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DESCRIPCION
Plantas tolerantes a herbicidas

La presente invencién se refiere a métodos para controlar selectivamente malas hierbas en un locus. La invencion
se refiere ademas a tecnologia de ADN recombinante, y en particular a la produccién de plantas transgénicas que
muestran resistencia sustancial o tolerancia sustancial a herbicidas cuando se comparan con plantas de tipo no
transgénicas. Las plantas que son sustancialmente “tolerantes” a un herbicida cuando se someten a él proporcionan
una curva de dosis/respuesta que esta desplazada hacia la derecha cuando se compara con aquella proporcionada
por plantas semejantes no tolerantes sometidas de forma similar. Tales curvas de dosis/respuesta tienen la “dosis”
representada en el eje X, y el “porcentaje de exterminio”, “efecto herbicida”, etc., representado en el eje Y. Las
plantas tolerantes requeriran tipicamente al menos el doble de herbicida que las plantas semejantes no tolerantes a
fin de producir un efecto herbicida dado. Las plantas que son sustancialmente “resistentes” al herbicida muestran
pocas, si las muestran, lesiones necréticas, liticas, cloréticas u otras lesiones cuando se someten al herbicida a
concentraciones y tasas que se emplean tipicamente por la comunidad agricola para exterminar malas hierbas en el
campo.

Mas particularmente, la presente invencion se refiere a la produccion de plantas que son resistentes a herbicidas
que inhiben hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD) y/o herbicidas que inhiben la etapa subsiguiente de
homogentisato solanesil transferasa (HST) en la ruta hacia plastoquinona.

Los herbicidas que actian inhibiendo HPPD son bien conocidos en la técnica. La inhibicion de HPPD bloquea las
biosintesis de plastoquinona (PQ) a partir de tirosina. PQ es un cofactor esencial en la biosintesis de pigmentos
carotenoides, que son esenciales para la fotoproteccién de los centros fotosintéticos. Los herbicidas que inhiben
HPPD son blanqueadores moviles del floema que provocan que nuevos meristemas y hojas expuestos a la luz
emerjan blancos cuando, en ausencia de carotenoides, la clorofila es fotodestruida y se convierte ella misma en un
agente de fotodestruccion via la fotogeneracion de oxigeno singlete. Se han dado a conocer métodos para la
produccion de plantas transgénicas que muestran resistencia sustancial o tolerancia sustancial a herbicidas que
inhiben HPPD, por ejemplo el documento WO 02/46387.

La enzima que cataliza la siguiente etapa de HPPD en la ruta biosintética de plastoquinona es HST. La enzima HST
es una prenil transferasa, que tanto descarboxila homogentisato como también le transfiere el grupo solanesilo a
partir de difosfato de solanesilo y de este modo forma 2-metil-6-solanesil-1,4-benzoquinol (MSBQ), un intermedio a
lo largo de la ruta biosintética a plastoquinona. Las enzimas HST estan unidas a la membrana, y los genes que las
codifican incluyen una secuencia dirigida a plastidios. Recientemente se han descrito métodos para evaluar HST.

Se ha dado a conocer la sobreexpresion de HST en plantas transgénicas, por ejemplo en los documentos
WO03047547 y WO03080647, y se afirma que dichas plantas muestran concentraciones ligeramente mayores de a-
tocoferol. Sin embargo, hasta ahora no se ha reconocido que HST es el sitio diana para ciertas clases de
compuestos herbicidas — que actian en todo o en parte inhibiendo HST. Ademas, ahora se ha encontrado, entre
otros, que la sobreexpresion de HST en una planta transgénica proporciona tolerancia a herbicidas que inhiben HST
y/o que inhiben HPPD.

De este modo, segun la presente invencion, se proporciona un método para controlar selectivamente malas hierbas
en un locus que comprende plantas de cultivo y malas hierbas, en el que el método comprende la aplicacion al locus
de una cantidad controladora de malas hierbas de una composicion plaguicida que comprende un herbicida inhibidor
de homogentisato solanesiltransferasa (HST) seleccionado del grupo que consiste en la Férmula (lla), (IIb), (lic),
(lid), (lle) y (1If) como se define mas abajo, y/o un herbicida que inhibe hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD), en
el que las plantas de cultivo comprenden al menos un polinucleétido heterélogo que comprende una regiéon que
codifica una HST y que proporciona sobreexpresion de dicha HST en dichas plantas de cultivo. En una realizacion
preferida del método, las plantas de cultivo comprenden ademas un polinucledtido heterdlogo adicional que
comprende una region que codifica una hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD).

La invencion todavia proporciona ademas un método para controlar selectivamente malas hierbas en un locus que
comprende plantas de cultivo y malas hierbas, en el que el método comprende la aplicacion al locus de una cantidad
controladora de malas hierbas de una composicién plaguicida que comprende un herbicida inhibidor de HST, en el
que las plantas de cultivo comprenden al menos un polinucleédtido heterélogo que comprende una region que
codifica una enzima HPPD.

En una realizacion preferida, la composicion plaguicida citada en los métodos mencionados anteriormente
comprende tanto un herbicida inhibidor de HST como un herbicida inhibidor de HPPD.

Para los fines de la presente invencién, un herbicida inhibidor de HST es aquel que él mismo, o como un procida,
genera una molécula que inhibe HST de Arabidopsis, muestra una IC50 menor que 150 ppm, preferiblemente menor
que 60 ppm, usando el método de ensayo de “extracto total” como se expone aqui. Se deberia apreciar que los
herbicidas que inhiben HST pueden también actuar como inhibidores de HPPD (posible de identificar usando, por
ejemplo, ensayos enzimaticos de HPPD y/o las respuestas diferenciales de estirpes de plantas transgénicas que
sobreexpresan HPPD o HST), y por lo tanto, como se muestra mas abajo, autosinergizan el efecto de su inhibicién
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de HST. Preferiblemente, el herbicida inhibidor de HST se selecciona del grupo que consiste en un compuesto de
férmula (l1a)

(lla)

en la que

R R? R® y R* son independientemente hidrogeno o halégeno; con la condicion de que al menos tres de R' R?
R® y R sean halégeno; o sales de los mismos;

un compuesto de férmula (l1b)

RS
1 4
RA_N AR |
,] v (Itb)
2 o~ .
R N N (@]
L3
R

en la que

R’ y R? son independientemente hidrégeno, alquilo de C1-C4, haloalquilo de C4-C4, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de
C1-Cy4, alquil C4-Cy-tio, arilo o arilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes, o
heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes;

R% es hidrégeno, alquilo de C4-C1o, alquenilo de C,-C1o, alquinilo de C,-C1q, cicloalquilo de C3-Cyo, cicloalquil Cs-
Cio-alquilo de C4-Cs-, alcoxi C4-Cqo-alquilo de C4-Ce-, cianoalquilo de C4-C+o-, alcoxi C4-Cio-carbonil-alquilo de
C1-Ce-, N-alquil C4-Cs-aminocarbonil-alquilo de C1-Cg-, N,N-di-(alquil C4-C3)-aminocarbonil- anU|Io de C4-Ce-, aril-
alquilo de C4-Ce- 0 aril-alquilo de C1-Cs- en el que el resto arilo esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser
iguales o diferentes, o heteromchl -alquilo de C4-Cs- 0 heterociclil-alquilo de C4-Cs- en el que el resto heterociclilo
esta sustituido con uno a tres R, que pueden ser iguales o diferentes;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

RS es hidroxi, R® -0OXi-, R’ -carboniloxi-, tri-R"'-sililoxi- o R’ -squonioni-, cada R6, R’ y R® es independientemente
halo, ciano, nitro, alquilo de C1-C1, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de C,-C1o, alquinilo de C,-C1o, hidroxi, alcoxi
de C4-Cqo, haloalcoxi de C4-C4, alcoxi C4-Cio-alquilo de C4-Cs-, cicloalquilo de Cs-Cy, cicloalcoxi de Cs-Cs,
cicloalquil Cs-Cr7-alquilo de C1-C4-, cicloalquil C3-C7-alcoxi de C4-Cs-, alquil C1-Ce-carbonilo-, formilo, alcoxi C1-Cs-
carbonilo-, alquil C4-Cs-carboniloxi-, alquil C4-C+o-tio-, haloalquil C1-Cs-tio-, alquil C4-C+¢-sulfinilo-, haloalquil C+-
Cs-sulfinilo-, alquil C4-Cqo-sulfonilo-, haloalquil C4-Cs-sulfonilo-, amino, alquil C1-Cis-amino-, di-alquil C1-C1o-
amino-, alquil C4-Cqo-carbonilamino-, arilo o arilo sustituido con uno a tres R", que pueden ser iguales o
diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R' , que pueden ser iguales o dlferentes aril-alquilo
de C4-Cs- o aril-alquilo de C4-C4- en el que el resto arilo esta sustituido con uno a tres R", que pueden ser
iguales o diferentes, heteroarll-alquno de C4-Cs- o heteroaril-alquilo de C4-C4- en el que el resto heteroarilo esta
sustituido con uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustituido con uno a tres R
que pueden ser iguales o dlferentes heteroariloxi- o heteroariloxi- sustltuldo con uno a tres R™ , que pueden ser
iguales o diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno a tres R, que pueden ser |guales o diferentes, o
heteroariltio- o heteroariltio- sustituido con uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes;

R es alquilo de C4-C1o, alquenilo de C»-C1o, alquinilo de C,-C1¢ o aril-alquilo de C+-Cs4- 0 aril-alquilo de C1-C4- en
el que el resto arilo esta sustituido con uno a cinco sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C1-Cs 0 alcoxi de C1-Cg;

R es alquilo de C4-Cyo, cicloalquilo de Cs-C+, cicloalquil Cs-Cip-alquilo de C4-C1o-, haloalquilo de C4-Cyo,
alquenilo de C»-C+o, alquinilo de C,-C19, alcoxi C4-Cs-alquilo de C1-C1o-, alquil C1-Cy-tio-alquilo de C4-Cs-, alcoxi
de C4-C10, alquenil C,-Cqp-0xi, alquinil Cz-C1o-OXI alquil C4-Cqo-tio-, N-alquil C4-C4-amino-, N,N-di-(alquil C1-Ca)-
amino-, arilo o arilo sustltmdo con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser |guales o diferentes, aril-alquilo de C+-Cs- o aril-alquilo de C+4-Cs- en
el que el resto arilo esta sustltU|do con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes, heteroanl -alquilo de
C1-Cs- o heteroaril-alquilo de C1-Cs4- en el que el resto heteroarilo esta sustltU|do con uno a tres R™ , que pueden
ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustituido con uno a tres R™, que pueden ser iguales o diferentes,
heteroariloxi- 0 heteroariloxi- sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes, ariltio- o ariltio-
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sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes, o heteroariltio- o heteroariltio- sustituido con
uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes;

cada R'' es independientemente alquilo de C+-C1o 0 fenilo o fenilo sustituido con uno a cinco sustituyentes
seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C1-Cs 0 alcoxi de C1-Cg;

5 R'" es alquilo de C4-Cio o fenilo o fenilo sustituido con uno a cinco sustituyentes seleccionados
independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo de C1-Cs, haloalquilo de C4-Cs 0 alcoxi de C4-Cg;

cada R es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C1-Cg 0 alcoxi de C4-Cs; ¥y

cada R™ es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C4-C+o, haloalquilo de C¢-C4, alcoxi de C4-Cho,
alcoxi C4-Cs-carbonilo-, haloalcoxi de C1-C4, alquil C4-Cqo-tio-, haloalquil C4-Cs-tio-, alquil C¢-Cig-sulfinilo-,

10 haloalquil C+-Cg-sulfinilo-, alquil C4-C1o-sulfonilo-, haloalquil C1-Cs-sulfonilo-, arilo o arilo sustituido con uno a
cinco sustituyentes seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo de C4-Cs, haloalquilo de C1-
Cs 0 alcoxi de C4-Cs, 0 heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a cuatro sustituyentes seleccionados
independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C4-Cs 0 alcoxi de C1-Cs; 0 sales o N-
o6xidos del mismo;

15 un compuesto de férmula (lic)

RS
1 4
R N AR
| (Iic)
R* N N
R3

en la que

R’ y R? son independientemente hidrégeno, alquilo de C+-C4, haloalquilo de C4-C4, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de
C1-C4, alquil C4-Cy-tio, arilo o arilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes, o
20 heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes;

R®es haloalquilo de C+-C4, haloalquenilo de C,-C4 o haloalquinilo de C,-Cy;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R® es hidroxi o un grupo que se puede metabolizar al grupo hidroxi;

25 cada R® y R® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C4-C+o, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de C»-
C1o, alquinilo de C,-C19, hidroxi, alcoxi de C4-C10, haloalcoxi de C1-C4, alcoxi C1-C1o-alquilo de C4-Cs-, cicloalquilo
de Cs-C7, cicloalcoxi de C3-C7, cicloalquil C3-Cr-alquilo de C1-Cy-, cicloalquil C3-C7-alcoxi de C1-Cy-, alquil C1-Ce-
carbonilo-, formilo, alcoxi C4-C4-carbonilo-, alquil C4-C4-carboniloxi-, alquil C4-C1o-tio-, haloalquil C+-C4-tio-, alquil
C1-Cqo-sulfinilo-, haloalquil C4-Cs-sulfinilo-, alquil C1-C1e-sulfonilo-, haloalquil C4-Cs-sulfonilo-, amino, anU|I Ci-

30 C10-amino-, di-alquil C1-C1¢-amino-, alquil C1-C1o-carbonilamino-, arilo o arilo sustltmdo con uno a tres R", que
pueden ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R' , que pueden ser |guales o
diferentes, aril-alquilo de C+4-Cs- o aril-alquilo de C1-C4- en el que el resto arilo esta sustltuldo con uno a tres R™
que pueden ser iguales o diferentes, heteroarll-alquno de C4-Cs- o heteroaril-alquilo de C+-Cs- en el que el resto
heteroarilo esta sustituido con uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustituido con

35 uno a tres R" , que pueden ser iguales o dlferentes heteroariloxi- o heteroariloxi- sustltU|do con uno a tres R"™
que pueden ser iguales o diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno a tres R", que pueden ser iguales o
dlferentes o heteroariltio- o heteroariltio- sustituido con uno a tres R™, que pueden ser iguales o diferentes; y
each R"® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C+4-Cg 0 alcoxi de C1-Cs; 0 una
sal o N-6xido del mismo;

40 un compuesto de férmula (lid)

RS
1 - 4
RIN\ X R 5
‘ _0 1l
RN N/S\\
L ©

en la que
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R’ y R? son independientemente hidrégeno, alquilo de C+-C4, haloalquilo de C4-C4, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de
C1-C4, alquil C4-Cy-tio, arilo o arilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes, o
heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes;

R%es hidrégeno, alquilo de C4-C1g, haloalquilo de C1-Cj4, alquenilo de C,-C1o, haloalquenilo de C»-Cy4, alquinilo de
C2-C1o, haloalquinilo de C»-Cy4, cicloalquilo de C3-C1o, cicloalquil C3-C1p-alquilo de C4-Cs-, alcoxi C1-Cip-alquilo de
C1-Ce-, cianoalquilo de C1-C1¢-, alcoxi C4-Cqo-carbonil-alquilo de C4-Cs-, N-alquil C4-Cz-aminocarbonil-alquilo de
C1-Ce-, N,N-di-(alquil C1-Cg)- amlnocarbonll-alquno de C+-Ce-, aril-alquilo de C4-Ce- 0 aril-alquilo de C+-Cs- en el
que el resto arilo esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o diferentes, o heterociclil- anU|Io de
C1-Cs- 0 heterociclil-alquilo de C4-Cs- en el que eI resto heterociclilo esta sustituido con uno a tres R’, que
pueden ser iguales o diferentes;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R® es hidroxi o un grupo que se puede metabolizar al grupo hidroxi;

cada R6, R’ y R® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C1-C1o, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de
C2-C1o, alquinilo de C»-C4o, hidroxi, alcoxi de C1-C1o, haloalcoxi de C4-C4, alcoxi C4-Cqp-alquilo de C4-Csy-,
cicloalquilo de Cs-Cy7, cicloalcoxi de C3-Cy, cicloalquil Cs-Cr-alquilo de C+-Cs-, cicloalquil C3-C7-alcoxi de C1-Cs-,
alquil C4-Cs-carbonilo-, formilo, alcoxi C4-Cs-carbonilo-, alquil C-Cs-carboniloxi-, alquil C1-C+o-tio-, haloalquil C+-
Cy-tio-, alquil C4-C1o-sulfinilo-, haloalquil C+-Cs-sulfinilo-, alquil C1-C1o-sulfonilo-, haloalquil C4-C4-sulfonilo-, amino,
al%un C1-C1o-amino-, di-alquil C1-C1g-amino-, alquil C4-C1o-carbonilamino-, arilo o arilo sustltU|do con uno a tres

, que pueden ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R' , que pueden ser
|guales o diferentes, aril-alquilo de C1-C4- o aril-alquilo de C4-Cs- en el que el resto arilo esta sustltuldo con uno a
tres R"™ , que pueden ser iguales o diferentes, heteroanl -alquilo de C+-Cs- o heteroaril-alquilo de C1-Cs4- en el que
el resto heteroarilo esta sustltU|do con uno a tres R™, que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi-
sustituido con uno a tres R", que pueden ser iguales o diferentes, heteroariloxi- o heteroar|IOX| sustituido con
uno a tres R , que pueden ser iguales o diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno atres R"™ , que pueden ser
iguales o dlferentes o heteroariltio- o heteroariltio- sustituido con uno a tres R™, que pueden ser iguales o
diferentes; y

cada R es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C4-Cg 0 alcoxi de C1-Cs; 0 una
sal o N-6xido del mismo;

lle) un compuesto de formula (lle)

R5
S 4
A ST
'\ (lle)
Saf N o
3
R

en la que

A", AZ A3 y A’ son |ndepend|entemente C-R'oN, con la cond|C|on de que al menos uno de A A% A3 y A'seaN,
y con Ia condicién de que si A’ y A* son ambos N, A? y A® no sean ambos C-R"; cada R’ es |ndepend|entemente
hidrégeno, alquilo de C,-C4, haloalquilo de C4-C4, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de C1 C4, alquil C4-Cgy-tio, arilo o arilo
sustltwdo con uno a cinco R”, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno
a cinco R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R%es hidrégeno, alquilo de C4-C1o, haloalquilo de C4-Cj4, alquenilo de C,-C1o, haloalquenilo de C»-Cy4, alquinilo de
C>-C1o, haloalquinilo de C+-Cy4, cicloalquilo de C3-C1o, cicloalquil C3-C1p-alquilo de C4-Ce-, alcoxi C1-Co-alquilo de
C1-Ce-, cianoalquilo de C¢-C1¢-, alcoxi C4-Cqo-carbonil-alquilo de C4-Cs-, N-alquil C4-Cz-aminocarbonil-alquilo de
C1-Ce-, N,N-di-(alquil C1-Cg)- amlnocarbonll-alquno de C+-Ce-, aril-alquilo de C4-Ce- 0 aril-alquilo de C+-Cs- en el
que el resto arilo esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o diferentes, o heterociclil- anU|Io de
C1-Cs- 0 heterociclil-alquilo de C4-Cs- en el que eI resto heterociclilo esta sustituido con uno a tres R, que
pueden ser iguales o diferentes;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R® es hidroxi o un grupo que se puede metabolizar a un grupo hidroxi;

cada R6, R’ y R® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C1-C1o, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de
C2-C1o, alquinilo de C»-C4o, hidroxi, alcoxi de C1-C1o, haloalcoxi de C4-C4, alcoxi C4-Cqp-alquilo de C4-Cs-,
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cicloalquilo de Cs-Cy7, cicloalcoxi de C3-Cy, cicloalquil Cs-Cr-alquilo de C+-Cs-, cicloalquil C3-C7-alcoxi de C1-Cs-,
alquil C4-Cs-carbonilo-, formilo, alcoxi C4-Cs-carbonilo-, alquil C1-Cs-carboniloxi-, alquil C1-C+o-tio-, haloalquil C+-
Cy-tio-, alquil C4-C1o-sulfinilo-, haloalquil C+-Cs-sulfinilo-, alquil C1-C1o-sulfonilo-, haloalquil C4-C4-sulfonilo-, amino,
al%uil C1-C1o-amino-, di-alquil C1-C1¢-amino-, alquil C4-C1e-carbonilamino-, arilo o arilo sustituido con uno a tres
R", que pueden ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R", que pueden ser
iguales o diferentes, aril-alquilo de C1-C4- o aril-alquilo de C+4-C4- en el que el resto arilo esta sustituido con uno a
tres R'; que pueden ser iguales o diferentes, heteroaril-alquilo de C4-Cs- o heteroaril-alquilo de C+4-Cs- en el que
el resto heteroarilo esta sustituido con uno a tres R13, que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi-
sustituido con uno a tres R13, que pueden ser iguales o diferentes, heteroariloxi- o heteroariloxi- sustituido con
uno a tres R, que pueden ser iguales o diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno a tres R™, que pueden ser
iguales o diferentes, o heteroariltio- o heteroariltio- sustituido con uno a tres R13, que pueden ser iguales o
diferentes; y

cada R" es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C4-Cg 0 alcoxi de C1-Cs; 0 una
sal o N-6xido del mismo; y

un compuesto de férmula (l1f)

en |

aque

R'es alquilo de C+-Cs 0 alquil C4-Cg-oxi-alquilo de C1-Cg;

R%es hidrogeno o alquilo de C+-Cs;

G es a hidrogeno, -(C=L)R?, -(SO,)R*, o -(P=L)R°R®, en los que
L es oxigeno o azufre;

R% es alquilo de C+-Cs, cicloalquilo de C3-Cg, alquenilo de C,-Cg, alquinilo de C,-Cs, arilo de Cs-C1o, aril Ce-C1o-
alquilo de C+-Cs-, alquil C¢-Cs-0xi, cicloalquil C3-Cs-oxi, alquenil C,-Cg-0xi, alquinil C2-Cs-oxi, aril Cs-C1o-0xi, aril
Cs-Cio-alquil C4-Cs-oxi-, amino, alquil C4-Cg-amino, alquenil C,-Cg-amino, aril Ce-Cio-amino, di(alquil Cs-
Cs)amino, di(alquenil C2-Cg)amino, (alquil C4-Cs)(aril Ce-C1i0)amino o un anillo heterociclico que contiene
nitrégeno de tres a ocho miembros,

R* es alquilo de C+-Cs, arilo de Cg-C1o, un grupo alquil C1-Cs-amino o di(alquil C1-Cs)amino; y R® y R® pueden ser
iguales o diferentes y son independientemente alquilo de C4-Ceg, cicloalquilo de Cs.g, alquenilo de C,-Cs, arilo de
Cs-C10, alquil C4-Ce-0xi, cicloalquil C3-Cg-oxi, aril Cs-C1¢-0xi, aril Ce-C1o-alquil C1-Cs-0xi, alquil C4-Cs-tio, alquil C+-
Cs-amino o di(alquil C1-Cg)amino, con lo que cualquier grupo R®, R*, R® y R® puede estar sustituido con haldgeno,
cicloalquilo de C3-Csg, arilo de Cs-C1o, aril Ce-C1o-alquilo de C+-Ce-, cicloalquil Cs-Cs-oxi, aril Cs-C1g-0xi, aril Cs-C1o-
alquil C4-Ce-oxi-, aril Cs-Cio-amino, (alquil C4-Cs)(aril Ce-Cio)amino y un anillo heterociclico que contiene
nitrégeno de tres a ocho miembros que puede estar sustituido con al menos un alquilo de C+-Cs;

Z'es alquilo de C+-Cg;
Zes alquilo de C+-Cg;
nes0,1,2,364,

y cada uno de Vi puede ser igual o diferente cuando n representa un nimero entero de 2 o mas, y la suma del
numero de atomos de carbono en el grupo representado por Z' y aquella en el grupo representado por Z% es
igual a 2 o mas.

Los inhibidores de HST de férmula (lla) son conocidos, por ejemplo haloxidina y piriclor. Los inhibidores de HST de
férmula (IIb) son conocidos desde el documento, por ejemplo, WO 2008/009908. Los inhibidores de HST de férmula
(llc) son conocidos desde el documento, por ejemplo, WO 2008/071918. Los inhibidores de HST de formula (Ild) son
conocidos desde el documento, por ejemplo, WO 2009/063180. Los inhibidores de HST de férmula (lle) son
conocidos desde los documentos, por ejemplo, W0O2009/090401 y WO2009/090402. Los inhibidores de HST de
férmula (11f) son conocidos desde el documento, por ejemplo, WO 2007/119434.

Se

prefieren los compuestos de formula (lla)
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(lla)

en la que

R1, R2, R® y R* son independientemente hidrégeno, bromo, cloro o fluoro; con la condicién de que al menos tres
de R1, R2, R® y R* sean también bromo, cloro o fluoro, lo mas preferible es el compuesto de formula (lla) en el
que R' y R* son fluoro y R? y R® son cloro (haloxidina), o en el que R', R? y R® son cloro y R* es hidrogeno
(piriclor).

La expresion “herbicida inhibidor de HPPD” se refiere a herbicidas que actian directamente o como procidas para
inhibir HPPD y que, en su forma activa, muestran un valor Ki menor que 5 nM, preferiblemente 1 nM frente a HPPD
de Arabidopsis cuando se evalian los métodos de velocidad de asociacion y de disociacion descritos en el
documento WO 02/46387. En el contexto de la presente invencion, los términos hidroxi fenil piruvato (o acido
piravico) dioxigenasa (HPPD), 4-hidroxi fenil piruvato (o acido piravico) dioxigenasa (4-HPPD) y p-hidroxi fenil
piruvato (o acido pirtvico) dioxigenasa (p-HPPD) son sinénimos.

Preferiblemente, el herbicida inhibidor de HPPD se selecciona del grupo que consiste en

un compuesto de férmula (la)

(la)

en la que R' y R? son hidrégeno, o juntos forman un puente de etileno;

R® es hidroxi o feniltio-; R* es halégeno, nitro, alquilo de C4-C4, alcoxi C1-Cs-alquilo de C1-Cs-, alcoxi C4-Cs-alcoxi
C1-Cs-alquilo de C+-Cy-;

X es metino, nitrégeno, o C-R5, en el que R® es hidrégeno, haloalcoxi C4-Cs-alquilo de C1-Cy4-, 0 un grupo

0

"é_/

y
R® es alquil C4-Cy-sulfonilo- o haloalquilo de C4-Cyg;

un compuesto de férmula (Ib)

K 1/
@) 0] R o o

(Ib)

//S N

R? O o] :
R’ y R? son independientemente alquilo de C+-Cs; y los acidos libres del mismo;

un compuesto de férmula (Ic)
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(Ic)

en la que R' es hidroxi, fenilcarbonil-alcoxi de C4-Cs- o fenilcarbonil-alcoxi de C1-Ca4- en el que el resto fenilo esta
sustituido en la posicion para con halégeno o alquilo de C4-C4, o fenilsulfoniloxi- o fenilsulfoniloxi- en el que el
resto fenilo esta sustituido en la posicién para con halégeno o alquilo de C+-Cy;

RZes alquilo de C4-Cy;

R® es hidrégeno o alquilo de C4-Cy; R* y R® son independientemente haldégeno, alquilo de C4-Cs, haloalquilo de
C1-C4, 0 alquil C4-Cs-sulfonilo-; y

R® es hidrégeno, alquilo de C+-Ca4, alcoxi C4-Cs-alcoxi de C4-C4-, 0 un grupo

un compuesto de férmula (Id)

(1d)
en la que R'es hidroxi;
RZes alquilo de C4-Cy;
R3es hidrégeno; y R4, R® y R® son independientemente alquilo de C4-Cy;
un compuesto de férmula (le)
(le)

en la que R'is ciclopropilo;
R? y R* son independientemente haldgeno, haloalquilo de C+-C4, 0 alquil C4-Cs-sulfonilo-; y
R? es hidrégeno; y

un compuesto de férmula (If)

R (1
CN 4
en la que R'es ciclopropilo;
R? y R* son independientemente halégeno, haloalquilo de C+-C4, 0 alquil C4-Cs-sulfonilo-; y
R? es hidrégeno.

Los inhibidores de HPPD ejemplares también se describen en el documento W02009/016841. En una realizacion
preferida, el inhibidor de HPPD se selecciona del grupo que consiste en benzobiciclon, mesotriona, sulcotriona,
tefuriltriona, tembotriona, 4-hidroxi-3-[[2-(2-metoxietoxi)metil]-6-(trifluorometil)-3-piridinillcarbonil]-biciclo[3.2.1]-oct-3-
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en-2-ona (biciclopirona), quetospiradox o el acido libre del mismo, benzofenap, pirasulfotol, pirazolinato,
pirazoxifeno, topramezona, [2-cloro-3-(2-metoxietoxi)-4-(metilsulfonil)fenil](1-etil-5-hidroxi-1H-pirazol-4-il)-metanona,
(2,3-dihidro-3,3,4-trimetil-1,1-dioxidobenzo[b]tien-5-il)(5-hidroxi-1-metil-1 H-pirazol-4-il)-metanona, isoxaclortol,
isoxaflutol, o~(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil)-B-oxo-4-cloro-bencenopropanonitrilo, y o-(ciclopropilcarbonil)-2-
(metilsulfonil)-B-oxo-4-(trifluorometil)-bencenopropanonitrilo.

Estos inhibidores de HPPD son conocidos, y tienen los siguientes numeros de registro de Chemical Abstracts:
benzobiciclon (CAS RN 156963-66-5), mesotriona (CAS RN 104206-82-8), sulcotriona (CAS RN 99105-77-8),
tefuriltriona (CAS RN 473278-76-1), tembotriona (CAS RN 335104-84-2), 4-hidroxi-3-[[2-(2-metoxietoxi)metil]-6-
(trifluorometil)-3-piridinilJcarbonil]-biciclo[3.2.1]oct-3-en-2-ona (CAS RN 352010-68-5), quetospiradox (CAS RN
192708-91-1) o su acido libre (CAS RN 187270-87-7), benzofenap (CAS RN 82692-44-2), pirasulfotol (CAS RN
365400-11-9), pirazolinato (CAS RN 58011-68-0), pirazoxifeno (CAS RN 71561-11-0), topramezona (CAS RN
210631-68-8), [2-cloro-3-(2-metoxietoxi)-4-(metilsulfonil)fenil](1-etil-5-hidroxi-1H-pirazol-4-il)-metanona (CAS RN
128133-27-7), (2,3-dihidro-3,3,4-trimetil-1,1-diéxidobenzo[b]thien-5-il)(5-hidroxi-1-metil-1 H-pirazol-4-il)-metanona
(CAS RN 345363-97-5), isoxaclortol (CAS RN 141112-06-3), isoxaflutol (CAS RN 141112-29-0), o-
(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil)-B-oxo-4-cloro-bencenopropanonitrio (CAS RN 143701-66-0), vy o~
(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil }-B-oxo-4-(trifluorometil )-bencenopropanonitrilo (CAS RN 143701-75-1).

Las siguientes definiciones se aplican a aquellos términos usados con respecto a la Féormula | y Féormula 11

El resto alquilo (ya sea solo o como parte de un grupo mas grande, tal como alcoxi, alcoxi-carbonilo, alquilcarbonilo,
alquilaminocarbonilo, dialquilaminocarbonilo) es una cadena lineal o ramificada, y es, por ejemplo, metilo, etilo, n-
propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo, iso-propilo, n-butilo, sec-butilo, iso-butilo, terc-butilo o neo-pentilo. Los grupos
alquilo son preferiblemente grupos alquilo de C1 a Cs, mas preferiblemente C1-Cs4, y muy preferiblemente grupos
metilo.

Los restos alquenilo y alquinilo (ya sea solos o como parte de un grupo mas grande, tal como alqueniloxi o
alquiniloxi) pueden estar en forma de cadenas lineales o ramificadas, y los restos alquenilo, cuando sea apropiado,
pueden tener la configuracion (E) o (Z). Los ejemplos son vinilo, alilo y propargilo. Los grupos alquenilo y alquinilo
son preferiblemente grupos alquenilo o alquinilo de C, a Cg, mas preferiblemente C»-Cs, y muy preferiblemente
grupos alquenilo o alquinilo de C,-Cs.

Los grupos alcoxialquilo tienen preferiblemente una longitud de cadena de 2 a 8 atomos de carbono u oxigeno. Un
ejemplo de un grupo alcoxialquilo es 2-metoxi-etilo.

Halégeno es generalmente fluor, cloro, bromo o yodo, preferiblemente flior o cloro. Lo mismo es cierto de halégeno
junto con otros significados, tal como haloalquilo.

Los grupos haloalquilo tienen preferiblemente una longitud de cadena de 1 a 4 atomos de carbono. Haloalquilo es,
por ejemplo, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, clorometilo, diclorometilo, triclorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 2-
fluoroetilo, 2-cloroetilo, pentafluoroetilo, 1,1-difluoro-2,2,2-tricloroetilo, 2,2,3,3-tetrafluoroetilo o 2,2,2-tricloroetilo;
preferiblemente triclorometilo, difluoroclorometilo, difluorometilo, trifluorometilo o diclorofluorometilo. Los grupos
haloalcoxialquilo tienen preferiblemente una longitud de cadena de 2 a 8 atomos de carbono u oxigeno. Un ejemplo
de un grupo alcoxialquilo es 2,2,2-trifluoroetoximetilo. Los grupos alcoxialcoxi tienen preferiblemente una longitud de
cadena de 2 a 8 atomos de carbono u oxigeno. Los ejemplos de alcoxialcoxi son: metoximetoxi, 2-metoxi-etoxi,
metoxipropoxi, etoximetoxi, etoxietoxi, propoximetoxi y butoxibutoxi. Los grupos alcoxialquilo tienen una longitud de
cadena de preferiblemente de 1 a 6 atomos de carbono. Alcoxialquilo es, por ejemplo, metoximetilo, metoxietilo,
etoximetilo, etoxietilo, n-propoximetilo, n-propoxietilo, isopropoximetilo o isopropoxietilo.

Los grupos alcoxialcoxialquilo tienen preferiblemente una longitud de cadena de 3 a 8 atomos de carbono u oxigeno.
Ejemplos de alcoxi-alcoxi-alquilo son: metoximetoximetilo, metoxietoximetilo, etoximetoximetilo y metoxietoxietilo.

Los grupos cianoalquilo son grupos alquilo que estan sustituidos con uno o mas grupos ciano, por ejemplo
cianometilo o 1,3-dicianopropilo.

Los grupos cicloalquilo pueden estar en forma mono- o biciclica, y pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o
mas grupos metilo. Los grupos cicloalquilo contienen preferiblemente 3 a 8 atomos de carbono, mas preferiblemente
3 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos cicloalquilo monociclicos son ciclopropilo, 1-metilciclopropilo, 2-
metilciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “arilo” se refiere a un sistema anular que puede ser
mono, bi- o triciclico. Los ejemplos de tales anillos incluyen fenilo, naftalenilo, antracenilo, indenilo o fenantrenilo. Un
grupo arilo preferido es fenilo.

El término “heteroarilo” se refiere a un sistema anular aromatico que contiene al menos un heteroatomo y que
consiste en un Unico anillo o en dos 0 mas anillos condensados. Preferiblemente, los anillos individuales contendran
hasta tres heteroatomos, y los sistemas biciclicos hasta cuatro heteroatomos, que se escogeran preferiblemente de
nitrégeno, oxigeno y azufre. Ejemplos de tales grupos incluyen piridilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo,
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furanilo, tiofenilo, oxazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, tiadiazolilo, pinolilo, pirazolilo, imidazolilo,
triazolilo y tetrazolilo. Un grupo heteroarilo preferido es piridina. Los ejemplos de grupos biciclicos son benzotiofenilo,
bencimidazolilo, benzotiadiazolilo, quinolinilo, cinolinilo, quinoxalinilo y pirazolo[1,5-a]pirimidinilo.

El término “heterociclilo” se define para incluir heteroarilo y ademas sus analogos insaturados o parcialmente
insaturados, tales como 4,5,6,7-tetrahidro-benzotiofenilo, cromen-4-onilo, 9H-fluorenilo, 3,4-dihidro-2H-benzo-1,4-
dioxepinilo,  2,3-dihidro-benzofuranilo, piperidinilo, 1,3-dioxolanilo, 1,3-dioxanilo,  4,5-dihidro-isoxazolilo,
tetrahidrofuranilo y morfolinilo.

Se deberia entender que en los métodos mencionados anteriormente la composicion herbicida se puede aplicar al
locus antes de la emergencia del cultivo y/o después de la emergencia del cultivo. En una realizacion preferida, la
composicion herbicida se aplica después de la emergencia del cultivo — una aplicacion denominada “over-the-top”.
Se pueden llevar a cabo aplicaciones individuales o de hecho multiples aplicaciones segun sea necesario para
obtener el control deseado de las malas hierbas.

La expresion “malas hierbas” se refiere a cualquier vegetacion indeseada, e incluye, por ejemplo, plantas de cultivo
transportadas o “maliciosas” o “espontaneas” en un campo de plantas de cultivo de haba de soja.

Tipicamente, el polinucledtido heterélogo comprendera (i) un promotor operable vegetal enlazado operablemente a
(i) la regidon que codifica la enzima HST vy (iii) un terminador de la transcripcion. Tipicamente, el polinucleétido
heterélogo comprendera ademas una region que codifica un polipéptido capaz de dirigir la enzima HST a organulos
subcelulares tales como el cloroplasto o mitocondria — preferiblemente el cloroplasto. El polinucleétido heterélogo
puede comprender ademas, por ejemplo, potenciadores transcripcionales. Ademas, la regidon que codifica la enzima
HST puede estar “optimizada en codones”, dependiendo del hospedante vegetal en el que se desea la expresion de
la enzima HST. La persona experta estara bien al tanto de los promotores operables vegetales, terminadores
transcripcionales, péptidos de transito al cloroplasto, potenciadores, etc., que tienen utilidad en el contexto de la
presente invencion.

La HST puede ser una enzima de “tipo salvaje”, o puede ser una que se ha modificado a fin de producir propiedades
cinéticas preferentes con respecto a la provisién de plantas tolerantes a herbicidas. En una realizacion preferida, la
HST se caracteriza por que comprende uno o mas de los siguientes motivos polipeptidicos:

W-(R/K)-F-L-R-P-H-T-I-R-G-T; y/o
N-G-(Y/F)-I-V-G-I-N-Q-I-(Y/F)-D; ylo
|-A-I-T-K-D-L-P; y/o
Y-(R/Q)-(F/W)-(IV)-W-N-L-F-Y.

Las HST adecuadas derivan de Arabidopsis thaliana, Glycine max, Oryza sativa o Chlamydomonas reinhardtii. En
una realizacion incluso mas preferida, la HST se selecciona del grupo que consiste en SEC ID NO:1 a SEC ID NO.
10. Se deberia observar que las secuencias de aminoacidos proporcionadas en SEC ID NOS:1 a 10 son ejemplos
de secuencias de aminoacidos de HST que incluyen una region que codifica un péptido de transito al cloroplasto.

Las SEC ID NOS 11-20 corresponden a secuencias de AND que codifican las HSTs representadas como SEC ID
NO. 1-10 mientras que las SEC ID NOS 21-24 son ejemplos de secuencias de ADN que codifican secuencias de
HST maduras truncadas sin la regién del péptido de transito.

Las secuencias de aminoacidos proporcionadas en SEC ID NOS 25-28 son ejemplos de secuencias de aminoacidos
de HPPD, y las SEC ID NOS 29-32 son ejemplos de secuencias de ADN que las codifican. Las HPPD adecuadas
para proporcionar tolerancia a herbicidas que inhiben HPPD son bien conocidas por la persona experta - por
ejemplo, documento WO 02/46387. SEC ID No 33 proporciona la secuencia de ADN del potenciador transcripcional
TMV, y SEC ID No 34 proporciona la secuencia de ADN del potenciador transcripcional TMV fusionado en 5’ a la
secuencia de ADN que codifica HST de Arabidopsis.

Se deberia entender ademas que la planta del cultivo usada en dicho método puede comprender adicionalmente un
polinucleétido heterdlogo adicional que codifica una enzima de tolerancia a herbicida adicional. Los ejemplos de
enzimas de tolerancia a herbicidas adicionales incluyen, por ejemplo, enzimas de tolerancia a herbicidas
seleccionadas del grupo que consiste en 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), glifosato acetil
transferasa (GAT), citocromo P450, fosfinotricin acetiltransferasa (PAT), acetolactato sintasa (ALS),
protoporfirindgeno oxidasa (PPGO), fiteno desaturasa (PD), enzimas que degradan a dicamba (por ejemplo
documento WO 02/068607), y enzimas que degradan herbicidas a base de ariloxi como se ensefian en los
documentos W0O2007/053482 y WO2005/107437.

La composicion plaguicida usada en los métodos mencionados anteriormente pueden comprender ademas uno o

mas plaguicidas adicionales — en particular herbicidas — a los que la planta del cultivo es tolerante de forma natural,
0 a los que es resistente via expresion de uno o mas transgenes adicionales como se menciona aqui. En una
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realizacion preferida, el uno o mas herbicidas adicionales se seleccionan del grupo que consiste en glifosato
(incluyendo sus sales agroquimicamente aceptables); glufosinato (incluyendo sus sales agroquimicamente
aceptables); cloroacetanilidas, por ejemplo alaclor, acetoclor, metolaclor, S-metolaclor; inhibidores del fotosistema II,
por ejemplo triazinas tales como ametrina, atrazina, cianazina y terbutilazina, triazinonas tales como hexazinona y
metribuzina, ureas tales como clorotolurén, diurén, isoproturén, linurdn y terbutiurdn; inhibidores de ALS, por ejemplo
sulfonilureas tales como amidosulfurén, clorsulfurdn, flupirsulfurén, halosulfurén, nicosulfurén, primisulfurén,
prosulfurén, rimsulfurdn, triasulfurdn, trifloxisulfuron vy tritosulfurdn; éteres difenilicos, por ejemplo acioflurofeno y
fomesafeno.

Se describe ademas un polinucledtido recombinante que comprende una regién que codifica una enzima HST
enlazada operablemente a un promotor operable vegetal, en el que la region que codifica la enzima HST no incluye
la secuencia polinucleotidica representada en SEC ID NO. 11, SEC ID NO. 12, SEC ID NO. 14 o SEC ID NO. 15. En
realizacion preferida, la enzima HST se selecciona del grupo que consiste en SEC ID NO. 3, SEC ID NO. 6, SEC ID
NO. 7, SEC ID NO. 8, SEC ID NO. 9y SEC ID NO. 10.

Se describe ademas un polinucleétido recombinante que comprende (i) una regiéon que codifica una enzima HST
enlazada operablemente a un promotor operable vegetal y (ii) al menos un polinucleétido heterdlogo adicional, que
comprende una region que codifica una enzima de tolerancia a herbicida adicional, enlazado operablemente a un
promotor operable vegetal. La enzima de tolerancia a herbicida adicional se selecciona, por ejemplo, del grupo que
consiste en hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD), 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), glifosato
acetil transferasa (GAT), citocromo P450, fosfinotricin acetiltransferasa (PAT), acetolactato sintasa (ALS),
protoporfirindgeno oxidasa (PPGO), fiteno desaturasa (PD) y enzimas que degradan a dicamba, como se ensefia en
el documento WO 02/068607.

Preferiblemente, el polinucledtido recombinante comprende (i) una region que codifica una HST enlazada
operablemente a un promotor operable vegetal, y (ii) una region que codifica una HPPD enlazada operablemente a
un promotor operable vegetal. También es posible que el polinucleétido recombinante comprenda al menos dos,
tres, o mas regiones adicionales, que codifican cada una una enzima de tolerancia a herbicidas, por ejemplo como
se define previamente. De este modo, en otra realizacion preferida, el polinucleétido recombinante comprende (i)
una region que codifica una enzima HST, (ii) una region que codifica una enzima HPPD, y (iii) una regién que
codifica una enzima de tolerancia a glifosato.

Se describe ademas un vector que comprende un polinucleétido recombinante como se describe aqui.

Se describen ademas plantas transformadas que sobreexpresan una enzima HST que muestran resistencia
sustancial o tolerancia sustancial a herbicidas que inhiben HST y/o a herbicidas que inhiben HPPD, cuando se
comparan con plantas semejantes no transgénicas. También se deberia apreciar que las plantas transformadas
muestran tipicamente tolerancia potenciada al estrés, incluyendo tolerancia al calor y a la sequia.

De este modo, se describe adicionalmente una célula vegetal que muestra resistencia sustancial o tolerancia
sustancial a herbicidas que inhiben HST y/o a herbicidas que inhiben HPPD, cuando se comparan con una célula
vegetal semejante no transgénica — comprendiendo dicha célula vegetal el polinucleétido recombinante como se
describe aqui. Se deberia apreciar que la region que codifica la HST, y cualquier regién que codifica una o mas
enzimas de tolerancia a herbicidas adicionales, se puede proporcionar en las mismas (“enlazadas”) o de hecho
distintas moléculas polinucleotidicas recombinantes transformantes.

La célula vegetal puede comprender ademas rasgos transgénicos adicionales, por ejemplo polinucleétidos
heterélogos que proporcionan resistencia a insectos, a hongos y/o a nematodos.

Se describen adicionalmente plantas, células vegetales, tejidos y semillas que comprenden una célula vegetal como
se describe aqui, tolerantes a inhibidores de HST fértiles morfolégicamente normales.

Las plantas o células vegetales transformadas incluyen, pero no se limitan a, cultivos, frutas y vegetales del campo,
tales como canola, girasol, tabaco, remolacha, algodéon, maiz, trigo, cebada, arroz, sorgo, tomate, mango,
melocotén, manzana, pera, fresa, platano, melén, remolacha forrajera, patata, zanahoria, lechuga, repollo, cebolla,
etc. Las plantas genéticamente modificadas particularmente preferidas son soja spp. cafia de azulcar, guisante,
habas del campo, alamo, uva, citrico, alfalfa, centeno, avenas, pasto y hierba de forraje, lino y colza, y plantas
productoras de frutos secos en tanto que ya no se hayan mencionado especificamente. En una realizacion
particularmente preferida del método, la mencionada planta es una dicotiledénea, seleccionada preferiblemente del
grupo que consiste en canula, girasol, tabaco, remolacha, haba de soja, algodon, sorgo, tomate, mango, melocotén,
manzana, pera, fresa, platano, melén, patata, zanahoria, lechuga, repollo, cebolla, y es de forma particularmente
preferible haba de soja. En realizaciones preferidas adicionales, la mencionada planta es maiz o arroz.
Preferiblemente, la planta es haba de soja, arroz o maiz. La descripcion también incluye la progenie de la planta de
la frase anterior, y las semillas u otro material de propagacion de tales plantas y progenie.

En un aspecto particularmente preferido, el polinucledtido recombinante se usa para proteger cultivos de haba de
soja de la lesion herbicida de herbicidas inhibidores de HPPD de las clases de quimica de HPPD, seleccionados del
grupo que consiste en los compuestos de féormula la o Ig. En una realizaciéon adicional, el herbicida inhibidor de
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HPPD se selecciona de sulcotriona, mesotriona, tembotriona y compuestos de féormula la en los que X es nitrogeno y
R4 es CF3, CF;H o CFHz y/o en cuando Ry y Rz forman juntos un puente de etileno.

La presente invencion todavia proporciona adicionalmente un método para proporcionar una planta transgénica que
es tolerante a herbicidas inhibidores de HST y/o inhibidores de HPPD, que comprende la transformacion del material
vegetal con un polinucledtido o polinucledtidos recombinantes que comprenden una regién que codifica una enzima
HST, la seleccion del material vegetal transformado usando un herbicida inhibidor de HST y/o herbicida inhibidor de
HPPD, y la regeneracion de ese material en una planta fértil morfolégicamente normal. En una realizacion preferida,
el material vegetal transformado se selecciona usando un herbicida inhibidor de HST solo, o en combinacién con un
herbicida inhibidor de HPPD.

La presente invencion se refiere ademas al uso de polinucleétido que comprende una regidon que codifica una
enzima HST como un marcador seleccionable en la transformacion vegetal, y el uso de un polinucleétido que
comprende una region que codifica una enzima HST en la producciéon de plantas que son tolerantes a herbicidas
que actuan en todo o en parte inhibiendo HST.

Se describe ademas el uso de inhibidores de HST como agentes de seleccion en la transformacion vegetal, y al uso
de una enzima HST recombinante en el cribado in vitro de herbicidas potenciales.

Se describe ademas una composicion herbicida, producto una composicion herbicida sinérgica, que comprende un
herbicida inhibidor de HPPD (como se define aqui) y un herbicida inhibidor de HST (como se define aqui). La
relacion del herbicida inhibidor de HPPD al herbicida inhibidor de HST en la composicion es cualquier relacion
adecuada — tipicamente de 100:1 a 1:100, preferiblemente 1:10 a 1:100, incluso mas preferiblemente de 1:1 a 1:20.
La persona experta reconocera que la relacion éptima dependera de las potencias relativas y espectro de los dos
herbicidas, que se pueden derivar como una cuestion de optimizacién experimental normal.

La composicion herbicida puede comprender ademas uno o mas ingredientes plaguicidas adicionales. Los
plaguicidas adicionales pueden incluir, por ejemplo, herbicidas, fungicidas o insecticidas (tal como tiometoxam) - sin
embargo, se prefieren herbicidas. De este modo, el herbicida adicional se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en glifosato (incluyendo sus sales agroquimicamente aceptables); glufosinato (incluyendo sus sales
agroquimicamente aceptables); cloroacetanilidas, por ejemplo alaclor, acetoclor, metolaclor, S-metolaclor;
inhibidores del fotosistema Il (PS-Il), por ejemplo triazinas tales como ametrina, atrazina, cianazina y terbutilazina,
triazinonas tales como hexazinona y metribuzina, y ureas tales como clorotolurén, diurdn, isoproturén, linurén y
terbutiurén; inhibidores de ALS, por ejemplo sulfonilureas tales como amidosulfurén, clorsulfurén, flupirsulfurdn,
halosulfurdn, nicosulfurén, primisulfuron, prosulfurén, rimsulfurén, triasulfuron, trifloxisulfurdn y tritosulfurdn; éteres
difenilicos, por ejemplo acioflurofeno y fomesafeno. Se prefieren particularmente herbicidas PS-Il, ya que tales
mezclas muestran una eficacia particularmente buena.

De este modo, se describe ademas un método para controlar selectivamente malas hierbas en un locus que
comprende plantas de cultivo y malas hierbas, que comprende aplicar al locus una cantidad controladora de las
malas hierbas de una composicion herbicida sinérgica como se define previamente. En una realizacion adicional de
la actual invencion, los herbicidas inhibidores de HPPD y de HST se pulverizan secuencialmente en lugar de al
mismo tiempo como una mezcla. De este modo, por ejemplo, en un programa de control de malas hierbas de la
actual invencion, el herbicida de HST se puede aplicar ventajosamente sobre un locus del cultivo al que ya se ha
aplicado previamente un herbicida de HPPD. Normalmente esto se haria en la misma estacion, pero, especialmente
en el caso de herbicidas de HPPD mas resistentes, también habria una ventaja a la hora de usar el herbicida de
HST en la estacion siguiente. Ademas, los herbicidas inhibidores de HST se usan ventajosamente como parte de un
programa de control de malas hierbas en el que un herbicida inhibidor de HPPD se aplica mas tempranamente en la
estacion, o incluso en la estacién anterior.

El herbicida inhibidor de HPPD se puede aplicar al locus a cualquier tasa adecuada - por ejemplo de 1 a 1000 g/ha,
mas preferiblemente de 2 a 200 g/ha. Igualmente, el herbicida inhibidor de HST se puede aplicar a cualquier tasa
adecuada - por ejemplo de 10 a 2000 g/ha, mas preferiblemente de 50 a 400 g/ha.

En otra realizacion, el herbicida inhibidor de HPPD se aplica al locus a una tasa que es subletal a las malas hierbas
donde se aplica el herbicida inhibidor de HPPD en ausencia de otros herbicidas. La tasa subletal real dependera de
la especie de malas hierbas presente y del inhibidor de HPPD real — pero tipicamente sera menor que 50 g/ha, mas
preferiblemente menor que 10 g/ha. De este modo, la presente invencidon proporciona ademas el uso de una
aplicacion subletal de un herbicida inhibidor de HPPD para incrementar la eficacia controladora de malas hierbas de
un herbicida inhibidor de HST.

La invencién sera manifiesta adicionalmente a partir de los siguientes ejemplos no limitantes y listados de
secuencias.

LISTADO DE SECUENCIAS
SEC ID NO. 1 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE DE HST ARABIDOPSIS
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melsisgsprvrisslaprflaashhhrpsvhlagkfislprdvrftslstsrmrsk
fvstnyrkisiracsqvgaaesddpvlidriarfgnacwrflrphtirgtalgstalv
tralienthlikwslvlkalsgllalicgngyivgingiydigidkvnkpylpiaag
dlsvgsawllviffaiagllvvgfnfgpfitslyslglflgtiysvpplrmkripva
afliiatvrgfllnfgvyhatraalglpfqgwsapvafitsfvtlifalviaitkdlpd
vegdrkfqgistlatklgvrniaflgsglllvnyvsaislafympgvirgslmipahv
ilasglifqgtwvlekanytkeaisgyyrfiwnlfyaeyllfpfl

SEC ID NO. 2 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE ARROZ

maslaspplpcraaatasrsgrpaprllgpppppaspllssasarfprapcnaarws
rrdavrvcsgagaagpaplsktlsdlkdsewrflrphtirgtalgsmslvaralien
palinwwlvfkafyglvalicgngyivgingiydiridkvnkpylpiaagdlsvgta
wllvvlfaaagfsivvtnfgpfitslyclglflgtiysvppfrlkrypvaafliiat
Vrgfllnfgvyyatraalgltfgwsspvafitcfvtlfalviaitkdlpdvegdrky
gistlatklgvrniaflgsgllianyvaaiavaflmpgafrrtvmvpvhaalavgii
fgtwvlegakytkdaisqyyrfiwnlfyaeyiffpli

SEC ID NO. 3 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE VARIANTE DE HST DE ARROZ

maslaspplpcraaatasrsgrpaprllgpppppaspllssasarfprapcnaarws

rrdavrvcsqagaagpaplsktlsdlkdscwrflrphtirgtalgsialvaralien

pglinwwlvfkafyglvalicgngyivgingiydiridkvnkpylpiaagdlsvgta

wllvvlfaaagfsivvtnfgpfitslyclglflgtiysvppfrlkrypvaafliiat

vrgfllnfgvyyatraalgltfqwsspvafitcfvtlfalviaitkdlpdvegdrky

gistlatklgvrniaflgsgllianyvaaiavaflimpgafrrtvmvpvhaalavgii
5 fgtwvlegakytkdaisqyyrfiwnlfyaeyiffpli

SEC ID NO. 4 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE SOJA

melslsptshrvpstiptlnsaklsstkatksqgplflgfskhfnsiglhhhsyrcc
snavperpgrpssiractgvgasgsdrplaerlldlkdacwrflrphtirgtalgst
alvaralientnlikwslffkafcglfalicgngyivgingiydisidkvnkpylpi
aagdlsvgsawflviffaaaglsiaglnfgpfifslytlglflgtiysvpplrmkrf
pvaafliiatvrgflinfgvyyatraslglafewsspvviittfvtffalviaitkd
lpdvegdrkygistfatklgvrniaflgsgillvnyivsvlaaiympgafrrwllip
ahtifaisliygarileganytkdaisgfyrfiwnlfyaeyaifpfi

SEC ID NO. 5 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE CHLAMYDOMONAS

mdlcsstgrgaclspastsrpcpapvhlrgrrlafspagpagrrhlpvlssaavpap
lpnggndesfagklanfpnafwkflrphtirgtilgttavtakvlimenpgcidwall

-pkallglvallcgngyivgingiydvdidvvnkpflpvasgelspalawglclslaa
agagivaanfgnlitslytfglflgtvysvpplrlkgyavpafmiiatvrgfllnfg
vysatraalglpfewspavsfitvfvtlfatviaitkdlpdvegdgannistfatrm
gvrnvallaigllmanylgaialaltystafnvplmagahailaatlalrtlklhaa
sysreavasfyrwiwnlfyaeyallpfl

10 SEC ID NO. 6 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE NICOTINIA

melacsscsslrfssvithqgdtaasryrklpptspsckaanfvlkssknlsssaglh
igytnfsktvsyrkyrhisiracsqvgtagsepvldklsgfkdafwrflrphtirgt
algslslvtralienpnlirwslamkafsglialicgngyivgingiydigidkvnk
pylpiaagdlsvgsawflvllfamagllivginfgpfitslyclglflgtiysvppf
rmkrfavvafliiatvrgfllnygvyyattaalglsfgwsspvafittfvtlfalvi
aitkdlpdvegdrkfgistlatklgvrniaflgsglllanyigavvaaiympgafrs
slmipvhailalclvfgawllekanytkeaisayygfiwnffyaeylifpfi

SEC ID NO. 7 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE AQUILEGIA
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lcfsspsisipphcsttthyrkipinstfkstnflskasnnlttfgfsrnkkysrsi
lsrksrhfsiwassqgvgaagsddpllkkipdfkdavwrflrphtirgtalgsialvs
ralienthlikwsllfkaicgvfalmcgngyivgingiydigidkvnkpylpiaagd
lsvgsawslvtffavagvcivafnfgpfitslyclglflgtiysvpplrmkrypvaa
fliiatvrgfllnfgvyhatraalgltfewsypvafittfvtmfalviaitkdlpdv
egdrkfgistlatklgvrniallgtglllanyigaivaaiylpgafrrnlmipahti
lalglvfgawalegakyskeaildfyrfvwnlfyseyflfpfi

SEC ID NO. 8 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE BRASSICA NAPUS

melsishspclrfssssprflaasshhyrpsvhlagkllsrskdadltslssscmrs
kfvstnyrkisirassqvgaagsdpvldrlarfgnacwrflrphtirgtalgstalv
tralienthlikwslvlkalsgllalicgngyivgingiydigidkvnkpylpiaag
dlsvgsawllviffaiagltvvgfnfgpfitclyslglflgtiysvppfrmkrfpva
afliiatvrgfllnfgvyhatraalglsfqwsapvafitsfvtlfalviaitkdlpd
vegdrkfgistlatklgvrniaflgsglllvnyisaislafympgvfrgslmipahm
ilasclvfgtwvlekanytkeaiagyyrfiwnlfyaeyllfpff

SEC ID NO. 9 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HST DE VITIS VINIFERA

mkvdavgastgvgaagsdpplnkfsvikdacwrflrphtirgtalgstalvaralie
npnlikwsllfkafsgllalicgngyivgingiydisidkvnkpylpiaagdlsvgs
awflvlffavagvlivgsnfgsfitslyclglvlgtiysvppfrmkrfpvaafliia
tvrgflinfgvyyatraalglpfmwsapvvfittfvtlfalviaitkdlpdvegdrk

ygistlatklgvrniaflgsglllvnyigsilaaiympgafrlsimipahailaagl
ifgarvleganytkeaisdfyrfiwnlfyveyiifpfi

SEC ID NO. 10 SECUENCIA DE HST PHYSCOMITRELLA PATENS

mgltaivvdvagassssvalsqggrgatrrlpgglalgdafkglrkreyaqgglgcrvr
reggcasearvwkvrcssdsagslggdlpasgpggsevsgirdpaaasaasfaplpg
rialfydafwrflrphtirgtflgtsalvtrallenptlinwallpkalrgllallc
gngfivgingifdsgidkvnkpflpiaagdlsvpaawalvgglaalgvglvatnfgp
littlytfglflgtiysvpplrlkgypvpafmiiatvrgfllnfgvyyatraalgls
yvewspsvmfitifvtlfatviaitkdlpdiegdkkfnistfatnlgvrkisflgagl
llvnyigaivaafylpgafktkimvtghavlglsliyqgtwlldtakyskeaisnfyr
fiwnlfyseyalfpfi

SEC ID NO. 11 HST (ADN) DE ARABIDOPSIS
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atggagctctcgatctcacaatcaccgcgtgttcggttctegtectectggegectegt
ttcttagcagcttctcatcatcatcgteccttectgtgecatttagetgggaagtttata
agcctccctcgagatgttegecttcacgagecttatcaacttcaagaatgeggtecaaa
tttgtttcaaccaattatagaaaaatctcaatccgggcatgttctcaggttggtget
gctgagtctgatgatccagtgctggatagaattgeccggttccaaaatgettgetygg
agatttcttagaccccatacaatccgcggaacagctttaggatccactgccttggtg
acaagagctttgatagagaacactcatttgatcaaatggagtcttgtactaaaggeca
ctttcaggtcttcttgectcttatttgtgggaatggttatatagtcggcatcaatcag
atctacgacattggaatcgacaaagtgaacaaaccatacttgccaatagcagcagga
gatctatcagtgcagtctgcttggttgttagtgatattttttgegatagcagggett
ttagttgtcggatttaactttggtccattcattacaagectatactctettggectt
tttctgggaaccatctattctgttécacccctcagaatgaaaagattcccagttgca
gcatttcttattattgccacggtacgaggtttccttcttaactttggtgtgtaccat
gctacaagagctgctcttggacttccatttcagtggagtgcacctgtggegttcatce
acatcttttgtgacactgtttgcactggtcattgctattacaaaggaccttectgat
gttgaaggagatcgaaagttccaaatatcaaccctggcaacaaaacttggagtgaga
aacattgcattccteggttcectggacttctgetagtaaattatgtttcagecatatcea
ctagctttctacatgcctcaggtttttagaggtagettgatgattcctgcacatgtg
atcttggcttcaggcttaattttccagacatgggtactagaaaaagcaaactacacc
aaggaagctatctcaggatattatcggtttatatggaatctcttctacgcagagtat
ctgttattccccttectctag

SEC ID NO. 12 HST (ADN) DE ARROZ

atggcttcectcgectecectectetecececctgecegegecgeccgeccaccgccagecyge
agcgggcgtectgeteegegectecteggecctecgecgecgececgettecectete
ctctecectecgettecggegegettececgegtgececctgecaacgecgcacgectggage
cggcgcgacgecgtgegggtttgetctcaagetggtgcagetggaccagececatta
tcgaagacattgtcagacctcaaggattcecctgetggagatttttacggecacataca

attcgaggaactgccttgggatccatgtcattagttgetagagetttgatagagaac
. ccccaactgataaattggtggttggtattcaaagecgttctatgggetegtggegtta
atctgtggcaatggttacatcgttgggatcaatcagatctatgacattagaatcgat
aaggtaaacaagccatatttaccaattgctgccggtgatctctcagttcagacagea
tggttattggtggtattatttgcagectgecgggattttcaattgttgtgacaaacttt
ggacctttcattacctctctatattgecttggtctatttcttggcaccatatactet
gttcctccattcagacttaagagatatcctgttgetgettttcecttatcattgcaacy
gtccgtggttttecttcectcaactttggtgtgtactatgctactagagcagcactgggt
cttacattccaatggagctcgcctgttgetttcattacatgettegtgactttattt
gctttggtcattgctataaccaaagatctcccagatgttgaaggggatcggaagtat
caaatatcaactttggcgacaaagctcggtgtcagaaacattgecatttcecttggetcet
ggtttattgatagcaaattatgttgctgctattgctgtagettttctcatgectecag
gctttcaggcgcactgtaatggtgecctgtgcatgetgeccttgecgttggtataatt
ttccagacatgggttectggagcaagcaaaatatactaaggatgctatttcacagtac
taccggttcatttggaatctcttctatgctgaatacatcttcttececcgttgata

SEC ID NO. 13 HST (ADN) DE VARIANTE DE ARROZ
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atggctteccctegecteccctectectececectgecgegecgecgecaccgecagecge
agcgggcgtectgetecgecgectecteggeectecgecgeecgececgetteecectete
ctctecteegetteggegegettecececgegtgeceectgecaacgecgecacgetggage
cggcgcgacgecgtgegggtttgetctcaagetggtgecagetggaccagececcatta
tcgaagacattgtcagacctcaaggattcctgectggagatttttacggecacataca
attcgaggaactgccttgggatccatagcattagttgctagagetttgatagagaac
ccccaactgataaattggtggttggtattcaaagegttctatgggectegtggegtta
atctgtggcaatggttacatcgttgggatcaatcagatctatgacattagaatcgat
aaggtaaacaagccatatttaccaattgctgccggtgatctctcagttcagacagea
tggttattggtggtattatttgcagctgecgggattttcaattgttgtgacaaacttt
ggacctttcattacctctctatattgecttggtectatttecttggcaccatatactet
gttcctccattcagacttaagagatatcctgttgctgcttttcttatcattgcaacg
gtccgtggttttcttectcaactttggtgtgtactatgectactagagcagcactgggt
cttacattccaatggagctcgcctgttgctttcattacatgecttcgtgactttattt
gctttggtcattgctataaccaaagatctcccagatgttgaaggggatcggaagtat
caaatatcaactttggcgacaaagctcggtgtcagaaacattgcatttettggetct
gogtttattgatagcaaattatgttgctgctattgectgtagettttectcatgectcag
gctttcaggcgcactgtaatggtgcctgtgcatgetgeccttgecgttggtataatt
ttccagacatgggttctggagcaagcaaaatatactaaggatgctatttcacagtac
taccggttcatttggaatctcttctatgectgaatacatcttcttecccgttgatatag

SEC ID NO. 14 HST (ADN) DE SOJA

tctgctaaattatcttctactaaagctactaaatctcaacaacctttatttttagga
ttttctaaacattttaattctattggattacatcatcattcttatagatgttgttct
aatgctgtacctgaaagacctcaaagaccttettetattagagettgtactggagta
ggagcttctggatctgatagacctttagctgaaagattattagatttaaaagatget
tgttggagatttttaagacctcatactattagaggaactgctttaggatcttttget
ttagtagctagagctttaattgaaaatactaatttaattaaatggtctttatttttt

aaagctttttgtggattatttgectttaatttgtggaaatggatatattgtaggaatt
aatcaaatttatgatatttctattgataaagtaaataaaccttatttacctattget
gctggagatttatctgtacaatctgettggtttttagtaattttttttgetgctget
ggattatctattgctggattaaattttggaccttttattttttetttatatacttta
ggattatttttaggaactatttattctgtacctcctttaagaatgaaaagatttcct
gtagctgcttttttaattattgctactgtaagaggatttttattaaattttggagta
tattatgctactagagcttctttaggattagcttttgaatggtcttctectgtagta
tttattactacttttgtaactttttttgectttagtaattgctattactaaagattta
cctgatgtagaaggagatagaaaatatcaaatttctacttttgctactaaattagga
gtaagaaatattgcttttttaggatctggaattttattagtaaattatattgtatcet
gtattagctgctatttatatgcctcaagecttttagaagatggttattaattectget
catactatttttgctatttctttaatttatcaagctagaattttagaacaagctaat
tatactaaagatgctatttctggattttatagatttatttggaatttattttatgcet
gaatatgctatttttccttttatt

SEC ID NO. 15 HST (ADN) DE CHLAMYDOMONAS
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atggacctttgcagctcaactggaagaggagcatgectttegecggeatccacgtceg
cggccgtgecccagcaccagtgcatttgegeggecgacgectggetttectetecgget
cagcctgectggacggegeccacttgecggtgctcectcatctgecageggteccegetece
ctcccaaatggtggaaacgacgagagcttcgcacaaaaactggctaactttccaaac
gccttctggaagttcecctgeggccacacaccatcecgggggactatecctgggecaccaca
gctgtgaccgccaaggtcecttatggagaacceccggetgecatagactgggecactgetyg
ccgaaggcgctgetcggectggtggegetgetgtgecggecaacggectacattgtggge
atcaaccaaatctacgacgtcgacattgacgtggtcaacaagecattectceceegtyg
gcgtcgggcgagectgtcecgecggegetggegtggggectgtgtetgtegetggegget
gcgggcgcgggcatcgtagecgccaacttcggcaacctcatcaccagectctacace
tttggcctcttectgggcaccgtgtacagtgtgectececctgegectgaagecagtac
gcggtgccggcecttcatgatcatcgecacggtgecgeggettectgetcaacttegge
gtgtacagcgccacgecgggcggcactgggactgeccttecgagtggagecccggecgte
agcttcatcacggtgtttgtgacgctgtttgeccactgtgatcgeccatcaccaaggac
ctgccggacgtggagggcgaccaggccaacaacatctceccaccttegecacgegeatyg
ggcgtgcgcaacgtggcactgctggccatcggecttctcatggeccaactacctgggt
gccatcgegectggcactcacctactccaccgecttcaacgtgecgetecatggeggge
gcgcacgccatcctggecgecacgctggecgectgegcacgctcaagetgcacgeegcece
agctacagccgggaggcggtggcgtccttctaccgctggatctggaacctgttctac
gccgagtacgcgectgectgeegttectgtag

SEC ID NO. 16 ADN DE HST DE NICOTINIA

atggaattagcttgttcttcttgttcttctttaagattttcttctgtattaactcat
caagatactgctgcttctagatatagaaaattacctcectacttctecttettgtaaa
gctgctaattttgtattaaaatcttctaaaaatttatcttcttctgetggattacat
attggatatactaatttttctaaaactgtatcttatagaaaatatagacatatttct
attagagcttgttctcaagtaggaactgctggatctgaacctgtattagataaatta
tctcaatttaaagatgectttttggagatttttaagacctcatactattagaggaact

gctttaggatctttatctttagtaactagagectttaattgaaaatcctaatttaatt
agatggtctttagctatgaaagctttttctggattaattgectttaatttgtggaaat
ggatatattgtaggaattaatcaaatttatgatattggaattgataaagtaaataaa
ccttatttacctattgctgctggagatttatctgtacaatctgettggtttttagta
ttattatttgctatggetggattattaattgtaggaattaattttggaccttttatt
acttctttatattgtttaggattatttttaggaactatttattectgtacctcecetttt
agaatgaaaagatttgctgtagtagcttttttaattattgctactgtaagaggattt
ttattaaattatggagtatattatgctactactgctgctttaggattatcttttcaa
tggtcttctcctgtagettttattactacttttgtaactttatttgetttagtaatt
gctattactaaagatttacctgatgtagaaggagatagaaaatttcaaatttctact
ttagctactaaattaggagtaagaaatattgcttttttaggatctggattattatta
gctaattatattggagctgtagtagctgctatttatatgecctcaagettttagatct
tctttaatgattcctgtacatgectattttagectttatgtttagtatttcaagettgg
ttattagaaaaagctaattatactaaagaagctatttctgcttattatcaatttatt
tggaattttttttatgctgaatatttaatttttccttttatt

SEC ID NO. 17 ADN DE HST DE AQUILEGIA
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atgttatgtttttcttctcecttctatttctattecctectcattgttctactactact
cattatagaaaaattcctattaattctacttttaaatctactaattttttatctaaa
gcttctaataatttaactacttttggattttctagaaataaaaaatattctagatct
attttatctagaaaatctagacatttttctatttgggcttcttctcaagtaggaget
gctggatctgatgatcctttattaaaaaaaattcctgattttaaagatgctgtatgg
agatttttaagacctcatactattagaggaactgctttaggatctattgctttagta
tctagagctttaattgaaaatactcatttaattaaatggtctttattatttaaaget
atttgtggagtatttgctttaatgtgtggaaatggatatattgtaggaattaatcaa
atttatgatattggaattgataaagtaaataaaccttatttacctattgctgctgga
gatttatctgtacaatctgcttggtctttagtaactttttttgetgtagetggagta
tgtattgtagcttttaattttggaccttttattacttctttatattgtttaggatta
tttttaggaactatttattctgtacctectttaagaatgaaaagatatcctgtaget
gcttttttaattattgctactgtaagaggatttttattaaattttggagtatatcat
gctactagagctgctttaggattaacttttgaatggtcttatcctgtagettttatt
actacttttgtaactatgtttgctttagtaattgctattactaaagatttacctgat
gtagaaggagatagaaaatttcaaatttctactttagctactaaattaggagtaaga
aatattgctttattaggaactggattattattagctaattatattggagectattgta
gctgctatttatttacctcaagettttagaagaaatttaatgattcctgectcatact
attttagctttaggattagtatttcaagcttgggectttagaacaagctaaatattcet
aaagaagctattttagatttttatagatttgtatggaatttattttattctgaatat
tttttatttccttttatt

SEC ID NO. 18 ADN DE HST DE BRASSICA NAPUS

ttagctgcttcttctcatcattatagaccttctgtacatttagectggaaaattatta
tctagatctaaagatgctgatttaacttctttatcttcttcttgtatgagatctaaa
tttgtatctactaattatagaaaaatttctattagagcttcttctcaagtaggaget
gctggatctgatcctgtattagatagattagctagatttcaaaatgettgttggaga
tttttaagacctcatactattagaggaactgctttaggatctactgcetttagtaact

agagctttaattgaaaatactcatttaattaaatggtctttagtattaaaagcttta
tctggattattagctttaatttgtggaaatggatatattgtaggaattaatcaaatt
tatgatattggaattgataaagtaaataaaccttatttacctattgctgctggagat
ttatctgtacaatctgcttggttattagtaattttttttgctattgectggattaact
gtagtaggatttaattttggaccttttattacttgtttatattctttaggattattt
ttaggaactatttattctgtacctccttttagaatgaaaagatttectgtagetget
tttttaattattgctactgtaagaggatttttattaaattttggagtatatcatget
actagagctgctttaggattatcttttcaatggtctgctectgtagettttattact
tcttttgtaactttatttgctttagtaattgctattactaaagatttacctgatgta
gaaggagatagaaaatttcaaatttctactttagctactaaattaggagtaagaaat
attgcttttttaggatctggattattattagtaaattatatttctgectatttcttta
gctttttatatgecctcaagtatttagaggatctttaatgattecctgetcatatgatt
ttagcttcttgtttagtatttcaaacttgggtattagaaaaagctaattatactaaa
gaagctattgctggatattatagatttatttggaatttattttatgctgaatattta
ttatttcettttttt '

SEC ID NO. 19 ADN DE HST DE VITIS VINIFERA
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atgaaagtagatgctgtacaagcttctactcaagtaggagctgctggatctgatcect
cctttaaataaattttctgtatttaaagatgcttgttggagatttttaagacctcat
actattagaggaactgctttaggatctactgctttagtagctagagctttaattgaa
aatcctaatttaattaaatggtctttattatttaaagctttttctggattattaget
ttaatttgtggaaatggatatattgtaggaattaatcaaatttatgatatttctatt
gataaagtaaataaaccttatttacctattgctgctggagatttatctgtacaatct
gcttggtttttagtattattttttgectgtagectggagtattaattgtaggatctaat
tttggatcttttattacttctttatattgtttaggattagtattaggaactatttat
tctgtacctccttttagaatgaaaagatttcctgtagectgettttttaattattget
‘actgtaagaggatttttattaaattttggagtatattatgctactagagctgcttta
ggattaccttttatgtggtctgctcctgtagtatttattactacttttgtaacttta
tttgctttagtaattgctattactaaagatttacctgatgtagaaggagatagaaaa
tatcaaatttctactttagctactaaattaggagtaagaaatattgettttttagga
tctggattattattagtaaattatattggatctattttagetgctatttatatgect
caagcttttagattatctttaatgattcecctgectcatgetattttagetgetggatta
atttttcaagctagagtattagaacaagctaattatactaaagaagctatttctgat
ttttatagatttatttggaatttattttatgtagaatatattatttttccttttatt

SEC ID NO. 20 ADN DE HST DE PHYSCOMITRELLA PATENS

atgggattaactgctattgtagtagatgtagctcaagcttcttecttcttcectgtaget
ttatctcaaggaagaggagctactagaagattacctggaggattagctttaggagat
gcttttaaaggattaagaaaaagagaatatgctcaaggattacaatgtagagtaaga
agagaaggaggatgtgcttctgaagctagagtatggaaagtaagatgttcttetgat
tctgctggatctttaggaggagatttacctgettctcaacctcaacaatctgaagta
tctggaattagagatcctgetgectgettetgectgettettttgetectttacctcaa
agaattgctttattttatgatgctttttggagatttttaagacctcatactattaga
ggaacttttttaggaacttctgctttagtaactagagetttattagaaaatcctact
ttaattaattgggctttattacctaaagctttaagaggattattagetttattatgt

ggaaatggatttattgtaggaattaatcaaatttttgattctggaattgataaagta
aataaaccttttttacctattgctgetggagatttatctgtacctgetgettggget
ttagtaggaggattagctgcectttaggagtaggattagtagctactaattttggacct
ttaattactactttatatacttttggattatttttaggaactatttattctgtacct
cctttaagattaaaacaatatcctgtacctgcttttatgattattgectactgtaaga
ggatttttattaaattttggagtatattatgctactagagectgectttaggattatct
tatgaatggtctecttctgtaatgtttattactatttttgtaactttatttgctact
gtaattgctattactaaagatttacctgatattgaaggagataaaaaatttaatatt
tctacttttgctactaatttaggagtaagaaaaatttcttttttaggagctggatta
ttattagtaaattatattggagctattgtagectgetttttatttacctcaagetttt
aaaactaaaattatggtaactggacatgctgtattaggattatctttaatttatcaa
acttggttattagatactgctaaatattctaaagaagctatttctaatttttataga
tttatttggaatttattttattctgaatatgcttratttecttttatt

SEC ID NO. 21 ADN QUE CODIFICA HST DE ARABIDOPIS MADURA
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agaaaaatctcaatccgggcatgttctcaggttggtgectgctgagtctgatgatcca
gtgctggatagaattgcceggttccaaaatgettgectggagatttcecttagacceceat
acaatccgcggaacagctttaggatccactgecttggtgacaagagetttgatagag
aacactcatttgatcaaatggagtcttgtactaaaggcactttcaggtcttecttget
cttatttgtgggaatggttatatagtcggcatcaatcagatctacgacattggaatc
gacaaagtgaacaaaccatacttgccaatagcagcaggagatctatcagtgcagtct
gcttggttgttagtgatattttttgcgatagcagggcttttagttgtcggatttaac
tttggtccattcattacaagcctatactctcttggectttttctgggaaccatctat
tctgttccaccecctcagaatgaaaagattcccagttgcagecatttcttattattgee
acggtacgaggtttccttettaactttggtgtgtaccatgctacaagagctgectett
ggacttccatttcagtggagtgcacctgtggcgttcatcacatcttttgtgacactg
tttgcactggtcattgctattacaaaggaccttcctgatgttgaaggagatcgaaag
ttccaaatatcaaccctggcaacaaaacttggagtgagaaacattgcattceccteggt
tctggacttctgctagtaaattatgtttcagccatatcactagetttctacatgect
caggtttttagaggtagcttgatgattcctgcacatgtgatcttggecttcaggetta
attttccagacatgggtactagaaaaagcaaactacaccaaggaagctatctcagga
tattatcggtttatatggaatctcttctacgcagagtatctgttatteccccttecte
ta

SEC ID NO. 22 ADN QUE CODIFICA HST DE ARROZ MADURA

cggcgcgacgcecgtgecgggtttgetctecaagetggtgecagectggaccageccecatta
tcgaagacattgtcagacctcaaggattcctgectggagatttttacggecacataca
attcgaggaactgccttgggatccatgtcattagttgctagagectttgatagagaac
ccccaactgataaattggtggttggtattcaaagecgttctatgggetecgtggegtta
atctgtggcaatggttacatcgttgggatcaatcagatctatgacattagaatcgat
aaggtaaacaagccatatttaccaattgctgecggtgatctctcagttcagacagea
tggttattggtggtattatttgcagectgecgggattttcaattgttgtgacaaacttt
ggacctttcattacctctctatattgeccttggtctatttcttggecaccatatactct
gttcctccattcagacttaagagatatectgttgetgettttecttatcattgeaacyg

gtccgtggttttcttectcaactttggtgtgtactatgctactagagcagcactgggt
cttacattccaatggagctcgcctgttgetttcattacatgcttegtgactttattt
gctttggtcattgctataaccaaagatctecccagatgttgaaggggatcggaagtat
caaatatcaactttggcgacaaagctcggtgtcagaaacattgcatttcttggetct
ggtttattgatagcaaattatgttgctgetattgectgtagettttctcatgecteag
gctttcaggcgecactgtaatggtgectgtgeatgetgeccttgeccgttggtataatt
ttccagacatgggttctggagcaagcaaaatatactaaggatgctatttcacagtac
taccggttcatttggaatctcttctatgectgaatacatcttcttcecegttgatatag

SEC ID NO. 23 ADN QUE CODIFICA HST DE VARIANTE DE ARROZ MADURA

cggcgcgacgcecgtgegggtttgetctcaagetggtgecagetggaccagecccatta
tcgaagacattgtcagacctcaaggattcctgctggagatttttacggeccacataca
attcgaggaactgccttgggatccatagcattagttgctagagectttgatagagaac
ccccaactgataaattggtggttggtattcaaagegttctatgggectecgtggegtta
atctgtggcaatggttacatcgttgggatcaatcagatctatgacattagaatcgat
aaggtaaacaagccatatttaccaattgctgccggtgatctctcagttcagacagea
tggttattggtggtattatttgcagctgecgggattttcaattgttgtgacaaacttt
ggacctttcattacctctctatattgeccttggtctatttcttggcaccatatactct
gttcctccattcagacttaagagatatcctgttgetgettttettatcattgecaacg
gtccgtggttttcttctcaactttggtgtgtactatgectactagagecagcactgggt
cttacattccaatggagctcgecctgttgetttcattacatgecttecgtgactttattt
gctttggtcattgctataaccaaagatctcccagatgttgaaggggatcggaagtat
caaatatcaactttggcgacaaagctcggtgtcagaaacattgcatttcttggetcet
ggtttattgatagcaaattatgttgctgctattgctgtagecttttctcatgectcag
gctttcaggcgcactgtaatggtgectgtgecatgetgececcttgecgttggtataatt
ttccagacatgggttctggagcaagcaaaatatactaaggatgctatttcacagtac
taccggttcatttggaatctcttctatgctgaatacatcttetteccgttgatatag
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SEC ID NO. 24 ADN que codifica HST de Arabidopsis madura optimizada en codones de células de insectos

gggatccctcecgtgcttgetcccaggtcggegetgetgagtcecgacgaccecegtgetg
gaccgtatcgctcgtttccagaacgcttgectggegtttectgegtececcacaccate
cgtggcaccgctctgggttccaccgececctggtgaccegtgetetgatecgagaacacce
cacctgatcaagtggtcecctggtgectgaaggectetgtecggtetgetggetetgate
tgcggtaacggttacatcgtgggtatcaaccagatctacgacatcggtatcgacaag
gtgaacaagccctacctgececatcgetgetggtgacctgtecgtgecagteccgettgg
ctgctggtcatcttcttcgetatcgectggtectgetggtegtgggtttcaactteggt
cccttcatcacttcectgtactcececctgggectgttectgggcaccatctactecgtyg
cccceectgegtatgaagegttteccecegtggetgetttectgatcategetacegtyg
cgtggtttecctgctgaacttecggtgtctaccacgectaceccgtgetgetetgggtetyg
cccttccagtggtecegectcececegtggetttcatcaccagettegtgacectgtteget
ctggtgatcgctatcaccaaggacctgeccecgacgtggagggtgaccgtaagttccag

atctccaccctggctaccaagctgggtgtgegtaacatcgetttecteggttecygge
. ctgctgcectcgtgaactacgtgtcegctatctecctggetttctacatgececcaggtyg
ttccgtggttccctgatgatcccegetcacgtgatectggettceggtectgatctte
cagacctgggtgctcgagaaggctaactacaccaaggaagctatcteceggttactac
cgcttcatctggaacctgttctacgctgagtacctgctgttcececcttectgtaa

SEC ID No. 25 Secuencia de a/a de HPPD procedente de la cepa 87-79 de Pseudomonas fluorescens

madgyenpmglmgfefiefasptpgtlepifeimgftkvathrsknvhlyrggeinl

ilnngpdslasyfaaehgpsvcgmafrvkdsggaynralelgagpihietgpmelnl

paikgiggaplylidrfgegssiydidfvylegvdrnpvgaglkvidhlthnvyrgr

maywanfyeklfnfrearyfdikgeytgltskamsapdgmiriplneesskgaggie

eflmgfngegighvafltedlvktwdalkkigmrfmtappdtyyemlegrlpnhgep

vdglgargilldgssiegdkrlllqgifsetlmgpvifefigrkgddgfgegnfkalf
5 esierdgvrrgvlttd

SEC ID NO. 26 Secuencia de a/a de HPPD procedente de Avena sativa

mpptpatatgaaaaavtpehaarsfprvvrvnprsdrfpvisfhhvelwcadaasaa
grfsfalgaplaarsdlstgnsahaslllrsgalaflftapyapppgeaataaatas
ipsfsadaartfaaahglavrsvgvrvadaaeafrvsvaggarpafapadighgfgl
aevelygdvvlrfvsypdetdlpflpgfervsspgavdygltrfdhvvgnvpemapv
idymkgflgfhefaeftaedvgttesglnsvvlannseavllplnepvhgtkrrsqgi
gtyleyhggpgvghialasndvlrtlremrartpmggfefmappgakyyegvrriag
dvlseeqgikecqelgvlvdrddggvllgiftkpvgdrptfflemiqrigcmekdevg
geyqgkggcggfgkgnfselfksiedyekslevkgsvvagks

SEC ID NO. 27 Secuencia de a/a de HPPD procedente de trigo

mpptpttpaatgaaavipeharprrmvrfnprsdrfhtlafhhvefwcadaasaagr
fafalgaplaarsdlstgnsvhasgllrsgnlaflftapyangcdaataslpsfsad
aarqgfsadhglavrsialrvadaaeafrasvdggarpafspvdlgrgfgfaevelyg
dvvlrfvshpdgrdvpflpgfegvsnpdavdygltrfdhvvgnvpelapaaayvagf
tgfhefaefttedvgtaesglnsmvlannsegvllplnepvhgtkrrsgigtflehh
ggsgvghiavassdvlrtlremrarsamggfdflppplpkyyegvrriagdvliseaq
ikecgelgvlvdrddggvllgiftkpvgdrptlflemigrigcmekdergeeygkgyg
cggfgkgnfselfksiedyeksleakgsaavags

10 SEC ID NO. 28 Secuencia de a/a de HPPD procedente de Shewanella collwelliana

Masegnplgllgieftefatpdldfmhkvfidfgfsklkkhkgkdivyykgndinfl
lnnekqggfsagfakthgpaissmgwrvedanfafegavargakpaadevkdlpypai
ygigdsliyfidtfgddnniytsdfealdepiitgekgfievdhltnnvhkgtmeyw
snfykdifgftevryfdikgsqtalisyalrspdgsfcipinegkgddrngideylk
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eydgpgvghlafrsrdivasldamegssigtldiipeyydtifeklpgvtedrdrik
hhgilvdgdedgyllgiftknlfgpifieiiqrknnlgfgegnfkalfesierdqvr
rgvl

SEC ID NO. 29 Secuencia de ADN de HPPD procedente de la cepa 87-79 de Pseudomonas fluorescens

atggccgaccaatacgaaaacccaatgggcctgatgggectttgaatttattgaattce
gcatcgceccgactcecgggcaccctggagecgatcttecgagatcatgggecttcaccaaa
gtcgcgacccaccgctccaagaatgtgcacctgtaccgeccagggecgagatcaacctyg
atcctcaacaaccagcccgacagectggectcegtacttecgeecgecgaacacggecct
tcggtgtgcggcatggegttccgggtcaaagactcgcagcaggcecttacaaccgegeg
ttggaactgggcgecccagecgattcatatecgaaaccggeccgatggaactcaacctyg
ccggccatcaagggcatcggeggtgecgecgectgtacctgatcgaccgetteggtgaa
ggcagctcgatatatgacatcgacttcgtgtacctcgaaggtgtcgaccgcaaccceg
gtaggcgcgggcectcaaggtcatcgaccacctgacccacaacgtgtatcgeggecge
atggcctactgggccaacttctacgagaaactgttcaactteccgtgaagecacgctac
ttcgatatcaagggcgaatacaccggecttacgteccaaggeccatgagtgecceggac
ggcatgatccgcatccecgectgaacgaggaatcgtccaagggegecggecagatcgaa
gagttcctgatgcagttcaacggcgagggcatccagcacgtggegttcctcaccgaa
gacctggtcaagacCtgggatgcgttgaagaagatcggcatgcgcttcatgaCCgcg
ccgccggacacctactacgaaatgctecgaaggecgectgecaaaccacggecgagecyg
gtggaccaactgcaggcgcgeggtattttgectggacggectectecgatcgagggegac
aagcgcctgctgetgcagatcttectcggaaaccctgatgggeccggtgttettegaa
ttcatccagcgcaaaggcgacgatgggtttggecgagggcaacttcaaggegetgtte
gagtcgatcgagcgcgaccaggtacgtecgeggtgtactgaccaccgac

SEC ID NO. 30 Secuencia de ADN de HPPD procedente de Avena sativa

atgccgcececacceccgeccaccgccaccggecgecgecgeggecgecgtgacteccagag
cacgcggceccggagetttecceccgagtggtecegegtcaaccecgegecagegaccgette
ccecgtgetcetecttecaccacgtegagetectggtgegecgacgecgectcageggec
ggacgcttctecttegegeteggegegecgetegeegeeceggtecgacctctecacg
gggaactccgecgcacgcecctcecectectgetecgetegggegecctegecttectette
acggcgccctacgcecgecgecgecgecaggaggecgecacggecgcagecaccgectece
atcccctectteteecgecgacgeecgegeggacgttcgeccgececgeccacggectegeg
gtgcgctccgteggggtcegegtecgetgacgecgecgaggectteecgegtcagegta
gcecggcggcegetegeceggecttegecccagecgaccteggecatggetteggectce
gccgaggtcgagetctacggecgacgtegtgectacgettegtcagetacceggacgag
acagacctgccattcctgccagggttcgagegegtgagecageeccggegeegtggac
tacggectcacgeggttcgaccacgtegtgggcaacgtceccggagatggeecceggte
atagactacatgaaaggcttcttggggttccacgagttcgecgagttcacegecgag
gacgtgggcacgaccgagagcgggctcaactecggtggtgectcgecaacaactcecgag
gccgtgcectgetgecgectcaacgageccegtgcacggcacaaagecgacggagecagata
cagacgtacctggagtatcacggcgggcccggegtgecagcacategegetecgecage
aacgacgtgctcaggacgctcagggagatgcgggcgcecgcacgeccatgggeggette

gagttcatggcgccaccgcaggecgaaatactatgaaggegtgeggecgcatcgecaggt
gacgtgctctcggaagagcagatcaaggaatgccaggagetgggggtgctagtcgac
agggatgatcaaggggtgttgctccaaatcttcaccaageccagtaggggacaggeca
acgtttttcctggagatgatccaaagaatcgggtgcatggagaaggacgaggtcggg
caagagtaccagaagggtggctgcggcegggtttggcaagggecaatttectecgagetyg
ttcaagtccattgaggactatgagaaatcccttgaggtcaagcaatctgttgtaget
cagaaatcctag

SEC ID No. 31 Secuencia de ADNc de HPPD procedente de trigo
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atgccgcccacccccaccacccecgcageccaccggcgecgecgeggtgacgeceggag
cacgcgcecggecgegcecgaatggtcegettcaaccecgegcagecgaccgcttccacacyg
ctcgccttceccaccacgtecgagttctggtgecgecggacgecgectecgeccgecggecge
ttcgcecttecgegetcggegegecgectecgeegecaggtccgacctecteccacggggaac
tccgtgcacgecteccagetgetecegetecgggecaacctegecttectecttcacggece
ccctacgeccaacggctgecgacgecgeccaccgectcececctgeectecttcteegecgac
gccgcegegecagttctecgeggaccacggectegeggtgegecteccatagegetgege
gtcgecggacgctgeccgaggecttecgegecagegtcgacgggggegegegeccggee
ttcagcecctgtggacctcggecgecggetteggettecgeggaggtcgagetctacgge
gacgtcgtgctcecgettcecgtcageccaceccggacggcagggacgtgeeccttettgeceg
gggttcgagggcgtgagcaacccagacgccgtggactacggectgacgecggttcgac
cacgtcgtcggcaacgtceccggagcecttgeccccecgecgeggectacgtecgecgggttce
acggggttccacgagttecgeccgagttcacgacggaggacgtgggcacggecgagage
gggctcaactcgatggtgctcgeccaacaactecggagggegtgectgectgecgetcaac
gagccggtgcacggcaccaagcgeccggagccagatacagacgttectggaacaccac
ggcggctcgggegtgcagecacatcgeggtggeccagecagegacgtgectcaggacgete
agggagatgcgtgcgegetcegecatgggeggettegacttectgecacceeccgetg
ccgaagtactacgaaggcgtgcggecgcatcgecggggatgtgectctecggaggegeag
atcaaggaatgccaggagctgggggtgctecgtecgacagggacgaccaaggggtgttyg
ctacaaatcttcaccaagccagtaggggacaggccgacgttgttcctggagatgatce
cagaggatcgggtgcatggagaaggacgagagaggggaagagtaccagaagggtggce
tgcggcgggttcggcaaaggcaacttctecgagetgttcaagteccattgaagattac
gagaagtcccttgaagccaagcaatctgctgcagttcagggatcatag

SEC ID NO. 32 Secuencia de ADN de HPPD procedente de Shewanella collwelliana

gactttatgagtcgcacaggtatcgaagcgggctacatgaccttacatcaaaaaggce
gtgccgcatggaccacaacctggtcgtactgaagectcagtgggcaaaactgaaacc
tatgagtatgcagtaatggtggacacctttgcaccactgcaactgacccagcatgtce
aatgcgtgcatgagcaaagattacaaccgttcctggctagaagagtaaaagcgttca
gccagtgctgaacatctaataaatataacaccagaggtgacaccgaagagtgeccectt
ggttgcaataagttgaaagaggataattacatggcaagcgaacaaaacccactgggt
ctacttggtatcgaattcactgaatttgctacaccagatctagattttatgcataaa
gtttttatcgactttggtttctcaaaacttaaaaaacacaagcagaaagatattgtt
tactataaacaaaatgatattaactttttactcaacaatgaaaaacagggcttttca
gcccagtttgeccaaaacgecatggeccagecattagttctatgggctggegtgtagaa

gatgccaactttgcctttgaaggtgctgtagecccgtggggctaaacccgcagecagat
gaggtgaaagatcttccctatccecgectatctatggcattggtgacagecttatctac
tttatcgatacgtttggcgatgacaacaatatctacacttctgattttgaagegtta
gatgagcctatcatcacccaagagaaaggcttcattgaggtcgaccatctcaccaat
aatgtccataagggcaccatggaatattggtcaaacttctacaaagacatttttgge
tttacagaagtgcgttacttcgacattaagggctcacaaacagctcttatctcttac
gccctgecgectecgeccagatggtagtttectgecattccaattaacgaaggcaaaggegat
gatcgtaaccaaattgatgagtacttaaaagagtacgatggcccaggtgtccaacac
ttagcgttccgtagecgegacatagttgectcactggatgeccatggaaggaagetece
attcaaaccttggacataattccagagtattacgacactatctttgaaaagctgect
caagtcactgaagacagagatcgcatcaagcatcatcaaatcctggtagatggecgat
gaagatggctacttactgcaaattttcaccaaaaatctatttggtccaatttttatc
gaaatcatccagcgtaaaaacaatctcggttttggcgaaggtaattttaaageccta
tttgaatcgattgagecgtgatcaggtgcgtcgecggegtactctaacaatcacccagt
gatccaacctcaaaaaaccagcatcgcgetggtttttttattgcagcacaacaataa
acctctacactagca

SEC ID NO. 33 Secuencia nucleotidica del potenciador traduccional TMV

tatttttacaacaattaccaacaacaacaaacaacaaacaacattacaattactatt
tacaattacac

SEC ID NO. 34 Fusion de TMV y secuencia codificante de HST de Arabidopsis
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tatttttacaacaattaccaacaacaacaaacaacaaacaacattacaattactatt
tacaattacacatatggagctctcgatctcacaatcaccgcgtgttecggttctegte
tctggecgectegtttettagecagettcectecatecatcategtecttetgtgeatttage
tgggaagtttataagcctcccacgagatgttcgettecacgagettatcaacttcaag
aatgcggtccaaatttgtttcaaccaattatagaaaaatctcaatccgggecatgttce
tcaggttggtgctgctgagtctgatgatccagtgectggatagaattgececggtteca
aaatgcttgctggagatttcttagaccccatacaatccgecggaacagetttaggate
cactgccttggtgacaagagctttgatagagaacactcatttgatcaaatggagtct
tgtactaaaggcactttcaggtcttettgctcttatttgtgggaatggttatatagt
cggcatcaatcagatctacgacattggaatcgacaaagtgaacaaaccatacttgcec
aatagcagcaggagatctatcagtgcagtctgcttggttgttagtgatattttttge
gatagcagggcttttagttgtcggatttaactttggtccattcattacaagectata
ctctecttggcectttttctgggaaccatctattctgttccaccectcagaatgaaaag
attcccagttgcagcatttcttattattgeccacggtacgaggtttecttcttaactt
tggtgtgtaccatgctacaagagctgctcttggacttccatttcagtggagtgecacc
tgtggcgttcatcacatcttttgtgacactgtttgcactggtcattgectattacaaa
ggaccttcctgatgttgaaggagatcgaaagttccaaatatcaaccctggecaacaaa
acttggagtgagaaacattgcattcctcggttctggacttctgetagtaaattatgt
ttcagccatatcactagctttctacatgectcaggtttttagaggtagettgatgat
tcctgcacatgtgatcttggecttcaggecttaattttccagacatgggtactagaaaa
agcaaactacaccaaggaagctatctcaggatattatcggtttatatggaatctett
ctacgcagagtatctgttattccecttectctag

SEC ID NO. 35 Motivo 1 del polipéptido de HST.
W(R/K)FLRPHTIRGT
SEC ID NO. 36 Motivo 2 del polipéptido de HST.
NG(Y/F)IVGINQI(Y/F)D
SEC ID NO. 37 Motivo 3 del polipéptido de HST.
IAITKDLP
SEC ID NO. 38 Motivo 4 del polipéptido de HST.
Y (R/Q)(F/W)(I/V)WNLFY

EJEMPLOS

El promedio y la distribucion de los niveles de tolerancia o resistencia a herbicidas de un intervalo de sucesos de
transformacion vegetal primarios se evaluaron de la manera normal en base al dafio vegetal, sintomas de
blanqueamiento meristematico, etc., a un intervalo de diferentes concentraciones de herbicidas. Estos datos se
pueden expresar en términos de, por ejemplo, valores de GR50 derivados a partir de las curvas de dosis/respuesta
que tienen la “dosis” representada en el eje X y el “porcentaje de exterminio”, “efecto herbicida”, “nimeros de plantas
verdes emergentes”, etc., representados en el eje Y, en el que mayores valores de GR50 pueden corresponder, por
ejemplo, a mayores niveles de tolerancia a inhibidor inherente (por ejemplo mayor valor de Ki x kcat./Kmpp) y/o nivel

de expresion de la HPPD y/o HST expresadas.

Los siguientes experimentos se realizaron usando una variedad de herbicidas inhibidores de HST que se describen
en las Tablas A-F.

Compuesto R’ R* R’ R*

1.1 F Cl Cl F
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Compuesto R R® R’ R*
1.2 Cl Cl Cl Cl
1.3 F F Br F
1.4 F Br Br F
Tabla A. Compuestos 1.1 - 1.4.
§

Compuesto A R R® R’ R* R® R® R’
2.1 N F H H Br Cl H OH
22 N -CHs H -CHs H -CHs -CHs OH
23 N F H H F Cl -CH.CF2H OH
24 N F H H F Cl CHa3 OH
25 N F H H Br Cl CHa3 OH
2.6 N H H H H -OCF3 H OH
27 N F H H F Cl H OH
2.8 N F H H Br Cl -CH.CF2H OH
29 N H CF3 H H Cl -CH.CF2H OH
2.10 N -CH2CH;3 H -CH2CH;3 H -CH2CH;3 H OH
2.11 N -CHs H -CHs H -CHs -CH.CF2H OH
212 N H H H H -OCF3 H OH
2.13 CH F H H F Cl -CH.CF2H OH
2.14 N Cl Cl H H Cl -CH.CF2H OH
2.15 CH F H H Br Cl -CH.CF2H OH
2.16 N Cl H H H -CF; -CHs OH
217 N F H H F Cl -CH2CF3 OH
2.18 N F H H F Cl -C=CH OH
2.19 N H Cl H H CF3 -CH.CF2H OH
2.20 N Cl H H H CF3 -CH.CF2H OH
2.21 N F H H Cl Cl -CH.CF2H OH
2.22 CH Cl H H Br Cl -CH.CF2H OH
2.23 N F H H Br Cl H -O(C=0)-Et
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Compuesto A R R® R’ R* R® R® R’
2.24 -CHs H -CHs H -CHs -CHs -O(C=0)-iPr
2.25 N F H H Cl Cl -CH.CF2H -O(C=0)-Bu
2.26 CH F H H F Cl CHs -O(C=0)-Bu
2.27 N F H H Br Cl CHs -O(C=0)-iPr
2.28 N Cl H H H -CF3 -CH.CF2H -O(C=0)-Pr
2.29 N F H H F Cl H -O(C=0)-tBu
2.30 N F H H Br Cl -CH,CF2H -O(C=0)-iPr
2.31 N Cl H H H CF3 -CH.CF,H -O(C=0)-iPr
2.32 N -CH.CHjs H -CH.CHjs H -CH.CHjs H O(C=0)-iPr
2.33 N -CHs H -CHs H -CH3 -CH.CF2H -O(C=0)-Et
2.34 N H H H H -OCF3 H -O(C=0)-iPr

Tabla B. Compuestos 2.1 - 2.34.

C

Compuesto A R R® R’ R* R® R® R’
3.1 N CF3 H H H Cl -CH2CH;3 OH
3.2 N H H Cl H Cl -CHs OH
3.3 N Cl H H H CF3 -CH.CF2H OH
34 N Cl H H Cl Cl -CH.CF2H OH
3.5 N H H Br H CF3 -CH.CF2H OH
3.6 N CF3 H H Cl H -CH2CF2H | -O(C=0)-iPr

Tabla C. Compuestos 3.1 - 3.6.

Tabla D. Compuesto 4.1
Compuesto R’ R® R’ R* R® R®

26




10

15

20

25

30

ES 2509 897 T3

4.1 F H H F Cl CHs

Compuesto A R R® R* R® R®

5.1 N Cl H H Cl -CH2CF2H

Tabla F. Compuestos 6.1

Compuesto R R® R’ R* R®

6.1 -CH3 -CH3 -CH3 'CH3 'CH3

EJEMPLO 1. Clonacién y expresion de enzimas HST vegetales en células de insecto y en E. coli

Las secuencias codificantes de HST de longitud completa (menos el codon de partida ATG) se amplificaron, con
sitios EcoRI flanqueantes, de Arabidopsis (SEC ID 11) y arroz (SEC ID12 o SEC ID 13) de librerias de ADNc u
obtenidas sintéticamente. Tanto estas secuencias codificantes de longitud completa como también las
secuencias codificantes truncadas (que codifican las secuencias maduras partiendo de ARG 64) SEC ID 21 de
Arabidopsis, SEC ID 22 de arroz y SEC ID 23 de arroz) se clonaron en el sitio EcoRI del vector pAcG3X (n° de
Catalogo 21415P de BD Biosciences) transformado en y expresado entonces en células de insecto Sf9
(Spodoptera fugiperda) (como se describe mas abajo) como proteinas de fusién con GST N-terminal que tienen
un sitio de escision del factor Xa. De forma similar, SEC ID 24, la secuencia de ADN optimizada en codones de
células de insecto que codifica la HST de Arabidopsis truncada madura (ARG 69) se clond en el sitio EcoR1 de
pAcG3X y se expresd en células SfO como una proteina de fusion con GST N-terminal. El nimero de acceso
SWISSPROT de HST de Arabidopsis (proteina) es Q1ACB3, y el numero de acceso EMBL de HST de
Arabidopsis (ADN): DQ231060.

Como alternativa, se clonaron secuencias codificantes de HST madura de Arabidopsis y Chlamydomonas como
enzimas de fusion N-terminales con GST, y se expresaron en E. coli.

EJEMPLO 2. Crecimiento de células y preparacion de extractos de la enzima HST.

Se hicieron crecer células BL21A1 de E. coli que expresan HST de Arabidopsis o Chlamydomonas madura como
una proteina de fusion N-terminal con GST, se cosecharon, se rompieron, y se produjeron fracciones de membrana
que expresan HST.

Por ejemplo, se us6 1 ng de ADN recombinante para transformar células BL21 DE3 para obtener un plato de
colonias individuales. Una de estas colonias se recogio y se us6 para inocular un cultivo nocturno de 100 ml de
Caldo Luria (LB) suplementado con 50 ug/ml de kanamicina a concentracion final, que se hizo crecer a 37°C con
agitacion a 220 rpm. A la mafiana siguiente, se usaron 10 ml del cultivo nocturno para inocular 1 | de LB estéril
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reciente suplementado con 50 ug/ml de kanamicina a concentracion final, que se hizo crecer a 37°C con agitacién a
220 rpm hasta que la OD alcanz6 0,6 a 600 nm, se indujo con la adicion de 0,1 mM de IPTG, y se dejo inducir a
15°C toda la noche. Las células se cosecharon mediante centrifugacion a 4600 rpm durante 10 min. a 4°C, y el
pelete se almacend a -80°C. Por ejemplo, se encuentra que un litro de células produce aproximadamente 5 g de
pelete celular humedo. El pelete celular de E. coli se resuspendié entonces en 25 ml de Tris 50 mM, pH 7,5,
suplementado con comprimido de inhibidor de proteasas libre de EDTA de Roche (un comprimido en 200 ml de
tampon). 10 ml de células se lisaron mediante tratamiento con ultrasonidos en hielo. Las células lisadas resultantes
se centrifugaron a 3000g durante 10 min. para peletizar los nucleos/desechos celulares, etc. Se aspiraron 10 ml de
sobrenadante y se centrifugaron a 150.000g durante 60 min. a 4°C. El pelete que contiene las membranas se
resuspendié en 2 ml del tampdn anterior. Estas muestras se almacenaron como alicuotas de 100 ul a -80°C,
después de diluirlas con adicion de glicerol hasta 50% v/v.

Los vectores de transferencia derivados de pAcG3X de la expresion de HST (descritos anteriormente) se
cotransformaron independientemente en células en suspensién de Sf9 con vector de baculovirus parental FlashBac
(Oxford Expression Technologies). La amplificacién con baculovirus y la expresion de la proteina HST se realizaron
segun las instrucciones del fabricante.

Cultivos celulares en suspension de Sf9 se subcultivaron a una densidad de 1,0 EXP 6 células/ml en 140 ml de
medio Sf900Il (nimero de catalogo 10902 de Invitrogen) en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Después de 24 horas
de cultivo a 27°C agitando a 120 rpm, se midi6 la densidad celular y se reajust6é a 2,0 EXP 6 células/ml en 140 ml.
Se afadieron volumenes de lote de virus amplificado de titulo conocido para preparar matraces de suspension para
dar una multiplicidad de infeccion de 10. Los matraces se cerraron herméticamente y se incubaron a 27°C agitando a
125 rpm durante 72 horas, para permitir la expresién adecuada de la proteina sin lisis celular. Las células se
cosecharon dividiendo uniformemente los contenidos de los matraces entre tres tubos Falcon de 50 ml y
centrifugando a 900 rpm durante 4 minutos. Se descart6 el medio, dejando un pelete celular de 3 ml que se congeld
instantaneamente en nitrégeno liquido y se mantuvo a -80°C.

Los peletes procedentes de 25 ml de células Sf9 (tras la induccién de la expresion durante 4 dias) se resuspendié en
10 ml de Tris 50 mM, pH 7,5, suplementado con comprimido de inhibidor de proteasas libre de EDTA de Roche (1
comprimido en 200 ml de tampon), y se homogeneizé usando un homogeneizador manual. Las células lisadas
resultantes se centrifugaron a 3000g durante 10 min. para peletizar los nucleos/desechos celulares, etc. Se
aspiraron 10 ml de sobrenadante y se centrifugaron a 150.000g durante 60 min. a 4°C. El pelete que contiene las
membranas se resuspendio en 1 ml del tampon anterior, y las muestras se almacenaron como alicuotas de 100 ul a
-80°C, después de ser diluidas primeramente con adicion de glicerol hasta 50% v/v.

La transferencia Western para monitorizar la expresion se realiza con incubacién con Ab anti-GST conjugado con
HRP (GE Healthcare, dilucion de trabajo 1:5000), seguido de ECL (GE Healthcare).

También se prepararon directamente a partir de material vegetal reciente preparaciones de la enzima HST para
ensayo. Por ejemplo, las preparaciones de la enzima HST son de espinaca. En la primera etapa, se prepararon
cloroplastos de espinaca intactos a partir de dos lotes de 500 g de hojas de espinaca bebé reciente (por ejemplo, de
la seccidn de ensaladas del supermercado local). La espinaca preenvasada habitualmente ya esta lavada, pero si se
compran hojas sueltas se deben aclarar en agua antes de proceder. Se retiran los tallos, las hojas grandes y
nervaduras del centro. Cada lote de 500 g de hojas se afiade a 1,5 | de “medio de Grinding” en un vaso de
precipitado de plastico de 2 I. El medio de Grinding es tampén frio (4°C) 50 mM de Tricina/NaOH a ‘H 7,1 que
contiene 330 mM de glucosa, 2 mM de isoascorbato de sodio, 5 mM de MgCI2 y 0,1% de seroalbumina bovina. El
vaso de precipitados, mantenido a 4°C, se coloc6 en una mezcladora Polytron 6000, se ajusté con una sonda de
corte de 1,5”, y la mezcla se amaso6 en impulsos cortos de 5-8 s hasta 8-10K rpm hasta que todas las hojas se
maceraron. El homogenado se filtr6 en un vaso de precipitados de 5 | (embebido en un balde con hielo) a través de
cuatro capas de muselina, y dos capas de tela de nailon de malla 50 . El filtrado se transfirié a baldes de 250 ml de
una centrifuga Beckman GS-6 y se hizo girar a 200 x g (3020 rpm) durante 2 min. a 4°C. El sobrenadante se
desagud y se desechd, para dejar un sedimento de cloroplastos. Los cloroplastos se resuspendieron en unos pocos
ml de medio de resuspension frio mediante remolino suave y uso suave de una brocha de pua empapada en medio
de resuspension. El medio de resuspension es 50 mM de Hepes/KOH pH 7,8 que contiene 330 mM de sorbitol, 2
mM de EDTA, 5 mM de KH;PO4, 2 mM de MgCI2 y 0,1% de seroalbumina bovina a 4°C. Los cloroplastos se
resuspendieron en 5-10 ml de tampdén de resuspension, se recentrifugaron y se resuspendieron nuevamente a fin de
lavarlos. Los cloroplastos se centrifugaron entonces una vez mas, y después se rompieron mediante resuspension
en alrededor de 5 ml de 50 mM de Tricina-NaOH pH 7,8 hasta una concentraciéon de proteina de alrededor de 40
mg/ml. La disolucién se almacend congelada a -80°C en alicuotas. Esta resuspension se descongel6 y se uso
directamente en ensayos de actividad de HST. Como alternativa, los cloroplastos se preparan, se resuspenden en
50 mM de tampon de Tris/HCI a pH 7,8 que contiene 330 mM de sorbitol (tampdén de resuspension alternativo), y se
estratificaron encima de un gradiente de percol (que comprende el mismo tampén que contiene 45% de percol), se
hicieron girar, se recogi6 la fraccion de cloroplastos intacta y se lavd 2 6 3 veces en el tampdn de resuspension
alternativo y después se hizo girar nuevamente, se resuspendié en tampoén de ruptura (sin sorbitol), se congeld
instantaneamente y se almacend en alicuotas a -80°C.

EJEMPLO 3. Ensayo de enzimas HST.
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Las actividades de preniltransferasa (HST) se midieron determinando las veIoadades de prenilacion de [U-
C]homogentlsato usando difosfato de farnesilo (FDP) como dador de prenilo. El “C homogentisato se prepara a
partir de “C tirosina usando L aminoacido oxidasa y HPPD.

Para la prueba de inhibidor, los compuestos se disuelven en dimetilsulféxido (DMSO). EI DMSO afadido hasta 2%
v/v no tiene efecto sobre los ensayos. Los ensayos de control contienen DMSO a la misma concentracion como en
los ensayos que contienen inhibidor.

Los ensayos que usan extractos de cloroplastos de espinada (100 pl de volumen final) contienen hasta 2 mg de
proteina de cIoropIastos 50 mM de Tricina-NaOH pH 8,5, 50 mM de MgCl,, 200 mM de difosfato de farnesilo (FDP)
y 26 mM de "C-homogentisato (167 dpm/pmol). Los ensayos se llevan a cabo durante alrededor de una hora a

28°C. Para estudios de inhibidores, se encuentra que haloxidina a una concentraciéon final de 500 ppm inhibe
completamente la reaccion. Como alternativa, la detencion de la reaccion y la extraccion con disolventes a tiempo
cero también proporciona una referencia de linea base de inhibicion del 100%. Los productos de reacciones lipofilas
se extraen y se analizan esencialmente como se describe en la bibliografia.

La HST de Chlamydomonas recombinante expresada en membranas de E. coli se evallia en mezclas de reaccion
estandar con 200 pM de FDP y 100 uM de "C-homogentisato (40 dpm/pmol) en 50 mM de Tricina-NaOH pH 8,5, 20
mM de MgCl,. Los ensayos se comienzan con la adicion de enzima y se llevan a cabo durante ~ 20 min. a 28°C.

Las HST recombinantes de Arabidopsis y de arroz se expresaron en células de insecto. Los ensayos se realizaron
de la misma manera que para HST de Chlamydomonas, excepto que la temperatura del ensayo es 27°C. Los
ensayos se detienen con 300 ul de mezcla de disolventes (1:2, cloroformo:metanol) y 100 ul de NaCl al 0,5%, se
agitaron/mezclaron y se hicieron girar a 13.000 rpm en una centrifugadora eppendorf de mesa durante 5 minutos. Se
cargaron 80 ul del extracto de la fase inferior sobre un sistema FLA3000 con placa de TLC (gel de silice 60, 20 cm x
20 cm), y se hizo correr durante 35 minutos en diclorometano. La radioactividad se cuantificé usando un Fuiji
Phosphoimager, y la intensidad de las bandas se integr6 como medida cuantitativa de la cantidad de producto. Se
identificaron las bandas que corresponden a 2-metil-6-farnesil-1,4-benzoquinol (MFBQ) oxidado y reducido, y se
calcul6 el total de las dos intensidades de las bandas (oxidada y reducida) a fin de estlmar a cantidad total de
formacion de producto de MFBQ Las actividades especificas de 8 pmoles de MFBQ min” mg’ protelna (23 pmoles)
y 7 pmoles de MFBQ min™ mg proteina (14 pmoles) se estiman, por ejemplo, para el gen de HST de Arabidopsis
truncado mediante fusion con GST (SEC ID # 3) expresado en membranas de células de insecto 4 dias y 5 dias
después de la transfeccion, respectivamente. Se observan resultados similares de la bibliografia anterior en HST de
Arabidopsis expresada en E. coli. La actividad de la HST de arroz truncada fusionada con GST expresada en célula
de insecto (SEC ID # 4) es similar. La expresion de las secuencias codificantes de HST no truncadas como fusiones
con GST también da actividad de HST. La expresion de la HST de Arabidopsis truncada fusionada con GST
optimizada en células de insecto (SEC ID # 23) da, por ejemplo, un incremento de aproximadamente 3-10 veces en
la actividad especifica con respecto a los genes no optimizados.

Usando los ensayos anteriores, se da (Tabla 1) el porcentaje de inhibicién de la cantidad de MFBQ formada a un
intervalo de dosis de inhibidores con respecto a la cantidad de control obtenida sin inhibidor presente. Los mejores
inhibidores dan mayor porcentaje de inhibicion a dosis mas bajas.

Se encuentra que para todas las preparaciones de enzima HST ensayadas en las condiciones de reaccion
prescritas, la formacién de MFBQ es de ningin modo la uUnica reaccion catalizada por HST a partir de e
homogentisato (HGA). De hecho, los productos radiomarcados principales (~ 90%) a partir del "“C HGA no son
MFBQ. Estos otros productos desconocidos también se extraen en cloroformo/metanol pero, en TLC con
diclorometano, se encuentra que permanecen en y se cromatografian préximos a la linea base. Cuatro bandas
marcadas con '‘C aparentes (presumiblemente que corresponden a dos pares de quinona/quinol) se resuelven
parcialmente en una segunda dimension de TLC usando diclorometano:hexano:acetonitrilo:acido formico 12:3:5:0,5.
Ninguna de tales bandas se observa en ausencia de FPP (o de hecho cuando FPP se sustituye por pirofosfato) y,
presumiblemente, las bandas corresponden a productos formados debido a farnesilacion y descarboxilacion que no
estan fuertemente acopladas, es decir, farnesilacion en ausencia de descarboxilacion (dando lugar a MFBQ
carboxilado) y descarboxilacion en ausencia de farnesilacion (dando lugar al metil quinol/quinona). Cualquiera que
sea su identidad, esta bastante claro que estos productos mas polares que MFBQ son todos ellos productos de
reaccion enzimatica fiables puesto que, en ausencia de FDP o usando membranas no transgénicas similares (que
no expresan HST), no se forman. Ademas, se encuentra que los inhibidores tales como haloxidina inhiben la
formacién de estos otros productos de una manera que, a medida que se varia la dosis, es aparentemente colineal
con la inhibiciéon de la formacién de MFBQ. De este modo, 500 ppm de haloxidina inhiben casi completamente la
reaccion de la enzima HST, y nunca se forman MFBQ ni cualquiera de los otros productos.

De este modo, en una versién mejorada, mas sensible y conveniente del ensayo anterior, se prescinde de la etapa
de TLC, el tratamiento con 500 ppm de haloxidina (u otro inhibidor a una concentracion adecuada) se usa como el
“control” de la inhibicién del 100%, y una porcion del extracto de cloroformo/metanol se toma directamente en un vial
de centelleo y se cuenta.

Estos ensayos se realizan habitualmente a 100 uM de "*C HGA, 25°C durante <20 min. (es decir, durante un periodo
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para el que la velocidad del ensayo de control permanece lineal) y a un intervalo de concentraciones de inhibidores
de ensayo usadas de manera que las IC50 se pueden derivar mediante ajuste de la curva a la ecuacién de Hill
(permitiendo que el valor de la pendiente, n, varie).

Resultados:
Compuesto Chlamydomonas. Chlamydomonas.HST Chlamydomonas. Extracto de
HST %l a 10 ppm %l a 25 ppm HST %Il a 100 ppm cloroplasto de
espinaca %l a 25
ppm
Amitrol 0 - 0 -
Clorsulfurén - 0 - 0
1.1 70 80 95 70
1.2 - 70 - 80
1.3 - 55 - 65
14 - 65 - 75
2.1 10 - 40 -
22 70 - 95 -
23 40 - 85 -
24 5 - 45 -
25 70 - 90 -
2.6 5 - 20 -
27 5 - 20 -
2.8 - 85 - 70
29 - 90 - 90
2.10 - 50 - 0
2.11 - 80 - 30
212 - 0 - 0
2.13 - 60 - 40
2.14 - 85 - 80
3.1 - 20 - 20
3.2 - 0 - 15
3.3 - 20 - 35
34 - 50 - 40
4.1 0 - 0 -
5.1 - 20 - 10

TABLA 1. Porcentaje de inhibicion observado de la reaccion de HST (con respecto a controles) a diversas
concentraciones de diversos compuestos usando HST de diversas fuentes (como marcadas). Ensayos basados en
TLC y cantidad estimada de MFBQ formada.
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Compuesto IC50 estimada (ppm) Limite de confianza de 95%

23 19*

24 211*

25 48*

2.8 12 10,5-14
29 6 45-8
2.11 31*

2.13 54*

2.14 9 8-95
2.15 12 9,6-14
2.16 78 51-118
217 38 21-68
2.18 6 43-75
2.19 6 45-8
2.20 16 11-25
2.21 64 52-78
3.5 42 28 - 62
6.1 63 39-102

TABLA 2. Valores de IC50 estimados para la inhibicion de HST de Arabidopsis basado en el ensayo de extraccion
total (no TLC). * Estos estimados proceden de curvas de dosis de 3 puntos realizadas solamente a 50 uM de HPP.

EJEMPLO 4. Preparacion de estirpes de plantas transgénicas estables que expresan una enzima HST
heteréloga

Por ejemplo, la SEC ID # 11 de HST de Arabidopsis se clon6 detras de una secuencia del promotor CMV 35s doble
y una secuencia del potenciador traduccional TMV, y delante del terminador de 3’ del gen nos. Este casete de
expresion se ligd en pMJB1 (descrito en el documento WO098/20144) y después en pBIN19, y entonces se
transformé en las cepas LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens antes de la transformacion vegetal.

Por ejemplo, la sec ID # 11 de HST de Arabidopsis de longitud completa se fusioné a la secuencia del potenciador
traduccional TMV (SEC ID #33) mediante PCR de solapamiento, y, al mismo tiempo, se afiadieron un sitio Xhol en 5’
y un sitio Kpnl en 3’ mediante PCR. La mutagénesis dirigida al sitio se llevd a cabo para eliminar un sitio Xhol
interno. La fusion TMV/HPPD se elimind del pBIN19 mediante digestién con Xhol/Kpnl y se sustituyd por la fusion
TMV/HST (SEC ID #34). La fusion TMV/HST se cloné ahora detras de un promotor 35s doble y delante del
terminador de 3’ del gen nos. Nuevamente, el vector pBIN19 modificado (“pBinAT HST”) se transformé entonces en
la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens.

Igualmente, se construyeron vectores para la transformacion vegetal para que comprendan secuencias de ADN de
cualquier HST y, por ejemplo, SEC Ids nos. 12-20.

Como alternativa, los vectores comprenden ADN que codifican HST a partir de protozoos fotosintéticos, plantas
superiores e inferiores cuyas secuencias derivan de librerias de ADNc usando métodos conocidos por el experto.
Por ejemplo, se preparé ARN total a partir de plantones de plantas de 5-20 dias usando el método de extraccion Tri-
Zol (Life Technologies). EI ARNm se obtiene, por ejemplo, de Avena sativa usando el sistema de purificacion de
ARNm Oligotex (Qiagen). El extremo 5’ de, por ejemplo, el gen de HST de A. sativa se identifica usando 5 RACE,
llevado a cabo usando el Gene Racer kit (Invitrogen) con cebadores especificos del gen de HST internos (basados
en regiones de consenso de HST, por ejemplo SEC No. 35, 36, 37 y 38). El extremo 3’ del gen se identifica mediante
3’ RACE, realizado usando Themoscript RT (Life Technologies) con cebador oligo dT apropiado y un cebador del
gen de HST interno apropiado, seguido de la PCR. Todas las metodologias se llevan a cabo segun protocolos
proporcionados por los diversos fabricantes sefialados. Los productos obtenidos a partir de las reacciones de 5’y 3’
RACE se clonaron en 2.1 TOPO (Invitrogen), y los productos clonados se secuenciaron usando cebadores directos
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e inversos M13 universales con un secuenciador de ADN automatizado ABI377. Entonces se disefiaron cebadores
para los codones de iniciacion y terminacion de la traduccion del gen de HST, respectivamente. Ambos cebadores
se usan conjuntamente con el kit One-step RTPCR (Qiagen o Invitrogen) para obtener secuencias codificantes de
longitud completa. Los productos obtenidos se clonaron en pCR 2.1 TOPO, se secuenciaron, y se identificaron como
HST mediante comparacién con secuencias conocidas en la técnica (y por ejemplo las secuencias de HST aqui).

Se us6 una placa maestra de Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector binario pBinAT HST (descrito
anteriormente) o un vector binario analogo que comprende una HST diferente para inocular 10 ml de LB que
contiene 100 mg/l de rifampicina mas 50 mg/l de kanamicina usando una Unica colonia bacteriana. Esto se incubd
toda la noche a 28°C agitando a 200 rpm. Todo este cultivo nocturno se us6 para inocular un volumen de 50 ml de
LA (mas antibidticos). Nuevamente, esto se cultivo toda la noche a 28°C agitando a 200 rpm.

Las células de Agrobacterium se peletizaron centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos, y después se
resuspendieron en medio MS con 30 g/l de sacarosa, pH 5,9 hasta una OD (600 nm) = 0,6. Esta suspension se
dispensé en alicuotas de 25 ml en capsulas de Petri.

Se usaron cultivos de brotes de tabaco micropropagados clonales para cortar hojas jovenes (todavia no expandidas
completamente). La nervadura media y los margenes de hojas exteriores se eliminaron y se desecharon, la lamina
que queda se corté en cuadrados de 1 cm. Estos se transfirieron a la suspensién de Agrobacterium durante 20
minutos. Entonces se retiraron los explantes, se golpearon ligeramente sobre papel de filtro estéril para eliminar la
suspension en exceso y después se transfirieron a medio NBM (medio MS, 30 g/l de sacarosa, 1 mg/l de BAP, 0,1
mg/l de NAA, pH 5,9, solidificado con 8 g/l de Plantagar), con la superficie abaxial de cada explante en contacto con
el medio. Se transfirieron aproximadamente 7 explantes por placa, que entonces se cerraron herméticamente y se
mantuvieron entonces en una incubadora iluminada a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas durante 3 dias.

Los explantes se transfirieron entonces a medio NBM que contiene 100 mg/l de kanamicina mas antibiéticos, para
evitar el crecimiento posterior de Agrobacterium (200 mg/I de timentina con 250 mg/I de carbenicilina). Entonces se
llevé a cabo el subcultivo adicional sobre este mismo medio cada 2 semanas.

A medida que los brotes comienzan a regenerarse a partir de los explantes de hojas formadores de callos, se
retiraron a medio de alargamiento de brotes (medio MS, 30 g/l de sacarosa, 8 g/l de Plantagar, 100 mg/l de
kanamicina, 200 mg/l de timentina, 250 mg/l de carbenicilina, pH 5,9). Las plantas transgénicas estables enraizan
facilmente en 2 semanas. Para proporcionar multiples plantas por suceso para permitir finalmente mas de un ensayo
de herbicida por planta transgénica, todos los brotes que enraizan se micropropagan para generar 3 o mas clones
enraizados.

Las plantas transgénicas putativas que estan enraizando y muestran crecimiento vigoroso de los brotes en el medio
que incorpora kanamicina se analizan mediante PCR usando cebadores que amplifican un fragmento de 500 pb en
el transgén de Arabidopsis. La evaluacion de este mismo conjunto de cebadores en tabaco sin transformar mostré
concluyentemente que estos cebadores no amplificarian secuencias procedentes del gen de HST de tabaco nativo.

Para evaluar aproximadamente niveles comparativos de expresion de HST ectdpica, se retiraron brotes de tabaco
positivos a PCR independientes que tienen hojas joévenes, se cortaron en cuadrados de 1 cm, y se colocaron en
placas sobre medio NBM que incorpora 1 mg/l de haloxidina. Estos explantes de hojas producen callos y finalmente
brotes regenerados. Esos explantes que sobreexpresan HST regeneraron callo y brotes verdes. Los explantes no
transformados o aquellos procedentes de transformantes con expresion de HST limitada produjeron callo
blanqueado y brotes blanqueados raquiticos que finalmente murieron.

Se encuentra que los sucesos positivos a PCR corresponden a callo que produjo proliferacion de brotes verdes
(puntuaciones > = 3) en presencia de haloxidina, y muchos mas muestran cierto nivel de tolerancia que es mayor
que el material de control sin transformar.

Plantulas TO transgénicas enraizadas se transfirieron desde agar y se sembraron en 50% de turba, 50% de tierra
John Innes n°® 3 o, por ejemplo, tierra MetroMix® 380 (Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA) con un fertilizante de
liberacion lenta en macetas redondas de 3 pulgadas (7,62 cm) o cuadradas de 4 pulgadas (10,08 cm), y se dejaron
regar normalmente para el establecimiento durante 8-12 d en el invernadero. Las condiciones del invernadero son
alrededor de 24-27°C dia; 18-21°C noche, y aproximadamente un fotoperiodo de 14 h (o mas en el verano del Reino
Unido). La humedad es ~ 65% y los niveles de luz hasta 2000 umoles/m2 a nivel de la mesa de trabajo. Una vez que
emerge nuevo tejido y las plantas han alcanzado la etapa de 2-4 hojas, algunos de los clones de cada suceso se
pulverizan con sustancias quimicas de ensayo disueltas en agua con tensioactivo X-77 al 0,2-0,25%, y se pulverizan
desde un soporte de tipo brazo en un pulverizador de carril adecuado que se mueve a 2 mph (3,22 kmph) en una
camara de pulverizacion DeVries, con la boquilla a alrededor de 2 pulgadas (5,08 cm) desde las partes superiores
de las plantas. El volumen de pulverizacion es adecuadamente 25 galones por acre o, por ejemplo, 200 I/ha.

Las sustancias quimicas de ensayo son, por ejemplo, compuesto 2.3 a 500 g/ha. Al mismo tiempo que las plantas
transgénicas se pulverizan, se hace lo mismo también a plantas de tabaco Samsun w/t que se hacen crecer a partir
de semillas, asi como plantas no transgénicas regeneradas a partir de cultivo tisular y escapes de cultivo tisular no
transgénicos. El dafio se evalua frente a plantas de control sin pulverizar de tamafio y desarrollo similares.
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SUCESO Compuesto 3 a 500 g/ha SUCESO Compuesto 3 a 500 g/ha
A1 0 E5 1
A12 1,5 E6 25
A4 0 ES8 0
AB 0 F12 4
A9 0,5 F2 4
B1 2 F3 1
B3 25 F4 1
B8 5 F5 2
C11 25 F7 0
C12 0 G1 4
C4 2 G4 0
C8 5 G5 1
C9 0 G9 9
D2 10 H8 8
D4 2 W/T_SD 0
D5 0 W/T_SD 0
D6 25 W/T_SD 0
D8 3 WIT_TC 0
E1 2 WIT_TC 0
E10 0 WIT_TC 0

Tabla 3. Plantas de tabaco transgénicas con HST de Arabidopsis evaluadas 11 DAT con el compuesto 2.3
(denominado compuesto 3 en la tabla). En comparacion con los controles no tratados, todas las plantas se ven
afectadas por el tratamiento a 500 g/ha, y son mas pequefias y el crecimiento esta retrasado. Sin embargo, a
diferencia de los controles que muestran meristemos blancos y que estan esencialmente muertos, muchos de los
transgénicos con HST muestran meristemos verdes y se estan recuperando, y algunas no muestran esencialmente
ningun blanqueamiento. Las plantas se puntian en una escala de 0 a 10, significando 0 que la planta esta
sustancialmente blanqueada/quemada y con meristemo muerto/blanco, y significando 10 que toda la planta parece
verde y sin dafo.

Ademas de los experimentos anteriores, se trataron dos estirpes de plantas transgénicas que expresan HST de
Arabidopsis, E9 y F6, con haloxidina a 250 g/ha, de manera similar a los métodos descritos anteriormente pero a
una etapa de crecimiento ligeramente posterior (4-5 hojas). Tras 8 DAT de evaluacion, las plantas wt estaban
dafadas un 55 y un 65%, las plantas de la estirpe F6 estaban dafiadas un 50 y un 75%, mientras que las plantas de
la estirpe 9 solo estaban dafiadas un 20 y un 40%.

A 25 DAT, las plantas w/t y F6 permanecieron raquiticas, blanqueadas y pequefias (dafio del 50-70%), mientras que
las plantas E9 ahora parecen tan sanas y de un tamafio similar como las plantas de control sin tratar. De este modo,
la expresion de HST de Arabidopsis confiere resistencia a haloxidina.

Las plantas se evaluan a diversos tiempos tras el tratamiento, hasta 28 DAT. Aquellos eventos (por ejemplo C8, G9,
E9) que muestran el menor dafio por herbicidas de HST se hacen crecer hasta la floracion, se meten en bolsas y se
dejan autofecundar. Las semillas de sucesos seleccionados se recogen, se siembran nuevamente en macetas y se
ensayan de nuevo para determinar la resistencia a herbicidas en un ensayo de pulverizaciéon para determinar la
resistencia a herbicidas. Los sucesos de una sola copia entre las estirpes de plantas T1 se identifican mediante su
relacion de segregacion 3:1 (por ejemplo, dependiente del constructo, tanto mediante seleccién con kanamicina
como con respecto al fenotipo de resistencia a herbicida) y mediante RT-PCR cuantitativa.
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EJEMPLO 5. Produccion y ensayo posterior de plantas transgénicas T1 y T2 transformadas para expresar
HST de Arabidopsis, HPPD de Avena o HPPD de Pseudomonas

Estirpes B8 y G9 de plantas de tabaco transgénicas TO descritas anteriormente en los ejemplos anteriores se
autofecundan. Alrededor de 50 de las semillas resultantes procedentes de cada autofecundacion de cada estirpe se
plantaron en una mezcla de tierra/turba en macetas de 3 pulgadas (7,62 cm), se hicieron crecer en el invernadero
durante 7-10 d, y se pulverizaron con 500 g/ha de compuesto 2.3 (todo como se describe en los ejemplos
anteriores). Para cada estirpe, tres cuartos de las plantas presentan resistencia visible al herbicida, y de éstas, unas
pocas plantas (posibles homocigotos en un suceso de insercion individual) parecen las mas resistentes. Unas pocas
de estas plantas T1 mas altamente tolerantes se autofecundan nuevamente para producir lotes de semillas T2.

También se plantan en macetas de 3 pulgadas (7,62 cm) 6 semillas de tabaco Samsun w/t y 8 semillas T1
procedentes de los sucesos B8 y G9, se hicieron crecer durante 7 a 12 d, y después, como se describe en los
ejemplos anteriores, las plantulas se ensayaron por pulverizacién para determinar la resistencia a diversas
sustancias quimicas y se evaluaron a 14 DAT. Las sustancias quimicas se formulan en X77 al 0,2% y se pulverizan
a un volumen de pulverizacion de 200 I/ha. Los resultados se representan en la Tabla 4 a continuacién. Los
resultados demuestran claramente la heredabilidad del fenotipo de resistencia a herbicida. Los resultados también
muestran que, aparte de los segregantes no transgénicos obvios, las plantas T1 de tabaco transgénicas que
sobreexpresan HST de Arabidopsis presentan resistencia a herbicidas de HST, segun se ejemplifica usando los
compuestos 2.15 y 2.30, pero muestran que el fenotipo es especifico y las plantas no son significativamente
tolerantes a los otros dos herbicidas ensayados, norflurazon y atrazina.

Estirpe Rep Compuesto 2.15 | Compuesto 2.30 | Norflurazén 150 | Atrazina 500g/ha
1kg/ha 150 g/ha g/ha
B8 1 5 60 35 100
2 10 0 15 100
3 15 0 15 100
4 0 0 15 100
5 0 0 15 100
6 0 10 100
7 0 0 15 100
8 0 60 35 100
G9-2 1 0 0 15 100
2 0 65 20 100
3 0 65 15 100
4 0 0 15 100
5 0 0 15 100
6 0 0 20 100
7 40 0 35 100
8 0 0 40 100
Control WT 1 30 60 20 100
2 30 60 15 100
3 20 70 10 100
4 50 75 15 100
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Estirpe Rep Compuesto 2.15 | Compuesto 2.30 | Norflurazén 150 | Atrazina 500g/ha
1kg/ha 150 g/ha g/ha
5 50 75 15 100
6 50 70 15 100

Tabla 4. Evaluacion del % de dafio por herbicida a plantas de la progenie T1 de las estirpes B8 y G9 de HST de
Arabidopsis a 14 DAT con diversos herbicidas.

Plantas de tabaco que expresan el gen de HPPD de tipo salvaje de la cepa 87-79 de Pseudomonas fluorescens bajo
el control operable de la regién del promotor de CMV 35S potenciado doble, del terminador Nos3’ y del potenciador
traduccional TMV, se proporcionaron como se detalla en el Ejemplo 4 del documento W00246387. Un suceso TO
que muestra tolerancia a mesotriona se autofecundd para producir una estirpe T1 de insercion Unica (que muestra
segregacion 3:1 de los fenotipos de tolerancia a herbicida y de seleccion por kanamicina), que nuevamente se
autofecundé adicionalmente para proporcionar la estirpe T2 denominada C2.

Semillas de plantas de tabaco de tipo salvaje, de plantas de tabaco C2 y de la progenie T1 de una estirpe de tabaco
que expresa HST de Arabidopsis adicional, D2, se plantaron en macetas de 3 pulgadas (7,62 cm), se hicieron
crecer, se pulverizaron con compuestos 1.1, 2.30 y 3.6 a las tasas mostradas en la tabla 5. Las puntuaciones del
porcentaje de dafo se evaluaron a 7 DAT. Aparte de los presuntos segregantes no transgénicos, la estirpe D2 que
contiene el constructo de expresion de HST de Arabidopsis ofrecié el nivel mas elevado de tolerancia a los dos
herbicidas de HST, ofreciendo solamente la estirpe C2 de HPPD de Pseudomonas tolerancia marginal en las
condiciones de este ensayo.

Compuesto | Tasa WT | WT | WT | C2 Cc2 Cc2 Cc2 D2 D2 D2 D2 D2 D2 D2 D2
g de
ia’ha
1.1 25 75 75 75 75 75 75 75 30 55 35 65 65 100 | 65 55
2.30 150 75 80 85 90 70 80 80 40 65 40 50 55 60 60 90

300 75 70 80 85 85 85 85 90 60 80 60 95 98 70 90

450 70 70 75 65 70 85 85 70 35 20 35 55 55 60 65

3.6 150 80 80 80 60 60 60 60 70 10 70 10 30 20 65 25

300 80 80 75 65 65 65 70 40 65 35 7 85 80 85 75

450 85 85 85 65 65 65 65 25 55 25 65 70 65 80 75

Tabla 5. Ensayo de estirpes de tabaco Samsun de tipo salvaje (WT), C2 y D2 frente a diversos inhibidores de HST.
Los resultados representan % de dafio a 7 DAT

% de dafio
Estirpe 5 DAT 10 DAT
367 25 10
332 30 10
404 45 20
426 45 20
351 50 25
wt 55 25
wt 55 60
wt 55 60
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% de dafio
Estirpe 5 DAT 10 DAT
wt 50 35
Wt 60 60
wt 60 30

Tabla 6. Ensayo de estirpes TO de tabaco que expresa HST de arabidopsis tratado con mesotriona. 5 estirpes de
tabaco transformadas con HST de Arabidopsis se vieron menos dafiadas 10 DAT con 10 g/ha de mesotriona que las
estirpes de tipo salvaje tratadas de forma semejante. La expresion de HST de Arabidopsis confiere un grado de
tolerancia al herbicida de HPPD, mesotriona.

EJEMPLO 6. Resistencia de plantas que expresan HPPD de Avena a herbicidas de HST.

Semillas de estirpes T1 segregantes de tabaco que expresan el gen de HPPD de tipo salvaje de Avena sativa bajo el
control operable de la region del promotor de CMV 35S potenciado doble, del terminador Nos3’ y del potenciador
traduccional TMV, se proporcionaron como se describe en el documento W00246387. Alrededor de 30-40 semillas
T1 derivadas de la autofecundacion de un suceso TO tolerante a mesotriona se hicieron crecer hasta plantulas de 7-
10 dias, se pulverizaron y se evaluaron como se describe anteriormente, y los resultados (a 6 DAT) se representan
en la Tabla 7 mas abajo. En las condiciones del experimento, parece que la HPPD de Avena ofrece un grado de
tolerancia a ambos inhibidores de HST 2.30 y 3.6.

Estirpe Rep. Mesotriona 100 g/ha | Compuesto 2.30 150 | Compuesto 3.6 300
g/ha g/ha
WT 1 70 70 65
2 80 70 65
3 80 70 65
HPPD de Avena 1 5 55 10
2 10 55 10
3 20 55 5
4 0 55 5
5 0 55 3
6 0 55 10
7 0 40 10
8 5 50 15
9 10 45 5
10 5 40 10
11 2 45 10
12 5 50 10
13 0 50 5
14 0 60 5
15 30 15
16 5 40 15
17 3 60 5
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Estirpe Rep. Mesotriona 100 g/ha | Compuesto 2.30 150 | Compuesto 3.6 300
g/ha g/ha
18 15 60 10
19 3 60 5
20 0 70 5
21 15 65 5
22 10 70 10
23 5 55 8
24 0 55 5
25 5 55 5
26 0 45 10
27 80 55 15
28 5 55 10
29 3 45 5
30 3 60 10

Tabla 7. Ensayo de las lineas de tabaco Samsun de tipo salvaje (WT) y de tabaco que expresa HPPD de Avena
frente a mesotriona, compuesto 2.30 y compuesto 3.6. Los resultados representan el porcentaje de dafio a 6 DAT.

EJEMPLO 7. Tabaco, transformacion y seleccion de transformantes que expresan HST en herbicidas de HST

Se us6 una placa maestra de Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector binario pBinAT HST (descrito en el
ejemplo 6) para inocular 10 ml de LB que contiene 100 mg/I de rifampicina mas 50 mg/I de kanamicina usando una
Unica colonia bacteriana. Esto se incubé toda la noche a 28°C agitando a 200 rpm.

Todo este cultivo nocturno se uso para inocular un volumen de 50 ml de LA (mas antibioticos). Nuevamente, esto se
cultivé toda la noche a 28°C agitando a 200 rpm. Las células de Agrobacterium se peletizaron centrifugando a 3000
rpm durante 15 minutos, y después se resuspendieron en medio MS con 30 g/l de sacarosa, pH 5,9 hasta una OD
(600 nm) = 0,6. Esta suspension se dispenso en alicuotas de 25 ml en capsulas de Petri.

Se usaron cultivos de brotes de tabaco micropropagados clonales para cortar hojas jovenes (todavia no expandidas
completamente). La nervadura media y los margenes de hojas exteriores se eliminaron y se desecharon, la lamina
que queda se corté en cuadrados de 1 cm. Estos se transfirieron a la suspensién de Agrobacterium durante 20
minutos. Entonces se retiraron los explantes, se golpearon ligeramente sobre papel de filtro estéril para eliminar la
suspension en exceso y después se transfirieron a medio NBM (medio MS, 30 g/l de sacarosa, 1 mg/l de BAP, 0,1
mg/l de NAA, pH 5,9, solidificado con 8 g/l de Plantagar), con la superficie abaxial de cada explante en contacto con
el medio. Se transfirieron aproximadamente 7 explantes por placa, que entonces se cerraron herméticamente y se
mantuvieron entonces en una incubadora iluminada a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas durante 3 dias.

Los explantes se transfirieron entonces a medio NBM que contiene 0,5 mg/l de haloxidina mas antibioéticos, para
evitar el crecimiento posterior de Agrobacterium (200 mg/I de timentina con 250 mg/I de carbenicilina). Entonces se
llevé a cabo el subcultivo adicional sobre este mismo medio cada 2 semanas.

A medida que los brotes comienzan a regenerarse a partir de los explantes de hojas formadores de callos, se
retiraron a medio de alargamiento de brotes (medio MS, 30 g/l de sacarosa, 8 g/l de Plantagar, 1 mg/I de haloxidina
(o similar o concentracion de cualquier otro herbicida de HST a una concentracion discriminante apropiada), 200
mg/l de timentina, 250 mg/l de carbenicilina, pH 5,9). Los brotes que enraizan y contintan proliferando se analizan
para determinar la integracion estable del transgén de HST mediante PCR. Finalmente, estos brotes enraizados se
transfieren a tierra y se desarrollan en condiciones de invernadero. Semillas T1 se producen a partir de las estirpes
TO seleccionadas,

De este modo, se encuentra que el uso de un gen de HST en combinacién con un herbicida inhibidor de HST
proporciona un medio para la seleccién de tejido vegetal transgénico.

EJEMPLO 8. Preparacion y ensayo de estirpes de plantas transgénicas estables que expresan una enzima
HPPD heterdloga
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Estirpes transgénicas de tabaco, haba de soja y maiz, etc., se pueden manipular mediante ingenieria para expresar
diversas HPPD heterdlogas derivadas de, por ejemplo, Avena (SEC ID #26), trigo (SEC ID #27), Pseudomonas
fluorescens (SEC ID # 25) y Shewanella collvelliana (SEC ID #28), como se describe, por ejemplo, en el documento
WO 02/46387.

Las semillas de sucesos seleccionados se recogen, se siembran nuevamente en macetas, y se ensayan de nuevo
para determinar la resistencia a herbicidas en un ensayo de pulverizacion para determinar la resistencia al herbicida
de HPPD (por ejemplo mesotriona). Sucesos de una sola copia entre las estirpes de plantas T1 se identifican
mediante su relacién de segregacion 3:1 (con referencia a kanamicina y o herbicida) y mediante RT-PCR
cuantitativa. Las semillas procedentes de las estirpes de tabaco (var Samsun) T1 asi seleccionadas se siembran en
macetas de 3 pulgadas (7,62 cm) de diametro que contiene 50% de turba, 50% de tierra John Innes n° 3. Después
del crecimiento hasta la etapa de 3 hojas, las plantas se pulverizan, como se describe anteriormente, a fin de realizar
el ensayo para determinar la tolerancia a herbicidas con respecto a plantas de tabaco no transgénicas tratadas de
forma similar.

Las plantas de tabaco de control y plantas T1 transgénicas que expresan el gen de HPPD de Pseudomonas o de
trigo se pulverizan a tasas de 37, 111, 333 y 1000 g/ha de inhibidores de HST y, por ejemplo, compuesto 2.3.

Las plantas se evaltuan y se punttuan para el % de dafio a 16 DAT.

HPPD de
Compuesto TASA g/ha Pseudomonas HPPD de trigo Tabaco wi/t
Mesotriona 37 3 0 66
111 3 2 57
333 43 0 57
1000 67 13 54
Compuesto 2.3 37 0 0 17
111 3 0 40
333 6 3 47
1000 10 8 57

TABLA 8. Comparacion del % de dafo observado 16 DAT de plantas de tabaco w/t con plantas transgénicas que
expresan HPPD de Pseudomonas o de trigo

Se observa asi que la expresion del gen de HPPD proporciona al tabaco un nivel elevado de resistencia al
tratamiento con el inhibidor de HST 2.3, asi como a mesotriona. Las plantas de tabaco w/t tratadas muestran
meristemos blanqueados, mientras que las plantas transgénicas que expresan HPPD tienen meristemos sanos
verdes y nuevas hojas, y casi parecen sin dafio. En este ensayo, las plantas fueron relativamente grandes en el
momento de la pulverizacion, y de este modo los controles no se controlaron completamente.

EJEMPLO 9. Preparacion de estirpes de plantas transgénicas que expresan diferentes enzimas de HST y
HPPD heterdlogas, y sus combinaciones apiladas. Ensayo en invernadero para determinar la tolerancia a
herbicidas

La sec ID 11 de HST (mas el codén de partida) de Arabidopsis de longitud completa se cloné detras de una
secuencia del promotor de CMV 35s doble y una secuencia del potenciador traduccional TMV, y enfrente del
terminador de 3’ del gen nos como se describe previamente. Como se describe anteriormente, este constructo de
expresion se clonoé en un vector binario (pBIN 35S HST de Arabidopsis), que se transformé en tabaco para producir
poblaciones de 30-50 sucesos transgénicos que se subdividieron en la etapa de callo para producir 2-4 plantas
clonales a partir de cada “suceso” transgénico, que entonces se regeneraron y transfirieron a tierra antes de
transferir al invernadero y antes del ensayo.

Justamente de la misma manera, la secuencia del gen de HST de Chlamydomonas (AM285678) se optimizé en los
codones para tabaco, y se cloné detras de las secuencias del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor doble
y del potenciador del virus del tabaco, y enfrente de un terminador del gen nos, se clon6 en un vector binario y se
transformé en tabaco para producir una poblacién de plantas TO.
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Exactamente como se describe en el ejemplo 5 del documento WO 02/46387 la secuencia del gen de HPPD de trigo
(Embl DD064495) se clono detras de un promotor de la subunidad pequefia Rubisco (SSU) de Arabidopsis y delante
de un terminador del gen nos para producir un “casete de expresion de SSU HPPD de trigo nos”, que se clond en un
vector binario y se transformé en tabaco para producir una poblacién de 30-50 sucesos transgénicos.

También se construyd un vector “pBin HST de Arabidopsis/HPPD de trigo” a fin de proporcionar una poblacion de
plantas que coexpresan las enzimas HST y HPPD. El casete de SSU HPPD de trigo nos (descrito anteriormente) se
clond en el sitio EcoRI del vector pBin 35S HST de Arabidopsis (descrito anteriormente) para generar el constructo
de expresion de HST/HPPD y el vector binario. Nuevamente, éste se transformé en tabaco para producir una
poblacion de transformantes primarios. Como alternativa, se produjeron plantas transgénicas que expresan tanto
HPPD como HST mediante transformacién en primer lugar para expresar una HST o HPPD heterdloga, y después el
tejido de la progenie se transformé subsiguientemente con un constructo disefiado para expresar la otra enzima. Por
ejemplo, como se describe en el documento WO 02/46387, plantas de tabaco se transforman para expresar HPPD
de trigo, de Avena o Pseudomonas bajo el control de la expresion del promotor de la pequefia subunidad de rubisco
de Arabidopsis, del potenciador traduccional TMV y del terminador de 3’ del gen nos. Los ejemplos de sucesos TO
muy tolerantes a mesotriona se autofecundan para obtener semillas T1. Aproximadamente 100 de estas semillas T1
procedentes del suceso individual se esterilizan en la superficie usando 1% de Virkon durante 15 minutos, seguido
después del lavado en agua estéril, se colocaron en placas sobre medio MS con 20 g/l de sacarosa, 100 mg/l de
kanamicina, pH 5,8, solidificado con 8 g/l de plantagar. Las plantas individuales se recogieron de la poblacién mixta
de plantas hemicigotas y homocigotas que germinan, se hicieron crecer in vitro, y se micropropagaron para
proporcionar un cultivo de brotes recombinantes clonales. Las hojas de estos cultivos de brotes se sometieron a
transformacion usando constructos y métodos de seleccion descritos previamente. Para evaluar inicialmente si la
coexpresion de HPPD y HST da como resultado niveles elevados de resistencia de la planta a mesotriona en
comparacion con la expresion de HPPD sola, las plantas de hojas derivadas de cultivos de brotes procedentes de
transformantes de HPPD solamente y de transformantes de HPPD mas HST se colocaron en placas sobre medio
NBM que contiene un intervalo de concentraciones de mesotriona entre 0,1 y 5 mg/l. Los explantes de transgénicos
que combinan HPPD y HST pueden mostrar callo verde y un blanqueamiento mas limitado de los brotes que se
regeneran a concentraciones de mesotriona mayores que los explantes de “antecedentes” de HPPD solamente
procedentes del material derivado del suceso de HPPD de planta individual clonal.

Las plantulas de “control” se regeneran a partir del material antecedente clonal que expresa HPPD (con HST) sin
transformar derivado de una unica planta de un solo suceso. Plantulas transgénicas de HST TO que se
transformaron adicionalmente con HST se seleccionan frente a este antecedente como se describe en el ejemplo
anterior en haloxidina, y también se regeneraron. Las plantulas se micropropagaron en clones posteriores, se
enraizaron y se hicieron crecer en macetas en el invernadero como se describe en los ejemplos previos.

ESTIRPES DE TABACO T0 CON ESTIRPES DE TABACO TO CON  ESTIRPES DE TABACO TO CON
HST DE ARABIDOPSIS HPPD DE TRIGO HST DE CHLAMYDOMONAS
7 DAT 26 DAT 7 DAT 21 DAT 17 DAT 26 DAT
ht blch ht bich ht blch  ht bich ht blch ht blch
Wi 80 85 95 100 WT 80 85 95 100 WT | 80 85 95 100
WT | 80 70 90 85 WT 80 70 90 85 WT | 80 70 90 85
WT | 85 7% 75 35 WT 85 7% 75 35 WT | 85 75 75 35
WT | 80 75 90 65 WT 80 75 90 65 WT | 80 75 90 65
WT | 75 70 80 50 WT 75 70 80 50 WT | 75 70 80 50
WT | 80 80 95 85 WT 80 80 95 85 WT | 80 80 95 85
807 | 30 30 75 25 1173 50 35 45 0 510 | 85 75 90 90
811 0 5 5 0 1176 50 40 85 90 511 | 40 15 60 0
812 0 10 15 0 1181 60 50 80 70 513 | 20 0 20 0
813 30 15 30 0 1190 90 60 85 70 516 |nr nr nr nr
814 | 50 15 50 0 1193 70 35 85 70 518 | 15 0 30 0
816 |nr nr nr nr 1202 60 30 30 0 519 |nr nr nr nr
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ESTIRPES DE TABACO T0 CON ESTIRPES DE TABACO TO CON  ESTIRPES DE TABACO TO CON
HST DE ARABIDOPSIS HPPD DE TRIGO HST DE CHLAMYDOMONAS
7 DAT 26 DAT 7 DAT 21 DAT 17 DAT 26 DAT
ht blch ht bich ht blch  ht bich ht blch ht blch
817 0 5 5 0 1203 70 35 55 50 521 | 10 0 20 0
819 |nr nr nr nr 1207 40 60 50 0 524 |nr nr nr nr
823 | 70 50 30 100 1210 50 35 50 0 527 | 55 15 70 0
826 0 70 60 85 1219 70 30 55 0 528 | 25 0 30 0
828 |nr nr nr nr 1224 60 70 80 70 529 | 10 0 20 0
836 0 5 5 0 1228 30 30 40 0 530 | 30 0 30 0
838 | 80 10 80 25 1230 70 40 40 0 534 0 0 10 0
841 80 20 75 0 1231 70 40 50 0 535 |nr nr nr nr
844 0 0 5 0 1234 50 50 60 0 536 5 0 30 0
845 | 40 40 90 90 1250 50 35 60 0 539 0 0 20 0
846 | 70 70 90 90 1255 70 70 75 70 543 | 15 0 20 0
848 | 30 100 50 90 1257 70 65 545 | 55 20 80 25
852 | 80 80 90 90 1259 20 30 50 0 546 8 0 20 0
853 | 30 25 90 85 1260 90 10 95 45 551 |nr nr nr nr
855 5 0 15 0 1261 45 0 552 | 20 0 35 0
857 | 10 20 35 0 1265 20 40 40 0 553 |nr nr nr nr
858 | 10 0 10 0 1267 70 30 70 50 557 |nr nr nr nr
859 |nr nr nr nr 1273 30 40 55 0 558 |nr nr 90 85
860 | 70 0 30 0 1275 40 30 50 0 559 | 40 15 50 0
861 15 30 30 0 1182 90 10 90 90 563 | 20 0 25 0
865 | 20 10 5 0 566 | 50 0 75 0
867 |nr nr nr nr 568 | 55 65 75 85
874 0 5 5 0 572 | 30 10 35 0
881 40 0 10 0 574 | 35 10 30 0
577 | 90 90 95 90
578 |nr nr nr nr

TABLA 9. Poblaciones T0O de sucesos de tabaco que contienen, como alternativa, los casetes de expresion descritos
anteriormente que tienen 1) el gen de 35 S HST de Arabidopsis, 2) el gen de SSU HPPD de trigo, o 3) el gen de 35S
HST de Chlamydomonas. Evaluaciones del dafio herbicida a diversos tiempos tras la pulverizacion con 100 g de
compuesto 2.30. El parametro “ht” se refiere al % en la reduccién de la altura con respecto a las plantas de control,
mientras que el parametro “blch” se refiere al % de blanqueamiento observado en el meristemo con respecto a
plantas de control. Esta claro que la transformacion con los tres constructos confiere tolerancia al compuesto 2.30. El
numero mas elevado de plantas que muestran el menor dafio (siendo alrededor de 50% de los sucesos < 30%
raquiticos) se observo en las poblaciones transformadas con cualquiera de los dos genes de HST.
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WT

WT

WT

WT

WT

WT

807

811

812

813

814

816

817

819

823

826

828

836

838

841

844

845

846

848

852

853

855

857

858

859

HST DE ARABIDOPSIS

7 DAT
ht  blch
60 70
65 65
60 60
75 75
75 70
70 80
60 70
20 20
0 15
0 30
80 20

nr nr

0 15

nr nr
90 20
70 70

nr nr
30 10
40 15
70 25
40 25
80 40
80 40

nr nr
50 50
90 20

0 10
40 30
50 20

nr

nr

ht
70
80
85
60
55
65
90
25

35
40
20
15

nr
90
80

nr
35
40
35
35
85
70
30
50

nr
20
35
40

nr

nr

nr

nr

nr

21 DAT

blch

80

70

80

45

30

45

90

90

80

90

60
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WT

WT

WT

WT

WT

WT

1173

1176

1181

1190

1193

1202

1203

1207

1210

1219

1224

1228

1230

1231

1234

1250

1255

1257

1259

1260

1261

1265

1267

1273

nr

HPPD DE TRIGO

7 DAT
ht  blch
60 70
65 65
60 60
75 75
75 70
70 80
10 30
50 50
10 40
70 70
50 50
40 40
70 70
70 50
70 60
40 40
40 45
10 60
70 50
50 50
50 60
90 50
90 30
70 70
70 70
30 40
70 60
nr
70 70
10 50

Ly

21 DAT
ht blch
70 80
80 70
85 80
60 45
55 30
65 45
40 0
65 25
40 0
80 25
45 0
40 0
100 100
80 80
80 80
45 0
40 0
50 0
40 0
80 25
90 90
90 20
90 20
80 75
80 10
65 0
90 90
50 0
85 80
40 0

HST DE

CHLAMYDOMONAS

14 DAT

ht bich
WT 60 40
WT 70 70
WT 60 60
WT 70 75
WT 75 70
WT 65 65
510 30 15
511 30 15
513 20 5
516 15 5
518 30 15
519 |nr nr
521 10 0
524  |nr nr
527 40 35
528 35 15
529 15 0
530 10 5
534 30 5
535 20 10
536 25 0
539 5 0
543 20 0
545 25 20
546 15 0
551 30 15
552 40 15
553 10 10
557 25 15
558 15 5




860

861

865

867

874

881

nr

HST DE ARABIDOPSIS

7 DAT 21 DAT
ht  blch ht bich
40 25 40 0
40 20 40 0

0 30 25 0
70 60 40 0
0 25 15 0

nr 35 0
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1275

1182

HPPD DE TRIGO

7 DAT 21 DAT
ht blch  ht blch
60 60 80 20
40 50 55 0

HST DE
CHLAMYDOMONAS
14 DAT
ht bich
559 25 15
563 55 10
566 50 25
568 35 15
572 30 15
574 |nr nr
577 80 80
547 30 15
578 50

TABLA 10. Poblaciones TO de sucesos de tabaco que contienen, como alternativa, los casetes de expresion
descritos anteriormente que tienen 1) el gen de HST de Arabidopsis, 2) el gen de HPPD de trigo, o 3) el gen de HST
de Chlamydomonas. Evaluaciones del dafio herbicida a diversos tiempos tras la pulverizacion con 40 g de
compuesto 1.1. El parametro “ht” se refiere al % en la reduccién de la altura con respecto a las plantas de control,
mientras que el parametro “blch” se refiere al % de blanqueamiento observado en el meristemo con respecto a
plantas de control. Los tres constructos proporcionan tolerancia al compuesto 1.1. El nimero mas elevado de
plantas que muestran el menor dafio (mas del 50% de los sucesos < 35% raquiticos) se observo en las plantas
transformadas con cualquiera de los dos genes de HST.

ESTIRPES DE TABACO TO CON HST DE ESTIRPES DE TABACO TO CON HST

WT

WT

WT

WT

WT

WT

807

811

812

813

814

816

ARABIDOPSIS
7 DAT 26 DAT
ht blch ht blch
85 70 85 90
85 70 85 90

85 75 100 100

90 75 90 80
90 80 80 70
90 80 70 40
50 80 95 95
60 60 60 100
30 30 30 0
20 25 60 0
60 40 60 0
20 0 35 0

DE ARABIDOPSIS + HPPD DE TRIGO

WT

WT

WT

WT

WT

WT

694

695

704

705

706

714

7 DAT 26 DAT
ht blch ht blch
86 70 85 90
865 70 85 90

86 75 100 100

90 75 90 80

90 80 80 70

90 80 70 40

30 90 90 90

50 25 25 0

30 20 30 0
nr nr 85 50

0 20 50 0

nr nr nr nr
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ESTIRPES DE TABACO T0

CON HST DE
CHLAMYDOMONAS

17 DAT 26 DAT

ht blch ht bich
WT| 8 70 85 90
WT| 8 70 85 90
WT| 8 75 100 100
WT| 9 75 90 80
WT| 90 80 80 70
WT| 90 80 70 40
510 | 60 10 50 0
51| 45 O 40 0
513 35 0 30 0
516 | 60 10 70 0
518 | 50 0 75 0
5199 nr  nr nr nr




ESTIRPES DE TABACO TO CON HST DE ESTIRPES DE TABACO TO CON HST
DE ARABIDOPSIS + HPPD DE TRIGO

ht

817

30

819

nr

823

60

826

50

828

nr

836

20

838

60

841

30

844

50

845

85

846

80

848

40

852

50

853

60

855

857

30

858

50

859

nr

860

50

861

10

865

30

867

nr

874

30

881

nr

ARABIDOPSIS
7 DAT 26 DAT
bich ht bich
25 30 0
nr nr nr
70 45 100
100 90 95
nr nr nr
10 50 0
50 90 95
25 30 0
25 50 0
85 95 95
100 95 95
40 50 0
100 90 95
80 95 95
20 30 0
25 35 0
20 55 0
nr nr nr
25 20 0
5 25 0
25 30 0
nr 95 95
20 20 0
nr 35 0
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716

718

722

724

727

728

730

739

740

742

745

747

749

751

752

757

758

759

762

768

769

773

776

778

786

7 DAT
ht blch
50 15
15 15
60 15
80 30
0 20
75 20
60 60
0 25
45 30
20 15

nrnr
60 60
35 30
30 15
30 20
45 55
20 20

nrnr
40 20
30 30
50 25
50 20

nrnr

0 20
40 25

nr

nr

ht
55
12
60
90
12
30
95
35
10
30

90
30
10
15
80
10
80
30
30
35
35

12
85

26 DAT

nr

nr

blch
0
0

90

90

100

20

30

ESTIRPES DE TABACO T0

CON HST DE
CHLAMYDOMONAS

17 DAT 26 DAT

ht blch ht bich
521 | 40 0 45 0
524 nr
527 | 80 35 85 20
528 | 50 10 65 30
529 | 70 70 80 70
530 | 50 0 45 0
534 | 50 0 35 0
535 |nr nr 60 65
536 | 50 20 55 25
539 | 45 0 35 0
543 | 80 70 80 80
5451 90 85 85 70
546 | 40 0 45 0
551 | 75 65 90 80
552 | 45 0 55 0
553 | 60 0 40 0
557 | 35 O 40 0
558 | 70 65 75 70
559 | 70 70 75 0
563 | 45 0 30 0
566 | 50 10 65 0
568 | 90 60 90 75
572 | 80 50 70 65
574 | 45 15 60 0
577 | 80 80 90 90
578 | 90 85 90 80

TABLA 11. Poblaciones TO de sucesos de tabaco que contienen, como alternativa, los casetes de expresion
descritos anteriormente que tienen 1) el gen de HST de Arabidopsis, 2) el gen de HPPD de trigo apilado con el gen
de HST de Arabidopsis, o 3) el gen de HST de Chlamydomonas. Evaluaciones del dafio herbicida a diversos
tiempos tras la pulverizacion con 500 g de compuesto 2.30. El parametro “ht” se refiere al % en la reduccion de la
altura con respecto a las plantas de control, mientras que el parametro “blch” se refiere al % de blanqueamiento
observado en el meristemo con respecto a plantas de control. Los tres constructos proporcionan tolerancia al
compuesto 2.30. El numero mas elevado de plantas que muestran el menor dafio (mas del 50% de los sucesos <
30% raquiticos) se observo en las plantas transformadas con la combinacion apilada de los genes de HPPD y HST.
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TRATAMIENTO CON 15 g/ha de mesotriona

TABACO CONHST TABACO CON HST
DE ARABIDOPSIS

WT

WT

WT

WT

WT

WT

807

811

812

813

814

816

817

819

823

826

828

836

838

nr

nr

nr

nr

841

844

845

846

848

852

853

855

nr

857

21 DAT
ht
90
85
85
75
75

80
80
90
85
80
90

80
90

70
80
75
90
85
80
85
90
90

85

DE
CHLAMYDOMONAS
21DAT

ht
WT 90
WT 85
WT 85
WT 75
WT 75
WT |nr
510 70
511 55
513 |nr
516 85
518 65
519 |nr
521 65
524 |nr
527 80
528 85
529 65
530 65
534 70
535 55
536 65
539 55
543 80
545 65
546 75
551 60
552 65
553 |nr
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TRATAMIENTO CON 15 g/ha de mesotriona
TABACO CON HST TABACO CON HST

DE ARABIDOPSIS DE
CHLAMYDOMONAS
21 DAT 21DAT
ht ht
858 90 557 80
859 |nr 558 70
860 85 559 65
861 85 563 70
865 90 566 80
867 90 568 70
874 75 572 70
881 90 574 70
577 100
578 70

TABLA 12. Poblaciones TO de sucesos de tabaco que contienen, como alternativa, los casetes de expresion
descritos anteriormente que tienen 1) el gen de HST de Arabidopsis, o 2) el gen de HST de Chlamydomonas.
Evaluaciones de dafio herbicida a diversos tiempos tras la pulverizacion con 15 g/ha de mesotriona. Un nimero de
estirpes vegetales que contienen el gen de HST de Chlamydomonas mostré cierta tolerancia a mesotriona,
reverdeciendo 3 estirpes en particular y recubriendo una extension significativamente mayor que las plantas de
control tratadas de forma similar.

EJEMPLO 10. Construccion de vectores de transformacion de haba de soja.

Un vector binario (17107) para la transformacion dicotiledonea (haba de soja) se construye, por ejemplo, con el
promotor UBQ3 de Arabidopsis que conduce la expresion de la secuencia codificante de HST de Chlamydomonas
(SEC ID # 15), seguido del terminador de 3’ del gen Nos. El gen esta optimizado en codones para la expresion de
haba de soja basandose en la secuencia de aminoacidos predicha de la regiéon codificante del gen de HST. La
secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por el gen de HST de Chlamydomonas se proporciona en SEC
ID # 5. Opcionalmente, el vector de transformacion también contiene dos casetes del gen de PAT (uno con el
promotor 35S y uno con el promotor COMPUESTO, y ambos genes de PAT estan seguidos por el terminador nos)
para la seleccién a base de glufosinato durante el proceso de transformacion.

De forma similar, se construyé un vector binario similar (17108) pero que comprende también un casete de
expresion que expresa el gen de HPPD de Avena optimizado en codones de haba de soja. En este caso, no hay
ningun gen de PAT, y la seleccion se lleva a cabo usando un herbicida de HPPD, o como se describe aqui, un
herbicida de HST.

Ejemplo 11: Establecimiento y seleccion de plantas TO de haba de soja

La transformacion de haba de soja se logra usando métodos bien conocidos en la técnica. Se tomaron plantas TO a
partir del cultivo tisular al invernadero, en el que se transplantaron en tierra saturada (Redi-Earth® Plug y Seedling
Mix, Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA) mezclada con 1% de Marathon® granular (Olympic Horticultural Products,
Co., Mainland, PA) a 5-10 g/gal de Redi-Earth® Mix en macetas cuadradas de 2” (5,08 cm). Las plantas se cubrieron
con cupulas de humedad y se colocaron en una camara Conviron (Pembina, ND) con las siguientes condiciones
medioambientales: 24°C dia; 18°C noche; fotoperiodo 23 h; humedad relativa 80%.

Después de que las plantas se establecieron en la tierra y aparecieron nuevos crecimientos (~ 1-2 semanas), las
plantas se muestrearon y se ensayaron para determinar la presencia del transgén deseado mediante analisis
Tagman™ usando sondas apropiadas para los genes de HST y/o HPPD, o promotores (por ejemplo prCMP y
prUBqg3). Todas las plantas positivas y varias plantas negativas se transplantaron en macetas cuadradas de 4”
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(10,16 cm) que contienen tierra MetroMix® 380 (Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA). Se incorporé en la tierra, a la
tasa recomendada, fertilizante de liberacion lenta Sierra 17-6-12. Las plantas negativas sirvieron como controles
para el experimento de pulverizacién. Las plantas se recolocaron entonces en un invernadero estandar para que se
aclimataran (~ 1 semana). Las condiciones medioambientales son: 27°C dia; 21°C noche; fotoperiodo 12 h (con luz
ambiental); humedad ambiental. Tras aclimatarse (~ 1 semana), las plantas estan listas para ser pulverizadas con
los herbicidas deseados.

Ejemplo 12. Mezclas de herbicidas de HPPD/HST. Efecto de la adicion de pequeias cantidades de inhibidor
de HPPD sobre la actividad herbicida de herbicidas de HST

Se germinaron plantulas de tabaco (var Samsun) asépticamente en agar constituido en medio de sales de
Murashige y Skoog de fuerza 1/3 junto con diversas dosis de herbicida. Se evalu6 7 DAT el dafio de blanqueamiento
a las plantulas emergentes. Las plantulas se mantuvieron cubiertas bajo perspex transparente y se hicieron crecer a
18°C (noche) y 24°C (dia) en un régimen de 16 h al dia (~ 500-900 umoles/m?), 8 h de oscuridad. Las plantulas
afectadas por el herbicida estan blanqueadas y crecen menos. Las respuestas sinérgicas/antagonistas se calculan
usando la formula de Colby (Colby, S. R. (Calculating synergistic and antagonistic responses of herbicide
Combinations”, Weeds, 15, p. 20-22, 1967).

% de lesion
[Haloxidina] / ppm Haloxidina Mas mesotriona Mas mesotriona (O-E)
solamente (0,004 ppm) (0,004 ppm)
(OBSERVADA) (ESPERADA)
37,5 100 100 100 0
18,8 100 100 100 0
9,4 90 100 94 6
4,7 70 100 80 20
24 50 90 67,5 22,5
1,2 35 70 58 12
0,6 20 50 48 2
0,3 10 50 41,5 8,5
0,75% viv DMSO 0 35 35 0

TABLA 13. Efectos de herbicidas de HST + HPPD sobre plantones de tabaco en agar. El % de blanqueamiento
observado 7 DAT de semillas de tabaco germinantes en agar se evalua con diversas dosis de haloxidina 'y 0,75% v/v
de DMSO en presencia o ausencia de 0,004 ppm de mesotriona. A esta dosis, la mesotriona por si misma da
consistentemente un dafio de blanqueamiento del 35%, y por lo tanto los valores esperados para el dafio en mezcla
con las diversas dosis de haloxidina se calculan en consecuencia como se describe por Colby (1967).

En un procedimiento de ensayo de herbicidas alternativo, plantulas de tabaco (var Samsun) germinadas
asépticamente en agar obtenidas en medio de sales de Murashige y Skoog de fuerza 1/3 se transfieren después de
4 d para que floten encima de 2,9 ml de medio de cultivo liquido estéril (medio de Murashige y Skoog de media
fuerza que contiene 30 mM de sacarosa) en pocillos de placas de 12 pocillos. Los compuestos de ensayo se afiaden
a diversas dosis y se evalla el dafio de blanqueamiento después de 14-20 DAT. Las plantulas se mantienen
cubiertas bajo perspex transparente y se hacen crecer a 18°C (noche) y 24°C (dia) bajo un régimen de 16 h dia (~
500-900 umoles/m®), 8 h de oscuridad. Las plantulas contindan creciendo y producen nuevo tejido a lo largo del

periodo de 14-20 DAT, pero estan blanqueadas y crecen menos en presencia de concentraciones de herbicida
controladoras.

% de lesion
Compuesto 2.13 / ppm compuesto 2.13 Mas mesotriona (0,001 Mas mesotriona (0,0005
solamente ppm) ppm)
23 100 100 100
7,67 50 100 100
2,56 0 90 90
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% de lesion
Compuesto 2.13 / ppm compuesto 2.13 Mas mesotriona (0,001 Mas mesotriona (0,0005
solamente ppm) ppm)
0,85 0 90 40
0,28 0 80 0
0,09 0 80 0
0,03 0 60 0
0,01 0 40 0
0,75% viv DMSO 0 20 0

TABLA 14. Efectos de herbicidas HST + HPPD sobre plantones de tabaco que crecen en liquido. El % de
blanqueamiento observado 20 DAT de plantones de tabaco en medio de cultivo liquido se evalua frente a la
presencia de diversas concentraciones del herbicida de HST, compuesto 2.13 con 0,75% v/v de DMSO en presencia
o ausencia de 0,001 6 0,0005 ppm de mesotriona. A estas dosis, la mesotriona por si misma produjo dafio de
blanqueamiento minimo, del 20%, o nulo.

A partir de los datos proporcionados, es manifiesto que la adicién de una dosis baja de mesotriona sinergiza el
efecto herbicida del inhibidor de HST, haloxidina, en plantulas de tabaco que se hacen crecer en agar.

Haloxidina ppm Haloxidina solamente + mesotriona 0,001 ppm
47 100 100
16 100 100
5,2 100 100
1,7 100 100
0,58 90 100
0,19 50 100
0,75% DMSO 0 5
Tabla 15a
Compuesto 2.15 ppm Compuesto 2.15 solamente + mesotriona 0,001 ppm
47 100 100
16 100 100
5,2 40 70
1,7 5 80
0,58 0 5
0,19 5 0
0,75% DMSO 0 5
Tabla 15b

TABLAS 15a y 15b. Lesion por herbicida de HST + HPPD sobre plantones de tabaco que crecen en medio de cultivo
liquido. El % de blanqueamiento observado 14 DAT de los plantones de tabaco en medio de cultivo liquido se evalua
frente a la presencia de diversas concentraciones de los herbicidas de HST, haloxidina (Tabla 15a) y el compuesto
2.15 (Tabla 15b), con 0,75% v/v de DMSO en presencia o ausencia de 0,001 ppm de mesotriona. A esta dosis, la
mesotriona produjo dafio minimo (0-5% v).

En cultivo liquido, el efecto sinérgico de mesotriona sobre la actividad del inhibidor de HST 2.13 es incluso mas
manifiesto que aquel en haloxidina. Incluso la adicidon de una dosis de mesotriona, que no produce ella misma
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ningun dafo visible en absoluto, da como resultado niveles de lesion de blanqueamiento de 40, 90 y 100% a dosis
de compuesto 2.13 a las que el nivel esperado de control (segun Colby) es so6lo 0, 0 y 50%. De forma similar, a la
mayor dosis de mesotriona, se observa un blanqueamiento de 80 6 90% a lo largo de un intervalo de tasas de
compuesto 2.13, en las que se espera solo 20%. De forma similar, en condiciones similares, y en experimentos
repetidos, hay claros efectos sinérgicos de cantidades bajas de mesotriona sobre la lesién observada bajo
respuestas de dosis de haloxidina y compuesto 2.15.

EJEMPLO 13. CONTROL DE MALAS HIERBAS EN INVERNADERO POR MEZCLAS DE HERBICIDAS DE HST Y
HPPD

Se plantaron semillas de malas hierbas en bandejas que contienen tierra adecuada (por ejemplo 50% de turba, 50%
de tierra John Innes n° 3) y se hicieron crecer en las condiciones del invernadero a 24-27°C dia; 18-21°C noche y
aproximadamente un fotoperiodo de 14 h (0 mas en el verano del Reino Unido).

La humedad es ~ 65% y los niveles de luz hasta 2000 umoles/m2 en la mesa de trabajo. Las bandejas se pulverizan
con sustancias quimicas de ensayo disueltas en agua con 0,2-0,25% de tensioactivo X-77, y se pulverizaron desde
un soporte de tipo brazo en un pulverizador de carril adecuado que se mueve a alrededor de 2 mph (3,22 kmph) en
un pulverizador de carril adecuado (por ejemplo una camara de pulverizacion DeVries, con la boquilla a alrededor de
2 pulgadas (5,08 cm) desde las partes superiores de las plantas. El volumen de pulverizacion es adecuadamente
500-1000 I/ha. Las pulverizaciones se llevaron a cabo tanto preemergencia como sobre pequefias plantas a
alrededor de 7-12 d post-emergencia.

Las plantas se evalian 14 DAT, y el dafio herbicida se puntiia en una escala de 0 a 100%. El inhibidor de HST
compuesto 2.30 (denominado compuesto A en la tabla 16 y 17), haloxidina (compuesto 1.1) y compuesto 2.13
(denominado compuesto AE en las tablas 16 y 17) se pulverizan a tasas entre 0 y 500 g/ha. La mesotriona se aplica
a una tasa muy baja de 1 g/ha, a la cual no provoca esencialmente ningun dafio (< 10%).

APLICACION POST-EMERGENCIA

SETFA ECHCG ALOMY
5§ 25 § 55 § =5

la. Tasa g/ha £ ms £ ©s £ @

Mesotriona 1 0 8 0

Compuesto A 500 70 75 5 67 75 6 23 35 12
250 65 75 10 65 68 0 15 22 7
125 57 62 5 57 53 -7 13 20 7
63 33 42 8 42 42 -5 5 10 5
31 32 42 10 18 38 13 3 3 0
16 23 18 -5 12 17 -2 2 2 0

Compuesto AE 500 0 0 0 0 20 12 7 5 -2
250 0 0 0 0 22 13 2 3 2
125 0 0 0 0 15 7 0 0 0
63 0 0 0 0 8 0 0 3 3
31 0 0 0 0 5 -3 0 2 2
16 0 0 0 0 5 -3 0 0 0
500 100 100 0 98 100 2 95 95 0

Haloxidina 250 100 100 0 83 97 12 90 92 2
125 93 97 3 70 78 6 78 83 5
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APLICACION POST-EMERGENCIA

SETFA ECHCG ALOMY
C ‘T(U C C ‘T(U C C ‘T(U C
S <« o S £ o o <0
l.a. Tasa g/ha £ o3 - £ o8 - £ o8 -
cd o8 2 c8 ol 2 c8 o3 £
® €E o € ®© 3] ' E o E® 3] » E o~ E®© o
Mesotriona 1 0 8 0
63 80 92 12 57 75 15 53 68 15
31 68 82 13 52 67 11 27 33 7
16 42 27 -15 33 57 18 13 23 10

TABLA 16. Control post-emergencia de malas hierbas mediante mezclas de herbicidas de HST/HPPD. Los nimeros
dados a conocer corresponden al % de dafio observado.
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EJEMPLO 14. Estudios adicionales que muestran sinergia entre herbicidas de HPPD y de HST

En un ensayo adicional, cuyos resultados se representan en las tablas 18 y 19, se plantan semillas de malas hierbas
en bandejas que contienen 50% de turba/50% de tierra de John Innes n° 3, y se hacen crecer en el invernadero a
24-27 C dia; 18-21 C noche y aproximadamente un fotoperiodo de 15 h. La humedad es ~ 65%, y los niveles de luz
en la mesa de trabajo son hasta 2 mmoles/m?. Nuevamente, todas las sustancias quimicas de pulverizacién se
disuelven en 0,2% de tensioactivo X77 y se pulverizan desde un soporte de tipo brazo en un pulverizador de carril
que se mueve a 2 mph (3,22 kmph) con la boquilla ajustada a alrededor de 2 pulgadas (5,08 cm) desde las partes
superiores de las plantas. El volumen de pulverizacién es adecuadamente 500 I/ha. Las pulverizaciones se llevaron
a cabo tanto preemergencia como post-emergencia sobre pequefias plantas a alrededor de 7-12 d post-emergencia.
Las plantas se evaltian a 14 DAT, puntuandose el dafio herbicida en una escala de 0 a 100%. El herbicida inhibidor
de HPPD es el compuesto A22 (4-hidroxi-3[[2-(2-metoxietoxi)metil]-6-(trifluorometil)-3-piridinilJcarbonil]-
biciclo[3.2.1]oct-3-en-2-0na), que se pulverizd a 2 g/ha tanto solo como en mezcla con diversos herbicidas de HST.
En las Tablas 18 y 19 se representan los resultados y tasas de pulverizacion. Nuevamente, la formula de Colby se
ha usado para calcular puntuaciones de sinergia observadas tras el tratamiento con la mezcla basada en los
resultados obtenidos con los componentes individuales solos. Se observa sinergia positiva entre el herbicida de
HPPD y una amplia variedad de herbicidas inhibidores de HST aplicados tanto pre como post-emergencia a lo largo
de una variedad de malas hierbas.

Compuesto  Tasa  PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO POST_EMERGENCIA

(g/ha)
SIDSP DIGSA PANMI BRAPL SETFA ECHCG
Colby Colby Colby Colby Colby Colby
Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E)
Compuesto 2 20 5 50 2 10 30
A22 solo
2 15 5 55 2 2 30
Compuesto 250 15 0 0 5 2 2
2.15 solo
62,5 10 0 0 0 0 0
15,625 0 0 0 0 0 0
Compuesto 250 60 30,125 10 5 50 2,5 30 23,1 10 4,08 60 286
215 + 2
g/ha 62,5 50 24,25 10 5 50 2,5 20 18 0 -4 50 20
compuesto 45675 30 12,5 0 5 40 125 10 8 0 -4 40 10
A22
Compuesto 250 10 5 70 65 40 30
3.5 solo
62,5 10 0 15 30 10
15,625 2 0 5 2 2 155
Compuesto 250 30 4,25 10 0,25 75 10,75 50 -157 55 12,5 60 9
3.5+2g/ha
compuesto 62,5 25 0,75 2 -3 75 15375 40 8,6 30 16,4 50 9,5
AZ2 15625 25 585 0 5 70 15125 2 19 5 092 50 165
Compuesto 250 40 20 70 80 60 40
2.21 solo
62,5 20 10 30 30 20 10
15,625 5 0 10 5 2 0
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Compuesto
221 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.14 solo

Compuesto
214 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.19 solo

Compuesto
219 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.18 solo

Compuesto
218 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.9 solo

Compuesto
2.9+ 2g/ha
compuesto

Tasa
(9/ha)

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250

62,5
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PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO POST_EMERGENCIA

SIDSP
Colby
Obs (O-E)
50 -0,5
50 16
30 8,375
50
30
15
60 1,25
50 7,75
50 20,125
50
30
15
70 11,25
65 22,75
50 20,125
70
60
15
70 -5,25
50 -17
50 20,125
20
20
10
70 36
70 36

DIGSA
Colby
Obs (O-E)
60 36
50 35,5
20 15
20
20
10
60 36
40 16
30 15,5
70
50
30
80 8,5
75 22,5
60 26,5
50
30
1
75 22,5
60 26,5
40 34,05
10
2
50 30,75
40 25,5

PANMI
Colby
Obs (O-E)
80 -5,75
70 3,25
75 17,75
90
60
40
80 -15,25
80 -1
75 3,5
85
70
40
90 -2,875
80 -5,75
80 8,5
70
65
10
85 -0,75
80 -3,375
70 12,75
70
50
30
85 -0,75
80 3,75
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BRAPL
Colby
Obs (O-E)
80 -0,4
75 43,6
30 23,1
60
60
30
80 19,2
60 -0,8
50 18,6
80
70
20
80 -0,4
70 -0,6
60 38,4
80
60
5
80 -0,4
70 9,2
50 43,1
70
55
15
75 4,4
70 14,1

SETFA
Colby
Obs (O-E)
60 -1,6
50 26,8
50 44,09
70
60
25
75 3,8
70 8,4
55 27
80
60
30
80 -0,8
80 18,4
80 47,2
85
60
10
85 -0,6
80 18,4
65 51,4
65
50
20
80 13,6
80 28

ECHCG
Colby
Obs (O-E)
65 7
65 28
50 20
65
50
30
80 4,5
70 5
60 9
75
45
30
85 2,5
80 18,5
80 29
70
40
2
85 6
80 22
60 28,6
70
40
20
85 6
75 17
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A22

Compuesto
2.3 solo

Compuesto
2.3 +2g/ha
compuesto

A22

Compuesto
2.8 solo

Compuesto
2.8 +2 g/ha
compuesto

A22

Compuesto
2.17 solo

Compuesto
217 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.16 solo

Compuesto
216 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto

Tasa
(9/ha)

15,625
250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625
250
62,5

15,625

250
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PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO POST_EMERGENCIA

SIDSP
Colby
Obs (O-E)

50 24,25
55
40
10
50 -12,875
50 -0,5
40 14,25
50
45
30
70 11,25
60 5,375
50 7,75
50
15

5
55 -3,75
50 20,125
40 18,375
50
40

5
75 16,25
70 19,5
40 18,375
50

DIGSA
Colby
Obs (O-E)
40 33,1
45
35
2
60 12,25
55 16,75
50 43,1
60
20
5
65 3
60 36
50 40,25
50
5
0
60 75
50 40,25
40 35
40
2
0
70 27
40 33,1
40 35
70

PANMI
Colby
Obs (O-E)

75 8,25
65
55

2
85 1,625
75 -3,625
75 21,55
80
50
40
90 -0,5
75 -1,25
70 -1,5
55
10

0
70 -8,625
70 12,75
60 75
70
40

5
75 -10,75
60 -11,5
60 5,125
70
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BRAPL
Colby
Obs (O-E)
50 33,3
70
50
20
70 -0,6
60 9
50 28,4
85
55
20
90 4,7
80 24,1
60 38,4
50
15
1
40 -1
40 23,3
35 32,02
70
30
10
70 -0,6
40 8,6
20 8,2
75

SETFA
Colby
Obs (O-E)
60 36,8
60
40
5
60 -1,6
60 17,6
60 51,2
60
65
5
65 3,4
60 -6,4
50 41,2
40
10
0
55 12,6
50 36,4
35 31
65
30
1
75 9,3
50 18,6
40 37,02
80

ECHCG
Colby
Obs (O-E)
70 26
40
30
5
65 7
60 9
60 26,5
65
40
10
70 -5,5
70 12
55 18
40
5
0
50 -8
50 16,5
30 0
50
15
2
70 5
60 19,5
50 18,6
70
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Compuesto  Tasa  PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO POST_EMERGENCIA

(g9/ha)
SIDSP DIGSA PANMI BRAPL SETFA ECHCG
Colby Colby Colby Colby Colby Colby
Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E) Obs (O-E)
2.28 solo 62,5 40 50 35 50 50 40
15,625 15 10 1 5 2 2
Compuesto 250 75 16,25 80 8,5 85 -0,75 80 4,5 75 -5,4 80 1
g/ﬁg *o2 62,5 75 24,5 70 17,5 80 10,875 70 19 75 24 80 22

Z‘gpuesm 15,625 70 40,125 60 455 75 22,025 50 43,1 65 61,04 60 28,6

Compuesto 250 40 10 55 60 40 30
2.25 solo
62,5 30 2 10 30 5 2
15,625 10 0 2 15 1 1
Compuesto 250 60 9,5 60 455 75  -3,625 80 19,2 60 18,8 70 19
225 + 2
g/ha 62,5 40 2,25 30 23,1 70 12,75 50 18,6 30 23,1 50 18,6
compuesto 15,625 30 4,25 15 10 60 6,55 30 13,3 25 22,02 40 9,3
A22
Compuesto 250 55 80 85 95 80 90
2.20 solo
62,5 50 60 45 50 65 60
15,625 10 20 15 30 25 20
Compuesto 250 80 17,125 85 4 90  -2,875 90 -5,1 85 46 85 -8
220 + 2
g/ha 62,5 70 11,25 80 18 85 11,125 70 19 80 14,3 80 8
Z‘gpuesm 15,625 65 39,25 60 36 80 20,375 70 386 80 53,5 80 36
Compuesto 250 20 30 80 75 70 50
6.1 solo
62,5 15 10 50 40 20 5
15,625 5 0 2 10 0 0
Compuesto 250 60 26 70 365 97 6,5 80 45 70 0,6 75 10
6.1 + 2 g/ha
compuesto 62,5 50 20,125 50 355 75 1,25 30 11,2 60 384 75 415
A22 15625 45 23375 40 3 65 1155 20 82 30 28 50 20

TABLA 18. Control de malas hierbas post-emergencia de un intervalo de malas hierbas. % de puntuaciones de
control tras las pulverizaciones con una variedad de inhibidores de HST solos o en mezcla con A22 (ensayos de una
sola réplica solamente)
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Compuesto

Compuesto
A22 solo

Compuesto
2.15 solo

Compuesto
215 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
3.5 solo

Compuesto
35 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.21 solo

Compuesto
221 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.14 solo

Compuesto
214 + 2
g/ha

ES 2509 897 T3

Tasa PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO PRE_EMERGENCIA
(g9/ha)
SIDSP DIGSA PANMI BRAPL SETFA ECHCG
Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby
(O-E) (O-E) (O-E) (O-E) (O-E) (O-E)
Obs
2 2 2 0 0 5 5
2 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0
62,5 0 0 0 0 0 0
15,625 0 0 0 0 0 0
250 2 1 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 30 27,5
62,5 2 1 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 20 17,5
15,625 0 -1 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 0 -2,5
250 2 0 0 0 0 0
62,5 0 0 0 0 0 0
15,625 0 0 0 0 0 0
250 5 2,02 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 2 -0,5
62,5 1 0 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 2 -0,5
15,625 0 -1 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 0 -2,5
250 1 0 0 5 2 5
62,5 0 0 0 2 0 0
15,625 0 0 0 0 0 0
250 10 8,01 85 84 15 15 10 5 10 5,55 30 22,625
62,5 0 -1 0 -1 0 0 0 -2 1 -1,5 0 -2,5
15,625 0 -1 0 -1 0 0 0 0 0 -2,5 0 -2,5
250 5 5 2 20 20 50
625 0 0 0 2 2 5
15,625 0 0 0 0 0 0
250 50 44,05 30 24,05 50 48 30 10 40 18 97 45,75
62,5 0 -1 0 -1 0 0 10 8 20 15,55 50 52,625
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Compuesto Tasa PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO PRE_EMERGENCIA
(g/ha)
SIDSP DIGSA PANMI BRAPL SETFA ECHCG
Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby
(O-E) (O-E) (O-E) (O-E) (O-E) (O-E)
Obs
compuesto 15,625 0 -1 0 -1 0 0 0 0 0 2,5 20 17,5
A22
Compuesto 250 10 20 60 40 60 90
2.19 solo
62,5 2 0 0 10 5 50
15,625 0 0 0 0 0 0
Compuesto 250 65 54,1 80 592 65 5 70 30 70 9 80  -10,25
2.19 +2
g/ha 62,5 65 62,02 30 29 NC NC 20 10 5 2,375 60 8,75
compuesto 45 g5 30 29 2 1 2 2 0 0 2 0,5 10 75
A22
Compuesto 250 30 0 50 40 25 20
2.18 solo
62,5 30 0 0 10 20 20
15,625 0 0 0 0 0 0
Compuesto 250 60 293 30 29 65 15 60 20 60 33,125 80 58
2.18 +
2g/ha 62,5 20  -10,7 10 9 0 0 5 5 2 -20 2 -20
compuesto 45 605 0 -1 0 -1 0 0 0 0 1 1,5 0 2,5
A22
Compuesto 250 40 65 60 50 30 60
2.9 solo
62,5 0 0 0 2 0 0
15,625 0 0 0 0 0 0
Compuesto 250 40 0,6 50 -15,35 35 25 50 0 60 28,25 90 29
29 + 2
g/ha 62,5 2 1 1 0 0 0 2 0 20 17,5 75 72,5
compuesto
A22 15,625 1 0 0 -1 0 0 0 0 0 2,5 60 57,5
Compuesto 250 20 40 50 40 30 50
2.3 solo
62,5 0 0 0 2 5 10
15,625 0 0 0 0 0 0
Compuesto 250 5 -158 10  -30,6 20 -30 20 -20 40 8,25 80 28,75
2.3 2 g/ha
compuesto 62,5 0 -1 5 4 0 0 10 8 30 22,625 70 57,75
A22 15,625  NC NC 0 1 0 0 0 ) 175 30 275
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Compuesto

Compuesto
2.8 solo

Compuesto
28 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.17 solo

Compuesto
217 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.16 solo

Compuesto
216 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.28 solo

Compuesto
228 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.25 solo

ES 2509 897 T3

Tasa PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO PRE_EMERGENCIA
(g9/ha)
SIDSP DIGSA PANMI BRAPL SETFA ECHCG
Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby Obs Colby
(O-E) (O-E) (O-E) (O-E) (O-E) (O-E)
Obs
250 2 30 60 15 10 50
62,5 0 0 0 1 0 2
15,625 0 0 0 0 0 0
250 2 -0,98 2 -28,7 5 -55 20 5 30 17,75 60 8,75
62,5 2 1 1 0 0 0 20 19 30 27,5 55 50,55
15,625 0 -1 0 -1 0 0 0 0 10 7,5 40 37,5
250 0 0 0 2 10 10
62,5 0 0 0 0 0 0
15,625 0 0 0 0 0 0
250 2 1 1 0 0 0 10 8 40 27,75 60 47,75
62,5 0 -1 0 -1 0 0 0 0 2 -0,5 2 -0,5
15,625 0 -1 0 -1 0 0 0 0 1 -1,5 1 -1,5
250 0 0 40 50 45 60
62,5 0 0 0 5 10 15
15,625 0 0 0 0 0 0
250 2 1 10 9 40 0 35 -15 30 -16,375 50 -11
62,5 5 4 15 14 0 0 2 -3 10 -2,25 20 2,875
15,625 0 -1 0 -1 1 1 0 0 5 2,5 25 22,5
250 10 30 60 50 60 80
62,5 0 0 0 2 25 50
15,625 0 0 0 0 0 0
250 20 9,1 30 -0,7 55 -5 60 10 70 9 97 16,5
62,5 1 0 15 14 5 5 10 8 15 -11,875 20 -31,25
15,625 0 -1 0 -1 0 0 2 2 10 7,5 20 17,5
250 2 5 10 20 15 30
62,5 1 0 0 2 1 0
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Compuesto

Compuesto
225 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
2.20 solo

Compuesto
220 + 2
g/ha
compuesto
A22

Compuesto
6.1 solo

Compuesto
6.1 + 2
g/ha
compuesto
A22

Tasa
(9/ha)

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250
62,5

15,625

250

62,5

15,625

SIDSP

Obs

10

80
10

0

Colby
(O-E)

7,02

-1,99

-0,95

79

-1

PUNTUACIONES 14DAT TRATAMIENTO PRE_EMERGENCIA

ES 2509 897 T3

DIGSA

Obs

80
40

0

Colby
(O-E)

-10,8

77,02

39

-1

PANMI
Obs Colby
(O-E)
0
10 0
0 0
0 0
30
2
0
50 20
0 -2
0 0
40
0
0
80 40
20 20
0 0

BRAPL
Obs Colby
(O-E)
0
40 20
5 3
0 0
60
10
0
60 0
20 10
2 2
10
0
0
97 87
10 10
20 20

SETFA
Obs Colby
(O-E)
Obs
0
15 -2,125
15 11,525
0 -2,5
65
20
0
45 -20,875
50 28
10 7,5
20
2
0
98 76
15 10,55
30 27,5

ECHCG
Obs  Colby
(O-E)
0
30 -1,75
40 37,5
0 -2,5
90
15
1
85 -5,25
85 67,875
20 16,525
60
1
0
85 24
30 26,525
50 47,5

TABLA 19. Control de malas hierbas pre-emergencia de un intervalo de malas hierbas. % de puntuaciones de
control tras las pulverizaciones con una variedad de inhibidores de HST solos o en mezcla con A22

Los datos proporcionados en las tablas anteriores indican que, en muchos casos, la adicion de niveles incluso bajos
(subletales) de mesotriona mejora el control de malas hierbas por los herbicidas inhibidores de HST tanto pre como
post-emergencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para controlar selectivamente malas hierbas en un locus que comprende plantas de cultivos y malas
hierbas, en el que el método comprende la aplicacion al locus de una cantidad controladora de malas hierbas de una
composicion plaguicida que comprende un herbicida inhibidor de homogentisato solanesil transferasa (HST)
seleccionado del grupo que consiste en un compuesto de formula (l1a)

(lla)

en la que

R R? R® y R* son independientemente hidrégeno o haldgeno; con la condicién de que al menos tres de R', R? R® y
R* sean halégeno; o sales de los mismos;

un compuesto de férmula (l1b)

RS
1 4
RA_N AR |
,] v (Itb)
2 o~ .
R N N (@]
L3
R

en la que

R y R? son independientemente hidrégeno, alquilo de C4-C4, haloalquilo de C+-Cs, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de C4-
C4, alquil C4-Cy-tio, arilo o arilo sustltU|do con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o
heteroarilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes;

R% es hidrégeno, alquilo de C+-Cyo, alquenilo de C,-C1o, alquinilo de C,-Ciq, cicloalquilo de C3-C1q, cicloalquil C3-C1o-
alquilo de C4-Ce-, alcoxi C4-C1p-alquilo de C+-Ce-, cianoalquilo de C4-C+o-, alcoxi C4-C+o-carbonil-alquilo de C4-Ce-, N-
alquil C4-Cs-aminocarbonil-alquilo de C+-Cs-, N,N-di-(alquil C1-Cs)-aminocarbonil- anU|Io de C4-Ce-, aril-alquilo de Cs-
Cs- 0 aril-alquilo de C+-Cs- en el que el resto arilo esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o
diferentes, o heterociclil- anU|Io de C+-Cs- 0 heterociclil-alquilo de C4-Cs- en el que el resto heterociclilo esta
sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o diferentes;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R%es hidroxi, R® -0OXi-, R’ -carboniloxi-, tri-R"'-sililoxi- o R’ -sulfoniloxi-, cada R6, R’ y R%es independientemente halo,
ciano, nitro, alquilo de C4-C19, haloalquilo de C1-C4, alquenilo de C»-C+o, alquinilo de C»-C10, hidroxi, alcoxi de C1-C1j,
haloalcoxi de C4-C4, alcoxi C4-Cqp-alquilo de C4-Cs4-, cicloalquilo de Cs3-Cy7, cicloalcoxi de Cs-C, cicloalquil C3-Cr-
alquilo de C+-Cs-, cicloalquil Cs-C7-alcoxi de C4-Cs-, alquil C4-Ce-carbonilo-, formilo, alcoxi C4-Cs-carbonilo-, alquil C+-
C4-carboniloxi-, alquil C4-C1o-tio-, haloalquil C4-Cgs-tio-, alquil C4-C1o-sulfinilo-, haloalquil C4-C4-sulfinilo-, alquil C1-C1o-
sulfonilo-, haloalquil C4-Cs-sulfonilo-, amino, alquil C4-Cip-amino-, di-alquil C4-Cip-amino-, alquil C4-Cqo-
carbonilamino-, arilo o arilo sustltmdo con uno a tres R™, que pueden ser iguales o diferentes, heteroarilo o
heteroarilo sustituido con uno a tres R'® , que pueden ser |guales o diferentes, aril-alquilo de C4-C4- o aril-alquilo de
C1-Cs- en el que el resto arilo esta sustltU|do con uno a tres R", que pueden ser iguales o diferentes, heteroarll-
alquilo de C+-C4- o heteroaril-alquilo de C4-C4- en el que el resto heteroarllo esta sustituido con uno a tres R™ , que
pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustltU|do con uno a tres R" , que pueden ser iguales o dlferentes
heteroariloxi- o heteroar|IOX| sustituido con uno a tres R", que pueden ser iguales o diferentes, ariltio- o ariltio-
sustltmdo con uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes, o heteroariltio- o heteroariltio- sustituido con uno a
tres R™ , que pueden ser |guales o diferentes;

R es alquilo de C+-Cjo, alquenilo de C,-C10, alquinilo de C,-C1o 0 aril-alquilo de C4-C4- o aril-alquilo de C+4-Cs- en el
que el resto arilo esta sustituido con uno a cinco sustituyentes seleccionados independientemente de halo, ciano,
nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C+-Cs 0 alcoxi de C1-Cg;

R es alquilo de C4-Cyo, cicloalquilo de C3-C1, cicloalquil C3-C1o-alquilo de C1-C1¢-, haloalquilo de C4-C10, alquenilo
de C-Cyo, alquinilo de C,-C1o, alcoxi C1-Cs-alquilo de C1-C1o-, alquil C4-Cs-tio-alquilo de C4-Cs4-, alcoxi de C4-Cyo,
alquenil C,-C1o-0xi, alquinil Cz-C1o-OXI alquil C4-Cyo-tio-, N-alquil C4-C4-amino-, N,N-di-(alquil C4-C4)-amino-, arilo o
arilo sustltmdo con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a
tres R, que pueden ser iguales o diferentes, aril-alquilo de C4-Cs4- o aril-alquilo de C4-Cs- en el que el resto arilo
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esta sustituido con uno a tres R™, que pueden ser iguales o diferentes, heteroaril- anU|Io de C4-Cs- o heteroaril-
alquilo de C1-C4- en el que el resto heteroarilo esta sustltmdo con uno a tres R", que pueden ser iguales o
diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustituido con uno a tres R™, que pueden ser iguales o diferentes, heteroariloxi- o
heteroar|IOX| sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno a
tres R, que pueden ser iguales o dlferentes o0 heteroariltio- 0 heteroariltio- sustituido con uno a tres R", que
pueden ser iguales o diferentes;

cada R" es independientemente alquilo de C4-C1o o fenilo o fenilo sustituido con uno a cinco sustituyentes
seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C1-Cs 0 alcoxi de C1-Cg;

R es alquilo de C4-C+ o fenilo o fenilo sustituido con uno a cinco sustituyentes seleccionados independientemente
de halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C+-Cs 0 alcoxi de C+-Cg;

cada R es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C1-Cg 0 alcoxi de C4-Cs; ¥

cada R™ es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C4-C1o, haloalquilo de C4-C4, alcoxi de C4-Co, alcoxi
C1-C4-carbonilo-, haloalcoxi de C4-Cs4, alquil C1-C1g-tio-, haloalquil C1-C4-tio-, alquil C4-C1o-sulfinilo-, haloalquil C4-Cs-
sulfinilo-, alquil C4-Cqg-sulfonilo-, haloalquil C4-Cs-sulfonilo-, arilo o arilo sustituido con uno a cinco sustituyentes
seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, alquilo de C+4-Cg, haloalquilo de C4-Cg 0 alcoxi de C4-Cg, 0
heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a cuatro sustituyentes seleccionados independientemente de halo, ciano,
nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C+-Cs 0 alcoxi de C1-Cs; 0 sales o N-6xidos del mismo;

un compuesto de férmula (lic)

RS
1 4
R N AR
| (lic)
R¥ N N" 0
R3

en la que

R y R? son independientemente hidrégeno, alquilo de C4-Cy, haloalquno de C+-Cy4, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de C;-
C4, alquil C4-Cg-tio, arilo o arilo sustltU|do con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o
heteroarilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser |guales o diferentes;

R®es haloalquilo de C+-C4, haloalquenilo de C,-C4 o haloalquinilo de C,-Cy;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R® es hidroxi o un grupo que se puede metabolizar al grupo hidroxi;

cada R® y R® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C1-C1o, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de C,-C1j,
alquinilo de C»-C+o, hidroxi, alcoxi de C4-C+o, haloalcoxi de C1-C4, alcoxi C4-C1o-alquilo de C4-C4-, cicloalquilo de Cs-
C7, cicloalcoxi de C3-C7, cicloalquil C3-Cr-alquilo de C+-Cs-, cicloalquil C3-C7-alcoxi de C4-Cs-, alquil C4-Ce-carbonilo-,
formilo, alcoxi C1-Cs-carbonilo-, alquil C4-C4-carboniloxi-, alquil C4-C1o-tio-, haloalquil C1-Cg-tio-, alquil C1-C+o-sulfinilo-

, haloalquil C4-C4-sulfinilo-, alquil C1-C1¢-sulfonilo-, haloalquil C4-Cs-sulfonilo-, amino, anU|I C1-C1p-amino-, di-alquil
C1 C10-amino-, alquil C4-C4o-carbonilamino-, arilo o arilo sustltuldo con uno a tres R™, que pueden ser iguales o
diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R" , que pueden ser |guales o diferentes, aril-alquilo de
C1-Cs4- o aril-alquilo de C4-C4- en el que el resto arilo esta sustltU|do con uno a tres R"™ , que pueden ser iguales o
diferentes, heteroarll-alquno de C4-Cs- o heteroaril-alquilo de C1-C4- en el que el resto heteroarllo esta sustituido con
uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustltU|do con uno a tres R"™ , que pueden ser
iguales o dlferentes heteroariloxi- o heteroar|IOX| sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser |guales o diferentes,
ariltio- o ariltio- sustituido con uno a tres R, que pueden ser iguales o dlferentes o heteroariltio- o heteroariltio-
sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser iguales o diferentes; y each R"™ es independientemente halo, ciano,
nitro, alquilo de C+-Cs, haloalquno de C4-Cs 0 alcoxi de C4-Cg; 0 una sal o N-6xido del mismo;

un compuesto de férmula (lid)

RS
1 - 4
R .N\ X R
| 40 .
RN NN
b ©
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en la que

R y R? son independientemente hidrégeno, alquilo de C4-C4, haloalquilo de C+-Cs, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de C4-
C4, alquil C4-Cg-tio, arilo o arilo sustltU|do con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o
heteroarilo sustituido con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes;

R3es hidrégeno, alquilo de C4-C1o, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de C»-C1o, haloalquenilo de C,-Cy, alquinilo de Cp-
C1o, haloalquinilo de C,-Cy4, cicloalquilo de C3-C+o, cicloalquil C3-C1o-alquilo de C+-Ce-, alcoxi C1-C1o-alquilo de C+-Cs-,
cianoalquilo de C4-C1o-, alcoxi C4-Co-carbonil-alquilo de C+4-Cs-, N-alquil C1-Csz-aminocarbonil-alquilo de C1-Cs-, N, N-
di-(alquil C4-Cs)-aminocarbonil- anU|Io de C4-Ce-, aril-alquilo de C+-Ce- 0 aril-alquilo de C+-Cs- en el que el resto arilo
esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o diferentes, o heterociclil- anU|Io de C4-Ce- 0 heterociclil-
alquilo de C4-Cs- en el que el resto heterociclilo esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o
diferentes;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R® es hidroxi o un grupo que se puede metabolizar al grupo hidroxi;

cada R6, R’ y R® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C4-C+o, haloalquilo de C1-C4, alquenilo de Cs,-
C1o, alquinilo de C-C+o, hidroxi, alcoxi de C4-C+o, haloalcoxi de C+-C4, alcoxi C1-C1c-alquilo de C4-Cs-, cicloalquilo de
Cs-Cy, cicloalcoxi de Cs-C, cicloalquil Cs-Cr-alquilo de C1-Cs-, cicloalquil Cs-Cr-alcoxi de C4-Cs4-, alquil C4-Ce-
carbonilo-, formilo, alcoxi C1-Cy4-carbonilo-, alquil C1-Cs-carboniloxi-, alquil C4-C+o-tio-, haloalquil C1-Cs-tio-, alquil C+-
Cio-sulfinilo-, haloalquil C4-Cs-sulfinilo-, alquil C4-Cso-sulfonilo-, haloalquil C1-Cs-sulfonilo-, amino, anU|I C1-C1o-
amino-, di-alquil C1-C1¢-amino-, alquil C+-C1o-carbonilamino-, arilo o arilo sustltU|do con uno a tres R™ , que pueden
ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser |guales o diferentes,
aril-alquilo de C4-C4- o aril-alquilo de C+-Cs- en el que el resto arilo esta sustltU|do con uno a tres R"™ , que pueden ser
iguales o diferentes, heteroarll-alquno de C4-C4 o heteroaril-alquilo de C1-C4- en el que el resto heteroarllo esta
sustituido con uno a tres R"® , que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustltmdo con uno a tres R"™ , que
pueden ser iguales o dlferentes heteroariloxi- o heteroar|IOX| sustituido con uno a tres R" , que pueden ser |guales o)
diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno a tres R", que pueden ser iguales o dlferentes o heteroariltio- o
heteroariltio- sustituido con uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes; y

cada R" es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C+4-Cs 0 alcoxi de C1-Cs; 0 una sal
o N-6xido del mismo;

lle) un compuesto de formula (lle)

R5
S 4
A ST
'\ (lle)
Saf N o
3
R

en la que

Al A2 A® y A’ son |ndepend|entemente C-R'oN, con la cond|C|on de que al menos uno de Al A A® y A'seaN, y
con Ia condiciéon de que si A’ y A" son ambos N, A? y A® no sean ambos C-R'; cada R es |ndepend|entemente
hidrégeno, alquilo de C4-Ca, haloalqullo de C4-C4, halo, ciano, hidroxi, alcoxi de C1 C4, alquil C4-Cg-tio, arilo o arilo
sustltmdo con uno a cinco R, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a
cinco R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R3es hidrégeno, alquilo de C4-C1o, haloalquilo de C+-C4, alquenilo de C»-C1o, haloalquenilo de C,-Cy, alquinilo de Cp-
C1o, haloalquinilo de C»-C.4, cicloalquilo de C3-C+o, cicloalquil C3-C1o-alquilo de C+-Ce-, alcoxi C1-C1o-alquilo de C+-Cs-,
cianoalquilo de C+4-C1o-, alcoxi C1-Co-carbonil-alquilo de C+4-Ce-, N-alquil C1-Cs-aminocarbonil-alquilo de C1-Cs-, N,N-
di-(alquil C4-Cs)-aminocarbonil- anU|Io de C+-Ce-, aril-alquilo de C+-Ce- 0 aril-alquilo de C+-Cs- en el que el resto arilo
esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o diferentes, o heterociclil- anU|Io de C4-Ce- 0 heterociclil-
alquilo de C¢-Cs- en el que el resto heterociclilo esta sustituido con uno a tres R’, que pueden ser iguales o
diferentes;

R* es arilo o arilo sustituido con uno a cinco R®, que pueden ser iguales o diferentes, o heteroarilo o heteroarilo
sustituido con uno a cuatro R®, que pueden ser |guales o diferentes;

R® es hidroxi o un grupo que se puede metabolizar a un grupo hidroxi;

cada R6, R’ y R® es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+4-C+o, haloalquilo de C1-C4, alquenilo de Cs,-
C1o, alquinilo de C-C+o, hidroxi, alcoxi de C+4-C+o, haloalcoxi de C+-C4, alcoxi C1-C1s-alquilo de C4-Cs-, cicloalquilo de
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Cs-C5, cicloalcoxi de Cs-C, cicloalquil Cs-Cr-alquilo de C1-Cs4-, cicloalquil Cs-Cr-alcoxi de C4-Cs4-, alquil C4-Ce-
carbonilo-, formilo, alcoxi C1-Cy4-carbonilo-, alquil C1-Cs-carboniloxi-, alquil C4-C+o-tio-, haloalquil C1-Cs-tio-, alquil C+-
Cio-sulfinilo-, haloalquil C4-Cs-sulfinilo-, alquil C4-Cso-sulfonilo-, haloalquil C1-Cs-sulfonilo-, amino, anU|I C1-C1o-
amino-, di-alquil C1-C4¢-amino-, alquil C+-C1o-carbonilamino-, arilo o arilo sustltU|do con uno a tres R™ , que pueden
ser iguales o diferentes, heteroarilo o heteroarilo sustituido con uno a tres R™ , que pueden ser |guales o diferentes,
aril-alquilo de C4-C4- o aril-alquilo de C+-Cs- en el que el resto arilo esta sustltU|do con uno a tres R"™ ; que pueden ser
iguales o diferentes, heteroarll-alquno de C4-C4 o heteroaril-alquilo de C1-C4- en el que el resto heteroarllo esta
sustituido con uno a tres R"® , que pueden ser iguales o diferentes, ariloxi- o ariloxi- sustltmdo con uno a tres R" , que
pueden ser iguales o dlferentes heteroariloxi- o heteroar|IOX| sustituido con uno a tres R" , que pueden ser |guales o)
diferentes, ariltio- o ariltio- sustituido con uno a tres R", que pueden ser iguales o dlferentes o heteroariltio- o
heteroariltio- sustituido con uno a tres R" , que pueden ser iguales o diferentes; y

cada R" es independientemente halo, ciano, nitro, alquilo de C+-Cg, haloalquilo de C+4-Cs 0 alcoxi de C1-Cs; 0 una sal
o N-6xido del mismo; y

un compuesto de férmula (l1f)

(1)

en la que

R'es alquilo de C+-Cs 0 alquil C4-Cg-oxi-alquilo de C1-Cg;

R%es hidrégeno o alquilo de C+-Cs;

G es a hidrogeno, -(C=L)R?, -(SO,)R*, o -(P=L)R°R®, en los que
L es oxigeno o azufre;

R3es alquilo de C+-Cs, cicloalquilo de C3-Cs, alquenilo de C,-Cg, alquinilo de C,-Cs, arilo de Cs-Cio, aril Cs-C1o-alquilo
de C+-Cs-, alquil C+-Cs-oxi, cicloalquil C3-Cg-oxi, alquenil C-Ce-0xi, alquinil C,-Cs-oxi, aril Cs-C10-0xi, aril Cs-C1o-alquil
C1-Cg-0xi-, amino, alquil C1-Cg-amino, alquenil C-Cs-amino, aril Cs-C1o-amino, di(alquil C1-Cg)amino, di(alquenil C;-
Cs)amino, (alquil C4-Cs)(aril Ce-C1)amino o un anillo heterociclico que contiene nitrégeno de tres a ocho miembros,

R* es alquilo de C4-Cs, arilo de Cs-C1o, un grupo alquil C4-Cs-amino o di(alquil C1-Cs)amino; y R® y R® pueden ser
iguales o diferentes y son independientemente alquilo de C1-Cs, cicloalquilo de Cs.s, alquenilo de C»-Cs, arilo de Ce-
C1o, alquil C1-Cs-0xi, cicloalquil C3-Cg-oxi, aril Cs-C1o-0xi, aril Ce-C1o-a|qUI| C1 Ce-0xi, alquil C4-Ce-tio, alquil C1-Cs-
amino o di(alquil C1-Cg)amino, con lo que cualquier grupo R® RY R® y R® puede estar sustituido con haldégeno,
cicloalquilo de C3-Cg, arilo de Cs-C1o, aril Cs-C1o-alquilo de C4- Ca- cicloalquil C3-Cs-oxi, aril Cs-C1o-0xi, aril Ce-C1o-
alquil C4-Cg-oxi-, aril Cs-C1o-amino, (alquil C4-Cs)(aril Ce-C1o)amino y un anillo heterociclico que contiene nitrégeno de
tres a ocho miembros que puede estar sustituido con al menos un alquilo de C+-Cg;

Z'es alquilo de C+-Cg;
Zes alquilo de C+-Cg;
nes0,1,2,364,

y cada uno de Vi puede ser igual o diferente cuando n representa un numero entero de 2 o mas, y Ia suma del
numero de atomos de carbono en el grupo representado por Z' y aquella en el grupo representado por Z’es igual a
2 0 mas,

y/o un herbicida inhibidor de hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD), en el que las plantas de cultivo comprenden al
menos un polinucledtido heterélogo que comprende una regidon que codifica una HST y que proporciona
sobreexpresion de dicha HST en dichas plantas de cultivo.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que las plantas de cultivo contienen un polinucleétido heterélogo
adicional que comprende una regién que codifica una hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD).

3. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién plaguicida
comprende un herbicida inhibidor de de homogentisato solanesil transferasa y un herbicida inhibidor de hidroxifenil
piruvato dioxigenasa (HPPD).
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4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el herbicida inhibidor de de
hidroxifenil piruvato dioxigenasa se selecciona del grupo que consiste en mesotriona, sulcotriona, isoxaflutol,
tembotriona, topramezona, benzofenap, pirazolato, pirazoxifeno, pirasulfotol, ketospiradox o el acido libre del mismo,
4-hidroxi-3-[[2-(2-metoxietoxi)metil]-6-(trifluorometil)-3-piridinil]jcarbonil]-biciclo[3.2.1]oct-3-en-2-ona, [2-cloro-3-(2-
metoxietoxi)-4-(metilsulfonil)fenil](1-etil-5-hidroxi-1H-pirazol-4-il)-metanona, a-(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil)-f-
oxo-4-(trifluorometil)-bencenopropanonitrilo, y (2,3-dihidro-3,3,4-trimetil-1,1-dioxidobenzo[b]tien-5-il)(5-hidroxi-1-metil -
1H-pirazol-4-il)-metanona.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la enzima homogentisato
solanesiltransferasa deriva de Arabidopsis thaliana, Glycine max, Oryza sativa o Chlamydomonas reinhardftii.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la enzima homogentisato
solanesiltransferasa se selecciona del grupo que consiste en

(a) las enzimas HST representadas como SEC ID NO. 1a 10; y
(b) una HST que comprende uno o mas de los siguientes motivos polipeptidicos:
W-(R/K)-F-L-R-P-H-T-I-R-G-T; y/o
N-G-(Y/F)-I-V-G-I-N-Q-I-(Y/F)-D; y/o
I-A-I-T-K-D-L-P; y/o
Y-(R/Q)-(F/W)-(I/V)-W-N-L-F-Y.

7. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la planta de cultivo comprende un
polinucleétido recombinante adicional que codifica una enzima de tolerancia a herbicidas adicional.

8. Un método segun la reivindicacion 7, en el que la enzima de tolerancia a herbicidas adicional se selecciona del
grupo que consiste en 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), glifosato acetil transferasa (GAT),
citocromo P450, fosfinotricin acetiltransferasa (PAT), acetolactato sintasa (ALS), protoporfirindgeno oxidasa (PPGO),
fiteno desaturasa (PD), enzimas que degradan dicamba y enzimas que degradan herbicidas a base de ariloxi.

9. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién plaguicida
comprende uno o mas herbicidas adicionales.

10. Un método segun la reivindicacion 9, en el que el uno o mas herbicidas adicionales se selecciona del grupo que
consiste en glifosato (incluyendo sus sales agroquimicamente aceptables); glufosinato (incluyendo sus sales
agroquimicamente aceptables); cloroacetanilidas, por ejemplo alaclor, acetoclor, metolaclor, S-metolaclor;
inhibidores del fotosistema Il, por ejemplo triazinas tales como ametrina, atrazina, cianazina y terbutilazina,
triazinonas tales como hexazinona y metribuzina, y ureas tales como clorotolurén, diurdn, isoproturén, linurén y
terbutiurén; inhibidores de ALS, por ejemplo sulfonilureas tales como amidosulfurén, clorsulfurén, flupirsulfurdn,
halosulfurdn, nicosulfurén, primisulfuron, prosulfurén, rimsulfurén, triasulfurdn, trifloxisulfurdn y tritosulfurdn; éteres
difenilicos, por ejemplo acioflurofeno y fomesafeno.

11. Un método segun la reivindicacion 10, en el que el uno o mas herbicidas adicionales es glifosato y/o un herbicida
inhibidor de de PS-II.

12. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la aplicacion al
locus de un insecticida y/o un fungicida.

13. Un método para proporcionar una planta transgénica que es tolerante a herbicidas inhibidores de homogentisato
solanesil transferasa (HST) y/o hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD), que comprende la transformacion de
material vegetal con un polinucledtido recombinante que comprende una region que codifica una HST vy,
opcionalmente, una region que codifica una HPPD, la seleccién del material vegetal transformado usando un
inhibidor de HST seleccionado del grupo que consiste en la Férmula (lla), (1Ib), (llc), (1id), (lle) y (lIf) como se define
en la reivindicaciéon 1 y/o un inhibidor de HPPD, y la regeneracion de ese material en una planta fértil
morfolégicamente normal.

14. Un método segun la reivindicacion 13, en el que el polinucleétido recombinante comprende ademas una region
que codifica la diana para un herbicida no inhibidor de homogentisato solanesil transferasa, y/o una regiéon que
codifica una proteina capaz de conferir al material vegetal transformado con la region resistencia a insectos, hongos
y/o nematodos.
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