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1. CAMPO DE LA INVENCiÓN 

[0001] La presente invención se refiere a la producción de una planta no 

transgénica resistente o tolerante a un herbicida de la familia de la 

fosfonometilglicina. por ejemplo. glifosato. La presente invención también se 

refiere al uso de una oligonucleobase recombinagénica para que se realice una 

mutación deseada en las secuencias cromosómicas o episómicas de una 
planta en el gen codificante con respecto a una 5-enol piruvil-shikimato-3-
fosfato síntasa (EPSPS). La proteína mutada. Que mantiene sustancialmente la 
actividad catalítica de la proteína de tipo salvaje, permite una mayor resistencia 

o tolerancia de la pJanta frente a un herbicida de la familia de la 

fosfonometilglicina. y permite el crecimiento o desarrollo sustancialmente 

normales de la planta. de sus órganos. tejidos o células en comparación con la 

planta de tipo salvaje independientemente de la presencia o ausencIa del 
herbicida. La presente invención también se refiere a una célula vegetal no 

transgénica en la que ha mutado el gen EPSPS. una planta no transgénica 

regenerada a partir de ahí. asi como una planta obtenida mediante un cruce 

utilizando una planta regenerada no transgénica con un gen EPSPS mutado. 

2. ANTECEDENTES DE lA INVENCiÓN 

2.1 HERBiCiDAS DE FOSFONOMETHILGLlCINA 

r0002] Las plantas tolerantes al herbicida pueden reducir la necesidad de 

trabajar el suelo para controJar las malas hierbas reduciendo así eficazmente la 

erosión del suelo. Un herbicida objeto de mucha investigación a este respecto 

es la N.fosfonometilglicina. comúnmente denominada glifosato. El glifosato 
inhibe la via ácida shiquimica que conduce a la biosíntesis de compuestos 

aromáticos incluyendo aminoacidos, hormonas y vitaminas. Especificamente. 
el glifosato frena la conversión de ácido fosfoenolpirúvico (PEP) y ácido 3-
fosfoshiquimico en ácido 5-enolpiruvil-3-fosfoshiquimico por la inhibición del 

enzimático 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (a partir de ahora 

denominado sintasa EPSP o EPSPS). Para los objetivos de la presente 

invención, el término "glifosato" incluye cualquier forma eficaz herbicida mente 

de la N-fosfonometilgticina (incluyendo cualquier derivado de sal, otras formas 
con las que se obtiene la producción del ión glifosato en plantas y cualesquiera 
otras herbicidas de la familia de la fosfonometliglicina. 

---_._----~_._--_._-----
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[0003J La tolerancia de las plantas al glifosato puede aumentar con la 

introducción de un gen mutante EPSPS que tiene una alteración en la 
secuencia codiflcante de los aminoácidos EPSPS en el gen ama de la planta. 
Ejemplos de algunas de las mutaciones en el gen EPSPS para inducir la 

tolerancia al 9lif05ato se describen en las siguientes patentes: patente EEUU 

n°, 5.310,667: patente EEUU n°. 5,866.775; patente EEUU n°. 5,312,910; 
patente EEUU n°. 5.145,783. Estas mutaciones propuestas habitualmente 
tienen un valor k; más alto para el glifosato que la enzima EPSPS de tipo 
salvaje que confiere el fenotipo tolerante al glifosato. pero éstas variantes 
también se caracterizan por un Km alto de PEP con el que la enzima 

cinética mente se vuelve menos eficiente. (Kishore et al .. 1988. Ann. Rev. 
Biochem. 57:627-663; SchuJz et Al .. 1984, Arch. Microbio/. 137: 121-123; Sost 

et Al.. 1984. FEBS.lett 173: 238-241; Kishore et al.. 1986. Fed.Proc. 45: 1506; 
Sost y Arnrhein. 1990, Arch.Biochem. Biophys. 282: 433-436.) Muchas 
mutaciones del gen EPSPS son elegidas con el fin de producir una enzima 
EPSP que sea resistente a herbicidas, pero desafortunadamente, la enzima 
EPSPS que produce el gen EPSPS mutado tiene una actividad enzímática 

significativamente inferior al EPSPS de tipo salvaje. Por ejemplo. el Km 
aparente de PEP y el K¡ aparente de glifosato para el EPSPS de tipo salvaje de 

Ecoli son de 10 ~M Y 0.5 IJM. mientras que para un aislado tolerante al 
glifosato que tiene una sola sustitución de aminoácidos de alanina con respecto 

a la glicina en posición 96. estos valores son de 220 IJM Y 4.0 mM. 
respectivamente. Un numero de genes EPSPS tolerantes al glifosato se han 

construido por mutagénesis. De nuevo. el EPSPS tolerante al glifosato 

presentaba una eficiencia catalítica inferior (Vmalf IKm). como lo mostraba un 

incremento en el Km de PEP, Y una ligera reducción del V max de la enzima 
vegetal de tipo salvaje (Kishore et al., 1988, Ann.Rev. Biochem. 57:627-663). 
[0004) Como las constantes cinéticas de las enzimas variantes se deterioran 
con respecto al PEP, se han propuesto unos niveles altos de sobreproducción 

de la enzima variante, de 40 a 80 veces más. que serán necesarios para 

mantener una actividad catalftica normal en plantas en presencia de glifosato 
(Kishore et al.. 1988, Ann.Rev. Biochem. 57:627-663). Se ha demostrado que 
se pueden producir plantas tolerantes al glifosato por inserción en el genoma 
de la planta de la capacidad para producir un nivel más alto de EPSP sintasa 

---------- -~ -
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en el cloroplasto de la céfula (Shah et al., 1986. Science 233. 478-481), cuya 

enzima es preferiblemente tolerante al glifosato (Kishore et a/.. 1988, Ann. Rev. 

Biochem. 57:627-663). 

[0005] la introducción de fos genes EPSPS mutantes exógenos en plantas 

está bien documentada. Por ejemplo, según la patente EEUU n°. 4.545.060, 

para incrementar la resistencia de una planta al glifosato. un gen codificante 

para una variante EPSP que tiene al menos una mutación que hace que la 

enzima sea más resistente a su inhibidor competitivo. es decir, glifosato, es 

introducido en el genoma de la planta. No obstante. se asocian muchas 

complicaciones y problemas con estos ejemplos. Muchas de dichas 

mutaciones producen una expresión baja del producto genético EPSPS mutado 

o produce un producto genético EPSPS con una actividad enzimatica 

significativamente inferior en comparación con el tipo salvaje. La expresión baja 

o actividad enzimática baja de la enzima mutada produce niveles 

anormalmente bajos de crecimiento y de desarrollo de la planta. 

[0006) Mientras Que estas varíantes en las EPSP sintasas han demostrado ser 

útiles en la obtendón de plantas transgénicas tolerantes al glifosato. sería 

mucho más beneficioso obtener una variante de producto genético EPSPS 

altamente tolerante al glifosato pero que siga eficiente cinéticamente para que 

la tolerancia mejorada pueda ser obtenida con un nivel de expresión de tipo 
salvaje. 

2.2 OUGONUCLEOBASES RECOMBINAGÉNICAS 

[0007] Las oJigonucleobases recombinagénicas y su uso para efectuar cambios 

genéticos en células eucarióticas se describen en la patente estadounidense 

n°. 5.565,350 de Kmiec (Kmiec 1). Kmíec I enseña un método para la 

introducción de alteraciones genéticas especificas en un gen objetivo. Kmiec I 

divulga. entre otras cosas. oligonucleobases recombinagénicas que tienen dos 

cadenas, en las que la primera cadena contiene dos segmentos de al menos 8 

nucJe6tidos de tipo ARN que son separados por un tercer segmento desde 4 

hasta aproximadamente 50 nucle6tidos de tipo ADN. llamado "segmento de 

ADN interpuesto. ti Los nuc/eótidos de la primera cadena en apareamiento de 

bases de nucleótidos de tipo ADN de una segunda cadena. Las primeras y 

segundas cadenas son enlazadas adicionalmente por un segmento de 

nucleótidos monocatenario de modo que las primera y segunda cadenas son 
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partes de una única cadena oligonucleótida. Kmiec I enseña además un 

método para la introducción de alteraciones genéticas específicas en un gen 
objetivo. Según Kmiec l. las secuencias de los segmentos RNA son 
seleccionadas para ser homólogas, es decir. idénticas, a la secuencia de un 

primer y de un segundo fragmento del gen objetivo. La secuencia del segmento 

interpuesto de AON es homóloga a la secuencia del gen objetivo entre el 
primer y el segundo fragmento excepto para una región de diferencia. llamada 
"region heleróloga." la región heteróloga puede efectuar una inserción o 
deleción. o puede contener una o más bases que no coinciden con la 

secuencia del gen objetivo con el fin de efectuar una sustitución. Según Kmiec 

" la secuencia del gen objetivo es alterada en forma dirigida por la región 
heteróloga, de manera que el gen objetivo se vuelve homólogo con la 

secuencia de la oligonucleobase recombinagénica. Kmiec , enseña 

específicamente que los nucle6tidos que contienen ribosa y 2'·O-metilribosa, es 
decir 2'-metoxiribosa, pueden ser usados en las oligonucleobases 

recombínagénicas y nucle6tidos que contienen deoxlribosa de origen natural. 
pueden ser utilizados como nucleófidos de tipo AON. 

(0008] La patente EEUU nC
• 5.731. 181 para Kmiec (Kmiec 11) divulga 

especificamente el uso de oligonucleobases recombinagénicas para efectuar 
cambios genéticos en células vegetales y divulga otros ejemplos de análogos y 

derivados de nucleótidos tipo ARN y tipo AON que se pueden utilizar para 

efectuar cambios genéticos en genes de objetivo especfficos. Otras patentes 

que discuten el uso de oligonucleobases recombinagénicas incluyen: patentes 

EEUU nO 5,756.325. 5,871.984. 5.760,012. 5,888.983. 5,795.972. 5. 780.296. 
5,945,339. 6,004,804; Y 6,010,907 Y en patente Internacional nO 

PCT/USOO/23457; y en la Publicación Internacional de patentes nO WO 
98/49350; WO 99/07865: WO 99/58723; WO 99/58702: y WO 99/40789. Las 

Oligonucleobases recombinagénicas incluyen oligonucleótidos dúplex 

mezclados. moléculas sin contenido de nucleótidos mostradas en Kmiec 11 y 

otras moléculas que aparecen en las patentes y publicaciones de patentes 

mencionadas más arriba. 

(0009J La citación o identificación de cualquier referencia en La Sección 2, o 

cualquier sección de esta solicitud no debe ser interpretada como una admisión 
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de que tal referencia está disponible como técnica anterior a la presente 

invención. 

3. RESUMEN DE LA INVENCION 

[0010J la presente invención se dirige a un método para producir una planta no 

transgénica o célula vegetal que tiene una o más mutaciones en el gen 

EPSPS, la cual planta ha incrementado resistencia o tolerancia a un elemento 

de la familia de la fosfonometilglicina y que presenta un crecimiento o 

desarrollo sustancialmente normal de la planta. de sus órganos. tejidos o 

células, en comparación con la planta o célula de tipo salvaje correspondiente. 

La presente invención también se dirige a un método para producir una planta 

no transgénica que tiene una mutación en el gen EPSPS. la cual planta es 

resistente o tiene una tolerancia incrementada a un elemento de la familia de la 

fosfonometilg/icina, por ejemplo, glifosato, donde fa proteína EPSPS mulada 

posee sustancialmente la misma actividad catalítica en comparación con la 

proteína EPSPS de tipo salvaje. 

[00111 la presente invención también se dirige a un método para producir una 

planta no transgénica que tiene un gen EPSPS mutado que mantiene 

sustancialmente la actividad catalítica de la protelna de tipo salvaje 

independientemente de la presencia o ausencia de un herbicida de la familia de 

la fosfonometifglicina. El método comprende /a introducción de una célula 

vegetal en una oligonucleobase recombinagénica con una mutación especifica 

en el gen EPSPS y la identificación de una célula, semilla, o planta que posee 

un gen EPSPS mutado. 

{00121 Ejemplos ilustrativos de una oligonucleobase recombinagénica se 

encuentran en las siguientes publicaciones de patente, que se incorporan aqui 

en su integridad como referencia: en las patentes estadounidenses nO 

5.565.350, 5,756,325.5,871.984, 5.760.012, 5,731,181, 5,888,983. 5,795,972. 

5. 780.296, 5,945.339, 6,004,804; Y 6,010,907 Y en la patente internacional 

nO.PCT/US00I23457; y en la publicación de patente internacional nO WO 

98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723: WO 99/58702; y WO 99/40789. 

(0013] la planta puede ser de cualquier especie de planta dicotiledónea. 

monocotiledónea o gimnosperma, incluyendo cualquier especie de planta 

leñosa que crece como un árbol o arbusto, cualquier especie herbácea, o 

cualquier especie que produzca frutas comestibles, semillas o verduras. o 
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cualquier especie que produzca flores coloridas o aromáticas. Por ejemplo, la 

planta puede ser seleccionada a partir de una especie de planta del grupo que 

consiste en canola, girasol, tabaco, remolacha azucarera, algodón, maíz, trigo. 

cebada, arroz, sorgo. tomate, mango. melocotón, manzana, pera, fresa, 

plátano. melón, patata. zanahoria. lechuga. cebolla, especies de soja, azúcar 

de caña, guisante, habas, álamo, uva, cltrico. alfalfa, centeno, avena. césped y 

forraje, lino, colza. pepino. manto de cielo, bálsamo, pimienta, berenjena, 

caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, tulipán, iris. tirio, y plantas que 

producen frutos de cáscara ya que no están mencionados especificamente. 

[0014] La oligonucleobase recombinagénica puede ser introducida en una 

célula vegetal usando cualquier método usado habitualmente en la técnica, 

incluyendo pero sin limitarse a estos, microsoportes (entrega bíoUstica), 

microfibras, electroporación, micro;nyección. 

[0015] También se divulga un método para controlar selectivamente las malas 

hierbas en un campo, el campo comprendiendo plantas con las alteraciones del 

gen EPSPS y malas hierbas descritas, el método comprendiendo fa aplicación 

de un herbicida al campo en el que dichas plantas se han vuelto resistentes. 

[0016) También se divulgan nuevas mutaciones en el gen EPSPS que 

confieren resistencia o tolerancia a un elemento de la familia de la 

fosfonometilglicina, por ejemplo, glifosato. a una planta o donde el EPSPS 

mutado tiene sustancialmente fa misma actividad enzimática en comparación 

con el EPSPS de tipo salvaje. 

3.1 DEFINICIONES 

(0017) La invención debe ser entendida conforme a las siguientes definiciones. 

[0018) Una oligonucleobase es un polimero de nucleobases, el cual potimero 

puede hibridarse por apareamiento de bases de Watson-Crick a un AON que 

posee la secuencia complementaria. 

[0019) Las nucleobases comprenden una base, que es una purina, pirimidina, o 

un derivado o analogo de ésta. Las nucleobases incluyen nucleobases de 

péptidos. fas subunidades de ácidos nucfeicos de péptidos, y nucfeobases de 

moñolina además de nucleósidos y nucleótidos. Los nucleósidos son 

nucJeobases que contienen una fracción de pentosefuranosil, por ejemplo. una 

ribosida o 2'-deoxiribosida opcionalmente sustituida. Los nucleósidos pueden 

ser enlazados por una de las varias fracciones de enlace. que pueden o no 
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contener un fósforo. Los nucleósidos que son enlazados por medio de enlaces 

de fosfodiéster insustituibles son llamados nucleótidos. 

[0020} Una cadena de oligonucfeobase tiene un terminal 5' y 3' único, que son 

las nucleobases definitivas del polímero. Una cadena particular de 

oligonucleobase puede contener nucleobases de todo tipo. Un compuesto de 

oligonucleobase es un compuesto que comprende una o más cadenas de 

oligonucleobase que son complementarias e hibridizadas por el apareamiento 

de bases de Watson-Crick. Las nucleobases son del tipo deoxiribo o tipo ribo. 

las nucleobases de tipo ribo son nuc/eobases con un contenido de 

pentosefuranosil donde el carbono 2' es un metí/eno sustituido con un hidróxílo, 

alquiloxi o halógeno. Las nucleobases del tipo deoxiribo son nucleobases 

distintas a las nucleobases tipo ribo e incluyen todas fas nucleobases que no 

contienen una fracción de pentosefuranosil. 

(0021J Una cadena oligonucleobase incluye genéricamente ambas cadenas de 

oligonucleobase y segmentos o regiones de cadenas de olígonucleobase. Una 

cadena de oligonucfeobase tiene un extremo 3' y un extremo 5'. Cuando una 

cadena oligonucleobase es coextensiva con una cadena, los extremos 3' y S' 

de la cadena también son terminales 3' y S' de la cadena. 

[00221 Según la presente invención. el crecimiento sustancialmente normal de 

una planta. órgano de planta, tejido vegetal o célula vegetal se define como un 

índice de crecimiento o nivel de división celular de la planta. órgano de planta, 

tejido vegetal, o célula vegetal que es de al menos 35%, al menos 50%. al 

menos 60%, o al menos 75% del indice de crecimiento o nivel de división 

celular en una planta, órgano de planta, tejido vegetal o célula vegetal 

correspondiente que expresa la proteína EPSPS de tipo salvaje. 

[0023] Según la presente invención, el desarrollo sustancialmente normal de 

una planta. órgano de planta. tejido vegetal o célula vegetal está definido como 

la incidencia de uno o más eventos de desarrollo en la planta, órgano vegetal. 

tejido vegetal o célula vegetal que son sustancialmente los mismos que los que 

se producen en una planta. órgano vegetal. tejido vegetal o célula vegetal 

correspondiente expresando la protefna de tipo salvaje EPSPS. 

[0024J Según la presente invención los órganos de la planta incluyen, pero no 

se limitan a éstos. hojas. tallos. ralees, yemas vegetativas, yemas florales, 

meristemas, embriones, cotiledones, endospermo. sépalos, pétalos, pistilos. 
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carpelos, estambres, anteras, microsporas. poten. tubos de polen. óvulos. 

ovarios y frutos, o secciones. rodajas o discos tomados de éstos. Los tejidos 

vegetales incluyen, pero no se limitan a éstos. tejidos canosos, tejidos térreos. 

tejidos vasculares, tejidos de almacenamiento. tejidos meristemáticos, tejidos 

de hojas, tejidos de vástago, tejidos de raíz. tejidos biliares. tejidos tumorales 

vegetales, y tejidos reproductivos. las células vegetales incluyen, pero no se 

limitan a éstas, células aisladas con membranas celulares, agregados de varios 

tamaños de éstas, y protopJastos. 

(0025] Las plantas son sustancialmente "tolerantes" al glifosato cuando son 

sometidas a éste y proveen una curva de dosis/respuesta que es desplazada 

hacia fa derecha cuando se compara con la curva provista por plantas de tipo 

no tolerantes sometidas de forma similar. Tales curvas de dosis/respuesta 

presentan fa indicación "dosis" indicada sobre el eje X y las indicaciones 

tlporcentaje de muerte" "efecto de herbicidas", etc., indicadas sobre el eje Y. 

Las plantas tolerantes requerirán más herbicida que las plantas de tipo no 

tolerante con el fin de producir un efecto de herbicida determinado. Las plantas 

que son sustancialmente "resistentes" al glifosato. exhiben pocas o ninguna 

lesión necrótica. fitica, e/orótica. u otras. cuando son expuestas al 91ifosato en 

concentraciones e indices empleados tipicamente por la comunidad 

agroquimica para eliminar las malas hierbas en el campo. Las plantas que son 

resistentes a un herbicida también son tolerantes al herbicida. Los términos 

"resistente" y "tolerante" deben entenderse como "tolerante ylo resistente" en el 

contexto de la presente solicitud. 

4. BREVE DESCRIPCiÓN DE LAS FIGURAS 

[0026) 

La Fig. 1A es la secuencia de AON del gen EPSPS Arabidopf:is fhaliana 

(SEC ID NO: 1). Los residuos de nucleótidos subrayados en negrita son 

los residuos especificas. 

La Fig. 1B es la secuencia de aminoácidos de Arabidopsis fhélliana de la 

proteína EPSPS (SEC ID NO:2). los residuos de amínoácidos 

subrayados en negrita son los residuos específicos. 

La Fig. 2 es una lista del tipo salvaje de Arabidopsis thaliana y de 

nucle6tido EPSPS mutante y de aminoácidos en la región de la posición 

173 a 183; secuencia de nucleótidos de tipo salvaje (SEC ID NO:1) y 

ES 2 401 721 T3

 

9



secuencia de aminoácidos de tipo salvaje (SEC ID NO:2). secuencia de 

nucleólidos Afn mutantes (SEC ID NO:3) y secuencia de aminoácidos 

(SEC ID NO:4); secuencia de nucfeótídos mutantes 1178 (SEC ID NO:5) y 
secuencia de aminoácidos (SEC ID NO:6); secuencia de nucleótidos 

mutantes A,n 1118 (SEC ID NO:7) y secuencia de aminoácidos (SEC ID 

NO:8); secuencia de nucreótidos mutantes 1118 S182 (SEC ID nO: 9) y 
secuencia de aminoácidos (SEC ID NO: 10); secuencia de nucleótidos 

mutantes A,n 8 182 (SEC ID NO:11) y secuencia de aminoácidos (8EC 

ID NO:12); secuencia de nucle6tidos mutantes A177 1.78 SUI? (SEC ID 

NO:13) y secuencia de aminoácidos (SEC ID nO: 14); secuencia de 

nucle6tidos mutantes V,n 8 182 (SEC ID NO:15) y secuencia de 

aminoácidos (SEC ID nO: 16); secuencia de nucle6tidos mutantes LU8 

5'82 (SEC ID nO; 17) y secuencia de aminoácidos (SEC ID nO: 18); 

secuencia de nucleótidos mutantes A1n V118 (5EC ID NO:19) y 

secuencia de aminoácidos (SEC ID NO:20); secuencia de nucleótidos 

mutantes A1n L
'
82 (SEC ID NO:21) y secuencia de aminoácidos (SEC ID 

NO:22) 

La Fig. 3A-C es una alineación del AON del gen EPSPS de Arabidopsis 

Tha/iana realizada por ONAStar (LaserGene), (SEC ID NO:1) con las 

secuencias de nucleótidos de Brassica napus (SEC ID NO:23); Petunia 

Hybrida (SEC ID NO:24); y gen EPSPS de Zea Mays (SEC ID NO:25). 

Las secuencias se afinean utilizando el método J. Hein con una tabla de 

peso de residuos ponderados. 

La Fig. 4 es una alineación de la secuencia EPSPS de aminoácidos de 

Arabidopsis Thaliana (SEC ID NO:2) con las secuencias EPSPS de 

aminoácidos de Brassica napus (SEC ID NO:26); petunia hibrida (SEC 

ID NO:27); y Zea Mays (SEC ID NO:28). las secuencias se alinean 

utilizando el método J.Hein con una tabla de peso de residuos 

ponderados. 

la Fig. 5 es una lista de los cebadores de mutagénesis utilizados, con 

los codones de objetivo en caracteres en negrita (cebador mutante A177 

(SEC ID NO:29); cebador mutante ' ,78 (SEC ID NO:30); cebador mutante 

A l 77 h78 (SEC ID NO:31); cebador mutante 1178 S'82 (SEC ID NO:32); 

cebador mutante A,n 5 182 (SEC ID NO:34); cebador mutante A177 ',78 
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S'82 (SEC ID NO:35); cebador mutante Vf77 St82 (SEC ID NO:35); 

cebador mutante l176 S182 (SEC ID NO:36); cebador mutante A,n V178 

(SEC ID NO:37); y cebador mutante AH7 L182 (SEC ID NO:38). 

La Fig. 6 es el crecimiento medido por densidad óptica a 600 nm de 

clones de Arabidopsis en presencia (+) y ausencia (-) de 17 mM de 

glifosato. 

la Fig. 7 (panel superior) es una transferencia Westem que muestra la 

expresión de Bacillus de histidina marcada. Arabidopsis de tipo 

safvaje(WT) y proteinas EPSPS (AS) mutantes aisladas de lisados el) y 

eluatos (E) de células. La Salmonella no transformada como control 

negativo no muestra ninguna expresión EPSPS. El panel inferior es un 

gel duplicado teñido en plata. 

5. DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCiÓN 

[0027) la presente invención se dirige a un método de producción de una 

planta o célula vegetal no transgénica que tiene una mutación en el gen 

EPSPS, la cual planta tiene una resistencia o tolerancia incrementada con 

respecto a un elemento de la familia de la fosfonometilglicina y la cual planta 

exhibe un crecimiento o desarrollo sustancialmente normal de la planta, de sus 

órganos, tejidos o células. en comparación con la planta o célula de tipo salvaje 

correspondiente. la presente invención también se dirige a una planta no 

transgénica que tiene una mutación en el gen EPSPS, la cual planta es 

resistente o tiene una tolerancia incrementada a un elemento de la familia de la 

fosfonometilglicina, por ejemplo, glifosato, donde la proteína EPSPS mutada 

tiene sustancialmente la misma actividad catalítica en comparación con la 

protefna EPSPS de tipo salvaje. 

[0028] la presente invención se dirige también a un método para la producción 

de una planta no transgénica que posee un gen EPSPS mutado que mantiene 

sustancialmente la actividad catalltica de la proteína de tipo salvaje sin tener en 

cuenta la presencia o ausencia de un herbicida de la familia de la 

fosfonometilglicina. El método comprende fa introducción en una célula vegetal 

de una oligonucleobase recombinagénica con una mutación especifica en el 

gen EPSPS y la identificación de una célula, semilla, o planta que tiene un gen 

EPSPS mutado. 
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(0029] Ejemplos ilustrativos de una oligonucleobase recombinagénica se 

encuentran en las siguientes publicaciones de patentes estadounidenses nO 

5,565,350; 5,756.325; 5,871,984; 5,760,012; 5.731,181; 5,888,983; 5,795.972: 

S, 780,296; 5,945.339: 6. 004,804; Y 6,010,907 Y en la patente Internacional 

nO.PCTlUSOO/23457: y en la publicación internacional de patentes nO WO 

98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702; y WO 99/40789. 

[00301 La planta puede ser cualquier especie de plantas dicotiledóneas, 

monocotiledóneas o gimnospermas incluyendo cualquier especie de planta 

leñosa que crece como un árbol o arbusto, cualquier especie herbácea, o 

cualquier especie que produzca frutos comestibles, semillas o verduras, o 

cualquier especie que produzca flores coloridas o aromáticas. Por ejemplo, la 

planta puede ser seleccionada a partir de una especie de planta del grupo que 

consiste en canola, girasol, tabaco, remolacha azucarera, algodón, mafz, trigo, 

cebada. arroz, sorgo, tomate, mango, melocotón, manzana. pera, fresa, 

plátano, melón, patata, zanahoria, lechuga, cebolla, especies de soja. azúcar 

de caña, guisante, habas, álamo, uva, cítrico alfalfa. centeno, avena, hierbas 

de turba y forraje. fino. colza oleaginosa. pepino, manto de cielo. bálsamo, 

pimienta. berenjena, caléndula, loto. repollo, margarita, clavel, tulipán, iris, lirio, 

y plantas que producen frutos de cáscara ya que no están mencionadas 

específicamente. 

[0031] La oligonucleobase recombinagénica puede ser introducida en una 

célula vegetal usando cualquier método usado habitualmente en la técnica. 

incluyendo pero sin limitarse a éstos, microsoportes (entrega bioHstica), 

microfibras, electroporación, mícroinyección. 

[0032] Se divulga un método para controlar selectivamente las malas hierbas 

en un campo. el campo comprendiendo plantas con las alteraciones de gen 

EPSPS y malas hierbas divulgadas, el método comprendiendo la aplicación al 

campo de una herbicida con respecto al cual dichas plantas se han vuelto 
resistentes. 

[0033] Además se divulgan nuevas mutaciones en el gen EPSPS que confiere 

resistencia o tolerancia a un elemento de la familia de la fosfonometilglicina. 

por ejemplo. glifosato, a una planta o donde el EPSPS mutado tiene 

sustancialmente la misma actividad enzimática en comparación con el EPSPS 
de tipo salvaje. 
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5.1 OUGONUClEOBASE RECOMBINAGtNICA 

[0034} la invención puede ser practicada con oJigonucleobases 

recombinagénicas que tienen las conformaciones y composiciones químicas 

descritas en la patente estadounidense n° 5.565.350 para Kmiec (Kmiec 1) yel 

gen de la patente estadounidense n(J 5,731.181 (Kmiec ti). Kmiec I enseña un 

método de introducción de alteraciones genéticas especificas en un gen 

objetivo. las oligonucleobases recombinagénicas en Kmiec I ylo Kmiec 11 

contienen dos cadenas complementarias. de las cuales una contiene al menos 
un segmento de nucleótidos de tipo ARN (un "segmento de ARNft

) que son 

bases apareadas con nucleótidos de tipo AON de la otra cadena. 

(0035J Kmiec " divulga que los no nucleótidos que contienen una base de 

purina y pirimidina pueden ser sustituidos por nucleótidos. Las patentes 

estadounidenses nO 5,756.325: 5.871.984; 5.760.012; 5,888.983; 5.795.972; 5, 

780.296; 5,945.339: 6.004,804; y 6,010.907 Y la patente internacional nO 
PCT/US00I23457; y las publicaciones de patentes internacionales nO WO 

98149350; WO 99/07865: WO 99/58723: WO 99/58702; y WO 99/40789, 

divulgan moléculas recombinagénicas adicionales que pueden ser utilizadas en 

la presente invención. Los términos "oligonucleobase recombinagénica" se 

utiliza aqul para indicar las moléculas que se pueden utilizar en los métodos de 

la presente invención e incluyen oligonucleótidos dúplex mezclados, 

conteniendo moléculas no n ucleót idos divulgados en Kmiec ". 

oligodeoxinucleótidos monocatenarios y otras moléculas recombinagénicas que 

se divulgan en las patentes y publicaciones de patentes citadas más arriba. 

[00361 la oJigonucleobase recombinagénica es un oligonucleótido doble 

mezclado en el que los nucleóüdos de tipo ARN de los oligonucleótidos dúplex 

mezclados son producidos resistentes a la ribonucleasa por sustitución del 2'-

hidroxil con una función de fluoro, cloro o bromo o por aplicación de un 

sustituyente en el 2'-0. Sustituyentes adecuados incluyen los sustituyentes 

divulgados por Kmiec 11, Sustituyentes alternativos incluyen los sustituyentes 

expuestos en la patente estadounidense n(J. 5,334.711 (Sproat) y los 

sustituyentes expuestos por las publicaciones de patente EP 629 387 Y EP 679 

657 (colectivamente, solicitudes Martin). Como se utiliza aquí. un derivado de 

2'-fluoro. cloro o bromo de un ribonucleótido o un ribonucleátido que tiene un 2'-

OH sustituido con un sustituyente descrito en fas solicitudes Martín o Sproat es 
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llamado "ribonucleólido 2'-sustituido." Como se utiliza aqui, el término 

"nucleótido de tipo ARN" define un 2'·hidroxil o nucleótido 2'-sustituido que se 
enlaza con otros nucleótidos de un oligonucleótido doble mezcfado por un 
enlace de fosfodiéster no sustituido o cualquiera de los enlaces no naturales 

expuestos por Kmiec I o Kmiec 11. 

{0037] la oligonucleobase recombinagénica es un oligonucleótido doble 

mezclado que es enlazado únicamente por enlaces de fosfodiéster no 
sustituidos. En una alternativa. el enlace se realiza por fosfodiésters 
sustituidos. derivados de fosfodiéster y enlaces sin base de fósforo como 
expuesto por Kmiec 11. De manera alternativa. cada nucleótido de tipo ARN en 
el oligonucleótido doble mezclado es un nucleótido sustituido 2'. los 
ribonucle6tidos substituidos 2' puede ser ribonucleótidos sustituidos 2'-fluoro. 
2'-metoxi, 2'-propiloxi. 2'-allilox;, 2'·hidroxiletiloxi, 2'-metoxietiloxi, 2'· 

fluoropropiloxi y 2'-trifluoropropiloxi. los ribonucleótidos 2'-substituidos 
preferidos son 2'·fluoro, 2'-metoxi, 2'-metoxietiloxi, y nucJe6tidos sustituidos 2'-

alliloxi. De forma alternativa el oligonucle6tido doble mezclado es enlazado por 

enlaces de fosfodiéster sin sustituir. 

[00381 Aunque el oligonucleótido doble mezclado que posee sólo un único tipo 
de nucleótido de tipo ARN substituido en posición 2' sea sintetizado de manera 
más apropiada. los métodos pueden ser practicados con ofigonucleótidos 
dúplex mezclados que poseen dos o más tipos de nucfeótidos de tipo ARN. la 

función de un segmento de ARN puede no ser afectada por una interrupción 
causada por la introducción de un deoxinucleótido entre dos trinucreótidos de 

tipo ARN, por lo que, los términos segmento de ARN define tal "segmento de 
ARN interrumpido." Un segmento de ARN no interrumpido es llamado 
segmento de ARN contiguo. En una forma de realización alternativa un 
segmento de ARN puede contener nucleotidos alternantes resistentes a la 
ribonucleasa y 2'·OH no sustituidos. los oligonucleótidos dúplex mezclados 

tienen preferiblemente menos de 100 nucleótidos y más preferiblemente menos 

de 85 nuc/eótidos. pero más de 50 nucleótidos. las prímera y segunda 

cadenas son pares de bases Watson-Crick. las cadenas del ofigonucleótido 
dúplex mezclado son unidas de forma cova/ente por un enlazador, tal como 
una hexa. penta o tetranucleótido monocatenario de modo que ras primera y 

segunda cadenas son segmentos de una cadena de oligonucleótidos única con 
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un extremo 3' único y 5' único. Los extremos 3' y 5' pUeden se protegidos por 

la adición de un "tope de retorno" por el Que los nucle6tidos de terminales 3' y 
5' son apareados Watson-Crick con nucle6tidos contiguos. Un segundo tope de 

retorno puede. adicionalmente, estar dispuesto en la unión entre las primera y 

segunda cadenas lejos de las extremidades 3' y 5', de modo que el 

apareamiento Watson-Crick entre las primera y segunda cadenas sea 

estabilizado. 

[0039] Los primeros y segundos hilos contienen dos regiones Que son 

homólogas con dos fragmentos del gen EPSPS objetivo, es decir Que tiene la 

misma secuencia Que el gen objetivo. Una región homóloga contiene los 

nucleótidos de un segmento de ARN y pueden contener uno o más nucleótidos 

tipo ADN de segmento de conexión de ADN y también pueden contener 

nucleótidos de tipo ADN Que no se encuentran dentro del segmento de ADN 

intermedIo. Las dos regiones de hornología son separadas por, y cada una es 

contigua a, una región que posee una secuencia diferente a la secuencia del 

gen objetivo. denominada "regíón heteróloga." La región heteróloga puede 

contener uno, dos ° tres nucleótidos desequilibrados. Los nucleótidos 

desequilibrados pueden ser contiguos o de forma alternativa pueden estar 

separados por uno o dos nucleótidos Que son homólogos al gen objetivo. De 

forma alternativa, la región heteróloga también puede contener una inserción o 

uno, dos, tres o cinco, o menos nucle6tidos. De forma alternativa. la secuencia 

de oligonucJe6tído dúplex mezclado puede diferir de la secuencia del gen 

objetivo sólo por deleción de uno, dos. tres, o cinco o menos nucleótidos del 

oligonucleótido dúplex mezclado. La longitud y posición de la región heteróloga 

se define. en este caso, como la longitud de la deleción, aunque ninguno de los 

nucleótidos del oligonucleótido dúplex mezclado se encuentran dentro de la 

región heteróloga. La distancia entre los fragmentos del gen objetivo que son 

complementarios a las dos regiones homólogas es idéntica a /a longitud de la 

región heteróloga cuando se prevé una sustitución o sustituciones. Cuando la 

región heteróJoga contiene una inserción, las regiones homólogas son as! más 

separadas en el otigonucleotido dúplex mezclado que sus fragmentos 

homólogos complementarios en el gen. y lo contrario es aplicable cuando la 

región heteróloga codifica una deleción. 
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[0040] Los segmentos de ARN de los oligonucleótidos dúplex mezclados son 

cada uno una parte de una región homóloga. es decir, una región que es 

idéntica en secuencia a un fragmento del gen objetivo, los cuales segmentos 

juntos contienen preferiblemente al menos 13 nucleótidos de tipo ARN y 
preferiblemente 16 a 25 nucleótidos de tipo ARN o aún más preferiblemente 

18-22 nucleótidos de tipo ARN o mucho más preferiblemente 20 nucleótidos. 

En una forma de realización, los segmentos de ARN de las regiones de 

homologfa son separados por y contiguos a, es decir. "conectados por" un 
segmento de ADN intermedio. En una forma de realización, cada nucleótido de 

la región heteróloga es un nucleótido del segmento de AON intermedio. Un 

segmento de ADN intermedio que contiene la región heteróloga de un 

oligonucleótido dúplex mezclado se denomina "segmento mutador." 

[0041] El cambio a introducir en el gen EPSPS objetivo es codificado por la 

región heteróloga. El cambio a introducir en el gen EPSPS puede ser un 

cambio en una o más bases de la secuencia de gen EPSPS o la adición o 

deleción de una o más bases. 

[0042} De forma alternativa, la oligonucleobase recombinagénica es un vector 

mutacional de oligodeoxinucleótido monocatenario o SSOMV, que se divulga 

en la solicitud de patente internacional PCT /US00I23457. La secuencia del 

SSOMV se basa en los mismos principios que los vectores mutacionales que 

se describen en fas patentes estadounidenses na 5.756.325; 5.871.984: 

5.760.012; 5.888.983; 5,795,972; 5. 780.296; 5.945,339: 6,004,804; y 

6.010.907 Y en las publicaciones internacionales nO WO 98/49350; WO 

99/07865; WO 99/58723: WO 99/58702; y WO 99/40789. La secuencia del 

SSOMV contiene dos regiones que son homólogas con la secuencia objetivo 

separada por una región que contiene la alteración genética deseada llamada 

región mutadora. La región mutadora puede tener una secuencia que presenta 

la misma longitud que la secuencia que separa las regiones homólogas en la 

secuencia objetivo. pero que posee una secuencia diferente. Tal región 

mutadora puede causar una sustitución. De forma alternativa. las regiones 

homologas en el SSOMV pueden ser contiguas entre si, mientras que las 

regiones en el gen objetivo que poseen la misma secuencia son separadas por 

uno. dos o más nucleótidos. Tal SSOMV causa una deleción de los nucleótidos 

del gen objetivo que están ausentes del SSOMV. Finalmente, la secuencia del 
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gen objetivo que es idéntica a las regiones homólogas puede ser contigua en el 

gen objetivo pero separada por uno, dos o más nucleátidos en la secuencia del 

SSOMV. Tal SSOMV causa una inserción en la secuencia del gen objetivo. 

[0043} Los nucleótidos del SSOMV son desoxiribonucleótidos que son 

enlazados por enlaces de fosfodiéster no modificados con la excepción de que 

el enlace intemucleátido de terminal 3' ylo terminal 5' o de forma alternativa los 

dos enlaces intemucleótidos de terminal 3' ylo terminal S' pueden ser un 

fosforotioato o fosfoamidato. Como se utiliza aqui, un enlace internucleótido es 
el enlace entre nucleótidos del SSOMV y no incluye el enlace entre el 

nucleótido de extremo 3' o nucleótido de extremo S' y un sustituyente de 

bloqueo. ver supra. La longitud del SSOMV está entre 21 y 55 deoxinucleótidos 

y las longitudes de las regiones de homología son, por consiguiente, una 

longitud total de al menos 20 deoxinucleótidos y al menos dos de las regiones 

de homologJa deben tener cada una unas longitudes de al menos 8 

deoxinucfeótidos. 

[0044 J El SSOMV puede ser diseñado para ser complementario a cualquiera 

cadena codificante o no codificante del gen objetivo. Cuando la mutación 

deseada es una sustitución de base única. se prefiere que ambos nucleótido 

mutador sean pirimidina. En la medida en que se consigue obtener el resultado 

funcional deseado se prefiere el hecho de que tanto el nucleótido mutador 
como el nucleótido objetivo en la cadena complementaria sean pirimidinas. Se 

prefieren particularmente los SSOMV que codifican mutaciones de 

transversión. es decir que un nuc/eótido mutador C o T es mal apareado, 

respectivamente. con un nucleótido C o T en la cadena complementaria. 

[0045] Además del oligodeoxinucleótido. el SSOMV puede contener un 

sustituyente de bloqueo 5' que es conectado con los carbonos de terminal S' a 

través de un enlazador. La composición química del enlazador no es decisiva, 

a parte de su longitud que debe tener preferiblemente al menos 6 átomos de 

largo y de que el enlazador debe ser flexible. Una variedad de sustituyen tes no 

tóxicos como fa biotina. colesterol u otros esteroides o un colorante 

fluorescente catiónico no intercalante. pueden ser utilizados. los reactívos 

particularmente preferidos para producir SSOMV son los reactivos vendidos 
como Cy3 1ltt y CySTM por Glen Research, SterJing VA, que son fosforamiditas 

bloqueadas que durante su incorporación en un oligonucleófido producen 

w~ 
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colorantes de indomonocarbocianina e .ndodicarbocianina sustituidos 3,3,3'.3'-

tetrametil N,N'-isopropilo, respectivamente. Cy3 es el más preferido. Cuando la 

indocarbocianina es sustituida por N-oxiafquilo. ésta puede ser enlazada 

adecuadamente al termínal 5' del oligodeoxinucleátido a través de un 

fosfodiéster con un fosfato de terminal S'. La composición química del 

enlazador colorante entre el colorante y el oligodeoxinucleótido no es decisiva y 

se elige por conveniencia sintética. Cuando la fosforamidita Cy3 disponible 

comercialmente es usada tal y como se indica, la modificación S' resultante 

consiste en un sustituyente de bloqueo y el enlazador juntos que son una 

indomonocarbocianina N-hidroxipropilo, Nt-fosfatidilpropilo 3.3,3'.3' -tetrametilo. 

(0046] El colorante de indocarbocianina puede ser tetra sustituido en las 

posiciones 3 y 3' de los anillos de indol. Sin limitación en cuanto a la teoría. 

éstas sustituciones impiden que el colorante sea un colorante intercalante. La 

identidad de los sustituyentes en éstas posiciones no es decisiva. Los SSOMV 

pueden además tener un sustituyente de bloqueo 3'. De nuevo, la quimica del 

sustituyente de bloqueo 3' no es critica. 

5.2 UBICACiÓN Y TIPO DE MUTACiÓN INTRODUCIDA EN EL GEN EPSPS 

(0047] En una forma de realización de la presente invención. el gen EPSPS de 

Arabidopsis tha/iana (ver figura 1A) y la enzima EPSPS correspondiente (ver 

figura 18) comprende una mutación en uno o más residuos de aminoácidos 

seleccionados en el grupo que consiste en Leu173. G.itn. Trus. Ala179. Mel180. 

Arg181. Pro,82 Serga. Ser225 y Leu,98. o en un residuo de aminoácido análogo en 

un gen EPSP de otra especie. y la mutación produce una o más de las 

siguientes sustituciones de aminoácidos en la enzima EPSPS en comparación 

con la secuencia de tipo salvaje: 

(i) Leu173 - Phe 

(ii) GIÍ177 - AJa o lIe 
(iii) Tr178 - fle o Val o Leu 

(iv) Ala179 - GJy 

(v) Met180 - Cys 

(vi) Arg181 - Leu o Ser 

(vii) Pro182 - Leu o Ser 

(viii) Serga- Asp 

(ix) Ser255 -AJa 
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(x) Leu198 -Lys. 

[0048] En otra forma de realización de la presente invención. dentro del 

producto genético EPSPS. el residuo de aminoácido que debe ser sustituido es 

Leu dentro de la secuencia contigua Leu-Tyr-Leu-Gly-Asn (SEC ID NO:29) yes 

sustituido por Phe; o el residuo de aminoácido que debe ser sustituido es Gly 

dentro de la secuencia contigua Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEC ID NO:30) y es 

sustituido por Ala o lIe; o el aminoácido que debe ser sustituido es Thr dentro 

de la secuencia contigua Ala-Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido 

por "e, Val o leu; o el aminoácido que debe ser sustituido es Ala dentro de la 

secuencia contigua Gly-Thr- Ala-Met-Arg (SEC ID NO:32) y es sustituido por 

Gly; o el aminoácido que debe ser sustituido es Met dentro de la secuencia 

contigua Thr-Ala-Met-Arg-Pro (SEC ID NO:33) y es sustituido por Cys; o el 

aminoácido que debe ser sustituido es Arg dentro de la secuencia contigua Ala-

Met-Arg-Pro-leu (SEC ID NO:34) y es sustituido por leu o Ser; o el aminoácido 

que debe ser sustituido es Pro dentro de la secuencia contigua Met-Arg-Pro-

Leu-Thr (SEC ID NO:35) y es sustituido por Leu o Ser; o el aminoácido que 

sustituir es Ser dentro de un contiguo Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEC ID NO:36) y 

es sustituido por Asp; o el aminoácido que sustituir es Ser dentro de la 

secuencia contigua lIe-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido por Ala; 

o el aminoácido que debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia contigua 

Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEC ID NO:38) y es sustituido por Lys. En otras 

versiones. una o más de las sustituciones precedentes pueden realizarse en la 

secuencia de aminoácidos EPSPS. 

(0049) De forma alternativa, y/o adicionalmente, la mutación puede implicar la 

sustitución de cualquiera de los aminoácidos en posiciones correspondientes a 

256,284-288 Y 353-356 con respecto a la proteína EPSPS representada en la 

figura 18 (SEC ID NO.2). 

[0050] De forma alternativa, el gen EPSPS es mutado en la posición del 

aminoácido 177 en la que Gly es sustituido por Ala. De forma alternativa existe 
la sustitución de Thr en la posición del aminoácido 178 por fle. De forma 

alternativa una mutación en la posición del aminoácido 177 en la que Gly es 

sustituido por Ala. más fa sustitución adicional de Thr en la posición del 

aminoácido 178 por lIe. De forma alternativa mutaciones en la posición del 

aminoácido 178. en la que Thr es sustituido por lIe, más la mutación adicional 
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en la posición 182, en la que Pro es sustituido por Ser. De forma alternativa 

incluye la sustitución de Gly en la posición del aminoácido 177 por Ala, más la 

mutación adicional en la posición del aminoácido 182, en la que Pro es 

sustituido por Ser. Otras secuencias de EPSPS mutado comprenden la 

sustitución de Gly en la posición 177 por Ala, más la sustitución en la posición 

178, en la que Thr es sustituido por lIe. más la sustitución adicional de Pro en 

la posición del aminoácido 182 por Ser. De forma alternativa la sustitución de 

Thr en la posición del aminoácido 178 por Val y la mutación adicional en la 
posición del aminoácido 182, en la que Pro es sustituido por Ser. De forma 

alternativa la sustitución de Thr en la posición 178 por Leu está incluida más la 

mutación en la posición del aminoácido 182. en la que Pro es sustituido por 

Ser. Otra forma de realización incluye. la sustitución en la posición del 

aminoácido 177 en la que Gly es sustituido por Ala, más la sustitución de Thr 

en la posición 178 por Val. La sustitución en la posición del aminoácido 177 en 

la que Gly es sustituido por Ala. más la sustituciOn de Thr en la posición del 

aminoácido 178 por Leu (ver figura 2). 

[0051] Las mutaciones precedentes en el gen EPSPS se describieron 

utilizando el gen EPSPS de Arabidopsis thaliana (SEC 10 NO:1) y proteina 

(SEC 10 NO:2). La presente invención también incluye genes EPSPS mutantes 

de otra especie. No obstante, debido a variaciones en los genes EPSPS de 

diferentes especies. el número del residuo de aminoácido que debe ser 

sustituido por una especie puede ser diferente en otra especie. Sin embargo. la 

posición análoga es identificada fácilmente por un experto en la técnica por 

homologia secuencial. Por ejemplo. la figura 3A-C muestra las secuencias de 

nucleólidos alineadas y la figura 4 muestra las secuencias de aminoácidos 

alineadas de cuatro genes EPSPS de Arabidopsis Thaliana. Zea Mays, Petunia 

hybrida. y Brassica napus. As!. las posiciones análogas en Zea Mays son 

Leu97. Gli101• Trt02. AJal03. Met'04. Arg'o5, Pr0106, Ser23 , Ser179 y Leu122. Por lo 
que la secuencia de aminoácidos EPSPS de Zea Mays es mutada en una o 

más de las siguientes posiciones de aminoácidos y resulta en una o más de las 

siguientes sustituciones: 

(i) Leu97 - Phe 

(ii) GIY101. - Ala o tle 

(iii) Tr102 - lIe o Val o Leu 
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(iv) Alal03 - Gly 

(v) Met'04. - Cys 

(vi) Argt05 - Leu O Ser 

(vii) PrOltl6 - Leu o Ser 

(viii) Ser23 -Asp 

(ix) Ser179 -Ala 

(x) Leul22 -Lys. 

[00521 Dentro del producto de gen EPSPS de Zea mays el residuo de 

aminoácido que debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia contigua 

Leu-Phe-Leu-Gly-Asn (SEC ID NO:39) y es sustituido por Phe; o el residuo de 

aminoácido que debe ser sustituido es Gly dentro de la secuencia contigua 

Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEC ID NO:30) y es sustituido por Ala o /le; o el 

aminoácido Que debe ser sustituido es Thr dentro de la secuencia contigua Ala-

Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido por \le. Val o Leu; o el 

aminoácido Que debe ser sustituido es Ala dentro de la secuencia contigua Gly-

Thr-Afa-Met-Arg (SEC ID nO: 32) yes sustituido por Gly; o el aminoácido Que 

debe ser sustituido es Met dentro de la secuencia contigua Thr-Ala-Met-Arg-pro 

(SEC ID NO:33) y es sustituido por Cys; o el aminoácido Que debe ser 

sustituido es Arg dentro de la secuencia contigua Ala-Met- Arg-Pro-Leu (SEC 

ID NO:34) y es sustituido por Leu o Ser; o el aminoácido Que debe ser 

sustituido es Pro dentro de la secuencia contigua Met-Arg-Pro-Leu-Thr (SEC ID 

NO:35) y es sustituido por Leu o Ser; o el aminoácido que debe ser sustituido 

es Ser dentro de una secuencia contigua Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEC ID NO:36) 

y es sustituido por Asp; o el aminoácido que debe ser sustituido es Ser dentro 

de la secuencia contigua lIe-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido 

por Ala; o el aminoácido Que debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia 

contigua Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEC ID NO:38) y que debe ser sustituido por 

Lys. De forma alternativa, una o más de las sustituciones precedentes pueden 

ser realizados en la secuencia EPSPS de los aminoácidos. 

[0053) En Brassica napus. las posiciones análogas de aminoácidos son Leu169. 

Gli ,73. Tr174. Ala175. Met176. Arg177. Pron8. Ser94. Ser251. y Leu,94. Asl, la 

secuencia de aminoácidos EPSPS de Brassica napus es mutada en una o más 

de las siguientes posiciones de aminoácidos y resulta en una o más de las 

siguientes sustituciones: 
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(í) leu169 - Phe 

(ii) Gli173 - Ala o IIe 

(iii) Tr'74 - Ite o Val o leu 

(iv) A1a175 - Gly 

(v) Met17e - Cys 

(vi) Arg177 -leu o Ser 

(vii) Pro178 - leu o Ser 

(viii) Sergo, -Asp 

(ix) 8er251 -Ala 

(x) leu19<t -Lys 

[0054) Dentro del producto genético EPSPS de Brassica napus el residuo de 

aminoácido que debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia contigua 

Leu-Tyr-leu-Gly-Asn (SEC ID NO:29) y es sustituido por Phe; o el residuo de 

aminoácido que debe ser sustituido es G/y dentro de la secuencia contigua 

Asn-Ala-Gly-Thr-AJa (8EC ID NO:30) y es sustituido por Ala o IIe; o el 

aminoácido que debe ser sustituido es Thr dentro de la secuencia contigua Ala-

Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido por lIe. Val o leu: o el 

aminoácido que debe ser sustituido es Ala dentro de la secuencia contigua Gly-

Thr-Ala-Met-Arg (SEC ID nO: 32) y es sustituido por Gly; o el que debe ser 

sustituido es Met dentro de la secuencia contigua Thr-Ala-Met-Arg-pro (SEC ID 

NO:33) y es sustituido por Cys: o el aminoácido que debe ser sustituido es Arg 

dentro de la secuencia contigua Ala-Met- Arg-pro-Leu (SEC ID NO:34) y es 

sustituido por leu o Ser; o el aminoácido que debe ser sustituido es Pro dentro 

de la secuencia contigua Met-Arg-Pro-leu-Thr (SEC ID NO:35) y es sustituido 

por Leu o Ser; o el aminoácido que debe ser sustituido es Ser dentro de un 

contiguo Pro-Gly-Ser-lys-Ser (SEC ID NO:36) y es sustituido por Asp; o el 

aminoácido que debe ser sustituido es Ser dentro de la secuencia contigua 1Ia-

Ser-Ser-Gln-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido por Ala; o el aminoácido que 

debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia contigua Tyr-Val-Leu-Asp-

Gly (SEC ID NO:38) y es sustituido por Lys. De forma alternativa. una o más de 

las sustituciones precedentes pueden realizarse en la secuencia de 

aminoácidos EPSPS. 

[0055) En Petunia hybrida las posiciones análogas son Leu,69. GIi173. Tr174. 
Ala 175. Met176. Arg117. Pro,78 Ser9.. Ser251 y Leu194. Asl, la secuencia de 
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aminoácidos EPSPS de Petunia hybrida es mutada en una o más de las 

siguientes posiciones de aminoácidos y resulta en una o más de las siguientes 
sustituciones: 

(i) Leu169 - Phe 

(ii) Gli173 - Ala o lIe 

(iii) Tr17.a - lIe o Val o Leu 

(iv) Ala175 - Gly 

(v) Met176 - Cys 

(vi) Arg177 - Leu o Ser 

(vii) Prot71~ - Leu o Ser 

(viii) 5er94 -Asp 

(ix) 5er251 -Ala 

(x) Leu194 -Lys 

[0056) Dentro del producto genético EPSPS de Petunia hibrida el residuo de 

aminoácido que debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia contigua 

Leu-Phe-Leu-Gly-Asn (SEC ID NO:39) y es sustituido por Phe; o el residuo de 

aminoácido que debe ser sustituido es Gly dentro de la secuencia contigua 

Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEC ID NO:30) y es sustituido por Ala o IIe; o el 

aminoácido que debe ser sustituido es Thr dentro de la secuencia contigua AJa-

Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido por lIe, Val o Leu; o el 

aminoácido que debe ser sustituido es AJa dentro de la secuencia contigua Gly-

Thr-Ala-Met-Arg (SEC ID nO: 32) y es sustituido por Gly; o el aminoácido que 

debe ser sustituido es Met dentro de la secuencia contigua Thr -Ala-Met-Arg-Pro 

(SEC ID NO:33) y es sustituido por Cys; o el aminoácido que debe ser 

sustituido es Arg dentro de la secuencia contigua Ala-Met-Arg-Pro-Leu (SEC ID 

NO:34) y es sustituido por Leu o Ser; o el aminoácido que debe ser sustituido 

es Pro dentro de la secuencia contigua Met-Arg-Pro-Leu-Thr (SEC ID NO:35) y 

es sustituido por Leu o Ser: o el aminoácido que debe ser sustituido es Ser 

dentro de una secuencia contigua Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEC ID NO:36) y se 

cambia a Asp; o el aminoácido que debe ser sustituido es Ser dentro de la 

secuencia contigua lIe-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido por Ala; 

o eJ aminoácido que debe ser sustituido es Leu dentro de fa secuencia contigua 

Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEC ID NO:38) y es sustituido por Lys. De forma 

ES 2 401 721 T3

 

23



alternativa. una o más de las sustituciones precedentes pueden realizarse en la 

secuencia de aminoácidos EPSPS. 

5.3 LA ENTREGA DE OLlGONUCLEOBASES RECOMBINAGÉNICAS A 

CÉLULAS VEGETALES 

[0057) Cualquier método comúnmente conocido puede ser usado en los 

métodos de la presente invención para transformar una célula vegetal con una 

oligonucleobase recombinagénica. Se enumeran métodos ilustrativos a 

continuación. 

5.3.1 MICROSOPORTES y MICROFtBRAS 

[0058J El uso de microsoportes metálicos (microesferas) para la introducción de 

grandes fragmentos de AON en células vegetales que tienen paredes celulares 

de celulosa por penetración de proyectiles es bien conocida por los expertos en 

la técnica (a partir de ahora, entrega biolistica). Las patentes estadounidenses 

nO 4.945,050, 5,100.792 Y 5,204,253 describen técnicas generales para 

seleccionar microsoportes y dispositivos para su proyección. 

[0059} Condiciones especificas para el uso de microsoportes en los métodos 

de la presente invención se describen en la Publicación Internacional WO 

99/07865. En una técnica ilustrativa, microsoportes congelados (60 mg/ml). 

oligonucleótido dúplex mezclado (60 mg/ml) 2.5 M de CaCI2 y 0.1 M de 

espermidina son agregados en ese orden; la mezcla es agitada suavemente. 

por ejemplo. en forma de remolino, durante 10 minutos y se deja reposar a 

temperatura ambiente durante 10 minutos, con lo cual fos microsoportes son 

difuidos en 5 volúmenes de etanol. centrifugados y resuspendidos en 100% de 

etanol. Se pueden obtener buenos resultados con una concentración en la 

solución de adherencia de 8-10 J.Jg/J.J1 de microsoportes. 14 17 J.Jg/ml de 

o/igonucleótido dúplex mezclado, 1.1-1.4 M de CaCI2 y 18-22 mM de 

espermidina. Se observaron resultados óptimos en las condiciones de 8 J.Jg/J.J1 

de microsoportes, 16. 5 IJg/ml de oJígonucleótido dúplex mezclado, 1.3 M de 

CaCb y 21 mM de espermidina. 

[0060} Las oligonucleobases recombinagénicas también se pueden introducir 

en células vegetales para la práctica de la presente invención utilizando 

microfibras para penetrar en la pared celular y membrana celular. La patente 

EEUU n° 5,302.523 de Coffee et al. describe el uso de 30 X 0,5 I-Im y 10 X 0,3 

I-Im de fibras de carburo de silicona para facilitar la transformación de cultivos 
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de malz. de suspensión de Black Mexican Sweet. Cualquier técntca mecánica 

que puede se utilizar para introducir ADN para la transformación de una célula 

vegetal ser puede usada para la entrega de oligonucleobase recombinagénica 

para su transmutación. 

[0061] Una técnica ilustrativa para la entrega de microfibras de una 

oligonucleobase recombinagénica es la siguiente: microfibras estériles (2 ¡Jg) 

son suspendidas en 150 ¡JI de medio de cultivo vegetal comprendiendo 

aproximadamente 10 ¡Jg de un oligonucleótido dúplex mezclado. Se deja 
reposar un cultivo en suspensión y unos volúmenes iguales de células 

empaquetadas y la suspensión de fibras/nucleótidos estéril son removidas 

durante 10 minutos y dispuestas en placas. Unos medios selectivos son 

aplicados inmediatamente o con un retraso de hasta aproximadamente 120 

horas según lo apropiado para la característica particular, 

5.3.2 ELECTROPORACIÓN DE PROTOPLASTO 

[0062] En una forma de realización alternativa, la oligonucleobase 

recombinagénica puede ser entregada a la célula vegetal por electroporación 

de un protoplasto derivado de una parte de planta. Los protoplastos son 

formados por tratamiento enzimático de una parte de planta. particularmente 

una hoja, según técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Ver, 

por ejemplo. Gallois et al., 1996, en Melhods in Molecular Biology 55:89-107, 

Humana Press, Totowa. NJ; Kipp el Al., 1999. en Methods in Molecular 

Biology.133:213-221, Humana Press, Totowa. NJ, Los protoplastos no 

necesitan ser cultivados en medios de crecimiento antes de la electroporación. 

Unas condiciones ilustrativas para la electroporación son 3 X 105 protoplastos 

en un volumen total de 0.3 mi con una concentración de oligonucleobase 

recombinagénica de entre 0.6 - 4IJg/ml. 

5.3,3 TRIQUITOS y MICROINYECCIÓN 

[0063J También en otra forma de realización alternativa, la oligonucfeobase 

recombinagénica puede ser entregada a la célula vegetal por triquitos o 

microinyección de la célula vegetal. La técnica de tríquitos se realiza 

esencialmente tal y como se describe en Frame et al., 1994, Plant J. 6:941-

948. La oligonucleobase recombinagénica es añadida a los triquitos y es usada 

para transformar las células vegetales. La oligonucleobase recombinagénica 

puede ser coincubada con plásmidos que comprenden secuencias de 
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codificación de proteínas capaces de formar complejos de recombinasa en 

células vegetales de tal forma que la recombinación es catalizada entre el 

olígonucleótido y la secuencia objetivo en el gen EPSPS. 

5.4 SELECCiÓN DE PLANTAS RESISTENTES AL GLlFOSATO 

[0064] Las plantas o células vegetales pueden ser evaluadas por resistencia o 

tolerancia a una herbicida utilizando métodos comúnmente conocidos en la 

técnica, por ejemplo. por crecimiento de la planta o célula vegetal en presencia 

de un herbicida y medición del nivel de crecimiento en comparación con el 
indice de crecimiento en la ausencia del herbicida. 

6. EJEMPLO 

[0065] Los siguientes experimentos demuestran la producción de genes 

EPSPS de Thaliana arabldopsis mutantes que son resistentes al glifosato 

herbicida y que permite que las células vegetales mantengan un indice de 

crecimiento. 

6.1 MATERIAL Y METOoOS 

6.1.1 AISLAMIENTO DEL ADNc DE EPSPS DE ARABIDOPSIS THALlANA 

[00661 Un fragmento de AoN de 1.3 kb se amplificó por PCR a partir de una 

bibloteca de AoNc de Arabidops;s utifizando los cebadores AlEXPEXPM 1 y 

AtEXPEXP2CM-2. Los dos cebadores se diseñaron para amplificar el AONc 

desde el péptido maduro hasta el codón de terminación. El cebador 

S'AtEXPEXPM1 contiene un sitio Xbal (subrayado) y el cebador 3' 
AtEXPEXP2CM-2 contiene un sitio B9111, (subrayado), sitios que serán útiles 

para la clonación del fragmento·en el vector de expresión. 

AtEXPEXPM1 

5'-GCTCTAGAGAAAGCGTCGGAGATTGTACTT-3' (SEC ID NO:40) 

AtEXPEXP2CM-2 

5'-GCAGATCTGAGCTCTTAGTGCTITGTGA TTCTTTCAAGTAC-

3'(SEC ID N0:41) 

[0067J La banda de PCR fue extirpada del gel de agarosa y purificada 

(GeneClean, Biol). Su secuencia fue confirmada entonces como la secuencia 

peptidica madura del gen EPSPS de Arabidopsis tha/iana. 

6.1.2 PREPARACiÓN DEL VECTOR DE EXPRESIÓN 
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[0068] La región de codificación EPSPS del gen de AroE bacillus subtilis se 

obtuvo por PCR usando los siguientes cebadores: 

BsAroES'Xba 

S'-GCGTCTAGAAAAACGAGATAAGGTGCAG-3' (SEC ID NO:42) y 

BsAroE3'BamHI 

5'-GCGGATCCTCAGGAIII' I rCGAAAGCTTATTTAAATG-3' (SEC ID 

NO:43). 

[0069] El fragmento de PCR. sin codón iniciador (ATG) , fue clonado en el 

marco del vector pACLaclMH6RecA por sustitución del ORF de RecA por 

digestión con Xbal y BamHI. PACLaclMH6RecA contenia la región Lacl de 

Pet21 en las posiciones 1440 a 3176, el MH6 RecA en posiciones 3809 a 5188, 

gen resistente al cloranfenicol en posiciones 544S 218 (5446 a 5885 y 1 a 218), 

y el origen p15A de replicación en posiciones 581 1 a 1424. El gen RecA de la 

región de codificación fue clonado de E. col; en el marco con el codón de inicio 

y enlazador de histidina 6 (MH6) detrás del promotor LacZ de pUC19. 

6.1.3 CLONACIÓN DEL GEN EPSPS DE ARABloOPSIS EN EL VECTOR DE 

EXPRESION BACTERIANA 

[0070} El fragmento de PCR 1.3 kb de Arabidopsis fue digerido con Xbal y 

BamHI (compatible con 89111) y clonado en el plasmido pACiClaclMH6EPSPS, 

en lugar del gen de Bacil/us. 

[0071] Los clones obtenidos (seleccionados en cloranfenicol) fueron 

secuenciados después y positivos confirmados. Uno de los clones confirmados 

(pAtEPS-12) fue seleccionado y las uniones entre el ADNc y el plásmido de la 

clonación también fueron confirmadas como idénticas a las secuencias 

esperadas. 

6.1.4 MUTUACIONES PUNTUALES NUEVAS EN EL GEN EPSPS 

(0072] Diez mutantes diferentes del gen EPSPS de Arabidopsis thaliana fueron 

diseñados, (ver figura 2). Para los experimentos de mutagénesis. se diseñaron 

cebadores de PCR con una. dos o tres mutaciones. Las reacciones PCR se 

realizaron usando un cebador flanqueador ordinario (5'ATEPS-198: 5'-

GAAAGCGTCGGAGATTGTAC-3' (SEC ID NO:44)) y uno de los cebadores de 

soporte de mutación (ver figura 5). 

-_ ..... _---_ .. -. __ ... _--
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[00731 Los fragmentos de PCR de 353bp obtenidos fueron purificados (kit de 

purificación de PCR Qiagen) y su secuencia confirmada. Los fragmentos fueron 

digeridos después con Pstl (subrayado en 'as secuencias de cebador) y BamHI 

y ligados al vector pAtEPS-12, el cual había sido previamente digerido con Pstl 

y células competente BamHI.JM 109 (Promega) fueron usadas para la 

transformación y dispuestas en placas en placas LB comprendiendo 

cloranfenicol. Unos clones de cada experimento de mutagénesis fueron 

aislados después y su secuencia fue confirmada. 

6.1.5 ENSAYOS DE RESISTENCIA AL GLlFOSATO 

[0074] Unas células electrocompetentes de SA4247. una cepa de Salmonella 

lifi LacZ. fueron preparadas según unos procesos bien conocidos.(ver Current 

Protocols en Molecular Biology, (Wiley and Sons, Inc.». 30 ¡JI de células 

competentes SA4247 fueron electroporados con 20 ng de cada proteína de 

ADN de plásmido codificante de Arabidopsis de tipo salvaje y de EPSPS 

m uta ntes, EPSPS tipo salvaje de Bacil/us. junto con una transfección simulada 

en forma de control. Los ajustes para la electroporación fueron de 251-1F, 2.5KV 

Y 200 ohmios. Después de la electroporación, las células fueron transferidas a 

tubos de cultivo de 15 mi y se les añadió 9701-11 de medío SOCo Los cultivos 

fueron incubados durante 1 hora y media a 37°C a 225 r.p.m .. 50 1-11 de cada 

cultivo fueron dispuestos en placas en placas LB con 17 I-Ig/ml conteniendo 

cforanfenicol (en duplicados) e incubados durante toda la noche a 37°C. Al día 

siguiente. 5 colonias de cada placa fueron seleccionadas y trasladadas a 

placas M9 e incubadas durante toda la noche a 37°C. 

(0075) Las colonias de la incubación durante toda la noche en M9 sólido, 

fueron inoculadas en 4 mi de liquido medio M9 y dispuestas en crecimiento 

toda la noche a 3re. Al dia siguiente. 25 mi de medio M9liquido conteniendo 

cloranfenicol. 'PTG y 17 mM o O mM de Glifosato (Afdrich. 33775-7) fueron 

inoculados con 1-2 mI de cada cultivo durante toda la noche (en duplicados), el 

OD de inicio (a 600 nm) fue medido y todos los cultivos fueron normalizados 

para iniciarse en el mismo OO. Una medición de OD fue tomada cada hora 

durante siete horas. Como un control del crecimiento bacteriano. un cultivo de 

Salmonella no transformado fue inoculado también en un medio LB simple. En 

dos experimentos independientes, los clones A177 '178. A177 V178 A177 
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L178 Y 1177 no crecieron en medio M9. por lo que no se pudieron realizar los 

ensayos de resistencia al glifosato. 

6,1.7 AISLAMIENTO Y PURIFICACiÓN DE LA PROTEINA EXPRESADA A 

PARTIR DE CLONES BACTERIANOS 

{0076] Un mililitro de cultivo durante toda la noche de cada uno de los clones 

bacterianos es inoculado en 100 mI de medio LB líquido conteniendo 

cloranfenicol. Las células pUdieron crecer a 37°C hasta alcanzar un 00 de 0.5-

0.7 (aproximadamente 3 horas y media). Se añadió después IPTG a los 

cultivos en una concentración de 1.0 mM. Las células fueron dispuestas en 

crecimiento durante cinco horas más. Y éstas fueron después granuladas a 

4000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. 

[0077] El aislamiento y la purificación de las proteínas marcadas con histidina 

se realizaron siguiendo el sistema Oiagen Ni·NTA Prote;n Purification System. 

Lisatos y eluatos de células fueron formados en duplicados en geles de 

archilamida a 12.5%. Uno de los geles era teñido con plata para su 

visualización inmediata. el segundo gel fue transferido sobre una membrana 

Míllipore Immobilon-P, y bloqueado durante toda fa noche en 5% de leche en 

TBS-T, La membrana fue expuesta después a la solución de anticuerpos 

primarios Anti·His (Amersham Pharmacia Biotech. cat# 37-4710), seguido de 

una exposición a la solución de anticuerpos secundarios Anti-Mouse-lgG. 

(NIF825, de sistema de analisis por transferencia Western ECL de Amersham 

Pharmacia Biotech, cat# RPN2108). Se realizaron lavados y reacciones de 

detección según las instrucciones del fabricante. Se desarrollaron 

autoradiogramas después de 5 minutos de exposición. 

6.2 RESULTADOS 

(0078) Unas células conteniendo una mutación en el gen EPSPS produjo 

células que eran a la vez resistentes al glifosato herbicida, y que tenian un 

indice de crecimiento sustancialmente similar en ausencia o presencia de 

glifosato. en comparación con las células de tipo salvaje, sin tener en cuenta la 

presencia de glifosato (ver figura 6). 

[0079] También se demostró que los clones de Arabidopsis conteniendo un gen 

EPSPS mutante expresaba la proteina mutante sustancialmente al mismo nivel 

que la proteína de tipo salvaje (ver figura 7). 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

[0080) 

<110> VALlGEN (US).INC 

<120> PLANTAS NO TRANSGÉNICAS RESISTENTES Al HERBICIDA 

<130> 7991-086-228 

<150> 60/158,027 

<151> 1999-10-07 

<150> 60/173.564 

<151> 1999-12-30 

<160> 44 

<170> FastSEQ para versión Windows 3.0 

<210> 1 

<211> 2763 

<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
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<400>1 
cecttcacge cc~t~.i •• acoccaec. tc~:~ctee9 S8ecoa.t~ aaaacccaca 
ttttctttea ceteacecae caaagc~~g cacAtgt!:g. ~tg .. ~e~ •• .ce •• cae 
gtgtcAtact gceagt9gct acg&c .. atg eteacaoeat accagagtca t&gasttt~t 
99t~ggt9&A agatttsae; gaticcttcc tctcatttct eaacaaecco ctcc ... ccc 
aaoaa.atac ttatatt.go ••• gcc9CC& aagtgtaaac uaaagttt.t a •• tctceec 
tcegtgacet ~cgta.ttg gaggaa¡atc &aA_tttCe. aceece.ttc t~&t~g~ 
tcaattgu, tctctcagat ~t agcagaatet 9C&&1:fttgt ~¡aacce. 
cctettatoe: cc •• tc~otC g.&accoagt caacgcaaat cteccttatc gg~ttotatg 
.. gac90&;0 agcatocacg agett.tec, atttcgtcgt cgtggggatt ~ga.,.ge 
gggat'pcge taattncto tgagettcgt. coten •• n tcat:vtcttc tgtttocaeg 
9C99agaaa, ~c8B~at tgt.ctteaa cceaCt&ga, a .. tcteCil tct;acc .. g 
CttcC~t ceaa9tCl:CC atc ... tQg9 ateetgcttc tcgccgctct gtctgaggc& 
ta~atcacte ~ttcgtec ~tCtctgta& tctgaactta ¡at~taaa¡ attgaeaett 
~ccatttt9 e~~ssett~ atagggaaca aetgtagcgg &C&.Gtt~~ v •• tage,at 
gacatcaatt .eatgct~a e,cstt9&&l agattgggac tcaaegcgga a.ctgaoagt 
g&aasta.te gttctgtagt tq.agvatgt 99cggg&tat tcccagcttc catagatcca 
~.,a9tg.~ tcgaactttA cctCWItaat vcaggaaCag caatgcgtCc acttacogGt 
gcggtOLCtg et,cagvtgg aaa~ .. s; tagattv •• , gagttgacgc ttetttttat 
tCgAt9ttta ag¡aatggag cttttgtcg& tgccttatga tee.ttt.tt cc.it~t~ 
gcttgAtggg ttgcetc~a tgagag&66f aoetAtaggg I&ttt99~t9 ctggtc~t.a 
gcagettggt getgatQttg •• ~&otCl tggaactaac tgoccte~t, ttcgtgtcoa 
QgCC •• tggt ggccttCccg 9t99 •• ~ e.S.tcttge .a~t9gcatg tv.atatgta 
atctegttoc ttactctat, aacacttgea , •• atgtgtg teaatesea, cctt-vcttg 
sca.g.tete agetcttaat ee.ctete.. cggatggatc et ... aca,& atcg,.ttt; 
gbgattggtt ttogttctcg att.ccgttt tcgtt,t&eg acctettg&t t •• c •• ttag 
gagacatgtt aegcatt~gc aggtg&age~ t~ceggatca at~&9ta,tc aitaettgac 
tgetct,ctc atgtctgctc ecttagctct tggagaogtc f6Sattvag& tt9tegAtaa 
at~.a~ttc~ ~~ccac.t. 'tea •• cgac A~~ag~ti .t9fa.or;~ t~gggtta9 
e,tcga,cae ag".t.gct ggglccgt~c ctttgtcaag ;gcgggCa.. ..tacaagta 
gglgttattc ttttettc~ tttctg ... t c.catccctt egcttgaeaa tataatgaCt 
•• 6&991=9&& tpttcaggt ctoc¡gg;a.a t9q¡tatgt;a tuntgatg cttetagtge 
.~tatttc tcggctggtg cegeeateac cggt9aaae~ gtC-easteg •• ggttgtgg 
aaccacc-ac ccscag¡taa catttgtaca ctgaatcate 9Aegaggetg ttal9tttat 

agtg ••• ttc gtctag;cc. ~tteate tttegacaag tegtatat.a ea~.ttegc. 
aSActctaag cccaattttt s~atg .. te tet~.,a tve .... tcc aCQgAggtCC 
ttg., .... c ig9&~a&& g~tcct99. cagagaaceg tgeglcegeg .eagg.CClc 
ctAgAgatSC tttcVV.acg agac.~ttgc ;agc:attg. tgte.acati •• c •••• tgc 
ctgatgtage aatgaccctt gcc~cgetQ otetetttge tgacggteea 4ceaceatta 
glg.t~aa gt ..... gct etctcttata att.~tt ctcaatettc atgatcactt 
.attctgttb 99t~t.t. gtggetagct ggagagt ... .,a,acagaa aggatgattg 
CCltt!geaC .g_,ctta,a .&afta.gag atect~atct ccctetttct gtctctt~.c 
agtgc~c~tt cteast •• tt agctcat ... ttcgtgtgtt t9tlttCagc tgggagctlc 
agt9gaagae 91tteagatt .ttgtgtga~·a.ctcegeec .. aaaggtga ••• eggeaga 
9.tt9at.~ tatgatgatc atataetggc aacggca~te Cc~ettloa9 cttgtgcega 
t9tt~ca.tc aecatea.e; actctggtt, caoc499 ••• acc~tccccg .ce.cttce. 
agtacttgaa .,aatcacaa agcaataaac •• t •• actcc getccctcct cegatccaag 
ctt 

<210> 2 

<211> 520 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 2 

60 
UO 
180 
240 
100 

.]'0 
"20 
ceo 
$40 
.oc 
"0 
120 
110 
""8 
'00 
110 

1UO 
loto 
1140 
1:100 
~2'O 
1330 
1380 
1440 
1500 
1560 
1520 
1680 
11tO 
1800 
lacO 
uzo 
UIO 

20-40 
2100 
2lGO 
2220 
2280 
UfO 
2400 
2410 
2520 
2510 
2140 
2100 
2.110 
2153 
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Mee Ala Gln val 
1 

Ser Arg ne eya Aan Oly Val Oln Aen 'Pro Ser Iaeu 

11. Ser ASln :u.u 
20 

Ser Leu Lya Tbr 
35 

S 'lO l.5 
Ber wyo ter Ser Oln Arg Ly. Ser Pro Leu Ser Val 

~5 30 
Ola Gln a1s Pro Arg Ala Tyr pro 118 Se~ Ser Ser 

.0 ~5 
&eu LYI LYI Ser Cly Met Tbr ~ I1e 011' Be~ Clu L.U Arg 

SS 60 
TI'¡) Gl)" 

SO 
Pro 1-&" Lya Val '5 lle Val Leu Gln 

Mee Ser Ser Val Ber Thr Ala Glu Ly. Ala 
70 . 75 

Pro Il. ~ ol~ 11a Ser Gly Leu 110 ~Y. 
.5 'O 

atar 01" 
60 

Le\1 Pro 
95 

01y 'ar ¡,y¡ Ser: lAu Ser A.Im Ar9 ne Leu Leu Le\a Ala Ala Leu Ser 
100 105 110 

(JIu CUy Thr Tbr Val Val Aap Ase Leu Lela Aln &er Asp AIIp Ila Asn 
115 120 125 

Tyr Met. E.4u Aap Ala a:.eü r.y* Arg 1.eu Gly lA\¡ AIm VAl 01u Thr A.p 
13D 121 140 

8e: Glu Aan Aan ~g Ala val Val Qlu 011' Cy8 01y 01y Xlo ~b. .~O 
145 150 155 1'0 
Ala _U' n. Asp Ser L1'. Ser AJlp Ile 01", E.e~ '1'yr Le\a 01)' ,un Ala 

163 110 17S 
CUy Thr Ala Mat A.rg Pro Leu l'hr Ala AlA Val l'hr Ala Ala 011' Gly 

110 18S 1'0 
Aln Ala Ser T:yr Val Leu AiIp caly Val Pro Arg Met Are¡ alu Arg Pro 

1'5 200 305 
Ue (Uy Aap Leu Val Val aly &:.eu lty. Gln Leu Oly Ala Aep Val Glu 

210 21S 220 
cya Thr Leu Oll' Thr AIIn Cye Pro Pro Val Arg- Val Aan Ala AlU\ Gly 
225 230 235 2.12 
01y Leu Pro aly Gly Ly. val Ly. Leu Ser Cly Ser Ile Ser Ser Oln 

245 250 21S 
Tyr Ioeu Thr Ala LeU Le\a Mee ser Ala Pro Le" Ala Le" Gl y Mp Val 

2'0 265 z~o 
al" 11e 01u 11. Val Aap Lys ~e~ Ile Ser Val pro Tyr val Olu Met 

~7S 280 2aS 
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Thr Leu Ly. Leu Met Glu Are Phe Oly Val Ser V.l Olu H18 Boc Aap 
2tO 2'5 )00 

Ser Trp Aap Arg Phe Pha val ~Y. Gly Gly Gln Lys 1yr Lyl Ser Pro 
l~S 310 315 320 
O]y Aaa Ala Tyr val Olu 01y A~ Ala Ser Ser Ala cys Tyr Phe Leu 

325 310 l15 
Ala 01y Ala Ala 11e Thr 01y 01u Th~ Val Tbr val Glu 01y ey. 01y 

3.0 345 lSC 
Thr rhr Ser ~.u Gln 01y Asp V.l Ly. Phe Ale Glu Val Leu Glu Ly. 

351 3SG lIS 
Met 01y Cya Lya Val Ser frp Tbr 01u Aan Ser Val Thr Val Tbr 01y 

3'0 3?S 3eO 
Pro Pru Ar9 A.p Ala Pha 01y Met Arg Mi. Leu Arg Ala 11. A-,p Val 
385 )JO 355 400 
Aen Met A.o Lys Met Pro Asp 11411 Ala Met 'l'hr Leu Ala Val Val 1\1. 

405 '10 415 
Leu Phe Ala ASp Oly Pro Tl\r 1'hr na ArQ MP VAl Ala I.r 'J"rp Arg 

.20 425 430 
Val Ly. 01u Thr Glu Arg Het 11. Ala 11e eya Thr 01u Leu ~ Lya 

.35 •• 0 445 
Leu 01y Ala 7br Val Glu 01u Gly Ser "P TyT cya val Ile Thr Pro 

450 455 410 . 
Pro lIys Ly8 Val Ly. 'l1\r Ah 01u !le Aap Thr Tyr A.sp .... p Hi, Arg 
46! ~70 t?6 480 
Met Ala Ma~ Ala Ph. Ber Leu Ala Ala cy. Ala A'P val Pro ¡le Thr 

4.1 'SO 4" 
ne "'In "'.p Ser Cly eya Thr Arg Lya Tb,. Pbe Px'O Aap Tyt Phe Cln 

&00 SO! 510 
val Leu Glu Arg Ile Tl'lr Lya IU. 

515 520 

<210> 3 

<211> 33 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (33) 

<400> 3 
etc sgt •• t !Je. gc:a ace 9C& &1:9 ~ eea cet 
1.8u el v JuJl'1 Ala ~la Tbr Al_ Met Aq Pro lth 

1 5 10 

<210> 4 
<211> 11 
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<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 4 

Leu 011' ba Ala Ala Tu Ale Het Arg Pro Leu.-
1 5 10 

<210> 5 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) 0._ (33) 

<400>5 

etc ggt aat gC& 99& ata sea atg cgt cea C~t 
J.tll CUy "8n Al. 01y n. AlA Met Arg Pro Leu 

1 S 10 

<210> 6 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400>6 

~ Gly Asa Ala Gly lle Ala ~~ Arg Pro Leu 
1 S 10 

<210> 7 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

13 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1) '" (33) 

<400> 7 

C1:c glt .. t gca gel. ata sea .tg ~t. cee ctt 
LH O1y UD Ala Ala n. Ala Net Arg Pro l.eu 
1 ! 10 

<210> 8 
<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsís thaliana 

<400>8 

JAu CUy .... e Ala Ala Ila Al. M8t Al'9 Pro Le\l 
1 5 10 

<210> 9 
<211> 33 

<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (33) 

<400> 9 

etc nt ue gca 99- at.& gc. atg cgt tea c:tt 
La" CUy AIm Ala G1y 11. Ala Klte lr9 h~ Lel,¡ 

1 I 10 

<210> 10 

II 

33 
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<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400>10 

Leu Cly un Alil (Uy 11. Al.a Hat Arg Ser Lau 
1 S 10 

<210> 11 

<211> 33 

<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (33) 

<400>11 

ctc ~ .at 9C& tea aca IC. acg cgt tea ctt 
Leu Qly A.O Al_ Ala Tbr Ala Mec ArV Se~ Leu 

1 5 10 

<210> 12 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400>12 

Leu Gly Aln Ala Ala Th%' Ala Met Argo Ser Leu 
1 S 10 

<210> 13 

<211> 33 

<212> AON 

II 
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<213> Arabidopsis thafiana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (33) 

<400>13 

etc nt ea: ge& gca ata srea atg cq~ tQ cet 
Leu Gly Aan Al. Ala 11. ~ Met A~; 8e~ Leu 

1 5 la 

<210> 14 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsís thalíana 

<400> 

14 
Le\l t.rly Asa Ala Ala n. Al. Mee Ar9 Ser Le .. 

1 S 10 

<210> 15 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (33) 

<400>15 

:u 
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etc: "t .ato gCA na gt. gca atg cgt tct etc 
Leu. aly ACD Ala Oly Val Ala Met J.rg Ser lAu 

. 1 S 10 

<210> 16 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400>16 

1Ie'U Oly Aan Ala Oly Val Ala foCet ~7:V Ser t.eu 
15" 

<210> 17 
<211> 33 

<212> AON 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (33) 

<400>17 

c~c: 9Ilt oe gca 9'941 tta gca atq cgt tea ott 
Leu en" Aan Ala aly Leu Ala "'1: Ar9 ser LeU 

1 5 10 

<210> 18 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 18 

te\I Cly bn Ala Q).y r.eu Ala Mat A~!f Ser 1.01.1 
1 5 10 

<210> 19 

33 
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<211> 33 

<212> AON 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> COS 

<222> (1) ... (33) 

~OO>19 

etc 9;t aat vca Ica gta sca atg cgt oca ctt 
Le" Oly As" Ala Ala val Ala MIIt Arg Pro Leu 
1 5 10 

<210> 20 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400>20 

Lea 01y Aa%» Al. Ala Val Ala Ke:t Azv Pro Le\! 
1 S 10 

<210> 21 

<211> 33 

<212> AON 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 
<222> (1) ... (33) 

<400> 21 
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-

cec: ¡gt ut gea gc:a tta gca a~ cgt ce. ctt 
Leu Gl)' Aa Ala Ala Leu Al. Met. Arg Pro Leu 

1 5 10 

<210> 22 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 22 

¡...." aly ba Ala Ala Leu Ala Met Arg Pro Lel.l 
1 5 U 

<210> 23 

<211> 3831 

<212>AON 

<213> Brassisca napus 

<220> 

<221> base-modificada 

<222> 1 ... 3831 

<223> n=a. e, 9. or t 

<400>23 

agatcttaaa ggctctt~t~ c.gtctcaec tacca ... ct ata.,.aaat ccac~C9C:9 . 60 
tctgaaatag ccgaegtgga taa.gtactt .. gacg~c leattattat tggctactag 120 
........ ct catacaccae cgtagga9tt 9999ctggt, •• gaatttv. tgggtgcct~ 110 
tecccccccc aotcacc..a ctc.t~ttct :tgea •• 9CC gtcece.ce. caacaaaiV4 atO 
gecgacaltt cc.tagaaaa ,ctt:eaaat tceatc •• eg gcgc •• tcta gcagaa:ctg lOO 
CCAtggc9t. cagaacccat 9tgttatca: ceceaatete tcc .... tce. acc •••• ea. 160 
ateaccttte tacgtc:cct tgaa¡aegea tcagcctcg4 gcttcttcgt S999attgaa 420 
g.a¡&9C99& .cg.~iO~ acg¡ttctgt .. ttcgeecg gtea_sgte. calctectgt '80 
ttcc:acgtcc iagaa~gctt. G8g8gategt f'Ctte&aec. ateasegu. tctcgnt.ct no 
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tlte.ascia cCCigatce. .atctccctc caaecgvatc ctcctte~tg ccgctctatc 
~9.9St.c.t ~t.ct~,ccc Ilt,ttaggc ctttgctgt, agatctc99S aact.t~c 
•• tttage .. gaatttat.t Ica,tttttt eaa,.aa .. t caga.gccta tatatattta 
.a~tttccca ... ~ttt:gg .ggc~c899 ett.tlctac accattctag tcc,catctt 
tCSltttgag act9 •• g •• : tttattettt ...... ceae eataggtaac tactgC'geg 
gaeaaeetgt t,.lcagegl tglcacca.c tacltgcttg atgcgttg.. gaagctgggg 
cttaaertgs •• ostgaca, tgtaaac.&C cg:geggt;g tetaa"ace cagtigalt. 
ttceeagete ccttag.ttc c •• gagtga, Atesagtcst .cct~1 tgc.ggaac. 
,COltsc~C clctcaccge tgcaletlc. gee,caggtg gcaaegcsa, gtaagtec .. 
cga,ctttte gtt.tegtea agl.attsa, CCClcgtttg atgctett., CttggtttgC 
tttctagtC. tgt.C~tgat 9999~9cet. ga.tgaggga •• ,.cce.Ca ggagatttgg 
ttgttt9~et t&&;cagcCt ggtgotgacg ttV-gtgtac tcttggeact aactQccctC 
ctgtt~gc ca.tgcc&at ggtggccttc cCVftggaaa te;gatctte aeacttAete 
tatg .. ttgt ctgeagcagt ctttgttcat cacagccttt gette.cate atttc.teet 
ttagtttgtt gttatateac ttgatggatc tttaaaaagv aattgggtec gwtgtgaaag 
tV.ctevoaa tctt~ctcgl ttccttgcag 99C09tgggc attact •• st sa.acatta, 
ectatca.ce cec •• a.ttc tt§ ....... tte.gcacae 99cece •••• tagtttttC. 
..... ttaga ••• acetet. araaatcgte t.cagtcecn naaatct~a9 agcoggccet 
sett9~t" tttctqgatt gatac.ttag actaegteet g •• ctttea, gt9aagat~e 
ct99.ecgac cagclgteag ta~,~actg ccctcctcae tlca,ctcct ttagctc,cg 
gagacgcgga gatts.gate .ttgat.aae tgatatccgt tccacatste g ... tgacae 
tsaagttgac 99.~ttt ¡gtgtt.gte cegagcata; ~.tA,ctgg ,aCogtttcc 
ttgecaaggg ~cegaaa tAc •• ttaat s-sttctttt aagttg.gag teagatc, •• 
g.atga.t,. cCS.tt •• cc aaacggca.. .~C .. ~CCA9 gCcgcctggt •• tgcttatg 
eagaaggtg* tgcttotagt actavetatt tcttggctgg tgctgcc.tt .etggtgaaa 
ctgttActgt cgaasvttst gga.caacta scctccaggt 4,ttt.tcc. atctgaaeca 
tc ••• t.t~. ttctcCOtcC 9'ttCltgtt aagtgte.tt _scttte... ttt~tttca 
tt .... gtgt cattte.c.t tt~c •• tgca 'atete ••• t .. attttcca gtteet.ota 
at~catt •• t tagcaaaaec ... e ••••• t eat.eea .. t •• ~~ .... t testa.ttte 
cgtge ... ea ec~t ••• cct c.~ ... c,g a.aceceaeg 1"0_91999 19CICc.atc 
ttaCAlcaa. aettgattag tcca •• ~tg e¡eac.lca' ,ttt~aag •• tctaa,ce 
cattccet:t ttattttteg tg.tgaatGc ... gggeg.t gtga.atece cagaggctct 
t9.9 .... '9 ggatgtaa.g ~eca~ac asag.aeage gtg.ctgega ~oc.tc 
.... gacf¡Ct tt\:99&aega ggc:.c:ttgcg egct9ttg.C geo.acusa acauatgce 
tgatgtagcc .~actct.g ccgttgttge tctctttwc:c g.tggtocaa oc.ceateag 
agatsst ... geaaaaccct occtttgaat ca9D9tgttt t .... ,.ttc .tggttgctt 
... ct~e.tt t99CCücgt Ag'Cggc:",O tnasagna en.sacasa peg.tg&tt 
loc.ceelCA CAsagcttag a.aggt •• gt tteetcttct ctc.t.ct~ otcattegal 
gtt"~C9t~ fCiltaacttt u¡cggttu: c~C'Cc;tr:gC9 tccagott99 aset.cast;, 
gaagaa .. cc ca9&~t&tcg t~.t .. c'C CCaccagaaa ag,c, ••• ea 9IC9lagaXt 
gatacgtatg .tg.tca~g aat9;C9atg 9C9ttategc ttga&gcteg tgetgatgtc 
ccavec.ac& tcaaggatcC tggottcacc ..... gactt tcccCgacta cttccaagte 
ctc,...vt. tcac .. asC& tt .... g.cc ctttoctct, .tccaaatgt lavaaCc~t 
tgctttct~ te;:Cgccac tICa.cattc attaga.,a& caaa,tvtgt gtgttaagag 
tgt8tt~ tlta.tga.c tgagtg ... t goaatclttt .atcagttt: 918octta.t 
laegggttea gg&ageclea gegag&~.t tgCttttglt cgatcatcc= tg .... tg~ 
tttgttt9ag eaaettttct agggttgagt tgatcacace I.g.aacact tettgac~tt 
c:tattacace cat.gac.ct tettacatgt gacacacttt gttlttggC& agc.aca9A~ 
tgtggacaat tttgccttta at" ... g.& caoaettgtg ga~ .. t ttgtg.aoga 
ttceatltSt 99t~999tg atttgtgglc gsatgatsC9 tag.tgagtg aellgtaleg 
tgellAtat, tga~t.lt 9'tgttta~ ta,at •• gtg lac •• actct ctgtcttgat 
ccc.t .... c: cateealcal taC9tttaca tgcaetc.tg tt.ct •••• e catacCfta. 
•• 09'tggaC& cgg&ctotgt .tc:tee •• ta ca&lcactt9 gc~tcttca. c:tcaattgat 
... tt~tCt:8 oagttaaact taAlt:c.... e9 ..... 8.. atg.t&t~gt , .. eacg.go 99&'''19'' atcga4SI.9 cgttt.cctt ttgtcsva,. gt •• tIS.tc t 

<210> 24 

<211> 1944 

<212> AON 

<213> Petunia hybrida 

<400>24 

4100 
660 
'20 
'80 'u too 
'50 

1020 
loao 
lUO 
1.2QO 
UU 
1320 
:380 
1 .. 0 
1500 
1510 
1120 
1 .. 0 
1740 
1100 
lI~C 

1120 
1'10 
20"0 
2100 
2110 
2220 
2280 
n40 
:a400 
24esO 
2530 
2580 
2S.f0 
2700 
:Z7fO 
2'20 
28'0 
2940 
3000 
30.0 
31:10 
nto 
1240 
noo 
n'l) 
34Z0 
3 .. 0 
1540 
leDO 
1"'0 
nzo 
1'710 
1111 
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gaaetccctc aat~Ctc.ct ttcaaf&&tv gcacaaact& acale.tlBe tC._999ata 
c ... ccctca &tccca.~tc caattteeat aaaccccall ctcetaaate ttc.agtttt 
cttgttttt:g ,atcea ..... ct:p ..... t tcagcuatt ctatgttggt tttl ...... 
¡acte.sttt: tcacee".s gttttgttcc tttagg.ttt c.gcatcagt ggct&c.9~. 
eagaagectt ce •• gata.' ottfC&Accc atta • .,ata tttcalseae tlte.a.ttg 
c~t99ct:cea •• t:cate.ee ta.eaga.ee ctcectcttg ctgcctt&t:c Egasggaaca 
acegttrttg .caa~ttacC a&ltagt9a1: 9.tatt~att acatgcte9' tlecttgaaa 
Acactt"sc tlcatg~. aga.gaca9t ¡ca.accaac ea¡otgttgt tgaaggttgt 
Sit99fCttt tocctSttS9 ~ .. a8&9tcc &agg".... ttca.ctgtt cct~ .. a~ 
gcagvaaCAg caatgcsgoc aot.aG&SC_ tc~t.ct9 ts.ctseegl aaactc .. " 
tatgtacttg .tggagetea tCV&atgaga f~coa. tta,tgattt SVttgatggc 
cttaaacagc ttggtgcaga ggt~attgt ttcc~eg¡ca cgaaatgtcc tCCtgttcf4 
accgtcagca agggagstct tcctsgas99 aaggtc&agc tctctggetc cateage.ge 
caatacttga ccgctccgcc cactlccgct cc.ccg;ctt caggagatgt gg8gattg.a 
atcattgaca &acta.tteg tgeacetta: gccgatat,. oattgaa,tt .atggagc,. 
tttggtattt CtgcggagcI cagta~agc tgggacaggc tct~cstccg aggaggtcag 
•• "IC •• gt ctcctfS... agcttttstc ' •• tvttate cttc.6gtgc tagcc.otte 
~tfIC:l9tg ca,cI,tO.O .~9I .. ct atcao:fccl •• g,tCstll gac ••• ca;e 
ttaca99t99 atltcaaatt tgctg_ggt. cttgaaaal. tgggagctga 8gttaCgtg¡ 
acag.,aaca gtltcsc.ge caaaggaoct cc.aggAftt ottetl8lag ga.gc.tecg 
cgtgccattg acgtg .. e.t gaa: .... tg cct9at~t9 ccetgao.cc t9cc9ttgtt 
fC&cctt.~ cegatgwccc cacagctata ... ,acgceg ~gctggag agtcaagg •• 
aatgagcgcI cgaecgccat atg~acagaa ctta9S .. gt taggagcaac clttaaag._ 
.ac:capct ectgc:at •• t cacc:ooaocg gag ••• OC" .t9tgl",a tat.tgataca 
~&egac9.:c acasgat9;C oa~ttt tctctt;ctg et~ca,. t9tt~o 
accaccaatg accccggcCV cacgcagaaa accttcccta actactttga tgtaette&g 
cagtactcca ageattgaac ogcttcccta catt~ca;aa tgtaagtaag •• tacgtgaa 
pgttlagn O1:lI:ge.oug acanctacg actgcCC'ggt aCCA9&ac:ca cau:gggtte 
eaceteagc~ cagaagggca ttceaa9lct tClaa~tcct Cacttattta cgagtgacg. 
aatgtatttg t~.eagttga gcttcett~t g~ee~e .. gg •• tgtacact •• talagtea 
-..attacta geatsggcca gtgtaAggag taotattact atttgcttat tttattgatt 
9alt~ttltc a&ggatctll cct~c .. g .att.otllt taattttatt ,*os.catea 
tgcgtcoc.aa t.gaaattvt:t ts-t 

<210> 25 

<211> 1335 

<212> ADN 

<213> Zea Mays 

<400>25 

60 
130 
110 
ato 
300 
140 
420 
480 
540 
100 
C60 
no 
'10 
.. o 
,o0 
960 

lOao 
1010 
1140 
1200 
1250 
1320 
n.o 
lUO 
1500 
1550 
1110 
lila 
1'710 
1100 
11'0 
:1820 1t". 
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9CS;gtgccg aggagatcgt gctgc.,cce ate_gl4gB tctceggeae ogtcaa¡ctg ,O 
~ .;tcgcteec C&lccggatc c:actlcteg cegccctgtc egaggggaea 120 
acastv.ttg at •• cetgct gaacag:val 9&tgtccact ao.tgctoll 9Vccttgagg 1'0 
act~_te eC!I:et:.gcega -.=asee ... gctfitClO&Ul. pgetpagt: tgtaggctgt: a.o 
9,tggaaagt ~ccc.gttga t9.c~aa. gaggaagtac agcccttctt Iggga&cgct lOO 
naac:tvc •• t,cggccatt geQgc:agct gtt&ctgctg at99t.... tgc .. ott.c 360 
gtgcttgae, gagtacoaag &a~aggga. agacccat~ ;csacttggt tgtcflAttg 420 
.. gcalcteg gtgcagatgt ~.tt,tttc cttvgaactg actgcocaoc tgt~C9lltc 480 
•• t99 •• ~CS 9&99Vctacc t~~g Itca.gctgt ctggctocat c.goagtcag "0 
tacttgagcl ccttgctgat ggctgctcct ttgsctcttg gg¡atgcgga ,attga •• te 100 
.tegata.ae taacctccat tccgta~ g ... t;aoae csas-tttat gg.~ttt 610 _-..ug "g.go.ttc tgataJetn pCIIPttct .catCUU9 aggt:c..... '720 
tacaagtccc ctaa ... tgc ceatgttgaa gstgat.cct caagcgc.e, ctaettcttg "0 
SCC9ltlctg caatcactl9 agggattgtg ac~1I&I9 ettgtogoae caccagtctg 840 

C.999~at9 tlaagtttgc tgaggtactg gagatl'~99 gegegaaggt taeetggacc .00 
'.lACtagog taactgttac tggccoaccg cgggegcclc ttgggagge. .Clcetaaa, 'lO 
,cgatct&tg to •• eatg.. caa,atgecc tatttcgcca tg.ctc~tlc tgt9lttVec 1020 
ctcttcSOCf atggcoc,ac tgeCltC.,. '_CStggccc cccggagagt a •• ggagacc 1010 
,lga9l&tll ttgcsatcCQ ,a.4Vctl ace..,"" •• &totgt tgeggaaggg lUO 
ccggactact gcatcatcec gcegccgga, aagctgaacl tg&cggcget Qg.c~tec 1200 
.ecgaccaca ggatSICcat 19~tctcc cttgccgcot gtgecgaggt coccgtcacc 12'0 
.tcctlfacc ctgggtgcac ccggaagacc ttccccgact acttcgatge gceglgeact 1)30 
ttcgtcaaga att.a 1135 

<210> 26 

<211> 516 

<212> PRT 

<213>Brassisca Napus 

<400>26 
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Met Ala alft Ser Ber Az'9 11e eya Kis el)' Val ain ~ft Pro eyl Val 
1 s lO 15 

11. tle ler AsD. Leu Ser Lya Ser Aan alA A.o Lya Ser Pro Phe Ser 
20 25, 30 

Val ser Leo Ly. Thr Hia Gln Pro Ar; Ala Ser Ser Trp Gly L.u Ly. 
35 tO .5 

LYI 8er 01)' Thr Met Leu Aen CUy 8er val na ArO Pro val Ly. Val 
SO SS ,O 

Tu Ala S.~ val. ser Thr S8r Glu Lys Ala Ser olu %le Val !.IN Gln 
65 'O ,S 80 
lro 11. Arg Dlu Ila Ser Gly Lou'Xl. Ly. ~ Pro 01y Ser !.ya Ser 

85 tD t5 
Leu Bar Aen A2:V Ile lAu Leu. Leu Ala Ala Lela Ser alo Cly Thr 'nlr 

100 105 110 
Val Val Mp Mil Le.... Leu Aan Ser JUsI' Mp 11. Aso. 'l'yr Net Le\) Aap 

115 120 125 
Ala l.eu Lya LV. Leu. CUy I.eu. ASA val elu A1'9 bp Ser Val Aso bn 

UO 135 ¡,eO 
"IV Ala Val Val CJlu. Oly eya ell' Caly U8 'he P!:C Al. SU' lAu Aap 
165 150 155 16D 
Ser Ly8 aer Aap Xle Olu Lea Tyr Leu Oly A.o Ala oly Thr Ala Mee 

1" . no 1~ 
Az'9 Pro La" 1'b.r Ala Ala Val ftr Ala Ala 01y Gll' Aan Ala Ser ~ 

110 185 110 
Val Leo AsP Gly, Val Pro Ar9 Mee Ar¡ Olu. Arg Pro 11. Gll' ~,p ~." 

115 zoa 205 
Val Val aly Le.... Lya 010 Le" Oll' Ale Aep Val Olu ey. ~hr Leu all' 

210 215 220 
'f~ MD <:ya Pro 'ro V.l AI'9 Val "Bn Ala Aan Gly CUy Weu Pro G1l' 
al! 210 2)$ 2.0 
01y Lya val Lya t..u Ser Gly ler 118 &el" Ser Bln Tyr t.eu Thr Ale 

245 2'0· ass 
Leu Le\l ... t Al. Ala Pro J..eu Ala wv el y ,,~ Val Glu Ile Glu 118 

2CO 2'5 2'D 
11. Asp Ly. fA" ne Sal" Val P~o 1'y1' val alu Met TM we" r..y. Leu 

2?S ~'O 28. 
Met alu Arg Pbe (Jly Val Se: Ala 0],11 Ju.. Ser MP Ser 'l'rp Asp Ar¡o 

2'0 2'5 300 
Phe )he Val Lys 011' CUy Glft Ly. Tyr Ly. Ser Pro Gl)' Aan Al. 'l'yr 
lOS l10 315 220 
Val Olu 01y bp Ala Ber '.Z' Ala SGr Tyr 'be Lau Ala Gly Ala Ala 

l2J 330 335 
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Xl. Thr Dly Olu Tbr Val Tbr Val Glu Oly Qys aly Tbr Thr Ser Leu 
3.0 )4' lSO 

Gln CUy Asp Val Lya Phe Ala 01u Val t.eu Olu Lya Met Oly ey.- Lya 
155 ).0 315 

val 8er Trp Thr Olv AtA '.r Val Tbr Val '1"hr aly Pro Ser Arg Aap 
370 315 3.0 

Ala Phe Oly Met Arg Bis Leu Arg Ala Val A8p val A8n Mee Aln Ly. 
J'S 3'0 . 3ts 400 
Meto Pro Aap Val Ala Met ~ I:IeI.l Ala Val Val Ala Leu Pbe Ala Aap 

.05 410 415 
Gly Pro Tb~ 'rbr ne Az'g Aep Val Ala Ser Trp Al'9 Val Lya Glu 'lbr 

420 4U 410 
alu Aq Mee U. Ala Ue eya 'lhr Olu Leu ArV Ly. Leu CUy Ala ~ 

415 ... 0 445 . 
vd Glu GIu Gly Ser Asp 'l'yr Cya Val n. Thr Pro ho Ala loYII Val 

.SO 455 '60 
,"ya Pro Ala Cllu U. Aap Tbr 'l'yr Aap Aap Hi. Al'g Met Ala Mel: Ala 
455 4'0 4?S 410 
PIla Ger Lau Al- Ala Cya Ale Aap val Pro Val Thr ne :')1'11 Aap Pro 

485 "0 .,S 
tiy Cya 'l'bl' Ar'g Lya Tbl:' PIle Pro Aap 'l'YX Pila G1n Val r,e\& Olu ler 

500 505 510 
ne '1'br Ly. Sl. 

515 

<210> 27 

<211>516 

<212> PRT 

<213> Petunia hybrida 

<400> 
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... t Ala Oln 11. bu .JUta Met Al.a Gln Gly Ile Gln '1'llr Leu ba Pro 
1 5 10 15 

Mn Ser AJtn Pbe Mi, x,ya fto Glll Val .Pro LVI Ser •• r Ser Phe !,eu 
20 25 lO 

Val libe Oly Ser LV' Lya t,8u r,ya bu Ser Ala .un 8ar Met IAu Val 
. 35 .0 45 

Leu Ly. Ly. A8p lu 11. Phe Met Gln t.V- Phe C'yt Ser Pbe Arg 1 J.. 
SO 55 lO 

ser Ala •• 1' Val Ala 'I'hr AlA. Ola Ly •. Pro Ser CUu U.. Val Le.u Gln 
II . 'O 15 80 

. ,~ %18 laya Olv !le 8er Gly 'l'br V&J. L~ Le" P1:o Gly 8e~ 1ty.s Ser 
IS 80' '5 

Leu ser Asa Are na Leu. t.eu toeu Ala Ala Leu S.r Olu 01y Tbr Thr 
100 lOS 110 

Val Vü AIIp ASIl Le" Leu .er Ser Asp Aap .(1. IU.' 't'yr Me~ I.4au Gly 
11' 120 125 

Ala Leu L~ Tbr lA" oly Le" lIi. Val Olu Glu A8p ser Al. UD Ola 
ll0 1]5 140 

Arg Ala Val Val alu Bly Cya Oly Gly Leu .he Pro Val aly Ly. Olu 
14! 150 lSS 160 
•• r ¡'ys 011.l al" n. Oln Leu Pbe JAu. Oly AIIn Ala (¡ly '1'h:' Ala Met 

1" 170 1?5 
1U'g Pro lAu 'l"'hr Ala Ala Val 'l"JU' Val Ala CUy Oly A&n Ser ArCl 'l'yr 

180 181 110 
Val lleu Aap Gly Val ~ro Arg Me~ Arg 01u Arg Pro Ila ser Up lteu 

1ts 200 205 
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val Aap Gly Leu Lya alA IAU Cly Ala Glu Val Aap cya Phe Ley 01y 
210 215 230 

Tiar Lya c:ya PI'O Pro Val Ar9' Ue Val Ser ¡,y. Gly 01)" Leu Pro 01 y 
a25 230 235 240 
C;ly LV. Val ,",ye Ioeu Ser Gl)" S-r na lar Ser Gln 'l'yr Leu Thr Ala 

2-U 210 255 
Leu ~~ Mat Ala Ala pro ~ Ala Leu Oly Aap Val 01u 11e el" 11. 

2'0 2~5 210 
11e Aap Lya Lau 118 Ser Val Pro Tyr V.l alu Mee ~hr Leu L~. Leu 

2'5 280 ~.$ 

Htt al~ Arg phe 01y tle Ser val alu Mi. 8er Ser Ser TTp A8p AZ9 
2.0 2f5 SOo 

Pbe 'he Val Ar9 Gly Gly OlA Ly. Tyr Lya 8er Pro Gly LV. Ale Phe 
lOS JIO. 315 320 
V.l 01101 aly Aap Ala Ser Qer Al. ser 'l'yr PIuI Leu Al. aly Ala Al. 

lU 330 315 
Val 'l'hr CUy Qly Thr n. Tbr Val 01" 01y eya Gly Thr A8n ser Leu 

3.0 345 350 
ala Gly Aap val lIye Phe Ala Olu val Leu alu ("ya Het al)" Ala Glu 

355 3'0 lIS 
Val Thr Tr.P Tbr Olu ~ Ser Val Tar V.l Ly. ely Pro Pro ~ Ser 

310 375 380 
Ser 8er aly A.rg Ly. Ili. Leu Arg Ala Ila Asp Val An Me~ Asn l,ys 
115 390 lIS 400 
Met Pro Aap val Ala .. et 'l'br Leu Ala Val val Ala Leu 'J!Iyr Ala Aap 

405 -no '15 
aly Pro 'l'hr Ala .n. Arg A.8p Val Ala S~ Trp A:'g Val tya al\l 'l'm" 

420 4aS 610 
01\& Ara bt JI. Ala ne Cya 'rhr Glu Leu Al'9 lAya Len. Oly Ala 'Thr 

435 •• 0 445 
Val Ol.u elu Qly Pro AIIp ~ ey. Xl. Ile 'l'b.r Pro Pro Glu Ly. Leu 

f.O 45S .&0 
Un val Thr A8p na UP Thr ~ Aap Aap Ría Arg Met Al. Mee Ala 
4" 4'0 C1& .10 
MM Ser Leu Al a Ala ey. Ala A.sp Val P.ro val Thr Ile A8Zl A8p h'o 

01y c:y. Tbr Arg 
100 

~ Ser 1,)"8 H18 
115 

<210> 28 

<211> 444 

<212> PRT 

<213> Zea Mays 

<400> 28 

.85 4'0 .95 
101". 'l"hr 'he PrO AJm 'J'Yr PZl. Asp Val LlJu aLa Clln 

501 510 

f p, 
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Ala Oly ~la Ol~ Ola Xle Val Leu Cln Pro l1e ~Y. Glu 118 ser aly 
1 i 1.0 15 

1'hr Val Ly. :Le\I Pro aly ser l.y. Ser S.ou •• : ~ Arg 1 le Le" Leu 
20 - 25 10 

Le ... Ala Ala Leu Ser 01u Oly 'l'h'r' Tl'lr val Val Aap un l.eu Leu. ASA 
11 40 -45 

.. r Glu Aap Val Hit Tyr Met Leu Oly Ala LaU Are Tbr ~ou 01y Leu 
50 55 CO 

ser Val (JIu Ala Aep 1cyt Ala Ala Ly. Al'g Ala lIa1 Val Val Gly c:y. 
,S ?O .15 80 

Oll' Gty ~Y' Phe Pro Val elu Aa, Ala ~ Olu 011.1 val Cln ~u Pbe 
15 '0 f. 

&.eu ely Aan Ala Gly l'br Ala Het Arg Pl'o L4tu Thr Ala Ala Val Thr 
100 105 110 

Al. Ala (Uy CUy Asn Ala Thr Tyr Val Leu Mp 01y Val ","o ~g "et 
115 120 115 

Arg Glu Az9 p~ Ile aly A$p Le .. val val Gly Leu úys Cln úeU Gly 
UD 135 140 

Ala Alp va.l Aap cy. Pbe S.ou (l1y Tttr ASp CY' pro PrO Val Ar9 Val 
145 150 155 1&0 
Aan aly 11. Gly Cly Le .. p~o GIl' (1)' x,y. Val ~I Leu Ser Oly ler 

1" 110 175 
¡ le &er .81' Ola Tyc Leu Ber Ala 1!eu Leu Met Ala Al. ~o Leu Ala 

110 185 110 
t.u 01y ~p Vel Glu 11e 01u Ile t1e Aap Ly. Leu 11e Ser 11e PrO 

1'5 200 205 
Tyr Val Glu Me1: 'fh.r Leu Ari' Le" Mel: 01" Arv Phe aly Val LylS Ala 

210 215 22Q 
Glu Mia 801' A.p Ser Trp ~ Arv Phe Tyr Ile LV. (J1y GIy Gln LV. 
225 230 al! 240 
tyr I,ya Ser pz:o .t.ys ,Aan Ala Tyt Val al\l G)y Asp Ala Ser Ser Ala 

2tS 250 255 
Ser Tyr Pila Ltnt Al.a 01y Ala Al. He 'l'Ilr Gll' Gll' Tbr Val T'hr Val 

2'0 2'5 210 
Qlv Gll' eya GIl' Tbr Thr Ser Weu Qln Gll' Aap Val .t.ys Phe Ala Glü 

215 280 als 
Val lr8u Glv Met Me~ Oly Ala 1,)". Val Tbr 'fq TIlr el" TU Ser: Val 

2'0 295 lOO 
Tbr val '1'h.r ely P7:o Pro At:9 el" Pro Pbe cUy'A:'g Ly. Hh Le" Ll's 
305 310 315 320 
Ala na A8p Val AtJn .Met Aan t.y. Met Pro Aap val Ala JCet Tbr Leu 

S25 no lIS 
AlA Val Val Ala Le" Pbe Ala Aap Cl1y fto Tbr Al. I1e Ar9 üp Val. 

340 145 150 
Al. 86r 'l'rp Arg Val Lya 0111 ':hr Glu AJ:g Net Val Al. na ~ TU' 

355 1&0 liS 
Clu Le" Ttll' Lyw Leu CUy Al. Ser Val Glu Olu Gil' Pro Aap 'l'yr ey.s 

l?O "5 110 
11e n. 'l'hr PrO Pro el\l LY8 Le" Mn Val thr Ala na Aap Thr 1'y.t' 
18S 3JO 3'5 400 
AtIp .vp JU.a Art Mee Ala Mee Ala Phe Ser Leu Ala Al. Cya Ala 01" 

fOS 410 411 
Vel Rro val Thr Xle Ar9 ABp PrO Gly cye .1'1\11' Arg u)'8 Thr Phe Pro 

.20 425 410 
luIp 'ryr Pila A8p Val Leu Ser 'lb%' Phe Val Lya A.Ul 

tl5 440 
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<210> 29 

<211> 64 

<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador mutante 

<400>29 

egtttccacc tgcagcag;g aeofC.gega taagtggaee cattlCtgtC get¡aattac '0 
cta. " 

<210> 30 

<211> 64 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Cebador Mutante 

<400> 30 

cgttteeacc egcagc.gtg acc¡casegr t.a9t.,ac¡ ca~tgctatc ;~~g~.tt&C .0 
C9li ,. 

<210>31 

<211>64 

<212>ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador mutante 

<400>30 
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cg~ttcaacc tgcegeegtg acesa-gce; taagtstac¡ c.ttgcta~ gc~gc&ttac '0 
C94i ,. 

<210> 31 

<211> 64 

<212> AON 
<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador Mutante 

<400>31 

cgtttccacc tgca¡ca¡ts &CQgeagcgg C •• ,tla&cg cattgotatt cot9cattcc 60 
cga~ 54 

<210> 32 

<211> 64 
<212> AON 
<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223>Cebador mutante 

<400> 32 

cetttoClCC tgcascagt& ICcgeagcgg taagtga4C9 catcgctgtt goegea~t.c 60 
cgag 6. 

<210> 33 
<211> 64 

<212> AON 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 

<223> Cebador Mutante 

<400>33 

ogtttccacc eacagcagtv accscagc~ caagtgaacg catt¡etatt gct9cattac '0 
cg~ 64 

<210> 34 

<211>64 

<212>AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador mutante 

<400> 34 

<210> 35 

<211> 64 

<212> AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador mutante 

<400> 35 
c~~teeacc t,cagcastv acogca,ctB ta.ltlaacg c.e~getact cctgcactac CO 
ceae " 

<210> 36 

<211> 64 
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<212> AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador mutante 

<400> 36 

cgttc~ tgcagcagt, accgca¡CII ta.gcgaacg cactgct&&: GC~gc.t;.a 60 
og1t9 ce 

<210> 37 

<211> 64 
<212>AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador mutante 

<400>37 

egtctceecc tgcagQagtg acego.9C99 taagtsgaC9 catt¡ctact get¡cattac dO 
cgag ,. 

<210> 38 

<211> 64 
<212> AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223 Cebador mutante 

<400> 38 

cgtttecacc tgcagcagtg accgc&gCa9 taagtggacg cattgee •• t getfCBttac &0 
c:gag ., 
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<210> 39 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Petunia hybrida 

<400> 39 

<210> 40 

<211> 30 

<212> AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 40 

gctctagaga aagcgtcgga gattgtactt 30 

<210> 41 
<211> 41 

<212>AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 41 
gcagatctga gctcttagtg ctttgtgatt ctttcaagta c 41 

<210> 42 

<211> 28 
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<212> AON 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400>42 

gcgtctagaa aaacgagata aggtgcag 28 

<210> 43 

<211> 38 

<212>AON 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 43 

gcggatcctc aggatttttt cgaaagctta tttaaatg 38 

<210> 44 

<211> 20 

<212>AON 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 44 

gaaagcgtcg gagattgtac 20 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para la producción de una planta no transgénica. que es 

resistente o tolerante a un herbicida de la familia de la 

fosfonometilglicina comprendiendo: 

(a) fa introducción en células vegetales de una oligonuc/eobase 

recombinagénica con una mutación objetivo en el gen EPSPS 

para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que 

expresa una proteína EPSP que es mutada en una o más 

posiciones de aminoácidos, dichas pOSICiones siendo 

seleccionadas en el grupo que consiste en leu173. Alau9. Met1eo. 

Arg,8f. Ser98. Ser255 y leul98 en fa proteína EPSPS de 

Arabidopsis o en un residuo de aminoácido análogo en un gen 

EPSP de otra especie; 

(b) la identificación de una célula vegetal que presenta un 

crecimiento nonnal, en comparación con una célula vegetal de 

tipo salvaje correspondiente en presencia de glifosato; y 
(e) la regeneración de una planta no transgénica resistente o 

tolerante al herbicida que posee dicho gen EPSPS mutado a 

partir de dicha célula vegetal; 

donde la planta no transgénica. resistente o tolerante al herbicida exhibe 

un crecimiento y desarrollo normales en comparación con el de las 

plantas correspondientes de tipo salvaje y donde la enzima EPSPS 

mutada tiene la misma actividad catalftíca en comparación con la de la 

enzima de tipo salvaje. 

2. Método para la producción de una planta no transgénica, que es 

resistente o tolerante a un herbicida de la familia de la 

fosfonometilgilcina, comprendiendo: 

(a) la introducción en células vegetales de una oligonucleobase 

recombinagénica con una mutación objetivo en el gen EPSPS 

para producir células vegetales con un gen mutante EPSPS que 

expresa una proteina mutante EPSPS que es mutada en una o 

más posiciones de aminoácidos, dichas posiciones siendo 

seleccionadas en el grupo que consiste en leu113. Alau9. Met'80. 

Arg181. Serga, Ser255 y leul98 en la proteina Arabidopsis EPSPS o 
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en un residuo análogo de aminoácido en un gen EPSP de otra 

especie; 

(b) la identificación de una célula vegetal que posee una proteina 

EPSPS mutante que tiene la misma actividad catalítica en 

comparación con una proteína EPSPS correspondiente de tipo 

salvaje en presencia de glifosato: y 

(c) la regeneración de una planta no transgénica resistente o 

tolerante al herbicida que posee dicho gen EPSPS mutado a 

partir de dicha célula vegetal: 

donde la planta no transgénica resistente o tolerante al herbicida exhibe 

un crecimiento y desarrollo normal en comparación con el de fas plantas 

correspondientes de tipo salvaje. y donde la enzima EPSPS mutada 

tiene la misma actividad catalítica en comparación con la de la enzima 

de tipo salvaje. 

3. Método según la reivindicación 1 o 2 en el que la oligonucleobase 

recombinagénica es un nucle6tido dúplex mezclado o un vector 

mutacional de otigodeoxinucleótido monocatenario (SSMOV). 

4. Método según la reivindicación 3 en el que el nucleótido dúplex 

mezclado contiene una primera región homóloga que tiene una 

secuencia idéntica a la secuencia de al menos 6 pares de bases del 

primer fragmento del gen EPSPS objetivo y una segunda región 

homóloga que tiene una secuencia idéntica a la secuencia de al menos 

6 pares de bases de un segundo fragmento del gen EPSPS objetivo, y 
una región intermedia que contiene al menos una nucleobase heteróloga 

al gen EPSPS objetivo. la cual región intermedia conecta las primera y 

segunda regiones homÓlogas. 

5. Método según la reivindicación 1 o 2 en el que la oligonucleobase 

recombinagénica es introducida por electroporación. 

6. Método según la reivindicación 1 en el que las posiciones de 

aminoácidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leu97. 

Ala103. Met104. Argl05. Ser23. Ser179 y leu122 en el gen EPSPS de lea 
mays. 

7. Método según la reivindicación 1 en el que las posiciones de 

aminoácidos son seleccionados en el grupo que consiste en Leu169, 
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Ala1í5. Met176. Arg171, Ser94. SerZ5t y LeUt94 en el gen EPSPS de una 

especie de Brassica. 

8. Método según la reivindicación 1 en el que las pOSIcIones de 

aminoácidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leu,69. 

Alat75. Met176. Arg177 Ser94. Ser251 y Leu94 en el gen EPSPS de Petunia 
hybrída. 

9. Método según la reivindicación 1 o 2 en el que las células vegetales son 

seleccionadas en el grupo que consiste en maíz. trigo. arroz. cebada. 

semilla de soja. algodón. remolacha azucarera, colza. canola, lino, 

girasol. patata. tabaco, tomate. alfalfa. álamo, pino. eucalipto. manzano. 

lechuga. guisantes. lentejas. uva. césped y especie de Brassica. 

10. Método según la reivindicación 2 en el que las posiciones de 

aminoácidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leu97. 

Ala'03 Met,04. Arg ,0S• Ser2l. Ser119 y Leul22 en el gen EPSPS de lea 
mays. 

11. Método según la reivindicación 2 en el que las posiciones de 

aminoácidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leu,69, 

Ala175, Melt176. Arg1T7. Ser94. Ser251 y Leu194 en el gen EPSPS de una 

especie de Brassica. 

12. Método segun la reivindicación 2 en el que las posiciones de 

aminoácidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leu189, 

Ala175, Met176 , Argl77. Ser94. Ser251 y LeUt94 en al gen EPSPS de Petunia 

hybrida. 

13. Método para la producción de una planta no transgénica que es 

resistente o tolerante a un herbicida de la familia de la 

fosfonometilglicina comprendiendo: 

(a) la introducción en células vegetales de una oligonucleobase 

recombinagénica con una mutación objetivo en el gen EPSPS 

para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que 

expresa una proteína EPSP que es mutada en dos posiciones de 

aminoácidos. dichas posiciones siendo seleccionadas en el grupo 

que consiste en Thr'78 y Pro182. en la proteina EPSPS de 

Arabidopsis o en un residuo de aminoácido análogo en un gen 
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EPSP de otra especie donde el Thr178 es sustituido por Val o Leu 

y Pr0182 es sustituido por Ser; 

(b) la identificación de una célula vegetal que presenta un 

crecimiento normal en comparación con una célula vegetal de tipo 

salvaje correspondiente en presencia de glifosato: y 

(c) la regeneración de una planta no transgénica. resistente o 

tolerante al herbicida que tiene dicho gen EPSPS mutado de 

dicha célula vegetal; 

donde la planta no transgénica. resistente o tolerante al herbicida exhibe 

un crecimiento y desarrollo normales en comparación con el de las 

plantas correspondientes de tipo salvaje. y donde la enzima EPSPS 

mutada tiene fa misma actividad catalítica en comparación con la de la 

enzima de tipo salvaje. 

14. Método según la reivindicación 13 en el que las posIciones de 

aminoácidos son Thr'02 y Pro106 en el gen EPSPS de lea mays. 

15. Método según la reivindicación 13 en el que las pOSICiones de 

aminoácidos son Thrl1 .. y Pro170 en el gen EPSPS de una especie de 

Brassica. 

16. Método según la reivindicación 13 en el que las posiciones de 

aminoacidos son Thr174 y Pr0t78 en el gen EPSPS de Petunía hybrida. 
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