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DESCRIPCION

Plantas de arroz que tienen tolerancia aumentada a herbicidas de imidazolinona

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona en general con plantas que tienen una tolerancia aumentada a los herbicidas de
imidazolinona. Mas especificamente, la presente invencidn se relaciona con plantas de arroz obtenidas mediante
mutagenia y cruzabilidad y transformacién que tiene una tolerancia aumentada a los herbicidas de imidazolinona.

Antecedentes de la invenciéon

De acuerdo con una encuesta a los agricultores, las principales limitaciones para la produccion de arroz son malezas
(Hidaka et al., Agrochemicals Japan, 2000, 77: 21-29). La siembra directa ha reducido los problemas trabajo de
trasplantar, sin embargo esta tecnologia ha ayudado a aumentar el problema de la maleza. El uso de herbicida en
cultivos de arroz es una practica comun en la mayor parte de las regiones arroceras que dirigen los cultivos de
semillas de arroz y/o en paises desarrollados que cultivan arroz bajo sistemas de siembra directa o trasplante.
Usualmente se aplica un herbicida para pasto y para hoja ancha una o mas veces con el fin de controlar las malezas
en los cultivos de arroz.

Los pastos, juncos y arroz maleza ("arroz rojo") han sido los principales grupos de especies que son aptos para los
mismos ambientes donde se cultiva el arroz. Estas malezas se han llegado a distribuir globalmente y son dificiles de
controlar en los cultivos de arroz. El arroz rojo pertenece a la misma especie que el arroz cultivado (Oryza sativa L).
La similitud genética del arroz rojo y el arroz comercial ha hecho dificil el control de herbicidas del arroz rojo.
Diversas practicas de cultivo ayudan en el control de malezas y son convenientes para mejor cuidado del medio
ambiente, tal como preparacion de tierra, nivelacion del terreno, diques y profundidad del agua, rotacion de la tierra,
siembra certificada, sistemas de planta apropiados y fechas de plantacidon. Aunque estas practicas de cultivo pueden
ayudar a reducir el banco de semillas de maleza y el desarrollo de malezas tolerantes al herbicida, estas imponen
ciertas restricciones y aumentan el coste del cultivo.

A pesar de las muchas recomendaciones para las mejores practicas de cultivo, los agricultores ain confian en el uso
de herbicidas como la herramienta principal para controlar los malezas. El uso y abuso de algunos de estos
productos quimicos ha resultado en el desarrollo de malezas tolerantes como pasto dentado resistentes al Propanilo
y Butaclor (Echinochloa crus galli). En estos casos, es conveniente tener otros herbicidas con diferentes modos de
accion con la capacidad de controlar la mayor parte de estas especies de malezas, de tal manera que su aplicacién
se puede alternar con los herbicidas cominmente aplicados.

La sintasa acetohidroxiacida (AHAS; EC 4.1.3.18, sintasa acetolactato (ALS)), codificada por el acido nucleico
AHAS, es la primera enzima que cataliza la sintesis bioquimica de los aminoacidos de cadena ramificada valina,
leucina, e isoleucina (Singh B. K., 1999, Biosynthesis of valine, leucine and isoleucine in: Singh B. K. (Ed) Plant
amino acids. Marcel Dekker Inc. New York, New York. Pg 227-247). El AHAS es el sitio de accion de cuatro familias
de herbicida estructuralmente diversas que incluyen las sulfonilureas (LaRossa RA and Falco SC, 1984, Trends
Biotechnol. 2:158-161), las imidazolinonas (Shaner et al., 1984, Plant Physiol. 76:545-546), las triazolopirimidinas
(Subramanian and Gerwick, 1989, Inhibition of acetolactate synthase by triazolopyrimidines in (Ed) Whitaker JR,
Sonnet PE Biocatalysis in agricultural biotechnology. ACS Symposium Series, American Chemical Society.
Washington, D.C. Pg 277-288), y los pirimidiloxibenzoatos (Subramanian et al., 1990, Plant Physiol. 94: 239-244.).
Se utilizan ampliamente los herbicidas de imidazolinona y sulfonilurea en la agricultura moderna debido a su
efectividad en indices de aplicacion muy bajos y sin toxicidad relativa en animales. Al inhibir la actividad AHAS, estas
familias de herbicidas evitan el crecimiento y desarrollo adicional de plantas susceptibles que incluyen muchas
especies de malezas. Diversos ejemplos de herbicidas de imidazolinona comercialmente disponibles son
PURSUIT® (imazetapir), SCEPTER® (imazaquin) y ARSENAL® (imazapir). Ejemplos de herbicidas sulfonilurea son
clorsulfurén, metil metsulfurén, metil sulfometurdn, etil clorimurén, metil tifensulfuron, metil tribenurén, metil
bensulfurén, nicosulfurén, metil etametsulfurén, rimsulfurén, metil triflusulfurén, triasulfurén, metil primisulfurén,
cinosulfurén, amidosulfurédn, fluzasulfurén, imazosulfurén, etil pirazosulfurdn, y halosulfurén.

Debido a su alta efectividad y baja toxicidad, los herbicidas de imidazolinona se favorecen para aplicacion por
rociado sobre la parte superior de un rango amplio de vegetacion. La capacidad de rociar un herbicida sobre la parte
superior de un amplio rango de vegetacion reduce los costes asociados con el establecimiento y mantenimiento de
la plantacién, y reduce la necesidad para la preparacion del sitio antes de uso de tales agentes quimicos. El rociado
sobre la parte superior de una especie tolerante deseada también resulta en la capacidad de alcanzar el potencial de
producciéon maximo de la especie deseada debido a la ausencia de las especies competitivas. Sin embargo, la
capacidad para utilizar tales técnicas de rociado es dependiente de la presencia de las especies tolerantes a
imidazolinona de la vegetacién deseada en el rociado sobre el area.
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Entre los principales cultivos agricolas, algunas especies leguminosas tales como soja son resistentes de forma
natural a los herbicidas de imidazolinona debido a su capacidad para metabolizar rapidamente los compuestos
herbicidas (Shaner and Robson, 1985, Weed Sci. 33:469-471). Otros cultivos tales como maiz (Newhouse et al.,
1992, Plant Physiol. 100: 882-886) y arroz (Barrett et al., 1989, Crop Safeners for Herbicides, Academic Press New
York, pp. 195-220) son susceptibles a los herbicidas de imidazolinona. La sensibilidad diferencial a los herbicidas de
imidazolinona es dependiente de la naturaleza quimica del herbicida particular y el metabolismo diferencial del
compuesto de una forma téxica a no téxica en cada planta (Shaner et al., 1984, Plant Physiol. 76:545-546; Brown et
al., 1987, Pestic. Biochem. Physiol. 27:24-29). Otras diferencias fisiolégicas de planta tales como absorcion y
translocacion también cumplen una funcién importante en la sensibilidad (Shaner and Robson, 1985, Weed Sci.
33:469-471).

Los cultivos resistentes a las imidazolinonas, sulfonilureas y triazolopirimidinas se han producido exitosamente
utilizando mutagenia de semillas, microesporas, polen, y callos en Zea mays, Brassica napus, Glycine max, y
Nicotiana tabacum (Sebastian et al., 1989, Crop Sci. 29:1403-1408; Swanson et al., 1989, Theor. Appl. Genet.
78:525-530; Newhouse et al., 1991, Theor. Appl. Genet. 83:65-70; Sathasivan et al., 1991, Plant Physiol. 97: 1044-
1050; Mourand et al., 1993, J. Heredity 84:91-96). En todos los casos, un gen nuclear parcialmente dominante, Ginico
confiere resistencia. También se aislaron previamente cuatro plantas de trigo resistentes a imidazolinona luego de
mutagenia de semilla de Triticum aestivum L. cv Fidel (Newhouse et al., 1992, Plant Physiol. 100:882-886). Los
estudios confirman que la herencia que un gen parcialmente dominante, Unico confiere resistencia. Con base en los
estudios alélicos, los autores concluyen que las mutaciones en las cuatro estirpes identificadas se ubican en el
mismo sitio. Uno de los genes de resistencia al cultivo Fidel se designa FS-4 (Newhouse et al., 1992, Plant Physiol.
100:882-886).

El modelamiento con base en ordenador de la conformacion tridimensional del complejo de inhibidor AHAS predice
diversos aminoéacidos en el bolsillo de unién de inhibidor propuesto como sitios donde se inducen mutaciones que
conferiran probablemente resistencia selectiva a las imidazolinonas (Ott et al., 1996, J. Mol. Biol. 263:359-368). Las
plantas de tabaco se producen con algunas de estas mutaciones racionalmente designadas en los sitios de union
propuestos de la enzima AHAS que tiene de hecho resistencia especifica exhibida en una clase Unica de herbicidas
(Ott et al., 1996, J. Mol. Biol. 263:359-368).

La resistencia de las plantas a los herbicidas de imidazolinona también se ha reportado en un nimero de patentes.
Las Patentes Estadounidenses Nos. 4,761,373, 5,331,107, 5,304,732, 6,211,438, 6,211,439, y 6,222,100 describen
de manera general el uso del acido nucleico AHAS alterado para provocar resistencia herbicida en plantas, y
especificamente describe ciertas estirpes de maiz resistentes a la imidazolinona. La Patente Estadounidense No.
5,013,659 describe plantas que exhiben resistencia herbicida que poseen mutaciones en por lo menos un
aminoacido en una o mas regiones conservadas. Las mutaciones descritas alli codifican resistencia cruzada para las
imidazolinonas y sulfonilureas o resistencia especifica a la sulfonilurea, pero no se describe la resistencia especifica
a la imidazolinona. Adicionalmente, la Patente Estadounidense No. 5,731,180 y la Patente Estadounidense No.
5,767,361 discuten un gen aislado que tiene una Unica sustitucion de aminoacido en una secuencia de aminoacidos
AHAS monocotiledénea tipo natural que resulta en resistencia especifica a imidazolinona.

También se han descrito plantas de arroz resistentes al herbicida y transgénicas. Se describe un mutante de arroz
resistente a un herbicida sulfonilurea, derivado por presion selectiva en el cultivo de tejido de callo, cuando se
atribuye resistencia a una enzima mutante AHAS (Terakawa et al.,, "Rice Mutant Resistant to the Herbicide
Bensulfuron Metil (BSM) by in vitro Selection," Japan. J. Breed., 1992 vol. 42:267-275). Se han descrito otras
variedades de planta de arroz resistentes al herbicida en patentes y solicitudes de patente, que incluyen WO
97/41218, WO 01/85970 y Patente Estadounidense Nos. 5,545,822, 5,736,628, 5,773,704, Patente Estadounidense
No. 5,773,703, 5,952,553, y 6,274,796. La Patente Estadounidense No. 5,545,822 describe una estirpe de plantas
de arroz que tienen una resistencia metabdlicamente basada a los herbicidas que interfieren con la sintasa de
acetohidroxiacido de enzima de planta; es decir, la resistencia al herbicida de estas plantas de arroz no se debe a
una enzima AHAS resistente. La WO 97/41218 describe una estirpe de plantas de arroz que tienen una enzima
AHAS variante que es resistente a los herbicidas que interfieren con la sintasa acetohidroxiacido de enzima de
planta tipo silvestre. Esta estirpe de plantas de arroz se desarrolla al exponer semillas de arroz al etil éster de acido
metanosulfénico de mutdgeno (EMS), y detecta millones de progenie para resistencia al herbicida.

Lo que se necesita en la técnica es la identificacién de estirpes de arroz adicionales que comprenden genes de
resistencia a la imidazolinona. También lo que se necesita en la técnica son plantas de arroz que tienen tolerancia
aumentada a los herbicidas tales como imidazolinona y que contienen por lo menos un &cido nucleico AHAS
alterado. También se necesitan métodos para controlar el crecimiento de malezas en la vecindad de tales plantas de
arroz. Estas composiciones y métodos permitiran el uso de las técnicas de rociado cuando se aplican herbicidas a
las areas que contienen plantas de arroz.

Resumen de la invencion

La presente invencion provee plantas de arroz que comprenden acidos nucleicos AHAS de arroz variante no
recombinantes, en donde el acido nucleico AHAS de arroz variante confiere a la planta de arroz tolerancia
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aumentada a los herbicidas de imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo silvestre de la planta de
arroz. el acido nucleico AHAS de arroz variante comprende una secuencia de polinucleétidos seleccionados de: la
secuencia de polinucledtidos de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:5; la secuencia de polinucledtidos de
SEQ ID NO: 11; secuencias de polinucledtidos que codifican un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 6; secuencias de polinucledtidos que codifican un polipéptido que comprende la SEQ ID NO:
12; y secuencias de polinucleétidos complementarias a cualquiera de las secuencias de polinucleétidos
anteriormente mencionadas. El acido nucleico AHAS de arroz variante no recombinante codifica un polipéptido de
AHAS de arroz variante que comprende una sustitucion de alanina a treonina en una posicion equivalente a la
posicion 96 de un polipéptido de AHAS de arroz tipo silvestre, en donde dicha sustitucion de alanina a treonina en
una posicién equivalente a la posicion 96 de un polipéptido de AHAS de arroz tipo silvestre es el resultado de la
mutagénesis por el tratamiento de semillas con una solucidn acuosa de azida de sodio 0.001 M a pH 3. También se
proveen partes de plantas y semillas de plantas derivadas de las plantas de arroz descritas aqui.

Las plantas de la presente invencion pueden ser trasgénicas o no transgénicas. En una realizacion, las plantas de la
presente invencién son no transgénicas. Ejemplos de plantas de arroz no transgénicas que tienen tolerancia
aumentada a herbicidas de imidazolinona incluyen una planta de arroz que tiene el Nimero de Designacion NCIMB
de Depoésito de Patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, o NCIMB 41208; o un derivado recombinante, mutante, o
manipulado genéticamente de la planta con el Nimero de Designacion NCIMB de Deposito de Patente NCIMB
41206, NCIMB 41207, o NCIMB 41208; o cualquier progenie de la planta con el Nimero de Designacion NCIMB de
Deposito de Patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, o NCIMB 41208; o una planta que es una progenie de cualquiera
de estas plantas.

Ademas de las plantas de arroz de la presente invencion, se proveen aqui diversos métodos incluyendo métodos
para modificar la tolerancia de una planta de arroz a un herbicida de imidazolinona que comprende modificar la
expresion de un acido nucleico AHAS en la planta. También se describen métodos para producir una planta
transgénica que tiene tolerancia aumentada a un herbicida de imidazolinona que comprende, transformar una célula
de planta con un vector de expresion que comprende uno o mas acidos nucleicos AHAS variantes que codifican una
proteina AHAS variante que comprende una sustitucion alanina a treonina cuando se compara con una proteina
AHAS tipo silvestre y que genera la planta a partir de la célula de planta. La invencién incluye adicionalmente un
método de cultivo de una planta de arroz de la invencion, que controla malezas dentro de la vecindad de dicha
planta de arroz, que comprende aplicar un herbicida de imidazolinona a las malezas y a la planta de arroz, en donde
la planta de arroz tiene tolerancia aumentada al herbicida imidazolinona cuando se compara con una variedad de
tipo silvestre de la planta de arroz y en donde la planta comprende uno o mas acidos nucleicos AHAS que codifican
una proteina AHAS variante que comprende una sustitucion de alanina a treonina cuando se compara con una
proteina AHAS tipo silvestre.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-B muestran la secuencia de cADN parcial del acido nucleico AHAS IMINTA 1 (SEQ ID NO: 1) y la
secuencia de aminoacidos deducida de la misma (SEQ ID NO: 2). Las figuras 1C-D muestran la secuencia de cADN
parcial del acido nucleico AHAS IMINTA 4 (SEQ ID NO: 3) y la secuencia de aminoacidos deducida de la misma
(SEQ ID NO: 4). Las figuras 1E-F muestran la secuencia de cADN parcial del acido nucleico AHAS IMINTA 5 (SEQ
ID NO: 5) y la secuencia de aminoacidos deducida de la misma (SEQ ID NO: 6). Las figuras 1G-H muestran la
secuencia de cADN parcial del acido nucleico AHAS IRGA 417 tipo silvestre (SEQ ID NO: 7) y la secuencia de
aminoacidos deducida de la misma (SEQ ID NO: 8).

La Figura 2 muestra la alineacion de la secuencia cADN del gen AHAS amplificado del ADN genémico de la estirpe
IMINTA 1 tolerante a la imidazolinona (SEQ ID NO: 1), el gen AHAS amplificado del ADN gendmico de la estirpe
IMINTA 4 tolerante a la imidazolinona (SEQ ID NO: 3), el gen AHAS amplificado del ADN genémico de la estirpe
IMINTA 5 tolerante a la imidazolinona (SEQ ID NO: 5), el gen AHAS amplificado del ADN gendmico de la estirpe de
arroz tipo silvestre IRGA 417 (SEQ ID NO: 7), y una secuencia consensus del gen AHAS de arroz (SEQ ID NO: 9).
El polimorfismo de nucléotido confiere tolerancia a la imidazolinona a las estirpes IMINTA 1, 4, y 5 que se indica en
negrilla.

La Figura 3 muestra la alineacion de aminoacido de la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina codificada
por el gen AHAS de la estirpe IMINTA 1 tolerante a imidazolinona (SEQ ID NO: 2), la secuencia de aminoacidos
deducida de la proteina codificada por el gen AHAS de la estirpe IMINTA 4 tolerante a imidazolinona (SEQ ID NO:
4), la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina codificada por el gen AHAS de la estirpe IMINTA 5 tolerante
a la imidazolinona (SEQ ID NO: 6), la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina codificada por el gen AHAS
de la estirpe de arroz IRGA 417 tipo natural (SEQ ID NO: 8), y una secuencia consensus de aminoacido AHAS de
arroz (SEQ ID NO: 10). El polimorfismo confiere tolerancia a la imidazolinona a las estirpes IMINTA 1, 4, y 5 que se
indica en negrilla.

La Figura 4A muestra un ejemplo de un cADN de longitud completa de un acido nucleico variante AHAS (SEQ ID
NO: 11) y la Figura 4B muestra un ejemplo de la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina codificada por el
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gen AHAS mostrado en la Figura 4A (SEQ ID NO: 12), en donde el polipéptido confiere tolerancia a una
imidazolinona en comparacion con un polipéptido AHAS tipo silvestre.

La Figura 5 es una tabla que muestra el disefio de bloque aleatorio para el ensayo de campo de la estirpe IMINTA 1
y la variedad IRGA 417.

La Figura 6 es una tabla que muestra la respuesta de IRGA 417 y las estirpes IMINTA 1 para tratamiento mediante
imidazolinona.

La Figura 7 es una tabla que muestra la produccion de grano en 14% de humedad para IRGA 417 y las estirpes
IMINTA 1 después de tratamiento con imidazolinona.

La Figura 8 es una tabla que muestra la evaluacion de los componentes de produccién en IRGA 417 y las estirpes
IMINTA 1 después de tratamiento con imidazolinona.

Descripcion detallada

La presente invencién esta dirigida a plantas de arroz, partes de plantas de arroz y células de plantas de arroz que
tienen tolerancia aumentada a herbicidas de imidazolinona. La presente invencion también incluye semillas
producidas por las plantas de arroz descritas aqui y métodos para cultivar plantas de arroz, mientras se controlan las
malezas en la vecindad de dichas plantas de arroz. Se entiende que como se utiliza en la especificacion y en las
reivindicaciones, "un" o "uno" puede significar uno 0 mas, dependiendo del contexto en el que se utilice. Asi, por
ejemplo, la referencia a "una célula" puede significar que por lo menos se puede utilizar una célula.

Como se utiliza aqui, el término "planta de arroz" se refiere a una planta que es un miembro del género Oryza. Las
plantas de arroz de la presente invencién pueden ser miembros de un género Oryza que incluye, pero no se limita a,
O. alta, O. australiensis, O. barthii, O. brachyantha, O. eichingeri, O. glaberrima, O. glumaepatula, O. grandigiumis,
O. granulata, O. latifolia, O. longiglumis, O. longistaminata, O. meridionalis O. meyeriana, O. minuta, O. nivara, O.
officinalis, O. punctata, O. rhizomatis, O. ridleyi, O. ruflpogon, O. sativa, y O. schiechteri e hibridos de los mismos.
Ejemplos de las subespecies O. sativa incluidas dentro de la presente invencién son Japonica, e Indica. Un cultivo
no limitante de Japonica es Nipponbare, y un ejemplo no limitante de Indica es el cultivo 93-11.

El término “planta de arroz" esta destinado a abarcar plantas de arroz en cualquier etapa de madurez o desarrollo,
asi como también cualesquier tejidos u 6rganos (partes de planta) tomados o derivados de cualquier tal planta a
menos que se indique claramente otra cosa por el contexto. Las partes de planta incluyen, pero no se limitan a,
tallos, raices, flores, 6vulos, estambres, hojas, embriones, regiones meristematicas, tejidos de callo, cultivos de
antera, gametofitos, esporofitos, polen, microesporas, protoplastos, y similares. La presente invencion también
incluye semillas producidas por las plantas de arroz de la presente invencion. En una realizacion, las semillas son
genéticamente puras para una tolerancia aumentada a un herbicida de imidazolinona cuando se compara con una
variedad tipo silvestre de la semilla de la planta de arroz.

La presente invencién describe una planta de arroz que comprende por lo menos un acido nucleico AHAS de arroz
variante no recombinante, en donde la planta de arroz ha aumentado la tolerancia a un herbicida de imidazolinona
cuando se compara con una variedad tipo silvestre de la planta. Como se utiliza aqui, el término "locus de gen
AHAS" se refiere a la posicion de un gen AHAS en un genoma, y los términos “gen AHAS" y "acido nucleico AHAS"
se refiere a un acido nucleico que codifica la enzima AHAS.

Como se utiliza aqui, el término "acido nucleico AHAS variante" se refiere a un acido nucleico AHAS que tiene una
secuencia que se muta de un &cido nucleico AHAS tipo silvestre y que confiere tolerancia aumetnada a
imidazolinona a una planta en la que se expresa. Como se utiliza aqui, el término "alelo variante AHAS" se refiere a
un copia Unica de un &cido nucleico AHAS particular.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion incluye una planta de arroz que comprende un &cido nucleico
AHAS de arroz variante no recombinante, en donde la planta de arroz tiene tolerancia aumentada a un herbicida de
imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo natural de la planta y en donde el acido nucleico AHAS
variante codifica una proteina AHAS variante que comprende una mutacién de alanina a treonina cuando se
compara con una proteina AHAS tipo silvestre. La mutacién de alanina a treonina corresponde a la posicion 96 de la
secuencia de aminoacidos AHAS como se muestra en la SEQ ID NO: 12. El acido nucleico AHAS variante se
selecciona del grupo que consiste de una secuencia de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1; una secuencia
de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3; una secuencia de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5;
una secuencia de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 11; un polinucleétido que codifica el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO: 2; un polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 4; un
polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 6; y un polinucledtido que codifica el
polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 12.
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La presente invencion incluye plantas de arroz que comprende uno o mas alelos AHAS, en donde la planta de arroz
ha aumentado la tolerancia a un herbicida de imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo silvestre de la
planta. Los alelos AHAS pueden comprender una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste de
una secuencia de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1; una secuencia de polinucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 3; una secuencia de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5; una secuencia de polinucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 11; un polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 2; un
polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 4; un polinucleétido que codifica el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO: 6; un polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 12; y un
polinucleétido complementario con cualquiera de los polinucleétidos mencionados anteriormente.

En una realizacion, la planta de arroz comprende dos acidos nucleicos AHAS variantes diferentes. En otra
realizacién, la planta de arroz comprende un acido nucleico AHAS variante, en donde el acido nucleico comprende la
secuencia de polinucleotidos de la SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 3; o SEQ ID NO: 5. Preferiblemente, por lo menos
uno de los acidos nucleicos AHAS variantes comprenden una secuencia de polinucleétidos seleccionada del grupo
que consiste de la SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 3: y SEQ ID NO: 5.

El herbicida imidazolinona se puede seleccionar de, pero no se limita a, PURSUIT® (imazetapir), CADRE®
(imazapic), RAPTOR® (imazamox), SCEPTER ® (imazaquin), ASSERT® (imazethabenz), ARSENAL ® (imazapyr),
un derivado de cualquiera de los herbicidas mencionados anteriormente, o una mezcla de dos o mas de los
herbicidas mencionados anteriormente, por ejemplo, imazapir/imazamox (ODYSSEY®). Mas especificamente, el
herbicida imidazolinona se puede seleccionar de, pero no se limita a, acido 2-(4- isopropil- 4-metil- 5- oxo- 2-
imidiazolin- 2- il)-nicotinico, acido 2-(4-isopropil)-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)- 3-quinolinacarboxilico, acido 5-etil-2-
(4-isopropil-4-metil- 5-oxo-2-imidazolin-2-il)-nicotinico, acido 2-(4-isopropil- 4-metil- 5-oxo- 2- imidazolin- 2- il)- 5-
(metoximetil)- nicotinico, acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin- 2-il)-5-metilnicotinico, y una mezcla de 6-(4-
isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-m-toluato de metilo y 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin- 2-il)-p-toluato
de metilo. Se prefiere el uso de acido 5-etil-2-(4-isopropil- 4-metil-5-0x0-2-imidazolin-2-il)-nicotinico y acido 2-(4-
isopropil- 4- metil- 5- oxo- 2- imidazolin- 2- il)- 5-(metoximetil)-nicotinico. Se prefiere particularmente el uso de acido
2-(4- isopropil- 4- metil- 5- oxo- 2- imidazolin- 2- il)- 5-(metoximetil)-nicotinico.

Las plantas de arroz descritas aqui pueden ser plantas de arroz trangénicas o plantas de arroz no transgénicas.
Como se utiliza aqui, el término "transgénico" se refiere a cualquier planta, célula de planta, callo, tejido de planta, o
parte de planta, que contiene todo o parte de por lo menos un polinucleétido recombinante. En muchos casos, todo o
parte del polinucleétido recombinante se integra establemente dentro de un cromosoma o elemento
extracromosémico estable, ya que este se pasa en generaciones sucesivas. Para los propdsitos de la invencion, el
término "polinucleétido recombinante” se refiere a un polinucleétido que se ha alterado, redispuesto o modificado por
ingenieria genética. Ejemplos incluyen cualquier polinucleétido clonado, o polinucleétidos, que se ligan o se unen a
las secuencias heterdlogas. El término "recombinante” no se refiere a alteraciones de los polinucleétidos que
resultan de los eventos que ocurren en forma natural, tales como mutaciones espontaneas, o de mutagenia no
espontanea seguido por siembra selectiva. Las plantas que contienen mutaciones que surgen debido a la mutagenia
no espontanea y la siembra selectiva se denominan aqui como plantas no transgénicas y se incluyen en la presente
invencion.

Un ejemplo de una estirpe de planta de arroz no transgénica que comprende un acido nucleico AHAS variante es la
estirpe de planta depositada con el NCIMB que tiene NCIMB, el Nimero de Designacion de Depésito de Patente
NCIMB 41206, designada aqui como la estirpe de arroz AHAS IMINTA 1. La secuencia de nucledtidos parcial que
corresponde al gen IMINTA 1 AHAS se muestra en la SEQ ID NO: 1.

Otro ejemplo de una estirpe de planta de arroz no transgénica que comprende un acido nucleico AHAS es la estirpe
de planta depositada con el NCIMB que tiene el Nimero de Designacion NCIMB de Depésito de Patente NCIMB
41207, designado aqui como la estirpe de arroz AHAS IMINTA 4. La secuencia de nuclebtidos parcial que
corresponde al gen IMINTA 4 AHAS se muestra en la SEQ ID NO: 3.

Otro ejemplo de una estirpe de planta de arroz no transgénica que comprende un acido nucleico AHAS es la estirpe
de planta depositada con el NCIMB que tiene el Nimero de Designacion NCIMB de Depésito de Patente NCIMB
41208, designado aqui como la estirpe de arroz AHAS IMINTA 5. La secuencia de nucledtidos parcial que
corresponde al gen IMINTA 5 AHAS se muestra en la SEQ ID NO: 5.

Los depdsitos separados de aproximadamente 2500 semillas cada una de estirpes de trigo tolerantes a la
imidazolinona se hicieron con el NCIMB, Aberdeen, Scotland, Reino Unido en Diciembre 22, 2003. Estos depésitos
se hicieron de acuerdo con los términos y provisiones del Tratado de Budapest con relacion al depésito de los
microorganismos. Los depdsitos se hicieron para un término de por lo menos treinta afios y por lo menos cinco afios
después que la mayor parte de solicitudes recientes para presentacion de una muestra del deposito es recibida por
el NCIMB. Las semillas depositadas se acordaron los Numeros de Designacion de Deposito de Patente NCIMB
41206, NCIMB 41207, y NCIMB 41208.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 544 692 T3

La presente invencién incluye la planta de arroz que tiene un Numero de Designacién de Deposito de Patente
NCIMB 41206, NCIMB 41207, o NCIMB 41208; mutante, recombinante o derivado de la planta manipulada
genéticamente, con el Nimero de Designacion de Depdsito de Patente NCIMB 41208, NCIMB 41207, o NCIMB
41208; cualquier progenie de la planta con el Nimero de Designacion de Depésito de Patente NCIMB 41206,
NCIMB 41207, o NCIMB 41208; y una planta que es la progenie de cualquiera de estas plantas, en una realizacion
preferida, la planta de arroz de la presente invencion tiene adicionalmente las caracteristicas de tolerancia al
herbicida de la planta con el Nimero de Designacion de Depésito de Patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, y
NCIMB 41208

También se incluyen en la presente invencion hibridos de las estirpes de plantas de arroz IMINTA 1, 4, y 5 descritos
aqui e hibridos del IMINTA 1, 4, y 5 con otra planta de arroz.

Los términos "cultivo" y "variedad" se refieren a un grupo de plantas dentro de una especie definida por compartir un
conjunto comun de caracteristicas o rasgos aceptados por aquellos expertos en la técnica como suficientes para
distinguir un cultivo o variedad de otro cultivo o variedad. No existe implicacién en el término que todas las plantas
de cualquier cultivo dado o variedad seran genéticamente idénticas al gen completo o nivel molecular o aquel de
cualquier planta dada serd homozigoto a todos los locus. Un cultivo o variedad se considera" genéticamente puro”
para un rasgo particular si, cuando el cultivo genéticamente puro o variedad se auto poliniza, toda la progenie
contiene los rasgos. Los términos "estirpe de la progenie" o "estirpe" se refieren a un grupo de plantas dentro de un
cultivo definido por el intercambio de un conjunto comun de caracteristicas o rasgos aceptados por aquellos expertos
en la técnica como suficientes para distinguir una estirpe de la progenie o estirpe de otra estirpe de la progenie o
estirpe. No existe implicacion en el término que todas las plantas de cualquier estirpe de la progenie dada o estirpe
sera genéticamente idéntica al gen completo o nivel molecular o aquel de cualquier planta dada sera homozigota en
todos los locus. Una estirpe de la progenie o estirpe se considera "genéticamente pura" para un rasgo particular si,
cuando la genéticamente pura o estirpe de la progenie se auto poliniza, toda la progenie contiene el rasgo. En la
presente invencidn, el rasgo surge de una mutacion en un gen AHAS de la planta de arroz o semilla.

Se entiende que la planta de arroz de la presente invencién puede comprender un acido nucleico AHAS tipo silvestre
ademas de un &cido nucleico AHAS variante. Como se describe en el Ejemplo 2, se contempla que las estirpes de
arroz IMINTA 1, 4, y 5 contienen una mutacion en solo un alelo AHAS. Por lo tanto, la presente invencion incluye
una planta de arroz que comprende por lo menos un acido nucleico AHAS variante ademas de uno o mas acidos
nucleicos AHAS tipo silvestre.

Ademas de las plantas de arroz, las proteinas AHAS aisladas y acidos nucleicos que confieren preferiblemente
tolerancia aumentada a un herbicida de imidazolinona cuando se compara con las proteinas AHAS tipo silvestre y se
describen aqui los acidos nucleicos. Los acidos nucleicos AHASa aislados pueden codificar una proteina que tiene
una mutacion de alanina a treonina. La mutacién de alanina a treonina esta ubicada en un residuo de aminoacido
gue corresponde a la posicion 96 de la SEQ ID NO: 12. Los acidos nucleicos aislados pueden comprender un
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste de un polinucleétido como se define en la SEQ ID NO: 1; un
polinucleétido como se define en la SEQ ID NO: 3; un polinucleétido como se define en la SEQ ID NO: 5: un
polinucleétido como se define en la SEQ ID NO: 11; un polinucleétido que codifica un polipéptido como se define en
la SEQ ID NO: 2; un polinucleétido que codifica un polipéptido como se define en la SEQ ID NO: 4; un polinucleétido
gue codifica un polipéptido como se define en la SEQ ID NO: 6; un polinucleétido que codifica un polipéptido como
se define en la SEQ ID NO: 12; un polinucleétido que comprende por lo menos 60 nucleétidos consecutivos de
cualquiera de los polinucleétidos mencionados anteriormente; y un polinucleétido complementario a cualquiera de
los polinucleétidos mencionados anteriormente. En una realizacion preferida, el acido nucleico AHAS aislado
comprende una secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 11.

El término "proteina AHAS" o "polipéptido AHAS" se refiere a una proteina de sintasa acetohidroxiacido, y los
términos "proteina AHAS variante" o "polipéptido AHAS variante." se refiere a cualquier proteina AHAS que se muta
de una proteina AHAS tipo silvestre y que contiene tolerancia a imidazolinona aumentada a una planta, célula de
planta, parte de planta, semilla de planta, o tejido de planta cuando se expresa alli. En una realizacion preferida, la
proteina AHAS variante comprende un polipéptido codificado por una secuencia de polinucleétidos que comprende
la SEQ ID NO: 1. en otra realizacion preferida, la proteina AHAS variante comprende un polipéptido codificado por
una secuencia de polinucleétidos que comprende la SEQ ID NO: 3. en otra realizacién preferida, la proteina AHAS
variante comprende un polipéptido codificado por una secuencia de polinucleétidos que comprende la SEQ ID NO:
5. en todavia otra realizacion preferida, la proteina AHAS variante comprende un polipéptido que comprende la SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 6.

También como se utiliza aqui, los términos "acido nucleico" y "polinuclettido” se refieren a ARN o ADN que es lineal
o ramificado, de hebra doble o de hebra sencilla, o un hibrido de los mismos. El término también abarca los hibridos
de ARN/ADN. Estos términos también abarcan la secuencia no traducida en los extremos 3’ y 5’ de la regién
codificante del gen: por lo menos aproximadamente 1000 nucleétidos de la secuencia en la direccion 5’ del extremo
5’ de la region codificante y por lo menos aproximadamente 200 nucle6tidos de la secuencia en la direccion 3’ del
extremo 3’ de la regién codificante del gen. Menos bases comunes, tales como inosina, 5-metilcitosina, 6-
metiladenina, hipoxantina y otros también se pueden utilizar para par de ribozima, dsARN y antisentido. Por ejemplo,
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los polinucledtidos que contienen andlogos propina C-5 de uridina y citidina se ha mostrado que une el ARN con alta
afinidad y son inhibidores antisentido potentes de la expresidon de gen. Otras modificaciones, tales como la
modificacién de la estructura principal de fosfodiéster, o también se puede hacer el 2'-hidroxi en el grupo de azlcar
de ribosa del ARN. Los polinucleétidos y ribozimas antisentido pueden consistir completamente de ribonucleétidos, o
pueden contener ribonucledtidos y desoxiribonucletdtidos mezclados. Los polinucleétidos descritos aqui se pueden
producir por cualesquier medios, que incluyen preparaciones genoémicas, preparaciones de cADN, sintesis in vitro,
RT-PCR y transcripcion in vitro o in vivo.

Una molécula de acido nucleico "aislada" es una que se separa sustancialmente de otras moléculas de acido
nucleico, que estan presentes en la fuente natural del acido nucleico (es decir, las secuencias que codifican otros
polipéptidos). Preferiblemente, un acido nucleico "aislado” esta libre de algunas de las secuencias que flanquean en
forma natural el acido nucleico (es decir, las secuencias ubicadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico) en su
replicon que ocurre en forma natural. Por ejemplo, un acido nucleico clonado se considera aislado. La molécula de
acido nucleico AHAS aislado puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb,1 kb, 0.5 kb 0 0.1 kb
de las secuencias de nucleétido que flanquean en forma natural la molécula de acido nucleico en el ADN genémico
de la célula de la cual se deriva el acido (por ejemplo, una célula O. sativa). Un acido nucleico también se considera
aislado si se ha alterado mediante la intervencion humana, o se pone en un locus o ubicacién que no es su sitio
natural, o si se introduce dentro de una célula mediante agroinfeccion, biolisticos, o cualquier otro método de
transformacion de planta. Mas aun, una molécula de acido nucleico "aislada”, tal como una molécula de cADN,
puede estar libre de alguno de otro material celular con el que se asocia de forma natural, o el medio de cultivo
cuando se produce mediante técnicas recombinantes, 0 precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando se
sintetizan quimicamente.

Especificamente se excluyen de la definicién de "acidos nucleicos aislados": cromosomas de origen natural (tales
como extensiones de cromosoma), colecciones de cromosoma artificial, colecciones genémicas, y colecciones de
cADN que existen como una preparacion de acido nucleico in vitro o como una preparacion de célula anfitriona
transfectada/transformada, en donde las células anfitrionas son una preparacién heterogénea in vitro o se ponen en
placas como una poblacién heterogénea de Unicas colonias. También especificamente se excluyen las colecciones
anteriores en donde un &cido nucleico especifico hace menos de 5% del nimero de insertos nucleicos agregados en
las moléculas de vector. Adicionalmente se excluyen especificamente las preparaciones de ADN gendmicas de
célula completa o las preparaciones de ARN de célula completa (que incluyen preparaciones de célula completa que
se comparten mecanicamente o se digieren enzimaticamente). Aln adicionalmente se excluyen especificamente las
preparaciones de célula completa encontradas como una preparacién in vitro o como una mezcla heterogénea
separada mediante electroforesis en donde el acido nucleico de la invencién no se ha separado adicionalmente de
los acidos nucleicos heterélogos en el medio de electroféresis (por ejemplo, separar adicionalmente al extirpar una
banda sencilla de una poblacién de banda heterogénea en un gel de agarosa o transferencia a nailon).

Una molécula de acido nucleico contiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 11 o una porcién de la misma se puede aislar utilizando técnicas de biologia molecular estandar
y la informacién de secuencia proporcionada aqui. Por ejemplo, el cCADN de AHAS O. sativa se puede aislar de una
coleccidén O. sativa utilizando todo o una porcién de la secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5
0 SEQ ID NO: 11. Mas alin, una molécula de acido nucleico que abarca todo o una porcién de la SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 11 se puede aislar mediante la reaccién de cadena polimerasa
utilizando los cebadores de oligonucleétido designados con base en esta secuencia. Por ejemplo, el mARN se
puede aislar de las células de planta (por ejemplo, mediante el procedimiento de extraccion de guanidinio-tiocianato
de Chirgwin et al., 1979, Biochemistry 18:5294-5299), y se puede preparar el cADN utilizando transcriptasa inversa
(por ejemplo, transcriptasa inversa Moloney MLV, disponible de Gibco/BRL, Bethesda, MD; o transcriptasa inversa
AMV, disponible de Seikagaku America, inc., St. Petersburg, FL). Los cebadores de oligonucleétido sintéticos para la
amplificacion de la reaccion de la cadena polimerasa se puede designar con base en la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 11. Una molécula nucleica agregada de
la invencion se puede amplificar utilizando cADN o, alternativamente, ADN genémico, como una plantilla y
cebadores de oligonucleétido apropiados de acuerdo con técnicas de amplificacién PCR estandar. La molécula de
acido nucleico asi amplificada se puede clonar en un vector apropiado y se caracteriza por analisis de secuencia de
ADN. Adicionalmente, los oligonucleétidos que corresponden a una secuencia de nucledtidos AHAS se pueden
preparar mediante técnicas sintéticas estandar, por ejemplo, utilizando un sintetizador de ADN automatico.

Los acidos nucleicos AHAS descritos aqui puede comprender las secuencias que codifican una Proteina AHAS (es
decir, "regiones codificantes"), asi como también las secuencias no traducidas 5’ y las secuencias no traducidas 3'.
Alternativamente, las moléculas de acido nucleico de la presente invencién pueden comprender solo las regiones
codificantes de un gen AHAS, o pueden contener fragmentos gendmicos completos aislados del ADN gendémico.
Una region codificante de estas secuencias se indica como una "posicion ORF." Mas aun, la molécula de acido
nucleico de la invencion puede comprender una porcién de una region codificante de un gen AHAS, por ejemplo, un
fragmento que se puede utilizar como una sonda o un cebador. La secuencia de nuclettidos determinada de la
clonacion del gen AHAS de O. sativa permite la generaciéon de sondas y cebadores designados para uso en
identificar y/o clonar los homologos AHAS en otros tipos de células y organismos, asi como también los homologos
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AHAS de otras plantas de arroz y especies relacionadas. La porcion de la regién codificante también puede codificar
un fragmento biol6gicamente activo de una proteina AHAS.

Como se utiliza aqui, el término "porcién biolégicamente activa de" una proteina AHAS esta destinada a incluir una
porcién, por ejemplo, un dominio/motivo, de una proteina AHAS que, cuando se produce en una planta aumenta la
tolerancia de la planta a un herbicida de imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo natural de la
planta. Los métodos para cuantificar la tolerancia aumentada a herbicidas de imidazolinona se proporcionan en los
Ejemplos adelante. Las porciones biolégicamente activas de una proteina AHAS incluyen péptidos derivados de la
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 12 que incluyen pocos aminoacidos que una proteina
AHAS de longitud completa e imparte tolerancia aumentada a un herbicida de imidazolinona luego de la expresion
en una planta. Tipicamente, las porciones biolégicamente activas (por ejemplo, péptidos que tienen, por ejemplo, 5,
10, 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100, 0 mas aminoéacidos de longitud) comprenden un dominio 0 motivo con
por lo menos una actividad de una proteina AHAS. Mas aun, otras porciones biolégicamente activas en las que se
eliminan otras regiones del polipéptido, se pueden preparar mediante técnicas recombinantes y se evallan para una
0 mas de las actividades descritas alli. Preferiblemente, las porciones biolégicamente activas de una proteina AHAS
incluyen uno o mas dominios conservados seleccionados del grupo que consiste de un Dominio A, un Dominio B, un
Dominio C, un Dominio D y un Dominio E, en donde el dominio conservado contiene una mutacion.

Adicionalmente, los polipéptidos de fusion o quiméricos AHAS se describen aqui. Como se utiliza aqui, un
"polipéptido quimérico" o "polipéptido de fusion” AHAS comprende un polipéptido AHAS ligado operativamente a un
no polipéptido AHAS. Un "no polipéptido AHAS" se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
gue no es sustancialmente idéntica a un polipéptido AHAS, por ejemplo, un polipéptido que no es una isoenzima
AHAS, cuyo péptido realiza una funcion diferente que un polipéptido AHAS. Como se utiliza aqui con respecto al
polipéptido de fusion, el término "ligado operativamente" esta destinado a indicar que el polipéptido AHAS y el no
polipéptido AHAS se fusionan entre si hay que ambas secuencias cumplen con la funcién propuesta atribuida a la
secuencia utilizada. El no polipéptido AHAS se puede fusionar al terminal N o al terminal C del polipéptido AHAS.
Por ejemplo, en una realizacién, el polipéptido de fusion es un polipéptido de fusion GST-AHAS en el que la
secuencia AHAS se fusiona al terminal C de la secuencia GST. Tales polipéptidos de fusion pueden facilitar la
purificacién de polipéptidos AHAS recombinantes, en otra realizacion, el polipéptido de fusion es un polipéptido
AHAS que contiene una secuencia de sefial heter6loga en su terminal N, en ciertas células anfitrionas (por ejemplo,
células anfitrionas de mamifero), la expresion y/o secrecion de un polipéptido AHAS se puede aumentar a través del
uso de una secuencia de sefial heterdloga.

Una molécula de acido nucleico aislado que codifica un polipéptido AHAS tiene un cierto porcentaje de identidad de
secuencia a un polipéptido de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 12 se puede crear al
introducir una 0 mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucleétido dentro de una secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, 0 SEQ ID NO: 11 de tal manera que una o0 mas sustituciones,
adiciones, o eliminaciones de aminoacido se introducen dentro del polipéptido codificado. Las mutaciones se pueden
introducir dentro de una secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o SEQ ID NO: 11 mediante
técnicas estandar, tales como mutagenia dirigida a sitio y mutagenia mediada por PCR. Preferiblemente, las
sustituciones de amino agregadas conservadoras se hacen en uno o mas residuos de aminoacido no esenciales
predichas.

Una "sustitucion de aminoacido conservadora" es una en la que el residuo de aminoacido se reemplaza con un
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de los residuos de aminoacido tienen
cadenas laterales similares que se han identificado en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas
laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico,
acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofan), cadenas laterales ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y
cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptofan, histidina). Asi, un residuo de aminoéacido
no esencial predicho en un polipéptido AHAS se reemplaza preferiblemente con otro residuo de aminoacido de la
misma familia de cadena lateral. Alternativamente, en otra realizacion, se pueden introducir mutaciones
aleatoriamente a lo largo de todo o parte de una secuencia codificante AHAS, tal como mediante mutagenia de
saturacion, y los mutantes resultantes se pueden detectar para una actividad AHAS descrita aqui para identificar los
mutantes que retienen la actividad AHAS. Luego de mutagenia de la secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 11, el polipéptido codificado se puede expresar recombinantemente y la actividad del
polipéptido se puede determinar al analizar la tolerancia a la imidazolinona de una planta que expresa el polipéptido
como se describe en los Ejemplos adelante.

Para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de las dos secuencias de aminoacidos, las secuencias se
alinean para propésitos de comparacion 6ptimos (por ejemplo, se pueden introducir espacios en la secuencia de un
polipéptido para alineacion optima con el otro polipéptido). Los residuos de aminoacido en las posiciones de
aminoacido correspondientes luego se comparan. Cuando una posicién en una secuencia se ocupa por el mismo
residuo de aminoacido como la posicion correspondiente en la otra secuencia, luego las moléculas son idénticas en
esta posicion. El mismo tipo de comparacion se puede hacer entre las dos secuencias de acido nucleico. El
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porcentaje de identidad de secuencia entre las dos secuencias es una funciéon del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, porcentaje de identidad de secuencia = nimeros de posiciones idénticas/
nameros de posiciones totales x 100). Para los propésitos de la invencion, el porcentaje de identidad de secuencia
entre las dos secuencias de acido nucleico o polipéptido se determina utilizando el paquete de software Vector NTI
6.0 (PC) (InforMax, 7600 Wisconsin Ave., Bethesda, MD 20814). Una penalidad de espacio abierto de 15 y una
penalidad de extensiéon de espacio de 6.66 se utilizan para determinar el porcentaje de identidad de dos acidos
nucleicos. Una penalidad de espacio abierto de 10 y una penalidad de extension de espacio de 0.1 se utilizan para
determinar el porcentaje de identidad de dos polipéptidos. Todos los otros parametros se establecen en
configuraciones predeterminadas.

Se entiende que para los propdsitos de determinar la identidad de secuencia, cuando se compara con una
secuencia de ADN a una secuencia de ARN, un nucleétido timidina es equivalente a un nucléotido uracilo.
Preferiblemente, los polipéptidos AHAS aislados descritos aqui son por lo menos aproximadamente 50-60%,
preferiblemente por lo menos aproximadamente 60-70%, y mas preferiblemente por lo menos aproximadamente 70-
75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 0 90-95%, y mas preferiblemente por lo menos aproximadamente 96%, 97%, 98%,
99%, o mas idéntico a una secuencia de aminoacidos completa mostrada en la SEQ ID NO: 2. SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 12

Adicionalmente, se pueden crear acidos nucleicos AHAS optimizados. Preferiblemente, un acido nucleico AHAS
optimizado codifica un polipéptido AHAS que modula la tolerancia de la planta a los herbicidas de imidazolinona, y
mas preferiblemente aumenta la tolerancia de la planta a un herbicida de imidazolinona luego de su sobreexpresion
de la planta. Como se utiliza aqui, "optimizado" se refiere a un acido nucleico que se construye genéticamente por
ingenieria para aumentar su expresion en una planta o animal dado. Para proporcionar los acidos nucleicos AHAS
optimizados de planta, la secuencia de ADN del gen se puede modificar a 1) comprende codones preferidos por
genes de planta altamente expresados; 2) comprende un contenido de A+T en la composicién base de nucleétido a
aquella sustancialmente encontrada en las plantas; 3) forma una secuencia de inicio de planta, 4) elimina las
secuencias que provocan desestabilizacion, poliadenilacion inapropiada, degradaciéon y terminacién de ARN, o
aquella forma de estructura secundaria de horquilla o sitios de empalme de ARN. La expresién aumentada de los
acidos nucleicos AHAS en plantas se puede lograr al utilizar la frecuencia de distribucion del uso de codén en
plantas en general o una planta particular. Los métodos para optimizar la expresién del acido nucleico en las plantas
se puede encontrar en la EPA 0359472; EPA 0385962; Solicitud PCT No. WO 91/16432; Patente de los Estados
Unidos No. 5,380,831, Patente de los Estados Unidos No. 5,436,391; Perlack et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:3324-3328; y Murray et al., 1989, nucleic Acids Res. 17:477-498.

Como se utiliza aqui, "frecuencia del uso de coddn preferido” se refiere a la preferencia exhibida mediante una célula
anfitriona especifica en el uso de codones de nucleétido para especificar un aminoacido dado. Para determinar la
frecuencia de uso de un codén particular en un gen, el nUmero de ocurrencia de este codon en el gen se divide por
el numero total de ocurrencias de todos los codones que especifican el mismo aminoacido en el gen. De forma
similar, la frecuencia del uso de codon preferida que se exhibe mediante una célula anfitriona se puede calcular al
promediar la frecuencia del uso de codon preferido en un gran nimero de genes expresados por la célula anfitriona.
Se prefiere que este analisis se limite a los genes que se expresan altamente por la célula anfitriona. El porcentaje
de desviacion de la frecuencia del uso de codon preferido para un gen sintético de aquel empleado por una célula
anfitriona se calcula primero al determinar el porcentaje de desviacion de la frecuencia de uso de un coddn Unico de
aquel de la célula anfitriona seguido al obtener la desviacion promedio sobre todos los codones. Como se define
aqui, este calculo incluye codones unicos (es decir, ATG y TGG), en términos generales, la desviaciéon promedio
general del uso de codén de un gen optimizado de aquel de una célula anfitriona se calcula utilizando la ecuacion 1A
=n=12Z X, - YnX, veces 100 Z en donde X, = frecuencia de uso para codon n en la célula anfitriona; Y, =
frecuencia de uso para coddn n en el gen sintético, n representa un codén individual que especifica un aminoéacido y
el nimero total de codones es Z. La desviacion general de la frecuencia de uso de coddn, A, para todos los
aminoacidos preferiblemente debe ser menor de aproximadamente 25%, y mas preferiblemente menor de
aproximadamente 10%.

Por lo tanto, se puede optimizar un acido nucleico AHAS de tal manera que su distribucion del uso de codon se
desvia, preferiblemente, no mas de 25% de los genes de planta altamente expresados y, mas preferiblemente, no
mas de aproximadamente 10%. Adicionalmente, se da consideracion al porcentaje del contenido G+C de la tercera
base degenerada (las monocotiledéneas parecen favorecer G+C en esta posicion, mientras que las dicotiledéneas
no). También se reconoce que el nucle6tido XCG (en donde X es A, T, C, 0 G) es el codén menos preferido en
dicotiledéneas mientras que el coddn XTA se evita en las monocotiledéneas y dicotiledéneas. Los acidos nucleicos
AHAS optimizados de esta invencion también tienen preferiblemente indices de evitacion de doblete CG y TA que se
aproximan cercanamente a aquellos de la planta anfitriona seleccionada (es decir, Oryza sativa). Mas
preferiblemente esto indices se desvian de aquel del anfitrién por no mas de aproximadamente 10-15%.

Ademas de las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos AHAS descritos anteriormente, se
describen aqui moléculas de acido nucleico aisladas que son antisentido. Se considera que los polinucleétidos
antisentido inhiben la expresion de gen de un polinucledtido objetivo al unir especificamente el polinucleétido
objetivo e interferir con la transcripcion, empalme, transporte, traduccion y/o estabilidad del polinucleétido objetivo.
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Los métodos se describen en la técnica anterior para objetivar el polinucleétido antisentido al ADN cromosémico, en
un transcripto de ARN primario 0 a un mARN procesado. Preferiblemente, las regiones objetivo incluyen los sitios de
empalme, codones de inicio de traduccién, codones de terminacién de traduccion, y otras secuencias dentro de la
estructura de lectura abierta.

El término "antisentido", para los propésitos de la invencién, se refiere a un acido nucleico que comprende un
polinucleétido que es suficientemente complementario a todo o una porcién de un gen, transcripto primario, 0 mARN
procesado, con el fin de interferir con la expresion del gen endégeno. Polinucleétidos "complementarios” son
aquellos que son capaces de pares base de acuerdo con las reglas de complementariedad estandar de Watson-
Crick. Especificamente, las purinas seran par base con pirimidinas para formar una combinacién del par guanina con
el par de citosina (G:C) y adenina con timidina (A:T) en el caso del ADN, o par de adenina con uracilo (A:U) en el
caso de ARN. Se entiende que los dos polinucleétidos pueden hibridar entre si aun si ellos no son completamente
complementarios entre, dado que cada uno tiene por lo menos una regién que es sustancialmente complementaria a
la otra. El término “acido nucleico antisentido" incluye ARN de hebra sencilla asi como también casetes de expresion
de ADN de hebra doble que se pueden transcribir para producir un ARN antisentido. Los &cidos nucleicos
antisentido "activos" son moléculas de ARN antisentido que son capaces de hibridar selectivamente con un
transcripto primario o mARN que codifica un polipéptido que tiene por lo menos 80% de identidad de secuencia con
la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ 10 NO: 6, 0 SEQ ID NO: 12.

Ademas de los éacidos nucleicos AHAS vy los polipéptidos descritos anteriormente, estos acidos nucleicos y
polipéptidos unidos a una unidad estructural se describen alli. Estas unidades estructurales incluyen, pero no se
limitan a, unidades estructurales de deteccién, unidades estructurales de hibridacién, unidades estructurales de
purificacién, unidades estructurales de suministro, unidades estructurales de reaccion, unidades estructurales de
union, y similares. Un grupo tipico de acidos nucleicos tienen unidades estructurales de unidas a las sondas y
cebadores. Las sondas y cebadores comprenden tipicamente un oligonucleétido sustancialmente aislado. El
oligonucleétido comprende tipicamente una region de la secuencia de nucleétidos que hibrida bajo condiciones
exigentes a por lo menos aproximadamente 12, preferiblemente aproximadamente 25, mas preferiblemente
aproximadamente 40, 50, o 75 nucleétidos consecutivos de una hebra codificante de la secuencia establecida en la
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o SEQ ID NO: 11, una secuencia antisentido de la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o SEQ ID NO: 11, o los mutantes que ocurren en
forma natural de los mismos. Los cebadores con base en una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1. SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, 0 SEQ ID NO: 11 se pueden utilizar en reacciones PCR para clonar los homélogos AHAS. Las
sondas con base en la secuencia de nucle6tidos AHAS se pueden utilizar para detectar transcriptos o secuencias
gendmicas que las codifican o polipéptidos homologos. En realizaciones preferidas, la sonda comprende
adicionalmente un grupo marcado adherido a esta, por ejemplo el grupo marcado puede ser un radioisétopo, un
compuesto fluorescente, una enzima, o un co-factor de enzima. Tales sondas se pueden utilizar como una parte de
un equipo de prueba de marcador genémico para identificar células que expresan un polipéptido AHAS, tal como al
medir un nivel de un &cido nucleico que codifica AHAS, en una muestra de células, por ejemplo, detectar los niveles
de mARN AHAS o determinar si un gen AHAS gendmico se ha mutado o eliminado.

Adicionalmente, un vector de expresidon recombinante aislado que comprende un acido nucleico AHAS como se
describié anteriormente, en donde la expresion del vector en una célula anfitriona resulta en tolerancia aumentada a
un herbicida de imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo silvestre de la célula anfitriona se describe
aqui. Como se utiliza aqui, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro
acido nucleico al que se ha ligado. Un tipo de vector es un "plasmido," que se refiere a un bucle de ADN de doble
hebra circular en el que se pueden ligar los segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico,
en donde los segmentos de ADN adicionales se pueden ligar dentro del genoma virico. Ciertos vectores son
capaces de replicaciéon autbnoma en una célula anfitriona en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos
gue tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores de mamifero episdmicos). Otros vectores (por ejemplo,
vectores de mamifero no episémicos) se integran dentro del genoma de una célula anfitriona luego de la
introduccion dentro de la célula anfitriona, y por lo tanto se replican junto con el genoma anfitrion. Mas audn, ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los que ellos se ligan operativamente. Tales vectores se
denominan aqui como "vectores de expresién." En general, los vectores de expresién de utilidad en técnicas de ADN
recombinantes estan frecuentemente en la forma de plasmidos. En la presente especificacion, "plasmido” y "vector"
se pueden utilizar intercambiablemente cuando el plasmido es la forma mas cominmente utilizada de vector. Sin
embargo, la invencion esta destinada a incluir tales otras formas de vectores de expresion, tales como vectores
viricos (por ejemplo, retrovirus de replicacién defectuosa, adenovirus, y adenovirus asociados), que sirven como
funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinante descritos alli comprenden un acido nucleico de la invencién en una forma
adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula anfitriona, que significa que los vectores de expresion
recombinantes incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la base de las células anfitrionas
gue se van a utilizar para expresion, que se liga operativamente a la secuencia de acido nucleico que se va a
expresar. Con respecto a un vector de expresion recombinante, "ligado operativamente” esta destinado a significar
que la secuencia de nucleétidos de interés se liga a las secuencias reguladoras en una forma que permite la
expresion de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro o en una
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célula anfitriona cuando el vector se introduce dentro de la célula anfitriona). El término "secuencia reguladora” esta
destinada a incluir promotores, mejoradores, y otros elementos de control de expresion (por ejemplo, sefiales de
poliadenilacién). Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel, Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990) y Gruber and Crosby, in: Methods
in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Eds. Glick y Thompson, Chapter 7, 89-108, CRC Press: Boca Raton,
Florida, que incluyen las referencias alli. Las secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen la expresion
constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de células anfitrionas y aquellas que dirigen la
expresion de la secuencia de nucle6tidos solo en ciertas células anfitrionas o bajo ciertas condiciones. Se apreciara
por aquellos expertos en la técnica el que disefio del vector de expresion puede depender de tales factores como la
eleccion de la célula anfitriona que se va a transformar, el nivel de expresiéon de polipéptido deseado, etc. Los
vectores de expresion descritos aqui se pueden introducir dentro de las células anfitrionas para producir por lo tanto
polipéptidos o péptidos, que incluyen los polipéptidos o péptidos de fusién, codificados por los acidos nucleicos
como se describe aqui (por ejemplo, polipéptidos AHAS, polipéptidos de fusion, etc.).

Los polipéptidos AHAS se pueden expresar en plantas y células de plantas tales como células de plantas
unicelulares (tales como algas) (véase Falciatore et al., 1999, Marine Biotechnology 1(3):239-251 y referencias alli) y
células de planta de plantas mayores (por ejemplo, los espermatofitos, tales como plantas de cultivo). Un
polinucleétido AHAS se puede "introducir' dentro de una célula de planta por cualquier medio, que incluye
transfeccién, transformacién o transduccion, electroporacién, bombardeo de particula, agroinfeccion, biolisticos y
similares.

Los métodos adecuados para transformar o transfectar células anfitrionas que incluyen células de plantas se pueden
encontrar en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) y otros manuales de laboratorio tales como
Methods in Molecular Biology, 1995, Vol. 44, Agrobacterium protocols, Ed: Gartland and Davey, Humana Press,
Totowa, New Jersey. Como tolerancia aumentada a los herbicidas de imidazolinona es un rasgo general que se
desea heredar en una amplia variedad de plantas como maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, soja,
cacahuete, algodon, colza y canola, mandioca, pimienta, girasol y tagetes, plantas solanaceas como papa, tabaco,
berenjena, y tomate, especies de Vicia, guisantes, alfalfa, plantas arboricolas (café, cacao, té), especies de Salix,
arboles (aceite de palma, de coco), hierbas perennes y cultivos forrajeros, estas plantas de cultivo también se
prefieren plantas objetivo para una ingenieria genética. Los cultivos forrajeros incluyen, pero no se limitan a, Pasto
de Trigo, Alpiste, Cebadilla Criolla, Césped de Centeno Silvestre, Poa, Pasto Ovillo, Alfalfa, Salfoin, Loto, Trébol
Hibrido, Trébol Rojo, y Trébol de Olor.

La transfeccion de un polinucleétido AHAS dentro de una planta se puede lograr mediante la transferencia de gen
mediado por Agrobacterium. Un método de transformacion conocido por aquellos expertos en la técnica es la
inmersion de una planta florecida dentro de una solucién de Agrobacteria, en donde la Agrobacteria contiene el
acido nucleico AHAS, seguido por siembra de los gametos transformados. La transformacion de la planta mediada
por Agrabacterium se puede realizar utilizando, por ejemplo, la cepa GV3101 (pMP90) (Koncz and Schell, 1988, Mol.
Gen. Genet. 204:383-396) o LBA4404 (Clontech) Agrobacterium tumefaciens. La transformacion se puede realizar
mediante transformacion estandar y técnicas de regeneracion (Deblaere et al., 1994, Nucl. Acids. Res.13: 4777-
4788; Gelvin, Stanton B. and Schilperoort, Robert A, Plant Molecular Biology Manual, 2nd Ed. - Dordrecht: Kluwer
Academic Publ., 1995, - in Sect., Ringbuc Zentrale Signatur: BT11-P ISBN 0-7923-2731-4; Glick, Bernard R. y
Thompson, John E., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Raton: CRC Press, 1993 360 S.,
ISBN 0-8493-5164-2). Por ejemplo, la colza puede ser transformados por medio de transformacion de cotiledéneas o
hipocotiledéneas. (Moloney et al., 1989, Plant Cell Report 8: 238-242; De Block et al., 1989, Plant Physiol. 91: 694-
701). El uso de antibidticos para Agrobacterium y selecciéon de plantas depende del vector binario y la cepa
Agrobacterium utilizada para transformacion. La seleccion de colza se realiza normalmente utilizando canamicina
como marcador de planta seleccionable. Se puede realizar la transferencia del gen mediado por Agrobacterium al
lino utilizando, por ejemplo, una técnica descrita por Mlynarova et al., 1994, Plant cell Report 13:282-285.
Adicionalmente, la transformacion de la soja se puede realizar utilizando por ejemplo una técnica descrita en la
Patente Europea No. 0424 047, Patente Estadounidense No. 5,322,783, Patente Europea No. 0397 687, Patente
Estadounidense No. 5,376,543, o Patente Estadounidense No. 5,169,770. La transformacion del maiz se puede
lograr mediante bombardeo de particula, retoma de AADN mediada por polietilenglicol o por medio de la técnica de
fibra de carburo de silice. (Ver, por ejemplo, Freeling and Walbot "The maize handbook" Springer Verlag: New York
(1993) ISBN 3-540-97826-7). Un ejemplo especifico de la transformacién de maiz se encuentra en la Patente
Estadounidense No. 5,990,387, y un ejemplo especifico de la transformacion de trigo se puede encontrar en la
Solicitud PCT No. WO 93/07256.

El polinucledtido AHAS introducido se puede mantener en la célula de planta establemente si se incorpora dentro de
un replicon autébnomo no cromosomico o se integra en los cromosomas de la planta. Alternativamente, el
polinucleétido AHAS introducido puede estar presente en un vector no replicante extra-cromosémico y puede
expresar transitoriamente o ser transitoriamente activo. Se puede crear un microorganismo recombinante homologo
en donde el polinucleétido AHAS se integra dentro de un cromosoma, se prepara un vector que contiene por lo
menos una porcion de un gen AHAS en el que se ha introducido una eliminacién, adicién o sustitucién para alterar
por lo tanto, por ejemplo, interrumpir funcionalmente, el gen AHAS enddgeno y para crear un gen AHAS.
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Para crear una mutacion puntual por medio de recombinacion homoéloga, se pueden utilizar hibridos de ADN-ARN en
una técnica conocida como quimeraplastia (Cole-Strauss et al., 1999, Nucleic Acids Research 27(5):1323-1330 y
Kmiec, 1999, Gene therapy American Scientist 87(3):240-247). Otros procedimientos de recombinacion homadlogos
en las especies Oryza también se conocen bien en la técnica y se contemplan para uso aqui.

En el vector de recombinacion homologo, el gen AHAS se puede flanquear en sus extremos 5’ y 3' mediante una
molécula de acido nucleico adicional del gen AHAS para permitir la recombinacién homéloga que ocurre entre el gen
AHAS exo6geno llevado por vector y un gen AHAS enddgeno, en un microorganismo o planta. La molécula agregada
nucleica AHAS flanqueada adicional es de longitud suficiente para recombinacion homoéloga exitosa con el gen
enddgeno. Tipicamente, varios cientos de pares base hasta kilobases de ADN de flanqueo (ambos en los extremos
5"y 3’) se incluyen en el vector (Ver, por ejemplo, Thomas, K. R., and Capecchi, M. R., 1987, Cell 51: 503 para una
descripcion de vectores de recombinacion homologos o Strepp et al.,, 1998, PNAS, 95(8): 4368-4373 para
recombinacion con base en cADN en Physcomitrella patens). Sin embargo, debido a que el gen AHAS difiere
normalmente del gen AHAS en muy pocos aminoacidos, una secuencia de flanqueo no siempre es necesaria. El
vector de recombinacién homdlogo se introduce dentro de un microorganismo o célula de planta (por ejemplo, por
medio de polietilenglicol mediado por ADN), y células en las que el gen AHAS introducido se ha recombinado
homologamente con el gen AHAS enddgeno se seleccionan utilizando técnicas conocidas en el arte.

Se pueden producir microorganismos recombinantes que contienen sistemas seleccionados que permite la
expresion regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusién de un gen AHAS en un vector puesto bajo el control
del operén lac permite la expresién del gen AHAS solo en la presencia de IPTG. Tales sistemas reguladores son
bien conocidos en la técnica.

Si esta presente en un vector de no replicacion extra-cromosémico o0 un vector que se integra dentro de un
cromosoma, el polinucleétido AHAS reside preferiblemente en un casete de expresion de planta. Un casete de
expresion de planta contiene preferiblemente las secuencias reguladoras capaces de dirigir la expresion de gen en
células de plantas que se ligan operativamente ya que cada secuencia puede cumplir su funcién, por ejemplo, la
terminacion de la transcripcion mediante sefiales de poliadenilacion. La sefales de poliadenilacién preferidas son
aquellas originadas de t-ADN Agrobacterium tumefaciens tal como el gen 3 conocido como sintasa octopina del
plasmido Ti pTIACHS (Gielen et al., 1984, EMBO J. 3:835) o equivalentes funcionales de los mismos, pero también
son adecuados todos los otros terminados funcionalmente activos en las plantas. Como expresion del gen de planta
no se limita muy frecuentemente en niveles transcripcionales, un casete de expresién de planta contiene
preferiblemente otras secuencias ligadas operativamente como mejoradores traduccionales tales como la secuencia
saturada que contiene la secuencia lider no traducida 5 del virus de mosaico de tabaco que mejora el polipéptido por
relacion de ARN (Gallie et al., 1987, Nucl. Acids Research 15:8693-8711). Ejemplos de vectores de expresién de
planta incluyen aquellos detallados en: Becker, D. et al., 1992, New plant binary vectors with selectable markers
located proximal to the left border, Plant Mol. Biol. 20:1195-1197; Bevan, M.W., 1984, Binary Agrobacterium vectors
for plant transformacién, Nucl. Acid. Res. 12:8711-8721; and Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in:
Transgenic Plants, Vol.1, Engineering and Utilization, eds.: Kung y R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38.

La expresion del gen de planta se debe ligar operativamente a un promotor apropiado que confiere expresiéon de gen
en una forma preferida de tejido o preferida de tipo celular, oportuna. Los promotores Utiles en los casetes de
expresion de la invencion incluyen cualquier promotor que es capaz de iniciar la transcripcién en una célula de
planta. Tales promotores incluyen, pero no se limitan a aquellos que se pueden obtener de plantas, virus de planta y
bacterias que contienen genes que se expresan en plantas, tales como Agrobacterium y Rhizobium.

El promotor puede ser constitutivo, inducible, preferido de etapa de desarrollo, preferido de tipo celular, preferido de
tejido o preferido de 6rgano. Los promotores constitutivos son activos bajo la mayoria de condiciones. Ejemplos de
promotores constitutivos incluyen los promotores CaMV 19S y 35S (Odell et al., 1985, Nature 313:810-812), el
promotor sX CaMV 35S (Kay et al., 1987, Science 236:1299-1302) el promotor Sepl, el promotor de actina de arroz
(McElroy et al., 1990, Célula de planta 2:163-171), el promotor de actina Arabidopsis, el promotor ubiquitina
(Christensen et al., 1989, Plant Molec. Biol. 18:675-689); pEmu (Last et al., 1991, Theor. Appl. Genet. 81:581-588),
el promotor 35S mosaico de la escrofularia, el promotor Smas (Velten et al.,, 1984, EMBO J. 3:2723-2730), el
promotor GRP1-8, el promotor de deshidrogenasa de alcohol cinnamilo (Patente Estadounidense No. 5,683,439),
promotores del T-ADN de Agrobacterium, tales como sintasa mannopina, sintasa nopalina, y sintasa octopina, la
subunidad pequefia del promotor de carboxilasa debifosfato de ribulosa (ssu-RUBISCO), y similares.

Los promotores inducibles son activos bajo ciertas condiciones ambientales, tales como la presencia o ausencia de
un nutriente o metabolito, calor o frio, luz, ataque de patégenos, condiciones anaerébicas, y similares. Por ejemplo,
el promotor hsp80 de Brassica se Induce por choque con calor; el promotor PPDK se induce por luz; el promotor PR-
1 de tabaco, Arabidopsis, y maiz son inducibles mediante infeccién con un patégeno; y el promotor Adhl se induce
por hipoxia y tensién por frio. La expresion de gen de planta también se puede facilitar por medio de un promotor
inducible (Para revisién, ver Gatz, 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48:89-108). Los promotores
guimicamente inducibles son especialmente adecuados si se desea la expresion del gen especifico de tiempo.
Ejemplos de tales promotores son un promotor inducible de acido salicilico (Solicitud PCT No. WO 95/19443), un
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promotor inducible por tetraciclina (Gatz et al., 1992, Plant J. 2:397-404) y un promotor inducible por etanol (Solicitud
PCT No. WO 93/21334).

Los promotores preferidos de la etapa de desarrollo se expresan preferiblemente en ciertas etapas de desarrollo.
Los promotores preferidos de tejido y érgano incluyen aquellos que se expresan preferiblemente en ciertos tejidos u
drganos, tales como hojas, raices, semillas, o xilema. Ejemplos de promotores preferidos de 6rgano y preferidos de
tejido incluyen, pero no se limitan a promotores preferidos de frutos, preferidos de évulo, preferidos de tejido macho,
preferidos de semilla, preferidos de integumento, preferidos de tubérculo, preferidos de cafa, preferidos de
pericarpio, y preferidos de hoja, preferidos de estigma, preferidos de polen, preferidos de antera, preferidos de
pétalo, preferidos de sépalo, preferidos de pedunculo, preferidos de silicua, preferidos de tallo, preferidos de raiz y
similares. Los promotores preferidos de semilla se expresan preferiblemente durante el desarrollo de semilla y/o
germinacion. Por ejemplo, los promotores preferidos de semilla pueden ser preferidos de embriones, preferidos de
endospermo y preferidos de cubierta de semilla. Véase Thompson et al., 1989, BioEssays 10:108: Ejemplos de
promotores preferidos de semilla incluyen, pero no se limitan a sintasa de celulosa (celA), Ciml, gama-zeina,
globulina-1, maiz 19 kD zeina (cZ19B1) y similares.

Otros promotores preferidos de érgano o preferidos de tejido adecuados incluyen el promotor de gen napina de
colza (Patente Estadounidense No. 5,608,152), el promotor USP de Vicia faba (Baeumlein et al.,1991, Mol Gen
Genet 225(3):459-67), el promotor oleosina de Arabidopsis (Solicitud PCT No. WO 98/45461), el promotor faseolina
de Phaseolus vulgaris (Patente Estadounidense No. 5,504,200), el promotor Bce4 de Brassica (Solicitud PCT No.
WO 91/13980), o el promotor de legimina B4 (LeB4; Baeumlein et al., 1992, Plant Journal, 2(2):233-9), asi como
también promotores que confieren expresion especifica de semilla en plantas monocotiledoneas como maiz,
cebada, trigo, centeno, arroz, etc. Los promotores adecuados para notar son el promotor de gen Ipt2 o Iptl de
cebada (Solicitud PCT No. WO 95/15389 y Solicitud PCT No. WO 95/23230) o aquellos descritos en la Solicitud PCT
No. WO 99/16890 (promotores de gen hordeina de cebada, gen de glutelina de arroz, gen orizina de arroz, gen
prolamina de arroz, gen gliadina de trigo, gen glutelina de trigo, gen glutelina de avena, gen kasirin de sorgo, y gen
secalina de centeno).

Otros promotores Utiles en los casetes de expresion descritos aqui incluyen, pero no se limitan a, el promotor de
proteina de unién a/b de clorofila principal, promotores de histona, el promotor Ap3, el promotor 3-conglicina, el
promotor napina, el promotor de lectina de soja, el promotor de zeina 15kD de maiz, el promotor de zeina 22kD, el
promotor de zeina 27kD, el promotor de g-zeina, los promotores cerosos, reducido 1, reducido 2, y bronce, el
promotor Zm13 (Patente Estadounidense No. 5,086,169), los promotores poligalacturonasa de maiz (PG) (Patente
Estadounidense Nos. 5,412,085 y 5,545,546), y el promotor SGB6 (Patente Estadounidense No. 5,470,359), asi
como también promotores sintéticos u otros promotores naturales.

La flexibilidad adicional en controlar la expresion de gen heteréloga en plantas se puede obtener al utilizar los
dominios de unién de ADN y los elementos de respuesta de fuentes heterélogas (es decir, dominios de union de
ADN de fuentes de no planta). Un ejemplo de tal dominio de unién de ADN heterélogo es el dominio de unién de
ADN LexA (Brent and Ptashne, 1985, Cell 43:729-736).

Adicionalmente, se describen aqui las células anfitrionas en las que el vector de expresién recombinante aqui
descrito se ha introducido. Los términos "célula anfitriona"” y "célula anfitriona recombinante” se utilizan
intercambiablemente aqui. Se entiende que tales términos no se refieren solo a la célula objeto particular pero
también aplican a la progenie o progenie potencial de tal célula. Debido a que pueden ocurrir ciertas modificaciones
en las generaciones futuras debido a la mutacion o influencias ambientales, tal progenie no puede, de hecho, ser
idéntica a la célula progenitora, pero aln se incluyen dentro del alcance del término como se utiliza aqui. Una célula
anfitriona puede ser una célula procariética o eucarittica. Por ejemplo, un polinucleétido AHAS se puede expresar
en células bacterianas tales como C. glutamicum, células de insecto, células fungicas, o células de mamifero (tales
como células de ovario de hamster Chinos (CHO) o células COS), algasa, ciliatos, callos de planta, hongos u otros
microorganismos como C. glutamicum. Otras células anfitrionas adecuadas se conocen por aquellos expertos en la
técnica.

Una célula anfitriona descrita aqui, tal como una célula anfitriona procariética o eucariética en cultivo, se puede
utilizar para producir (es decir, expresar) un polinucleétido AHAS. De acuerdo con lo anterior, se describen aqui los
métodos para producir los polipéptidos AHAS utilizando las células anfitrionas. El método puede comprender cultivar
la célula anfitriona descrita aqui (en la que se ha introducido un vector de expresion recombinante que codifica un
polipéptido AHAS, o dentro del que se ha introducido el genoma de un gen que codifica el polipéptido AHAS o tipo
silvestre) en un medio adecuado hasta que se produce el polipéptido AHAS. El método puede comprender
adicionalmente aislar los polipéptidos AHAS del medio o la célula anfitriona. Se describen aqui los polipéptidos
AHAS aislados adicionales, y las porciones biolégicamente activas de los mismos. Un polipéptido "aislado" o
"purificado” o porcion biolégicamente activa del mismo esta libre de algin material celular cuando se produce por
técnicas de ADN recombinantes, o precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando se sintetizan
guimicamente. La expresion "sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de polipéptido AHAS
en el que se separa el polipéptido de algunos de los componentes celulares de las células en las que se produce de
forma natural o recombinantemente. La expresion "sustancialmente libre de material celular® puede incluir
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preparaciones de un polipéptido AHAS que tienen menos de aproximadamente 30 % (en peso seco) de material no
AHAS (también denominado aqui como "polipéptidos contaminantes”). Mas preferiblemente menos de
aproximadamente 20 % de material no AHAS, todavia mas preferiblemente menos de aproximadamente 10 % de
material no AHAS, y mas preferiblemente menos de aproximadamente 5 % de material no AHAS.

Cuando el polipéptido AHAS, o la porcién biolégicamente activa del mismo, se produce recombinantemente, también
preferiblemente es sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de
aproximadamente 20 %, mas preferiblemente menos de aproximadamente 10 %, y mas preferiblemente menos de
aproximadamente 5 % del volumen de la preparacion de polipéptido. La expresion "sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros quimicos" incluye preparaciones del polipéptido AHAS en las que se separa el
polipéptido de los precursores quimicos u otros quimicos que estan involucrados en la sintesis del polipéptido. En
una realizacion, la expresién "sustancialmente libre de precursores quimicos o otros quimicos" incluye preparaciones
de un polipéptido AHAS que tiene menos de aproximadamente 30 % (por peso seco) de precursores quimicos o
guimicos no AHAS, mas preferiblemente menos de aproximadamente 20 % de precursores quimicos 0 quimicos no
AHAS, todavia mas preferiblemente menos de aproximadamente 10 % de precursores quimicos o quimicos no
AHAS, y mas preferiblemente menos de aproximadamente 5 % de precursores quimicos o quimicos no AHAS. En
realizaciones preferidas, los polipéptidos aislados, o las porciones bioldgicamente activas de los mismos, carecen de
polipéptidos contaminantes para el mismo organismo del que se deriva el polipéptido AHAS. Tipicamente, tales
polipéptidos se producen mediante expresion recombinante de, por ejemplo, un polipéptido AHAS de Oryza sativa
en plantas diferentes a Oryza sativa 0 microorganismos tales como C. glutamicum, ciliatos, algas, u hongos.

El polinucleétido AHAS y las secuencias de polipéptido descritas aqui tienen una variedad de usos. El acido nucleico
y las secuencias de aminoacido de la presente invencidn se pueden utilizar para transformar plantas, modulando por
lo tanto la tolerancia de la planta a los herbicidas de imidazolinona. De acuerdo con lo anterior, se describe aqui un
método para producir una planta transgénica que tiene tolerancia aumentada a un herbicida de imidazolinona
comprende, (a) transformar una célula de planta con uno o mas vectores de expresién que comprenden uno 0 mas
acidos nucleicos AHAS variantes, y (b) generar a partir de la célula de planta una planta transgénica con una
tolerancia aumentada a un herbicida de imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo silvestre de la
planta. El acido nucleico AHAS variante puede codificar un polipéptido AHAS variante que comprende una mutacion
de alanina a treonina cuando se compara con un polipéptido AHAS tipo silvestre.

Adicionalmente, se describen aqui los métodos para modificar la tolerancia de una planta a un herbicida de
imidazolinona que comprende modificar la expresién de uno o mas acidos nucleicos AHAS variantes. La tolerancia
de la planta al herbicida imidazolinona se puede aumentar o reducir cuando se logre al aumentar o reducir la
expresion de un polinucleédtido AHAS, respectivamente. Preferiblemente, la tolerancia de la planta al herbicida
imidazolinona se aumenta al aumentar la expresion de un polinucleétido AHAS. El acido nucleico AHAS variante
puede codificar un polipéptido AHAS variante que comprende una mutaciéon de alanina a treonina cuando se
compara con un polipéptido AHAS tipo natural. La expresién de un polinucleétido AHAS se puede modificar
mediante cualquier método conocido por aquellos expertos en la técnica. Se pueden utilizar métodos para aumentar
la expresion de los polinucleétidos AHAS cuando la planta es transgénica o no transgénica. En casos cuando la
planta sea transgénica, la planta se puede transformar con un vector que contiene cualquiera de los acidos nucleicos
que codifican AHAS descritos anteriormente, o la planta se puede transformar con un promotor que dirige la
expresion de los polinucledtidos AHAS endégenos en la planta, por ejemplo. Tal promotor puede ser especifico de
tejido o regulado por desarrollo.

Alternativamente, las plantas no transgénicas pueden tener expresion de polinucleétido AHAS endégeno modificado
por inducir un promotor natural. La expresién de los polinucleétidos que comprenden una secuencia de
polinucleétidos como se define en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, 0 SEQ ID NO: 11 en plantas
objetivo se puede llevar a cabo por, pero no se limita a, uno de los siguientes ejemplos: (a) promotor constitutivo, (b)
promotor inducido por quimico, y (c) sobreexpresion del promotor construido por ingenieria con por ejemplo los
factores de transcripcion derivados de dedo de zinc (Greisman & Pabo,1997, Science 275:657).

La transcripcion del polinucleétido AHAS se puede modular utilizando factores de transcripcién derivados de dedo de
zinc (ZFP) como se describe en Greisman and Pabo, 1997, Science 275:657 y fabricado por Sangamo Biosciences,
inc. Estos ZFP comprenden un dominio de reconocimiento de ADN y un dominio funcional que provoca la activacion
0 represion de un acido nucleico objetivo tal como un acido nucleico AHAS. Por lo tanto, se pueden crear ZFP
activantes y de represion que reconocen especificamente los promotores de polinucleétido AHAS descritos
anteriormente y se utilizan para aumentar o reducir la expresion del polinucleétido AHAS en una planta, modulando
por lo tanto la tolerancia al herbicida de la planta.

Como se describié en mas detalles adelante, las plantas producidas por los métodos descritos aqui pueden ser
monocoatiledéneas o dicotiledéneas. Las plantas se pueden seleccionar de maiz, trigo, centeno, avena, triticale,
arroz, cebada, soja, cacahuete, algoddn, colza, canola, mandioca, pimienta, girasol, tagetes, plantas solanaceas,
papa, tabaco, berenjena, tomate, especies Vicia, guisantes, alfalfa, café, cacao, té, especies Salix, aceite de palma,
coco, pastos perennes y cultivos forrajeros, por ejemplo. Los cultivos forrajeros incluyen, pero no se limitan a, Pasto
de Trigo, Alpiste, Cebadilla Criolla, Césped de Centeno Silvestre, Poa, Pasto Ovillo, Alfalfa, Salfoin, Loto, Trébol
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Hibrido, Trébol Rojo, y Trébol de Olor. En cada uno de los métodos descritos anteriormente, la célula de planta
incluye, pero no se limita a, un protoplasto, célula que produce gameto, y una célula que se regenera en una planta
completa. Como se utiliza aqui, el término "transgénico” se refiere a cualquier planta, callo de planta, callos, tejido de
planta, o parte de planta, que contiene todo o parte de por lo menos un polinucleétido recombinante. En muchos
casos, todo o parte del polinucleétido recombinante se integra establemente dentro de un cromosoma o elemento
extra-cromosomico estable, ya que se pasa en generaciones sucesivas.

El cultivo de tejido de diversos tejidos de arroz y la regeneracion de plantas de los mismos es bien conocida y se
publica ampliamente. Por ejemplo, se puede hacer referencia a Chu, Q. R., et al., (1999) "Use of bridging parents
with high anther culturability to improve plant regeneration and breeding value in rice", Rice Biotechnology Quarterly
38: 25-26; Chu, Q. R., et al., (1998), "A novel plant regeneration medium for rice anther culture of Southern U.S.
crosses"”, Rice Biotechnology Quarterly 35:15-16; Chu, Q. R., et al., (1997), "A novel basal medium for embryogenic
callus induction of Souther US crosses”, Rice Biotechnology Quarterly 32:19-20; y Oono, K, "Broadening the Genetic
Variability By Tissue Culture Methods’, Jap. J. Breed. 33 (Suppl.2), 306-307, illus. 1983.

Se describieron anteriormente composiciones y métodos para aumentar la tolerancia a la imidazolinona de una
planta de arroz o semilla cuando se compara con una variedad tipo silvestre de la planta o semilla. La tolerancia a la
imidazolinona de una planta de arroz o semilla se puede aumentar de tal manera que la planta o semilla 1puede
resistir la aplicacion de un herbicida de imidazolinona de preferiblemente aproximadamente 10-400 g ai ha™, mas
preferiblemente 20-160 g ai ha™, y mas preferiblemente, 40-80 g ai ha™. Como se utiliza aqui, "resistir" la aplicacion
de un herbicida de imidazolinona significa que la planta no se mata o ni se lesiona mediante tal aplicacion.

Adicionalmente se proporciona aqui un método para controlar malezas dentro de la vecindad de una planta de arroz,
que comprende aplicar un herbicida de imidazolinona a las malezas y a la planta de arroz, en donde la planta de
arroz ha aumentado la tolerancia el herbicida imidazolinona cuando se compara con una variedad tipo natural de la
planta de arroz y en donde la planta de arroz tolerante a la imidazolinona comprende por lo menos un &cido nucleico
AHAS de arroz variante no recombinante. El acido nucleico AHAS variante codifica un polipéptido AHAS variante
que comprende una mutacién de alanina a treonina cuando se compara con un polipéptido AHAS tipo natural. La
mutacion esta en el residuo de aminoacido que corresponde la posicién 96 de la secuencia mostrada en la SEQ ID
NO: 12. Al proporcionar plantas de arroz que tienen tolerancia aumentada a la imidazolinona, se pueden emplear
una amplia variedad de formulaciones para proteger las plantas de arroz de las malezas, con el fin de mejorar el
crecimiento de la planta y reducir la competicion para los nutrientes Un herbicida de imidazolinona se puede utilizar
en si mismo para el control de malezas pro-emergencia, post-emergencia, preplantacion, y controlando la plantacién
de malezas en areas que rodean las plantas de arroz descritas aqui o se puede utilizar una formulacién del herbicida
imidazalinona que contiene otros aditivos. También se puede utilizar el herbicida imidazolinona como un tratamiento
de semilla. Los aditivos encontrados en una formulacion de herbicida de Imidazolinona incluyen otros herbicidas,
adyuvantes, agentes de rociado, agentes de pegajosidad, agentes estabilizantes, o similares. La formulaciéon de
herbicida imidazolinona puede ser una preparacion humeda o seca o y puede incluir, pero no se limita a, polvos que
pueden fluir, concentrados emulsificables y concentrados liquidos. El herbicida imidazolinona y las formulaciones de
herbicida se pueden aplicar de acuerdo con métodos convencionales, por ejemplo, mediante rociado, irrigacion,
pulverizacion, o similares.

La invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos, que no se constituyen en ninguna forma como
limitaciones impuestas luego del alcance de los mismos. Por el contrario, se entiende claramente que puede
recurrirse a otras diversas realizaciones, modificaciones, y equivalentes de las mismas, que, después de leer la
descripcion alli, podran sugerirse para aquellos expertos en la técnica sin apartarse del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Mutagenia y seleccidn de estirpes de arroz tolerantes a la imidazolinona

Se trataron dos muestras de semillas (600 g cada una) del cultivo de arroz IRGA 417 con una solucion acuosa de
azida de sodio 0.001 M a pH 3 (regulador de fosfato 0.067 M) para producir la semilla M1. Este tratamiento se aplica
al remojar cada muestra de semilla en un Erlenmeyer de dos litros que contiene un litro de solucion de azida de
sodio, bajo agitacion constante, durante 18 horas, a temperatura ambiente. Después de tratamiento, las semillas se
enjuagan en agua potable y, luego, las semillas se secan al aire parcialmente sobre laminas de papel de
transferencia con el fin de extraer la humedad de la superficie de las semillas. Después de esto, las semillas tratadas
se siembran directamente en el vivero.

Las semillas M1 se plantan en el vivero con un plantador de semilla experimental Wintersteiger en un indice de 50

plantas por metro cuadrado. Las estirpes revisadas de una variedad tipo silvestre IRGA 417 se plantan con un
plantador de tipo de empuje. Las estirpes se cultivan bajo condiciones de inundacién hasta madurez (26 % de
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humedad de grano) y se cosechan a granel. La semilla recolectada (M2) se seca en un secador convector durante
14 horas a 45° C. Las semillas M2 se mantienen en almacenamiento cerrado hasta la siguiente estacion.

La semilla de las plantas M1 (semilla M2) se planta con un plantador de semilla experimental para grandes areas
(AVEC) en un indice de 50 kg/ha. Un estimado de 3 ha., que se ha establecido finalmente comprende una poblacion
de 6x10° plantas. Las estirpes revisadas de una variedad tipo silvestre IRGA 417 se plantan con un plantador de tipo
de empuje. El area completa se somete a una presion de selecciéon con una mezcla de dos herbicidas Imidazolinona.
Se realizan tres aplicaciones separadas de los herbicidas imidamlinona con un rociador comercial en diferentes
direcciones para evitar cualquier escape y dar como resultado un tratamiento 3X. Un volumen total de 222 1/ha se
rocia a 50 psi, con boquillas Teejets 8002, en cada aplicacion de herbicidas imidazoilnona.

El indice del tratamiento 1X es una mezcla de Arsenal (imazapir 75 g a.i/ha) y Cadre (imazapic 24.85 g a.i/ha) en
una solucién de agua con un surfactante no iénico (Citowet) en un indice de 0.25% (v/v). Las aplicaciones se
realizan en la cuarta etapa de hoja de las plantas de arroz. No se registra lluvia durante los 7 dias después de los
tratamientos.

Se hacen observaciones en momentos regulares para supervisar el area completa. Después de 90 dias, los
individuos que sobreviven se marcan y se trasplantan al invernadero para multiplicacion asexual y produccion de
semilla aumentada. Se cultivan un total de 10 plantas individuales, y la semilla se cosecha y se seca en un
incubador de semilla durante 7 dias a 50 °C. No sobreviven plantas de las estirpes revisadas después de tratamiento
con herbicida.

La semilla de las plantas M2 seleccionadas se plantan en recipientes individuales bajo condiciones de invernadero.
Se aplica un tratamiento 2X con un Rociador portatil R&D, dividido en dos aplicaciones de un indice 1X de Arsenal
(Imazapir 75 g a.i/lha) y Cadre (Imazapic 24.85 g a.i/lha) en una solucién de agua con un surfactante no ioénico
(Citowet) en el indice de 0.25 % (v/v). Las plantas se cultivan hasta madurez (26 % de humedad de grano) y se
cosecha manualmente. La semilla recolectada se somete a un tratamiento de reposo ruptura de 7 dias a 50° C y se
prepara para una plantacion de estacion tardia en la region norte.

La semilla de las poblaciones de tres plantas tolerantes seleccionadas que crecen en invernadero se planta en el
campo en Las Palmas Chaco para aumentar la semilla. Las tres poblaciones identificadas como tolerantes a los
herbicidas de imidazolinona se nombran IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5. Estas se plantan con una planta de
arrocera comercial en el indice de 50 kg/ha. Se aplica un tratamiento de 2X herbicidas de imidazolinona, Arsenal
(Imazapir 75 g a.i’lha) y Cadre (Imazapic 24 g a.i/ha) en una solucién de agua con un surfactante no iénico (Citowet)
en el indice de 0.2 5% (v/v) se aplica de cuatro a cinco etapas de hoja de las plantas de arroz. No se observan
sintomas fitotéxicos en ninguna de las tres poblaciones. Las tres poblaciones produjeron la parcela tratada con un
herbicida para pasto regular. No se observan segregantes y se produce una poblacién altamente homogénea en
rasgos tolerantes y agronémicos.

Ejemplo 2
Caracterizacion Molecular de IMINTA 1, IMINTA 4, e IMINTA 5

Se extrae ADN gendmico de hojas de plantulas que crecen en invernadero de estirpes de arroz tipo silvestre e
IMINTA 1, IMINTA 4, e IMINTA 5 variante y el gen AHAS se amplifica mediante PCR. El producto PCR se secuencia
utilizando protocolos estandar. El andlisis de secuencia revela un cambio de par base Unico en la region codificante
del gen AHAS que provoca un cambio de aminoacido de Alanina al aminoacido 96 en la estirpe tipo natural a
Treonina 96 en las estirpes mutantes. Esta mutacion corresponde a un cambio de aminoacido en Alanina 122 en la
secuencia de Arabidopsis AHAS a Treonina 122. La secuencia de nucleétidos AHAS para IMINTA 1, IMINTA 4, y
IMINTA 5 se muestran en las Figuras 1A, C, y E, respectivamente como las SEQ ID NOs: 1, 3, y 5; y las secuencias
de aminoacido AHAS deducidas de IMINTA 1, IMINTA 4, y IMINTA 5 se muestran en las Figuras 1B, D, y F como las
SEQ ID NOs: 2, 4, y 6, respectivamente. Las secuencias de aminoacido deducidas y de nucle6tido de AHAS de la
cepa de arroz tipo natural IRGA 417 se muestran en las Figuras 1G y H, respectivamente, como las SEQ ID NOs: 7
y 8. Las alineaciones de las secuencias de aminoacido y nucleétido AHAS para IMINTA 1, IMINTA 4, y IMINTA 5 se
muestran en las Figuras 2 y las Figuras 3, respectivamente. La secuencia consensus de gen AHAS de arroz se
muestra como la SEQ ID NO: 9, y la secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia consensus AHAS de arroz
se muestra como la SEQ ID NO: 10. El polimorfismo que confiere la tolerancia a la imidazolinona a las estirpes
IMINTA 1, 4, y 5 se indica en negrilla.

Un ejemplo de un cADN de longitud completa de un acido nucleico AHAS que codifica un polipéptido que confiere
tolerancia a los herbicidas de imidazolinona se muestra como la SEQ ID NO: 11, y la secuencia de aminoacidos
deducida de la proteina codificada por el gen AHAS se muestra como la SEQ ID NO: 12 en la Figura 4.

Ejemplo 3

Tolerancia a los herbicidas AHAS proporcionados por IMINTA 1
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Se realiza un ensayo de campo con la estirpe mutante IMINTA 1y la estirpe IRGA 417, que compara el desempefio
en la presencia y ausencia de tratamiento de imidazolinona. El tratamiento de imidazolinona 1 X consiste de Arsenal
(Imazapir 75 g a.i/lha) y Cadre (Imazapic 24,85 g a.i/lha) en una solucién de agua con un surfactante no i6énico
(Citowet) en el indice de 0.25 %. Las variedades y tratamientos se establecen como se indica en la Figura 5 como
un disefio de bloque aleatorio con tres replicaciones.

Los resultados del tratamiento se establecen en figura 6. No existe diferencia estadistica entre los tratamientos en el
namero de plantas/mz, mostrando asi que la aplicacion del herbicida 3X no tiene efecto perjudicial. Las estirpes de
revision susceptibles se siembran a lo largo de las parcelas que no sobreviven a tratamiento herbicida. EI mayor
valor en las parcelas IMINTA 3X después de tratamiento puede ser debido al ahijamiento.

La produccion de grano y los componentes de produccién se evallan para entender el efecto del tratamiento en las
diferentes etapas fisiologicas, y se muestran en las figuras 7 y 8, respectivamente. No se encuentran diferencias
estadisticas entre los tratamiento, aunque los valores absolutos muestran un mejor desempefio del IMINTA 1 3X. El
analisis de los componentes de produccibn muestra un nimero mayor de paniculas por metro cuadrado y
espiguillas/panicula en las parcelas IMINTA 1 3X que han determinado una produccion mayor que los otros
tratamientos. Adicionalmente, se observa un porcentaje de blanqueo fuerte debido a las bajas temperaturas antes y
durante florecimiento. Los dias y las noches frias reducen la produccion de la semilla y son la razén para las
producciones promedio bajas.

Aungue no existen diferencias estadisticas entre los tratamientos, existe un valor de produccion de grano mayor de
IMINTA 1 3X. Como se menciond, se encuentran mas paniculas y espiguillas/ panicula en estas parcelas.
Observaciones en otras estirpes tolerantes bajo tratamientos de aplicacién mayores muestran mayor ahijamiento y el
namero de espiguillas/ panicula sugiere un efecto posible de los herbicidas en el proceso de diferenciacién de tallos
y flores.

Las variedades IMINTA 4 y IMINTA 5 también se prueban en el campo en la misma forma como la variedad IMINTA
1. La produccion de grano y los componentes de produccién se encuentra que son comparables con la variedad
IMINTA 1.

Debido a que la tolerancia en IMINTA 1, IMINTA 4, y IMINTA 5 se debe a una mutacién en la enzima AHAS que la
hace tolerante a la inhibicion mediante los herbicidas de imidazolinona, la actividad in vitro del AHAS extraido de
plantas tipo silvestre (no tienen la mutacion para tolerancia) se compara con la actividad in vitro de AHAS extraido
de plantas tolerantes en la presencia de diversas concentraciones de un herbicida de imidazolinona.
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<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 1

ccttgtcege
ttcecgeteg
cccecgecgte
gcaagggcge
cctacccggg
ccaaccacct
cgtcecggeeg
ccgegetege
cccgeccgeat
ccatcaccaa
aagccttett
acatccagca
ttgcacgcct
gcgagtcacg
tgcgcecggtt
atttccccag
caaattatgc
gtgtgacagg
atccagcgga
ttgctttaca
ttagtgcgtg
cttttggtga
gggaggcaat
cctacaagcg
tgecctgectge
gggatggtag
cggtgaaggt
ggttttacaa
tatatccaga
agaagagtga
tggatatcat
tcaaggacat
tggcaaagca

cgccgcgacg
aggceggatyg
cccggcgcecyg
ggacatcctc
cggcacgtcc
cttcegecac
cgtcggggtc
cgacgcgctg
gatcggcacc
gcacaattac
cctcgcgtcece
gcagatggct
gcccaagceca
gcgcccgatt
tgttgagctg
tgatgatccg
ggtggataag
gaaaattgag
gattggaaag
gggcttgaat
gcacaatgag
agagatccca
catcgctact
gccacggcag
agctggtgcet
cttccteatg
gatggtgttg
ggcaaatagg
ttttgtgact
agtccgtgce
cgtcccacac
gatcctggat
ccagcccggce

gccaagaccd
ggggcggcgy
cecggecacgce
gtggaggcgce
atggagatcc
gagcagggcyg
tgcgtecgcca
ctcgactceg
gacgccttce
cttgtecttg
tcgggecgte
gtgccagtct
ccecgcgacag
ctctatgteg
accggcatcc
ttgtcecctge
gctgacctgt
gcttttgcaa
aacaagcaac
gctctgctag
ttggaccagc
ccgcaatatg
ggtgttggac
tggctgtctt
tctgtggcta
aacattcagg
aacaaccaac
gcgcatacat
attgctaaag
gccatcaaga
caggagcatg
ggtgatggca

geccgtaagaa
cggtcaggtg
cgcteccggee
tggagcggtg
accaggcgct
aggcgttcgce
cctccggcce
tcccgatggt
aggagacgcc
atgtggagga
ctggcccggt
gggacacctc
aattgcttga
gtggtggctyg
cagttacaac
gcatgcttgg
tgcttgcatt
gcagggccaa
cacatgtgtc
accagagcac
agaagaggga
ctattcaggt
agcaccagat
cggctggtect
acccaggtgt
agttggcatt
atttgggtat
acttgggcaa
ggttcaatat
agatgctcga
tgctgectat
ggactgtgta

ccaccagcga
ctcggeggtg
gtgggggecg
cggcgtcagce
gacgcgctcc
ggcgtccggg
cggggcaacc
cgccatcacg
catagtcgag
catcccccgce
gctggtcgac
gatgaatcta
gcaggtcttyg
ctctgecatct
cactctgatg
gatgcatggce
tggcgtgcgg
gattgtgcac
aatttgcgca
aacaaagaca
gtttecctctg
gctggatgag
gtgggceggca
gggcgcaatg
cacagttgtt
gatccgcatt
ggttgtgcaa
cccagaatgt
tecctgecagte
taccccaggg
gatcccaagt
ttaatctata

caccacgtct
tceceeggtea
gccgagcccc
gacgtgttcg
ccggtcatca
tacgcgegceg
aacctcgtgt
ggccaggtcc
gtcaccecget
gtcatacagg
atccccaagg
ccggggtaca
cgtctggttg
ggtgatgaat
ggcctecggea
acggtgtacg
tttgatgatc
attgacattg
gatgttaagc
agttctgatt
gggtacaaga
ctgacgaaag
caatattaca
ggatttgggc
gatattgatg
gagaacctcc
tgggaggata
gagagtgaga
cgtgtaacaa
ccatacttgt

gggggcgcat
atctgtatgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1940

<210> 2

<211> 633

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 2
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Leu

His

Cys

Thr

Ile

65

Tyr

Pro

Ala

Ala

Ala

145

Arg

Val

Asp

Arg

Met

225

Ala

Arg

Cys

Ile

Ser

His

Ser

Pro

50

Leu

Pro

Val

Ala

Thr

130

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

210

Ala

Arg

Leu

Ser

Pro
290

Ala

vVal

Ala

35

Leu

Val

Gly

Ile

Ser

115

Ser

Leu

Met

Arg

Pro

195

Gly

Val

Leu

Val

Ala

275

Vval

Ala
Phe

20
Val
Arg
Glu
Gly
Thr
100
Gly
Gly
Asp
Ile
Ser
180
Arg
Pro
Pro
Pro
Gly
260

Ser

Thr

Ala

Pro

Ser

Pro

Ala

Thr

85

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gly

165

Ile

Val

Val

Val

Lys

245

Glu

Gly

Thr

Thr

Ala

Pro

Trp

Leu

70

Ser

His

Ala

Gly

Val

150

Thr

Thr

Ile

Leu

Trp

230

Pro

Ser

Asp

Thr
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Ala

Arg

Val

Gly

55

Glu

Met

Leu

Arg

Ala

135

Pro

Asp

Lys

Gln

Val

215

Asp

Pro

Arg

Glu

Leu
295

Lys

Gly

Thr

40

Pro

Arg

Glu

Phe

Ala

120

Thr

Met

Ala

His

Glu

200

Asp

Thr

Ala

Arg

Leu

280

Met

‘Thr

Arg

25

Pro

Ala

Cys

Ile

Arg

105

Ser

Asn

vVal

Phe

Asn

185

Ala

Ile

Ser

Thr

Pro

265

Arg

Gly

20

Gly

10

Val

Pro

Glu

Gly

His

20

His

Gly

Leu

Ala

Gln

170

Tyr

Phe

Pro

Met

Glu
250

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Ser

Pro

Val

75

Gln

Glu

Arg

Val

Ile

155

Glu

Leu

Phe

Lys

Asn

235

Leu

Leu

Phe

Gly

Lys

Ala

Pro

Arg

60

Ser

Ala

Gln

vVal

Ser

140

Thr

Thr

Val

Leu

Asp

220

Leu

Leu

Tyr

Val

Asn
300

Asn
Ala
Ala

45

Lys

Asp

Gly

Gly

125

Ala

Gly

Pro

Leu

Ala

205

Ile

Pro

Glu

Val

Glu

285

Phe

His
Ala

30
Pro
Gly
Val
Thr
Glu
110
Val
Leu
Gln
Ile
Asp
120
Ser
Gln
Gly
Gln
Gly
270

Leu

Pro

Gln

15
val
Pro
Ala
Phe
Arg

95

Ala

Ala

Val

Val

175

Val

Ser

Gln

Tyr

Val

255

Gly

Thr

Ser

Arg
Arg
Ala
Asp
Ala

80
Ser
Phe
\‘Ial
Asp
Pro
160
Glu
Glu
Gly
Gln
Ile
240
Leu
Gly

Gly

Asp



Asp

305

Asn

Phe

Lys

Gln

Leu

385

Ser

Gly

Val

Gly

Arg

465

Pro

Asp

Leu

Gln

Asn

545

Tyr

Arg

Asp

His

Leu
625

Pro

Tyr

Asp

Ile

Pro

370

Asn

Ala

Tyr

Leu

Gln

450

Gln

Ala

Ile

Ile

His

530

Arg

Pro

Val

Thr

Val

610

Asp

Leu

Ala

Asp

val

355

His

Ala

Trp

Lys

Asp

435

His

Trp

Ala

Asp

Arg

515

Leu

Ala

Asp

Thr

Pro

595

Leu

Gly

Ser

Val

Arg

340

His

vVal

Leu

His

Thr

420

Glu

Gln

Leu

Ala

Gly

500

Ile

Gly

His

Phe

Lys

580

Gly

Pro

Asp

Leu

Asp

325

Val

Ile

Ser

Leu

Asn

405

Phe

Leu

Met

Ser

Gly

485

Asp

Glu

Met

Thr

vVal

565

Lys

Pro

Met

Gly

Arg

310

Lys

Thr

Asp

Ile

Asp

390

Glu

Gly

Thr

Trp

Ser

470

Ala

Gly

Asn

Val

Tyr

550

Thr

Ser

Tyr

Ile

Arg
630

Met

Ala

Gly

Ile

Cys

375

Gln

Leu

Glu

Lys

Ala

455

Ala

Ser

Ser

Leu

Val

535

Leu

Ile

Glu

Leu

Pro

615

Thr
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Leu

Asp

Lys

Asp

360

Ala

Ser

Asp

Glu

Gly

440

Ala

Gly

Val

Phe

Pro

520

Gln

Gly

Ala

Val

Leu

600

Ser

vVal

Gly

Leu

Ile

345

Pro

Asp

Thr

Gln

Ile

425

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

505

val

Trp

Asn

Lys

Arg

585

Asp

Gly

Tyr

Met
Leu
330
Glu
Ala
Val
Thr
Gln
410
Pro
Ala
Tyr
Gly
Asn
490
Met
Lys
Glu
Pro
Gly
570
Ala

Ile

Gly

21

His

315

Leu

Ala

Glu

Lys

Lys

395

Lys

Pro

Ile

Tyr

Ala

475

Pro

Asn

Val

Asp

Glu

555

Phe

Ala

Ile

Ala

Gly

Ala

Phe

Ile

Leu

380

Thr

Arg

Gln

Ile

Thr

460

Met

Gly

Ile

Met

Arg

540

Cys

Asn

Ile

Val

Phe
620

Thr

Phe

Ala

Gly

365

Ala

Ser

Glu

Tyr

Ala

445

Tyr

Gly

val

Gln

Val

525

Phe

Glu

Ile

Lys

Pro

605

Lys

Val
Gly
Ser
350
Lys
Leu
Ser
Phe
Ala
430
Thr
Lys
Phe
Thr
Glu
510
Leu
Tyr
Ser
Pro
Lys
590
His

Asp

Tyr

Val

335

Arg

Asn

Gln

Asp

Pro

415

Ile

Gly

Arg

Gly

Val

495

Leu

Asn

Lys

Glu

Ala

575

Met

Gln

Met

Ala

320

Arg

Ala

Lys

Gly

Phe

400

Leu

Gln

val

Pro

Leu

480

val

Ala

Asn

Ala

Ile

560

Val

Leu

Glu

Ile



<210>3

<211> 1925

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 3

ccttgtccgce
tteeccgetcyg
ccecegeegte
gcaagggcgc
cctacccggg
ccaaccacct
cgtcecggecg
ccgcgctege
cccgecgecat
ccatcaccaa
aagccttctt
acatccagca
ttgcacgcct
gcgagtcacg
tgcgeeggtt
atttcceccag
caaattatgc
gtgtgacagg
atccagcgga
ttgctttaca
ttagtgcgtg
cttttggtga
gggaggcaat
cctacaagcg
tgcctgetge
gggatggtag
cggtgaaggt
ggttttacaa
tatatccaga
agaagagtga
tggatatcat
tcaaggacat
tggca

cgccgcgacg
aggccgggty
cccggegecg
ggacatcctc
cggcacgtcc
cttccgecac
cgteggggte
cgacgcgctg
gatcggcacc
gcacaattac
cctcgcecgtee
gcagatggct
gcccaagcca
gcgcccgatt
tgttgagctg
tgatgateccg
ggtggataag
gaaaattgag
gattggaaag
gggcttgaat
gcacaatgag
agagatccca
catcgctact
gccacggcag
agctggtgct
cttcctecatg
gatggtgttg
ggcaaatagg
ttttgtgact
agtccgtgce
cgtcccacac
gatcctggat
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gccaagaccyg
ggggcggegg
ccggeecacgce
gtggaggcgce
atggagatcc
gagcagggcg
tgecgtegeca
ctcgactccg
gacgccttcc
cttgtccttg
tcgggccgte
gtgccagtct
ccocgcgacag
ctctatgtcg
accggcatcc
ttgtecectge
gctgacctgt
gcttttgcaa
aacaagcaac
gctctgctag
ttggaccage
ccgcaatatg
ggtgttggac
tggctgtctt
tctgtggcta
aacattcagg
aacaaccaac
gcgecatacat
attgctaaag
gccatcaaga
caggagcatg
ggtgatggca

gcecgtaagaa
cggtcaggtyg
cgcteceggee
tggagcggtyg
accaggcgct
aggcgttcge
cctecggece
tccecgatggt
aggagacgcc
atgtggagga
ctggccecggt
gggacacctc
aattgcttga
gtggtggctg
cagttacaac
gcatgcttgg
tgcttgecatt
gcagggccaa
cacatgtgtc
accagagcac
agaagaggga
ctattcaggt
agcaccagat
cggctggtct
acccaggtgt
agttggcatt
atttgggtat
acttgggcaa
ggttcaatat
agatgctcga
tgctgcctat
ggactgtgta

ccaccagcga
ctcggecggtg
gtgggggccg
cggcgtcagc
gacgcgctcc
ggcgtccggyg
cggggcaacc
cgccatcacg
catagtcgag
catcccccgce
gctggtcgac
gatgaatcta
gcaggtcttg
ctctgecatct
cactctgatg
gatgcatggc
tggcgtgcgg
gattgtgcac
aatttgcgca
aacaaagaca
gtttcctetg
gctggatgag
gtgggcggca
gggcgcaatg
cacagttgtt
gatccgcatt
ggttgtgcaa
cccagaatgt
tcctgcagtce
taccccaggg
gatcccaagt
ttaatctata

caccacgtct
tccceggtca
gccgagecccce
gacgtgttcg
ccggtcatca
tacgcgcgceg
aacctegtgt
ggccaggtcc
gtcacccgct
gtcatacagqg
atccccaagg
ccggggtaca
cgtctggttg
ggtgatgaat
ggcctcggceca
acggtgtacg
tttgatgatc
attgacattg
gatgttaagc
agttctgatt
gggtacaaga
ctgacgaaag
caatattaca
ggatttgggc
gatattgatg
gagaacctcc
tgggaggata
gagagtgaga
cgtgtaacaa
ccatacttgt

gggggcgcat
atctgtatgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1925

<210>4

<211> 633

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 4
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Leu Ser Ala Ala Ala Thr Ala Lys Thr Gly Arg Lys Asn His Gln Arg
1 5 10 15

His His Val Phe Pro Ala Arg Gly Arg Val Gly Ala Ala Ala Val Arg
20 25 30

Cys Ser Ala Val Ser Pro Val Thr Pro Pro Ser Pro Ala Pro Pro Ala
35 40 45

Thr Pro Leu Arg Pro Trp Gly Pro Ala Glu Pro Arg Lys Gly Ala Asp
50 55 60

Ile Leu Val Glu Ala Leu Glu Arg Cys Gly Val Ser Asp Val Phe Ala
65 70 75 80
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Tyr
Pro
Ala
Ala
Ala
145
Arg
val
Asp
Arg
Met
225
Ala
Arg
Cys
Ile
Asp
305
Asn
Phe
Lys
Gln
Leu

385

Ser

Pro

Val

Ala

Thr

130

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

210

Ala

Arg

Leu

Ser

Pro

290

Pro

Tyr

Asp

Ile

Pro

370

Asn

Ala

Gly

Ile

Ser

115

Ser

Leu

Met

Arg

Pro

195

Gly

Val

Leu

Val

Ala

275

Val

Leu

Ala

Asp

val

355

His

Ala

Trp

Gly

Thr

100

Gly

Gly

Asp

Ile

Ser

180

Arg

Pro

Pro

Pro

Gly

260

Ser

Thr

Ser

Val

Arg

340

His

Val

Leu

His

Thr

85

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gly

165

Ile

val

vVal

val

Lys

245

Glu

Gly

Thr

Leu

Asp

325

Val

Ile

Ser

Leu

Asn
405

Ser

His

Ala

Gly

Val

150

Thr

Thr

Ile

Leu

Trp

230

Pro

Ser

Asp

Thr

Arg

310

Lys

Thr

Asp

Ile

Asp

390

Glu

Met

Leu

Arg

Ala

135

Pro

Asp

Lys

Gln

val

215

Asp

Pro

Arg

Glu

Leu

295

Met

Ala

Gly

Ile

Cys

375

Gln

Leu
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Glu

Phe

Ala

120

Thr

Met

Ala

His

Glu

200

Asp

Thr

Ala

Arg

Leu

280

Met

Leu

Asp

Lys

Asp

360

Ala

Ser

Asp

Ile

Arg

105

Ser

Asn

val

Phe

Asn

185

Ala

Ile

Ser

Thr

Pro

265

Arg

Gly

Gly

Leu

Ile

345

Pro

Asp

Thr

Gln

His

90

His

Gly

Leu

Ala

Gln

170

Tyr

Phe

Pro

Met

Glu

250

Ile

Arg

Leu

Met

Leu

330

Glu

Ala

Val

Thr

Gln

410

24

Gln

Glu

Arg

Val

Ile

155

Glu

Leu

Phe

Lys

Asn

235

Leu

Leu

Phe

Gly

His

315

Leu

Ala

Glu

Lys

Lys

395

Lys

Ala
Gln
Val
Ser
140
Thr
Thr
Val
Leu
Asp
220
Leu
Leu
Tyr
Val
Asn
300
Gly
Ala
Phe
Ile
Leu
380

Thr

Arg

Leu

Gly

Gly

125

Ala

Gly

Pro

Leu

Ala

205

Ile

Pro

Glu

val

Glu

285

Phe

Thr

Phe

Ala

Gly

365

Ala

Ser

Glu

Thr

Glu

110

val

Leu

Gln

Ile

Asp

190

Ser

Gln

Gly

Gln

Gly

270

Leu

Pro

Val

Gly

Ser

350

Lys

Leu

Ser

Phe

Arg

95

Ala

Cys

Ala

Val

Val

175

Val

Ser

Gln

Tyr

Val

255

Gly

Thr

Ser

Tyr

vVal

335

Arg

Asn

Gln

Asp

Pro
415

Ser

Phe

Val

Asp

Pro

160

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

240

Leu

Gly

Gly

Asp

Ala

320

Arg

Ala

Lys

Gly

Phe

400

Leu



Gly Tyr

Val Leu

Gly Gln
450

Arg Gln
465

Pro Ala

Asp Ile

Leu Ile

Gln His
530

Asn Arg
545

Tyr Pro

Arg Val

Asp Thr

His Val
610

Leu Asp

625
<210>5
<211> 1916

<212> ADN

Lys

Asp

435

His

Trp

Ala

Asp

Arg

515

Leu

Ala

Asp

Thr

Pro

595

Leu

Gly

<213> Oryza sativa

<400> 5

Thr
420
Glu
Gln
Leu
Ala
Gly
500
Ile
Gly
His
Phe
Lys
580
Gly

Pro

Asp

Phe

Leu

Met

Ser

Gly

485

Asp

Glu

Met

Thr

Val

565

Lys

Pro

Met

Gly

Gly

Thr

Trp

Ser

470

Ala

Gly

Asn

Val

Tyr

550

Thr

Ser

Tyr

Ile

Arg
630
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Glu

Lys

Ala

455

Ala

Ser

Ser

Leu

Val

535

Leu

Ile

Glu

Leu

Pro

615

Thr

Glu
Gly
440
Ala
Gly
vVal
Phe
Pro
520
Gln
Gly
Ala
Val
Leu
600

Ser

val

Ile

425

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

505

val

Trp

Asn

Lys

Arg

585

Asp

Gly

Tyr

25

Pro
Ala
Tyr
Gly
Asn
490
Met
Lys
Glu
Pro
Gly
570
Ala

Ile

Gly

Pro

Ile

Tyr

Ala

4175

Pro

Asn

Val

Asp

Glu

555

Phe

Ala

Ile

Ala

Gln

Ile

Thr

460

Met

Gly

Ile

Met

Arg

540

Cys

Asn

Ile

val

Phe
620

Tyr

Ala

445

Tyr

Gly

Val

Gln

Val

525

Phe

Glu

Ile

Lys

Pro

605

Lys

Ala

430

Thr

Lys

Phe

Thr

Glu

510

Leu

Tyr

Ser

Pro

Lys

5390

His

Asp

Ile

Gly

Arg

Gly

Val

495

Leu

Asn

Lys

Glu

Ala

575

Met

Gln

Met

Gln

Val

Pro

Leu

480

vVal

Ala

Asn

Ala

Ile

560

Val

Leu

Glu

Ile



gcggccgcgg
cagcgacacc
gcggtgtecec
gggccggeeg
gtcagcgacg
cgctcceccgg
tcecgggtacg
gcaaccaacc
atcacgggcc
gtcgaggtca
cccecgegtca
gtcgacatcc
aatctaccgg

gtcttgcgtc
gcatctggtg
ctgatgggcc
catggcacgg
gtgcggtttg
gtgcacattg
tgcgcagatg
aagacaagtt
cctctggggt
gatgagctga
gcggcacaat
gcaatgggat
gttgttgata
cgcattgaga
gtgcaatggg
gaatgtgaga
gcagtccgtg
ccagggccat
ccaagtgggg

ccgeccacctt
acgtctttcc
cggtcacccc
agccccgcaa
tgttcgcecta
tcatcaccaa
cgcgegegte
tcgtgtcege
aggtcccccg
cccgctceccat
tacaggaagc
ccaaggacat
ggtacattgc

tggttggcga
atgaattgcg
tcggcaattt
tgtacgcaaa
atgatcgtgt
acattgatcc
ttaagcttgc
ctgattttag
acaagacttt
cgaaagggga
attacaccta
ttgggctgcc
ttgatgggga
acctcccggt
aggataggtt
gtgagatata
taacaaagaa
acttgttgga
gcgcattcaa
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gtcecgecegece
cgctcgaggc
gccgtcecececcg
gggcgceggac
cccgggceggce
ccacctctte
cggccgecgtce
gctcgccgac
ccgcatgatc
caccaagcac
cttcttecte
ccagcagcag
acgcctgccc

gtcacggcgce
ccggtttgtt
ccccagtgat
ttatgcggtg
gacagggaaa
agcggagatt
tttacagggc
tgcgtggcac
tggtgaagag
ggcaatcatc
caagcggcca
tgctgcagct
tggtagcttc
gaaggtgatg
ttacaaggca
tccagatttt
gagtgaagtc
tatcatcgtc
ggacatgatc

gcgacggcca
cgggtgggag
gcgccgcecgg
atcctecgtgg
acgtccatgg
cgccacgagce
ggggtctgeg
gcgctgcecteg
ggcaccgacg
aattaccttg
gcgtcectegg
atggctgtge
aagccacceg

ccgattctet
gagctgaccg
gatccgttgt
gataaggctg
attgaggctt
ggaaagaaca
ttgaatgctc
aatgagttgg
atcccaccge
gctactggtg
cggcagtggce
ggtgcttctg
ctcatgaaca
gtgttgaaca
aatagggcgc
gtgactattg
cgtgccgecca
ccacaccagg
ctggatggtg

agaccggccg
cggcggeggt
ccacgccgcet
aggcgcetgga
agatccacca
agggcgaggce
tcgeccacctce
actccgtecce
ccttccagga
tccttgatgt
gccgtectgg
cagtctggga
cgacagaatt

atgtcggtgg
gcatcccagt
ccctgcecgeat
acctgttgct
ttgcaagcag
agcaaccaca
tgctagacca
accagcagaa
aatatgctat
ttggacagca
tgtcttcgge
tggctaaccc
ttcaggagtt
accaacattt
atacatactt
ctaaagggtt
tcaagaagat
agcatgtgct
atggcaggac

taagaaccac
caggtgctcg
ccggecgtgg
gcggtgegge
ggcgctgacyg
gttcgeggeyg
cggccccggg
gatggtcgcc
gacgcccata
ggaggacatc
cccggtgectg
cacctcgatg
gcttgagcag

tggctgctct
tacaaccact
gcttgggatg
tgcatttggc
ggccaagatt
tgtgtcaatt
gagcacaaca
gagggagttt
tcaggtgctg
ccagatgtgg
tggtctggge
aggtgtcaca
ggcattgatc
gggtatggtt
gggcaaccca
caatattcct
gctcgatacc
gcctatgatc
tgtgta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1916

<210> 6

<211> 638

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 6
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Ala

Arg

Gly

Ser

Pro

65

Val

Gln

Glu

Arg

Val

145

Ile

Glu

Ala

Lys

Ala

Pro

50

Arg

Ser

Ala

Gln

val

130

Ser

Thr

Thr

Ala

Asn

Ala

35

Ala

Lys

Asp

Leu

Gly

115

Gly

Ala

Gly

Pro

Ala

His

20

Ala

Pro

Gly

Val

Thr

100

Glu

Val

Leu

Gln

Ile
180

Ala

Gln

Val

Pro

Ala

Phe

85

Arg

Ala

Cys

Ala

Val

165

Val

Thr

Arg

Arg

Ala

Asp

70

Ala

Ser

Phe

val

Asp

150

Pro

Glu

Leu

His

Cys

Thr

55

Ile

Tyr

Pro

Ala

Ala

135

Ala

Arg

val
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Ser

His

Ser

40

Pro

Leu

Pro

Val

Ala

120

Thr

Leu

Arg

Thr

Ala

Val

25

Ala

Leu

Val

Gly

Ile

105

Ser

Ser

Leu

Met

Arg
185

Ala

10
Phe
Val
Arg
Glu
Gly

90
Thr
Gly
Gly
Asp
Ile

170

Ser

27

Ala

Pro

Ser

Pro

Ala

75

Thr

Asn

Tyr

Pro

Ser

155

Gly

Ile

Thr

Ala

Pro

Trp

60

Leu

Ser

His

Ala

Gly

140

Val

Thr

Thr

Ala

Arg

Val

45

Gly

Glu

Met

Leu

Arg

125

Ala

Pro

Asp

Lys

Lys
Gly

30
Thr
Pro
Arg
Glu
Phe
110
Ala
Thr
Met

Ala

His
190

Thr

15

Arg

Pro

Ala

Cys

Ile

95

Arg

Ser

Asn

Val

Phe

175

Asn

Gly

Val

Pro

Glu

Gly

80

His

His

Gly

Leu

Ala

160

Gln

Tyr



ES 2 544 692 T3

Leu Val Leu Asp Val Glu Asp Ile Pro Arg Val Ile Gln Glu Ala Phe
195 200 205

Phe Leu Ala Ser Ser Gly Arg Pro Gly Pro Val Leu Val Asp Ile Pro
210 215 220

Lys Asp Ile Gln Gln Gln Met Ala Val Pro Val Trp Asp Thr Ser Met
225 : 230 235 _ 240

Asn Leu Pro Gly Tyr Ile Ala Arg Leu Pro Lys Pro Pro Rla Thr Glu
245 250 255

Leu Leu Glu Gln Val Leu Arg Leu Val Gly Glu Ser Arg Arg Pro Ile
260 265 270

Leu Tyr Val Gly Gly Gly Cys Ser Ala Ser Gly Asp Glu Leu Arg Arg
275 280 285

Phe Val Glu Leu Thr Gly Ile Pro Val Thr Thr Thr Leu Met Gly Leu
290 295 300

Gly Asn Phe Pro Ser Asp Asp Pro Leu Ser Leu Arg Met Leu Gly Met
305 310 315 320

His Gly Thr Val Tyr Ala Asn Tyr Ala Val Asp Lys Ala Asp Leu Leu
325 330 335

Leu Ala Phe Gly Val Arg Phe Asp Asp Arg Val Thr Gly Lys Ile Glu
340 345 350

Ala Phe Ala Ser Arg Ala Lys Ile Val His Ile Asp Ile Asp Pro Ala
355 360 365

Glu Ile Gly Lys Asn Lys Gln Pro His Val Ser Ile Cys Ala Asp Val
370 375 380

Lys Leu Ala Leu Gln Gly Leu Asn Ala Leu Leu Asp Gln Ser Thr Thr
385 390 395 400

Lys Thr Ser Ser Asp Phe Ser Ala Trp His Asn Glu Leu Asp Gln Gln
405 410 415

Lys Arg Glu Phe Pro Leu Gly Tyr Lys Thr Phe Gly Glu Glu Ile Pro
420 425 430

Pro Gln Tyr Ala Ile Gln Val Leu Asp Glu Leu Thr Lys Gly Glu Ala
435 440 445

Ile Ile Ala Thr Gly Val Gly Gln His Gln Met Trp Ala Ala Gln Tyr
450 455 460

Tyr Thr Tyr Lys Arg Pro Arg Gln Trp Leu Ser Ser Ala Gly Leu Gly
465 470 475 480

Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro Ala Ala Ala Gly Ala Ser Val Ala Asn
485 490 495

Pro Gly Val Thr Val Val Asp Ile Asp Gly Asp Gly Ser Phe Leu Met
500 505 510

Asn Ile Gln Glu Leu Ala Leu Ile Arg Ile Glu Asn Leu Pro Val Lys
515 520 525

28



Val

Asp

545

Glu

Phe

Ala

Ile

Ala
625

<210>7

Met

530

Arg

Cys

Asn

Ile

Val

610

Phe

<211> 1986

<212> ADN

val

Phe

Glu

Ile

Lys

595

Pro

Lys

<213> Oryza sativa

<400>7

Leu

Tyr

Ser

Pro

580

Lys

His

Asp

Asn

Lys

Glu

565

Ala

Met

Gln

Met

Asn
Ala
550

Ile

Val

Glu

Ile
630

Gln
535
Asn
Tyr
Arg
Asp
His
615

Leu
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His

Arg

Pro

val

Thr

600

Val

Asp

Leu

Ala

Asp

Thr

585

Pro

Leu

Gly

Gly

His

Phe

570

Lys

Gly

Pro

Asp

29

Met

Thr

555

Val

Lys

Pro

Met

Gly
635

Val
540

Tyr

Thr

Ser

Tyr

Ile

620

Arg

Val

Leu

Ile

Glu

Leu

605

Pro

Thr

Gln

Gly

Ala

Trp

Asn

Lys

© 575

val
590
Leu

Ser

Val

Arg

Asp

Gly

Glu

Pro

560

Gly

Ala

Ile

Gly



atggctacga
ggccgtaaga
gcggtcaggt
ccgctecegge
ctggagcggt
caccaggcgc
gaggcgttcg
acctccggcce
gtcccgatgg
caggagacgc
gatgtggagg
cctggcccgg
tgggacacct
gaattgcttg
ggtggtgget
ccagttacaa
cgcatgcttg
ttgcttgcat
agcagggcca
ccacatgtgt
gaccagagca
cagaagaggg
gctattcagg
cagcaccaga
tcggctggtce
aacccaggtg
gagttggcat
catttgggta
tacttgggca
gggttcaata
aagatgctcg
gtgctgccta
aggactgtgt
acctga

ccgccgeggc
accaccagcg
gctcggeggt
cgtgggggcec
gcggcgtcag
tgacgcgctc
cggcgtcegg
ccggggcaac
tcgccatcac
ccatagtcga
acatccccceg
tgctggtcga
cgatgaatct
agcaggtctt
gctctgcatc
ccactctgat
ggatgcatgg
ttggcgtgeg
agattgtgca
caatttgcgc
caacaaagac
agtttcctct
tgctggatga
tgtgggcggce
tgggcgcaat
tcacagttgt
tgatccgcat
tggttgtgca
acccagaatg
ttcctgcagt
ataccccagg
tgatcccaag
attaatctat

ES 2 544 692 T3

cgcggccgec
acaccacgtc
gtccceggtce
ggccgagccc
cgacgtgttc
cccggtecatce
gtacgcgcgce
caacctcgtg
gggccaggtc
ggtcacccgc
cgtcatacag
catccccaag
accggggtac
gcgtctggtt
tggtgatgaa
gggcctcegge
cacggtgtac
gtttgatgat
cattgacatt
agatgttaag
aagttctgat
ggggtacaag
gctgacgaaa
acaatattac
gggatttggg
tgatattgat
tgagaacctc
atgggaggat
tgagagtgag
ccgtgtaaca
gccatacttg

tgggggcgca
aatctgtatg

accttgtccg
tttececgete
accecgecgt
cgcaagggcg
gcctacccgg
accaaccacc
gcgtececggece
tcecgegeteg
cccegecgea
tcecatcacca
gaagccttct
gacatccagc
attgcacgcc
ggcgagtcac
ttgcgececggt
aatttecccca
gcaaattatg
cgtgtgacag
gatccagcgg
cttgctttac
tttagtgcgt
acttttggtg
ggggaggcaa
acctacaagc
ctgcetgetg
ggggatggta
ccggtgaagg
aggttttaca
atatatccag
aagaagagtg
ttggatatca
ttcaaggaca
ttggcaaagc

ccgccgcgac
gaggccgggt
cceccggegcce
cggacatecct
gcggcgcgtc
tcttccgeca
gcgtecggggt
ccgacgcgct
tgatcggcac
agcacaatta
tcctecgegtce
agcagatggc
tgcccaagcc
ggcgcccgat
ttgttgagct
gtgatgatce
cggtggataa
ggaaaattga
agattggaaa
agggcttgaa
ggcacaatga
aagagatccc
tcatecgetac
ggccacggca
cagctggtge
gcttcctcat
tgatggtgtt
aggcaaatag
attttgtgac
aagtccgtge
tcgtcccaca
tgatcctgga
accagcccgg

ggccaagacc
gggggcggcg
gccggccacg
cgtggaggceg
catggagatc
cgagcagggc
ctgcgtcgce
gctcgactcc
cgacgccttc
ccttgtcctt
ctcgggcegt
tgtgccagtc
acccgcgaca
tctctatgtc
gaccggcatc
gttgtccectg
ggctgacctg
ggcttttgea
gaacaagcaa
tgctctgcecta
gttggaccag
accgcaatat
tggtgttgga
gtggctgtct
ttctgtggcet
gaacattcag
gaacaaccaa
ggcgcataca
tattgctaaa
cgccatcaag
ccaggagcat
tggtgatggc
cctatgtttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1986

<210> 8

<211> 644

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 8
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Met

Thr

Ala

Pro

Trp

65

Leu

Ser

His

Ala

Gly

145

vVal

Thr

Thr

Ile

Leu

225

Trp

Pro

Ser

Asp

Ala
Ala
Arg
vVal

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

Arg

Glu
290

Thr

Lys

Gly

35

Thr

Pro

Arg

Glu

Phe

115

Ala

Thr

Met

Ala

His

195

Glu

Asp

Thr

Ala

Arg

275

Leu

Thr
Thr

20
Arg
Pro
Ala
Cys
Ile
100
Arg
Ser
Asn
Val
Phe
180
Asn
Ala
Ile
Ser
Thr
260

Pro

Arg

Ala

Gly

Val

Pro

Glu

Gly

85

His

His

Gly

Leu

Ala

165

Gln

Tyr

Phe

Pro

Met

245

Glu

Ile

Arg

Ala

Arg

Gly

Ser

Pro

70

Val

Gln

Glu

Arg

Val

150

Ile

Glu

Leu

Phe

Lys

230

Asn

Leu

Phe

Ala

Lys

Ala

Pro

55

Arg

Ser

Ala

Gln

Val

135

Ser

Thr

Thr

Val

Leu

215

Asp

Leu

Leu

Tyr

vVal
295
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Ala

Asn

Ala

40

Ala

Lys

Asp

Leu

Gly

120

Gly

Ala

Gly

Pro

Leu

200

Ala

Ile

Pro

Glu

Val

280

Glu

Ala

His

25

Ala

Pro

Gly

Val

Thr

105

Glu

Val

Leu

Gln

Ile

185

Asp

Ser

Gln

Gly

Gln

265

Gly

Ala

Gln

val

Pro

Ala

Phe

90

Arg

Ala

Cys

Ala

val

170

vVal

vVal

Ser

Gln

Tyr

250

Vval

Gly

Thr

31

Thr

Arg

Arg

Ala

Asp

75

Ala

Ser

Phe

Val

Asp

155

Pro

Glu

Glu

Gly

Gln

235

Ile

Leu

Gly

Gly

Leu

His

Cys

Thr

60

Ile

Tyr

Pro

Ala

Ala

140

Ala

Arg

Val

Asp

Arg

220

Met

Ala

Arg

Cys

Ile
300

Ser

His

Ser

45

Pro

Leu

Pro

Val

Ala

125

Thr

Leu

Arg

Thr

Ile

205

Pro

Ala

Arg

Leu

Ser

285

Pro

Ala
Val

30
Ala
Leu
Val
Gly
Ile
110
Ser
Ser
Leu
Met
Arg
190
Pro
Gly
Val
Leu
Val
270

Ala

val

Ala

15
Phe
Val
Arg
Glu
Gly

95
Thr
Gly
Gly
Asp
Ile
175
Ser
Arg
Pro
Pro
Pro
255
Gly

Ser

Thr

Ala

Pro

Ser

Pro

Ala

80

Ala

Asn

Tyr

Pro

Ser

160

Gly

Ile

Val

Val

Val

240

Lys

Glu

Gly

Thr



Thr
305
Arg
Lys
Thr
Asp
Ile
385
Asp
Glu
Gly
Thr
Trp
465
Ser
Ala
Gly
Asn
val
545
Tyr
Thr
Ser

Tyr

Ile
625

Leu
Met
Ala
Gly
Ile
370
Cys
Gln
Leu
Glu
Lys
450
Ala
Ala
Ser
Ser
Leu
530
Val
Leu
Ile
Glu
Leu

610

Pro

Met
Leu
Asp
Lys
355
Asp
Ala
Ser
Asp
Glu
435
Gly
Ala
Gly
vVal
Phe
515
Pro
Gln
Gly
Ala
val
595

Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

340

Ile

Pro

Asp

Thr

Gln

420

Ile

Glu

Gln

Leu

Ala

500

Leu

Val

Trp

Asn

Lys

580

Arg

Asp

Gly

Leu

Met

325

Leu

Glu

Ala

Val

Thr

405

Gln

Pro

Ala

Tyr

Gly

485

Asn

Met

Lys

Glu

Pro

565

Gly

Ala

Ile

Gly

Gly

310

His

Leu

Ala

Glu

Lys

3%0

Lys

Lys

Pro

Ile

Tyr

470

Ala

Pro

Asn

Val

Asp

550

Glu

Phe

Ala

Ile

Ala
630

Asn

Gly

Ala

Phe

Ile

375

Leu

Thr

Arg

Gln

Ile

455

Thr

Met

Gly

Ile

Met

535

Arg

Cys

Asn

Ile

Val

615

Phe

ES 2 544 692 T3

Phe

Thr

Phe

Ala

360

Gly

Ala

Ser

Glu

Tyr

440

Ala

Tyr

Gly

Val

Gln

520

Val

Phe

Glu

Ile

Lys

600

Pro

Lys

Pro

Val

Gly

345

Ser

Lys

Leu

Ser

Phe

425

Ala

Thr

Lys

Phe

Thr

505

Glu

Leu

Tyr

Ser

Pro

585

Lys

His

BAsp

Ser

Tyr

330

Val

Arg

Asn

Gln

Asp

410

Pro

Iile

Gly

Arg

Gly

480

Val

Leu

Asn

Lys

Glu

570

Ala

Met

Gln

Met

Asp

315

Ala

Arg

Ala

Lys

Gly

395

Phe

Leu

Gln

vVal

Pro

475

Leu

Val

Ala

Asn

Ala

555

Ile

vVal

Leu

Glu

Ile
635

32

Asp

Asn

Phe

Lys

Gln

380

Leu

Ser

Gly

Val

Gly

460

Arg

Pro

Asp

Leu

Gln

540

Asn

Tyr

Arg

Asp

His

620

Leu

Pro

Tyr

Asp

Ile

365

Pro

Asn

Ala

Tyr

Leu

445

Gln

Gln

Ala

Ile

Ile

525

His

Arg

Pro

val

Thr

605

Val

Asp

Leu

Ala

Asp

350

Val

His

Ala

Trp

Lys

430

Asp

His

Trp

Ala

Asp

510

Arg

Leu

Ala

Asp

Thr

590

Fro

Leu

Gly

Ser

Val

335

Arg

His

Val

Leu

His

415

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

495

Gly

Ile

Gly

His

Phe

575

Lys

Gly

Pro

Asp

Leu

320

Asp

vVal

Ile

Ser

Leu

400

Asn

Phe

Leu

Met

Ser

480

Gly

Asp

Glu

Met

Thr

560

Val

Lys

Pro

Met

Gly
640



10

15

Arg Thr Val Tyr

<210>9

<211> 1956

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 544 692 T3

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Secuencia consenso Oryza

<400>9

gcggccgegy
cagcgacacc
geggtgtece
gggccggcecyg
gtcagcgacg
cgctecceccgg
tccgggtacg
gcaaccaacc
atcacgggcc
gtcgaggtca
ccccgegtea
gtcgacatcc
aatctaccgg
gtecttgegtce
gcatctggtg
ctgatgggcce
catggcacgg
gtgcggtttg
gtgcacattg
tgcgcagatg
aagacaagtt
cctetggggt
gatgagctga
gcggcacaat
gcaatgggat
gttgttgata
cgcattgaga
gtgcaatggg
gaatgtgaga
gcagtccgtg
ccagggccat
ccaagtgggg
tctataatct

ccgccacctt
acgtctttcce
cggtcacccee
agccccegcaa
tgttcgccta
tcatcaccaa
cgcgcgegte
tegtgteege
aggtcccecg
ccecgctceecat
tacaggaagc
ccaaggacat
ggtacattgc
tggttggcga
atgaattgcg
tcggcaattt
tgtacgcaaa
atgatcgtgt
acattgatcc
ttaagcttgce
ctgattttag
acaagacttt
cgaaagggga
attacaccta
ttgggctgcc
ttgatgggga
acctccecggt
aggataggtt
gtgagatata
taacaaagaa
acttgttgga
gcgcattcaa
gtatgttggc

<210>10

<211> 639

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gtccgececgec
cgctcgagge
gccgteeeceg
gggcgcggac
ceccgggegygce
ccacctcttc
cggccgcegte
gctcgecegac
ccgcatgatc
caccaagcac
cttcttecte
ccagcagcag
acgcctgecce
gtcacggcgc
ceggtttgtt
ccccagtgat
ttatgcggtg
gacagggaaa
agcggagatt
tttacagggc
tgecgtggecac
tggtgaagag
ggcaatcatc
caagcggcca
tgctgcagct
tggtagcttc
gaaggtgatg
ttacaaggca
tccagatttt
gagtgaagtc
tatcatcgtc
ggacatgatc
aaagcaccag

gcgacggcca
<€gggtggggg
gcgccgcecgg
atcctcgtgg
acgtccatgg
cgccacgagc
ggggtctgeg
gcgctgcecteg
ggcaccgacyg
aattaccttg
gcgtcectegg
atggctgtgc
aagccacccg
ccgattctcet
gagctgaccg
gatccgttgt
gataaggctg
attgaggctt
ggaaagaaca
ttgaatgcete
aatgagttgg
atcccaccgc
gctactggtg
cggcagtgge
ggtgcttctg
ctcatgaaca
gtgttgaaca
aatagggcgce
gtgactattg
cgtgccgeca
ccacaccagg
ctggatggtg
ccecgge

agaccggccyg
cggcggeggt
ccacgccgct
aggcgctgga
agatccacca
agggcgaggce
tcgccaccte
actccgteccc
ccttccagga
tccttgatgt
gccgtcctgg
cagtctggga
cgacagaatt
atgtcggtgg
gcatcccagt
ccctgcgeat
acctgttgct
ttgcaagcag
agcaaccaca
tgctagacca
accagcagaa
aatatgctat
ttggacagca
tgtcttcggc
tggctaaccc
ttcaggagtt
accaacattt
atacatactt
ctaaagggtt
tcaagaagat
agcatgtgct
atggcaggac

<223> descripcion de la Secuencia Artificial: Secuencia de consensus Oryza

<400> 10
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taagaaccac
caggtgctcg
ccggecgtygg
gcggtgeggce
ggcgectgacg
gttcgcggceg
cggccccggg
gatggtcgcc
gacgcccata
ggaggacatc
cccggtgetg
cacctcgatg
gcttgagcag
tggctgctct
tacaaccact
gcttgggatg
tgcatttggc
ggccaagatt
tgtgtcaatt
gagcacaaca
gagggagttt
tcaggtgctg
ccagatgtgg
tggtctgggce
aggtgtcaca
ggcattgatc
gggtatggtt
gggcaaccca
caatattcct
gctcgatacc
gcctatgatce
tgtgtattaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1956
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Ala Ala Ala Ala Ala Thr Leu Ser Ala Ala Ala Thr Ala Lys Thr Gly
1 5 10 15

34



Arg

Gly

Ser

Pro

65

Val

Gln

Glu

Arg

Val

145

Ile

Glu

Leu

Phe

Lys

225

Asn

Leu

Leun

FPhe

Gly
305

His

Leu

Lys

Ala

Pro

50

Arg

Ser

Ala

Gln

Val

130

Ser

Thr

Thr

Val

Leu

210

Asp

Leu

Leu

Tyr

Val

290

Asn

Gly

Ala

Asn
Ala

35
Ala
Lys
Asp
Leu
Gly
115
Gly
Ala
Gly
Pro
Leu
195
Ala
Ile
Pro
Glu
Val
275
Glu
Phe

Thr

Phe

His

Ala

Pro

Gly

Val

Thr

100

Glu

Val

Leu

Gln

Ile

180

Asp

Ser

Gln

Gly

Gln

260

Gly

Leu

Pro

Val

Gly
340

Gln

Val

Pro

Ala

Phe

85

Arg

Ala

Cys

Ala

Val

165

Val

Val

Ser

Gln

Tyr

245

Val

Gly

Thr

Ser

Tyr

325

Val

Arg

Arg

Ala

Asp

70

Ala

Ser

Phe

Val

Asp

150

Pro

Glu

Glu

Gly

Gln

230

Ile

Leu

Gly

Asp
310

Ala

Arg

His

Cys

Thr

55

Ile

Tyr

Pro

Ala

Ala

135

Ala

Arg

Val

Asp

Arg

215

Met

Ala

Arg

Cys

Ile

295

Asp

Asn

Phe

ES 2 544 692 T3

Ser

Pro

Leu

Pro

val

Ala

120

Thr

Arg

Thr

Ile

200

Pro

Ala

Arg

Leu

Ser

280

Pro

Pro

Tyr

Asp

Val

25

Ala

Leu

Val

Gly

Ile

105

Ser

Ser

Leu

Met

Arg

185

Pro

Gly

Val

Leu

Val

265

Ala

Val

Leu

Ala

Asp
345

Phe

val

Arg

Glu

Gly

90

Thr

Gly

Gly

Asp

Ile

170

Ser

Arg

Pro

Pro

Pro

250

Gly

Ser

Thr

Ser

Val

330

Arg

35

Pro
Ser
Pro
Ala

75
Thr
Asn
Tyr
Pro
Ser
155
Gly
Ile
Val
Val
Val
235
Lys
Glu
Gly
Thr
Leu
315

Asp

val

Ala

Pro

Trp

60

Leu

Ser

His

Ala

Gly

140

Val

Thr

Thr

Ile

Leu

220

Trp

Pro

Ser

Asp

Thr

300

Arg

Lys

Thr

Arg

Val

45

Gly

Glu

Met

Leu

Arg

125

Ala

Pro

Asp

Lys

Gln

205

val

Asp

Pro

Arg

Glu

285

Leu

Met

Ala

Gly

Gly

30

Thr

Pro

Arg

Glu

Phe

110

Ala

Thr

Met

Ala

His

190

Glu

Asp

Thr

Ala

Arg

270

Leu

Met

Leu

Asp

Lys
350

Arg

Pro

Ala

Cys

Ile

Arg

Ser

Asn

val

Phe

175

Asn

Ala

Ile

Ser

Thr

255

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

335

Ile

Val
Pro
Glu
Gly

80
His
His
Gly
Leu
Ala
160
Gln
Tyr
Phe
Pro
Met
240
Glu
Ile
Arg
Leu
Met
320

Leu

Glu



Ala

Glu

Lys I

385

Lys

Lys

Pro

Ile

Tyr

465

Ala

Pro

Asn

vVal

Asp

545

Glu

Phe

Ala

Ile

Ala
625

Phe

Ile

370

Thr

Arg

Gln

Ile

450

Thr

Met

Gly

Ile

Met

530

Arg

Cys

Asn

Ile

Val

610

Phe

<210> 11

<211> 1936

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 11

Ala

355

Gly

Ala

Ser

Glu

Tyr

435

Ala

Tyr

Gly

val

Gln

515

Val

FPhe

Glu

Ile

Lys

595

Pro

Lys

Ser

Lys

Leu

Ser

Phe

420

Ala

Thr

Lys

Phe

Thr

500

Glu

Leu

Tyr

Ser

Pro

380

Lys

His

Asp

Arg

Asn

Gln

Asp

405

Pro

Ile

Gly

Arg

Gly

485

val

Leu

Asn

Lys

Glu

565

Ala

Met

Gln

Met

Ala

Lys

Gly

390

Phe

Leu

Gln

Val

Pro

470

Leu

Val

Ala

Asn

Ala

550

Ile

Val

Leu

Glu

Ile
630

Lys

Gln

375

Leu

Ser

Gly

Val

Gly

455

Arg

Pro

Asp

Leu

Gln

535

Asn

Tyr

Arg

Asp

His

615

Leu

ES 2 544 692 T3

Ile

360

Pro

Asn

Ala

Tyr

Leu

440

Gln

Gln

Ala

Ile

Ile

520

His

Arg

Pro

Val

Thr

600

Val

Asp

Val

His

Ala

Trp

Lys

425

Asp

His

Trp

Ala

Asp

505

Arg

Leu

Ala

Asp

Thr

585

Pro

Leu

Gly

His

Val

Leu

His

410

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

490

Gly

Ile

Gly

His

Phe

570

Lys

Gly

Pro

Asp

36

1le

Ser

Leu

395

Asn

Phe

Leu

Met

Ser

475

Gly

Asp

Glu

Met

Thr

555

Val

Lys

Pro

Met

Gly
635

Asp

Ile
380

Asp

Glu

Gly

Thr

Trp

460

Ser

Ala

Gly

Asn

Val

540

Tyr

Thr

Ser

Tyr

Ile

620

Arg

Ile

365

Cys

Gln

Leu

Glu

Lys

445

Ala

Ala

Ser

Ser

Leu

525

Val

Leu

Ile

Glu

Leu

605

Pro

Thr

Asp
Ala
Ser
Asp
Glu
430
Gly
Ala
Gly
Val
Phe
510
Pro
Gln
Gly
Ala
Val
590
Leu

Ser

Val

Pro

Asp

Thr

Gln

415

Ile

Glu

Gln

Leu

Ala

495

Leu

val

Trp

Asn

Lys

575

Arg

Asp

Gly

Tyr

Ala

Val

Thr

400

Gln

Pro

Ala

Tyr

Gly

480

Asn

Met

Lys

Glu

Pro

560

Gly

Ala

Ile

Gly



atggctacga
ggccgtaaga
gcggtcaggt
ccgcteecgge
ctggagcggt
caccaggcgc
gaggcgttcg
acctccggcece
gtcccgatgg
caggagacgc
gatgtggagg
cctggccegg
tgggacacct
gaattgcttg
ggtggtggct
ccagttacaa
cgcatgcttg
ttgcttgcat
agcagggcca
ccacatgtgt
gaccagagca
cagaagaggg
gctattcagg
cagcaccaga
tcggctggte
aacccaggtg
gagttggcat
catttgggta
tacttgggca
gggttcaata
aagatgctcg
gtgctgccta
aggactgtgt

ccgccgcggco
accaccagcg
gctecggecggt
cgtgggggce
gcggcgtcag
tgacgcgcete
cggcgtccgg
ccggggcaac
tcgccatcac
ccatagtcga
acatcccecg
tgctggtcga
cgatgaatct
agcaggtctt
gctctgcatc
ccactctgat
ggatgcatgg
ttggcgtgeg
agattgtgca
caatttgcge
caacaaagac
agtttcctcet
tgctggatga
tgtgggcggce
tgggcgcaat
tcacagttgt
tgatccgecat
tggttgtgca
acccagaatg
ttcctgcagt
ataccccagg
tgatcccaag
acctga

ES 2 544 692 T3

cgcggccgceco
acaccacgtc
gtececeggte
ggeccgagcecc
cgacgtgttc
ccecggteate
gtacgcgege
caacctcgtg
gggccaggtc
ggtcaccecgce
cgtcatacag
catccccaag
accggggtac
gcgtctggtt
tggtgatgaa
gggecctegge
cacggtgtac
gtttgatgat
cattgacatt
agatgttaag
aagttctgat
ggggtacaag
gctgacgaaa
acaatattac
gggatttggg
tgatattgat
tgagaacctc
atgggaggat
tgagagtgag
ccgtgtaaca
gccatacttg
tgggggcgca

accttgtecyg
tttececgcete
acccecgecgt
cgcaagggcyg
gcctaccegg
accaaccacc
gcgtecggcece
tcecgegeteg
cccegecgea
tccatcacca
gaagccttct
gacatccagc
attgcacgcc
ggcgagtcac
ttgcgccggt
aatttcccca
gcaaattatg
cgtgtgacag
gatccagegg
cttgetttac
tttagtgcgt
acttttggtg
ggggaggcaa
acctacaagc
ctgcctgetg
ggggatggta
ccggtgaagg
aggttttaca
atatatccag
aagaagagtg
ttggatatca
ttcaaggaca

ccgccgecgac
gaggccgggt
cccecggegceco
cggacatcct
gcggcacgtc
tctteccgeca
gcgtcggggt
ccgacgcgcect
tgatcggcac
agcacaatta
tcctegegte
agcagatggc
tgcccaagcc
ggcgcccgat
ttgttgagct
gtgatgatcc
cggtggataa
ggaaaattga
agattggaaa
agggcttgaa
ggcacaatga
aagagatccc
tcatcgctac
ggccacggca
cagctggtgc
gcttcctcat
tgatggtgtt
aggcaaatag
attttgtgac
aagtccgtgce
tcgtceccaca
tgatcctgga

ggccaagacc
gggggcggcyg
gccggcecacg
cgtggaggeg
catggagatc
cgagcagggc
ctgcgtcgcec
gctcgactcc
cgacgccttc
ccttgtectt
ctcgggecegt
tgtgccagtce
acccgcgaca
tctctatgtc
gaccggcatc
gttgtccctg
ggctgacctg
ggcttttgea
gaacaagcaa
tgctctgeta
gttggaccag
accgcaatat
tggtgttgga
gtggctgtct
ttctgtggct
gaacattcag
gaacaaccaa
ggcgcataca
tattgctaaa
cgccatcaag
ccaggagcat
tggtgatggce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1936

<210> 12

<211> 644

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 12

37



Met

Thr

Ala

Pro

Trp

65

Leu

Ser

Ala

Ala

Arg

Val

50

Gly

Glu

Met

Thr

Lys

Gly

35

Thr

Pro

Arg

Glu

Thr

Thr

20

Arg

Pro

Ala

Cys

Ile
100

Ala Ala

Gly Arg

Val Gly

Pro Ser

Glu Pro

70

Gly val
85

His Gln

ES 2 544 692 T3

Ala

Lys

Ala

Pro

55

Arg

Ser

Ala

Ala

Asn

Ala

40

Ala

Lys

Asp

Leu

Ala

His

25

Ala

Pro

Gly

Val

Thr
105

Ala

10

Gln

Val

Pro

Ala

Phe

20

Arg

38

Thr

Arg

Arg

Ala

Asp

75

Ala

Ser

Leu

His

Cys

Thr

60

Ile

Tyr

Pro

Ser

His

Ser

45

Pro

Leu

Pro

Val

Ala

Val

30

Ala

Leu

Val

Ile
110

Ala

15

Phe

Val

Arg

Glu

Gly
95

Thr

Ala

Pro

Ser

Pro

Ala

80

Thr

Asn



His

Ala

Gly

145

Vval

Thr

Thr

Ile

Leu

225

Trp

Fro

Ser

Asp

Thr

305

Arg

Lys

Thr

ASp

iie

385

Asp

Glu

Gly

Leu

Arg

130

Pro

Asp

Lys

Gln

210

Val

Asp

Pro

Arg

Glu

290

Leu

Met

Ala

Gly

Ile

370

Cys

Gln

Leu

Glu

Phe

115

Ala

Thr

Met

Ala

His

195

Glu

Asp

Thr

Ala

Arg

275

Leu

Met

Leu

Asp

Lys

355

Asp

Ala

Ser

Asp

Glu
435

Arg

Ser

Asn

vVal

FPhe

180

Asn

Ala

Ile

Ser

Thr

260

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

340

Ile

Pro

Asp

Thr

Gln

420

Ile

His

Gly

Leu

Ala

165

Gln

Tyr

Phe

Pro

Met

245

Glu

Ile

Arg

Leu

Met

325

Leu

Glu

Ala

Val

Thr

405

Gln

Pro

Glu

Arg

Val

150

Ile

Glu

Leu

Phe

Lys

230

Asn

Leu

Leu

Phe

Gly

310

His

Leu

Ala

Glu

Lys

390

Lys

Lys

Pro

Gln

Val

135

Ser

Thr

Thr

Val

Leu

215

Asp

Leu

Leu

Tyr

Val

295

Asn

Gly

Ala

Phe

Ile

375

Leu

Thr

Arg

Gln

ES 2 544 692 T3

Gly
120
Gly
Ala
Gly
Pro
Leu
200
Ala
Ile
Pro
Glu
Val
280
Glu
Phe
Thr
Phe
Ala
360
Gly
Ala
Ser

Glu

Tyr
440

Glu
Val

Leu

‘Gln

Ile

185

Asp

Ser

Gln

Gly

Gln

265

Gly

Leu

Pro

val

Gly

345

Ser

Lys

Leu

Ser

Phe

425

Ala

Ala

Cys

Ala

Val

170

Val

Val

Ser

Gln

Tyr

250

Val

Gly

Thr

Ser

Tyr

330

Val

Arg

Asn

Gln

Asp

Phe

Val

Asp

155

Pro

Glu

Glu

Gly

Gln

235

Ile

Leu

Gly

Gly

Asp

315

Ala

Arg

Ala

Lys

Gly

395

Phe

410

Pro

Ile

39

Leu

Gln

Ala

Ala

140

Ala

Arg

Val

Asp

Arg

220

Met

Ala

Arxg

Cys

Ile

300

Asp

Asn

Phe

Lys

Gln

380

Leu

Ser

Gly

val

Ala

125

Thr

Leu

Arg

Thr

Ile

205

Pro

Ala

Arg

Leu

Ser

285

Pro

Pro

Tyr

Asp

Ile

365

Pro

Asn

Ala

Tyr

Leu
445

Ser

Ser

Leu

Met

Arg

190

Pro

Gly

Val

Leu

Val

270

Ala

Val

Leu

Ala

Asp

350

Val

His

Ala

Trp

Lys

430

Asp

Gly

Gly

Asp

Ile

175

Ser

Arg

Pro

Pro

Pro

255

Gly

Ser

Thr

Ser

Val

335

Arg

His

Val

Leu

His

415

Thr

Glu

Tyr

Pro

Ser

160

Gly

Ile

Val

Val

Val

240

Lys

Glu

Gly

Thr

Leu

320

Asp

Val

Ile

Ser

Leu

400

Asn

Phe

Leu



Thr

Trp

465

Ser

Ala

Gly

Asn

Val

545

Tyr

Thr

Ser

Tyr

Ile

625

Arg

Lys

450

Ala

Ala

Ser

Ser

Leu

530

Val

Leu

Ile

Glu

Leu

610

Pro

Thr

Gly

Ala

Val
Phe
515
Pro
Gln
Gly
Ala
vVal
595
Leu

Ser

Val

Glu

Gln

Ala
500
Leu
vVal
Trp
Asn
Lys
580
Arg
Asp

Gly

Tyr

Ala
Tyr
Gly
485
Asn
Met
Lys
Glu
Pro
565
Gly
Ala

Ile

Gly

Ile

Tyr

470

Ala

Pro

Asn

Val

Asp

550

Glu

Phe

Ala

Ile

Ala
630

Ile

455

Thr

Met

Gly

Ile

Met

535

Arg

Cys

Asn

Ile

Val

615

Phe
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Ala

Tyr

Gly

Val

Gln

520

Val

Phe

Glu

Ile

Lys

600

Pro

Lys

Thr

Lys

Phe

Thr

505

Glu

Leu

Tyr

Ser

Pro

585

Lys

His

Asp

Gly
Arg
Gly
490
Val
Leu
Asn
Lys
Glu
570
Ala
Met

Gln

Met

40

val

Pro

475

Leu

Val

Ala

Asn

2la

555

Ile

Val

Leu

Glu

Ile
635

Gly
460
Arg
Pro
Asp
Leu
Gln
540
Asn
Tyr
Arg
Asp
His
620

Leu

Gln

Gln

Ala

Ile

Ile

525

His

Arg

Pro

Val

Thr

605

Val

Asp

His

Trp

Ala

Asp

510

Arg

Leu

Ala

Asp

Thr

590

Pro

Leu

Gly

Gln
Leu
Ala
495
Gly
Ile
Gly
His
Phe
575
Lys
Gly

Pro

Asp

Met

Ser

480

Gly

Asp

Glu

Met

Thr

560

Val

Lys

Pro

Met

Gly
640
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de arroz que comprende un acido nucleico AHAS de arroz no recombinante comprendiendo una
secuencia de polinucleétido seleccionada de:

(a) la secuencia de polinucledtido de la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 0 SEQ ID NO:5;
(b) la secuencia de polinucledtido de la SEQ ID NO:11;

(c) secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, o SEQ ID
NO:6;

(d) una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende la SEQ ID NO:12;y
(e) secuencia de polinucletdtido complementaria a la secuencia de cualquiera de (a) a (d) anteriores,

en donde la secuencia de polinucledtido de acido nucleico AHAS codifica un polipéptido AHAS de arroz variante que
comprende una sustitucion de alanina a treonina en una posicidon equivalente a la posicion 96 de un polipéptido
AHAS de arroz tipo silvestre; en donde dicha sustitucion de alanina a treonina en una posicion equivalente a la
posicion 96 de un polipéptido AHAS de arroz tipo silvestre es el resultado de la mutagénesis por tratamiento de las
semillas con una solucién acuosa de azida de sodio 0.001 M a pH 3; y en donde la expresién de dicho polipéptido
AHAS de arroz variante confiere a la planta de arroz aumento de la tolerancia a un herbicida de imidazolinona en
comparacion con la de una variedad tipo silvestre de la planta de arroz.

2. La planta de arroz de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido AHAS de arroz variante comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

3. La planta de arroz de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido AHAS de arroz variante comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

4. La planta de arroz de la reivindicacién 1, en donde el acido nucleico AHAS de arroz comprende la secuencia de
polinucleétido de la SEQ ID NO: 1.

5. La planta de arroz de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la planta de arroz es no transgénica.

6. Una planta de arroz progenie de la planta de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la planta de
arroz progenie comprende el acido nucleico AHAS de arroz, en donde la expresion del polipéptido AHAS de arroz
variante confiere a la planta de arroz progenie tolerancia aumentada al herbicida de imidazolinona en comparacion
con la de la variedad tipo silvestre de la planta de arroz.

7. Un mutante, recombinante, o planta de arroz manipulada genéticamente derivada de la planta de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-5, en donde el mutante, recombinante, o planta de arroz manipulada genéticamente
comprende el &cido nucleico AHAS de arroz, en donde la expresién del polipéptido AHAS de arroz variante confiere
en el mutante, recombinante, o planta de arroz manipulada genéticamente tolerancia aumentada al herbicida de
imidazolinona en comparacion con el de la variedad tipo silvestre de la planta de arroz.

8. Una semilla de arroz de la planta de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la semilla comprende el
acido nucleico AHAS de arroz.

9. Una parte de la planta o célula de la planta de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la parte o
célula comprende el acido nucleico AHAS de arroz.

10. Un método para el cultivo de la planta de arroz de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, mientras que el
control de maleza en la vecindad de dicha planta, comprendiendo el método: aplicar un herbicida de imidazolinona a
la maleza y a la planta de arroz, en donde la planta ha aumentado la tolerancia al herbicida de imidazolinona en
comparacion con el de una variedad tipo silvestre de la planta de arroz.
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FIGURA 1A
Secuencia de nucleétido AHAS parcial de la estirpe de arroz IMINTA 1(SEQ ID NO: 1)

CCTTGTCCGCCGCCGCGAC
GGCCAAGACCGGCCGTAAGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
GAGGCCGGEGTGEEGGCEGCGECEGGTCAGGTGCTCGGCGGTGTCCCCGGTC
ACCCCGCCGTCCCCGELGCCGCCGECCACGCCGCTCCGRCCETEEEGECC
GGCCGAGCCCCGCAAGGGCECCEACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGT
GCGGCGTCAGCGACGTETTCGCCTACCCGGGCGGCACGTCCATGGAGATC
CACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCA
CGAGCAGGGCGAGECETTCGCEECGTCCGGGTACGCECGCGCETCCGGCC
GCGTCGGGEETCTECETCGCCACCTCCEGCCCCGEGGCAACCAACCTCGTG
TCCGCECTCGCCGACGCECTGCTCGACTCCEGTCCCGATGGTCGCCATCAC
GGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGT
CCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTT
GATGTGGAGGACATCCCCCGCGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTC
CTCGGGCCETCCTGECCOGGTGCTGETCGACATCCCCAAGGACATCCAGC
AGCAGATGGCTGTGCCAGTCTGEGACACCTCGATGAATC TACCGGGGTAC
ATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTGAGCAGETCTT
GCGTCTGETTGECEAGTCACGEGCGCCCGATTCTCTATGTCGETGGTGECT
GCTCTGCATC TGGTGATGAATTGCGCCGGTTIGTTIGAGCTGACCGGCATC
CCAGTTACAACCACTCTGATGGGCCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCC
GTTGTCCCTGCGCATGCTTGGGATGCATGGCACGGTGTACGCAAATTATG
CGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGGTTTGATGAT
CGTETGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGECCAAGATTGTGCA
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGT
CAATTTGCGCAGATGTTAAGCTTGCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTA
GACCAGAGCACAACAAMGACAAGTTCTGATTTTAGTGCGTGGCACAATGA
GTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTTTCCTCTGGGGTACAAGACTTTTGGTG
ARCGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGGTGCTGGATGAGCTGACGAAA
GGGGAGCCAATCATCGCTACTGGTCTTGAACAGCACCAGATETGGGCGGEC
ACAATATTACACCTACAAGCGGCCACGGCAGTGEGCTETCTTCGGCTGETC
TGGGCGCAATGGEATTTGEECTGCCTGCTGCAGCTGETGCTTCTGTGGCT
AACCCAGGTGTCACAGTTGTTGATATTGATCCCCATCGGTAGC TTCCTCAT
GAACATTCAGGAGTTGGCATTGATCCGCATTGAGAACCTCCCGGTGAAGG
TGATGETGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGEGTTGTGCAATGGGAGGAT
AGGTTTTACAAGGCAARATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATG
TGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTCGACTATTGCTAAAGGGTTCAATA
TTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAG
AAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACA
CCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGGGEGCGCAT TCAAGGACA
TGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTATTAATCTATAATCTGTATG
TTGGCAAAGCACCAGCCCGGC
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Figura 1B
Secuencia de aminoacidos AHAS parcial deducida de la estirpe de arroz IMINTA 1 (SEQ ID NO: 2)

LSAAATAKTGRENHQRHHVFPARGRVGAAAVRCSAVSEV
TPPSPAPPATPLRPWGPREPRKGADILVEALERCGVSDVFAYPGGTSMEL
HQALTRSPVITNHLFRHEQGEAFAASGYARASGRVGVCVATSGPGATNLY
SALADALLDSVPMVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVL
DYVEDIPRVIQEAFFLASSGRPGPVLVDIPKDIQQOMAVPVWDTSMNLPGY
IARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPILYVGCGCSASGDELRRFVELTGIL
BVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRMLGMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDD
BVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGENKQPHVSICADVELALQGLNALL
DRSTTRTSSDFSAWHNELDQQKREFPLGYKTFGEEIPPQYAIQVLDELTK
CEAIIATGVGOHOMWAAQYYTYKRPROWLSSAGLGAMGFGLPAAAGASVA
NPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALIRIENLPVEKVMVLNNQHLGMVVOWED
RFYKANRAHTYLGNPECESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTEKSEVRAAIK
KMLDTPGPYLLDI IVPHQEHVLFMI PSGGAFKDMILDGDGRTVY
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Figura 1C

Secuencia de nucleétido AHAS parcial de la estirpe de arroz IMINTA 4 (SEQ ID NO: 3)

CCTTGTCCGCCGCCGCGAC

GGCCARGACCGGCCGTARGAACC ACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
GBGGCCGGGTGGGGGCGGCGGCGGTCAGGTGCTCGGCGGNTCCCCGGTC
ACCCCGCCG'ICCCCGGCGCCGCCGGCCACGCCGCTCCGGCCGTGGGGGCC
GGCCGAGCC CCGCMGGGCGCGGACANCNGTGGAGGCGCTGGAGCGGT
GCGGCGTCAGC GACGTGTTCGCCTACCCGGGCGGC ACGTCCATGGAGATC
CACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCMCCACCTCTPCCGCCA
CGAGCAGGGCGBGGCGTTCGCGGCGTCCGGGTACGCGCGCGCGTCCGGCC
GCGTCGGGGTCTGCGTCGCC ACCTCCGGCCCCGGGGCARCCARCCTCGTG
'I‘CCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCAC
GGGCCAGGTCCCCCGOCGCATGATC GGCACCGRCGCCTTCCAGGAGACGC
CCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACC AAGCACAATTACCTIGTCCTT
GANTGGAGGACATCCCCCGCG’PCATACAGGMGCCTICTI‘CCTCGCGTC
CWGGGCCGTCCTGGCCCGGTGCTGGTCGACA'NCCCAAGGACATCCAGC
AGCBGATGGCTG‘I‘GCCAGTC‘I‘GGGACACCTCGANMTCTACCGGGGTAC
AMGCACGCCTGCCCMGCCACCOGCGACAGAATICCMGCAGGTCW
GCGTC!‘GGTTGGCGAGTCACGGCGCCCGATI‘CTCTANTCGGTGGPGGCT
GC'ICTGCA'ICTGGTGRTGMTIGCGCCGGTI'IGTPGAGCTGACC GGCATC
CCAGTTACMCCACTC‘NATGGGCCTCGGCMTITCCCCAGTGATGATCC
GT'I‘GTCCCTGCGCATGC’I'I’GGGBTGCATGGCACGGTGTACGCAMTTNIG
CGGTGGATMGGCPGACCTGHGCTNCATI‘TGGCGI‘GCGGTITGATGAT
CG‘I‘GTGACAGGGWWAGGCTHTGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCA
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATIGGAMGMCAAGCMCCACATGPGP
CAATTTGCGCAGATGTTAAGCTTGCTTT. ACACGGCTTGAATGCTCTGCTA
GACCAGAGCACAACAMGACAAGTTCTGRMPAGIGCGTGGCACMTGA
GT'I‘GGACCAGCAGAAGAGGGAGTI'ICCI'CNGGWACMGACTPI'IGGTG
AAGAGATCCCACCGCMTATGCTATI’CAGGTGCNGBTGAGCTGBCGMA
GGGGAGGCM'I‘CATCGCTACPGGTGTIGGACRGCACCAGATGTG:-GCGGC
ACMTATTACACCTACAAGCGGCCACGGCAGDGGCI‘GTCTICGG:CMTC
TGGGCGCAATGGGA’ 4

ARCC CAGGTGTCACAGTTG'ITGATATTGNIGGGGRTGGTAGCTI‘CCTC AT
GMCATTCAGGAGTPGGCATPGATCCGCA'ITGBGAACCTCCCGGTGMGG
'TGATGG‘I‘GTPGAACAACCMCATTTGGGTAMTGTGCMTGGGAGGAT
AGGMTACAAGGCAMTRGGGCGCATACATACTTGGGCMCCAGAAN
TGAGAGTGAGATATATCCAGA'I‘I'I'IGTGBCTATTGCTMRGGGTICMTA
TTCCTGCAGTCC GTGTMCAAAGAAGAGTGMG'NJCG’IGCCGCCANMG
MGATGCTCGATACCCCAGGGCCATA(?PTG‘I‘IGGRTATCATCGI‘CCCACA
CCAGGAGCATGTGCTGCCT ATGATCCCAAGTGGGGGCGCATTCAAGGACA
TGATCCTGGATGGNA‘I’GGCAGGACTGTGTATEMNTATMTCTGTATG
TTGGCA
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Figura 1D

Secuencia de aminoacidos AHAS parcial deducida de la estirpe de arroz IMINTA 4 (SEQ ID NO: 4)

LSAAATAKTGRENHQRHHVF PARGRVGAAAVRCSAVSPV
TPPSPAPPATFLRPWGPAEPRKGADILVEALERCGVSDVFAYPGGTSME L
HOALTRSPVITNHLFRHEQGEAFAASGYARASGRVGVCVATSGPGATNLY
SALADALLDSVPMVAITGOQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVL
DVEDIPRVIQEAFFLASSGRPGPVLVDIPKDIQOOMAVPVWDTSMNLPGY
JARLPEPPATELLEQVLRLVGESRRPILYVGGGCSASGDELRRFVELTGI
PVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRMLGMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDD
RVITGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGENKQPHVSICADVEKLALQGLNALL
DOSTTKTSSDFSAWHNELDOQRREFPLGYKTFGEEIPPQYAIQVLDELTK
GEAIIATGVGQHOMWARQYYTYKRPROWLSSAGLGAMGFGLPARAGASVA
NPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALIRIENLPVEVMVLNNQHLGMVVQWED
RFYKANRAHTYLGNPECESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKEKSEVRAATK
KMLDTPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKDMILDGDGRTVY
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Figura 1E

Secuencia de nucleétido AHAS parcial de la estirpe de arroz IMINTA 5 (SEQ ID NO: 5)

GCGGCCECEGCCGCCACCTTGTCCGCCGCCGCGAC
GGCCAAGACCGGCCGTAAGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
GAGGCCGGGTGGGEGCGGCEGGCEGTCAGGTGCTCGGUGETCTCCCCGGTC
ACCCCGCCGTCCCCGECECCGCCGGECCACGCCGCTCCGGCCGTEGGGGLC
GGCCGAGCCCCGCAAGGGLECGEGACATCCTCGTGGAGGCGCTCGAGCGGT
GCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCTACCCGGGCGGCACGTCCATGGAGATC
CACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCA
CGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGEETACGCGCGCGCGTCCGGECT
GCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGECAACCAACCTCGTG
TCCGCECTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCAL
GGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGC
CCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTT
GATGTGGAGGACATCCCCCCCGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTC
CTCGGGECCGTCCTGGCCCGGTGCTGEGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGC
AGCAGATGGCTGTGCCAGTCTGGEACACCTCGATGAATC TACCGGGGETAC
ATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTGAGCAGGTCTT
GCGTCTGETTGGCGAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGEGTGGTGGCT
GCTCTGCATCTGGTGATGAATTGCGCCGETTTGTTGAGC TGACCGGCATC
CCAGTTACAACCACTCTGATCGECCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCC
GTTGTCCCTGCGCATGCTTGGCGATGCATGGCACGGTGTACGCAAATTATG
CGGTGGATAAGECTGACCTGTTGC TTGCATTITGGCGTGCGGTTTGATGAT
CGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGCGCCAAGATTGTGCA
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGT
CAATTTGCGCAGATGTTARGCTTGCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTA
GACCAGAGCACAACAAAGACAAGTTCTGATTITAGTGCGTGGCACAATGA
GTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTTTCCTCTGGEETACAAGACTTTTGGTG
AAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGGTGC TGGATGAGCTGACGAAA
GGGGAGGCAATCATCGCTACTGETGTTGGACAGCACCAGATGTGGGCGGC
ACAATATTACACCTACAAGCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTC
TGGEGCGCAATGGCGATTITGGGCTGCC TGCTGCAGC TGGTGCTTCTGTGGCT
AACCCAGGTGTCACAGTIGTTGATATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCAT
GAACATTCAGGAGTTGGCATTGATCCGCATTGAGAACCTCCCGGTGAAGG
TGATGGTGTTGAACAACCAACAT T TGGGTATGGTTGTGCAATGGGAGGAT
AGGTTTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATG
TGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAARGGGTTCAATA
TTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAG
AAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACA
CCAGGAGCATGTGCTGCCTATCGATCCCAAGTGEGGGGCGCATTCAAGGACA
TGATCCTGGATGETGATGGCAGGACTGTGTA
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Figura 1F

Secuencia de aminoacidos AHAS parcial deducida de la estirpe de arroz IMINTA 5 (SEQ ID NO: 6)

AARAAATLSAAATAKTGRENHOQRHHVFPARGRVGAAAVRCSAVSPV
TPPSPAPPATPLRPWGPAEPRKGADILVEALERCGVSDVFAYPGGTSMEL
HQALTRSPVITNHLFRHEQGEAFAASGYARASGRVGVCVATSGPGATNLY
SALADALLDSVPMVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRS ITKHNYLVL
DVEDIPRVIQEAFFLASSGRPGPVLVDIPKDIQQOMAVPVWDTSMNLPGY
IARLPRPPATELLEQVLRLVGESRRPILYVGGGCSASGDELRRFVELTGI
PVTTTLMGLGNF PSDDPLSLEMLGMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVREFDD
RVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGENKQPHVS ICADVELALQGLNALL
DOSTTRTSSDF SAWHNELDQQKREFPLGYKTFGEEIPPQYAIQVLDELTK
GEAIIATGVGOQHOMWARDYYTYKRPROWLSSAGLGAMGFGLPAAAGASVA
NPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALIRTENLPVEVMVLNNQHLGMVVQWED
RFYKANRAHTYLGNPECESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVRAAIK
IMLDTPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKDMILDGDGRTV
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Figura 1G
Secuencia de nucleétido AHAS de la estirpe de arroz 147 tipo natural (SEQ ID NO: 7)

ATGGCTACGACCGCCGCGGCCECGGCCGCCACCTTGTCCGCCGCCGCGAC
GGCCAAGACCGGCCGTAAGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
GAGGCCGGETEGGEACEECECCEETCAGETGCTCGGCGGTGTCCCCGGTC
ACCCCGCCGTCCCCGGCGLCGLCCGGCCACGCCGCTCCGGCCGTGGEGECC
GGCCGAGCCCCEGCAAGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTEGGAGCGET
GCGECGTCAGCGACGTETTCGCCTACCCGGGLGECEGCGTCCATGGAGATC
CACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCA
CGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCEECGTCCEGEGETACGCGLGCGLCGTCCGELC
GCGTCGGGGTCTECGTCGCCACCTCCGGCCCCGGEGCAACCAACCTCGTG
TCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCAC
GGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGC
CCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTT
GATGTGEAGGACATCCCCCGCGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTC
CTCGGGCCGTCCTGGCCCGETGCTGGTCCGACATCCCCAAGGACATCCAGC
AGCAGATGGCTGTEGCCAGTCTGGGACACCTCGATGAATCTACCGGGGTAC
ATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTGAGCAGGTCTT
GCGTCTGGTTGECEAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGETGGTGECT
GCTCTGCATCTGGTGATGARTTGCGCCGGTTTGTTGAGC TGACCGGCATC
CCAGTTACAACCACTCTCGATGGGECCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCC
GTTGTCCCTGCGCATGCTTGGGATGCATGGCACGGTGTACGCARATTATG
CGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCT TGCATTTGGCGTGCGETTTGATGAT
CGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCA
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGT
CAATTTGCGCAGATGTTAAGCTTGC TTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTA
GACCAGAGCACAACAAAGACAAGTTCTGATTTTAGTGCGTGGCACAATGA
GTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTTTCCTCTGGGCTACAAGACTTITTCCETG
AAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGGTGC TGGATGAGCTGACGAAA
GGGEGAGGCAATCATCGCTACTGGTGTTCGGACAGCACCAGATGTGGGCGGC
ACAATATTACACCTACAAGCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTC
TGGECGCAATGEEATTTGGGCTGCCTGC TEGCAGCTGETCGCTTCTGTGGCT
AACCCAGGTGTCACAGTTGTTGATATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCAT
GARCATTCAGGAGTTGGCATTGATCCGCATTGAGAACCTCCCGGTGAAGE
TGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGCTATGGTTGTGCAATGGGAGGAT
AGGTTTTACAAGCGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATG
TGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACTATTGCTARAGGGTTCAATA
TTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCARG
AAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACA
CCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGGGGGCGCATTCAAGGACA
TGATCCTECGATGETGATGGCAGGACTGTGTATTAATCTATAATCTGTATG
TTGGCAAMGCACCAGCCCGGCCTATGTTTGACCTGA
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Figura 1H

Secuencia de aminoacidos AHAS deducida de la estirpe de arroz 147 tipo natural (SEQ ID NO: 8)

MATTAAAAAATLSAAATAKTGRKNHQRHHVFPARGRVGAAAVRCSAVSEV
TFPSPAPPATPLRPWGPAEPRKGADILVEALERCGVSDVFAYPGGASMEL
HQALTRSPVITNHLFRHEQGEAFAASGYARASGRVGVCVATSGPGATNLV
SALADALLDSVPMVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVL
DVEDIPRVIQEAFFLASSGRPEPVLVDIPKDIQQOMAVEFVWDTSMNLEGY
IARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPILYVGGGCSASGDELRRFVELTGI
PVTTTLMGLGNF PSDDPLSLRMLGMHGTVYANYAVDRADLLLAFGVRFDD
RVIGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGKNKQPHVSICADVELALQGLNALL
DQSTTKTSSDFSAWHNELDQQKREFPLGYKTFGEEIPPQYAIQVLDELTK
GEAITATGVGQHOMWAARQYYTYKRPROWLSSAGLGAMGFGLPARAGASVA
NPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALIRIENLPVEVMVLINQHLGMVVOWED
RFYKANRAHTYLGNPECESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVRAATK
KMLDTPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKDMILDGDGRTVY
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Figura 2

Alineacion de las secuencias de nucledtido de IMINTA 1, IMINTA 4, e IMINTA 5 con secuencias AHAS de arroz tipo
silvestre

1 50
I1_armoz (1) = - == TTETCCGOCGCCGCGAC
I4_arroz {l) ===—mm=mme——- e COTTETCCGCCGOCGIGAT
I5_arroz b D GCGECCGOEECCGUCACCTTGTCCOGCCGCCGOGAL
wt_I47 (1) ATGECTACGACCGCCGCGECCELEECOEOCACCTTETCCGCCGCCGLGAL
Consensus {1} GCGEOCECEGCCEOCACCTTETCOGOOGCCGIGRT
51 100

I1_arroz (20) GECCAARGACCGGCCGTARGRACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
T4 _arroz {20) GECCAAGACCGGCCGTAAGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCEOTC
I5_arroz (36) GGCCAAGACCGGCCGTAAGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
wE_I147 {51) GGCCAAGACCGGCCGTAAGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGCTC
Consensus {51) GECCARGACCGECCGTAAGRACCRCCAGCGACACCACGTCTTTCCCGOTC
101 150

I1_arroz {70) GAGGCCGGGTEGGEGCEGCEECEETCAGETGCTCEECEETEICCCCGETC
14 _Armoz (70) GAGGCCOGGETGEGEGCEGCEG0GETCAGGTGCTCCGOGETGTCCCCGETS
I5_arror {86} GAGCCCOGEGTGECOGCEECCECGETCACCTCOTCEECECTETCCCCGRTC
wt_I47 (101} GAGGCCGGETGGAGGCGGCEGECEETCAGITGCTCGEOGETGTCCCCGETE
Consensus (101} GASGCCOGCGTGLGEECEECGECEETCACCTGCTCEGOGETETCCCCGATE
151 200

I1_armoI  (120) ACCCOCGCCGTCCCCEGOECOECCEEC0ACGOCECTCCOGCCOTEOGRECT
I4_aIror  (3120) ACCCCECOGTCCCCGECGCCACCEECOACECCOCTCCOGLCGTEEEGEET
I5_almor  (136) ACCOCGCOGTCCCCGGECGCCGOCGELCACGOCGC TCCGECCETEECEEoC
wt_I47  (151) ACCCCGCCETCCCCEECEOCECOCEECCACECCECTCCAGCCGTGEGEGOT
Consensus {151} ACCCCGOCGTOCCCGRCECCECUGECTACGCOGCTCCGECCETEEEEECT
201 250

11_armoz {(170) GGCCGAGCCCCGCAAGGECGCGEACATCCTCGTGEAGGCGCTGEAGCEET
T4 _armoz (170} CGGCOGAGCCCCGCANGCGCGCCEACATCCTCGTEEAGECECTGEAGCGET
I5_arroz  (186) GGOOGAGCCCCGCAAGGGCGCGGACATCC TCGTGEAGGCGCTGEAGCEGT
wt_I47 (201) GECCGAGCCCCGCAMGGGCECEAACATCCTCGTGGAGGCGOTGGAGCGET
Comsensus (201} GGCOGAGCCOCGCAAGCCSOGCOCACATCCTCEGTCCACCCCCTCOACCCET
251 300

I1_armor  (220) GCOSCETCAGCGACGTGTTCGCCTACCCEGECEECRCaTCCATGRAGATC
I4_aMmoL  (220) GCGGCGTCAGCGACGTGTTCOCCTACCOGEGCEECRCETCCATEGAGATC
I5_@ImoZ  (236) GCEGCGTCAGCGACGTGTICGCCTACCCEEECEECHCGTCCATEGAGATC
wt_T47 (251} GOGGCGTCAGCGACETGTTCGCCTACCCGGGCGECHCGTCCATEGGAGATC
Consensus  (251) GCGCGCGTCAGCGACGTGTTCGCCTACCCEEGECEECACCTCCATOGAGATC
301 350

I1_arozr (270} CACCAGGCGCTGACGOGOTCCCOGETCATCACCAACCACCTCTTCCGCCA
T4_AImoZ  (270) CACCAGGCGCTGACCOOCTCCCCGGTCATCACCARCCACCTCTTCCGCCA
I5_Aarmoz  (286) CACCAGGOGCTGACGOGCTOCCCRETCATCACCAACCACCTCTTCCACCA
wt_I47  (301) CACCAGGOGCTGACCOGCTCCCOGETCATCACCAACCACCTCTTCCECCA
Consensus (301) CACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGETCATCACCARCCACCTC TTCCGCTA
351 400

I1_armoZ  (320) CGAGCAGGGCGAGGCETTCGCEECETCOGEETACGOGCGCGCGTCCEGOC
I4_8roZ (320} CGAGCAGEGCGAGGCGTTCGOGECGTCOGEETACGCROGCGCETCCGRC
I5_AImoZ  (336) COAGCAGOGCOAGGCETTCGCEECETCCGEETACGOGUGECEOGTOCEGEC
wt_I47  (351) CGAGCAGGGCOAGGCGTTCGCGGCGTCCEEETACGCECECECETCCEace
Consensus  (351) CGRGCAGGGOGAGECGTTCGCEECETCOGEETACGCGCGCGCGTCCGGOC
401 450

I1_armoz  (370) GCGTCEEGETCTGCETCGOCACCTCCGECCCCAAGECARCCARCCTOGTS
I4_ArmoT  (370) GCGTCGGGETCTGCETCGOCACCTCCGGCCCCGEEGCARCTARCCTCCTS
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1736)
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(820}
{820)
[836)
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GCGTCGGEGETCTGOGTCGCCACC TCOBGCCCCEEEECAACCAACCTCGTE
‘BCETCEEGETCTECGTCACCACC TCCGGCCOCOGEGCAACCAACCTOCTA
GCGTCAGGETCTECETCACCACCTCOGGCCCCBGEECAACCARCC TCGTG
451 500
TCCGOGE TCGCCGACGCGC TEC TCGACTCCETCCCGATGETCECCATCAC
TCCECECTCGCCGACCGCGCTECTCAACTCCETCCCGATEEGTCGCCATCAC
TCCGCGC TCGCCEACGCGC TGCTCGACTCCGTCCCEATGETCGCCATCAC
TCCGCGCTCGCCGACGOGC TGCTCGACTCCGTCCCGATGATCGCCATCAC
TCCGCGC TCGOCGACGCEC TECTCAACTCCETCOCGATGGTCGCCATCAC
501 550
GGGCCAGGTCCCCCGOCGCATAATCGECACCGACGCCTTCCAGGAGACGE
GEGCCAGETCCCCCECCEOATGATCGECACCGACGCCTTCCAGGAGACGE
GEGCCAGGTCCCCOGOCECATGATCEECACCEGACGECTTCCAGGAGACGT
GEECCAGGTCCCCCGCCGCATGATOGECACCGACGCCTTCCAGGAGACET
GEECCAGGTCCCCOGCCECATGATCEGCACCEACGCCTTCCAGAAGACEE
551 &00
COATAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTETCCTT
CCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTETCCTT
CCATAGTCGAGGTCACCOGCTCOATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTT
CCATAGTCGAGETCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACC TTGTCCTT
CCATAGTCGACGTCACCCECTCCATCACCAAGCACAATTACCTIGTCCTT
601 650
GATGTGEAGGACATCCCCCGCETCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCOCGTC
GATGTGGAGEACATCCCCCGCGTCATACAGGAAGCC TTCT TCCTCGCGTC
GATGTGGAGGACATCOCCCGCATCATACAGEARAGCCTTCTTOCTCGOGTC
GATGTGGAGGACATCCCCCGCETCATACAGGAAGCCTTCTICCTCGOGTC
GATCTEGAGEACATCCCCCGCGTCATACASGAAGCCTTCTTCCTCEOGTE
651 700
CTCGGECOGTOCTEECCCGETECTEETCGACATCCCCARGGACATCCAGT
CTCGGGCCETCCTEECCCGETGCTEETCGACATCCCCARGGACATCCAGT
CTCGEGCCETOCTGEOCCGETGC TGETCGACATCCCCARGGACATCCAGE
CTCEOGCCETCCTGECCCEETECTGETCEACATCOCCARGGACATCCAGE
CTCGEGCOGTOCTGEOCCEETECTGETCGACATCCCCARGGACATCCAGT
701 750
AGCRAGATGGECTGTGCCAGTCTGEEACACCTCGATGANTC TACCGGEETAC
AGCRGATGGCTETECCAGTCTGEEACACCTCEATGAATC TACCGGEETAC
AGCAGATGGECTGTGCCAGTCTGEEACACCTCGATGARTC TACCGEGETAC
AGCAGATCECTETGCCAGTCTOGEACACCTCGATGANTCTACCGEEETAL
RAGCRGATGECTGTGCCAGTCTEEGACACCTCEATCANTCTACCGEEETAC
751 800
ATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGC TTGAGCAGGTCTT
ATTGCACGOCTGCOCAAGCCACCOGOOACAGAATTGC TTGAGCAGGTCTT
ATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGC TTGAGCAGGTCTT
ATTGCACGCCTGCCCARGCCACCCGCGACACAAT TGO T TGAGCAGGTCTT
ATTGCACGCCTECCCAMGCCACCCGCGACAGAAT TGO TTGAGCAGGTCTT
801 850
GCGTCTGETTGGCGAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGGTGGTGGCT
GCETCTCETTECCOASTCACGOCACCCGAT IO TCTATG TCGETGETECCT
GCGTCTGATTGGCGAGTCACGECGCCCGATTCTCTATETCGGTGETGECT
CCeTCTeeTTeCCCACTCACGOCACCOGATTCTCTATGTCGETCETEECT
GCGTCTGGTTGOCGAGTCACGECGCCCGATTC TCTATGTCGGTGETGECT
851 300
GCTCTGCATCTOGTGATGAATTGCGCCGGTTTGTIGAGC TGACCGECATC
GCTCTGCATCTCETEATEAATTCCGCCGET TTETIGAGC TGACCGGCATT
GCTCTGCATCTOGTGATEAATTECGCCGETTTGTIGAGC TGACCGGOATC
GCTCTGCATCTGETGATGAATTGCGCCGGTTTGTTGAGC TGACCGECATC
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GCTCTGCATCTGGTGATCARTTGCGCCGGTTTGTTGAGC TGACCGGCATC
01 950
CCAGTTACARCCACTCTGATGGECCTCGGCARTTTCCCCAGTGATGATCC
CCAGTTACAACCACTCTGATEEECCTCEECAATTTCCCCAGTGATGATCC
CCAGTTACAACCACTCTGATREGCCTCGECAATTTCCCCAGTGATGATCC
CCAGTTACAACCACTCTEATGEGCCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCC
CCAGTTACARCCACTCTGATGEGCCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCC
951 1000
GITETCCCTGCECATGLTTGEEATGCATGGCACGGTGTACGCAARTTATG
GITGETCCCTGCECATGCTTOGEATECATGGCACGETETACGCAARTTATG
GITETCCCTGCGCATGCTTGGEEATGCATGGCACGGTEGTACGCARATTATG
GTTETCCCTGCGCATGC TTGEEATGCATGECACGGTGTACGCARATTATG
GTTGTCCCTGCGCATGC TTEGAATGCATGGECACCETGTACGCAAATTATG
1001 1050
CGETGGATAAGEC TGACCTGTTGCTTGCATTTGECETECGETTTGATGAT
CEETEGATARGEC TGACCTGT TECTTGCATTTGGCGTGOGETTTGATGAT
CEETGGATARGGC TGACCTGITGCTTGCATTTGECGTGCGETTTGATGAT
CEETGEATAAGECTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGETTTGATGAT
CEGTGEATAAGGC TGACCTG TTGCTTGCATT TGGLGTGCGETTTGATGAT
1051 1100
CETETCACAGEEARAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGEGEGCCAAGATTEGTG A
COTGTGACAGEGARAATTGAGGC TTTTGCALGCAGGRCCAAGATTGTGCA
CeTGTGACAGEEARARTTCAGCC TTT TGCAAGCAGEECCARGATTETGCA
COTGTGACAGGGAAANTTGAGGC TTTTGCAAGCAGGEGCCAAGATTGTGCR
COTGTGACAGGGAAMATTGAGCCTTTTGCAAGCAGEGCCAAGATTGTGCA
1101 1150
CATTGACATTGATCCAGCGGACATTGEAALGANCARGCAACCACATGTET
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAANGARCARGCAACCACATGTGT
CATTGACATTGATCCAGCGEAGATTGGAARGAACAAGCARCCACATGTGT
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGEAARGARCARGCARCCACATGTGT
CATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGC AACCACATGTGT
1151 1200
CARTTTGCGCAGATGTTARGCTTGCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTA
CRATTTGCECAGATETTARGCTTGCTTTACAGCGCTTGRATGCTCTGCTA
CAATTTGCGCAGATGTTAAGC TTGC T TTACAGGEC TTGAATGCTCTGOTA
CAATTTGCGCAGATGTTAAGC TTGCTTTACAGGECTTGAATGCTCTGCTA
CARTTTGCGCAGATGTTARGC TIGCTTTACAGGECTTGAATGCTCTGCTA
1201 1250
GARCCAGAGCACAACARAGACAAGTTC TGATTTTAGTGCGTGECACAATGA
GRCCAGAGCACAACAAAGACAAGTTCTCATTTTAGTECGTEGGCACAATGA
GACCAGAGCACARCARAGACARGTTC TGATTTTAGTGOGTGGCACARTGA
GRCCAGAGCACAACARAGACAAGTTC TGATTTTAGTGCGTGGCACARTGA
GACCAGAGCACARCAAAGACAAGTTCTGATTTTAGTGOGTGGCACAATGA
1251 1300
GTTGEACCAGCAGAAGAGGGAGCTT TCCTCTGEGETACARAGACTTTTGETG
GTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTT TCCTCTEGGEETACAAGACTTTTGETG
GITGGACCAGCAGRAGAGEGAGTT TCCTCTGGGEETACARGACTTTTGGTG
GTTGGACCAGCAGRACGRGEARGTTTCCTCTGEEGETACAAGACTTTTGETG
GTTGOGACCAGCAGRAGAGGGAGTTTCCTCTGGEETACARGACTTTTGGTG
1301 1350
AAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGGTEC TEEATGAGC TGACGARR
AAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGG TGCTCEATGAGCTGACGARA
ARGRAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGETGCTGRATGAGCTGACGARA
AAGAGATCCOCACCGCAATATGC TATTCAGGTGCTGEATGAGCTGACGARA
AAGAGATCCCACCECAATATGCTAT TCAGETCCTGEATGAGC TGACGARR
1351 1400
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GGEEAGGCANTCATCGCTACTGGTGTTGEACAGCACCAGATATEGECGET
GGGEAGECAATCATCGC TACTGGTETTGEACAGCACCAGATOTGGECGET
GOOOAGGCAATCATCECTACTCETGTTCEACAECACCACATETOOGCGEC
GGGGAGAECAATCATCGCTACTGETETTGEACAGCACCAGATETGEGCGET
GGGGAGGCAATCATCGCTACTGETETTGGACAGCACCAGATCTGEGCGET
1401 1450
ACAATATTACACCTACAAGCEECCACGECAGTEECTETCTTCGECTEGTC
ACARTATTACACCTACAMGCEECCACGECAGTGECTETCTTCGECTGETC
ACAATATTACACCTACARGCGGCCACGGCAGTGECTGTCTICGGCTGETC
ACARTATTACACCTACAAGCGGCCACGECAGTEGCTETCTICGGCTGGTC
ACAATATTACACCTACARGCGGCCACGECAGTEECTGTCTTCGECTGETC
1451 1500
TGGGCACAATCACGAT TTEGEC TGCCTEC TGCAGCTECTCC TTC TG TCECT
TCEECCCARTGCGAT TTGEGC TGO C TGO TGCAGC TEGTGCTTOTGTEGGET
TGGECECARTGEGATTTGEECTGCCTEC TGO AGC TEETGC TTCTETGGCT
TGEGECGCAATGEEAT TTEGEC TGCCTGC TECAGC TGETGC TTCTETGECT
TGEECECARTGEANT T TGEGC TGCCTOC TGCAGC TEETGCTTCTETGECT
1501 1550
AACCCAGGTGTCACAGTTCTTGATATTGATGGGEATGETAGCTTCCTCAT
ARCCCAGGTGTCACAGTIGTTGATATTGATGGEGATGGTAGCTTCCTCAT
AACCCAGGTGTCACACTTGTTGATATTCATCGEEATCETAGCTTCCTCAT
AACCCAGGTGTCACAGTTGTTGATAT TGATGGGGATGGTAGCTTCCTCAT
AACCCAGETGTCACAGT TG TTGATATIGATGEGEGATGETAGCTTCCTCAT
1551 1600
GAACATTCAGGAGTTGGCATTGATCOGCATTGAGAACCTCCCGETEAAGE
GRACATTCAGGAGTTCECATTGATCCOCATTGAGAACCTCCCGGTGAAGS
GAACATTCAGGAGTTGECATTGATCOGCATTGAGAACCTOCCGETGAAGS
GARCATTCAGGAGTTGGCATTGATCCCCATTGAGAACCTCCCGOTGAAGS
GAACATTCAGEAGTTEECATTGATCCOGCATTGAGARAACCTCCCGETGARGG
1801 1650
TGRTGETGTTGAACARCCARC AT TTGGETATGEGT TGTGCAATGEGAGEAT
TCATGGTCTTCAA AMCCAACATTTOGETATGETTCTGCARTGEGAGGAT
TGATGGTGTTGAACARCCAACAT TTGEETATGETTGTGCRATGGGAGGAT
TeATGETCT TCAACARCCAACAT TTCGCTATEETTCTGCAATGECAGGAT
TGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGETATGGTTGTGCAATGGGAGGAT
1651 1700
AGGTTTTACAAGGCARATAGGGCGCATACATACTTGEECARCCCAGRATG
AGGTTTTACAAGGCAAATAGEGCGCATACATACT TEEECAACCCAGAATG
AGGTTTTACARGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGECAACCCAGAATC
AGGTTTTACARGGCARATAGGGCGCATACATACTTGGGCARCCCAGAATG
AGGTTTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGECAACCCAGAATG
1701 1750
TEAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGAC TATTGC TAAAGGETTCAATA
TGAGAGTEAGATATATCCAGATTTTGTGAC TATTGCTAAAGGGTTCAATA
TEAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACTAT TGCTAAAGCSETTCAATA
TERGAGTGAGATATATCCAGATT TTGTGACTATTGC TARAAGGGTTCAATA
TGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGAC TATTGC TAAAGGSTTCAATA
1751 1800
TTCCTGCAGTCCETGTAAC AAAGAAGAG TG AAGTCCGTGOCSCCATC ARG
TTCCTECAGTCCETGTARCARRGARCGACTGARGTCCGTECCSCCATCAMG
TTCCTGCAGTCCETETAAC AAAGANGAG TGAAGTCCGTGCCGCCATCARMG
TTCCTGCAGTCCATETARC AMACARGASTGARGTCCGTGCOSCCATCANG
TTCCTGCAGTCOGTETAAC AMAGARGRETGARGTCCGTGCCGCCATC ARG
1801 1850
AAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGRATATCATCGTCCCACK
AAGATGCTCAATACCCCAGEGCCATACT TG TTGGATATCATCGTCCCACA
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AAGATGC TCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCATCCCACA
AAGATGC TCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGEGATATCATCGTCCCACA
AAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACA
1851 1500
CCAGGAGCATGTECTECCTATGATCCCARAGTOGECECCCATTCAAGGACA
CCAGGAGCATETGCTGCCTATGATCCCARGTOGEEECGCATTCAAGGACA
CCAGGAGCATGTECTGCCTATCATCCCARGTGEEGECOCATTCAAGGACA
CCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCARGTGGEGECGCATTCAAGGACA
CCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCARCTGGGGECGCATTCARGGAC A
1501 1950
TGATCCTGGATCGETCATOGCACGACTGTGTATTAATCTATAATCTGTATG
TGATCCTGEATGETGATGECAGGACTGTGTATTAATCTATAATCTGTATG
TGATCCTGEATGETGATGECAGEACTGTGTA-~~—~~——~————======
TGATCCTGGATCETEATEECACARCTCTETATTAATCTATAATCTGTATG
TEATCCTGEATEETGATCCCACGACTGTGTATTAATCTATAATCTGTATG
1951 1986

TTGGCAAAGCACCAGCCCGGCCTATGTTTGACCTGA
TTGGCAAAGCACCAGCCCGEC
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Figura 3

Alineacion de las secuencias de aminoéacido de IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5 con las secuencias AHAS de arroz

tipo silvestre
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{396)
(401}
tao1}

(4d40)
(240)
(4456)
(451}
(451}

(450
{490}
(496)
{501)
{s01)

(5401]
(540}
(546)
{351)
(551)

HATTARRARATLEAMATAKTGRENHORHHVF PARCRVGAANVERCSAVEFY

ARAARTLEAANTAX TCRENHORHHVF PARGRVGAMAVRCSAVSFY
51 100
TPPSPAFPATPLAPWOPAEPRESADTLVEALERCGVSDVPAYPOGESMEL
TPPSPAFFATPLAPWOPAEPREGADILVEALERCGVSDVFAYPCCRSMET
TPPSPAFPAT PLAPWGPAEPRKGADILVEALERCGVSIVFAYPGGRSMET
TPPSPAPPATPLAPWOPAEPRKGADI LVEALERCGVSOVFAY PGGNSMEL
TPPS PAPPATPLR PHOPAEPREGADILVEALERCGVEDVFAYPGETSHETL
101 150
HOALTRSPVITHHLFRHEQGEAF AASGY ARASGRVOVCVATSGPGATNLY
HOALTRSPYI TNHLFRHEQGEAFAMSCYARASCRVIVCVATSCPOATHLY

SALADALLDSVPMVAITGOVPRAMIGTDAPQETFIVEVTRS

SALADALLDSVFHVAT TGOVFRAMI GTDAFQETF IVEVTRS I TRENYLVL
201 250
DVEDI PRVIQEAFFLASSGRPGFVLVDI PEDTIQOOMAV PVWDTEMNLPGY
DVEDI PRVIQEAFFLASSORPGPVLVDI PKD I QOQMAVPVWDTSMNLPGY
DVEDIFRVIQEAFFLASSGRPGPVLVDI PEDIQUUMAVIVWDT SMTLPGY
DVEDT PRVIQEAFFLASSGRPGFVLVDI FRDIQQQMAVPVWDTSMNLPGY
DVEDI PRVIQEAFFLASSCRPOPVLVDIFRDIQOOMAVIVWDTS MULPGY
51 300
IARLPKPPATELLEQVLALVGESRRPILYVGGGC SASGDELRRFVELTGT
IARL PEPPATELLEQVLALVOESRRPILYVGCGCSASGDELRRFVELTGT
IARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPILYVGGGCSASGDELRRFVELTGT
IARLPKPPATELLEQVLRLVGESRRPILYVGGGC SASGDELRRFVELTOI
LARLPKPPATELLEQVLRALVGESRRPILYVGGGCSASGDELRRFVELTGT
350

RVIGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEL GRNKOPHVSICADVELALOGLNALL
RVIGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGKNKOPHVS ICADVELALOGLNALL
RVTGKIEAFASRAK IVHIDIDPAETGENKQPHY S ICADVKLALOGLNALL
RVTGKIEAPASEARTVHIDIDPAE IOKNKQPHVS ICADVKLALQGLNALL
RVTGKI EAFASRAK TVHIDI DPAEIGKNKQPHVS [CADVELALOGLNALL
401 450
DOSTTKTS SDPSAWHNELDQORREF PLOYRTFGEE TP POYATQVLDELTK
DOSTTKTSSDFSANINELDQQKREFPLGY KTFGEE IPPQYAIQVLDELTK

DOSTTRTS SOFSAWHNELDQQKREF PLGYKTFGEEI PPOYATIOVLDELTE
DOSTTETSSOF IAWHNELDOQKREF PLGYKTFGEELPPQYATQVLDELTE
DOSTTRTSSDF SAWHNELDOOKREF PLGYKTFGEEI PPOYAIQVLDELTE
451 500
GEATTATGVGOHONWARG Y Y TYERPROWLE SAGLGAMGFGLPAARGASVA
GEAI IATGVGOHOMWAADYYTYRRPROWLESACLGAMGPGLPAAAGASVA
GEMI TATGVGOHOMWARDY Y TYKRPROWLSSAGLGAMGFOLPAARGASVA
GEAT TATGUGQHOMWARDY Y TYKRPROWLESAGLOAMGFGL PAAAGASVA
GEALIATGVGQHOMWAAD Y ¥ TYRRPROWLS SAGLOAHGFGLPAARGAS VA
501 550

NPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALT AT ENLFVEVMYLNNQHLGHVVOWED

AFYKANRAHTYLGNPEC ESETY POFVT LAKGFNI PAVAVTHKREEVRAATK
REYKANRAHTYLGHPECESELY PDFVT LAKGFW L PAVAVTHESEVRAA LK
RFYKANRAHTYLGNPECESETY POFVTIAKGFINI PAVAVTER SEVRAATK
REYRANRAH TY LGHNFECESEIY POFVTIARGFNI FAVRVTRESEVRAALR
AP Y RANRAHTY LGVPECESEIY POFVTIARKGFNI PAVAVTERSEVRAATE
601 644

(590) FMLDTPOPYLLDITVPHOEHVLIMIPSGIAFKDHILDGDGRTVY
(590) FMLOTPGPYLLDIIVPROEHNVLFMIPSGEAFRDMILDGDGRTVY
{596) KMLDTPGPYLLDIIVPHOEMVLIMIPSGGAFKDHILDGDGRTV -
(601) FMLDTPGPYLLDIIVPHGEHVLFMI PEGGAFKIMILDGDGRTVY
{601) KMLDTPGPYLLDIIVPHOEHVLFMI PSOGAFKINMILDGDGRTVY
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Figura 4A

Secuencia de nucleétido AHAS de longitud completa confieren resistencia a los herbicidas de imidazolinona (SEQ ID
NO: 11)

ATGGCTACGACCEGCCGCGECCECOGCCGCCACC TTGTCCECCGCCECGALD
GGCCAAGACCGGCCGTARGAACCACCAGCGACACCACGTCTTTCCCGOTC
GACGCCGEETEECEECEECEGCGETCAGETGCTCEECEETETCCCCGETC
ACCCOGCCETCCCCGECGCCGECGGOCACGCCGCTCCGACCGTGEEEECT
GGCCGAGCCCCECAAGGECGCEEACATCCTCGTGGAGGCGC TGEGAGCGET
GCGECETCAGCGACGTGTTCECC TACCCGGECGECACGTCCATGGAGATC
CACCAGGCGCTAGACGCGCTCCOCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGLCA
CEAGCAGEECEACCOETTCEC GECETCCEGETACGOGCCOGEETCCAGOT
GCETCGGEETCTGCGTCACCACCTCCGEOCCCGERGCARCCAACCTOETG
TCCGCACTCEOCGACGOGCTGC TCGAC TCCGTCCOGATGETCGCCATCOAC
GEGCCAGATCCCCCECCECATGATCGECACCEACGCCTTCCAGGAGACGE
CCATAGTCGAGETC ACCCCCTCCATCACCAAGCACANTTACCTTGTCCTT
GATGTEGAGGACATCCCCCGOGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGOGTC
CTCOEECCETOCTEECCCGUTGCTECTCGACATCCCCAMGEACATCCAGE
AGCAGARTEGCTETGCCAGTC TGGGACACCTCGATGAATCTACCGGGGTAC
ATTGCARCGOCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGRAAT TGCTTGAGCAGGTCTT
GoGTCTGETTEECGAGTCACGGCGCCCEATTCTC TATGTCGETGAETGGCT
GCTCTGCATCTGGTGATAAAT TUCGCCEETTTG I TGAGCTOACCGGECATC
CCAGTTACAACCACTCTGATGGECCTCGECAATTTCOCCAGTGATGATCC
GTTGTCCCTGOGCATGCTTGECATGCATGGCACGETETACGCAAATTATG
oG T GEATAMGGC TEACCTOT TGO TTCCATTIGECGTGCGGTTTGATGAT
CETGTGAC AGECAAAA TTEACEC TTTTGC AAGC AGGGOCAAGATTGTGCA
CATTGACATTGATCCAGCGCAGATTGGAAAGARCARGCAACCACATETGT
CAATTTGCGCAGATGTTAAGC TTGC TTTACAGGGC TTEAATEGC TCTGC TA
GACCAGAGCACAACAAAGRACARGTTCTGATTTTAGTGCGTGECACAATGA
GTTGEACCAGCAGRAGAGGGAGT TTCCTC TGGEGETACAAGARCTTTTGE TG
AAGRGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGG TGCTGGATGAGC TGACGARAR
GECGAGCCAATCATCECTACTCETETTGEACACCACCAGATGTGCGCGGC
ACAATATTACACCTACAAGCOGCCACGECAGTGGCTETC TTCGECTEETC
TEEECECAATGOEATTTGGEC TECC TGO TGCACC TGETGCTTC TETCECT
AACCCACGGTGTCACACTTETTCATATTGATGEGEATGETAGC TTCCTCAT
GAACATTCAGGAGTTGECATTGATCCGCATTGAGAACCTCCCEGETGAAGE
TGATGGTET TGAACAACCARC ATTTGGGTATGETTGTHGCAATGGGAGGAT
AGGTTTTACAARGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGECAACCCAGAATG
TGAGAGTGAGATATATCCAGATTITTGTGACTATTGCTARAGGGTTCAATA
TTCCTGCAGTCCGTETARCAAAGARGAGTGARGTCCGTGCCGCCATCARG
AAGRTGCTCOATACCCCAGGECCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACR
CCAGGAGCATGETGC TGCCTATGATCCC ARG TOEEEGCGCATTCARGGACA
TGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTACCTGA
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Figura 4B

Secuencia de aminoacidos AHAS de longitud completa deducida confiere resistencia a los herbicidas de
imidazolinona (SEQ ID NO: 12)

MATTAAAAAATLS AAATAKTGRENHORHHVF PARGRVGARAVRC SAVSEV
TPPSPAPPATPLEPWG PAEPRKGADILVEALERCGVSDVFAY PGOTSMET
HOALTRSEVITNHLFRHEQGEAF AASGYARASGRVGVCVATSGPGATNLY
SALADALLDEVEMVAITGOVPREMIGTDAFQETPIVEVTRSITEKHNYLVL
DVEDIPRVIQEAFFLASSCRPGPVLVDIPEDIQQOMAVPVWDTSMNLPGY
IARLPKPPATELLEQVLRLVGES RRPILYVGGGCSASGDELREFVELTGI
PVTTTLMGLGNF PSDDPLS LEMLGMHOTVY ANY AVDRADLLLAFGVRF DD
RVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPAEIGKNKQFHVSICADVELALQGLNALL
DOSTTHTS SDFSAWHNEL DO RREFPLEYRTFGEEIPPOYATOVLDEL TR
GEAT IATGVGEOHOMWAAQ Y Y TYKRPROWLS SAGLGAMGFGLPARAGASVA
NPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELAL IRTENLPVKVMVLINOHLGMVVOWED
RFYKANRAHTYLGNPECESEI YPDFVTIAKGFNIPAVRVIKHSEVRAATK
FMLOTPGPYLLDI IVPHQEHVLPMI PSGEAFKDMI LOGDGRTVY
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Figura 5
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II

III

Iminta 1 Mo tratado

Irga 417

Iminta 1 HNo tratado

Iminta 1 3%

Iminta 1 MNo tratado

Iminta 1 3%

Irga 417

Iminta 1 23X

Irga 417
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Figura 6
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Tratamientos

"Mo orom de Plantas/im?
antes de tratamiento

* Mo prom de Plantas/m?2

IMINTA 1 3X

171 179
IMINTA 1 no tratado 168 164
IRGA 417 150 140
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Figura 7

14% de humedad de Produccién de Grano

Tratamientos PRODUCC. GRANO
Promedio
kg/HA
IMINTA 1 3X 3323 a
IMINTA 1 PRUEBA 2908 a
IRGA 417 2796 a
l.s.d. T63
c.v.% 11.2
P= 0.244

ES 2 544 692 T3
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Figura 8

Componentes de produccion

Tratamientos Panicula /™ % blanqueo |  Puas/ puas
peso de grano panicula o
1000

IMINTA 1 3X 453 a 21.7587 a 37.26 59.23 a 26804 a

IMINTA 1 po tratado 405 ab 21.2567 37.05 51.60 b 21145 ab

b
IRGA 417 307 22.1067 a 27.99 62.10 a 19061
b

i.s5.4d, 116 0.43886 14.9 3.29 [ZLE]

c.v. % 13.2 0.9 15.2 2.52 13.6

P= 0.057 0.014 0.257 0.002 0.076
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