr

Thr

Asn

a7



acg
Thr

&y

gt
va

ctt
Leuy

caa
Gin
80

att
Ile

gat
AsSD

agt
ser

cag
Gin

&y

160
cag
Glin

ggt
Gly

ctt
Leu

cct
ero

gtt
val
240

&y

agt
Ser

coc
Arg

gt
Va

tat
Cys

act
Ala
G3

gtt
val

gtt
val

gtt
val

tcg
Ser

caa
Glin
145

att
Iie

&y

acy
Thr

gct
Ala
225

tat
Tyr

gt
Va

agg
Arg

Tca
Ser

ttC
Phe

atc
Ile
50

gac
ASp

cCc
Pro

gag
Glu

gag
Glu

ggt
Gly
130

cag
Gln

ttg t

Leu

gtt
val

3ty

Q?Q
Gry
210
tcy
ser

gcg
Ala

g9
Arg

gcg
Ala

age
Ser

gecce
Ala
35

gce
Ala

Ala

cgg
Arg

gta
va't
gat
AsSp
115
cga
ATg

tta
Leuy

agg

tgt
Cys
195

att
Ile

agt
ser

aat
Asn

Tttt
Phe

aag
LYS

act
Thr
20

gcc
Ala

act
Thr

ctg
Leu

aga
Arg

aca
Thr
100

att
Ile

cce
Pro

gt
Va

A

ttg
l.eu
180

ttg
Leu

ccg
Pro

gat
Asp

tat
Tyr

gat.

ASp
260
att
Ile

atc
Ile

gaa
Glu

tcc
Ser

tta
Leu

atg
Met
85

cgt
ATyg

e
Pro

sty

gt
va

a atg

rg Met

165

gt
Va

aat
Asn

gtt
val

ttg
Leu

gcg
Ala
245

gat
ASD

gtt
val

ES 2380867 T3

cge
ATG

&ty

ggt
Gly

gac
ASD
70

atrc
Ile

tcg
ser

-

teg
ser

gcg

tcg
ser
230

gtt
val

cgt
Arg

cat
His

aat
ASN

tac
Tyr

cce
Pro
55

agt
ser

gga
Gty

arc
Iie

att
Tle

gtt

-

agt
Ser
213

ctt
l.eu

gat
Asp

gt
Va

att
Ile

gt
Va

gcg
Ala
49

&ty

tc
ga]

acc
Thr

act
Thr

gtt
val
120

ttg
Leu

tgg
Trp

ot

Pro

gcy
Ala

gat
Asp
200

act
Thr

cat
His

aag
Lys

acy
Thr

gat
Asp

34

ctc
Ley
25

coc
Arg

get
Ala

cce
Pro

gat
Asp

aaa
Lys
105

cgt
ATg

ata
Ile

t1g
Leu

atg
Met

agt
Ser

&
265

att
Ile

10

cce
Pro

gee
Ala

acg
Thr

atg
Met

gcg
Ala
90

cat
His

gag
Glu

gat
Asp

tat
Tyr
170

agg
Arg

ttg
Leu

atg
Met

ctt
Ley

gat
Asp
250

aag
LYsS

gat
Asp

cgt
Arg

tcc
ser

aac
ASh

gt
va
75

ttt
Phe

aat
ASD

gct
Ala

gta
val

agg
Arg

oy

-989

235
Tty
Leu

cti
Leu

cct
Pro

cac
His

&ty

cta
Ley
60

gca
Ala

caa
Gln

tat
Tyr

ttt
Fhe

ccy
Pro
140

Met

<ag
Arg

cte
Ley
220

atg
Met

ttg
Leu

gag
Glu

gct
Ala

gaa
Glu

ctr
Ley
45

gtt
val

arc
Ile

gaa

ctt
L.eu

tat
Tyr
125

aaa
Lys

cat
His

ctt
Leu

gcy
Ala

gaa
Glu

cag
Gin
30

ccC
Pro

agt
ser

ace
Thr

acc
Thr

gt
va
110

£t
L.eu

gat
AsSD

TTt
Phe
270

att
Ile

15

&ty
&y

ggt
Gy

&y

cca
Pro
95

ttg
Leuy

gcg
Ala

ata
Ile

tac
Tyr

‘acg
Thr

Tttt
Phe
255

act
Ala

31y

95

143

181

239

287

335

383

431

575

623

671

719

767

815

863



aag
LYS

Tta
Leu

crt
Leu
320

Ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr

aac
Asn

<210> 4
<211> 392

aat
Asnh

cag
Gln
305
gat
Asp

ccg
Pro

att
Ile

&y

aaa
Lys
385

<212> Proteina

aag
LYS
290

&y

tTtt
Phe

ttg
Leu

caa
Gin
gtc
370

cct
Pro

<213> Helianthus annus

<400> 4

275

cag cct
GIn Pro

ttg aac
Leu Asn

tcg acc
Ser Thr

age ttt
ser Phe
340

gtt ctt
val Leu
355

ggg caa
G?y Glin

aga caa
Arg Gin

cat
His

aag
Lys

tag
Trp
325

aaa
Lys

gat
Asp

cat
His

tgg
Trp

ES 2380867 T3

gt
Va

att
Ile
310

aga
Arg

acg
Thr

gag
Glu

cag
GlIn

ctg
Leu
390

tcg
ser
295

ttg
Leu

aag
Lys

Tttt
Phe

tta
Leu

atg
Met
375

acg
Thr

280
att
ile

gag
Glu

gaa
Glu

ggc
Gly

ac
The
360

tag
Trp

tca
Ser

35

tgt
Cys

gaa
Glu

ttg
Leu

gaa
Glu

345

&ty

gct
Ala

&

aag
LYyS

gat
Asp
330

gco
Ala

&ty

ct
g?a

aat
Asn
315

gaa
Glu

att
Ile

aat
AsSn

cag
Glin

att
Ile
300

tcg
Ser

caa
Gln

cct
Pro

gca
Ala

Tttt
Phe
380

285

aag
LYS

gt
va

aaa
LyS

cca
Pro

att
Ile
365

tac
Tyr

gtc
val

act
Thr

atg
Met

cag

350

att
Ile

aaa
Lys

gcg
Ala

aat
Asn

aag
LYS
335

tat
Tyr

agc
Ser

tac
TYyr

911

95%

1007

1055

1103

1151

1178



10

Phe
Arg
val
Cys
Ala
val
val
val
ser
7
Ty
Ile
Gly
Thr
Ala

225
Tyr

val Arg
Arg Ala

ASn LYS

Ala
sep
Phe
Ile
50

ASp
Pro
Glu
Glu
Gly
130
Gln
Leuy
val
Gly
Gly
210
sSer

Ala

Phe

Lys

Tyr
Ser
Ala
Ala
Ala
Arg
val
Asp
115
Arg
Leu
Ser
Arg
ser

ASD

ASp

Pro
Thr
Ala
Thr
Leu
Arg
Thr

106

Iie
Pro
val
APrg
Leu
180
Leu
Pro
ASD

Tyr

Giy
5
Ile
Glu
Ser
i.eu
Met
85
Arg
Pro
Gly
vai
Met
165
val
AsSn
val
Leu

Ala

245

260

275

290

Gln Gly

305

ASp Phe
Pro Leu
ITe GIn
Gly val

Gin
Leu
Ser
Ser

val

Ile
Pre
Asn
Thr

rphe

AsSp
val
His
Lys
Trp

Arg
His

va’l

ES 2380867 T3

Gly
Arg
Gly
Gly
ASD
70

Ile
ser
Arg
Pro
Pro
150
Pro
Gly
Ser
Ala
Ser

230
val

vat
Iie

Ser

Ala
AsSn
Tyr
Pro
55

Ser
Gly
Tie
Ile
val
135
LYS
Ly5
Gy
ASD
Sear
215
Leu

ASp

Thr

AsSD

Ser
val
Ala
Gly
val
Thr
Thr
val
120
Leu
Trp
Pro
Ala
Asp
The
His

Lys

Gly

Met
Ley
25

Arg
Ala
Pro
ASp
Lys

105
Arg

ile

ASp
Gin

Lys
185

Glu

Ley
Met

Ser

Glu
10

Pro
Ala
Thr
Met
Ala
a0

His
Glu
ASp
Gliu
TYr
170
Arg
Leu
Metl
Leuy

ASD

250

265

280

295

Ile

310

325

340

355

370

LYS Pro

383

<210>5
<211> 2.156
<212> ADN

<213> Xanthium sp.

<220>

<221> Secuencia codificante

<222> (111)...(2.057)

<221> Elemento mixto

<222> (0)...(0)

Gly
Arg

Leu
Gin

Gin

Lys
ASD
His

Trp

Arg
Thr
Glu
Glin

Leu

Leu
Lys
Phe
Leu

Met

Ile
Glu
Glu
Gly
Thr

Ile
Cys
Glu
Leu
Glu

Gly
Lys
Asp

Lys
ASD

Pro
ASp

Asn

ITle

Arg
Ser
ASh
val
Phe
Asn
Ala
val
Pro
155
Asp
Pro
Arg
Gly
Gly

235
Leu

Leu Glu

Ala

‘Ile

His
His
Gly
Ley
Ala
GIn
Tyr
Phe
Pro
140
Met
Gly
val

Arg

‘Lay

220
Met

Leu

Ala
Gy

Gin
Glu
Leu
val
Ile
Glu
Leu
Tyr
125
Lys
Arg
His
Leu
Phe
205
Gly
His

Leu

Phe

Ala
Gin
30

Fro
Ser
Thr
Thr
val
110
Leu
AsSp
Leu
Leit
Tyr
190
val
Ala
Gly

Ala

Leu

o o=

i5
Gly

Gly
Gly
Gly
Pro
95

Leu
Ala
Iie
Pro
Glu
175
val
Glu
Tyr
Thr
Phe

255

270

285

300

315

330

345

360

375

380

Thr

Trp

ser

36

Gy
ala

Ala
Gly
aAla

Glu
Ile
Asn

Gin

Ser
Gln
Pro
Ala
Phe

Lys
val
LysS
Pro

Ile

I'le
val
Thr
Met
Gin

350

385

380

T

yr Lys

Ile

ala
Gly
Ala
AsSh
Lys
335
Tyr
Ser

Tyr

Thr
Gly
val
L.eu
Gin
Ile
ASp
ser
Gin
1)
Gin
Gly
Leu
Pro
val

240
Gly

ser
Lys
Leu

Leu

320

Phe
Ala
Thr

Asn



<223> Numero de acceso de GenBank U16280

<400> 5

ES 2380867 T3

gaacaacagc cacatgttic tggaccatcg tcgttcacac
aagtacaaac ataacataac ataaccctag tacataacac

gce
Ala

cca
Pro

act
Thr
35

tce
Ser

teg
Ser

gaa
Glu

ag

atc
Ile

cca
Pro
20

tce
Ser

aaa
lys

cgt
Arg

gct
Ala

goco
Ala
100

cct
Pro
3

cgt
Arg

cat
His

cCcC
Pro

tac
Tyr

ctg
Leu
85

ftec
Ser

cat
His

cCC
Pro

aaa
Lys

ace
Thr

gct
Ala
70

gaa
Glu

atg
Met

aca

Thr

acc
Thr

cga
Arg

arc
Ile
55

cca
PIro

cot
Arg

gag
Glu

aac

‘Ash

tic
rhe

cac
His
40

acc
Thr

gac
Asp

gaa
Giu

atc
Ile

cCt
Pro

ctc
Leu
25

cgt
Arg

cat

His

caa
Gin

ety

cac

His
105

tce
Ser
10

geco
Ala

ctc
Leu

Tca
sSer

cga
Pro

gtt
vai
S0

caa
Gin

atc
Ife

cgt
APg

cac
His

cca
Pro

aga
Arg
75

aca
Thr

ct
g1a

37

ace
Thr

tte
Phe

atc
Ile

tta
Leu
50

aaad
Lys

gac
Asp

ctc
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tce
ser
45

cca
Pro

gty

gtc
val

acg

Thr A

ctattttaat cagataaaca 60
acattcaaca atg gc
MgtAa

aaa cca
Lys Pro
15

ttCc cca
pPhe Pro
30

aac gte
Asn val

acc aaa
Thr L¥YS

gct gat
Ala Asp

ttc gct
Phe Ala
95

cge tca
Arg Ser
110

CeC
Pro

ata
Ile

ctc
Leau

tca
ser

gtt
val
80

Tac
Tyr

acc
Thr

tca
sSer

acc
Thr

tCe
Ser

Tttt
Phe
65

cte
Leu

cCa
Pro

acc
Thr

TCt
ser

toc
5er

gac
ASp
50

ate
Iie

gtc
val

&

atc
Ife

116

164

212

260

308

356

404

452



 cge
AT

115
ggc
Giy

Sy

gac
Asp

att
Ile

tec
Ser
185

ag4g
Arg

ccy
Pro

cct
Pro

cct
Pro

agt
ser
275

tcg
Ser

teg
ser

gt
val

cgt
Arg
355

cat
His

aac

g Asn

tac
Tyr

cCct
Pro

agt
ser

gga
&y
180
att
Ile

att
Ile

gtt
val

aaa
Lys

aaa
Lys
260
gag
Glu

gga
Gly

agt
ser
Ctg
Leu
gat
ASD
340

gt
Va

att
Ile

gtt
val

gca
Ala

&ty

gtt
val
165

aca
Thr

act
Thr

gtt
vat

tta
Leu

tgg
Trp
245

acg
Thr

gce
Ala

gat
Asp

acg
Thr

cat
His
325
aag
LYysS

acg
Thr

gat
Asp

ctc
Leu

cgt
ATg

gct
Ala
150

cca
Pro

gat
ASD

aag
Lys

agg
Arg

att
Ile
230

gat
Asp

Glu

aag
Lys

gag
Ghu

ttg
Leu
310

atg
Met

agt
ser

999
Gly

att
Ile

cca
Pro

gce
Ala
135

acg
Thr

atg
Met

gcg
Ala

cat
His

gaa
Gy
215

gat
Asp

gag
Glu

aat
Asn

agg
Arg

Tty
Leu
295

atg
Met

ctt
Leu

gat
ASp

aag
LyS

gat
Asp

gt
Arg
120

tec
Ser

aac
Asn

grt
val

Tttt
Phe

aat
Asn
200

gct
Ala

gta
val

cct
Pro

aat
AsSn

ccg
Pro
280

agg
Arg

&

oty

ttg
Ley

ctL
Leu
360

tct
Ser

375

ES 2380867 T3

cac
H1s

&ty

cta
Leu

gct
Ala

caa

Gln

185
tat
Tyr

Tt
Phe

cct
Pro

att
Ile

9?9
Gly
265
gtt
val

cgg
Arg

ctt
Leu

atg

‘Met

Tty
Ley
345

gag
Giu

gcg
Ala

cte
Leuy

gta
val

att
Ile
170

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

aag
Lys

agg
Arg
250

cag
Gln

ttg
Leu

Tttt
Phe

&ty

cat
His
330
ctt
Leu

act

gaa
Giu

cag
Gin

ccC
Pro

agt
ser
155
act
Thr

ace
Thr

gtt
val

ctt
lLeu

gat
AS
235

tta
Leu

Tty
Leu

tat
Tyr

gt
Va

gcg
Ala
315

&y
Ala

Tt
Phe

att
Ile

38

&y

Sy
140

&
&y

stad o
Pro

ttg
lLeu

gcg
Ala
220

ata

p Ile

cct
Pro

gaa
Glu

gt
va

gag
Glu
300

tac
Tyr

ace
The

Tttt
Phe

gct
Ala

&
380

C
&ty
125
gtc
val

ctt
Leu

caa
Glin

att
Ile

gat
ASD
205

Tt
ser

ca
&t

&y

cag
Glin

g

21y
285
ctt
Leu

cct
Pro

gtt
val

&ty

agc
ser
365

aag
Lys

gtc
val

tgt
Cys

ct
g'i a

gtt
val

gtt
190

grc
val

tct
ser

cag
Gin

tat
Tyr

art
Ile

s
[X A%

&

acg
Thr

gct
Ala

tat
TYF

gta
val
350

aga
APg

aat
ASD

Tttt
Phe

att
Ile

gat

Asp-

cce
Pro
175

gag

Gy,

gag
Giu

&

ca
gin

ttg
Leu
255

gtt
va'l

Y
3y

tct
Ser

gcg
Ala
33%

agyg
Arg

gct
ala

aag
Lys

gct
Ala

gca
Ala

gct
Ala
160

agg
Arg

gta
val

gat
Asp

cga
Arg

ttg
Leu
240

Tt
ser

agg
Arg

tgt
Cys

ata
Ile

agt
ser
320

aat
Asn

Tt
Phe

aag
LYS

cag
Gin

gcc
Ala

ace
Thr
145

tta
Leu

aga
ATg

aca
Thr

att
Ile

cCcC
Pro

225

gta
val

aag
AFg

Tty
Leu

Ttg
Leu

cCy
Pro
305

gat
ASD

tat
Tyr

gat
Asp

att
Ile

et
Pro

385

gaa
130

tCct
Ser

tta
Leu

atg
met

cgt
Arg

otolw
Pro
210

oy

gt
va

Tt
Phe

gt
va

aat
Asn
290

gtt
val

Tty
ey

8cg
Ala

gac
Asp

gtr
val
370

cat
His

500

548

596

644

692

740

788

836

884

932

980

1028

1076

1124

1172

1220

1268



gt
Va

att
Ile

agg
Arg

aca
Thr
435

gag
Glu

cag
Gin

crg
Leu

atc
Ile

agt
515

gtr
val

&

cat

His

atg
Met

cag
Arg
595

aly

e
Fro

gac
Asp

agcagitrtgt cggttatgaa gitaaatgtt ttgttgtgta atttcgrtcc tggttaaaaa

teg
Ser

ttg
Leu
aag
Lys
420
Tt
Phe
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cag
Gin

aat
Asn

560

tte
Phe

cga
Arg

gar
Asp

cat
His

acc
Thr
€40

aac
AsSn

aac
ASh

Tttt
Phe

ctt
Leu

cag
Glin
465

caa
GIn

gct
Ala

atc
Ile

aca
Thr

gt
va

625

gaa
Glu

aag
Lys

tgg
Trp
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<210>6
<211> 648

<212> Proteina

<213> Xanthium sp.

<400> 6
Met
1
Ser
Thr
sSer
pPhe
65
Leu
Pro
Thr
Ala
Thr

145

Leu
Arg
Thr
Ile

Pro
i I

P g
val

Arg
Led
Leu
Pro

305
AsSp

Tyr'
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IT 8
Pro
385
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ASDH
Phe
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Gin
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Ile
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Gly
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Glu
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Leu
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Asn
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370
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Lys
Trp
Lys
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450
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Pro
Thr
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Ser
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Glu
Gly
ATg
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Gly
AsSp
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195
Arg
Pro
PIo
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Ser
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355
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Ile
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Thr
435
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Ile
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Lys
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Tyr
Pro
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Ile
Ile
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Lys
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Ile
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Leu
Lys
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Met

Pro
Arg
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Tyr
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Gly
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Thr
Thr
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Trp
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Thr
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ASp
Thr
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Lys
Thr
AsSp
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Thr

Trp
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Pro
Lys
Thr
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Glu
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Pro
AsSD
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Ile
i B ¥ oY
LU

ASp
Glu

Lys.

Glu

Leu
310
Met

ser

Gly
ile
Cys
350
val
Leu
Glu
Gly

Ala
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Thr
Thr
Arg
Ile
55

Pro
Arg
Glu
Pro
Ala
135
Thr
Met
Ala
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Glu
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AsSp
Gly
Asn
Arg
Ley
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Met
Leu
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Lys
AsD
375
Gly
Lys
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Gly
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Thr
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AsSh
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ASD
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Gly
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Leu
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Ile
440
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Gin
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Pro

Leu
25

Arg
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Gin
Gly
His
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His
Gly
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Gin
i85
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Leu
Met
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Ala
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425
Pro
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Var'l
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Lys
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Gly
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Ley
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Lys
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Thr
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‘Pro
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val
Thr

Gly
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val

Leu
Glin
Ile
ASD
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Gly
Gin
Gly
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Leu
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val
Gly
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Lys
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Leu
Tyr
Ala
445
Thr

Asn

LYS
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Asn
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Ala
FPhe
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Cys
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val
val
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ser
Gin
TV
Ile
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Gly
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ATg
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Pro
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15
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val
Lys
AsSp
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Pro
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Gly
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Cys
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sep
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Gly
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Arg
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val
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Giu
<210>7
<211>19
<212> ADN

TEp
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Arg
530
l.eu
Ala
Asn
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Pro
610
Lay

Gly

Leu
Ile
Gly
515
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Gly
His
Met
Ar
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Gly
Pro

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Cebador HA1U409

<400> 7
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Gly
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Glu
Met
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Leu
580
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Pro
Met
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Gly
AsSh
val
Tyr
565
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Ala
Tyr
Iie

Arg
045

cagacgtgtt ggtggaagce

<210> 8
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Cebador HA1L1379

<400> 8
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<211> 22
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Met

tgctgaaatt gggaagaata ay
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Cys
Ala
Ile
Gly

475
Met

ASP
val
Leu
558
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LYS
Glu
Ala
580
Met
Gin

val

Leu
495
val
Ala
AsSh
Ala
Ile
575
Als
Leu
Glu
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> Cebador HA1L2131
<400> 10

tttcgttctg ccatcacce
<210> 11
<211> 1.968
<212> ADN
<213> Helianthus annuus
<220>
<221> Secuencia codificante
<222> (1)...(1.965)
<221> Elemento mixto

<222> (0)...(0)

ES 2380867 T3

<223> Numero de acceso de GenBank AY541451
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ctt
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Ile

ctc
Leu
50

ccg
Pro

aga
Arg

acc
Thr

gct
Ala
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Pro
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gt
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cgg
APg

gta
val

gat

tce
Ser

tec
Ser

aaa
Lys
40

acc
Thr
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gca
Ala

cCct
Pro

aat
Asn

att
Ile
545

gat
ASp

tca
ser

tgt
cys

gct
Ala

att
Ile
625

I

tga

<210> 12
<211> 655

Lys

atg
Met

gat
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gtt
530

tta
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€gg
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gt
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cag
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ccg
Pro
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<213> Helianthus annuus
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Ile

G¥

gtt
val

ggt
Gly

cat
His
570

atg
Met

gat
Asp
650

Thr
&y

gac
AsSp

gaa
Glu

atg
Met
555

agc

Thr

gt
Va

aag
Lys

cCt
Pre

atg
Met
635

&ty

ser

9cg
Ala

ety

aat
Asn
540

at
va

tac
TYyr

aag
Lys

tac
Tyr
620

atc
Ile

aga
APg

Gly

gcc
Ala

agc
Ser
525

ctg
Leu

gt

va'l

tta
Leu

ttt
Phe

gat
AsSpH
605

ttg
Leu

ccg
Pro

acg
Thr

Gly

gttt

val
510

Tttt
Phe

ccg
Pro

cag
Gin

ety

gct
Ala
590

cta
Leu

tTtg
Leu

gct
Ala

aaa
Lys

Leu
4935

gca
Ala

atg
Met

gt
val

tag
Trp

aac
Asn
575

gaa
Glu

Gcly

aga
APg

atg
Met

aag
LyS

gag
Glu
560

ccg
Pro

gee
Ala

gca
Ala

gtg
val

oy
640

1536

1584

1832

‘1680

1728

1776

1824

1=
(2]
~f
[\

1820

1965

1968



Met
Ala
Pro
val
65
Pro
val
Gln

Glu

Ala
Ala
Iie
Leu
50

Pro
Arg
Thr
Ala

Glin

Ala Pro

Ala Leu
20

Thr Ser

35

ser Asp

Leu Pro
Lys Gly

Asp val
i00

t.eu Thr

115

Gly Gly

Pro
Pro
Thr
Ser
val
Ala
Phe
Arg
val

ES 2380867 T3

Asn
Pro

Thr

Lys

Gin
70

ASD
Ala
Ser
Phe

Pro
Arg
Gin
Ser
55

Pro
val
Tyr
ser
Ala

sSer
ser
Lys
Thr
Phe
Leu
Pro
Thr

120
Ala

46

Ile
Ala
25

Arg
Thr
va'l
val
Gly
105
Ile

Glu

ser
10
Phe

His

Thr

Ser
Glu
Gly
Arg
Gly

Phe
Leu
Arg
Thr
Arg
Ala
Ala
Asn

Tyr

Lys
Pro
Leu
The
60

Tyre
Leu
Ser
val

Ala

Pre
Arg
His
Thr
Ala
Glu
Met
Leu

125
Arg

Pro
Phe
Ile
Thr
PIro
Arg
Glu
110
Pro

Ala

sear
Ala
Ser
Thr
ASp
Glu
Ile
Arg

Ser

Pro
Leu
Asn
Glin
¢lin
Gly
His
His

Gly



Leu
145
val
Ile
‘Glu
Leu
TYF
225
Lys
Arg
His
Ley
Phe
305
Gly
His
Ley
Ala
Glu
385
Lys
val

Lys

Pro

Ile
465
TYr
Ala
Pro
Asn
Ile
545
ASp
Ser
Cys
Ala
Ile

625
Gly

<210> 13
<211>2.013

130
Pro

Ser
Thr
Thr
val
210
Leu
AsSp
Leu
feu
TYr
290
val
Ala
Gly
Ala
Phe
370
Ile
val
Thr
Met
Gln
450
Ile

LyS

met:

'Asp

val
530
Leu
Arg
Lys
ASp
Ile
610
val

Phe

Gly
Gly
Gly
Pro
195
Leu
Ala
Ile
Pro
Glu
275
val
Glu
Tyr
Thr
Phe
355
Ala
Gly
Ala
Asn
Lys

AL
Ta

Tyr
Ser
Tyr
Gly
Ala
515
Gin
Leu
Phe
Glu
Ile
595
Gin
Pro

Ser

val
Leu
Gin
180
Ile
Asp
Ser
Gin
Gly
260
Gln
Gly
Leu
Pro
val
340
Gly
Ser
Lys
Leu
Ley
420
Fhe
Ala
Thr
Asn
rhe
500
val
Glu
Leu
Tyr
ser
580
Pro
Lys
His

Asp

Cys
Ala
165
val
val

val

‘Ser

Gin
245
Tyr
Ile
Gly
Thr
Ala
325
Tyr
val
Arg
Asn
Gln
405
ASp
Pro
Ile
Gy
Lys
Gly
va'l
Ley
Asn
LYS
565
Giu
Ala
Met
Gin

val
645

ES 2380867 T3

Ile
150
ASD
Pro
Glu

Glu

‘G'iy

230
Gln

Leu
val
Gly
Gly
310
ser
Ala
Arg
Ala
LyS
380
Gly
Phe
Ley
GIn
val
470
Pro
Leu
val
Ala
Asn
550
Ala
Ile
Ala
Leu
Glu

630
Ile

135
Ala

Ala
APg
vai
Asp
215
Arg
Leu
ser
Arg
Cys
285
Ile
Ser
Asn
Phe
Lys
375
Gin
Leu
Ser
ser
val
455
Giy
Arg
Pro
ASp
Thr
535
¢in
AsSh
Phe
Arg
AS

61

His
Thr

Thr
teuy
Arg
Thr
200
Ile
Pro
val
Arg
teu
280
Leu
Pro
ASp
Tyr
Asp
360
Ile
Pro
Asn
Thr
Phe
440
teu
Gin
Gin
Ala
Ile
520
Iie
His
Arg
Pro
val
600
Thr
val

Glu

47

ser
Leu
Met
185
Arg
Pro
Gly
val

Met
265
val

Asn
val

Leu
ala
345
Asp
val

His
Lys
Trp
425
Lys
ASDp
His
Trp
Ala
505
ASD
Arg
Leu
Ala
Asn
585
Thr
PO
leu

Gly

Gly
Asp
170
Ile
ser
Arg
Pro
Pro
250
Pro
Gly
Ser
Ala

ser
330

val

Arg
His
val
Ile
410
Arg
Thr
Glu
Gin
Leu
490
ile
Gly
val
Gly
His
570
Met
Gin
Gly
Pro

ASp
650

PO
155
ser
Gly
Ile
Ile
val
235
Lys
Lys
Glu
AsSp
Ser
315
Leu
ASp
val
Ile
Ser
395
Leu
Lys
rhe
teu
Met
475
Thr
Gly
ASD
Glu
Met
355
Thr
val
Lys
Pro
Met

635
Gly

140
Gly

val
Thr
Thr
val
220
Leu
Trp
Pro
Ala
ASp
300
Thr
His

Lys

Thr

ASD
380
Thle
Gly
Glu
Gly

Thr
460

Trp-

ser
Ala
Gly
Asn
540
val
fyr
Lys
Ala

TYr

620 -

ile
Alg

590
Leu

Leu
Ala

Lys

Asn
val
178
Phe
AsSn
Ala
val
Pro
255
ASD

Pro

Leu
495
Ala
Met
val
Trp
Asn
575
Glu
Arg
Asp
Gly

Tyr
655

Leu
160
ala
Gin
Tyr
Phe
Pro
240
Met
Gly
val
Arg
Leu
320
Met
Leu
Glu

Ala

Tle

PLA A

400

- ser

Gln
Pro
Ala
Phe
480
Gly
Arg
Met
Lys
Glu
560
Fro
Ala
Ala
val

Gly
640



<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> Secuencia codificante

<222> (1)...(2.013)

<400> 13

atg
Met
1

icc
ser

aga
Arg

Tcc
ser

gt
va
65

cct
Pro

cgc
APg

gaa

m
wHiw

gcc
Ala

caa
Gin
145

cca
Pro

agc
Ser

aca
Thr

act
Thr

gt
Va
225

gcg
Ala

acc
Thr

ttc
Phe

cgc
Arg
50

ctc
Leu

ace
The

aaa
Lys

Thr

tta
Leu
130

&y

ety
&ty

cey
Pro
210

atg

‘Met

gcg
Ala

dad
Lys

tcc
Ser
35

cge
Arg

aac
AsSn

aaa
Lys

&y

gta
Vatl

115

acc
Thr

oty

atc
Ile

Tta
Leu

caa
GlIn
185

att

Ile

gat
ASp

gca
Ala

cca
Pro
20

cte
Leu

cge
Arg

aca
Thr

ccc

Pro

gct
Ala
100

ttc

Phe

cge
Arg

gta
va'l

tgt
cys

gce
Ala
18¢

gtc
val

gtt
val

Tt
83"1

aca
Thr

tct
Ser

cca
Pro

&

acc
Thr

gaa
Giu
85

gat
Asp

gct

-
(X =1

Tct
sSer

tte
Phe

ata
Ite
165

gat
Asp

cct
Pro

gag

Glu

gaa
Glu

aca
Thr

cct
Pro

Tt
Phe

atc
Ile

acc
Thr
70

aca
Thr

atc
Ile

ES 2380867 T3

aca
Thr

tce
ser

tce
Ser

adaa

LYs.

35

aat
AsSn

ttc
Phe

Ctc
Leu

tac cct

TYF

tce
sSer

gca

Ala

150

gee
Ala

cgt
Arg

gta
val

gat
Asp
230

Pro

tca
ser
135

gca
Ala

act
Thr

ttg
Leu

cgt
Arg

acg
Thr
215

are
Ile

aca
Thr

tcc
ser

cta
ey
40

tce
ser

gtc
vai

atc
Ile

gtc
val

gga
o
120

atec
ile

gaa
Glu

tca
ser

tta
Leu

atg
Met
200

cgt
Arg

cCr
Pro

aca
Thr

tce
Ser
25

aag
Asn

age
ser

aca
Thr

tee
Ser

‘gaa

105

agt
Giy

cgt
Arg

3ty
&

gat
ASD
185

att
Ile

tey
ser

agg

Arg

48

aca
Thr
10

aaa
Lys

cCcC
Pro

tct
sar

acc
Thr

cga
ATg

P ¥

gct
Ala

aac
Asn

tac
TYr

cce
Pro
170

agt
ser

4

att
Ile

att
Ile

tct
ser

tca
ser

aac
Ash

cCe
Pro

act
Thr
75

ttic
Phe

tta
Leu

tca
Ser

gtc
val

gct
Ala
155

&1y

gtt
val

aca

Thr

ac
"rhg

att
Ile
235

tct
ser

cca
Pro

daaa
Lys

tce
ser
60

ccC
Pro

get
Ala

gaa
Glu

atg
Meat

ctt
Leu
140

cga
Arg

gct
Ala

cCct
Pro

gat
ASp

aag

Lys
220

gag
Glu

tcy
ser

tta
Leu

tca
ser
45

tce
Ser

Tct
ser

cca
Pro

cygt
Arg

gag
Glu
125

cet
Pro

tec
ser

aca
Thr

cTt
Leu

gcy
Ala
205

cat
His

paa
Glu

atc
Ile

cea
Pro
30

tce
ser

atc
Ile

cca
Pro

gat
Asp

caa
Gin
110
att
Ile

cgt
Arg

tca
ser

aat
ASn
gta
190
Tttt
Phe

aac
Asn

gct
Ala

tece
Ser
15

atc
Ile

tce
Ser

tece

Ser

acc
Thr

a

an

[Topme
w3

ety

cac
His

cac
His

&

ctc
Leu
175

gca
Ala

caa
Gin

tat
Tyr

ttc
phe

TTC
Phe

tcc
ser

Tce
Ser

gee
Ala

aaa
LyS
80

cCC
Pro

gta
val

(1R R
'y
o

gaa
Glu

aaa
Lys
160

Tt
3&1]

atc
Ile

gag
Glu

ctt
l.eu

tTit
Phe
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



tta
Ley

gat
Asp

tta
Leu

Tty
ey
Tat
Tyr
305
gtt
val

tct
Ser

gcg
Ala
ottt
385
att
Ile

ctg
Led

ctt
Leu

cag
Gin

cag
Gin
465

ata
Ile

aat
Asn

gct
Ala

att
Ile

cCct
Pra

gag
Glu
290

gtt
vai

gag
Glu

tat
TYr

acg
Thr

Tttt
Phe
370

gct

Ala

fa )

oty

act
Ala

aag
Lys

aag
LYyS
4%0
tat
Tyr

agt
ser

tac
Tyr

act
Thr

caa
Gln

&y
275

cag

Gin

4

ctt
Leu

cct
Pro

gt
Vg
355

Gty

agt

Sar

aag

Lys

Ttg
teu

ctt
Leu
435

ttt
Phe

gcg
Ala

act
Thr

aag
Lys

tCt
Ser

caa
Gln
260

tat
Tyr

att
Ile

&y

acg
Thr

tgt
Cys
340

tat
TYr

aat

caa
GIn
420

gat
Asp

ccg
Pro

att
Ile

agt
Gy

aag
Lys
500

&y
245

cag
Gin

atg
Met

gtt
val

ggt
Gly

999
cly

gat
AsSp

gcy
Ala

agg
AT

gct
Ala

aag
LysS
405

&ty

trt
Phe

ttg
Leu

aag
Lys

gtc
va
485

cCa
Pro

aga
Arg

ctt
Leu

tct
Ser

agg
Arg

tgt
Cys
310

atc
Ile

gat
Asp

aat
Asn

Tttt
Phe

aag
Lys
390

act
Thr

atg
Met

3ty

age
Ser

gtc
val
470

T &

agy
Arg

ES 2380867 T3

cct
Pro

gcg
Ala

agg
Arg

ttg
Leu
295

ttg
Leu

cct
Pro

gag
Glu

tac
TYrR

gat
Asp
375

att

Tlo

-

‘cCct

Pro

aat
Asn

gtt
val

ttt
pPhe
455

ctt
Leu

caa
Glin

cag
GIn

&ty

att
Ile

atg
Met
280

att
Ile

aat
Asn

gtt
val

ttg
Leu

gct
Ala
360

gat
Asp

gttt
val

cat
His

aag
Lys

tgg
Trp
440

aag
LYyS

gat
AsSp

cat
His

tgg
Trp

cct
Pro

cct
Pro
265

cct
Pro

tct
Ser

tct
ser

gcg
Ala

tcg
sSer
345

gt
va

cgc
Arg

His

gt
va

gtt
val
425

agg
Arg

acg
Thr

gag
Giu

caa
Glin

cta
Leu
505

49

att
val
250

aat
ASN

aaa
Lys

gag
Glu

agc
ser

agt
Ser
330

Tta
Leu

gag
Giu

gtc
val

tct
Ser
410

ctt
Ley

aat
ASnh

Tt
Phe

Ttg
Leu

atg
Met
490

tca
Ser

ttg
Leu

tag
Trp

cct
Pro

tCt
Ser

gat
AsD
315

acg
Thr

cat
His

C@i't
His

acg
Thr

gat

Asp
395

gt
va

gag
Glu

gag
Gy

&ty

act
Thr
475

tgy
Trp

tea
Ser

gtt
val

gaa

ccg
Pro

aag
Lys
300

gaa
Glu

Tty
Leu

atg
Met

agt
ser

ggt
&y
380
att

Ile

tgt
Cys

aac
Asn

ttg
Leu

gaa
Glu
460
gat
ASp

acg
Ala

&y

gat
Asp

cag
Glin

gaa
Glu
285
aag
Lys

ttg
Leu

atg
met

ctt
Leu

gat

cga
Arg

adc
AsSn
445

gct
Ala

&ty

gcg
Ala

&ty

tt
831

gct
Ala
270

gat
Asp

cet
Pro

&ty

G?a
350

ttg
Leu

ctt
Leu

tct

P A

gat
AsSp

gct
Ala
430

gta
val

att
Ile

aaa
Lys

cag
Gin

ctt
Leu
510

cct
Pro
255

atg
Met

Tct
Ser

va

agg
Arg

ctg
Leu
335

atg
met

ttg
Leu

gag
Gliu

>3

Ala

gtc
val
415

gag
Glu

cag
Gin

cct
Pro

gce
Ala

Ttc
phe
495

&y 2

aaa

Lys

aga
Arg

cat
His

ttg
Leu

Tttt
Phe
320

&ty

cat
His

ttg
Leu

gct
Ala

gag
Glu
400
aag
Lys

gag
Glu

aaa
LyS

feter:
Pro

ata
Ile
480

tac
Tyr

T
Ala

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536



atg
Met

gat
ASp

Val
545

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

&ty

att
Ile
625
tgt
Cys

Tte
phe

<210> 14
<211> 670

&

gca
Ala
530

caa
Gin

tta
Leu

Tte
Phe

gag
Glu

att
Ile
610

cag
Gin

ccg
Pro

aac
Asn

<212> Proteina

Tttt
Phe
515

ata
Ile

oa
2

Tta
Leu

tac
Tyr
gac
ASP
595
cca

Pro

aca
Thr

ety

grt
val

ctg
Leu

aac
Asn

aag
LYS
580

gag
Glu

gcg
Ala

atg
Met

caa
Gin

gtc

o val

660

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 14

ctt
Leu

gt
Va

gce
Ala

aac
AsSn
565
gct
Ala

ata
Ile

gcg
Ala

ctg
Leu
gaa
645

ata
Ile

Met
1
Ser
Arg
Ser
val
65
Pro
Arg
Giu
Ala

Gln

Ala
Thr
pPhe
50°
Leu
Thr
Lys
Thr

Leu
130

Ala
Lys
ser
35

Alg
AsSn
Lys
Gly
vai

115
Thr

cct
Pro

gat
Asp

aca
Thr
550

cag
Glin

aac
ASn

ttcC
phe

agg
Arg

gat
Asp
630

cat
H1S

Thr
ERtH

ala Thr
5

Pro
20
Leu

ser

Pro

Arg Gly
Thr Thr

Pro Glu
85
Ala Asp

100

Phe Ala

Arg

Gly Gly val

Ser

pPhe

ES 2380867 T3

gct
Ala

att
Ile
535

atc
Ile

cat
His

cga
Arg

cey
Pro

gt
Va
615

aca
Thr

Thr
Pro
phe
Ile
Thr
Thr
Ile
TYr
Ser
Ala

gce
Ala
520
gac
Asp

cyt
Arg

ctt
Leu

gct
Ala

aac
Asn
600

aca
Thr

cca
Pro

ttg
Ley

Thr
ser
ser
LyS
Asn
Phe
Leu
Pro
Ser

135
Ala

att
Ile

sty

gta
val

ggc
Gly

cac
His
585
atg
Met

aag
Lys

ety

ccg
Pro

gat

; Asp

665

Thr
sSer
Leuy
40

ser
val
Ile
val
Gly
120
Ile

Glu

50

Gt

gat
ASD

gag
Glu

atg
Met
570

aca
Thr

ttg
Leu

ada
Lys

cct
Pro

atg
met
650

ggc
Sy

Thr
Ser
25

Asn
ser

Thr

Ser

Glu
105
Gly
Arg

Gly

&y ser

geg tet
Ala Ser

ser
540

caa Cctt
Gin Leu
555

gtt atg
val met

Tttt ctc
Phe Leu

ctg ttt
Leu Phe

gca gat
Ala Asp
620

tac c¢tg
TYyr Leu
635

atc ccg
Ile Pro

cgg att
Arg Ile

Thr ser
10

Lys Ser
Pro Asn
ser Pro
Thr Thr

75

Arg phe
90

Ala Leu
Ala Sser
Asn val

Tyr Ala

gtt
val
525

Tttt
Phe

cca
Pro

caa
Gin

&ty

gca
Ala
605

cte
Lau

ttg
Leu

Ser
Pro
LysS
Ser
60

Pro
Ala
Glu
Met
Leu

140
Arg

ct
g?a

ata
Iie

gt
va

99
Trp

gat
ASp
590

gca
Ala

cga
AFg

gat
ASp

aac
Asn

atg
Met

aag
LYS

gaa
Glu
575

ceg
Pro

gct
Ala

gaa
Glu

gt
va

&y
655

¢ tga
~

cct
Pro

aat
ASN

ata
Ile
560

gat
Asp

ct
g?a

tgc
cys

gct
Ala

att
Ile
640

act
Thr

ser
Leu
ser
45

ser
ser
PIro
Arg
Glu
125
Pro

Ser

Ile ser
pro Ile
30

ser sep
Ile ser
pro Thr
Asp Glin
Gin Gly
110
Ile His
Arg His

ser Gly

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2013

phe
ser
Ser
Ala
Lys
80

Pro
val
Gin
Glu

Lys



145
Pro

ser
Thr
Thr
va'l
225
Ley
AsSp
Leu
Leu
Tyr
305
val
Ser
Gly
Ala
Phe
385
Iie
i.eu
ey
Gin
Gin
. 465
Ile
Asn
Met
Asp
val
545
Ley
Arg
Gin
Gly
Iie
625
Cys
Phe

Gly
Gly
Gly
Pro
210
Met
Ala
Ite
Pro
Glu
290
val
Glu
Tyr
Thr
phe
370
Ala

Gly

Ala

Lys
Lys
450
Tyr
ser
Tyr
Gly
Ala
530
Gin
Leu
Phe
Glu
Ile
610
Glin
Pro

Asn

Ile
Leu
GIn
185
Ile
Asp
Thr
Gin
Gly
275
Gin
Gly
l.eu
Pro
val
355
Gly
Ser
Lys
Leu
Leu
435
Phe
Ala
Thr
Lys
phe
5158
Ie
Glu
Ley
Tyr
ASp
59%
Pro
Thr
His

ASP

Cys
Ala
180
val
val
vai
ser

Gln
260

Tyr

Ile
Gly
Thr
Cys
340
Tyr
val
Arg
Asn
Glin
420
Asp

Pro

Ile

Gly
Lys
500
Gly
val
Leu

Asn

Lys

580
Glu

Ala
Met
Gln

val
660

Ile
165
ASp
Pro
Glu
Glu
Gl

24k
Gin

Met

‘val

Gly
Gly

325

Asp
Ala
Arg
Ala
Lys
405
Gly
Phe
Leu
Lys
val
485
Pro
Leu
val
Ala
Asn
565
Ala
Ile
Ala
teu
Glu

545
Ile

150
Ala

Ala
ATgQ
val
ASp
230
Arg
Leu
Ser
Arg
Cys
310
Ile
ASp
ASh
Phe
Lys
390
thr
Met
Gly
ser
val
470
Gly
Arg
Pro
ASp
Thr
550
Gin
AsSn
rhe
Arg
ASp
630
H1sS

Thr
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Thr
Leu
Arg
Thr
215
Ile
Pro
Ala
Arg
Leu
295
Leuy
Pro
Glu
Tyr
ASD
375
Ile
Pro
Asn
val
Phe
455
Leuy
Gin
Gin
Ala
Ile
535
Ile
His
Arg
Pro
val
615
Thr
val

Glu

ser
Leu
Met
200
Arg
Pro
Gly
Ile
Met
280
Ile
Asn
val

Leu

‘Ala

360
ASD
Va‘l
His
Lys
Trp
440
LysS
AsSp
His
Trp
Ala
520
ASp
Arg
Ley
Ala
Asn
600
Thr
Pro
Leu

Gly

51

Gly
AsSp
185
Ile
Ser
Arg
Pro
Pro
265
Pr_o
sar
Ser
Ala
Ser
345
val
Arg
His
val
val
425
Arg
Thr
Glu
Gin
Ley
505
Ile
Gly
val
Gly
His
585
Met
Lys
Gly
Pro

ASP
565

Pro
170
ser
Gly
Ile
Tle
val
250
Asn
L.ys
Glu
ser
Ser
330
Ley
Glu
val
Ile
Ser
410
Leu
Asn
Phe
Lau
Met
480
ser
Gly
ASD
Glu

Met

570

Thr
Leu
Lys
Pro

Meat

- 650

Gly

155
Gy

val
Thr
Thr
Ile
235
Leu
Trp
Pro
ser
ASD
31s
Thr
His
His
Thr

Asp
395

vai

Glu
Glu
Gly
Thr
475
Trp
ser
Ala
Gly
Gin
535
val
Phe
Ley
Ala
Tyr
635
Ile

Arg

Ala
Pro
Asp
val
Glu
Pro

Lys
300

‘Glu

Leu
Met
Ser
Gly
380
Ile
Cys
Asn
L.eu
Glu
460
Asp
Ala
Gly
ser
ser
540
Leu
Met
l.eu
phe
ASD
620
Leu
Pro

Tle

Thr
Leu
Ala
205
His
Ghu
ASD
Gin
Glu
285
Lys
Leu
pmet
Leu
AsSp
365
LYS
Asp
Gly
Arg
Asn
445
Ala
Gly
Ala
Gly
val
525
Phe
Pro
GIn
Gly
ala
605
Leu
Leu
ser

LyS

ASD
val
190
Phe
Ash
Ala
val
Ala
270
ASp
Pro
Gly
Gly
Gly
350
Leu
Leu
ser
ASD
Ala
£30
val
Ile
Lys
Gin
Leu
10
Ala
1le
val
Trp
ASp
590
Ala
Arg
ASp
Gly

TYyr
670

Leu
175
Ala
Gln
Tyr
Phe
Pro
255
Met
Ser
val
Arg
Leu
335
Met
Leu
Glu
Ala
val
4135
Glu
Gln
Pro
Ala
Phe
485
Gly
ASH
Met
Lys
Glu
575
Pro
Ala
Glu
val

Gly
655

160
val

Ile
Glu
Leu
Phe
240
LYS
Arg
His
Ley
Phe
320
Gly
His
Ley
Ala
Glu
400
Lys
Glu
Lys
Pro
Ite
480
Tyr
Ala
Pro
Asn
Ile
560
ASD
Ala
Cys
Ala
Tle

640
Thr
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de girasol que comprende en su genoma al menos una copia de al menos un gen endégeno que
comprende un polinucledtido correspondiente a la subunidad mayor de la acetohidroxiacido-sintasa (AHASL), en que
dicho polinucledtido AHASL codifica una proteina AHASL1 resistente al herbicida imidazolinona que comprende la
secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2 o una planta de girasol de la progenie de esta y en que dicha
planta o la progenie de esta presentan un aumento de la resistencia a al menos un herbicida de imidazolinona en
comparacién con una planta de girasol natural.

2. La planta de girasol de la reivindicacion 1, en que dicha planta presenta un aumento de la resistencia a al
menos un herbicida seleccionado del grupo que consta de los herbicidas de sulfonilurea y los herbicidas de
triazolopirimidina.

3. La planta de girasol de la reivindicacion 1 6 2, en que dicho polinucleétido AHASL resistente a herbicidas
comprende la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1.

4, La planta de girasol de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en que dicha proteina AHASL resistente
a herbicidas comprende ademas al menos un miembro seleccionado del grupo que consta de: (a) una leucina en la
posicién del aminoacido 559 o en una posicién equivalente respecto a la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ
ID NO: 12 y (b) uno cualquiera de asparragina, treonina, fenilalanina o valina en la posicion del aminoacido 638 o en
una posicion equivalente respecto a la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 12.

5. Una semilla de la planta de girasol de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en que dicha semilla
comprende en su genoma al menos una copia de dicho polinucle6tido AHASL.

6. Una planta de girasol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende las
caracteristicas de resistencia a herbicidas de imidazolinona de la linea GM40 o GM1606, en que una muestra de
semilla de cada linea se ha depositado, respectivamente, con el nimero de depdsito de patente ATCC PTA-6716 y
el nimero de depdsito de patente PTA-7606, en que dicha planta (a) es de la progenie de la linea GM40 o GM1606;
(b) es un mutante, recombinante o derivado manipulado genéticamente de la linea GM40 o GM1606 o (c) es una
planta de la progenie de al menos una cualquiera de las plantas de (a) o (b).

7. Una semilla de la planta de girasol de la reivindicacion 6, en que dicha semilla comprende las
caracteristicas de resistencia a herbicidas de imidazolinona de la linea GM40 o GM1606.

8. Un procedimiento para el control de las malas hierbas en la proximidad de una planta de girasol, en que
dicho procedimiento comprende la aplicacién de una cantidad eficaz de un herbicida de imidazolinona o una mezcla
de un herbicida de imidazolinona, un herbicida de sulfonilurea y/o un herbicida de triazolopirimidina a las malas
hierbas y a la planta de girasol, en que dicha planta de girasol es una planta de girasol de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en que dicho herbicida de imidazolinona se selecciona del grupo
que consta de: acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-0x0-2-imidazolin-2-il)nicotinico, acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-
imidazolin-2-il)-3-quinolinocarboxilico, acido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)nicotinico, acido 2-(4-
isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-5-(metoximetil)nicotinico, acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-
5-metilnicotinico y una mezcla de 6-(4-isopropil-4-metil-5-oxo0-2-imidazolin-2-il)-m-toluato de metilo y de 2-(4-
isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-p-toluato de metilo y mezclas de estos.

10. El procedimiento de la reivindicacién 8, en que dicho herbicida de sulfonilurea se selecciona del grupo que
consta de: clorsulfurén, metsulfurén-metilo, sulfometurén-metilo, clorimurén-etilo, tifensulfurén-metilo, tribenuron-
metilo, bensulfuron-metilo, nicosulfurén, etametsulfuron-metilo, rimsulfuréon, triflusulfurén-metilo, triasulfurén,
primisulfuréon-metilo, cinosulfurén. amidosulfurén, flazasulfurén, imazosulfurén, pirazosulfurén-etilo, halosulfurén y
mezclas de estos.

11. Una semilla de la planta de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6, en que dicha semilla se trata con
un herbicida de imidazolinona inhibidor de la AHAS o una mezcla de un herbicida de imidazolinona, un herbicida de
sulfonilurea y/o un herbicida de triazolopirimidina.

12. Un procedimiento para combatir la vegetacion no deseada que comprende la puesta en contacto de una
semilla de la planta de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6 antes de la siembra y/o después de la
pregerminacion con un herbicida de imidazolinona inhibidor de la AHAS o una mezcla de un herbicida de
imidazolinona, un herbicida de sulfonilurea y/o un herbicida de triazolopirimidina.
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.....
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ACATTCAACA
AACAACAACA
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CCACCAAACC
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--------

----- PR

CTCCCCCGTT
CTCGCCCGTT
CTAAACCCCA
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CGTCTTCACA
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CAGCTCTCCC
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CGTTACGCGC
CGTTACGCTC
CGATTCGCTC
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--------

ATGGCGGE .
ATGGCGGLCA
TCTTCTTCGA

ACCGTCACTC
ACCCTCATCT
ACCATTACCA
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TCGCATTACC
TCACATTCLCL
ACAAATCATC

--------

TCTCCAATGT
TCTCCAACGT
TCCTCCATCT
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CAGACCAACC
CAGATCAACC
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AAGAAAAGGT
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CTCCAAATCC
CTCCAAACCC
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GCAGACGTGT
GCTGATGTTC
GLTGATATCC
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TACATAACAC
CAACAACAAL

150
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T.TCCATC.A
TCTCCTTCCT

é%é&éCLIJC
TCCCACCTTC
CCCATTCTCL

250

----------

AAAACGACAC
TAAACGACAC
GTATCAAATC

300

..... R

“« 3k doa e v

ACCACCACCA
ACCATCACC.
ACCAATGTCA

----------

!?llGTCTCC
ATTTATCTCC
ATTCATCTCC

400

TCGTCGAAGC
TCGTCGAAGC
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TCTGGAACGS
TCTGGAACGT
TTTAGAACGT

451

CAATGGAGAT
CAATGGAGAT
CAATGGAGAT
CCATGGAGAT
CAATGGAGAT

501

CTCCCCCGETC
CTCCCCCGTC
CTCCCCCETC
CTCCCACGTC
CTTCCTCGTC

551

CGCCTCCGET
CECCTCCGET
CGCCTCCGGT
TGCCTCCGET
ATCCTCAGET

601

COAACCTAGT
CORACCTAGT
CGAACCTAGT
CGAACCTAGT
CAAATCTCGT

651

GTGGCALATCA
GTGGCAATCA
GTGGCAATCA
CTTGCTATTA
GTAGCAATCA

701

TCAAGAAACC
TCAAGAAACC
TCAAGAAACC
TCAAGAAACC
TCAAGAGALT

751

ATCTTGTGTT
ATCTTGTGTT
ATCTTGTGTT
ATTTAGTTTT
ATCTTGTGAT
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(Hoja 2 de 6)

e r s v b s

GAAGGTGTCA
GAAGGCGTTA
CAAGGCGTAG

CCACCAAGCTT
CCACCAAGCT
CCACCAAGCT
CCACCAAGCT
TCACCAAGLC

ACGAACAGGG
ACGAACAGGG
ACGAACAGEG
ACGAACAGGG
ACGAACAAGG

CTTCCCGECE

- e

CTTCCCGGCG
CTTCCLGGCG
AAACCAGGTA

TAGTGGTCTT
TAGTGGTCTT
TAGTGGTCTT
AAGTGGTCTT
TAGCGGATTA

CCGGTCAAGT
CCGGTCAAGT
CCGGTCAAGT
CTGETCAAGT
CAGGACAAGT

CCAATTGTTG
CCAATTGTTG
CCAATTETTG
CCTATTGTIG
CCGATTGTTG

GGATGTTGAG
GGATGTTGAG
GGATGTTGAG
GGATGTCEAG
GEATGTTGAL

54

CCGACGTCTT
CAGACGTCTT
AAACCGTATT

CTCACGCGLT
CTCACGCGCT
CTCACGLGCT
CTCACGCGCT
TTAACCCGCT

CGGCGTGTTC
CGGLETETTC
CGGCGTGTTC
CGGCGTCTTT
AGGTGTATTC

TGTGTATCGC

T ITT AT OO,
TwiwiAILOC

TETGETATCGC
TCTGTATTGC
TCTGTATAGC

GCTGACGCGC
GCTGACGLGT
GCTGACGCGL
GCTGATGCTT
GCCOATGCGT

TCCCCGGAGA
TCCCCGGAGA
TCCCCGGAGA
TCCCAGGAGA
CCCTCGTCGT

AGGTAACACG
AGGTAACACGH
AGGTAACACG
AGGTAACACG
AGGTAALGCGE

GATATTCCCA
GATATTCCCA
GATATTCCCA
GATATTCCCA
GATATCCCTA

CGCCTACCCC
CGCCTACCCC
CGCCTACCCC
CGCTTACCCA
CGCTTACCCT

CAAGCACTAT
CAAGCACTAT
CAAGCACTAT
CAACCACCAT
CTTCCTCAAT

GCCGCCGAAG
GCCGCCGAAG
GCLGCLBAAG
GCTGCCGAAG
GCAGCAGAAG

CACTTCCGRT
CACTTCCGEET
CACTTCCEGT
AACCTCTGGT
CACTTCAGGT

TGTTAGACAG
TGTTAGACAG
TGTTAGACAG
TATTAGACAG
TCTTAGATAG

ATGATCGGAA
ATGATCGGAA
ATGATCGGAA
ATGATTGGAA
ATGATTGGTA

TTCGATCACT
TTCGATCACT
TTCGATCACT
TTCCATTACT
TTCGATTACG

GAATTETTCG
GAATTGTTCG
GAATTGTTCG
GGATTGTTAG
GOATTATTGA

*450
GGCGGL ACGT
GGCGGLECET
GGCGGCGCGT
GGTGGTGCCT
GGAGGTGCAT

500
CCGCRATGTEG
CCGCAATGETG
CCGCAATGTG
CCGCAACGTT
CCATAACGTC

550
GCTACGCGCE
GCTACGCGCG
GCTACGLGCG
GCTACGCACG
GATACGCTCG

600
CCCGGAGCTA
CCTGGAGCTA
CCCGGAGCTA
CCYGGAGCTA
CCCGGAGCTA

650
TGTCCCCATG
TGTCLCCATEG
TGTCCCCATG
TGTTCCAATG
TGETTCCTCTT

700
CCGATGCGTT
CCGATGCGTT
CCGATGCGTT
CAGATGCGTT
CAGATGCGTT

750
AAACATAATT
AAACATAATT
AAACATAATT
AAGCATAATT
AAGCATAACT

800
TGAGGCTTTT
TGAGGCTTTT
TGAGGCTTTT
GGAAGCTTTT
GGAAGCTTTC
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801

TATCTTGCGA
TATCTTGCGA
TATCTTGCGA

TATCTTIGCGT.

TTTTTAGCTA

851

AGATATACAG
AGATATACAG
AGATATACAG
GGATATACAG
AGATATTCAA

901

TACCGGGTTA
TACCGGGTTA
TACCGGGTTA
TACCTGGGTA
TACCTGGTTA

951

GAACAGATTG
GAACAGATTG
GAACAGATTG
GAACAGATTG
GAGCAGATTG

1001

GGGTGGTGGGE
GGGTGETGGG
GGGTGETGEG6
GGGGGETGEG
TGGTGETGGT

1051

TTACGGGGAT
TTACGGGGAT
TTACGGGGAT
TTACGGGGAT
TTACGGGGAT

1101

GCTTCGAGTG
GCTTCGAGTG
GCTTCGAGTG
GCTTCTAGTG
TGTGATGATG

1151

TGCGAATTAT
TGCGAATTAT
TGCGAARTTAT
TGCGAATTAT
TGCGAATTAL
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GTTCGGGTCG
GTTCGGGTCG
GTTCGGGETLG
CTTCIGGTCG
CTTCTGGTAG

CAACAGTTAG
CAACAGTTAG
CAACAGTTAG
CAGCAGTTGG
CAACAGCTTG

TTTGTCTAGA
TITGTCTAGA
TITGTCTAGA
TTTGTCTAGG
TATGTCTAGG

TTAGGFTGGT
TTAGGTTGGT
TTAGGTTGGT
TTAGGTTGGT
TTAGGTTGAT

TGTTTGAATT
TGETTTGAATT
TGTTTGAATT
TGTTTGAATT
TGTTTGAATT

TCCGGTTGCG
TCCGETTGCGE
TCCGETTGLG
ACCGGTTGLG
CCCTETTGCG

ATTTGTCGCT
ATTITGTCGCT
ATTTGTCGCT
ATTTGTCGCT
AGTTGTCGTT

GCGGTTGATA
GCGGTTGATA
GCGGTTGATA
GCGGTTGATA
GCTGTGGAGC

55

ACCCGGCCCG
ACCCGGCCCG
ACCCGGCCCG
ACCCGGALCCE
ACCTGGACCT

TGGTGCCGAA
TGETGCCGAA
TGGTGCCGAA
TAGTGCCTAA
COGATTCCTAA

ATGCCGAAGC
ATGCLCGAAGC
ATGCCGAAGC
TTCCCTAAAA
ATGCCTAAAC

GGGGGAAGCG
GGGGGAAGCG
GGGGGAAGCG
GAGTGAGGCC
TTCTGAGTCT

CGGATGATGA
CGGATGATGA
CGGATGATGA
CGGGAGATGA
CTAGCGATGA

AGTACTTTGA
AGTACTTITGA
AGTACTTTGA
AGTACGTTGA
AGTACGTTGA

TCATATGCTT
TCATATGCTT
TCATATGCTT
GCATATGCTT
ACATATGCTT

AGAGTGATTT
AGAGTGATTT
AGAGTGATTT
AGAGTGATTF
ATAGTGATTT

GTTTTGATAG
GTTTTGATAG
GTTTTGATAG
GTTTTAATTG
GTTTTGGTTG

ATGGGATGAA
ATGGGATGAA
ATGGGATGAA
ATGGGATGAG
TTGGGAACAG

CTCAATATGA
CTCAATATGA
CTCAATATGA
CGGAGAATAA
CTCCGGAAGA

AAGAGGLCGGE
AAGAGGCCGG
AAGAGGCCGE
AAGAGGCCGG
AAGAAGCLTG

GTTGAGGCGE
GTTGAGGCLG
GTTGAGGCGE
GTTGAGGCGG
ATTGGGTAGG

TEGGGCTCGG
TGGGGLTCGG
TEGGGLTCGG
TEEGECTTEG
TEGGEGLTELE

GGGATGCATG
GGGATGCATG
GGGATGCATG
GGGATGCATG
GGAATGCATG

GTIGCTTGLG
GTTGCTTGLG
GTTGCTTGLG
GTTGCTTGLG
GTTGTTGGCG

850
ATGTACCGAA
ATGTACCGAA
ATGTACCGAA
ATGTACCTAA
ATGTTCCTAA

900
CCGATGAGGET
CCGATGAGGT
CCGATGAGGT
CCTATTAGGT
GCTATGAGAT

950
TGGGCATTTG
TGGGCATTTG
TGGGCATTTG
TGGGCAGTTG
TTCTCATTTG

1000
TTTTGTATGT
TTTYGTATGT
TITIGTATGT
TTTTGTATGT
TGTTGTATGT

1050
TTTGTGGAGC
TTTGTGGAGC
TTTGTGGAGC
TTTGTGGAGC
TITGTTGAGC

1100
AGCGTACCCT
AGCGTACCCT
AGCGTACCCT
AGCGTACCCT
ATCTTATCCT

11590
GTACGGTTTA
GTACGGTTTA
GTACGGTTTA
GGACCGTTTA
GGACGGTGTA

1200
TITGGGGTGC
TTTGGGGTGC
TITGGGETGC
TTTGGGGTAA
TTTGGGGTGA
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1201

GGTTTGATGA
GGTTTGATGA
GGTTTGATGA
GGTTTGATGA
GGTTTGATGA

1251

AAGATTGTTC
AAGATTGTTC
AAGATTGTTC
AAGATTGTTC
AAGATTGTTC

1301

GCCTCATGTG
GCCTCATGTG
GCCTCATGTG
GCCTCATGTG
TCCTCATGTG

1351

ACAAGATTTT
ACAAGATTTT
ACAAGATTTT
ACAAGATTTT
ATAAGGTTCT

1401

TGGAGAAAGG
TGGAGAAAGG
TGGAGAAAGG
TGGAGGAAGE
TGGAGGAATG

1451

AACGTTTGGC
AACGTTTGGC
AACGTTTIGGC
AACATTTGGC
GACGTTTGGG

1501

AGTTAACGGG
AGTTAACGGG
AGTTAACGGG
AGTTAACGGG
AGTTGACTGA

1553

ATGTGGGCTG
ATGTGGECTG
ATGTGGGCTG
ATGTGGGCTG
ATGTGGGCGG
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TCCTGTGACG
TCGTGTGACG
TCGTGTGACG
CCGTGTGACG
TCGCGTCACG

ATATTGATAT
ATATTGATAT
ATATTGATAT
ATATTGATAT
ATATTGATAT

TCGATTTGETG
TCGATTTGTG
TCGATTTIGTG
TCGATTTGTG
TCTGTGTGTG

GGAGGAAAAG
GGAGGAAAAG
GGAGGAAAAG
GGAGGTAMAG
TGAGAACCGA

AATTGGATGA
AATTGGATGA
AATTGGATGA
AATTGGATGA
AGTTGAACGT

GAAGCGATTC
GAAGCGATTC

GAAGCGAT TC

GAAGCTATTC
GAAGCTATTC

CGGGAATGCA
CGGGAATGCA
CGGGAATGCA
TGGGAATGCG
TGGAAAAGCC

CTCAGTTTTA
CTCAGTTTTA
CTCAGTTTTA
CTCAGTTTTA
CGCAGTTCTA

56

GGGAAGCTTG
GGGAAGCT TG
GGGAAGCTTG
GGGAAGCTTG
GGTAAGCTTG

TGATCCTGCT
TGATCCTGCT
TGATCCTGCT
TGATTCTGCG
TGACTCTGCT

CTGATATTAA
GTGATATTAA
GTGATATTAA
GTGATATTAA
GTGATGTCAA

AATTCGGTGA
AATTCGGTGA
AATTCGGTGA
AATTCGGTGA
GCTGAGGAGC

ACAAAAAATG
ACAAALAATG
ACAAABAALTG
GCAAAAGGTT
ACAGAAACAG

CTCCACAGTA
CTCCACAGTA
CTCCACAGTA
CTCCGCAGTA
CTCCACAGTA

ATTATTAGCA
ATTATTAGCA
ATTATTAGCA
ATTATTAGCA
ATAATAAGTA

CAAATACAAC
CAAATACAAC
CAAATACAAC
CAAATACAAC
CAATTACAAG

AGGCGTTTGC
AGGCGETTTGC
AGGCGTTTIGC
AGGCTTTTIGC
AGGCTTTTGC

GAMATTGGGA
GAAATTGGGA
GAAATTGGGA
GAAATTGGGA
GAGATTGGGA

GGTCGCGTTA

GGTCGCGTTA
GGTCGCGTTA
GGTCGCGTTA
GCTGGCTTTG

CTAATCTTGA
CTAATCTTGA
CTAATCTTGA
CTAATCTTGA
TTAAGCTTGA

AAGTTCCCGT
AAGTTCCCGT

AAGTTCCCGT

AAGTATCCGT
AAGTTTCCGET

TGCTATTCAA
TGCTATTCAA
TGCTATTCAA
TGCCATTCAA
TGCGATTAAG

CCGGTGTCGG
CCGETGTCGG
CCOGTGTCGG
CTGGGGTCGGE
CTGGTGTCGG

AAACCTAGAC
ABACCTAGAC
ABACCTAGAC
AAGCCTAGAC
AAGCCAAGGC

1250
TAGTAGGGCE
TAGTAGGGCG
TAGTAGGGCG
TAGCAGAGCT
TAGTAGGGCT

1300
AGAATAAGCA
AGAATAAGCA
AGAATAAGCA
AGAATAAGCA
AGAATAAGAC

1350
CAGGGTTTGA
CAGGGTTTGA
CAGGGTTTGA
CAGGGTCTGA
CAAGGGATGA

1400
TTTTTCGACC
ITTTTCeACC
TTTTTCGACC
TTTCTCGAAC
TITTGGAGTT

1450
TGAGCTTTAA
TGAGCTTTAA
TGAGCTTTAA.
TGAGTTTTAA
TGAGCTTTAA

1500
GTTCTTGATG
GTTCTTGATG
GTTCTTGATG
GTGCTTGATG
GTCCITGATG

1550
GCAACATCAG
GTAACATCAG
GCAACATCAG
GCAGCATCAG
GCAACATCAA

) 1600
AATGGCTGAC
AATGGCTGAC
AATGGCTGAC
AATGGCTGAC
AGTGGCTATC



SEQ_ID_NO:__1
SEQ_ID_NO:__ 3
SEQ_ID_NO:_11
SEQ_ID_NO: -5
SEQ_ID.NO:_13

SEQ_ID_NO:__ 1
SEQ_ID_NO:___3
SEQ_ID_NO:_
SEQ_ID_NO:
SEQ_ID_NO:_

SEQ_ID_NO:__ 1
SEQ_ID_NG:
SEQ_ID_NO:_.
SEQ_ID_ND: __S5
SEQID_NQ:_13

SEQ ID_NO:__1
SEQ_ID_NO:__3
SEQ _ID.NO: il
SEQ.ID_NO: __5

AY124092

SEQ _ID_NO:__1
SEQ_ID_NO:__3
SEQ_ID_NO:_11
SEQ_ID_NO:__5
SEQ.ID_NO:_13

SEQ.ID_NO:__1
SEQ_ID_NO:.. 3
SEQ_IP_NO:_11
SEQ_ID_NO:_ 5

AY124092

SEQ TD_NO:__1
SEQ_ID_NO:___3
SEQ.ID_NO:_11
SEG.ID_NO: .5
SEQ_ID_NO:_13

SEQ.ID _NO: __1
SEQ_ID_NO:__3
SEQ_ID_NO:_11
SEQ_ID_NO:__5
SEQ_ID.NO:_13

ES 2380867 T3

1601
GTCG. . v v w
GTCG. v nv v
GTCGLGCGEG
GTCAGGTGGA
ATCAGGAGGC

1651

EGG&C&%%&&
CCGCTGTTGE
CGTCTGTTGE

1701

AGCTTTATGA
AGCTTTATAA
AGCTTTATAA

1751

TCCTGTTAAG
TCCAGTGAAG

1801

Wkt mke oA

L R

AGTGGGAGGA T
AGTGGGAGGA
AATGGGAAGA

AACCCGTCAA
AATCCGTCAA
GATCCGGCTC

1901

R I

AGCCTGTGAT
AGCGTGTGAT
AGCTTGCGGS

1951

PR SRR

---------

CAGCTATTCA
CAGCTATTCA

AAGCTATTCA

FIGURA 1
(Hoja 5 de 6)

@ f s a s v e s

CTAGGGGCAA
CTAGGGGCGA
CTTGGAGCTA

AAGACCTGAT
AAGACCTGAT
TAACCCTGAT

" A e Erry b

TGAATGTTCA
TGAACGTTCA
TGAATGTGCA

Em ke oo

AIElEA;IAL
ATTTTGTTAC
ATACTCTTAT

P IR

TCGGIEI!AC
TCRGTITEAC
TCGGTTCTAC

------ »en

AAGAGTCGGA
AAGAGTCTGA

- AGGAGGACGA

akersam o

UEE R ]

ATCCCGEETG ¢
ATCCCAGCTG
ATTCCAGCGG

A N N

vo a4 s

GAAGATGTTG
GAAGATGTTG
GACAATGCTG

57

TGGGIE!CGG
TGGGTTTTGG
TGEETTTTGG

e e

GCGGTAGTAG T
GCGGTAGTAG
GCAATAGTTG

AGAGTTAGCC
AGAGTTAGCC
AGAGCTGGCC

.....

IIAALAALLA
TTAACAATCA
TAAACAACCA

AAGGCGAATC
AAGGCGAATC
AAGGCTAACC

AATATTCCET
ASTATTCCCT
GATATTCCCG

.........

CTCGAGTGAC
CCCGAGTGAC
CGAGGGTGAC

Beaa oy e

-----

GATACACCCG
GATACACCGG
GATACACCAG

GTTGCCCGCT
ACTTCCTGCT

R

uuuuuu

TTGACATCGA
TTGATATCGA
TGGATATTGA

ACAATCCGTG
ACAATCCGTG
ACAATCCGTG

i g gy e ey i

GCATTTGEGT
GCATCTTGGL

TR NI R )

ke kN o

GGGCTCATAC
GGGUTCATAC
GAGCTCACAC

e % ka3 x

AACATGGTGA
AACATGTTGA

----------

GCTATCGGGG
GCTATCGGRLG
GCCATTGGAG

1700

CEE I}

.....

CGGTGACGGA
TGETGATGGA
CGGAGATGGA

----------

----------

--------

AIGEFGGFT
ATGGTGGETTC
ATGGIEATGC

1850

-----

R

CTACEEAGGA
CTACTTAGGA
ATTTCTCGGG

1900

L

e x e e

AGI?]GCTGA
AGTTTGCTGA

AACATGTTGC

LY

-----

CCAAAAGGCG
CCOLAAGGCA
ABAGAAAGCA

-----

GGCCTTACTT
GECCTTACTT
GACCTTACCT

TGTTTGCAGC
1950

m mAE kAN

A

GATCTACGAG
GATCTACGAG
GATCTCCGAG

2000

GTTGGATGTG
GTTGGATGTG
GTTGGATGTG



SEQ. ID_NO: 1
SEQ_ID_NO:__3
SEQID_NO: 11
SEQ.ID_NO:__

SEQ _ID _NO:_13

SEQ_ID_NO:__1
SEQ_TDb_NO:__3
SEQ_TD_NO:_.
SEQ_ID_NO:__5
SEQ_ID_NO:_13

SEQ.ID.NO:_. 1
SEQ ID.NO:__3
SEQ_ID_NO:
SEQ.ID _NO:__5
SEQ. ID_NO:_132

SEQ.ID _NO:
SEQ_ID_NG:
SEQ_ID_NO:
SEQ_ID _NO:

2001
ATTGTGCCGE
ATCGTECCCC
ATTTGTCCGC

2051

LR S R

TTTCTCGGAT
TTTCATGGAT
TTTCAACGAT

----------
-------
LI

CAATGTCACA

-------

AATGTTTTGT
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FIGURA 1
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ATCAAGAACA
ATCAAGAACA
ACCAAGAACA

GTGATCACCG
GTGATCACCG
GTCATAACGG

LR SR R
LI N RN

P A R ]

ATAGTGTGT

I T A Y

-----

e vuatawa

58

CGTGTTGCCE
TGTGTTECCC

TGTGTTGCCG

AGGGTGATGG
AAGGCGACGG
AAGGAGATGG

R AN
P N
DRI S R

TCTGTAAGCA

e oo omor xR

CGTTCCTGGT

Pt R RN ek

mmas sz

ATGATCCCGG

ATGATCCCGE
ATGATCCCGA

wopuomp R

CAGAACGAAA
CAGAATGAAA
CCGGATTAAA

TR I A B BRI

A R

------

2050

LRI

e raw o

CTEGCGGAGE
CTGETGGAGE
GTGGTGGCAC

2100

P

Fra s e e

TATTGA, . ..
TATTGAGCTT
TACTGA. ...

2150

AR BRI

PR N L

TATGAAGTTA

CEE U B BT

uuuuu



SEQ_ID.NOI__2
SEQ_ID_ND:__4
SEQ.ID.NO:. 12
SEQ_ID _NOI__6
SEQLIO.NG:__ 14

SEQ ID _NO:_ 2
SEQ_ID_ND:__ 4
SEQ.ID_NO:__ 12
SEQ_ID.NQ: 8
SEQ.ID_NQ:__ 14

SEQ ID.NO: 2
SEQLID. NO:_ 4
SEQ.ID_NO:.. 12
SEQ_ID_NOI__6
SEQ.ID_NG:__ 14

SEQ_ID_NO:__Z
SEQ_ID._NO: __4
SEQ _TD_ND:___12
SEQ_ID.NOI__D
SEQ_ID_ND:. 14

SEQ_TO_NOG:.__2
SEQ _ID_NO: __4
SEQ_TD _NO'___12
SEQ_ID._NO:__B

SEQ.ID_NU:. .14

SEQ_ID_NO:i__2
SEQ_ID_NO:__4
SEQ_TID._NO:. 12
SEQ XD . NO: b
SEQ ID._NO:. 14

SEQ ID _NO:__ 2
SEQ_ID_NO:__ 4
SEQLID.ND: 12
SEQ_ID_ND:__B
SEQ_ID_NO:. __14

SEQ_ID.NO:. .2
SEQ_ID_NO:,. 4
SEQIDLND: 12
SEQ.ITD_NO:_._ 6
SEQ _IO.NO:_ 14
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......

....... e

RLHISNVLSD
RLHISNVLLSD
RRGIKSS5P5

101

R e

DVLVEALERE
DVLVEAL ERE
DILVEALERQ

151

AEGYARASGL
AEGYARASGL
AEGYARASGL
AEGYARASGL

AEGYARSSGK

201

IGTDAFQETY
IGTDAFQETF
IGTOAFQETP
IGTDAFQETP

IGTRAFGETP

251

LIDVPRDIQQ
LIDVPKDIQQ
LIDVPKDIQQ
LIDVPRDICGQ
LVDVPKDIQQ

301

RPVLYVGGGL
RPVLYVGGGC
RPVLYVGGGL
RPVLYVGGEGEC
KEVLYVGGGED

351

MHGTVYANYA
MHGTVYANYA
MHETVYANYA
MHGTVYANYA
MHGTVYANY A

LR R S

PHTNPSITTK
SSSTSFRTKP

SKSTTTTTTT
SKPTITHS. .
SISAVLNTTT

ce e o FAYPG

«v .« FAYPG
GYTIDOVFAYPG
GVTDVFAYPG
GVETMFRAYPG

PGVCIATSGP
PGVCIATSGP
PGYCTATSGP
PQYCIATSGR

PGICIATSGP

IVEWTRSITK
IVEVTRSITK
IVEVTREITK
IVEVTREITK
IVEVTRSITK

QLVV PKWDEP
QLVVPRWDEP
QLYY PKWDEP
QLYV PKWDEP
QLAL PNWEQA

LNSDDELRRF
FNSDDELRRF
LNSDDELRRF
LNSGDELRRF
LNSSDELGRF

VDKSDLLLAF
VOKSDLLLAF
VOKSDLLLAF
VOKSDLLLAF
YEHSOLLLAF

59

..........

PPSPAAAL PP
PPS5....PP
SPSSSKSPLP

NVTTTPSPTK
.4
GTSMEIHOAL
GCASMEIHQAL
GASMEIHQAL
GASMELHQAL
GASMETHOAL

GATNLVSGLA
GATNLYSGLA
GATNLVSGLA

e e R et
WA LY DA

GATNLVSGLA

HNYLVLDVEDR
HNYLVLDVED
HNYLVLDVED
ANYLVLDVED

HNYLYMDVED

MRLPGYLSRM
MRLPGYLSRM
MRLPGYLSRM
IRLPGYL SRF
MRLPGYMSRM

VELTGIPYAS
VELTGIPVAS
VELTGIPVAS
VELTGIPVAS
VELTGIPVAS

GVRFDDRVTG
GYRFODRVTG
GVYRFDDRVTG
GVRFDDRVTS
GVYRFDDRVTG

..........

RSAFLPRFAL
RPTFLARFTE
ISRFSLPFSL

..........

PLPVGPFVSR
PLPTKIFISR
PTKPETFISR

TREFTIRNVL
TRESTIRNVL
TRSSTIRNVL
TRSTTIRNVL
TRESSIRNVL

DALLOSVPMY
DALLDSVPMY
DALLDSVPMV

P Al s EETEFIRRAN S
WM LS Y E Y

DALLDSVPLV

IPRIVREAEY
TPRIVREAFY
IPRIVREAFY
IPRIVREAFY
IPRIIEEAFF

PKPOQYDGHLE
PKPQYDGHLE
PKPQYDGHLE
PRTENNGOLE
PKFPPEDSHLE

TLMGLGAYPA
TLMGLGAYPA
TLMGLGAYPA
TLMGLGAYPA
TLMGLGSYPC

KLEAFASRAK
KLEAFASRAK
KLEAFASRAK
KLEAFASRAK
KLEAFASRAK

........ .y

PITSTTQKR
PITSTSHKRHE
NPNIKSESSSR

100

------ s

YAPDQPRKGA
EAPDOPRKGA

150
PRHEQGGVEA
PRUEQGGVFA
PRHEQGGVEA
PRHEQGGYFA
PRHEQGGVFA

200
AITGQVPRRM
AITGQVPRRM
ATTGQVPRRM

AITGRVPRRM

AITGQVPRRM

250
LASSGRPGPY
LASSGRPGPY
LASSGRPGPY
LASSGRPGPY
LATSGRPGPY

300
OIVRLVGEAK
QIVRLVGEAK
QIVRLVGEAK
GIVRLVSEAK
QIVRLISESK

350
SSDLSLHMLG
SSDLSLHMLG
SSOLSLEMLG
SSDLSLHMLG
DDELSLHMLG

400
IVHTIDIDPAE
TVHIDTIDPAE
IVHIDTIDPAE
IVHIDIDSAE
IVHIDIDSAE



SEQ_ID_NO:_ 2
SEQ_ID._NO:__4
SEQ _TID_NO:__12
SEQ . ID_NO:__b6
SEQ _ID_NO: 14

SEQID.NO:_2
SEQ_ID_NO:__4
SEQ.ID_NO:._.12
SEQ_ID_NO:__b
SEQ_ID_NO:__14

SEQ.ID.NO: __2
SEQ.ID_NC:__4
SEQ ID_NO:__12
SEQ_ID.NO:.__6
SEQ.LID.NO:.. .14

SEQ_ID_NO:_2
SEQ_ID_NO:__4
SEQ_ID_NO:_ 17
SEQ_ID_NO:__6
SEQ_ID_NO:__14

SEQ_ID._NO:__2
SEQ_TD NO:__4
SEQ ID.NO: 12
SEQ_ID.NO:_S

SEQ _ID.NO:__l4

SEQ_ID.NO:__2
SEQ._ID_NO:__4
SEQ_ID_NO:__12
SEQ_ID_NO:__b
SEQ.ID_NO:__14
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401

IGKNKQPHVS
IGKNKQPHVS
IGKNKQPHVS
IGKNKQPHVS
IGKNKTPHVS

451

FPLSFKTFGE
FPLSFKTFGE
FPLSFKTFGE
YPLSFKTFGE
FPLSFKTFGE

501

PRQWLTS...
PRQWLTYS. ..
PRQWLTSGGL
PROWLTSGGL
PRQWLSSGGL

551

..... EE R

TRVENLPVKT
IRVENLPVKI
IRVEQLPVKI

----------

..........

MVKFAEACDT
MLKEAEACDT

MLLFAAACGT

----------

IPAGGGFSDV
IPAGGGFMDV
IPSGGTFNDV

ICGDIKVALQ
ICGDIKVALQ
ICGDIKVALQ
ICGDIKVALQ
VCGDVKLALQ

AIPPQYAIQV
AIPPQYAIQV
AIPPQYALIQY
AIPPQYAIQV
AIPPQYAIKY

LR R R

GAMGFGLPAA
GAMG FGLPAR
GAMGFGLPAA

LLLNNGELGM
LLLNNQHLGM
LLLNNQHLGM

PAARYTREAD

PAARVTKKAD

ITEGDGRMKY
ITEGDGRIKY

60

GLNKILEEKN
GLNKILEEKN
GLNKILEEKN
GLNKILEVKN
GMNKVLENRA

LDELTGGNAL
LDELTGGNAT
LOELTGGNAT
LDELTGGNAT
LDELTDGKAL

IGAAVARPDA
IGAAVARPDA
IGASVANPDA

------- e ou

VVQWEDRFYK
VVGQWEDRFYK
VMQWEDRFYK

DR A A

-----

LRAAIQKMLD
LREAIQTMLD

671

SVTNLDFSTW
SVTNLDFSTW
SVYTNLDFSTW
SVTNLDFSNW
EELKLDFGVW

ISTGVGQHQM
ISTGVGQHAM
ISTGVGOHOM
ISTGVGOHOM
ISTGVGQHQM

-----

vvvDIDGDGS
IVVDIDGDGS

sessraenas
AMPAUTYLGN

ANRAHTYLGN
ANRAHTFLGD

----------

..........

TPGPYLLDVI
TPGPYLLEYL
TPGPYLLDVI

450
RKELDEQKMK
RKELDEQKMK
RKELDEQKMK
RKELDEQKVK
RNELNVQKQK

500
WAAQFYKYNK
WAAQFYRKYNK
WAAQFYKYNK
WAAQFYKYNK
WAAQFYNYKK

R L

FMMNVQELAT
FIMNVQELAT
FIMNVQELAT

...... e

PSKESEIFPN

folihes 3wl

PSKESEIFPN
PAQEDEIFPN

VPHQEHVLPH
VPHQEHVLPH
CPHQEHVLPM
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FIGURA 5

IMISUN-|
(AZ05V)
imazapic 100 g p.a./ha
Ky

I

54897
(AI22Ty
Imazapic 100 g p.a/ha
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FIGURA 6

14 DDT imazamox 200/150 g p.a./ha

Control distinto de
Clearfield
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FIGURA 7

Porcentaje del control

Figura 1. Inhibicion de la AHAS por Raptor para una variedad distinta
de Clearfield, la variedad Clearfield y S4897
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FIGURA 8

Porcentaje del control

Figura 2. Inhibicién de la AHAS por Glean para una variedad distinta
de Clearfield, la variedad Clearfield y S4897
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FIGURA 9

Altura como porcentaje de las plantas de control

120

Efecto de la aplicacioén foliar de imazapir sobre la altura de las

plantas a los 14 dias después del tratamiento
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dosis de herbicida
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FIGURA 10

Pl

Efecto de la dosis de imazapic sobre el indice de fitotoxicidad (Pl) en plantas de girasol
a los 14 dias después del tratamiento

16
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FIGURA 11

Peso seco como porcentaje de

las plantas de control

Efecto de la aplicacién foliar de una dosis de imazapir
en la acumulacién de biomasa en girasol a los 14 dias

después del tratamiento
120

0 H
—m—- A122T B
20 1= —m— A205V
0 . : : . .
0.0 1,0 2,0 3.0 4,0 50 6,0 7.0

dosis de herbicida
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FIGURA 12

Peso seco de raices como

Efecto de la dosis de imazapic en la acumulacién de biomasa

de raices de plantas de girasol 14 dias después del tratamiento
120
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