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DESCRIPCION

1. CAMPO DE LA INVENCION
[0001] La presente invencion se refiere a la produccion de una planta no

transgénica resistente o tolerante a un herbicida de la familia de la
fosfonometilglicina, por ejemplo, glifosato. La presente invencion también se
refiere al uso de una oligonucleobase recombinagénica para que se realice una
mutacion deseada en las secuencias cromosomicas o episomicas de una
planta en el gen cadificante con respecto a una 5-enol piruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS). La proteina mutada, que mantiene sustancialmente la
actividad catalitica de la proteina de tipo salvaje, permite una mayor resistencia
o flolerancia de la planta frente a un herbicida de la familia de la
fosfonometilglicina, y permite el crecimiento o desarrollo sustanciaimente
normales de la planta, de sus 6rganos, tejidos o células en comparacion con la
planta de tipo salvaje independientemente de la presencia o ausencia del
herbicida. La presente invencion 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 ahi, asi como una planta obtenida mediante un cruce
utilizando una planta regenerada no transgénica con un gen EPSPS mutado.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

2.1 HERBICIDAS DE FOSFONOMETHILGLICINA
[0002] Las plantas tolerantes al herbicida pueden reducir la necesidad de

trabajar el suelo para controlar las malas hierbas reduciendo asi eficazmente la
erosion del suelo. Un herbicida objeto de mucha investigacion a este respecto

es la N-fosfonometilglicina, cominmente denominada glifosato. El glifosato

inhibe {a via acida shiquimica que conduce a la biosintesis de compuestos
aromaticos incluyendo aminoacidos, hormonas y vitaminas. Especificamente,
el glifosato frena la conversion de acido fosfoenolpirdvico (PEP) y acido 3-
fosfoshiquimico en acido S-enolpiruvil-3-fosfoshiquimico por la inhibicion del
enzimatico 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (a parir de ahora
denominado sintasa EPSP o EPSPS). Para los objetivos de la presente
invencion, el término "glifosato” incluye cualquier forma eficaz herbicidamente
de la N-fosfonometilglicina (incluyendo cualquier derivado de sal, otras formas
con las que se obtiene la produccion del ion glifosato en plantas y cualesquiera
otras herbicidas de la familia de la fosfonometliglicina,
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[0003] La tolerancia de las plantas al glifosato puede aumentar con la
introduccion de un gen mutante EPSPS que tiene una alteracion en la
secuencia codificante de los aminoacidos EPSPS en el genoma de Ia planta.
Ejemplos de algunas de las mutaciones en el gen EPSPS para inducir la
tolerancia al glifosato se describen en las siguientes patentes: patente EEUU
n°. 5,310,667 patente EEUU n°. 5866,775; patente EEUU n°. 5,312,910;
patente EEUU n°. 5,145783. Estas mutaciones propuestas habitualmente
tienen un valor k; mas 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 K, alto de PEP con el que la enzima
cinéticamente se vuelve menos eficiente. (Kishore et al., 1988, Ann. Rev.
Biochem. 5§7:627-663; Schulz et Al., 1984, Arch. Microbiol. 137: 121-123; Sost
et AL, 1984, FEBS.Lett 173: 238-241; Kishore et al., 1986, Fed.Proc. 45: 1506;
Sost y Amrhein, 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 enzimatica
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
E.coli son de 10 yM y 0.5 yM, mientras que para un aislado tolerante al
glifosato que tiene una sola sustitucion de aminoacidos de alanina con respecto
a la glicina en posicion 96, estos valores son de 220 yM 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 catalitica inferior (Vmax /Km), como lo mostraba un
incremento en el K, de PEP, y una ligera reduccion del Ve de la enzima
vegetal de tipo salvaje (Kishore et al., 1888, Ann.Rev. Biochem. 5§7.627-663).

[0004] Como las constantes cinéticas de las enzimas variantes se deterioran
con respecto al PEP, se han propuesto unos niveles altos de sobreproduccion
de la enzima variante, de 40 a 80 veces mas, que seran necesarios para
mantener una actividad catalitica 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 insercion en el genoma
de la planta de la capacidad para producir un nivel mas alto de EPSP sintasa
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en el cloroplasto de la céiula (Shah et al., 1986, Science 233, 478-481), cuya
enzima es preferiblemente tolerante al glifosato (Kishore et al.. 1988, Ann. Rev.
Biochem. 57.627-663).

[0005] La introduccion de los genes EPSPS mutantes exdgenos en plantas
esta bien documentada. Por ejemplo, segun 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 mutacion que hace que la
enzima sea mas 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 expresién baja del producto genético EPSPS mutado
o produce un producto genético EPSPS con una actividad enzimatica
significativamente inferior en comparacion con el tipo salvaje. La expresion baja
o actividad enzimatica baja de la enzima mutada produce niveles
anormalmente bajos de crecimiento y de desarrolio de {a planta.

[0006) Mientras que estas variantes en las EPSP sintasas han demostrado ser
utiles en la obtencion de plantas transgénicas tolerantes al glifosato, seria
mucho mas beneficioso obtener una variante de producto genetico EPSPS
altamente tolerante al glifosato pero que siga eficiente cinéticamente para que
la tolerancia mejorada pueda ser obtenida con un nivel de expresion de tipo
salvaje.

2.2 OLIGONUCLEOBASES RECOMBINAGENICAS

[0007] Las oligonucieobases recombinagénicas y su uso para efectuar cambios
genéticos en células eucaridticas se describen en la patente estadounidense
n°. 5,565,350 de Kmiec (Kmiec 1). Kmiec | ensena un método para la
introduccion de alteraciones genéticas especificas en un gen objetivo. Kmiec |
divuiga, entre otras cosas, oligonucleobases recombinagénicas que tienen dos
cadenas, en las que la primera cadena contiene dos segmentos de al menos 8
nucledtidos de tipo ARN que son separados por un tercer segmento desde 4
hasta aproximadamente 50 nucleétidos de tipo ADN, llamado “segmento de
ADN interpuesto." Los nucledtidos de la primera cadena en apareamiento de
bases de nucleétidos de tipo ADN de una segunda cadena. Las primeras y
segundas cadenas son enlazadas adicionalmente por un segmento de
nucledtidos monocatenario de modo que las primera y segunda cadenas son



10

15

20

25

30

ES 2401721 T3

partes de una Unica cadena oligonucledtida. Kmiec | ensefia ademas un
método para la introduccion de alteraciones genéticas especificas en un gen
objetivo. Segiin Kmiec |, las secuencias de los segmentos RNA son
seleccionadas para ser homologas, es decir, idénticas, a la secuencia de un
primer y de un segundo fragmento del gen objetivo. La secuencia del segmento
interpuesto de ADN es homéloga a la secuencia del gen objetivo entre el
primer y el segundo fragmento excepto para una region de diferencia, llamada
“region heteréloga.” La region heterbloga puede efectuar una insercién o
delecién, 0 puede contener una o mas bases que no coinciden con la
secuencia del gen objetivo con el fin de efectuar una sustitucion. Segtn Kmiec
I, la secuencia del gen objetivo es alterada en forma dirigida por la region
heterdloga, de manera que el gen objetivo se vuelve homélogo con la
secuencia de la oligonuclecbase recombinagénica. Kmiec | ensefia
especificamente que los nucledtidos que contienen ribosa y 2'-O-metilribosa, es
decir 2'-metoxiribosa, pueden ser usados en las oligonucleobases
recombinagénicas y nucledtidos que contienen deoxiribosa de origen natural,
pueden ser utilizados como nucledtidos de tipo ADN.

[0008] La patente EEUU n°. 5731, 181 para Kmiec (Kmiec ll) divulga
especificamente el uso de oligonucleobases recombinagénicas para efectuar
cambios genéticos en células vegetales y divulga otros ejemplos de analogos y
derivados de nucledtidos tipo ARN y tipo ADN que se pueden utilizar para
efectuar cambios genéticos en genes de objetivo especificos. Otras patentes
que discuten el uso de oligonucleobases recombinagénicas incluyen: patentes
EEUU n® 5,756,325, 5,871,984, 5760,012, 5888,983, 5,795,972, 5, 780,296,
5945339, 6,004804; y 6010907 y en patente Internacional n°
PCT/US00/23457, y en la Publicacion Internacional de patentes n® WO
98/49350; WO 99/07865. WO 99/58723; WO 99/58702; y WO 99/40789. Las

Oligonucleobases recombinagénicas incluyen oligonucledtidos duplex
mezclados, moléculas sin contenido de nucledtidos mostradas en Kmiec |l y
otras moléculas que aparecen en las patentes y publicaciones de patentes
mencionadas mas arriba.

[0008] La citaciéon o identificacion de cualquier referencia en La Seccion 2, o
cualquier seccion de esta solicitud no debe ser interpretada como una admision
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de que tal referencia esta disponible como técnica anterior a la presente

invencién.

3. RESUMEN DE LA INVENCION

[0010] La presente invencion se dirige a un método para producir una planta no
transgénica o céjula vegetal que tiene una o mas mutaciones en el gen
EPSPS, Ia 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 organos, tejidos o
células, en comparacion con la planta o célula de tipo salvaje correspondiente.
La presente invencion también se dirige a un método para producir una planta
no transgénica que tiene una mutacion en el gen EPSPS, Ia cual planta es
resistente o tiene una tolerancia incrementada a un elemento de la familia de la
fosfonometilglicina, por ejemplo, glifosato, donde la proteina EPSPS mutada
posee sustancialmente la misma actividad catalitica en comparacion con Ia
proteina EPSPS de tipo salvaje.

[0011] La presente invencion también se dirige a un método para producir una
planta no transgénica que tiene un gen EPSPS mutado que mantiene
sustancialmente la actividad catalitica de la proteina de tipo salvaje
independientemente de la presencia o ausencia de un herbicida de la familia de
la fosfonometilglicina. El método comprende la introduccion de una célula
vegetal en una oligonucleobase recombinagénica con una mutacion especifica
en el gen EPSPS y la identificacion de una célula, semilla, o planta que posee
un gen EPSPS mutado.

[0012] 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 n°
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
n°.PCT/US00/23457; y en la publicaciéon de patente internacional n® WO
98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702; y WO 99/407889.

[0013] La planta puede ser de cualquier especie de planta dicotiledonea,
monocotiledénea o gimnosperma, incluyendo cualquier especie de planta
lefiosa que crece como un arbol o arbusto, cualquier especie herbacea, o
cualquier especie que produzca frutas comestibles, semillas o verduras, o
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cualquier especie que produzca flores coloridas o aromaticas. Por ejemplo, la
planta puede ser seleccionada a partir de una especie de planta del grupo que
consiste en canola, girasol, tabaco, remolacha azucarera, algodon, maiz, trigo.
cebada, arroz, sorgo, tomate, mango, melocotén, manzana, pera, fresa,
platano, melén, patata., zanahoria, lechuga, cebolla, especies de soja, azucar
de cana, guisante, habas, alamo, uva, citrico, alfalfa, centeno, avena. césped y
forraje, lino, colza. pepino, manto de cielo, balsamo, pimienta, berenjena,
caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, tulipan, ins, lirio, y plantas que
producen frutos de cascara ya que no estan mencionados especificamente.
{0014] La oligonucleobase recombinagénica puede ser introducida en una
célula vegetal usando cualquier método usado habituaimente en la técnica,
incluyendo pero sin limitarse a éstos, microsoportes (entrega biolistica),
microfibras, electroporacion, microinyeccion.

[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 la aplicacion
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 la misma actividad enzimatica en comparacion
con el EPSPS de tipo salvaje.

3.1 DEFINICIONES

[0017] La invencion debe ser entendida conforme a las siguientes definiciones.
[0018] Una oligonucleobase es un polimero de nucleobases, el cual polimero
puede hibridarse por apareamiento de bases de Watson-Crick a un ADN que
posee la secuencia complementaria.

[0019] Las nucleobases comprenden una base, que es una purina, pirimidina, o
un derivado o0 analogo de ésta. Las nucleobases incluyen nucleobases de
péptidos, las subunidades de acidos nucleicos de péptidos, y nucleobases de
morfolina ademas de nucledsidos y nucleétidos. Los nucledsidos son
nucleobases que contienen una fraccion de pentosefuranosil, por ejemplo, una
ribosida o 2'-deoxiribosida opcionalmente sustituida. Los nucleésidos pueden
ser enlazados por una de las varias fracciones de enlace, que pueden o no
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contener un fosforo. Los nucledsidos que son enlazados por medio de enlaces
de fosfodiéster insustituibles son llamados nucledtidos.

[0020] Una cadena de oligonucleobase tiene un terminal §' y 3’ Gnico, que son
las nucleobases definitivas del polimero. Una cadena particular de
oligonucleobase puede contener nucleobases de todo tipo. Un compuesto de
oligonucleobase es un compuesto que comprende una o mas cadenas de
oligonuclecbase que son complementarias e hibridizadas por el apareamiento
de bases de Watson-Crick. Las nucleobases son del tipo deoxiribo 0 tipo ribo.
Las nucleobases de tipo ribo son nucleobases con un contenido de
pentosefuranosil donde el carbono 2' es un metileno sustituido con un hidréxilo,
alquiloxi o halégeno. Las nucleobases del tipo deoxiribo son nucleobases
distintas a las nuclecbases tipo ribo e incluyen todas las nucleobases que no
contienen una fraccion de pentosefuranosil.

{0021] Una cadena oligonucleobase incluye genéricamente ambas cadenas de
oligonucleobase y segmentos o regiones de cadenas de oligonucleobase. Una
cadena de oligonuclecbase tiene un extremo 3' y un extremo 5'. Cuando una
cadena oligonucleobase es coextensiva con una cadena, los extremos 3'y 5'
de la cadena también son terminales 3'y 5' de la cadena.

[0022] Segun la presente invencidn, el crecimiento sustancialmente normal de
una planta, 6rgano de planta, tejido vegetal o célula vegetal se define como un
indice de crecimiento o nivel de division celular de la planta, érgano 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 divisién
celular en una planta, 6rgano de planta, tejido vegetal o célula vegetal
correspondiente que expresa la proteina EPSPS de tipo salvaje.

[0023] Segun la presente invencién, el desarrollo sustancialmente normal de
una planta, érgano de planta, tejido vegetal o célula vegetal esta definido como
la incidencia de uno o mas eventos de desarrollo en la planta, 6rgano vegetal,
tejido vegetal o célula vegetal que son sustancialmente los mismos que los que
se producen en una planta, drgano vegetal, tejido vegetal o célula vegetal
correspondiente expresando Ia proteina de tipo salvaje EPSPS.

[0024] Segun la presente invencion los érganos de la planta incluyen, pero no
se limitan a éstos, hojas. tallos, raices, yemas vegetativas, yemas florales,
meristemas, embriones, cotiledones, endospermo, sépalos, pétalos, pistilos,
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carpelos, estambres, anteras, microsporas, polen, tubos de polen, évulos,
ovarios y frutos, o secciones, rodajas o discos tomados de éstos. Los tejidos
vegetales incluyen, pero no se limitan a éstos, tejidos callosos, tejidos térreos,
tejidos vasculares, tejidos de almacenamiento, tejidos meristematicos, tejidos
de hojas, tejidos de vastago, tejidos de raiz, 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
tamarios de éstas. y protoplastos.
(0025] Las plantas son sustancialmente "tolerantes” al glifosato cuando son
sometidas a ésle y proveen una curva de dosis/respuesta que es desplazada
hacia la derecha cuando se compara con la curva provista por plantas de tipo
no tolerantes sometidas de forma similar. Tales curvas de dosis/respuesta
presentan la indicacion “dosis" indicada sobre el eje X y las indicaciones
"porcentaje de muerte” "efecto de herbicidas", etc., indicadas sobre el eje Y.
Las plantas tolerantes requeriran mas 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
lesion necrdtica, litica, clordtica, u otras, cuando son expuestas al glifosato 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 y/o resistente" en el
contexto de la presente solicitud.
4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0026])

La Fig. 1A es la secuencia de ADN del gen EPSPS Arabidopsis thaliana

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

los residuos especificos.

La Fig. 1B es la secuencia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana de la

proteina EPSPS (SEC ID NO:2). Los residuos de aminodcidos

subrayados en negrita son los residuos especificos.

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

nucledtido EPSPS mutante y de aminoacidos en la region de la posicion

173 a 183, secuencia de nucledtidos de tipo salvaje (SEC ID NO:1) y
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secuencia de aminoacidos de tipo salvaje (SEC ID NO:2), secuencia de
nucleétidos A«7; mutantes (SEC ID NO:3) y secuencia de aminoacidos
(SEC ID NO:4); secuencia de nucleodtidos mutantes l173 (SEC ID NO:5) y
secuencia de aminoacidos (SEC ID NO:6); secuencia de nuclettidos
mutantes A7z I (SEC ID NO:7) y secuencia de aminoacidos (SEC ID
NO:8); secuencia de nucledtidos mutantes 1,73 Sisz (SEC ID n® 9) y
secuencia de aminoacidos (SEC ID NO:10); secuencia de nucledtidos
mutantes As7y Sia2 (SEC ID NO:11) y secuencia de aminoacidos (SEC
ID NO:12); secuencia de nucledtidos mutantes A;77 hize S1az (SEC ID
NO:13) y secuencia de aminodacidos (SEC ID n® 14); secuencia de
nucledtidos mutantes V77 S (SEC ID NO:15) y secuencia de
aminoacidos (SEC ID n® 16); secuencia de nucledtidos mutantes Lq1g
Sis2 (SEC ID n® 17) y secuencia de aminoacidos (SEC ID n°. 18);
secuencia de nucledtidos mutantes A7z Vs (SEC 1D NO:19) vy
secuencia de aminoacidos (SEC ID NO:20); secuencia de nucleodtidos
mutantes As7y Lis2 (SEC ID NO:21) y secuencia de aminoacidos (SEC ID
NO:22)

La Fig. 3A-C es una alineacion del ADN del gen EPSPS de Arabidopsis
Thaliana realizada por DNAStar (LaserGene), (SEC ID NO:1) con las
secuencias de nucletdtidos 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 alinean utilizando el método J. Hein con una tabla de
peso de residuos ponderados.

La Fig. 4 es una alineacién de la secuencia EPSPS de aminoacidos de
Arabidopsis Thaliana (SEC ID NO:2) con las secuencias EPSPS de
aminoacidos 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 Aqzy
(SEC ID NO:28); cebador mutante 1473 (SEC 1D NO:30); cebador mutante
Ai7r lizs (SEC ID NO:31); cebador mutante li7s Stg2 (SEC ID NO:32);
cebador mutante A7y Sqs2 (SEC ID NO:34); cebador mutante Aqrz ly7s

10
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Sis2 (SEC ID NO:35); cebador mutante Vi7; Sisz (SEC ID NO:35);
cebador mutante L7z S1gz (SEC ID NO:36); cebador mutante Ay Vi7s
(SEC ID NO:37); y cebador mutante A:77 Lig2 (SEC ID NQ:38).

La Fig. 6 es el crecimiento medido por densidad dptica a 600 nm de
clones de Arabidopsis en presencia (+) y ausencia (-) de 17 mM de
glifosato.
La Fig. 7 (panel superior) es una transferencia Western que muestra la
expresion de Bacillus de histidina marcada, Arabidopsis de tipo
salvaje(WT) y proteinas EPSPS (AS) mutantes aisladas de lisados (L) y
eluatos (E) de células. La Salmonella no transformada como control
negativo no muestra ninguna expresion EPSPS. El panel inferior es un
gel duplicado tefido en plata.
5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
[0027] La presente invencidon se dirige a un método de produccion de una
planta 0 célula vegetal no transgénica que tiene una mutacion 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
organos, tejidos o células, en comparacion con la planta o célula de tipo salvaje
correspondiente. La presente invencion también se dirige a una planta no
transgénica que tiene una mutacion 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 proteina EPSPS mutada
tiene sustancialmente la misma actividad catalitica en comparacion con la
proteina EPSPS de tipo salvaje.
[0028] La presente invencion se dirige también a un método para la produccién
de una planta no transgénica que posee un gen EPSPS mutado que mantiene
sustancialmente la actividad catalitica de la proteina de tipo salvaje sin tener en
cuenta la presencia o ausencia de un herbicida de la familia de la
fosfonometilglicina. El método comprende la introduccion en una célula vegetal
de una oligonucleobase recombinagénica con una mutacion especifica en el
gen EPSPS y la identificacion 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 n®
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
n° PCT/US00/23457; y en la publicacion intemacional de patentes n°® WO
98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702; y WO 99/407889.

[0030] La planta puede ser cualquier especie de plantas dicotiledoneas,
monocotiledoneas o gimnospermas incluyendo cualquier especie de planta
lefiosa que crece como un arbol o arbusto, cualquier especie herbacea, o
cualquier especie que produzca frutos comestibles, semillas o verduras, o
cualquier especie que produzca flores coloridas o aromaticas. Por ejemplo, la
planta puede ser seleccionada a partir de una especie de planta del grupo que
consiste en canola, girasol, tabaco, remolacha azucarera, algodén, maiz, trigo,
cebada, arroz, sorgo, tomate, mango, melocotén, manzana, pera, fresa,
platano, meldn, patata, zanahoria, lechuga, cebolla, especies de soja, azucar
de caiia, guisante, habas, alamo, uva, cifrico alfalfa, centeno, avena, hierbas
de turba y forraje, lino, colza oleaginosa. pepino, manto de cielo, balsamo,
pimienta, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, tulipan, iris, lirio,
y plantas que producen frutos de cascara ya que no estdn mencionadas
especificamente.

[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 biolistica),
microfibras, electroporacion, microinyeccion.

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

[0033] Ademas 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 enzimatica en comparacion con el EPSPS

de tipo salvaje.

12



10

15

20

25

30

ES 2401721 T3

5.1 OLIGONUCLEOBASE RECOMBINAGENICA

[0034] La invencibn puede ser practicada con oligonucleobases
recombinagénicas que tienen las conformaciones y composiciones quimicas
descritas en la patente estadounidense n® 5,565,350 para Kmiec (Kmiec ) y el
gen de la patente estadounidense n° 5,731,181 (Kmiec Il). Kmiec | enseiia un
meétodo de introduccion de alteraciones genéticas especificas en un gen
objetivo. Las oligonucleobases recombinagénicas en Kmiec | y/o Kmiec ||
contienen dos cadenas complementarias, de las cuales una contiene al menos
un segmento de nucleédtidos de tipo ARN (un “"segmento de ARN") que son
bases apareadas con nucledtidos de tipo ADN de la otra cadena.

[0035] Kmiec Il divulga que los no nucledtidos que contienen una base de
purina y pirimidina pueden ser sustituidos por nucledtidos. Las patentes
estadounidenses n® 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 n°
PCT/US00/23457, y las publicaciones de patentes internacionales n® WO
98/49350, WO 99/07865; WO 99/58723, WO 99/58702; y WO 99/407889,
divulgan moléculas recombinagénicas adicionales que pueden ser utilizadas en
la presente invencion. Los términos “oligonucleobase recombinagénica” se
utiliza aqui para indicar las moléculas que se pueden utilizar en los métodos de
la presente invencion e incluyen oligonucleotidos diplex mezclados,
conteniendo moléculas no nucledtidos divulgados en Kmiec I,
oligodeoxinuciettidos monocatenarios y otras moléculas recombinagénicas que
se divulgan en las patentes y publicaciones de patentes citadas mas arriba.
[0036] La oligonucleobase recombinagénica es un oligonucledtido doble
mezclado en el que los nucledtidos de tipo ARN de los oligonucledtidos duplex
mezclados son producidos resistentes a la ribonucleasa por sustitucion del 2'-
hidroxil con una funcién de fluoro, cloro o bromo o por aplicacién de un
sustituyente en el 2-O. Sustituyentes adecuados incluyen los sustituyentes
divulgados por Kmiec Ill. Sustituyentes alternativos incluyen los sustituyentes
expuestos en la patente estadounidense n°. 5334,711 (Sproat) y los
sustituyentes expuestos por las publicaciones de patente EP 629 387 y EP 679
657 (colectivamente, soficitudes Martin). Como se utiliza aqui, un derivado de
2'-fluoro, cloro o bromo de un ribonucledtido o un ribonucledtido que tiene un 2'-
OH sustituido con un sustituyente descrito en las solicitudes Martin o Sproat es

13



10

15

20

25

30

ES 2401721 T3

llamado ‘ribonucledtido 2'-sustituido.” Como se utiliza aqui, el término
"nucledtido de tipo ARN" define un 2'-hidroxil o nucledtido 2'-sustituido que se
enlaza con otros nucledtidos de un oligonucleétido doble mezclado por un
enlace de fosfodiéster no sustituido o cualquiera de los enlaces no naturales
expuestos por Kmiec | o Kmiec Il.

[0037] La oligonucleobase recombinagénica es un oligonucledtido doble
mezclado que es enlazado uUnicamente por enlaces de fosfodiéster no
sustituidos. En una alternativa, el enlace se realiza por fosfodiésters
sustituidos, derivados de fosfodiéster y enlaces sin base de fésforo como
expuesto por Kmiec ll. De manera alternativa, cada nucleétido de tipo ARN en
el oligonucledtido doble mezclado es un nucledtido sustituido 2'. Los
ribonucledtidos substituidos 2’ puede ser ribonucledtidos sustituidos 2'-fluaro,
2'-metoxi, 2-propiloxi, 2'-alliloxi, 2"-hidroxiletiloxi, 2'-metoxietiloxi, 2'-
fluoropropiloxi y  2'-trifluoropropiloxi. Los ribonucledtidos 2'-substituidos
preferidos son 2'-fluoro, 2'-metoxi, 2'-metoxietiloxi, y nucledtidos sustituidos 2'-
alliloxi. De forma alternativa el oligonucledtido doble mezclado es enlazado por
enlaces de fosfadiéster sin sustituir.

[0038] Aunque el oligonuclettido doble mezclado que posee s6lo un tnico tipo
de nucledtido de tipo ARN substituido en posicién 2' sea sintetizado de manera
mas apropiada, los métodos pueden ser practicados con oligonucleétidos
duplex mezclados que poseen dos 0 mas tipos de nucleétidos de tipo ARN. La
funcién de un segmento de ARN puede no ser afectada por una interrupcion
causada por la introduccion de un deoxinucledtido entre dos trinucleétidos 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 realizacidn alternativa un
segmento de ARN puede contener nucleotidos alternantes resistentes a la
ribonucleasa y 2'-OH no sustituidos. Los oligonuciedtidos duplex mezclados
tienen preferiblemente menos de 100 nucleétidos y mas preferiblemente menos
de 85 nucledtidos, pero mas de 50 nucleédtidos. Las primera y segunda
cadenas son pares de bases Watson-Crick. Las cadenas del oligonucledtido
duplex mezclado son unidas de forma covalente por un enlazador, tal como
una hexa, penta o tetranucleétido monocatenario de modo que las primera y
segunda cadenas son segmentos de una cadena de oligonucleétidos Gnica con
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un extremo 3' unico y 5' unico. Los extremos 3' y 5' pueden se protegidos por
la adicion de un "tope de retorno” por el que los nucledtidos de terminales 3'y
5' son apareados Watson-Crick con nucledtidos contiguos. Un segundo tope de
retorno puede, adicionalmente, estar dispuesto en la union 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
homdlogas con dos fragmentos del gen EPSPS objetivo, es decir que tiene la
misma secuencia que el gen objetivo. Una regién homdloga contiene los
nucledtidos de un segmento de ARN y pueden contener uno o mas nucleétidos
tipo ADN de segmento de conexion de ADN y también pueden contener
nucleédtidos de tipo ADN que no se encuentran dentro del segmento de ADN
intermedio. Las dos regiones de homologia son separadas por, y cada una es
contigua a, una regién que posee una secuencia diferente a la secuencia del
gen objetivo, denominada "regidon heterdloga.” La region heterdloga puede
contener uno, dos o tres nucledtidos desequilibrados. Los nucledtidos
desequilibrados pueden ser contiguos o de forma alternativa pueden estar
separados por uno o dos nucledtidos que son homologos al gen objetivo. De
forma alternativa, la region heterologa también puede contener una insercion o
uno, dos, tres o cinco, 0 menos nucledtidos. De forma alternativa, la secuencia
de oligonucleétido duplex mezclado puede diferir de la secuencia del gen
objetivo solo por delecidon de uno, dos, tres, o cinco o menos nuclettidos del
oligonucledtido duplex mezclado. La longitud y posicion de la region heterdloga
se define, en este caso, como la longitud de la delecion, aunque ninguno de los
nucleédtidos del oligonucledtido duplex mezclado se encuentran dentro de la
region heterdloga. La distancia entre los fragmentos del gen abjetivo que son
complementarios a las dos regiones homologas es idéntica a la longitud de la
region heteréloga cuando se prevé una sustitucion o sustituciones. Cuando Ia
region heterologa contiene una insercion, las regiones homologas son asi mas
separadas en el oligonucleotido duplex mezclado que sus fragmentos
homologos complementarios en el gen, y lo contrario es aplicable cuando la

region heterdloga codifica una delecion.
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[0040] Los segmentos de ARN de los oligonucledtidos duplex mezclados son
cada uno una parte de una region homdéloga, es decir, una region que es
idéntica en secuencia a un fragmento del gen objetivo, los cuales segmentos
juntos contienen preferiblemente al menos 13 nucledtidos de tipo ARN y
preferiblemente 16 a 25 nucledtidos de tipo ARN o atn mas preferiblemente
18-22 nucledtidos de tipo ARN o mucho mas preferiblemente 20 nucledtidos.
En una forma de realizacion, los segmentos de ARN de las regiones de
homologia son separados por y contiguos a, es decir, "conectados por" un
segmento de ADN intermedio. En una forma de realizacion, cada nucleétido de
la regidn heterdloga es un nucledtido del segmento de ADN intermedio. Un
segmento de ADN intermedio que contiene la region heterdloga de un
oligonucledtido duplex mezclado se denomina "segmento mutador.”

[0041] EI cambio a introducir en el gen EPSPS objetivo es codificado por la
region heterologa. El cambio a introducir en el gen EPSPS puede ser un
cambio en una o mas bases de la secuencia de gen EPSPS o la adicion o
delecion de una o mas bases.

[0042] De forma alternativa, ia oligonucleobase recombinagénica es un vector
mutacional de oligodeoxinucledtido monocatenario o SSOMV, que se divulga
en la solicitud de patente internacional PCT/US00/23457. La secuencia del
SSOMV se basa en los mismos principios que los vectores mutacionales que
se describen en las patentes estadounidenses n® 5,756,325, 5,871,984,
5.760,012, 5,888,983; 5,795972; 5, 780,296; 5,945339. 6,004,804, y
6,010,907 y en las publicaciones internacionales n° 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 homoélogas con la secuencia objetivo
separada por una regioén que contiene la alteracion genélica deseada flamada
region mutadora. La regidon mutadora puede tener una secuencia que presenta
la misma longitud que la secuencia que separa las regiones homologas en la
secuencia objetivo, pero que posee una secuencia diferente. Tal region
mutadora puede causar una sustitucion. De forma alternativa, las regiones
homologas en el SSOMV pueden ser contiguas entre si, mientras que Ilas
regiones en el gen objetivo que poseen la misma secuencia son separadas por
uno, dos o mas nucleotidos. Tal SSOMV causa una delecion de los nucledtidos
del gen objetivo que estan ausentes del SSOMV. Finalmente, la secuencia del
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gen objetivo que es idéntica a las'regiones homdlogas puede ser contigua en el
gen objetivo pero separada por uno, dos o mas nucleétidos en la secuencia del
SSOMV. Tal SSOMV causa una insercion en la secuencia del gen objetivo.
[0043] Los nucledtidos del SSOMV son desoxiribonucledtidos que son
enlazados por enlaces de fosfodiéster no madificados con la excepcion de que
el enlace internucledtido de terminal 3' y/o terminal 5' o de forma alternativa los
dos enlaces internucleétidos de terminal 3' y/o terminal §' pueden ser un
fosforotioato o fosfoamidato. Como se utiliza aqui, un enlace internucleétido es
el enlace entre nucledtidos del SSOMV y no incluye el enlace entre el
nucledtido de extremo 3' o nucledtido de extremo 5' y un sustituyente de
bloqueo, ver supra. La longitud del SSOMV esta entre 21 y 55 deoxinucledtidos
y las longitudes de las regiones de homologia son, por consiguiente, una
longitud total de al menos 20 deoxinucledtidos y al menos dos de las regiones
de homologia deben tener cada una unas longitudes de al menos 8
deoxinucleotidos.

[0044] EI SSOMV puede ser disefiado para ser complementario a cualquiera
cadena codificante 0 no codificante del gen objetivo. Cuando la mutacion
deseada es una sustitucion de base Unica, se prefiere que ambos nucledtido
mutador sean pirimidina. En la medida en que se consigue obtener el resultado
funcional deseado se prefiere el hecho de que tanto el nucledtido mutador
como el nucledtido objetivo en la cadena complementaria sean pirimidinas. Se
prefieren particularmente los SSOMV que codifican mutaciones de
transversion, es decir que un nucledtido mutador C o T es mal apareado,
respectivamente, con un nucledtido C o T en la cadena complementaria.

[0045] Ademas del oligodeoxinucleétido, el SSOMV puede contener un
sustituyente de bloqueo 5' que es conectado con los carbonos de terminal §' a
través de un enlazador. La composicion quimica del enlazador no es decisiva,
a parte de su longitud que debe tener preferiblemente al menos 6 atomos de
largo y de que el enlazador debe ser flexible. Una variedad de sustituyentes no
toxicos como la biotina, colesterol u otros esteroides o un colorante
fluorescente cationico no intercalante, pueden ser utilizados. Los reactivos
particularmente preferidos para producir SSOMV son los reactivos vendidos
como Cy3™ y CyS™ por Glen Research, Sterling VA, que son fosforamiditas
bloqueadas que durante su incorporacion en un oligonucledtido producen
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colorantes de indomonocarbocianina e indodicarbocianina sustituidos 3,3,3'.3'-
tetrametil N,N'-isopropilo, respectivamente. Cy3 es el mas preferido. Cuando la
indocarbocianina es sustituida por N-oxialquilo, ésta puede ser enlazada
adecuadamente al terminal 5 del oligodeoxinucledtido a través de un
fosfodiéster con un fosfato de terminal 5. La composicion quimica del
enlazador colorante entre el colorante y el oligodeoxinucleétido no es decisiva y
se elige por conveniencia sintética. Cuando la fosforamidita Cy3 disponible
comercialmente es usada tal y como se indica, la modificacion 5' resultante
consiste en un sustituyente de bloqueo y el enlazador juntos que son una
indomonocarbocianina N-hidroxipropilo, N'-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 limitacion en cuanto a la teoria,
éstas sustituciones impiden que el colorante sea un colorante intercalante. La
identidad de los sustituyentes en éstas posiciones no es decisiva. Los SSOMV
pueden ademas tener un sustituyente de bloqueo 3'. De nuevo, la quimica del
sustituyente de bloqueo 3’ no es critica.
5.2 UBICACION Y TIPO DE MUTACION INTRODUCIDA EN EL GEN EPSPS
[0047] En una forma de realizacion de la presente invencidn, el gen EPSPS de
Arabidopsis thaliana (ver figura 1A) y la enzima EPSPS correspondiente (ver
figura 1B) comprende una mutacion en uno o mas residuos de aminoacidos
seleccionados en el grupo que consiste en Leu,zs, Gliyzz, Trizg, Alaize, Metigo,
Argigs, Pross2 Sergs, Seryzs y Leusgs. 0 en un residuo de aminoacido analogo en
un gen EPSP de ofra especie, y la mutacién produce una o mas de las
siguientes sustituciones de aminoacidos en la enzima EPSPS en comparacion
con la secuencia de tipo salvaje:

(1) Leuyrs - Phe

(i) Gliy77 - Ala o lle

(iii) Try7s - lle o Val o Leu

(iv) Alayzg - Gly

(v) Metigo - Cys

(vi) Argss: - Leu o Ser

(vii) Proysz - Leu o Ser

(viii) Sergg- Asp

(ix) Serzss -Ala
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(x) Leusos -LyS.

[0048] En otra forma de realizacion de la presente invencion, dentro del
producto genético EPSPS, el residuo de aminoacido 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 aminoacido 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 lle; o el aminoacido que debe ser sustituido es Thr dentro
de la secuencia contigua Ala-Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido
por lle, Val o Leu; o el aminoacido 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 aminoacido 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
aminoacido que debe ser sustituido es Arg dentro de la secuencia contigua Ala-
Met-Arg-Pro-Leu (SEC 1D NO:34) y es sustituido por Leu o Ser; o el aminoacido
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 aminoacido que
sustituir es Ser dentro de un contiguo Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEC 1D NO:36) y
es sustituido por Asp; o el aminoacido que sustituir es Ser dentro de la
secuencia contigua lle-Ser-Ser-GIn-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido por Ala;
o el aminoacido 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 ofras
versiones, una o mas de las sustituciones precedentes pueden realizarse en la
secuencia de aminoacidos EPSPS.

[0048] De forma alternativa, y/o adicionalmente, la mutacioén puede implicar la
sustitucion de cualquiera de los aminoacidos en posiciones correspondientes a
256, 284-288 y 353-356 con respecto a la proteina EPSPS representada en la
figura 1B (SEC ID NO.2).

[0050] De forma alternativa, el gen EPSPS es mutado en la posiciéon del
aminoacido 177 en la que Gly es sustituido por Ala. De forma alternativa existe
la sustitucion de Thr en la posicion del aminoacido 178 por lle. De forma
alternativa una mutacion en la posicion del aminoacido 177 en la que Gly es
sustituido por Ala, mas la sustitucion adicional de Thr en la posicion del
aminoacido 178 por lle. De forma alternativa mutaciones en la posicion del
aminoacido 178, en la que Thr es sustituido por lle, mas la mutacién adicional
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en la posicion 182, en la que Pro es sustituido por Ser. De forma alternativa
incluye la sustitucion de Gly en la posicion del aminoacido 177 por Ala, mas la
mutacion adicional en la posicion del aminoacido 182, en la que Pro es
sustituido por Ser. Otras secuencias de EPSPS mutado comprenden la
sustitucion de Gly en la posicion 177 por Ala, mas la sustitucion en la posicion
178, en la que Thr es sustituido por lle, mas la sustitucion adicional de Pro en
la posicion del aminoacido 182 por Ser. De forma alternativa la sustitucion de
Thr en la posicion del aminoacido 178 por Val y la mutacion adicional en la
posicion del aminoacido 182, en la que Pro es sustituido por Ser. De forma
alternativa la sustitucion de Thr en la posicion 178 por Leu esta incluida mas la
mutacion en la posicion del aminoacido 182, en la que Pro es sustituido por
Ser. Otra forma de realizacion incluye, la sustitucion en la posicion del
aminoacido 177 en la que Gly es sustituido por Ala, mas la sustitucion de Thr
en la posicion 178 por Val. La sustitucion en la posicion del aminoacido 177 en
la que Gly es sustituido por Ala, mas la sustitucion de Thr en la posicion del
aminoacido 178 por Leu (ver figura 2).
[0051] Las mutaciones precedentes en el gen EPSPS se describieron
utilizando el gen EPSPS de Arabidopsis thaliana (SEC ID NQO:1) y proteina
(SEC ID NO:2). La presente invencion también incluye genes EPSPS mutantes
de otra especie. No obstante, debido a variaciones en los genes EPSPS de
diferentes especies, el numero del residuo de aminoacido que debe ser
sustituido por una especie puede ser diferente en otra especie. Sin embargo, la
posicion analoga es identificada facilmente por un experto en la técnica por
homologia secuencial. Por ejemplo, la figura 3A-C muestra las secuencias de
nucledtidos alineadas y la figura 4 muestra las secuencias de aminoacidos
alineadas de cuatro genes EPSPS de Arabidopsis Thaliana, Zea Mays, Petunia
hybrida, y Brassica napus. Asl, las posiciones analogas en Zea Mays son
Leug;, Glivor, Trigz, Alas, Metios, Argigs, Prosgs, Serza, Seryzg y Leus;. Por lo
que la secuencia de aminoacidos EPSPS de Zea Mays es mutada en una o
mas de las siguientes posiciones de aminoacidos y resulta en una o mas de las
siguientes sustituciones:

(i) Leugy - Phe

(it) Glyios, - Ala o lle

(iii) Tryp2 - lle o Val 0 Leu
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(iv) Alasgs - Gly

(v) Metypq, - Cys

(vi) Argios - Leu o Ser

(vii) Proygs - Leu o Ser

(viii) Sera; -Asp

(ix) Sery79 -Ala

(x) Leuszz-Lys.
[0052] Dentro del producto de gen EPSPS de Zea mays el residuo de
aminoacido 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
aminoacido 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 lle; o el
aminoacido que debe ser sustituido es Thr dentro de la secuencia contigua Ala-
Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido por lle, Val o Leu, o el
aminoacido que debe ser sustituido es Ala dentro de la secuencia contigua Gly-
Thr-Ala-Met-Arg (SEC ID n° 32) y es sustituido por Gly; o el aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido que debe ser sustituido es Ser dentro
de la secuencia contigua lie-Ser-Ser-Gin-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido
por Ala; o el aminoacido que debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia
contigua Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEC 1D NO:38) y que debe ser sustituido por
Lys. De forma alternativa, una o mas de las sustituciones precedentes pueden
ser realizados en la secuencia EPSPS de los aminoacidos.
[0053] En Brassica napus, las posiciones analogas de aminoacidos son Leuses,
Gliyza, Tryza, Alayzs, Metizs, Argerr. Proszs, Sergs, Serzs, y Leugs. Asl, la
secuencia de aminoacidos EPSPS de Brassica napus es mutada en una o mas
de las siguientes posiciones de aminoacidos y resulta en una o mas de las

siguientes sustituciones:

21



10

15

20

25

30

ES 2401721 T3

(i) Leusgg - Phe

(ii) Glis7a - Ala o lle

(i) Try74 - le o Val o Leu

(iv) Alay7s - Gly

(v) Metyzg- Cys

(vi) Argy77 - Leu o Ser

(vii) Proy7s - Leu o Ser

(viii) Sergs -Asp

(ix) Serzsy ~Ala

{x) Leusgs-Lys
[0054] Dentro del producto genético EPSPS de Brassica napus el residuo de
aminoacido 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
aminoacido 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 lle; o el
aminoacido que debe ser sustituido es Thr dentro de la secuencia contigua Ala-
Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido por lle, Val o Leu; o el
aminoacido que debe ser sustituido es Ala dentro de la secuencia contigua Gly-
Thr-Ala-Met-Arg (SEC ID n% 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 aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido 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
aminoacido que debe ser sustituido es Ser dentro de la secuencia contigua lle-
Ser-Ser-Gin-Tyr (SEC 1D NO:37) y es sustituido por Ala; o el aminoacido que
debe ser sustituido es Leu dentro de la secuencia contigua Tyr-Val-Leu-Asp-
Gly (SEC D NO:38) y es sustituido por Lys. De forma alternativa, una o mas de
las sustituciones precedentes pueden realizarse en la secuencia de
aminoacidos EPSPS.
[0055] En Petunia hybrida las paosiciones analogas son Leusga, Gliszs, Triza,
Alaizs, Metyzs, Argiz;. Proyss Serss, Serzsy y Leuggs. Asi, la secuencia de
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aminoacidos EPSPS de Petunia hybrida es mutada en una o mas de las
siguientes posiciones de aminodcidos y resulta en una o mas de las siguientes
sustituciones:

(i) Leussg - Phe

(i) Glisz3 - Ala o lle

(iif) Triza - lle 0 Val 0 Leu

(iv) Alayzs - Gly

(v) Metyzs- Cys

(vi) Argq77 - Leu 0 Ser

(vii) Proyzs - Leu o Ser

(viii) Sergq -Asp

(ix) Serssy —Ala

(x) Leuqgs-Lys
[0056] Dentro del praducto genético EPSPS de Petunia hibrida el residuo de
aminoacido 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
aminoacido 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 lle; o el
aminoacido que debe ser sustituido es Thr dentro de la secuencia contigua Ala-
Gly-Thr-Ala-Met (SEC ID NO:31) y es sustituido por lle, Val o Leu; o el
aminoacido que debe ser sustituido es Ala dentro de la secuencia contigua Gly-
Thr-Ala-Met-Arg (SEC ID n® 32) y es sustituido por Gly; o el aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido 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 aminoacido que debe ser sustituido es Ser dentro de la
secuencia contigua lle-Ser-Ser-Gin-Tyr (SEC ID NO:37) y es sustituido por Ala;
o el aminoacido 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
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alternativa, una o mas de las sustituciones precedentes pueden realizarse en la
secuencia de aminoacidos EPSPS.

53 LA ENTREGA DE OLIGONUCLEOBASES RECOMBINAGENICAS A
CELULAS VEGETALES

[0057]) Cualquier método cominmente conocido puede ser usado en los
métodos de la presente invencion para transformar una célula vegetal con una
oligonucleobase recombinagénica. Se enumeran métodos ilustrativos a
continuacion.

5.3.1 MICROSOPORTES Y MICROFIBRAS

[0058] El uso de microsoportes metalicos (microesferas) para I3 introduccion de
grandes fragmentos de ADN en ceélulas vegetales que tienen paredes celulares
de celulosa por penetracién de proyectiles es bien conocida por los expertos en
la técnica (a partir de ahora, entrega biolistica). Las patentes estadounidenses
n°® 4945050, 5,100,792 y 5,204,253 describen técnicas generales para
seleccionar microsoportes y dispositivos para su proyeccion.

[0059] Condiciones especificas para el uso de microsoportes en los métodos
de la presente invencion se describen en la Publicacion Internacional WO
99/07865. En una técnica ilustrativa, microsoportes congelados (60 mg/mi),
oligonucledtido duplex mezclado (60 mg/mi) 2.5 M de CaCl, 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 los microsoportes son
diluidos en 5§ volimenes de etanol, centrifugados y resuspendidos en 100% de
etanol. Se pueden obtener buenos resultados con una concentracion en Ia
solucion de adherencia de 8-10 ug/pl de microsoportes, 14 17 pg/ml de
oligonucleétido duplex mezclado, 1.1-14 M de CaCl; y 18-22 mM de
espermidina. Se aobservaron resultados optimos en las condiciones de 8 ug/pl
de microsoportes, 16. 5 pg/ml de oligonucieétido diplex mezclado, 1.3 M de
CaCl> y 21 mM de espermidina.

[0060] Las oligonucleobases recombinagénicas también se pueden introducir
en celulas vegetales para la practica de la presente invencion utilizando
microfibras para penetrar en la pared celular y membrana celular. La patente
EEUU n® 5,302,523 de Coffee et al. describe el usode 30 X 05 umy 10 X 0,3
pm de fibras de carburo de silicona para facilitar la transformacion de cuitivos
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de malz de suspensién de Black Mexican Sweet. Cualquier técnica mecanica
que puede se utilizar para introducir ADN para la transformacion de una célula
vegetal ser puede usada para la entrega de oligonucleobase recombinagénica
para su transmutacion.

[0061] Una técnica ilustrativa para la entrega de microfibras de una
oligonucleobase recombinagénica es la siguiente: microfibras estériles (2 ug)
son suspendidas en 150 pl de medio de cultivo vegetal comprendiendo
aproximadamente 10 pg de un oligonucledtido diplex mezclado. Se deja
reposar un cultivo en suspension y unos volumenes iguales de células
empaquetadas y la suspension de fibras/nucledtidos 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 segun lo apropiado para la caracteristica particular.

5.3.2 ELECTROPORACION DE PROTOPLASTO

[0062) En una forma de realizacion alternativa, la oligonucleobase
recombinagénica puede ser entregada a la célula vegetal por electroporacion
de un protoplasto derivado de una parte de planta. Los protoplastos son
formados por tratamiento enzimatico de una parte de planta, particularmente
una hoja, segun técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Ver,
por ejemplo, Gallois et al., 1996, en Methods in Molecular Biology 55:89-107,
Humana Press, Totowa., NJ; Kipp et 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 electroporacioén.
Unas condiciones ilustrativas para la electroporacion son 3 X 10° protoplastos
en un volumen total de 0.3 ml con una concentracion de oligonucleobase
recombinageénica de entre 0.6 - 4 pg/mi.

5.3.3 TRIQUITOS Y MICROINYECCION

[0063] También en otra forma de realizaciéon alternativa, la oligonucleobase
recombinagénica puede ser entregada a la célula vegetal por triquitos o
microinyeccion de la célula vegetal. La técnica de triquitos se realiza
esencialmente tal y como se describe en Frame et al., 1994, Plant J. 6:941-
948. La oligonucleobase recombinagénica es afadida a los triquitos y es usada
para transformar las células vegetales. La oligonucleobase recombinagénica
puede ser coincubada con pldsmidos que comprenden secuencias de
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codificacion de proteinas capaces de formar complejos de recombinasa en
células vegetales de tal forma que la recombinacion es catalizada entre el
oligonucledtido y la secuencia objetivo en el gen EPSPS.
5.4 SELECCION DE PLANTAS RESISTENTES AL GLIFOSATO
[0064] Las plantas o celulas vegetales pueden ser evaluadas por resistencia o
tolerancia a una herbicida utilizando métodos comunmente conocidos en la
técnica, por ejemplo, por crecimiento de la planta o célula vegetal en presencia
de un herbicida y medicion del nivel de crecimiento en comparacion con el
indice de crecimiento en la ausencia del herbicida.
6. EJEMPLO
[0065] Los siguientes experimentos demuestran la produccion de genes
EPSPS de Thaliana arabidopsis mutantes que son resistentes al glifosato
herbicida y que permite que las células vegetales mantengan un indice de
crecimiento.
6.1 MATERIAL Y METODOS
6.1.1 AISLAMIENTO DEL ADNc DE EPSPS DE ARABIDOPSIS THALIANA
[0066] Un fragmento de ADN de 1.3 kb se amplificé por PCR a partir de una
bibloteca de ADNc de Arabidopsis utilizando los cebadores AtEXPEXPM1 y
AtEXPEXP2CM-2. Los dos cebadores se diseiiaron para amplificar el ADNc
desde el péptido maduro hasta el codén de terminacion. El cebador
5'AtEXPEXPM1 contiene un sitio Xbal (subrayado) y el cebador 3'
AtEXPEXP2CM-2 contiene un sitio Bglll, (subrayado), sitios que seran titiles
para la clonacion del fragmento-en el vector de expresion.

AtEXPEXPM1

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

AtEXPEXP2CM-2
5-GCAGATCTGAGCTCTTAGTGCTTTGTGATTCTTTCAAGTAC-
3(SEC ID NO:41)
[0067] 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 thaliana.
6.1.2 PREPARACION DEL VECTOR DE EXPRESION
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[0068] La regidn de codificacion EPSPS del gen de AroE bacillus subtilis se
obtuvo por PCR usando los siguientes cebadores:
BsAroE5'Xba
"“GCGTCTAGAAAAACGAGATAAGGTGCAG-3' (SEC IDNO:42) y

BsAroE3'BamHI
5-GCGGATCCTCAGGATITTTTCGAAAGCTTATTTAAATG-3' (SEC ID
NO:43).
[0069] EI fragmento de PCR, sin codon iniciador (ATG), fue clonado en el
marco del vector pACLaciMHE6RecA por sustitucion del ORF de RecA por
digestién con Xbal y BamHIi. PACLaciIMH6RecA contenia la region Lacl de
Pet21 en las posiciones 1440 a 3176, el MH6 RecA en posiciones 3809 a 5188,
gen resistente al cloranfenicol en posiciones 5445 218 (5446 a 5885y 1 a 218),
y el origen p15A de replicacion en posiciones 581 1 a 1424, El gen RecA de la
region de codificacion fue clonado de E. coli en el marco con el codén de inicio
y enlazador de histidina 6 (MH6) detras del promotor LacZ de pUC19.
6.1.3 CLONACION DEL GEN EPSPS DE ARABIDOPSIS EN EL VECTOR DE
EXPRESION BACTERIANA
[0070] EI fragmento de PCR 1.3 kb de Arabidopsis fue digerido con Xbal y
BamH! (compatible con Bglll) y clonado en el plasmido pACiCLacIMHBEPSPS,
en lugar del gen de Bacillus.
[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 plasmido de la
clonacion 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
disenados, (ver figura 2). Para los experimentos de mutagénesis, se disefiaron
cebadores de PCR con una, dos o tres mutaciones. Las reacciones PCR se
realizaron usando un cebador flanqueador ordinario (5ATEPS-198: 5'-
GAAAGCGTCGGAGATTGTAC-3' (SEC 1D NO:44)) y uno de los cebadores de

soporte de mutacion (ver figura 5).
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[0073] Los fragmentos de PCR de 353bp obtenidos fueron purificados (kit de
purificacion de PCR Qiagen) y su secuencia confirmada. Los fragmentos fueron
digeridos después con Pstl (subrayado en las secuencias de cebador) y BamH]|
y ligados al vector pAtEPS-12, el cual habia sido previamente digerido con Pstl
y células competente BamHLJM 109 (Promega) fueron usadas para la
transformaciéon 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 GLIFOSATO

[0074] Unas céiulas electrocompetentes de SA4247, una cepa de Salmonella
tifi LacZ, fueron preparadas segun unos procesos bien conocidos.(ver Current
Protocols en Molecular Biology, (Wiley and Sons, Inc.)). 30 ul de células
competentes SA4247 fueron electroporados con 20 ng de cada proteina de
ADN de plasmido codificante de Arabidopsis de tipo salvaje y de EPSPS
mutantes, EPSPS tipo salvaje de Bacillus, junto con una transfeccion simulada
en forma de control. Los ajustes para la electroporacion fueron de 25pF, 2.5KV
y 200 ohmios. Después de la electroporacion, las células fueron transferidas a
tubos de cultivo de 15 ml y se les afiadié 970ul de medio SOC. Los cultivos
fueron incubados durante 1 hora y media a 37°C a 225 r.p.m.. 50 pl de cada
cultivo fueron dispuestos en placas en placas LB con 17 pg/ml conteniendo
cloranfenicol (en duplicados) e incubados durante toda la noche a 37°C. Al dia
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 incubacion durante toda la noche en M3 sdlido,
fueron inoculadas en 4 mi de liquido medio M9 y dispuestas en crecimiento
toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, 25 ml de medio M3 liquido conteniendo
cloranfenicol, IPTG y 17 mM o 0 mM de Glifosato (Aldrich, 33775-7) fueron
inoculados con 1-2 mi de cada cultivo durante toda ia noche (en duplicados), el
OD de inicio (a 600 nm) fue medido y todos los cultivos fueron normalizados
para iniciarse en el mismo OD. Una medicion 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 Aq77 l178. A177 V178 A177
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L178 Y 477 no crecieron en medio M9, por lo que no se pudieron realizar los

ensayos de resistencia al glifosato.

6.1.7 AISLAMIENTO Y PURIFICACION 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 liquido conteniendo
cloranfenicol. Las células pudieron crecer a 37°C hasta alcanzar un OD de 0.5-
0.7 (aproximadamente 3 horas y media). Se anadidé después IPTG a los
cultivos en una concentracion de 1.0 mM. Las células fueron dispuestas en
crecimiento durante cinco horas mas. Y éstas fueron después granuladas a
4000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C.

[0077] EI aislamiento y la purificacion de las proteinas marcadas con histidina
se realizaron siguiendo el sistema Qiagen Ni-NTA Protein Purification System.
Lisatos y eluatos de células fueron formados en duplicados en geles de
archilamida a 12.5%. Uno de los geles era terido con plata para su
visualizacion inmediata, el segundo gel fue transferido sobre una membrana
Millipore Immobilon-P, y bloqueado durante toda la noche en 5% de leche en
TBS-T. La membrana fue expuesta después a la solucion de anticuerpos
primarios Anti-His (Amersham Pharmacia Biotech, cat¥ 37-4710), seguido de
una exposicion a la solucion de anticuerpos secundarios Anti-Mouse-IgG.
(NIF825, de sistema de analisis por transferencia Western ECL de Amersham
Pharmacia Biotech, caté RPN2108). Se realizaron lavados y reacciones de
deteccion segun las instrucciones del fabricante. Se desarroliaron
autoradiogramas después de 5 minutos de exposicion.

6.2 RESULTADOS

[0078] Unas celulas conteniendo una mutacion 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 comparacion con las células de tipo salvaje, sin tener en cuenta la
presencia de glifosato (ver figura 6).

[0078] También se demostrd que los clones de Arabidopsis conteniendo un gen
EPSPS mutante expresaba la proteina mutante sustancialmente al mismo nivel

que la proteina de tipo salvaje (ver figura 7).
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LISTADO DE SECUENCIAS
[0080]

<110> VALIGEN (US), INC

<120> PLANTAS NO TRANSGENICAS 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 version Windows 3.0
<210> 1
<211> 2763

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
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<400>1

cesttcatget
tettetttca
grtgtchtace
ggtcggcgaa
sacaaaatyr
tetgtgatet
tcmattgaag
teccttatot
aagaggeage
gagatgacyt
gcogazaskg
LLEsoLggct
tatateacte
taccarttty
gacarcantt
galaataste
aagagcgaca
geggtoacty
ctogatgLeta
gettgarggy
gcagetrggt
sgetaatggt
atctegttoe
acdagattte
gtgatrggtt
gagacatgtt
tgctetgete
attaatttot
tgtcgageat
ggagttattc
asdaggtgls
stgctactec
aaccaceagc

agtgaaattc
agattctaag
ttgagaasac
ctagagatge
ctgatgtage
gagatggrea
satTeegttL
ceagtrgeac
agrgctcatt
agtgsaagsas
gattgataca
tgstocaate
agtacttgaa
34

crrttgraga
cctaacecae
gecagtggee
agatcugacy
ttatactage
cacgtaattg
tototegcgat
ccastcrote
ageateccacg
taattggcete
cgtegnigat
coaagtctet
cgrereegtec
ctgtggetes
acatgottya
stgctgtage
togaacttoa
ctgoagytay
aggaatggey
gtgececgta
gotgatgerg
ggecttecey
ttactctatg
agrtretaat
ctegttcteg
atgcattiege
atgtctgete
gttocatatg
agtgataget
tettoetect
cgattcaggt
tE9gctogty
ccgoaggtas

gtetaggtca
croaactigt
g9gatgtasa
tcceggaacg
gatgaceote
gtaadaaget
gotteatats
Agagertags
ctaagtaatt
ggttcagace
tatgatgate
accatcaacg
agastcacaa

<210> 2
<211> 520
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2
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aadcoecates
cazageettg
atgataaatg
gatgeetice
arageegeca
qaggaagatc
ggcgcaagtt
gadsatccagt
sgettateey
tgagottegt
tgtacttcaa
atcaaatcyy
Tcotetgtas
ataggyaaca
tgogttgaag
Cgaaggacgt
ccteggtaat
asacgeasgg
gttecgtega
tgagagaasay
astgtactes
gtggasagg
nacacttges
ctactctcaa
attaccgeet
aggtgaager
gettagates
ttgaastgac
gggazegtee
crtecgasat
crecgggtaa
ergecattac
catctgtace

asgtttcatce
grgatgaatc
grgtcctgga
agacactetge
geogtegteq
ctetettata
graggetagot
saagtasgag
agctcataas
attgtgrgac
atagaatggc
actctogeeg
agcactaaac

tctttettag
cacatgttgs
ctgataccat
toccatttet
aagrgrasac
BAABLTECCA
agoeagaatcet
cagscgcaast
atctogtogt
cotcttangy
ccoattagss
atectgette
tetgaactta
actgtagegg
agattgggac
ggcgggatat
goaggaacag
tagattgany
tgcctratga
acctatangy
tggaactaac
tagatcttge
gaaatgtgty
cggatgoate
tegttgracg
ttecagatea
tggagacgte
stzgaagoty
cteegtecaag
cacatoocert
tacgtatgta
cggtgaaact
ctgaatcate

tctrgacaag
coragggaga
cagagaatag
gggetattga
creeereege
attaaggett
ggagagtaaa
attctuster
ttegtgrgtt

-aactocgeee

antggcatec
caccaggasa
sataagctot

31

ggccoaattg
cgrgsacace
accagsagtea
caccaaeced
ganagtteat
atececcattc
geaacgytge
ctececttate
cgtggygat:
tcatgteotec
saatcrecgs
tegltgetet
gattataasag
acaacttygte
toaatgrggl
tcccagetee
caatgogtee
gagtrgacge
togatttatt
gacttggtty
kgocecteoty
aARATYOCATY
ttcatcatag
ctaasataga
agrtettgar
attagtagte
gagattgaga
atggaacytet
ggcggacaaa
agctigacaa
gaaggtaaty
groacagtceg
gacgaggetg

tegtatataa
tgtaasatee
torgsccgty
tgtcaacacy
tgacgyteea
chcaatette
ggagacagae
ccetecttet
tgtgeecage
aaaaaggrgs
ceecttacag
accteececg
144434 4.144

asancccaan
a3acLaICac
tagagezett
ctecanaces
azaccieate
tscgactget
geagaacces
ggtktctety
gaAgasgagt
tgreeocacg
tentatiany
gretgagyca
artgatarcte
gaatagegat
aactgacagt
catagatcca
agttacegst
troeeggtat
ceagetatgt
stggteceaa
seogtghcan
tgaatatgts
ccttagezty
accggacteg
tadcantiag
Agtacttgac
ttgtegataa
toggggeeag
aatacaagta
tataatgact
cttecagtge
Raggttotey
ttaagtttat

catagceges
gecgaggrea
ACAGORCCAC
aacaaaatge
ACCALCArtS
atgatcactt
aggatgatty
gtc:c:cgac
tgggagctac
aapcggcags
ctrgtgetga
actacrteca
otgatccaag

£0
130

340
3q0
.360
43¢
480
40
6cd
660
a0
780
a4c
206
860
1020
1080
1140
1300
12640
13320
1380
1440
1500
1660
16820
1680
1740
1800
1360
1920
1840

3040
2100
2160
2220
2280
23¢0
2400
2460
2520
2580
2§40
37690
27860
27163



Met
Ile
Ser
Trp
Pro
1

Ile
Qly
Qlu
Tyr
Ber
145
Alg

aly

Ile
Cys

225
aly

alu

Ala

Ser

Gly
50

Leu
val
| I
aly
Met
130
Glu
Bar
Thr
Ala
Qly
210

Leu

Leu

Ile

Gln
Asn
Lys
35

Leu
Ly»
Leu
Lys
Thyr
118
Lety
Ann
1le
Ala
ser

195
Asp

Pro
hr

Glu
278

val
Leu
40

Thr
Lys
Val
Gln
Ser
100
T™r
Asp
Aan
Asp
Mat
180
Leu
Gly
Qly
Ale

360
Ile

ES 2401721 T3

Serx
Ser
Gln
Lys
Met
Pro
1

Lau
val
Ala
Arg
Bar
183
Arg
Val
val
Thr
Gly
2458

val

Axg Ile Cy»s

Liys
Gln
Ser

Ser

70 .

Ile
BSer

Val

Als
150
Lys

Leu
val
Asn

23¢0
Lys

Asp

Sar
Ris
Gly

55
Ser

ATg
Asn
Asp
Lys
138
val

Serx

Gly
218
Cys

val
Met

Lys

Serx
Pro
40

Met
Val

Glu

Asa
130
Axg
Val
Asp
Thr
Gly
200
Leu
Pro
Lys
ser

Leu
280

32

Asn Gly val

Gln
28

Arg
Thx
8ar
Ile
Ile

108
Leau

Glu
Ile

Ala

les
Val

Lys

fro

265
lle

10
Arg

Alx
Leu
Thr
Ser

$0
Leu

Gly
Cly
Olu
170
Ala
Pro
Gln
Val
250

Pro

Ser

Lys
Tyr
Ile
Ala
Gly
Ley

Asn

155
Leu

val

Arg

Leu

Gln Asn
Ser Pro

Pro Ile
45

Gly Ber

&0

Glu Lys

Leu Ils
Leu Ala

S8er Asp
1as

Asn val

140

aly Gly

Met Arg

205
Gly Alas
220

Arg Val Asn

235

Gly Ser Ile

L2u Als Leu

val

Pro Tyr
485

Pro
Leu
3c

sar
Glu
Ala
Lys
Ala
110
Asp
Giu
Ile
aly
Ala
180
alu
Asp
Ala
Ber

a%0
val

Sar
18

Ser
Ser
Lsu
Sear
Lew
85

Ile

Fhe
Asn
178
Gly
Arg
val
A
Ser
Fi1]
Asp

Glu

Leu
val
Ber
Arg
Glu
Pro

Bex

Asp
Pxo
160
Ala

Gly

Glu
Gly
242
Gln
Val

Met



Leu Cly Asn Ala A

3

fer
308
aly
Ala

Thr

fro
ags
Aen
Leu

val

Pro
468
Met
lle

val

Leu
230

Lys

Leu

Trp hsp Arg

Asn

Gly

Qly
i?0
Pro
Met
Phe
Lys
Gly
450
Lys
Ala
Asn

Leu

<210> 3
<211> 33
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(33)

<400> 3

ctc ggt aat gca 9CA ACE §Ca atg cgt e£a ctt

<210> 4
<211> 11

Ala
Ala
Serx

k)
Cys

Aan
Ala

Glu
435

Asp

Slu
818

Ala
340
Leu

Lys
Asp
Lys
Asp
420
Thr
Thr
val
Ala
8er

500
Axg

Met

Phe
val

ES 2401721 T3

Glu
Pha
310
Glu
Thr
3ly
Ser
Pha
390
Pro

Pro

Arg

Glu
Thr

470
Ber

Cys
Thr

1a Thr Ala Met Arg »
5

Arg Phe
285

val Lys
aly Asp
Gly Glu

Asp Val
3s0

Trp Thr

375

Gly Met

Asp Val
Thr Thy
Mer Ile

440
ol Gly

458
Ala Glu

Lys His
§20

0

33

Gly
Gly
Ala

Thr
345
Lys

Glu
Arg
Ala
Ile
425
Ala
ger
1le
Ala

Lys
508

Yo Leu

val
Cly
Ser
330
Val
Phe
Aan
Him
Met
410
Arg
Ile
Asp

Anp

Cys
490

Thr

Ser Val Qlu

Gln Lys Tyr

313

Ser Ala Cys

Agp Val Ala

Cys Thr Glu
445

Tyr Cys val

480 |

Thr Tyr Asp

476

Ala Amp Val

Pha Pro Asp

His
Lys
Tyr
Gly
380
Leu
Val
Ile
Val
8ar
430
Leu
Ila
Asp

Pro

Tyr
810

Sax
Ser

Phe
335
cys

Glu
Thr
Asp
val

415
Trp

™hr
His
Ile

498
Phe

Rep
320
Leu
Gly
Lys
Gly
Vel

4090
Ala

Lys

Pro
Arg
480
Thr

Gln

33
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<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

Gly Amp Ala Als Thr Ala Mar Arg Pro Leu-
s Y

<210>5

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> CDS
<222> (1) ... (33)
<400>5

ctc ggt aat gea gga ata gea atg cgt coca cct
Leu Gly Asn Ala Qly Ile Ala Met Arg Pro Leu
1 5 10

<210>6

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400>6

Lou Gly Asn Ala Gly Ile Ala Met Arg Pro lLeu

b 5 10

<210>7

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

34

13
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<220>
<221> CDS
<222> (1) ... (33)

<400> 7

cte ggt aat gea goe ata gea aty cpt cca et
Leu Qly Asn Ala Ala Ile Ala Met Arg Pro Leu
1 5 10

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<400>8

Leu Gly Asn Ala Als Ile Ala Mot Arg Pro Leu
1 5 10

<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(33)

<400> 9

ctc ggt ast goa gge ata gca atg cgt toa ore
Leu Gly Aasn Ala Gly Ile Ala Mat Arg Ser Leu
i s 10

<210> 10

35
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<211> 11
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400>10

Lau GCly Asn Ala Gly Ile Ala Mat Arg Ser Lau
1 s 10

<210> 11

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(33)

<400>11

ctc ggt aat gca gea aca gea atg cogt tea ote
Leu Qly Asn Ala Ala Thr Ala Met Arg S$ex Leu
b} 5 10
<210> 12
<211> 11
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400>12

Leu Gly Asn Ala Ala Thr Ala Met Arg Ser Leu
3 L ' 10

<210> 13
<211> 33
<212> ADN

36

i3
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<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1) ... (33)

<400>13

CTC g@t 8aATt goa geA ata gea atg egt tea ottt
Leu Gly Asn Als Ala Ile Ala Net Arg Ser Leu
1 - 18

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400>

14

feu Gly Asn Ales Alas Ile Als Met Arg Ser lLeu
i L1 10

<210> 15

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222~ (1)...(33)

<400>15

37

3
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cke ggt aat gea gga gta gca atg cgt toa cote
Leu Gly Asn Ale Qly val Ala Met Arg Ser Leu
.03 [ 1C

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400>16

Leu Qly Asu Ala Gly Val Ala Met Axrg Ser Leu
1 L] 10

<210> 17

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1) ... (33)

<400>17

ctc ggt aat goca gga tta gea atg cgt tca ot
Leu Gly Asn Ala Gly leu Ala Met Arg Ser Leu
1 s 10

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 18

Leu Cly Asn Ala Gly Leu Alz Met Arg 8ar Leu
1 5 10

<210> 19

38

3

33
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<211> 33
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(33)

<400>19

Ctc gyt aat gea goa gta gea atg cgt ocs ctt
Leu Qly Asn Ala Als val Ala Met Arg Pro leu
1 5 10

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400>20

Leo O}y Asn Als Ala Val Ala Met Arg Pro Leu
1 H i0

<210> 21

<211> 33

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> CDS
<222> (1) ... (33)

<400> 21

39
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CLC ggt AAT gca gca tta goca atg cgr cca oLt
Ley Gly Asn Ala Ala Leu Als Mat Arg Pro iLeu
1 L 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<400 > 22

Lau Cly Asnc Ala Ala lLeu Ala Met Arg Pro Lau
1 S 10

<210> 23

<211> 3831
<212>ADN

<213> Brassisca napus

<220>

<221> base-madificada
<222>1..3831
<223>n=a,c, g, ort
<400>23

agatcttaaa
tetgasatag
aassaaaact
tecccecece
gacgacages
ccatggegtyg
atcacereee

gaagagtgpa
ttecacgtee

ggctottete
cegacgtgga
catacaccat
sctcaccass
ctatagazaa
cagascceat
tocgteeeee
acgatgotaa
gagaasgote

cagtcteace
taaagtacte

taccaanact
sagacgrgge

cgtaggaget gggactagty

cteatgtiat
getttcaaat
gtgttatcat
tgaagacgca
acggttotgt
cagagatigt

40

ctgraangee
tcaatcaacy
ctecaatete
tcagectcga
sattcgeeeg
goettcanccea

33

staagsasat ccactrgerg
acattatoat tggetaceayg
sagaatttga tgggtgoctce
gtcactacaa Céatsasagga
gegeaateta gcagaaterg
tocasatcca ACCaaaaCcaa
gettecticgt ggggatigaa
gttaaggtaa cagctretgt
atcagagaas tctegggton

§0
120
180
240
300
360
420
4«80
540



cattaagcta
tgaggtacat
amtecagcan
(Y 344449.7.7 )
teggttigay
gacaacttgt
cttascgtyy
tTeccageee
geeatgegte
cgagtteete
tttctagtts
ttgetggtot
ctgteogtge
tacgaattgt
ttagtezgtt
tgartagcaa
cctateaace
saasactaga
gettgtatpg
ctggatcgat
gagacgtgpa
tgaagrtgac
tLgtcaagyy
gaatgaatga
cagaaggtys
ctgttactgt
ttanstatta
ttaasagtgt
atteattast
tgtocasata
ttatantaad
catteceest
tgagesaaty
aagagacget
tgatgtagee
agatggtaas
agactctatt
gocatttgeca
gttaategtt
gaagaaggtt
gatacgtatyg
cocagttaaca
cttganagta
tgatttotet
tgegreeget
asagggrtta
tttgeregag
ctattacace
tgtpgacaat
tceeatgegt
tgtgaatatyg
tecataaaac
aacgtggaca
saattatctyg
Sgagagagaa

<210> 24
<211> 1944
<212> ADN

ccoggateca
atactegeee
gaatttatat
a3atitergg
actgadagaat
CaARCaAgtga
ascgtgacsg
ccrtLagatte
cacteaccge
gLtaccgtca
tgeacetgac
taagcagete
caatgoraat
ccgaageagt
gttatattac
tettoctega
cceaaaatte
asmacttcta
ceeetsgate
cagtagtcag
gattgagate
ggagcgtett
cggrcagaas
ctgattaace
tgettotagt
cgaaggttgt
tLeteeetes
Cattttacat
tRgrasssace
CcCLtaaacce
atstgattag
teatettttg
ggatgtaaag
tttagratga
atgactctag
geaaaacect
tggtcaatgt
cagugettayg
geataacert
cagactatcy
atgatcatag
tcaaggatee
CCACRARHCA
tegeegecacs
totaatgaac
ggaagetgea
cRatttttet
tatagacact
ttegeoettta
gottagggty
cgatgttaat
tatacascan
cggactotgt
cagttasace
atcgasgang

<213> Petunia hybrida

<400>24

ES 2401721 T3

sateteoccte
agtgttagge
ataagcoett
aggctatagy
cceaccott
tgacatcaas
tgtaaacaac
caagsgtgat
tgeagttaca
agaascrgat
ggegtgecta
ggtgorgacg
ggtggerete
ctecgttoat
tzgatggate
ttecttgoag
CCgecasana
ataaatcgte
gatatattag
tacttgacty
attgataaac
gotgttagtyg
cacaagtaat
aaRcggcala
gotagotatt
ggiacaacta
gttToatget
tticantges
Aaacaragst
catgsaacyy
tccasagoeg
tgatgaatce
tgteatggac
ggeactrgey
ceogttgtige
otcttegaat
agtggetage
aaaggtangt
rrgeggteb
tgrgataact
asrggegaty
tggatgeasce
ttsasagace
tgtancacat
tgagegaget
goegagargat
Agggttgagt
tettacatgt
atggaaagaa
atrtgtggac
gtatttacay
tacgtggaca
atctcosaats
toaatcaayge
cgtttacett

caaccggate
ctrtgetgty
tAAAAIA84AT
cttatgttac
asasaattac
tacatgottg
cgrgegacty
attgagtrgt
getgeaggeg
crtgegtttyg
gaacgagyga
stgagtgtac
coggtggsaaa
eacageettt
tttaaaangy
ggccacoQyc
tteagracat
tacagrecen
acgargtece
cececcetast
tgatatctgt
ccgagcatayg
gagtteteet
actgattcag
cottggecgy
goctocaggt
magtgtcatt
tatattanat
tatattaaat
Adacocracy
tgtataacat
azagggagat
agagaacayt
tgctgetgat
tetctttges
cagsegtgttt
tggagageea
tteectentet
tsetitegeg
ccaccagoaa
gegttetege
aggasgactt
ctttoetcty
Attagaagaa
geaategtey
Tgetttegat
tgattacact
gacacactte
cacagttgtg

ctecttenty
agattttagy
cagaagecta
acecsttetag
catagggaac
atgcgttgaa
ttgaaggaty
acertgggas
geaacgegeg
atgetcttag
aagacctats
tettggcact
getgatctee
gettcacate
aategggtct
attactsagt
fgececasna
naaatcceag
gaatttteag
ggeagetast
cccatatgtec
tgatagetgg
sagrtgagay
gtegeotggt
tgetgeocacs
agetctatcea
sgctittaaa
asattttcca
satgtasast
akacsgagag
gtttLgtaag
gtgaaactceg
gtgactgtga
gtcaacataa
gatggtecaa
taazagatee
aggagacaga
cteatgetor
ttoagotegy
aggtgaance
ttgeaget ey
tcectgaces
atccaanatqgt
caasgtgtgt
satcageteett
cgatcatees
azgaaacact
gtrgeeggea
gatgggtgat

cegerctate
aactatagac
gatatattea

tecgeatete

tactgtagey
gaagetgggg
cggtygaata
tACRgQaARCA
graaggttaa
tttggteegt
ggagattiag
aacrgrecete
acatttacee
atttearcet
ggtgtgaaag
gasacatcag
cagttettts
agceggeect
gtagasgottt
ttagetetty
gaaatgacat
gatogrttet
ttagattgas
aatgettatg
accggtgaaa
ctergaatca
ctrtgtttea
gtttetacta
tcgeastttyg
agraccaate
astetaaget
cagaggttet
ctggaccate
acassatgce
ccecoatcag
atggttgett
gaggatgats
ctoAttCgRa
agctacagty
gecggegare
tgetgatgte
attocaagte
gagaatotgt
gtgttaagag
gggoottast
tgnarataty
crecgatint
agoaacagat
ttgtggacga

ggatgatgtg tagatgsgrg atgagtastg

tagataageg
tgsacteatg
caaacacttyg
tgagasagag

gacaaactct
ttactaaaat
gestetoeag
atgatategt

ctgeettgat
cataccgtan
ctcaattgat
gaatatgage

ttgteggaga gtastagate t

41

600

680

220

780

840

$00

560
1020
1050
1140
1200
1260
1320
ila0
2440
1500
1560
1620
1880
1740
1800
186¢
1920
1980
2040
2100
2160
332¢
2280
340
3408
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
20880
21940
3ooo
ioso
3120
3iso
3340
3300
3360
2430
Jq00
1540
3600
366D
3720
3780
3621



gaatteoote
caaacceiea
ctegtttttg
gattemattt
cagaagecrt
cctggeeora
actgtggttg
acacttggac
gatgggetee
gcaggaacag
tatgtacttg
ctanacage
atetgtcages
caatschtas
atcattgaca
tttggtatee
asataceage
ceggenggty
ttacagg9ag
ACagagasca
cptgccatty
gcactttatg
agtgagogea
ggaccagact
cacgatgate
ACCAtcaaty
cagtacteca
gagtttagte
cateteagee
aatgtatttyg
SQARLEACTA
gagreetgte
tgtatctass

<210> 25

<211> 1335

<212> ADN

aatettcact
stcecaatte
gatctaaaaa
ttatgcaasa
ctgagatagt
antcattace
acaatttact
tgcatgtage
teectgttgy
castguoggoes
acggagttce
ctogtycaga
aggyaggrct
ctgeteeget
aactaattag
crgLggagea
crtoctggasa
cageagtese
atgtcaaatt
grgtcecagt
atgtgaacat
ctgatggtee
tgacegooat
sctgocatsat
acaggatgge
accerggetg
agcattgaas
czegracaag
cagaagggea
ttagageega
gtatgggceca
saggatctey
tgaaatcgtt

<213> Zea Mays

<400>25

ES 2401721 T3

tccaagaaty
caatceeocat
actgaasast
gettttgttee
gttgcaacce
CaAtagaAtt
sAgLAgtgat
agaagacage
caasgagtee
SCCARCAgCe
togratgags
ggttgattge
tcotggagys
tatggetges
tgtaccteat
cagtagrage
agotettgee
aggtggeace
tgetgaggta
caaaggecct
gaatsaaatg
cacagetaza
atgcacagas
cacceraseg
catggetete
cacgraeaaa
egettocota
acaggeracy
ttcocangget
geeteoteere
gtytaaggag
cLtigtceag
tgat

42

gtacaaatta
asaccocaag
tcageasatt
tttaggactt
attaaagaga
ctecogrcteg
gatatteate
gcaaaccane
K8GGAATRESR
gcagttacty
gagagacoan
cgoecoggta
aiggrcasgo
ccastggett
gregagatga
tgggacaggt
gaaggtgatg
atcactgetyg
ctegaaakan
ccaaggagte
ecegacgetg
agagacgeeg
cttaggaagt
gageanctas
getostgoty
acerteceta
cattgcagaa
actgeectgat
tegsacteet
gteeeeaagg
tactattact
asttactggt

acascatgge
tTootanate
ctatgtrggt
cageatcagt
ttccaggcas
ctgectrate
acatgetcgg
gagotgtigt
ttaaacecgee
tagetgpeeg
ttagtgntet
cgasatgtece
cotetgpate
taggagatge
cattgaagtt
cecLtgtecy
cteeaagtge
aaggtigtgQ
tgggagetga
stectggnag
ccatgacacet
ctagesggag
tagpagcaac
stgtgacogn
ctegtgeaga
actactetga
tgtaagtaag
atcagancea
tacgtatteg
astgtacacr
ctetgeetar
tastittatt

tcaagggata
ttcaagttte
tccgaaaaas
ggctacagca
tgttasatey
tgasggaaca
tgecttgaaa
tgaaggttgt
coLeaganat
agactcaagqg
gottgutgge
teetgtrega
cattagosge
ggagectgas
gatggeagega
aggaggtcag
tagoctactte
gacasscage
agttaegtgy
gaagecatttyg
tgergtrget
agtcaaggsa
egetaasgan
tattgataca
tgtteeegte
tgtacttcag
aatacgtgea
caatgggtte
cgagtgatyge
3atagagtea
tttatigate
gaosatatoa

§C
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geogagtgecyg aggagategt gotgoegece atcaaggags tctecggeac cgteaagetg
£OYUggtecs AgLOgetLtt CRASCGGATC CRoctacteg cegetetgte cgaggggacs
scagtggtta ALMACCLPCt QRacagrtgag gatgteocact acatgetegg ggecttgang
actettggte totcotgtege sgoggacaas gotgocsass gageegtagt tgtoggoebgt
ggtgoasagt teccagttga ggargetaaa gaggaagtge agetettott ggagaatget
gysactgeas tgeggecatt gacagcaget gttactgctg ctggtugsaa tgcaacttac
gogatigatg gagtaceaag satgagoaag agacccatty gogactigot tgtcggactg
aagcagetsg gtycagatgt tgattgtttc cttggoacty actgoocace tgttegtgee
43Ttgyaatcy gAggmcltace tgUtHocaag gltcaagetgt ctggotcecst cageagreayg
tacttgagry cettgotgat ggotgotoot ttggototty gogatgtgga gattgmamte
BEIGatasst TABCCTICAt TOOgLtacgte gRaatgacat tgagatigat ggagegrttt
ggtgtosasg cigagoattc tgatagetgy GAcagatict scattsagpg agghtoasasa
tacaagtcee ctaasastge ctatgttgaa ggtgatgect ciagegossg ctattteteg
getagtgetg CaACCACLEY AgQQactgty actgqtggasg gtigtagcasc Caccagtttg

Cagggtgaty tgaagetige tgagytactg gapatgargg gegogaaggt tacatggace
gRUACLAGCY TRACTYLLAC tggecceaceg COUGARAGECEt TTOUUAGgAs Acacctoaagp
gegattgatg tcaacatgaa casgatgect gatgtegess tgactctige tgtggtigee
ctettigocy atggecocyas SgCCAtCaga GRcgtyggett CCTYgagagt asangmjace
gagesgatgy ttgogatoeqy gacggageta accaagetgy gageatotgt toaggeagyy
coggactact geatcatcae geogecggay angcotgascg tHacgycgat cgucacgtac
gacgaccacs ggatggecat gycoctitocree cttgoogoet gTtocegeggt ceccgteace
atcogggacc ctgggtgeac coggaasgeee tteccegact acktegstgl gotgageact
ttegtoasga attaa
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REIVINDICACIONES

Método para la produccion de una planta no transgénica, que es
resistente o tolerante a un herbicida de la familia de Ia
fosfonometilglicina comprendiendo:
(a) la introduccion en células vegetales de una oligonucleobase
recombinagénica con una mutaciéon objetivo en el gen EPSPS
para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que
expresa una proteina EPSP que es mutada en una o mas
posiciones de aminoacidos, dichas posiciones siendo
seleccionadas en el grupo que consiste en Leus, Alaqzg, Metiag,
Argiss, Serss, Serss y Leuigs en la proteina EPSPS de
Arabidopsis 0 en un residuo de aminoacido analogo en un gen
EPSP de otra especie,;
(b) la identificacion de una célula vegetal que presenta un
crecimiento normal, en comparacion con una célula vegetal de
tipo salvaje correspondiente en presencia de glifosato; y
(c) la regeneracion 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 comparacién con el de las
plantas correspondientes de tipo salvaje y donde la enzima EPSPS
mutada tiene la misma actividad catalitica en comparacion con la de la
enzima de tipo salvaje.
Método para la produccion de una planta no transgénica, que es
resistente o tolerante a un herbicida de Ila familia de Ia
fosfonometilgiicina, comprendiendo:
(a) la introduccidn en células vegetales de una oligonucleobase
recombinagénica con una mutacién 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
mas posiciones de aminoacidos, dichas posiciones siendo
seleccionadas en el grupo que consiste en Leuirs, Alaiyg. Metigg,
Argis1, Sergs, Serzssy Leutgs en la proteina Arabidopsis EPSPS o
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en un residuo analogo de aminoacido en un gen EPSP de otra
especie;
(b) la identificacion de una célula vegetal que posee una proteina
EPSPS mutante que tiene la misma actividad catalitica en
comparacion con una proteina EPSPS correspondiente de tipo
salvaje en presencia de glifosato; y
(c) la regeneracion 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 comparacion con el de las plantas
correspondientes de tipo salvaje, y donde la enzima EPSPS mutada
tiene la misma actividad catalitica en comparacién con la de la enzima
de tipo salvaje.
Método segin la reivindicacion 1 o 2 en el que la oligonucleobase
recombinagénica es un nucledtido duplex mezclado o un vector
mutacional de oligodeoxinucleétido monocatenario (SSMOV).
Método segun la reivindicacion 3 en el que el nucledtido duplex
mezclado contiene una primera region homologa 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 region
homologa que tiene una secuencia idéntica a la secuencia de al menos
6 pares de bases de un segundo fragmento dei gen EPSPS objetivo, y
una regién intermedia que contiene al menos una nucleobase heterologa
al gen EPSPS objetivo, la cual region intermedia conecta las primera y
segunda regiones homologas.
Método segun la reivindicacion 1 0 2 en el que la oligonucleobase
recombinagénica es introducida por electroporacion.
Método segun la reivindicacion 1 en el que las posiciones de
aminoacidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leugy,
Alaips, Metsgs, Argios, Serzs, Serizg y Leuszz en el gen EPSPS de Zea
mays.
Método sequn la reivindicacion 1 en el que las posiciones de
aminoacidos son seleccionados en el grupo que consiste en Leusgs,
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Alaszs Metyzs, Argirz, Sergs, Serzsi ¥y Leujsq en el gen EPSPS de una
especie de Brassica.
Método segun la reivindicacion 1 en el que las posiciones de
aminodacidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leuiss,
Alaizs, Mety7s, Argi7y Sergs, Serssq y Leugs en el gen EPSPS de Petunia
hybrida.
Método segun la reivindicacion 1 o 2 en el que las células vegetales son
seleccionadas en el grupo que consiste en maiz, trigo, arroz, cebada,
semilla de soja. algodon, remolacha azucarera, colza, canola, lino,
girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, alamo, pino, eucalipto, manzano,
lechuga, guisantes, lentejas, uva, césped y especie de Brassica.
Método segun la reivindicacion 2 en el que las posiciones de
aminoacidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leugy,
Alaqga Metios, Argios, Serzi, Seryzg ¥ Leuyz; en el gen EPSPS de Zea
mays.
Método segun la reivindicacion 2 en el que las posiciones de
aminoacidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leusgs,
Alayrs, Meltizs. Argyrr, Sems, Serzsy y Leusss en el gen EPSPS de una
especie de Brassica.
Método segln la reivindicacion 2 en el que las posiciones de
aminoacidos son seleccionadas en el grupo que consiste en Leusg,
Alayzs, Metyzs, Argi77, Sergs, Serst y Leutgq en el gen EPSPS de Petunia
hybrida.
Método para la produccion de una planta no lransgénica que es
resistente o tolerante a un herbicida de la familia de Ila
fosfonometilglicina comprendiendo:
(a) la introduccién en células vegetales de una oligonucleobase
recombinagénica con una mutacién objetivo en el gen EPSPS
para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que
expresa una proteina EPSP que es mutada en dos posiciones de
aminoacidos, dichas posiciones siendo seleccionadas en el grupo
que consiste en Thry7s y Pross;, en la proteina EPSPS de
Arabidopsis 0 en un residuo de aminoacido analogo en un gen
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EPSP de otra especie donde el Thryzs es sustituido por Val o Leu
y Prosg2 es sustituido por Ser;

(b) la identificacion de una célula vegetal que presenta un
crecimiento normal en comparacién con una célula vegetal de tipo
salvaje correspondiente en presencia de glifosato; y

(c) la regeneracion 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 comparacion con el de las
plantas correspondientes de tipo salvaje, y donde la enzima EPSPS
mutada tiene la misma actividad catalitica en comparacién con la de la

enzima de tipo salvaje.

Método segun la reivindicacion 13 en el que las posiciones de
aminoacidos son Thrig y Prosgs e€n el gen EPSPS de Zea mays.

Método segun la reivindicacion 13 en el que las posiciones de
aminoacidos son Thriz4 y Proyzs en el gen EPSPS de una especie de

Brassica.

Método seglin la reivindicacion 13 en el que las posiciones de
aminoacidos son Thrizey Proizs en el gen EPSPS de Petunia hybrida.
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Segurncia de ADN
CCCTILALQICTIgtagaaatcocatiatetetottapgpeccaattgrasacccacsttitctetcacctaace=a

::aaaa:cttgciatqttgacmmmccaamucncqtg:atactocarmttamtaaatgctcata:c
atacwaazccticlmttnmztggtgaueatttgmtqccttc:tctcat'.tct:lccuc‘zccct:cm
cccaacnumtunttqansscgcuugtgtuacaumttocua:tlcattt::gtgncttacma
a:‘.wamnatcuaimw:tcccutmtm:tgcztcuttgamz!ctc:v
inicio del péplido do transito

ATOGCGCAAG TTAGCAGAATCTRCAA TES TG TRCAGARLLCATLTCTTATC TCOAATCTC TOGAMTSCAGTCAALGCA
mcrccmnmnacmmmrcmmmmmmmnm
mwmmummwmcwmmmmm

inicios de poptido maduro ,
AMGLGTCRGAGAT TRTACT TCAACCCATTAGAGAMTCTOOGE TCTTATTAAGC TTCCTGECTCOARSTCTCT, ATCAA
AT AT C TG TT LT CRC TaC TCT G T TGAGG TATATATCAC TTCETTTCGTCC TTC TC TG TAATC TRAAC TTAGATT
AT RRAGAT TBATACT T AL AT T T TR TG TG T T T TATAGGGAACAAL TG TAG TEGAC AL TG TTGAATAGCRA TGAL
AM”&WWWWMMWVMMWW
WWTAWHG&MTAMWWTMTW
M !m! w ' H [

AGATTGAAGGASTTGATGCTTCTTSGTAT
mwmmmmmmmamammmrwmrmmm
ATGAGAGMAGALCTATAGGGGA AMOUAGCTTRGTEL TOATGTTRAATGTACTCTTGGAACTA
ACTECCCTOCTGTTOGTRTCAACGCTAATES AGATCTTGCAMTBGLATSTGAATAY

AT A TG T TGAMATGACA TTEAAG T TGATGGAACG T T TOGBIG TYASTE TOGAGCATAG TEATAGCTIGEATCG TTTCT
T ST ARG U MAM T ACAAG TAGGAGT TATTCT TY IO Y TC CTTTYC TGAAA TCACATCCCTTAGCTTGACAAT
ATARTGACTAAAAGG TOAATGA T TCAGS TCT CUGBRTAATBLGTATE TASAASSTGA TG TTC TAGTACATG Y TATTTY
T1GECTGETGCTGCCATTAL TGOAALTACCAGCTTGLAGS TMTATTTGTAS
ACTGARTCATCBACGASGCTG T TAMGT TT ATAG TBAMTTOGTCTAGGTCAMG TTTCATC TTTTGACAG TG TATAT
MCATAT T AT T T AAGC T T TT TG TGATAATC TCTAGEGAGATG TAMATTOGCOGAG TCL TTGAGAA
MTEGGATGT: 5 AGAGATGCTTTTGGAATGAGACAL

T T A TaGGAGC TAAG TGANAATE TTLAGATTAT TG TETGATAKC TCL B CAMMEGTCAMACEC LA AS
ATTGATACATATGA TGAT CA TAGAN TOSCAATGRCATTC TS T TTGCAGC TG TG TOATS TTCCAATCALCATCAACS
ACTCTGGTTRCACCAGGAMACLTTCCC OBAS TACTTCCAAG TAC TTGAMAGMTCACAMGCALTARICAR LA 34 C

tortretictictgatecaagett
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Secuencia de Proteinas .

MAQVSRCNGVONPSL ISNL SKSSORKS PL SVSLKTOCHPRAYPI SSSAGL KKSGNTL IGSELRPLKVMSSVSTAE
KASE IVLOPIRE I SGLIKLPGSKSLSAR ILLLAAL SEGTTYVDN_LNSOD INYM_DALKRLGLNVE TDSENNRAVY
EGCGS FPAS 10SKSDTEL YLGNAGTAMRPL TAAVTAAGGNAS YYLDGVPPMRERP 160U YYGLXOLGADVECTLG
TNCPPVRVNANGGLPGGKVKL S35 1 SSOYL TAL  MSAPLALGOVE 1€ I VDKL ] SYPYVEMTLELMERFGVSVEMSD
SKDRF FYKGEOK YKSPGNAYVEGIASSACYFLAGAA L TRETVTVEGLG TTSLQGOVKFAEVLEKMGCKYSHWTENSY
TVTGPPROAF GMRHLRAT DVNMNKMPOVAMTLAVVAL FADGET TIROVASHRVKE TERNIA 1L TELRKLGATVEEG
SOYCVITPPKRVKTAE IDTYDDHRMAMAFSLAACADYP | TINDSGCTRXTFPDYFOVLER T TKH

FIG.1B
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Secuencia de lipo satvaje de Arabidopsis Thaliana:

173 174 175 126 177 178 179 180 181 182 183

Posicién
L G N A G T 4 4 R P
CTC GST AAT GCA GGA ACA GCA ATG CGT CCA CTT
Secuencias mutantes de Arabidopsis Thaliana:
Nombre
Ay27 CTC GGT AAT GCA GCA ACA GCA ATG CGT CCA CTT
L 6 N A AT A MR P L
1,78 CTC GGT AAT GCA GCA ATA GCA ATG CGT CCA CTT
t 6 N A G I A M R P L
Arzplyzg CTC GGT AAT GCA GCA ATA GCA ATG CST CCA CTT
t 6 N A A I A MR P I
1)765182  CTC GGT AAT GCA GGA ATA GCA ATG CGT 7CA CTT
L 6 N A G I A M R S
A1775182  CTC GGT AAT GCA GCA ACA GCA ATG CGT TCA CTT
L 6 N A AT A M R S 1
A17711785182 CTC GET AAT GCA GCA ATA GCA ATG CGT 7CA CTT
L 6 N A A I A M R S L
Vi7gS182  CTC GGT AAT GCA GGA 674 GCA ATG CGT TCA CTT
L G N A G ¥V A M R 5 L
L17gS182  CTC GGT AAT GCA GGA TTA GCA ATG CGT TCA CTT
t 6 N A G L A MR S ¢
A177V178 CTC GGT AAT GCA 6CA GTA GCA ATG CGT CCA CTT
L 6 N A A V A N R P |
Ayz7tiza CTC GGT AAT GCA GCA TTA GCA ATG CGT CCA CTT
L 6 N A A L A M R P ¢
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Nombre oligo Secuenciaoligo (53"

ATEPS -Aryy
%WYWWTMW“GCTGWTGCATMC&G

ATEPS-A

CGTTTCCACL T SCAGCAGTGACCECAGCRGT AAGTGRACGCATTGCTATTGL TBCATTACCGAG

ATEPS. IS
CGTTTCCACLTALAGCAG TGACCGCAGCEGTAAG TBAACGLATTGCTATTCCTGCATTACCGAS

ATEPS-AS
OGTTT CCACCTGLAGCAG TGACCHCAGCSGT AAGTGARCGCATTGC TG TTGC TECATTALCGAG
ATEPS-AIS

TCCAC LT GLAG CAG T GAZCBCAGCGETAAGTRAACGLATT SCTATTGETGCATTALLGAG

ATEPS- 1199
O T T OCACCTGEAGCAG TGACCGCAGCOG TAAGTBGACGCATTSCTGTTATTCCATTAZCRAS

ATEPS.VS
CRTTTCCACLTGCAGCAGTGACCG CAGCEG TAAGTGAACGCATTGCTACTCCTGCATTACCCAS

ATEPS-LS
CGTTTLCACCTRCAG CAG TRACCRCAGCBGTAASTGAACGCA TTGCTAATCLTOCATTACCGAG

ATEFS-AV
CGTYTCCACLIGLAGCAL TRACCBCAGDGS ™ AAG T GRACCATTGCTACTBCTGCATTACCGAS

ATEES-AL
COTTTCCACLYRLAGCAS TGACCOCAG OGS TAAGTGOACG CATTECTAATGCTGCATTASCGAS

FIG.5
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