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DESCRIPCION
Variantes de HPPD y procedimientos de uso

La presente invencion se refiere a un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina de HPPD mutada, en la que dicha proteina de HPPD mutada tiene actividad de HPPD, en la
que en dicha proteina de HPPD mutada un aminoacido ha sido reemplazado de modo tal que la secuencia de
aminoacidos resultante comprende al menos un aminoacido seleccionado de ciertos aminoacidos en una posicion
especifica importante por conferir una mayor tolerancia al inhibidor de HPPD. La presente invencién también se
refiere a proteinas codificadas por el acido nucleico de la invencion, a genes quiméricos, células vegetales que
comprenden el acido nucleico de la invencion operativamente ligado a un promotor que se puede expresar en
plantas y opcionalmente una regiéon de terminacion de la transcripcion y poliadenilacion, plantas que consisten
esencialmente en las células vegetales de la invencion y procedimientos para obtener plantas transgénicas.

En esta memoria descriptiva, se cita una cantidad de documentos que incluyen solicitudes de patentes y manuales
de fabricantes. La divulgacion de estos documentos, aunque no se consideren relevantes para la patentabilidad de
esta invencién, se incorpora aqui por referencia en su totalidad. Mas especificamente, todos los documentos
mencionados se incorporan por referencia como si cada documento individual se indicara especifica e
individualmente como incorporado por referencia.

Las proteinas de HPPD (hidroxifenilpiruvato dioxigenasa) son enzimas que catalizan la reaccién en la que se
transforma el para-hidroxifenilpiruvato (abreviado en el presente documento como HPP), un producto de
degradacién de la tirosina, en homogentisato (abreviado en el presente documento como HG), el precursor en
plantas de tocoferol y plastoquinona (Crouch N.P. et al. (1997) Tetrahedron, 53, 20, 6993-7010, Fritze et al., (2004),
Plant Physiology 134: 1388-1400). El tocoferol actia como un antioxidante asociado a membrana. La plastoquinona
actua primeramente como un vehiculo de electrones entre PSII y el complejo de citocromo b6/f y secundariamente,
es un cofactor redox para la fitoeno desaturasa, que esta implicada en la biosintesis de los carotenoides.

Hasta ahora, mas de 700 secuencias de acidos nucleicos de diversos organismos presentes en la base de datos
NCBI se anotaron como codificadores de una proteina tedrica que tiene un dominio de HPPD. Pero para la mayoria
de estas secuencias, no se probo que la proteina tuviera una actividad enzimatica de HPPD ya sea en un ensayo in
vitro o en un enfoque in planta, ni que tal proteina de HPPD pudiera conferir una tolerancia a herbicidas para los
herbicidas inhibidores de HPPD cuando se expresa en una planta. Varias proteinas de HPPD y sus secuencias
primarias fueron descritas en el estado de la técnica, en particular las HPPD de bacterias tales como Pseudomonas
(Ruetschi et al., Eur.J. Biochem., 205, 459-466, 1992, WO 96/38567), de plantas tales como Arabidopsis
(WO 96/38567, Genebank AF047834), zanahoria (WO 96/38567, Genebank 87257), Avena sativa (WO 02/046387),
trigo (WO 02/046387), Brachiaria platyphylla (WO 02/046387), Cenchrus echinatus (WO 02/046387), Lolium rigidum
(WO 02/046387), Festuca arundinacea (WO 02/046387), Setaria faberi (WO 02/046387), Eleusine indica (WO
02/046387), Sorghum (WO 02/046387), Coccicoides (Genebank COITRP), Coptis japonica (WO 06/132270),
Chlamydomonas reinhardtii (ES 2275365), o de mamiferos tales como ratén o cerdo.

La mayoria de las plantas sintetizan tirosina por medio de arrogenato (Abou-Zeid et al. (1995), Applied Env Microb
41: 1298-1302; Bonner et al., (1995), Plant Cells Physiol. 36, 1013-1022; Byng et al., (1981), Phytochemistry 6:
1289-1292; Connely y Conn (1986), Z. Naturforsch 41c: 69-78; Gaines et al., (1982), Plants 156: 233-240). En estas
plantas, el HPP se deriva solo de la degradacion de tirosina. Por otro lado, en organismos tales como la levadura
Sacharomyces cerevisiae o la bacteria Escherichia coli, el HPP es un precursor de tirosina y se sintetiza por la
accion de una enzima, prefenato deshidrogenasa (de ahora en adelante referida como PDH), que convierte
prefenato en HPP (Lingens et al., (1967) European J. Biochem 1: 363-374; Sampathkumar y Morrisson (1982), Bioch
Biophys Acta 701: 204-211). En estos organismos en consecuencia la produccion de HPP esta conectada
directamente con la via de biosintesis de aminoacidos aromaticos (via de shikimato) y no con la via de degradacion
de la tirosina.

La inhibicion de HPPD lleva a desacoplamiento de la fotosintesis, deficiencia en pigmentos recolectores de luz
accesorios y lo mas importante, a la destruccion de la clorofila por radiacién UV y especies reactivas de oxigeno
(blanqueo) debido a la falta de fotoproteccion normalmente proporcionada por los carotenoides (Norris et al. (1995),
Plant Cell 7: 2139-2149). El blanqueo de los tejidos fotosintéticamente activos lleva a la inhibicion del crecimiento y
la muerte de las plantas.

En la actualidad, los herbicidas inhibidores de HPPD mas disponibles comercialmente pertenecen a una de estas
cuatro familias quimicas:

1) las tricetonas, por ejemplo sulcotriona [es decir 2-[2-cloro-4-(metilsulfonil)benzoil]-1,3-ciclohexandional,
mesotriona [es decir 2-[4-(metilsulfonil)-2-nitrobenzoil]-1,3-ciclohexandiona]; tembotriona [es decir 2-[2-cloro-4-
(metilsulfonil)-3-[(2,2,2,-trifluoroetoxi)metillbenzoil]-1,3-ciclo-hexandiona);  tefuriltriona [es decir 2-[2-cloro-4-
(metilsulfonil)-3-[[(tetrahidro-2-furanil)metoxi]metillbenzoil]-1,3-ciclohexandiona]]; biciclopirona [es decir 4-hidroxi-3-
[[2-[(2-metoxietoxi)metil]-6-(trifluorometil)-3-piridinilJcarbonil]biciclo[3.2.1]oct-3-en-2-ona]; benzobiciclona [es decir 3-
(2-cloro-4-mesilbenzoil)-2-feniltiobiciclo[3.2.1]oct-2-en-4-ona]
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2) los dicetonitrilos, por ejemplo 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-metilsulfonil-4-trifluorometilfenil)-propan-1,3-diona y 2-
ciano-1-[4-(metilsulfonil)-2-trifluorometilfenil]-3-(1-metilciclopropil)propan-1,3-diona;

3) los isoxazoles, por ejemplo isoxaflutol [es decir (5-ciclopropil-4-isoxazolil)[2-(metilsulfonil)-4-
(trifluorometil)feniljlmetanona). En plantas, el isoxaflutol se metaboliza rapidamente en DKN, un compuesto de
dicetonitrilo que exhibe la propiedad de inhibidor de HPPD; y

4) los pirazolinatos, por ejemplo topramezona [es decir [3-(4,5-dihidro-3-isoxazolil)-2-metil-4-(metilsulfonil)fenil](5-
hidroxi-1-metil-1H-pirazol-4-il)metanona] y pirasulfotol [(5-hidroxi-1,3-dimetilpirazol-4-il(2-mesil-4-
trifluorometilfenil)metanonal; pirazofeno [2-[4-(2,4-diclorobenzoil)-1,3-dimetilpirazol-5-iloxilacetofenonal.

Estos herbicidas inhibidores de HPPD se pueden usar contra pasto y/o malas hierbas de hoja ancha en plantas de
cultivo que muestran tolerancia metabdlica, como maiz (Zea mays) en las que se degradan rapidamente (Schulz et
al., (1993). FEBS letters, 318, 162-166; Mitchell et al., (2001) Pest Management Science, vol. 57, 120-128; Garcia et
al., (2000) Biochem., 39, 7501-7507; Pallett et al., (2001) Pest Management Science, vol. 57, 133-142). A fin de
extender el alcance de estos herbicidas inhibidores de HPPD, se han desarrollado varios esfuerzos a fin de
conferirles a las plantas, en particular plantas sin o con una tolerancia metabdlica de bajo rendimiento, un nivel de
tolerancia aceptable en condiciones de campo agronémicas.

Ademas del intento de desviar la proteccion mediada por HPPD del homogentisato (documento US 6.812.010), se
realizd una sobreexpresion de la enzima sensible tal como para producir cantidades de la enzima objetivo en la
planta que son suficientes en relacion con el herbicida (documento WO 96/38567). La sobreexpresion de HPPD dio
como resultado una mejor tolerancia pre-germinacion al derivado de dicetonitrilo (DKN) de isoxaflutol (IFT), pero la
tolerancia no era suficiente para la tolerancia al tratamiento pre-germinacion (Matringe et al., (2005), Pest
Management Science 61: 269-276).

En el documento WO 04/024928, los autores de la invencion han tratado de aumentar la biosintesis de la
prenilquinona (por ejemplo, sintesis de plastoquinonas, tocoferoles) en las células vegetales aumentando el flujo del
precursor de HPP en las células de estas plantas. Esto se ha realizado conectando la sintesis de dicho precursor
con la via de “shikimato” por sobreexpresion de una enzima de PDH. También se ha observado que la
transformacion de plantas con un gen que codifica una enzima de PDH hace posible aumentar la tolerancia de
dichas plantas a los inhibidores de HPPD.

Otra estrategia fue mutar la HPPD a fin de obtener una enzima objetivo que, mientras que retiene sus propiedades
de catalizar la transformacion de HPP en homogentisato, es menos sensible a los inhibidores de HPPD que la HPPD
nativa antes de la mutacion.

Esta estrategia se ha aplicado exitosamente para la produccién de plantas tolerantes a 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-
metilsulfonil-4-trifluorometilfenil)-propan-1,3-diona y a 2-ciano-1-[4-(metilsulfonil)-2-trifluorometilfenil]-3-(1-
metilciclopropil)propan-1,3-diona (documento EP496630), dos herbicidas inhibidores de HPPD que pertenecen a la
familia de los dicetonitrilos (documento WO 99/24585). Pro215Leu, Gly336GIlu, Gly336lle y mas en particular
Gly336Trp (las posiciones del aminoacido mutado se indican con referencia a la HPPD de Pseudomonas) se
identificaron como mutaciones que son responsables de una mayor tolerancia al tratamiento de pre-germinacion con
estos herbicidas de dicetonitrilo sin causar una alteracion de la actividad de la enzima.

Mas recientemente, la introduccién de un gen HPPD de Pseudomonas en el genoma de plastido de tabaco y soja se
mostré mas efectiva que la transformacion nuclear, confiriendo incluso tolerancia a la aplicacion post-germinacion de
isoxaflutol (Dufourmantel et al., 2007, Plant Biotechnol J.5(1):118-33).

En la solicitud de patente WO 2009/144079, se describe una secuencia de acidos nucleicos que codifica una
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa mutada (HPPD) en la posicion 336 de la proteina de HPPD de Pseudomonas
fluorescens y su uso para obtener plantas que sean tolerantes a herbicidas del inhibidor de HPPD.

En el documento WO 2002/046387, se han identificado varios dominios de las proteinas de HPPD originados de
plantas que pueden ser relevantes para conferir tolerancia a diversos herbicidas inhibidores de HPPD pero ni los
datos in planta ni bioquimicos han estado mostrando confirmar el impacto de las funciones del dominio tal como se
describen.

En el documento WO 2008/150473, la combinacién de dos mecanismos distintos de tolerancia —un gen modificado
de Avena sativa que codifica una enzima de HPPD mutante y una CYP450 monooxigenasa de maiz (gen nsf1)— se
ejemplificé a fin de obtener una mayor tolerancia a herbicidas inhibidores de HPPD, pero no se divulgaron datos que
demuestren los efectos sinérgicos a base de la combinacién de ambas proteinas. El documento US 2010/0197503
sugiere una cantidad de mutaciones en diferentes posiciones dentro o cerca del sitio activo de la HPPD de Avena
sativa y examino alguna de ellas respecto de su inhibicion por determinados inhibidores de HPPD como sulcotriona
in vitro e in planta.

A pesar de estos éxitos obtenidos para el desarrollo de plantas que muestran tolerancia a varios herbicidas
inhibidores de HPPD descritos con anterioridad, aun sigue siendo necesario desarrollar y/o mejorar la tolerancia de
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plantas a inhibidores de HPPD mas nuevos o diferentes, en particular inhibidores de HPPD que pertenecen a las
clases de las tricetonas (por ejemplo, sulcotriona, mesotriona, tembotriona, benzobiciclona y biciclopirona) y los
pirazolinatos (por ejemplo, topramezona y pirasulfotol).

Conforme a ello, la presente invencion se refiere a un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina de HPPD mutada, en la que dicha proteina de HPPD mutada tiene actividad
de HPPD, en la que en dicha proteina de HPPD mutada un aminoacido ha sido reemplazado de modo tal que la
secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido seleccionado Ala en una posiciéon en la proteina
HPPD que corresponde a la posicion 280 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

A menos que se indique otra cosa, las definiciones especificas o caracteristicas especificas de determinadas formas
de realizacion se pueden introducir en cualquier otra forma de realizacién de la presente invencién. De acuerdo con
la presente invencién, un “acido nucleico” se entiende como una secuencia de nucleétidos que puede ser del tipo
ADN o ARN, con preferencia, del tipo ADN y en particular bicatenario, ya sea de origen natural o de origen sintético,
en particular una secuencia de ADN en la que los codones que codifican la HPPD de acuerdo con la invencion se
han optimizado de acuerdo con el organismo huésped en el que se ha de expresar (por ejemplo, sustituyendo los
codones con aquellos codones de mayor preferencia o de maxima preferencia en tablas de uso de codones de tal
organismo huésped o del grupo al que dicho organismo huésped pertenece, en comparaciéon con el organismo
original o fuente).

Un “acido nucleico aislado/ADN/proteina”, tal como se usa en la presente solicitud, se refiere a un acido
nucleico/ADN/proteina que no se da en la naturaleza (tal como un ADN artificial o sintético con una secuencia de
nucleédtidos diferentes que el ADN que se da en la naturaleza, o una proteina modificada) o que ya no esta en el
ambiente natural en el que estaba originalmente presente, por ejemplo una secuencia que codifica el ADN asociada
con un elemento de regulacion heterdlogo (tal como una secuencia codificadora bacteriana operativamente ligada a
un promotor expresable en plantas) en un gen quimérico, un ADN transferido a otra célula huésped, tal como una
célula de una planta transgénica.

La terminologia relacionada con acido nucleico o proteina “que comprende” determinada secuencia de nucleétidos o
secuencia de aminoacidos, tal como se usa en todo el texto, se refiere a un acido nucleico o proteina que incluye o
contiene al menos la secuencia descrita, de modo que se pueda incluir otra secuencia de nucleétidos o aminoacidos
en el extremo 5 (o N-terminal) y/o 3’ (o C-terminal), por ejemplo (la secuencia de nucleétidos de) una proteina
marcadora seleccionable, (la secuencia de nucledtidos de) un péptido de transito y/o una secuencia lider 5' o una
secuencia remolque 3'. De modo similar, se debe entender que el uso del término “comprender”, “que comprende” o
“comprende” a lo largo de todo el texto y las reivindicaciones de esta solicitud implica la inclusion de un ndmero
entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas establecidos, pero no la exclusion de cualquier otro nimero
entero o etapa o grupo de niumeros enteros o etapas. La expresion “que comprende” también incluye la expresion

“que consiste en”.

De acuerdo con la presente invencion, la expresion “proteina de HPPD mutada” que se usa indistintamente con la
expresion “proteina de HPPD mutante” denota una proteina de HPPD que tiene una secuencia de aminoacidos que
no se produce en la naturaleza. A diferencia término “aislado” referido con anterioridad, el término “mutado” no se
puede referir al ambiente de la secuencia (aminoacidica o proteica) en cuestién, como aislada de su ambiente
natural o acoplada a una secuencia heterdloga (aminoacidica o proteica), sino que solo se refiere a la secuencia de
aminoacidos que define dicha proteina de HPPD mutada que no se puede hallar en lugar alguno de la naturaleza
sino que surgié de una secuencia de aminoacidos no mutada o inicial de tipo silvestre. En otras palabras, al llegar al
acido nucleico de la presente invencién que codifica una proteina de HPPD mutada, se debe tomar una secuencia
de aminoacidos inicial de una proteina existente de forma natural y debe ser modificada por el hombre
reemplazando al menos un aminoacido segun se define en la presente solicitud.

La secuencia que codifica una HPPD no mutada original que sera mutada de acuerdo con la invenciéon puede tener
cualquier origen. En particular, puede ser de origen bacteriano, vegetal o animal. Los ejemplos ventajosos que se
pueden citar son bacterias de tipo Pseudomonas sp., por ejemplo, Pseudomonas fluorescens, o, de otro modo,
cianobacterias del género Synechocystis. La secuencia también puede ser de origen vegetal, en particular derivada
de plantas dicotiledéneas, plantas umbeliferas o, si no, plantas monocotiledéneas. Los ejemplos ventajosos que se
pueden citar son plantas tales como tabaco, Arabidopsis, Daucus carotta, Zea mays (maiz), trigo, cebada, Avena
sativa, trigo, Brachiaria platyphylla, Cenchrus echinatus, Lolium rigidum, Festuca arundinacea, Setaria faberi,
Eleusine indica y Sorghum. Las secuencias codificantes y el modo de aislarlas y clonarlas, se describen en las
referencias previamente citadas. En una forma de realizacion particular de la invencion, la HPPD es de origen
bacteriano, en particular de Pseudomonas sp., mas en particular de Pseudomonas fluorescens, Rhodococcus sp.,
Blepharisma japonicum, Synechococcus sp., Picrophilus torridus, Kordia algicida o de un origen vegetal, en
particular de Arabidopsis thaliana o Avena sativa. La HPPD para preparar la(s) mutacion/mutaciones para los fines
de la invencidon puede ser cualquier HPPD natural o cualquiera de sus fragmentos activos o cualquiera de sus
variantes en los que algunos aminoacidos (1 a 10 aminoacidos) se han reemplazado, afiadido o suprimido para fines
de clonacion, para preparar una fusion de péptido de transito y similares, que retiene la actividad de HPPD, es decir
la propiedad de catalizar la conversion de para-hidroxifenilpiruvato en homogentisato.
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La proteina de HPPD mutada de acuerdo con la presente invencién tiene actividad de HPPD, es decir, tal como se
describié con anterioridad, cataliza la reaccién en la que el para-hidroxifenilpiruvato se transforma en homogentisato.
Con preferencia, la actividad catalitica de la HPPD mutada aislada de la presente invencion, cuando se ensaya in
vitro, no difiere de la de la proteina de HPPD de referencia no mutada en mas del 70 %, con preferencia, mas del
50 %, con mayor preferencia, mas del 30 %, incluso con mayor preferencia, mas del 20 % cuando se ensaya en
idénticas condiciones y en ausencia de los herbicidas inhibidores de HPPD descritos con anterioridad. La actividad
catalitica de una enzima de HPPD se puede definir por diversos procedimientos bien conocidos en la técnica. El
documento WO 2009/144079 describe diversos procedimientos de cribado apropiados.

Las cribas iniciales se pueden llevar a cabo con el acido nucleico que codifica la proteina de HPPD mutada de la
invencion que se expresa en las bacterias.

Ensayo de cribado colorimétrico para enzimas de HPPD activas:

Un medio de cultivo de tipo caldo de YT con agarosa al 1 %, L-tirosina 5 mM y succinato 42 mM, que contiene el
agente de seleccion para el vector pSE420 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), se vierte en placas de pocillos
profundos. El cultivo de E. coli en la fase de crecimiento exponencial que contiene el vector pSE420-HPPDx (HPPDx
implica cualquier gen que codifica una enzima/proteina de HPPD tedrica) se aplica a cada pocillo. Después de
16 horas a 37 °C, los pocillos que no contienen el medio de cultivo, aquellos que se sembraron con un cultivo de E.
coli con el vector pSE420 vacio son transparentes, aquellos que se sembraron con un cultivo de E. coli conteniendo
un vector pSE420-HPPDx que contiene un gen que codifica una HPPD inactiva son transparentes, si bien los
pocillos sembradas con un cultivo de E. coli con el vector pSE420-HPPDx que codifica una HPPD activa son
marrones. Previamente se demostré que este ensayo refleja la actividad de HPPD, no importa cual sea el origen de
esta actividad y permite la identificacion de las actividades de HPPD (documento US 6.768.044), es decir, a un nivel
cualitativo.

Se pueden llevar a cabo otros cribados y mas elaborados en células vegetales o plantas que expresan la proteina de
HPPD mutada de la invencion.

Los mismos cribados también se pueden usar cuando se examina si una proteina de HPPD mutada es capaz de
modular,tal como reducir o aumentar, la tolerancia de una planta a al menos un inhibidor de herbicida de HPPD que
se mencionara luego mas adelante, con la diferencia de que al menos uno de tales inhibidores de HPPD se afiade.
Los ejemplos de inhibidores de HPPD para usar en aquellos cribados incluyen tembotriona, mesotriona, pirasulfotol,
biciclopirona, topramezona y sulcotriona. Un procedimiento de cribado que es simple de implementar consiste en
determinar la dosis de inhibidor de HPPD que inhibe completamente la HPPD no mutada original y que es letal para
las células que expresan esta HPPD no mutada y someter las células mutadas a esta dosis predeterminada y
después de ello, aislar las células mutadas que han resistido esta dosis letal y luego aislar y clonar el gen que
codifica la HPPD mutada.

De modo alternativo, a nivel cuantitativo como plsg (el valor plsg implica el valor log de la concentracion de inhibidor
necesario para inhibir el 50 % de la actividad enzimatica en concentracion molar) se pueden obtener datos
empleando el polipéptido de HPPD aislado y purificado, es decir, el polipéptido de HPPD mutado frente al no mutado
y en presencia o ausencia de cualquier herbicida inhibidor de HPPD respectivo.

” o

Los términos “tolerancia”, “tolerante” o “menos sensible” denota la falta de susceptibilidad de una planta que expresa
la proteina de HPPD mutada de la presente invencién a sustancias, en particular herbicidas, que inhiben las
proteinas de HPPD, opcionalmente en comparacién con la proteina de HPPD propia de la planta o con cualquier
proteina conocida de HPPD. Mas especificamente, dichos términos significan los niveles relativos de tolerancia
inherente de la HPPD cribada de acuerdo con un fenotipo indicador visible de la cepa o la planta transformada con
un acido nucleico que comprende el gen que codifica la respectiva proteina de HPPD en presencia de diferentes
concentraciones de los diversos inhibidores de HPPD. Las respuestas a las dosis y los desplazamientos relativos en
las respuestas a las dosis asociadas con estos fenotipos indicadores (formaciéon de color marrdn, inhibicion del
crecimiento, blanqueo, efecto herbicida, etc.) se expresan de modo conveniente en términos, por ejemplo, de valores
de GR50 (concentracion del 50 % de reduccion del crecimiento) o de MIC (concentracién inhibidora minima) donde
los aumentos en valores corresponden a aumentos en la tolerancia inherente de la HPPD expresada, de la manera
normal basada en el dafio de plantas, sintomas de blanqueo meristematico, etc. en un rango de diferentes
concentraciones de herbicidas. Estos datos se pueden expresar en términos de, por ejemplo, valores de GR50
derivados de curvas de dosis/respuesta que tienen la “dosis” representada en el eje x y “muerte en porcentaje”,
“efecto herbicida”, “nimeros de plantas verdes que germinan”, etc., representados en el eje y donde valores de
GR50 aumentados corresponden a niveles aumentados de tolerancia inherente de la HPPD expresada. Los
herbicidas se pueden aplicar apropiadamente pre-germinacién o post-germinacion.

Del mismo modo, el nivel de tolerancia del acido nucleico o gen que codifica una proteina de HPPD de acuerdo con
la invencion, o la proteina de HPPD mutada de la invencién se somete a criba por medio de ensayos de
transgénesis, regeneracion, cruza y pulverizacion de una planta de ensayo tal como tabaco, o de una planta de
cultivo tal como soja o algodon. En linea con los resultados obtenidos por tal criba, tales plantas son al menos 2-4
veces mas tolerantes a los inhibidores de HPPD como tembotriona, mesotriona, dicetonitrilo y/o biciclopirona,
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pirasulfotol, que las plantas que no contienen ningin gen exdgeno que codifique una proteina de HPPD, o que
plantas que contienen un gen que comprende un ADN que codifica HPPD de Arabidopsis thaliana, sometido al
control del mismo promotor que el acido nucleico que codifica la proteina de HPPD mutada de la invencion.
Conforme a ello, la expresion “capaz de aumentar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actua
sobre HPPD” denota una tolerancia incrementada en una planta en al menos el factor de 2, alternativamente al
menos el factor de 3 0 4 o incluso 5 0 6 en comparacion con una planta que solo expresa su HPPD enddgena o una
planta que expresa una HPPD de Arabidopsis thaliana. En este sentido, la expresién “herbicida que actia sobre
HPPD” no esta limitada a sustancias que se conocen y/o que se usan como herbicidas sino a cualquier sustancia
que inhibe la actividad catalitica de las proteinas de HPPD.

En una forma de realizacién alternativa del acido nucleico que codifica un polipéptido de HPPD mutado que
comprende al menos una de las mutaciones definidas con anterioridad, la proteina de HPPD comprende

a) una His en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 226 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

b) una Ser en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 267 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

c) una Asn en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 282 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

d) una His en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 308 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

e) una Tyr en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la posicion 342 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

f) un Glu en una posiciéon en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 394 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

g) una Gly en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la posicion 420 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.% 2;y

h) una Asn en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 423 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

En la proteina de HPPD mutada codificada por el acido nucleico de la invencién se ha modificado o reemplazado al
menos un aminoacido segun se define con anterioridad.

La sustitucion o la delecion se pueden realizar en la secuencia de acidos nucleicos que codifica la HPPD no mutada
original, es decir que se da en la naturaleza, segun se define con anterioridad por cualquier medio que sea
apropiado para sustituir, en dicha secuencia, el codén que codifica el aminoacido para sustituir con el codén que
corresponde al aminoacido que se ha de sustituir o por delecién de un coddn, con dichos codones describiéndose
ampliamente en la bibliografia y conociéndose bien por el experto en la técnica.

Se pueden usar varios procedimientos biolégicos moleculares para lograr esta sustitucion o delecion. Un
procedimiento preferido para preparar una secuencia de acidos nucleicos mutados de acuerdo con la invencion y la
correspondiente proteina comprende llevar a cabo mutagénesis dirigida a sitio sobre codones que codifican uno o
mas aminoacidos que se seleccionan de antemano. Los procedimientos para obtener estas mutaciones dirigidas a
sitio se conocen bien por el experto en la técnica y se describen ampliamente en la bibliografia (en particular:
Directed Mutagenesis: A Practical Approach, 1991, editado por M. J. McPHERSON, IRL PRESS), o son
procedimientos para los que es posible emplear kits comerciales (por ejemplo, el kit de mutagénesis U. S. E. de
PHARMACIA). Después de la mutagénesis dirigida a sitio, es de utilidad seleccionar las células que contienen una
HPPD mutada que es menos sensible a un inhibidor de HPPD usando una ayuda de cribado apropiada. Los
procedimientos de cribado apropiados para lograr esto se han descrito con anterioridad.

De acuerdo con la presente invencion, la expresién “dicha posicion corresponde a la posicion X”, siendo X cualquier
numero hallado en el respectivo contexto en la presente solicitud, no solo incluye la respectiva posicion en la SEC ID
N.° mencionada luego sino que también incluye cualquier secuencia que codifica una proteina de HPPD, donde,
después de la alineacion con la SEC ID N.° de referencia, la respectiva posicion puede tener un nimero diferente
pero corresponde al indicado para la SEC ID N.° de referencia. Si bien las secuencias de HPPD pueden ser muy
diversas y solo pueden mostrar una baja identidad de secuencia de aproximadamente el 30 %, las proteinas de
HPPD se caracterizan por una estructura de consenso tridimensional comun que se logra a pesar de una baja
identidad de secuencia. Debido a las posiciones especificas que se conservan dentro de las proteinas de HPPD, la
alineacion de las proteinas de HPPD se pueden efectuar aplicando diversas herramientas de alineacion de una
manera sensible.
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Los procedimientos de alineacién de secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos y conforme a ello, la
determinacion de la identidad de secuencia de dos o mas secuencias, se conocen bien en la técnica. Incluyen
realizar algoritmos matematicos tales como el algoritmo de Myers y Miller (1988) CABIOS 4: 11-17 o el algoritmo de
alineacion local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482-489; el algoritmo de alineacion global de
Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453; el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci
USA 872264 y el de Brutlag et al. (Comp. App. Biosci. 6:237-245 (1990)).

Estos algoritmos se pueden implementar en programas de ordenador incluyendo pero sin limitacion CLUSTALX,
ALIGN, GAP, BESTFIT, BLAST, FASTDB y FASTA.

Por ejemplo, cuando se usa BESTFIT (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics
Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711) o cualquier otro programa de
alineacion de secuencias para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, un 95 % idéntica a una
secuencia de referencia, los parametros se fijan, por supuesto, de modo tal que el porcentaje de identidad se calcule
en toda la longitud de la secuencia de nucleétidos de referencia y se permitan brechas en homologia de hasta el 5 %
de la cantidad total de nucleétidos en la secuencia de referencia.

La identidad entre una primera secuencia y una segunda secuencia, también mencionada como una alineacion de
secuencias global, se determina usando el programa de ordenador FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al.
(Comp. App. Biosci. 6:237-245 (1990)). En una alineaciéon de secuencias la consulta y las secuencias objetivo son
ambas secuencias de ADN. El resultado de dicha alineacion de secuencias global es en porcentaje de identidad. Los
parametros preferidos usados en una alineacion de FASTDB de secuencias de ADN para calcular el porcentaje de
identidad son: Matriz = Unitaria, k-tuple = 4, Penalizaciéon por Apare3amiento Incorrecto = 1, Penalizacién por Unién
= 30, Longitud Grupo de Distribucion Aleatoria = 0, Puntuacién Limite = 1, Penalizacion de las Brechas = 5,
Penalizacién del Tamafio de las Brechas 0,05, Tamafo de Ventana = 500 o la longitud de la secuencia de
nucleétidos objetivo, que es mas corta.

La presente invencidn se basa en los resultados de una combinacién de una comparaciéon de las secuencias de
aminoacidos de proteinas de HPPD de diversos organismos y el analisis de la unién de sustrato y del sitio de unién
del inhibidor de proteinas de HPPD seleccionadas, usando cristalografia por rayos X. Usado este enfoque
combinado, era posible determinar las posiciones clave en las proteinas de HPPD, donde un aminoacido se puede
sustituir con uno de un grupo definido de otros aminoacidos a fin de modular la actividad catalitica de HPPD vy la
afinidad por al menos un inhibidor herbicida de HPPD con una planta que expresa la proteina de HPPD mutada.

La superposicion de la estructura 3D de HPPD de Arabidopsis thaliana (1TFZ) (Yang et al., 2004, Biochemistry 43,
10414-10423) con las estructuras 3D de HPPD de otras especies tales como Pseudomonas fluorescens (1CJX)
(Serre et al.,, 1999, Structure Fold Des. 7, 977-988), Streptomyces avermitilis (1T47) (Brownlee et al., 2004,
Biochemistry 43, 6370-6377), Homo sapiens (31SQ) (PDB ID: 3isq Pilka et al., Structural Genomics Consortium
(SGC). Crystal structure of human 4-Hydroxyfenilpiruvato dioxygenase), Rattus norvegicus (1SQl) (Yang et al., 2004,
Biochemistry 43, 10414-10423) muestra que tienen el mismo plegado y los aminoacidos correspondientes estan en
una posicién equivalente en la estructura 3D de la proteina. Como las especies con estructuras 3D conocidas son
muy diversas en su secuencia de aminoacidos, se puede asumir que todas las secuencias de HPPD tienen el mismo
plegado basico a pesar de que la identidad de secuencia general es baja. La secuencia y la estructura 3D de
Arabidopsis thaliana se ha usado como estructura de referencia en la presente invenciéon. La Figura 1 muestra la
superposicion de la estructura de HPPD de A. thaliana con la estructura de (a) Pseudomonas fluorescens, (b)
Streptomyces avermitilis, (c) Homo sapiens y (d) Rattus norvegicus. A fin de definir el sitio de unién del sustrato y/o
inhibidores, se seleccionaron los aminoacidos que desempefian un papel en la catalisis o unién del inhibidor. Esto
incluye aminoacidos en el sitio activo y aminoacidos de la hélice C-terminal. La disposicién 3D se muestra en la
Figura 2 que muestra los aminoacidos definidos como sitio de union en el caso de (a) Arabidopsis thaliana, (b)
Pseudomonas fluorescens, (c) Streptomyces avermitilis, (d) Homo sapiens y (e) Rattus norvegicus. La numeracion
de los aminoacidos de la estructura de Pseudomonas fluorescens (1cjx) se cambioé a la numeracion de acuerdo con
la SEC ID N.°: 10. Los 36 aminoacidos que definen el sitio de union incluyendo su posicién se enumeran en la Tabla
1 para (a) Arabidopsis thaliana, (b) Pseudomonas fluorescens, (c) Streptomyces avermitilis, (d) Homo sapiens y (e)
Rattus norvegicus.

Tabla 1: aminoacidos que forman el sitio de unién en A. thaliana, P. fluorescens, S. avermitilis, H. sapiens, R.

norvegicus
Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces
thaliana fluorescens avermitilis Homo sapiens Rattus norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-
Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicion acido
226 H 162 H 187 H 183 H 183 H
228 \% 164 T 189 \% 185 \% 185 \%
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Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces
thaliana fluorescens avermitilis Homo sapiens Rattus norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-
Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicion acido

248 H 186 R 211 T 207 H 207 H
250 F 188 A 213 M 209 F 209 F
251 A 189 R 214 K 210 w 210 w
252 E 190 Y 215 E 211 S 211 S
253 F 191 F 216 F 212 \% 212 \%
265 L 200 L 228 L 224 L 224 L
267 S 202 S 230 S 226 S 226 S
268 A 203 K 231 K 227 I 227 I

269 \% 204 A 232 \% 228 \% 228 \%
270 L 205 M 233 \% 229 \% 229 \%
271 A 206 S 234 A 230 A 230 A
280 P 215 P 243 P 239 P 239 P
282 N 217 N 245 N 241 N 241 N
293 Q 226 Q 255 Q 251 Q 251 Q
294 I 227 I 256 I 252 I 252 I

307 Q 240 Q 269 Q 265 Q 265 Q
308 H 241 H 270 H 266 H 266 H
335 M 264 M 293 L 289 L 289 L
342 Y 271 Y 299 Y 295 Y 295 Y
368 L 295 L 323 L 323 L 323 L
379 Q 310 Q 334 Q 334 Q 334 Q
381 F 312 F 336 F 336 F 336 F
392 F 321 F 347 F 347 F 347 F
394 E 323 E 349 E 349 E 349 E
419 F 333 F 359 F 359 F 359 F
420 G 334 G 360 G 360 G 360 G
421 K 335 E 361 K 361 A 361 A
422 G 336 G 362 G 362 G 362 G
423 N 337 N 363 N 363 N 363 N
424 F 338 F 364 F 364 F 364 F
425 S 339 K 365 K 365 N 365 N
426 E 340 A 366 A 366 S 366 S
427 L 341 L 367 L 367 L 367 L
431 I 345 I 371 I 371 F 371 F

Una alineacién de ejemplo de las proteinas de HPPD se da en la Tabla 2a para las proteinas de HPPD con
estructuras 3D conocidas. La Tabla 2a da la numeracion de los aminoacidos de la secuencia de Arabidopsis y
también los aminoacidos que son comunes dentro de estas secuencias de HPPD, designando estos aminoacidos
con un asterisco. Sobre la base de tal alineacion y a partir de la definicion del aminoacido de Arabidopsis por su
posicion y su naturaleza, es facil identificar la posicion del correspondiente aminoacido en otra secuencia de HPPD.
La Figura 2 muestra que esto se puede llevar a cabo con la alineacion de las secuencias de diferente origen vegetal,
mamifero y bacteriano, lo que demuestra que este procedimiento de alineacion, que es bien conocido por el experto
en la técnica, puede ser generalizado a cualquier otra secuencia. Una alineacion de diferentes secuencias de HPPD

también se describe en la solicitud de patente WO 97/49816.

Tabla 2a: alineacion de secuencias de HPPD con estructuras cristalinas conocidas, es decir, A. thaliana, P.

8
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fluorescens, S. avermitilis, H. sapiens, R. norvegicus
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Comun
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Pos. 1TFZ Pos. 1CJX Pos. 1T47 | Pos. 3ISQ Pos. 1SQl Comun
A. thaliana P. fluorescens S. avermitilis H. sapiens R. norvegicus aminoacido

84 V - 60 E 56 E 56 E

85 H 61 T 57 V 57 V

86 A - 62 A 58 V 58 V

87 S 47 V 63 S 59 S 59 S

88 Y 48 H 64 Y 60 H 60 H

89 L 49 L 65 V 61 V 61 V

90 L 50 Y 66 L 62 I 62 I

91 T 51 R 67 T 63 K 63 K

92 S 52 Q 68 N 64 Q 64 Q

93 G 53 G 69 G 65 G 65 G X

94 D 54 E 70 S 66 K 66 K

95 L 55 | 71 A 67 | 67 |

96 R 56 N 72 R 68 V 68 V

97 F 57 L 73 F 69 F 69 F

98 L 58 | 74 V 70 V 70 V

99 F 59 L 75 L 71 L 71 L

100 T 60 N 76 T 72 S 72 C

101 A 61 N 77 S 73 S 73 S

102 P 62 E 78 V 74 A 74 A

103 Y 63 P 79 I 75 L 75 L

104 S 64 N 80 K 76 N 76 N

105 P 65 S 81 P -

106 S 66 | 82 A -

107 L 67 A 83 T -

108 S 68 S 84 P 77 P 77 P

109 A - 85 W 78 W 78 W

110 G - 86 G 79 N 79 N

111 E - 87 H 80 K 80 K

112 | - 88 F 81 E 81 E

113 K - 89 L 82 M 82 M

114 P - 90 A 83 G 83 G

115 T - - -

116 T - - -

117 T - - -

118 A - - -

119 S - - -

120 | - - -

121 P - - -

122 S - - -

123 F - - -

124 D - - -

125 H - - -

11
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Pos. 1TFZ Pos. 1CJX Pos. 1T47 | Pos. 3ISQ Pos. 1SQl Comun
A. thaliana P. fluorescens S. avermitilis H. sapiens R. norvegicus aminoacido

126 G - - -

127 S - - -

128 C -

129 R - - -

130 S 69 Y 91 D 84 D 84 D

131 F 70 F 92 H 85 H 85 H

132 F 71 A 93 V 86 L 86 L

133 S 72 A 94 A 87 V 87 V

134 S 73 E 95 E 88 K 88 K

135 H 74 H 96 H 89 H 89 H X

136 G 75 G 97 G 90 G 90 G X

137 L 76 P 98 D 91 D 91 D

138 G 77 S 99 G 92 G 92 G

139 V 78 V 100 V 93 V 93 V X

140 R 79 C 101 V 94 K 94 K

141 A 80 G 102 D 95 D 95 D

142 V 81 M 103 L 96 | 96 |

143 A 82 A 104 A 97 A 97 A X

144 | 83 F 105 | 98 F 98 F

145 E 84 R 106 E 99 E 99 E

146 V 85 V 107 V 100 V 100 V X

147 E 86 K 108 P 101 E 101 E

148 D 87 D 109 D 102 D 102 D X

149 A 88 S 110 A 103 C 103 C

150 E 89 Q 111 R 104 D 104 E

151 S 90 K 112 A 105 Y 105 H

152 A 91 A 113 A 106 | 106 |

153 F 92 Y 114 H 107 V 107 V

154 S 93 N 115 A 108 Q 108 Q

155 | 94 R 116 Y 109 K 109 K

156 S 95 A 117 A 110 A 110 A

157 V 96 L 118 | 111 R 111 R

158 A 97 E 119 E 112 E 112 E

159 N 98 L 120 H 113 R 113 R

160 G 99 G 121 G 114 G 114 G X

161 A 100 A 122 A 115 A 115 A

162 | 101 Q 123 R 116 K 116 K

163 P - 124 S 117 | 117 |

164 S - 125 V 118 M 118 V

165 S - 126 A 119 R 119 R

166 P - 127 E 120 E 120 E

167 P 102 P 128 P 121 P 121 P X

-
N
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Pos. 1TFZ Pos. 1CJX Pos. 1T47 | Pos. 3ISQ Pos. 1SQl Comun
A. thaliana P. fluorescens S. avermitilis H. sapiens R. norvegicus aminoacido

168 | 103 | 129 Y 122 W 122 W
169 V 104 H 130 E 123 V 123 V
170 L 105 | 131 L 124 E 124 E
171 N 106 D 132 K 125 Q 125 E
172 E 107 T 133 D 126 D 126 D
173 A 108 G 134 E 127 K 127 K
174 V 109 P 135 H 128 F 128 F
175 T 110 M 136 G 129 G 129 G
176 | 111 E 137 T 130 K 130 K
177 A 112 L 138 V 131 V 131 V
178 E 113 N 139 V 132 K 132 K
179 V 114 L 140 L 133 F 133 F
180 K 115 P 141 A 134 A 134 A
181 L 116 A 142 A 135 V 135 V
182 Y 117 | 143 | 136 L 136 L
183 G 118 K 144 A 137 Q 137 Q
184 D 119 G 145 T 138 T 138 T
185 V 120 I 146 Y 139 Y 139 Y
186 V 121 G 147 G 140 G 140 G
187 L 122 G 148 K 141 D 141 D
188 R 123 A 149 T 142 T 142 T
189 Y 124 P 150 R 143 T 143 T
190 V 125 L 151 H 144 H 144 H
191 S 126 Y 152 T 145 T 145 T
192 Y 127 L 153 L 146 L 146 L
193 K 128 | 154 V 147 V 147 V
194 A 129 D 155 D 148 E 148 E
195 E 130 R 156 R 149 K 149 K
196 D 131 F 157 T 150 M 150 |
197 T 132 G 158 G 151 N 151

198 E 133 E 159 Y 152 Y 152 Y

- 134 G - -

199 K 135 S 160 D 153 | 153 T
200 S 136 S 161 G 154 G 154 G
201 E 137 | 162 P 155 Q 155 R
202 F 138 Y 163 Y 156 F 156 F
203 L 139 D 164 L 157 L 157 L
204 P 140 | 165 P 158 P 158 P
205 G 141 D 166 G 159 G 159 G
206 F 142 F 167 Y 160 Y 160 F
207 E 143 V 168 V 161 E 161 E
208 R 144 Y 169 A 162 A 162 A

-
w
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Pos. 1TFZ Pos. 1CJX Pos. 1T47 | Pos. 3ISQ Pos. 1SQl Comun
A. thaliana P. fluorescens S. avermitilis H. sapiens R. norvegicus aminoacido
209 V 145 L 170 A 163 P 163 P
210 E 146 E 171 A 164 A 164 T
211 D 147 G - 165 F 165 Y
- - - 166 M 166 K
- - - 167 D 167 D
- - 172 P 168 P 168 T
212 A 148 V 173 I 169 L 169 L
213 S 149 E 174 V 170 L 170 L
214 S 150 R 175 E 171 P 171 P
215 F 151 N 176 P 172 K 172 K
216 P 152 P 177 P 173 L 173 L
217 L 153 V 178 A 174 P 174 P
218 D 154 G 179 H 175 K 175 S
219 Y 155 A 180 R 176 C 176 C
220 G 156 G 181 T 177 S 177 N
221 | 157 L 182 F 178 L 178 L
222 R 158 K 183 Q 179 E 179 E
223 R 159 V 184 A 180 M 180 I
224 L 160 | 185 | 181 | 181 |
225 D 161 D 186 D 182 D 182 D X
226 H 162 H 187 H 183 H 183 H X
227 A 163 L 188 C 184 | 184 |
228 V 164 T 189 V 185 V 185 V
229 G 165 H 190 G 186 G 186 G
230 N 166 N 191 N 187 N 187 N X
231 V 167 V 192 V 188 Q 188 Q
232 P 168 Y 193 E 189 P 189 P
- 169 R 194 L 190 D 190 D
- 170 G 195 G 191 Q 191 Q
233 E 171 R 196 R 192 E 192 E
234 L 172 M 197 M 193 M 193 M
235 G 173 V 198 N 194 V 194 E
236 P 174 Y 199 E 195 S 195 S
237 A 175 W 200 W 196 A 196 A
238 L 176 A 201 V 197 S 197 S
239 T 177 N 202 G 198 E 198 E
240 Y 178 F 203 F 199 W 199 W
241 V 179 Y 204 Y 200 Y 200 Y
242 A 180 E 205 N 201 L 201 L
243 G 181 K 206 K 202 K 202 K
244 F 182 L 207 V 203 N 203 N
245 T 183 F 208 M 204 L 204 L

N
SN
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Pos. 1TFZ Pos. 1CJX Pos. 1T47 | Pos. 3ISQ Pos. 1SQl Comun
A. thaliana P. fluorescens S. avermitilis H. sapiens R. norvegicus aminoacido

246 G 184 209 G 205 Q 205 Q

247 F 185 F 210 F 206 F 206 F X
248 H 186 R 211 T 207 H 207 H

249 Q 187 E 212 N 208 R 208 R

250 F 188 A 213 M 209 F 209 F

251 A 189 R 214 K 210 W 210 W

252 E 190 Y 215 E 211 S 211 S

253 F 191 F 216 F 212 V 212 V

254 T 192 D 217 V 213 D 213 D

255 A 193 | 218 G 214 D 214 D

256 D 194 K 219 D 215 T 215 T

257 D 195 G 220 D 216 Q 216 Q

258 V 196 E 221 | 217 V 217 V

259 G - 222 A 218 H 218 H

260 T - 223 T 219 T 219 T

261 A - 224 E 220 E 220 E

262 E 197 Y 225 Y 221 Y 221 Y

263 S 198 T 226 S 222 S 222 S

264 G 199 G 227 A 223 S 223 S

265 L 200 L 228 L 224 L 224 L X
266 N 201 T 229 M 225 R 225 R

267 S 202 S 230 S 226 S 226 S X
268 A 203 K 231 K 227 | 227 |

269 V 204 A 232 V 228 V 228 V

270 L 205 M 233 V 229 V 229 V

271 A 206 S 234 A 230 A 230 A X
272 S 207 A 235 D 231 N 231 N

273 N 208 P 236 G 232 Y 232 Y

274 D 209 D 237 T 233 E 233 E

275 E 210 G 238 L 234 E 234 E

276 M 211 M 239 K 235 S 235 S

277 V 212 | 240 V 236 | 236 |

278 L 213 R 241 K 237 K 237 K

279 L 214 | 242 F 238 M 238 M

280 P 215 P 243 P 239 P 239 P X
281 | 216 L 244 | 240 | 240 |

282 N 217 N 245 N 241 N 241 N X
283 E 218 E 246 E 242 E 242 E X
284 P 219 E 247 P 243 P 243 P

285 V 220 S 248 A 244 A 244 A

286 H - 249 L 245 P 245 P

287 G - 250 A 246 G 246 G

-
(&)
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Comun

aminoacido

1SQl

Pos.

R. norvegicus

247

248

249

250
251

252
253
254
255
256
257
258
259
260
261

262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

282
283
284

31SQ

Pos.

H. sapiens

247

248

249

250
251

252
253
254
255
256
257
258
259
260
261

262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

282
283
284

1T47

Pos.

S. avermitilis

251

252

253
254
255
256
257
258
259
260
261

262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

282
283
284
285
286
287
288

1CJX

Pos.

P. fluorescens

221

222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

232
233
234
235
236
237
238
239
240
241

242
243

244
245
246
247

248

249

250
251

252
253
254
255
256
257
258
259

1TFZ

A. thaliana

Pos.

288
289
290
291

292
293
294
295
296
297
298
299
300
301

302
303
304

305
306
307
308
309
310

311

312
313
314

315
316
317
318
319
320
321

322
323
324

325
326
327
328
329
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Comun

aminoacido

1SQl

Pos.

R. norvegicus

285
286
287
288
289
290
291

292

293
294
295
296
297
298
299
300
301

302
303
304

305
306
307
308
309
310

311

312
313
314

315
316
317
318
319
320
321

322
323
324

31SQ

Pos.

H. sapiens

285
286
287
288
289
290
291

292

293
294
295
296
297
298
299
300
301

302
303
304

305
306
307
308
309
310

311

312
313
314

315
316
317
318
319
320
321

322
323
324

1T47

Pos.

S. avermitilis

289
290
291

292
293
294
295
296

297
298
299
300
301

302
303
304

305
306
307
308
309
310

311

312
313
314

315
316
317
318
319
320
321

322
323
324

1CJX

Pos.

P. fluorescens

260
261

262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

282
283
284
285
286
287
288
289
290
291

292
293
294
295
296
297
298
299
300

1TFZ

A. thaliana

Pos.

330
331

332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344

345
346
347
348
349
350
351

352
353
354

355
356
357
358

359
360
361

362
363
364

365
366
367
368
369

17
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Comun

aminoacido

1SQl

Pos.

R. norvegicus

325
326
327
328
329
330
331

332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344

345
346
347
348
349
350
351

352
353
354

31SQ

Pos.

H. sapiens

325
326
327
328
329
330
331

332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344

345
346
347
348
349
350
351

352
353
354

1T47

Pos.

S. avermitilis

325
326
327
328
329
330
331

332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344

345
346
347
348
349
350
351

352
353
354

1CJX

Pos.

P. fluorescens

301

302
303
304
305
306
307
308
309
310

311

312
313
314

315
316
317
318

319
320
321

322
323
324

325
326
327
328

1TFZ

A. thaliana

Pos.

370
371

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

382
383
384
385
386
387
388
389
390
391

392
393
394
395
396
397
398
399
400
401

402
403
404
405
406
407
408
409
410

411

18
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Comun

aminoacido

1SQl

Pos.

R. norvegicus

355
356
357
358
359
360
361

362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

382
383
384
385
386
387
388
389
390
391

392
393

31SQ

Pos.

H. sapiens

355
356
357
358
359
360
361

362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

382
383
384
385
386
387
388
389
390
391

392
393

1T47

Pos.

S. avermitilis

355
356
357
358
359
360
361

362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

1CJX

Pos.

P. fluorescens

329
330
331

332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344

345
346
347
348
349
350
351

352
353
354

355
356
357
358

1TFZ

A. thaliana

Pos.

412
413
414

415
416
417
418
419
420
421

422
423
424

425
426
427
428
429
430
431

432
433
434

435
436
437
438
439
440
441

442
443
444

445

19
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ES 2 588 802 T3

Pos. 1TFZ Pos. 1CJX Pos. 1T47 | Pos. 3ISQ Pos. 1SQl Comun
A. thaliana P. fluorescens S. avermitilis H. sapiens R. norvegicus aminoacido
394 A 394
395 E 395
396 N 396
397 L 397
398 Y 398
399 F 399
400 Q 400

Un analisis de secuencia de mas de 700 secuencias de HPPD de bases de datos publicas incluyendo secuencias de
proteinas de HPPD y proteinas de HPPD pronosticadas tales como de plantas, mamiferos, hongos y bacterias se
realizd usando ClustalX. La alineacion se corrigié usando la informacion de las estructuras 3D disponibles. Idénticas
secuencias de aminoacidos con diferentes identificadores se incluyeron solo una vez y algunas secuencias con
errores de secuencia obvios fueron excluidas. La alineacion también incluye secuencias incompletas. La Tabla 2b
muestra la alineacion de las secuencias para un grupo representativo de proteinas de HPPD e incluye secuencias

de plantas, bacterias, mamiferos.

Tabla 2b: alineacion de un grupo representativo de secuencias de HPPD

CLUSTAL X (1.81) alineacion de secuencias multiples

20
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RATTUS_NORVEGICUS
HOMO-SAPIENS

XEHNOPUS-LAEVIS

BLEPHARISHA- JAPOHICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISEA
CEMDIDA-RLBICAENS
PICHIA-ETIPITIS
RHCDOCOCCUS-SF.
RHODOCOCCUS-ERYTHROPOLIS
JANIBACTER-SP.-HTCCZ2649
STREFTCHMYCES-AVERMITILIE
FORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENSI S-ME
GEMMATIHONAS-AURANTIACA
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOFSIS-THALIANA
BRASSICA-RAPA-SUBGP, ~PEKIHNENSGI
COPTIS-JAPOMICA-VAR, -DISSECTA
HEVEA-BRASILIEMSIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHNE-MAX
SOLANUM-TLYCOPERSTCUM
SOLANUN-TUBEROSUM
NICOTTIANA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLEMOSTEHON-SCUTELLARIOIDES
HORDEUM-VUILGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVEHA-ZATIVA

ORYZA-GATIVA
SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MAYS
ABC25005_CLUCIMARTNUS

OTAURI
MICROMONAS-PUSILLA-CCHMPLS45
SYMECHCCOCCUS-5

YVIBRIO-5F. -MEDZZZ
MARINOMONAS-5P. -MED1Z1
PSEUDCHMONAS-FLUORESCENS
SULFITOBACTER-SP.-HA5-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCCZ597
BDELLOVIBRIO-BACTERICVORIS

RATTUS NORVEGICUS
HOMO-SAFPIENS
XEMOPUS-TAEVIS
BLEPHARISHA-JRPOHNICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINI COLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISER
CAEMNDIDA-ALBICANS
PICHIA-STIPITIS
EHCDOCOCCUE-EP.
RHODOCOCCUS-ERYTHROPOLIS

s 4 SHKGPKPE
————————————————————————————————————————————— GAKPE
MG m o ¥TOEGPEPD
e L 1 i ¥DKQETRPD
-—-MAPGALLVTIQUG--————————-— RTSPLYDSDEYVPAPARALVVCG
———MAPEAISTE-—-——————— - —mm———mmo PPPTDRVIZS
———MEPSATTRSPRI-—— ————————————— SVVDHT SGLOVDSLAVOGE
----LLEELPFLPTSE--————————-— DPITEPDIDELLSDGHVHSKYP
= —MTTEQTLTD-—-———————-— KERTAGLDLEGLEQIVGLYE YDETRD
-—-MTVEQTLTL-------—-—-— DECLAGLDLEQLRQLVGLYEYDSDHD
KTDTTITHPTTDTASQPTPLDLT PQEREANLNLEQLEQLVGLYEYDESKD
— = = MTQTTHHTP -~ === == == —— == — o= DTARQAD

-—-MARAEIKWLKD-—--—--—-—————————— -LOHTEYGLEELFDEAED
—SVDYGLEKIFDGAQD
———————— PEIGTEQD

********************* MYGENLISELRE

MGHOI AN EENQIHDDG AL E - - EPCFELYGFEKFVYRENFKED
———————— MGHENAAVSENQHHDDAATTSASPGFELVGEFSKEVRENPESD
——————————— ASHLELVGHTHFVHNNPESD

58— ——- APGFELLGFSHFVRTHPRSGD

——————————— QTGFKLYGFEHFVRANFKED
AQPGFEKLVGFEKNFYRTHEKSD
———————— ATFELVGFHNFIRANPRSED
******** ATFELG-FHNFIRANPRSD
————— TTHFKLVGFEHFIRTHFRED
******* ATFRLVGFHHEYRANPKED
******** AEFKLVGHENEVRSHPHED

******** MPPTPTTPAAT--GAARRAVTPEHARP ————- -HRMVREFHNPRSD
******** MPPTPTTPAATGAGRARAVTPEHARP -———- -RRMVRFHNPRED

———————— MPPTPATATGA---AAAAYTPEHAARE-—-FPEVVRVNFRED
———————— MPPTPTPTATTGAVEARRAAAGENAGFRLVGHRRFVRANPRED
———————— MPPTPTTRAAT-GARVAARASARQAAFRLVGHRNEVRVHNPRED

———————— MTTSAS————-——————---————GRKLVGHANFVRCHPLSD
———————— MASSEANAAPA———-——-—-——BRKRHKLVGCKNEVRNHPKSD
———————————————————————————————————————————— MHPSIR
———————————————————————————————————————————— MVDTYH
—————————————————————————————————————— MHTALEIDYSIN
———————————————————————————————————————————— ADLYEM
————————————————————————————————— MGPFPHDAEKSKITDEN
-MGEFPHDAPKSEITDEN
—————————————————————————————————————————— MAQVTERN

RCRFLHFHEVTEFUVGOHAK -—-QAASFYCHEMGFEPLAYKGLETGEREVY ZH
RGRFLHFHEVTEWVGHAR --QAASFYCEFMGFEPLAYRGLETGEREVYSH
VGORYLAFDHITFYVGHAK -—QARRYYATRFGFNPIAYRGLETGHRDVCTH
LGEFYGFHEVEFYVSHSE-—QARSFYTSREFGEFSPVAYEGLETGHOKFCTH
EVHYRGYHHARMIVGHAK --QVAQFY ITRMGFEFVAHKGLETGERFFAS
LASYKGY DHVHWY VGHAK -—QAASYY ITRMGFERIAYRGLETGCREVC ZH
FPGFHGY DHVTWWVGHAK -—QAASYYHTLFGHMEKITAYRGLETGSRYFASY
————————————————————— MSEY LOLAMGFEEVAYRKGLETGSKELIGAH
TDGFIKFFELEICESHAK-—-QMEKY LOLAMDFEEIAYKGLENDERLVGAH
PEFPYVEGEWDAVY WY VGHAT -—QTARYFQEAFGHMTLVAY SGPTTGHEDHASE
PFPVSGEWDGLEWIVGHAT -—OTSHFFOSAFGHELVAYSGPSTGHREDHHAR
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CLUSTAL X (1.81) alineacion de secuencias

JENIBACTER-SP. -HTCC2649
STREPTOMYCES-AVERMITILIS
KCORDIA-ALGICIDA

LEEUWEHNHOEKIELLA-BLANDENEIZ-ME

GEMMATIMONAS -AURANTIACA
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOPEIS-THALIANA
BERASEICA-RAPA-SUBSFP. -PEKINENSI
COPTIS-JARPONICA-VAR, -DISSECTA
HEVEAR-BRASILIENSIS
MEDICAGO-TRUHCATULA
GLYCINE-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICUHM
SOLANUM-TUBEROSUM
WICOTIANA-BEHNTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLENOSTEMON-SCUTELLARTIOTIDES
HORDEUM-VTULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-SATIVA

ORYZA-GATIVA

SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MAYS

ABO95005 OLUCIMARIHUS

OTAURI
MICROMOMAS-PUSILLA-CCHMP1545
SYHNECHCCOCCUS-SP.

VIBRIO-SP. -HMEDZZZ
HMARINOMOHAS-SP.-MEDLZ1
PEEUDCHMONAZ-FLUORESCENS
SULFITCBACTEE-SEP.-HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENGIS-HTCC2597
BDELLOVIBRIO-BACTERIOWVORIIS

RATTUS HWORVEGICUS
HOMO-SAFPIENS

XENOPUS-LAEVIE
BLEPHARTISMA-JAPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHNAFPORTHE-GRISEA
CANDIDA-ATEBICANS
PICHIA-STIFPITIS
RHODOCOCCUS-SP.
RHODOCOCCUIS-ERYTHROPOLIS
JENIBACTER-SP. -HTCC2649
ETREPTCHMYCES-AVERMITILIS
EORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BELANDENSIS-HE
GEMMATIMONAS -AURANTIACA
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOPSIS-THALIANA
BERASEICA-RAPA-SUBSFP. -PEKINENSI
COPTIS-JAPONICA-VAR, -DISSECTA
HEVEA-BRASILIENSIS
MEDICAGO-TRUHCATULA
GLYCINE-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICUHM
SOLANUM-TUBERCSUM
NICOTIANA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLENOSTEMON-SCUTELLARIOIDES
HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM

ES 2 588 802 T3

multiples

PFEPVTGWDAIVEVVGHAT -—QARRY YOG TWGHMELVGY SGPENGHRDHEAR
PFPVEGHMDAVVEAVGHAK-—-QARHYY STAFGHMOLVAYSGPENGSRETASY
FLPLLGTDYVELYVGHAK -—QEAHFYKTAFGFQSEAYAGLETGLTDRY SY
FLPLLGTDYVEFYVGHAR --QAAHFYKTAFGFQSEAY SCLETGKEDRYEY
AFPINGTDYVEEYVGHAK--QASHYYRAAFGY SLVAYRGPETGVRDRASY
KEIFKRLHHVEFY VS SEK--TWSY FHMNRGLGFETVAYAGPETGIREDEI Y
KFEYKRFHHIEFWCGDAT --NVARRF SWGLGHMEF SAREDLETGHMVHASY
KFEVKRFHHIEFWCGDAT - -NVARRF SWGLGMEF SARSDLS TGHIMVHASY
KEFHVKEFHHIEFWSTDAT --NTARRF SWELGHPHVAKSDLESTGHITVHASY
LFEVERFHHVEFWCTDAT --NTACRF SWGLGHPEVAKSDLSTGHVTHASY
RFNVKRFHHVEFWCTDAT--NTARRF SHGLGMPIVARSEDLETGHLTHASY
RFQVHRFHHIEFWCTDAT --NASRERF SWGLGHMPIVAREDLETGHQIHASY
FESVERFHHIEFWCGDAT --NTSRRESWSLGMPITEKSDLETGHSVHASY
FESVERFHHIEFWCGDAT --NTSRRESWSLGHMPITEKSDLSTGHSVHASY
FESVKRFHHIEFWACGDAT --HTERRFSWELGMPIAAKSDLETGHSVHASY
HFAVKRFHHIEFWCGDAT--NTERRF SWMGLGMPLYVAKEDLETGIEVHASY
HFPVHRFHHVEFHCGDAT--NTSREFSHGLGHPLVAKSDLSTGHSAHASY
RFHTLSFHHVEFWCADRA--SARGRFAFALGAPLARRSDLSTGHSAHLSO
REFHTLSFHHVEFWCADAA--SAAGRFAFALGAPLAAREDLETGHEVHASD
RFPYLSFHHVELHCADAA--SAAGRFSFALGAPLAAREDLETGIEAHAS

RFQALAFHHVELWCADAA--SAAGRFAFALGAPLAARSDLSTGHSAHASL
RFHTLAFHHVELWCADRA--SARGRFSPGLGAPLARRSDLSTGHTAHASL
RFHTLAFHHVELHCADARA--SARGRFSFGLGAPLAARSDLSTGHSAHASL
AFECEKFDHIEFWCGDAT --NARARFGVGLGHGLRCKSDATTGHGTYRASY
AFECYGFDHVEFVMCGDAT --HAASRF GV GLGMELRARSDASTGHGIYASY
LFTMREFHHVEFWCEDAT --TTAARFAVGLGHMOLVAREDLTTGIHARYASY

——IVQGIHHLHFYLWDLE --RWREHFCRVAGFEVASDAGH-——————— TL
PLGTDGFEFVEYTAVDHKGIEQLEALLVSLGFAEIAKHRSKE-—————— AT
PLGTDGEFEFVEY TARDEKGI ADLKALFVSLGFTEVAKHRSKE-—————— W
FMGLMGFEFIEFASPTPG-——-TLEPIFEIMGFTEVATHREEKN - ————— WH
FAGTDGFEFVEFASADPQ---ELRDLFTRMGY AHVANHKTQR -—————-— IE
PAGTDGFEFVEFAHPDPO-—-ELRDLESKMGYELVGRHESKD -—————— VE
PYVGLNGVDFIEYSGPDAH---FFEQVFERYAFKEVGOVAGEN —————- IK

VIKQGK- —IVEVLOSALN PN == == ——— = ———m —— o mmmm
VIKQGK- —IVEVLSSALNPAN - ———— —————————
VYRQHH- —ATFVFQEPLEPGH— ———— === ———— ——— o
VYREHNH- —¥VIAFTEALTPED- —— == == == === ——————————mm
VVQUHG- —VREVE TS PVRGSA- ———— === = ——— = —————————mmmm
VVRHGD-—I TFILTGPLRG——— == == === ——— = —————m o mmmm
LVGKED- -VREFVFTSPIRSHVH—— == ———— === = ———mm oo
VHMQUGS--ITLEI INTLETIDDDHYLEFPFFQNDLUKFRI INHE YFLENF
VIRAGD- -VTLEI VHTLETVEDDHYLEFPY FEKDLKQFPOLHESKY LRDF
VLESGA- —VRFVIKGAVNPDEP———— == == —————————— - —mmm o
VLKSGA- —VREVVKGAVDPASP ———— —————————————— -
VLKSGS— ~IRFVLKGAEVEPDGP———— ———— ———— ————— e
VLTHGS- —ARFVLTSVIKPATPH-—— ———————————————— ————— ———
VLEQDK--IRLVLTTPLGKGGE ———— == == —————————— == ————————
VLRQDK- -IRLVLTSPLGSAGP———— === = ——————————————mm————
LHMOOGE- ~IRLVLTTSI TADTP—— == ————— === ———————————— ————
VHSQGT- —ARISFTSSHNDDEY —— —— === = ———— = ——— === ————————

LLTSGD- -LRFLETAPYSP--—SLEAGE - ————————————————————
LLTSGD- -LRFLETAPYSP--— SLEAGEN—————————————————————
LLRSGE- -LNFLETAPYSP-—— SIAGHT ——————————————————————
LLRSGD--LSFLETAPYSP-——TIAGMENF ———— ————————————————
LLRSGD--LNFLFSAAYSP---SI5LEG——————————————————————
LLRSGD--LSFLFSAPYSP---SLEAGES—————————————————————
LLRSVSGELQFVETAPYSP-——SI SVPG——————————————————————
LLRSVSGELQFVETAPYSP-——SI SVPG——————————————————————
LLRPVSGELQFLFTAPYSP--—SI STPS——————————————————————
LVRSAH- -LEFVFTAPYSP-——STTTS5G-———— ————————————————
LLRSGE--LSFVETAPYSP-—— SLAEPS——————————————————————
LLRSGS--LAFLETAPYAN-———— GODAR-————————————————————
LLRSGH--LAFLFTAPYAN-——-— GCDBA-———————————m o
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AVENA-SATIVA

ORYZR-GATIVA
SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MAYS

ABO95005 OLUCIMARINUS
OTAURI
MICROMONAS-PUSILLA-CCMP1545
SYHECHCCOCCUS-5
VIBRIO-SP.-MED222
MARIMOMOMAS-SP, —-MED121
PEEUDOHMONAS-FLUORESCENE
SULFITCBACTER-SP.-HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597
BDELLOVIBRIO-BACTERICVORIIS

RATTUS MNORVEGICUS
HOMO-SAPIENS
XEHMOFPUS-1AEVIS
BLEPHARISMA-JAPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISEAR
CAMDIDA-ALBICANS
PICHIA-STIPITIE
RHODOCOCCUS-SF.
EHCDOCOCCUS-ERYTHROPCOLIS
JENIBACTER-SP.-HTCC2649
STREPTOMYCES-AVERHMITILIS
FORDIA-ALGICIDA

LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME

GEMMATIHONAS -AUTRANTIACA
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOPEIS-THALIANA
BEASSICA-RAPA-SUBSEFP.-PERKIHENEI
COPTIS-JAPOMICA-VAR, -DISSECTA
HEVEAR-BRASILIENSIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHNE-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICUNM
SOLANUNM-TUBEROSUM
NICOTIANA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLENOSTEMON-SCUTELLARIOIDES
HORDEUM-ULGARE
TRITICUM-EESTIVUM
AVENA-SATIVA

ORYZA-EATIVA

SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MRYSD

ABO95005 OLUCIMARINUSG

OTAURI
MICROMOHAS-PUSILLA-CCHP1545
SYHNECHCCOCCUS-SP.
VIBRIO-SP.-MED222
MARTMOMOMAS-SP, —-MED121
PEEUDOHMONAS-FLUORESCENE
SULFITCBACTER-SP.-HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597
BDELLOVIBRIO-BACTERICVORIIS

RATTUS NORVEGICUS
HOMO-SAPIENS
XEHNOPUE-LAEVIE

ES 2 588 802 T3

CLUSTAL X (1.81) alineacion de secuencias multiples

LLRGGA--LAFLFTAPYAPPPQOEARTARR ————————————————————
LLRGES--VAFLFTAPYGGDHGVGADEAT - ————————————————————
LLRSGA--LAFLFTAPYAH-—--- GADAA- ——————=—————————————
LLRSGS--LEFLFTAPYAH——-—- GADAA- ——————=—————————————
AMESHD--LTEVETAPY G- ———— VESGGER—————————————————
EMESHD--LTFVFTAPY GDDERAVGCGGEEE————————————m—mm————
VLQSHD--TRFVFSAPY DVPEGEEHDDARS ———————— ———————m————
ELEQGE—-LRLRLEQPARRG-————— ———————————————
LYRQGD-—INFIVHEQPHG——— = —— = ———m——mmmm e
LYRQND-—INFIVHGEPNG——— = —— = ——————mmm e
LYRQGE——INLILHHEPHS——— = —— = ———m——mmmm e
LWQQGED-—I TYVLHADPDS —— = = —— = ———— ———m— e
LHQQGD-—ITY I ITHAEPGT ——— = ——— ———— ———m— e
LFRQGD——INFILHCEPHT —— = == — = ———— oo

KLTTDDLIFDEVHSRIESLSFRESDY LEFGEOFYNHI IRSDDYQESHAKY S
KITTHDLYFDEVHSRIESE SV EPHAHYFRREKLYNKIVSSRAFRINHIMEFDYH

———————————————————— KEMGDHLVKHGDGVEDIAFEVEDCEHIVOK
———————————————————— KEMGDHLVKHGDGVEDIAFEVEDCDY IVQK
———————————————————— HPISDHVAMHGDGVKDVAF SVEDCRGIYER
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CLUSTAL X (1.81) alineacion de secuencias multiples

BLEPHARISMA-JZPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISEA
CANDIDA-LTBICEMNS
PICHIA-GTIPITIS
RHODOCOCCUS-EP.
EHCDOCOCCUS-ERYTHROPCLIS
JBENIBRACTER-SP.,-HTCC2649
STREPTOMYCES-AVERMITILIS
EORDIA-ALGICIDA
LEEUWEHHOEKIELLA-BLANDENEIS-ME
GEMMATIMONAS-AURANTIRACA
PICROPHILUS-TCERIDUS
ARABIDOPSIS-THALIANA
BEASSICA-RAPA-SUBSF. -PERINENSI
COPTIS-JEPOMNICA-VAR, -DISSECTA
HEVEA-BRASILIENGIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHE-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICIUM
SOLAMUM-TUBERGSUM
NICOTIANA-BENTHAMIAMA
DAOCUS-CAROTA
ECLENCETEMON-SCUTELLARIOIDES
HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVEMNA-SATIVA

ORYZA-GATIVA
SORGHUM-BICOLCR

ZEA-MAYS

ABO95005 OLUCIMARINUSG

OTAURT
MICROMONAS-PUSILLA-CCHMP1545
SYHNECHOCOCCUS-SP.
VIBRIO-SP.-MED222
MARINOMOMNAS-5P. -MEDLZ1
PEEUDOHMOMNAS-FLUORESCENS
SULFITCBACTER-SP. -HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCCZS597
BDELLOVIBRIOQ-BACTERIOVORIS

EATTUS HORVEGICUZ
HCOMO-SAPIENSE

XEHNOPUS-LAEVIE
BLEPHARISMA-JZPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISEA
CANDIDA-LTBICEMNS
FPICHIA-STIPITIS
RHODOCOCCUS-5P,
EHCDOCOCCUS-ERYTHROPCLIS
JANIBACTER-SF. -HTCCZ649
STREPTOMYCES-AVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWEHHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME
GEMMATIMOMNAS-AURANTIACA
PICROPHILUS-TCERIDUS
ARABIDOPSIS-THALIANA
BEASSICA-RAPA-SUBSF. -PERINENSI
COPTIE-JAPONICA-VAR.-DISSECTA
HEVEA-BRASILIENGIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHE-MAX

———————————————————— HEVHRHVGKHSDGVODIAFSVSDARGHYEK
————— RQTLKAAPLEDQARLDEMYDHLDKHGDGVEDVAFEVDDVLAVYEN
————— LDQVDRFPPEEQELLKEI HAHLEKHGDGVKDVAFEVDEVDSVEYA
————— LPEDEPISDEDRALLKEMHAHLEKHGDAVKDVCFEVDIVQGVYER
HFIVQTIMHMSEET YHDMMECTLIQKFLKLHAEGVMD IAFVHNDVDTIFNE
MLILNVINHMSEVIVHDIMECTLIQKFLKTHGEGVMDISFLVEDVITIFDK
—————————————————————— LIDHHRTHGDGVVDIALRVPDVDKCIAH
—————————————————————— LIEHHSRHGDGIRDIALSVPDVDKCIAH
—————————————————————— LIAHHTKHGDGVVDISLEVPDVDKCIAQ
——————————————————— GHFLADHVAEHGDGVVDLAIEVPDERARHRY
—————————————————————— INEHIDLHGDGVKVVALWVEDATEAFEE
—————————————————————— INEHIVKHGDGVKVVALIVEDARSAFEE
—————————————————————— IAEHVHRHGDGVRDYALWDDARLAYET
—————————————————————— ISNHVKKHGDGVEDIALEVDDLDERKSL
——————— KPTTTASIPEFDHGSCRSFFSSHGLGVRAVAIEVEDAESAFS I
——————— PPTTTASIPSFDHVTYREFFSSHGLGVRAVAVEVEDREARFS T
———————— LTHTASIPTYSHYLARLFASTHGLAVRAIAIEVQDAELAYNI
——————— SHTATASIPTFGHEACRNFGAKHGLGVRAIAIEVEDAEIAYHT
———————— PSSTAATPTFSASTCFEFEASHGT AVRAVAVEVE DAEVAFTT
———————— AASSASIPSFDARTCLAFARKHGFGVRAIALEVADAEAAFSA
——————————— TAGIPSFSTPTYRDFTAKHGLGVRAVALEVENAYLAFSA
——————————— TAGTPEFSTSTHRDFTAKHGLGVRAVALEVENAY LAFSA
——————————— SARIPSFSTSTHRSFARTHGLGVEAVALEVENRY TAFS
——————————— SAAIPSFSESGFHSFARKHGLAVRAIALEVADVEAAFE
——————————— SASTPTFSFSDHRAFTSSHGLAVREVATQVDEASEAYSA
——————————— TASLPSFSREDARRRFSADHGIAVREVALRVADAREAFRA
SADARRRFSADHGLAVRS IALRVADEAEAFRA
SADAARTFAARHGTAVRSVGVRVADBAFAFRY
PGARRRFAADHGLAVHAVALRVADAADAFRA
AERRRFAXDHGLAVRAVALRVADAEDAFRA
ARRRRFAADHGLAVRAVATRVADAEDAFR-
——————— GEAPHPG--- HEGRAMMRFFEKHGLAAREVGVRVKDERAAYEE
——————— VIVPHPG---NERGAMMRF FERHGLAARAVGLRVGDARAAYEE
———————— SMFEKSGVLSHDPSFMRTFCERHGLAVRAVCLLVDDAAVAFYT
———————————————————— DEVDRHLQRHGPGVYDVALAVGEQELPALA

————————————————————— QREAFAKVHGPSVCGMAFRVNERTARMEQ
————————————————————— QSEAFARIHGPSVCGMAFRVKDAEGLAMOH
————————————————————— IASYFAREHGPSVCGHMAFRVEDEQKAYHR
————————————————————— FARGFVAEHGPCAPSMGHRVVDEQKALDH
————————————————————— HARTFIEEHGPCAPSMGWRVVDEQHAFDH
————————————————————— FATDFAKLHGPCVHATGFRVIDADQAFKT
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ARERGAKIVREFWVEED-————— KFGKVEFAVLOTYG-DTTHTLVEK-——-
ARERGAKIMREPWWEQD--————— KFGKYEFAVLOTYG-DTTHTLVEK-——-
ATERGAESVREFWEESD-————— EFGTVVHMATIQTYG-DTTHTFVER-——-
ATAKGCESFREPOVLOD-————— QFGSVIIASLOTYG-DTVHTLVQMH-——
VANGAESVSSPHTDSC-————- DEGDVISAARTIETYG-DTTHTFIQR-——-
ATHHGARIVSQPRTLED-————— DHGVERVATIQTYG-ETTHTLVER-——-
AVQQGAVEIAPPKTLEDE-————— EHGEVTMAVIQTYG-DTTHTLLSE-—-
ATKAGSGIIRIPKIISD-————— ENGVVELATISIPNSDIQHTLIEH-—-
AVARGAGIIRIPKIISD-————— CHGSVELGTISIPETDIQHTLIENH -———
ARADGATVLDEPHDVTD-————— DHGTVRLAATATYG-DTEHTLVDR-—-
AITQGATVLSEFHDITD-————— EHGTYELASIATYG-ETEHTLYVDE-—-
ARAAGARVVQEAERTVED-————— EFGEVRIGAIATYG-ETREHTLVQRTYVD
AIEHGARSVAEPYELED-————— EHGTVVLARTATYG-KTRHTLVDR-———
TTERGAKPYMEPTEEED-————— ENGYVIRSGIYTYG-ETVHVEFVER-———
TTKRGAKFFMEPEVEKD-————— EHGEVVEESGIYTYG-ETVHMFYVER-——-
ATARGAIPIQEPQVYSD-————— EHGEVVIAAIGTYG-DTIHELVER-——-
IEKYGTEVS-KINEIED-————— GMGKIETAEIKTYG-ETVHTLIET-—-
SVANGATIPSSPPIVINE-———————- VTIAEVELY G-DVVLRYVSYERE
SVEHGAVPSEPPIVIHND-———————— AVTIAEVELYG-DVVLEYVSYRVA
SVANGARPSEEFPIKLDE-———-—-———- VY LEEIQLYG-DVVLRYLEFEIT
SVARGALPHMGGPITLDN-——--—-———- FAVVAEVHLY G-DVVLRYISYENS
SVHNLGAIPSSPPVILEN-———————- IWVELAEVHLY G-DVVLRYVSYHDL
SVAKGAEPASPEFVLYVDD-———————— RTGFAEVELYG-DVVLRYVEYKDA
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SOLANUM-LYCOPERSICIM
SOLANUM-TUBEROSUM
HICOTIANA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLENOSTEMON-SCUTELLARTIOIDES
HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-SATIVA

ORYZR-GATIVA
SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MEYS

ABO95005 OLUCIMARINUG
O0TAURI
MICROMOMAS-PUSILLA-CCHMP1545
SYMECHOCOCCUS-SF.,
VIBRIG-SF,-MED222
MARINOMONAS-5FP . -MEDLZ1
PEEUDCHMONAS-FLUORESCENS
SULFITCBACTER-SP.-NAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCCZ597
BDELLOVIBRIO-BACTERICVORIS

EATTUS MORVEGICUS

HOMO-SAFPIENE

HEMOPUS-LAEVIS
BLEPHARISHMA-JAPONICUS
MYCOSPHAERELLE-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISZA
CAINDIDA-ALEBICANE
PICHIA-STIPITIE
RHODOCOCCUS-5P
EHODOCOCCUS-ERYTARQPOLIS
JANIBACTER-ZP. -HTCCZ&49
STREPTCHYCES-AVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME
GEMMATIMOMNAS-AURANTIACAE
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOPSIS-THALIANA
BEEASSICA-RAPA-SU3SE.
COPTIS-JAPONICA-VAR,
HEVEAR-BRASILIENSIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHNE-MAX
SOLANUM-LYCOPERS T
SOLANUM-TUBERCSUM
NICOTIAMA-BENTHAMIANA
DACUS-CAROTA
SCLENCESTEMON-SCUTELLARICIDES
HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-SATIVA

ORYZR-GATIVA

SCORGHUM-BICOLCR

ARA-MAYD

ABC25005 OLUCIMARINUS

O0TAURI
HICROMOMAS-PUSILLA-CCHMP1545
SYMECHOCOCCUS-SF.,
VIBRIC-EP.-MEDZZZ
MARINCMONAS-SF.-MEDLZ]
PSEUDOHMONAS-FLUORESCENS
SULFITOBACTER-SP, -HAS-14.1
OCEANICOLA-BATEENSIS-HTCCZ597

—-PEKINENEI
—~DISSECTA

ES 2 588 802 T3

CLUSTAL X (1.81) alineacion de secuencias multiples

RGAKPRFEPVTIDE-—-—————-
RGAKPRFEPVTIDE-—-—————-
SRGAKPMFEPVTIDE-————————
\RGARPASEPVELDD-————————
RGAKPVSPPVVLALC-————————
RRGARPAFAPVDLGR-————-——-
DGGARPnF“P‘DLGR —————————
\GGARPAFAPADLGH-—————-——-
VABGARPARFQPADLGE-————————
SVALGARPAFEPVELGL-—-——————
BVERGARGVLAPTVLTHTVDDGCAKG
AMERGARGYLEPTEMRHEKHDGCVHG
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HVAEVAEVHLY G- DVVLRFVSIVED
HVAVAEVHLY G-DVVLREFVSEVED
QVAMAEYVHLY G- DVVLRFIMS-LKD
QAWLAEVELY G- DVVLRFVSFGRE
ETATAEVHLYG-DTVLREFVSCGSG
GFAFAEVELY G-DVVLREVSHPDG
CFGFAEVELYG-DVVLRFVSHPDD
GFGLAEVELYG-DVVLRFYVSYPDE
GFGLAEVELY G-LCVVLREFVSHPDG
GFRLAEVELYG-DWVLRYWVSYPDD
GFRLAEVELY G-DVVLRYVSYPDG
GOVIAETELYG-DVVLRFVHNATDG
TOQIISEVELYG-DVVLRFVSRADG

SGQHGGR-———— -5 SPAFSSACDGFAR-—--VESEVELYG- DVVLRY YSFHAG
ELLRGRG-——-——————————————————— AQLAWI P-BARALCLHTPYG
AFKGGGEEYK-TEIGP--—-—---- MELSIPAIYGIG-ESLLYFVDRYGK
ALANGAKEFS-GHLGA—-—-————— MELKLPAVYGIG-ESTLYFIDRYGD
ALELGAQPIH-IDTGP———-————— MELNLPAIKGIG-GAPLYLIDRFGE
VEKGAEEYT-GAG——————————— KVLDVPAIKGIG-GSLIYFVDQYYD
AVEHGATPYE-GDG—————-——-—— KVMDVPAILGIG-GSLIYFIEDYYE
BVARGARPYEGHEHQK———-————— GATPFPAIYGI G- DSLI YFHDOKNQ
-INYTG--——- RFLPGFEAPTYKDT --—-- LLPKLPSCHLEL I DHIVGHQ
~MHYIG--——- QFLPGYEAPAFMDP--—-- LLPKLPKCSLEMIDHIVGHQ
-THYKAP--AHVFLPHYRA-CEVDP--—-- INNVLPTVELLNVDHVVGHQ
VDYTG-———- PFLPGFRAITEDDP----— LNSAEFPQVHYDIIDHVVGHQ
-TTYTG--——- PFLPGYRSCTTVDS-———— ANKFLPPVHLEAIDHCVGHQ
-G5YHG--——- AFLPGYRMETGVEDP----ISQLLPGVHLIRI DHCVGHQ
-DMFRG--——- TFLPGFRDVNRQPAR-—--YSALAP-VPLQRIDHCVGHQ
-INYTG--——- PFLPGFSQPIYPLADYYQVQLNMIPPYHLTVLDHCVENY
-IDYTG--——- PFLPHYSESVTQYNSKY YDQMOHI PTYSFQCIDHCVENY
-SHYTG--——- PYLPGYTARTSGHT-——-— KRDGAPKRLFQALDHVVGLV
-BRYTG---——- PYLPGYVERTGSYR-——-- KRDGAPKRIFQALDHVVGHY
GQTYSG-—-—- PYLPGYVARSSSFV-——-— KRDGAPKRLFQALDHIVGHY
-TGYDG--——- PYLPGYVARAP-——-———— IVEPPAHRTFQAIDHCVGHY
-KMYHG--——- VFLPGYQRWEG-—————-—- HYHPEPVGLEF I DHMVGHY
~ENYHG--——— QFLPGYRKWES——--——-—— DYHPEPTGLKY I DHMVGHY
-RMYHG---—- VELPGFKAVTP--——————— HYQPSDVGLEY I DHCVGHY
-GDYHG--——- VEMPGYEESEI -~ ————————— HSKHTGIKKIDHIVGHY
DTE——--—- KSEFLPGFERVEDARSSF——--——- P-LDYGIRRLDHAVGIV
TV-————————- FLPRFETYDDTS5F—-———-— P-LDYGIRRLDHAVGIV
H-—-—-Q5CP---FLPGFEEVGEVSSG—————— RGLDFGIRRLDHAVGHV

HEPNLHNDSSPDSWELPRKEESVDEASSE
HP-—-HQHPHLFFLEGFERVEDESEH

et
=

——————— P LDYGIRRLDHAVGLHTV
————————— SLDFGIRRLDHAVGITY

APQAPHADPSEWFLPGFEAAASSEEEF———-———— PELD&GIRRLDHRVGHV
ADTL-——————- IFLPGFEAMDETSSF-———-———— KELDYGIHRLDHAVGIY
EDSL——————- IFLPGFEAMDETSS5F-———-———— KELDYGIRRLDHAVGITY
ADSL-——————- VELPGFHAMDETASY ———-———— KELDYGIRRLDHAVGIY
EG————- LFLPGFEAVEGTASE-——————— PDLDYGIRRLDHAVGLHTV
ADG-———-—-———— WEFLPGFEVVGDGVSC———-———— QELDYGIRRLDHAVGITY
TDVP-——————— FLPGFEGYVTHP-————-———— DAVDYGLTRF DHVVGITY
TDVP———————— FLPGFEGYVSHP-—————-———— DAYVDYGLTRF DHYVVGITY
TDLP-——————— FLPGFEEVSSP-————-———— GAVDYGLTRFDHVVGHY
ADAP-——————— FLPGFEGVSHP-————-———— GAVDYGLERFDHVVGIY
ADAS-——-————- FLPGFY¥GVTEP-————-———— GAADYGLERFDHIVGITY
ARGRP-—————— FTPGFREVASP-————————— GAADYGTSRFDHTVGENY
———————— FDGDEFLCHYSATRDAP--—-—-————-—-DWSYGLORLDHAVGIY
———————— FDGDFLCIYEATROVP-—-——-————-—-- SV SYGLRRLDHAVGIY
EENA----KPKTFLPGYEDVPLEFPHT-—-———-— TPLTYGLORLDHAVGIY
IFHG-———————— LIPGPLDAAPAREAG-——————————— LEFSHWDHVYVLLITV
-Q5IYD----¥DFEFYCDARQRMARA-——-———-——-—— WYVGLYEIDHLTHHY
-E5IYD--—-¥DFNFYEHNYQEKMLSH-——-———-———— QAGLYEVDHLTHHY
GSSIYD--—-IDFVYLEGVERNPVG-————-———-————— AGLEVIDHLTHIV
-TSPYN--——-EEYDWIAQS--KPAG-———-———————— VGEFYYLDHLTHIV
-TSPYN--——-AEFDWLAQS--KPRG-——————————— VGFYYLDHLTHIY
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BDELLOWVIBRIO-BACTERIOVORUS

EATTUS HORVEGICUS
HOMO-SAPIENS
HENOPUS-LAEVIS
BLEPHARISHA-JLZPONICUS
MYCOSFPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUE-FUMIGATUS
MAGNAPORTHE-GRISZA
CANDIDA-ALBICANS
PICHIA-STIPITIS
RHODOCOCCUS-5P.
EHODOCOCCUS-ERYTARCEOLIS
JAHNIBACTER-SP.-HTCCZ2649
STREPTOMYCES-AVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA

LEEUWEHHOEKIELLA-BLANDENSIS-HME

GEMMATIMONAS-AURANTIACS
FPICROPHILUS-TORERIDUS
ARABIDOPSIE-THALIANA

BRASSICA-RAPA-SU3SP, -PEKINENST
COPTIS-JAPONICA-VAR,-DISSECTA

HEVEA-BEASILIENSIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCINE-MARX
SOLANUM-LYCOPERSICUM
SOLANUM-TUBERCGSUM
NICOTIANA-BENTHAMIANA
DARUCUS-CAROTA

SOLENCESTEMON-SCUTELLARICIDES

HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-RESTIVUM
AVENA-GATIVA

ORYZA-SATIVA
SORGHUM-BICOLCR

ZEA-HAYD

ABO95005 OLUCIMARINUS
OTAUERI
HICROMOMAS-PUSILLA-CCHMP1545
SYHNECHCCOCCUS-S5P.
VIBRIC-S5P.-MEDZZZ
MARINOMONAS-5P.-HMED1Z1
PSEUDOMONAS-FLUORESCENS
SULFITOBACTER-SP.-HAa5-14.1

OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597

BDELLOWVIBRIO-BACTERIOVORUS

BATTUS MNORVEGICUS
HOMO-SAPIENS
XEHNOFUS-LAEVIE
BELEPHARISMA-JAPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISZA
CRNDTDA-ATRTCANS
PICHIA-STIFITIS
EHODOCOCCUS-EFP.
RHCDOCOCCUS-ERYTAROPOLIS
JRENIBACTER-SFP,-HTCC2649
STREPTCHMYCES-AVERMITILIS
EORDIA-ALGICIDA

LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME

GEMMATIMOMNAS-AURANTIACA
PICROFHILUS-TCOREIDUS

ES 2 588 802 T3

CLUSTAL X (1.81) alineacion de secuencias multiples

-DELYN----EIFQVEPED-KAFPVG-———————————— VGEFTVVDHETHIY

FDQEMESASEWYLEN LG FHAREFVEYVDDTOVHTEY SELRSIVVAITYEESTEIM
FDQEMY SASEWYLEN LG FARFWEVDDTOVHTEY SELRSIVVAITYEESTEIM
PDDHMVEPVAEWYEEMLMFHAEFWSVDDTOMHETDY SALRSIVWVTDY DEVI KL
PGGDHTPTVEWYEEY LEFHEYWSADESVIHTDY SALRSVYVWVADWDEVI KL
DWDEMSDACDEYERCLGFHRFWSVDDEDICTEFSALES IV SPIQWVWEL
DWDEMDEVCEY YERALGFHAREWEVDDEQICTEY SALES IVHMASPHEVVEL
CWDDHRAACDEFYERCLEFHEFWSVDDHQI STDESALNS IVMASPNNVVEL
SWNOMMEQARLYADMEFGFAEYWSVDEDDISTGFTALRSIVMSSENGQTI KM
SWNOMMAQARKLYASLFGFHEYWSADDHDIATDHTALRS IVMASGNGET KT
ELGKMDHWDEYHRVHGETHMAEFVGEDIATDY SALMSEVVSHGHHEVER
ELGKMDQYDEYHRYMCFTHMAEFVGGDIATDY SATMEKYVSEGHHEVRE
ELGKMDEWY SEYHRVMGEFVHNMAEFVGDDIATDY SATMSKYYANGHHEVEE
ELGRMNEWVGFYHEVHGETHMEEFVGDDIATEY SALMSEVVADGTLEVER
GUGEMEEWCEFYAKVHGFAQITISFTDDDISTDETALMSEVHSHGHGRIEE
CHGEMHTWVEWNYEDVMCFVHEFLTFDDEQITTEY SALMSEVMSHGHGRIKE
ELGKMNQWYGYYADVLGFERNLITFDDTDINTEY SSTHMESEYHANGHDRIEE
YEGEMDSWWVHFYIEKLGFEHLITFDDEDIRTDY SALRSKVVEY -HNDDIVE
F--ELGFALTYYAGFTCFHOFAEFTADDVGTAESGLN AV LASHDEMYLL
P--ELGPALTYLSRLTCFHOFAEFTADDVGTAESGLNSAVLANNDETVLL
P--HNLAEATIGYLEEFTCFHEFAEFTREDVGTTESGLNSIVLASHDEMVLL
F--ELAPAVEYYEEFTCFHEFAEFTAEDVGTEESGLN LY LANNEDTVLL
F--ELSSAVEYYEQFTCFHEFAEFTAEDVGTEESGLHN VY LANNEETVLL
P--ELAPAVRYLEGFSCFHEFAEFTRAEDVGTSESGLNSVVLANNSETVLL
P--ELGPVVDYIEKAFTCFHEFAEFTREDVGTAESGLNSVVLANNDETVLL
P--ELGPVVDYIEKEFTCFHEFAEFTREDVGTAESGLNSVVLANNDETVLL
F--ELGEFAVDYIEKRFTCFHEFAEFTSEDVGTAESGLHNSMYVANIIDETYLL
T--ELGPVVEYIKGFTCFHEFAEFTAEDVGTLESGLNS VYV LANNEEMVLL
F--KLEFVVDYLERFTCFHEFAEFTAEDVGTAESGLN VY LANHHENVLE
F--ELAPAAAYTAGFTCFHEFAEFTAEDYVGT TESGLISYY LA EEGYLL
P--ELAPRAAYVAGFACFHEFAEFTTEDVGTAESGLN MV LANNSEGVLL
P--EMAPVIDYHMEGFLCFHEFAEFTREDVGTTESGLN SV LANNSEAVLL
F--ELAFVAAYT SGFTCFHEFAEFTAEDYVGTAESGLSVYLANAETYLL
F--ELAPAAAYFAGFTCFHEFAEFTAEDVGTTESGLHNSMY LANIAENYLL
P--ELAPRAAYFAGFTCFHEFAEFTTEDVGTAESGLN MV LANNSENVLL
H--DLIETYVDYITKVTCFHEFAEFTAEDIGTIDSGLNSHYLANNNEYVLL
H--HNLLETVDYIMKITCFHEFAEFTAEDIGTIDSGLNSHYLANNNEYVLL
P--HLLETVDYITAMTCHMHEFAEFTREDVGTVDSGLNSMYVLANDDEMILL
EQGESLOARADWY GRYLCEHRRLYRY S——-IGTATSGLESYYVGDPEAGI QW
KOGHMDVWEGFYERLGHFREIRYFDIEGKLTG-- -V ERAMTSPCGEIRT
MRGHMDHWAGEYENIGNFREIRYFDIEGKLTG---LVSRAMTSPCGEIRT
YREGRMVYWANFYEKLFNFREARYFDIKGEYTG---LTSKAMSAPDGMIRIT
FEGHMDVWEFEFYGDLFNFEEIRFFDIEGKFTG---LTSRALTSPCGRIRI
FEGHMDTWEFRFYGDLFHFREIRFFDIQGKYTG---LESRALTSPCGRIRI
PEGEMDEWOHFYEDIFGFYEAKYFDIRGSKETG---LLSRAMESPCGEESY

PINEPAPGRE-KSQIQEYVDYHNGGAGVOHIALRTEDIITTIEHLRER———
FINEPAPGKE-KEQIQEYVDYHGEAGYQHIALKTEDIITATIRHLRER-———
FINEPAPGKE-KEQIQEFVEYYGGAGYVQHIALRTDDILRDVSAMEBAR-———
FINEPADGLR-KEQIQEYVEY Y GEAGYVOQHIALKYHDIISYISTLRAR-———
PINEPAHGKE-ESQIEEYVDEFYNGPGVOHIALRTPHIIEAVSHLRSR-———
PINEPAKGKE-QSQIEEYVDEFYHGAGYVOHIALLTODIIRDITHLEAR-———
FINEPAEGKE-REQIEEYVTFHECAGYVOQHIALLTEDIITTVEAMRER-———
FTHRFVESTM-KGEOTRFFNOFNGERPGTORT AFRTHNT TRTVMATMOR-——
FINEPVESKM-RGQIEEFHDFHGGPGYVOQHIALRTHDIIDTVCALLAR-———
FLNEPALAKE-REZQIDEYLDEYRGPGAQHLALATHDILTAVDQLTAE-——
PLMNEPAIAKK-RSQIDEYLEFYOGPGAQHLALATHDILGAVDALVDE-———
PLNEPAIAKK-RSQIDEYLDFYOGPGAQHLAVATNDILRSVDELREKE-———
FINEPALAKE-KSQIDEYLEFY GCAGYQHIALNTGDIVETVRTMRAR ———
FINEPAEGKE-KSQIEEYLDEYNGEGYVOQHIAVATDHIIDTVSQMRER———
PINEPAEGIK-ESQIEEYLDFYEGPGVOHLAVATDDIVETVARLEKAR———
PINEPASGKE-KSQIEEYLDEY GGPGAQHLALATDDILATVTATLRDR-———
FINEPAEGLR-KEQIEEYLDYYREEGYVQHIALLTDDIIKTVSMMEEN -———
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ARABIDOPSIS-THALTALA
BRASSICA-RAPA-SU3SP, -PEKINENST
COPTIS-JAPONICA-VAR. -DISSECTA
HEVEA-BEASILIENSIS
MEDICAGO-TRUNCATULL
GLYCINE-MARX
SOLANUM-LYCOPERSICUM
SOLANUM-TUBERCEUM
NICOTIAMA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLEHOSTEMON-SCUTELLARIGIDES
HORDEUM-VULGERE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-SATIVA

ORYZA-SATIVA

SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MAYE

ABCO35005 CLUCIMARINUS

OTREURI
MICROMOWAS-PUSILLA-CCHPL545
SYHMECHOCOCCUS-SP.
VIBRIO-SP.,-MED222
MARINOMONAS-SP.-MEDLZ1
PEEUDCHONAS-FLUORESCENS
SULFITCBACTER-SP.-1HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597
BDELLOWVIBRIO-BACTERIOVORUS

BATTUS MNORVEGICUS
HOMO-SAPIENS

XEHNOFUS-LAEVIE
BLEPHARISHA-JLZPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUE-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRISZA
CRMNDIDA-ALBICEMNS
PICHIA-STIPITIS
RHODOCOCCUS-5P.
RHCDOCOCCUS-ERYTAROPOLIS
JAHNIBACTER-SP. -HTCCZ2649
STREPTCHMYCES-AVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME
GEMMATIMONAS-AURANTIACS
PICROFHILUS-TCOREIDUS
ARABIDOPSIS-THALTALA
BRASSICA-RAPA-SUZSP. -PEKINENEI
COPTIS-JAPONICA-VAR, -DISSECTA
HEVEA-BRASILIENGIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHNE-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICUM
SOLANUM-TUBERCGSUM
MICOTIANA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOTRHOSTRMON-SCUTRTTARTOTNRS
HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-GATIVA

ORYZA-SATIVA
SORGHUM-BICOLCR

ZEA-MAYE

ABO95005 OLUCIMARINUS

OTAUERI
MICROMOWAS-PUSILLA-CCHPL545

PINEPVHGTKRESQIQTYLEHNEGAGLOHLALMSEDIFRTLREHMRERS G-
PVHNEPVHGTKRESQIQTYLEHNEGAGYVOHLALMSEDIFRTLREHMRERS G-
FMNEPYVYGTEREKEQIQTYLEHHNEGAGYQHLALYEEDIFTTLREMRRRE G-
FLNEPYVFGTEREKEQIQTYLEHNEGAGLOHLALYEEDIFETLREMRRRE G-
PMMEPVYGTKRESQIETYLEHNEGAGLOHLALMSADIFRTLREMRERS G-
PLMEPVYGTKRESQIETYLEHNEGAGVOHLALVTHDIFTTLREMRERSF—
FLNEPYVYGTERKEQIQTYLEHNEGAGYQHLALYTEDIFRTLREMWERSE G-
FMNEPYVYGTEREKEQIQTYLEHNEGAGYQHLALYTEDIFRTLREMRERE G-
PLMEPVYGTKRESQIQTYLEHNEGAGVOHLALVTEDIFETLEEMRERS G-
PLNEPYVYGTERESQIQTYLEHNEGAGYQHLALYEEDIFRTLREMRERSC—
PLMEPVYGTKRESQIQTYLDHNEGAGVOHLALITEDIFRTLREHMRERSE-
PLMEPVHGTERRESOIOTFLEHHGGPGVOHI AVASSDVLETLEKMEARSA—
FLNEPYVHGTERREQIQTFLEHHGGEGYVOQHIAVASSDYVLRTLREMERARSA-
FLNEPYVHGTERREQIQTYLEYHGGPGYVOQHIALASHDYVLRTLREMEARTP—
PLNEPVHGTKRRSQIQTYLDHHGGPGVOHIALASDDVLGTLEEMRARSA-
PLNEPVHGTKRRSQIQTYLDHHGGPGVOHMALASDDVLRTLEEMOARS A
FLNEPYVHGTERREQIQTFLDHHGGPGYVOQHMALASDDYVLRTLREMQARS A
FVNEPTFGTEREKEZQIQIYLEQHNGPGLOHLALKTDDIFATVEEMREYSHL
PVMNEPTFGTERESQIQTYLEQHNGPGLOQHLALKTDDIFTTVEEMREY SHI
FVNEPTFGTEREKEQIQTYLECHNGAGLOHLALKEDDYVEFATVEEMREHGGG
AINEPTCAAS-—-QIQFFLHAHGGPGIQHAALHSSDIVASLRRLRE—————
PINE-SSDDE--SQIEEFIREYHGEGIQHIALATDDIYETVETLRDRE-——
FINE-SSDDE--SQIEEFLHNQYHNGEGIQHIAMESSDIYETVRQLEAG———
FLNEESSKGA--GQIEEFLMOFHGEGI QHVAFLTDDLYVKTWDALERT ———
PINE-DRDEK--GOIVAYLEKYHNGEGIQHIAVGARNIYDATDAT ADH-———
PINE-DRGET--GOIVAYLEKYHNGEGIQHIAVGARDIYARTDAT AR -———
PINE-PTEEK--SQIQEYLDEYKGSGIQHIALLTHDINY SLESLENS———

——-GMEFLAVP-SSYYRIL-———————— RENLETSE--IQVEEN-————- MDDV
--GLEFLEVP-STYYKCL-———————— REEKLETAK--IEVKEN-———- IDA
-—-GLEFLTIP-RTYYKHL-——-————— BARLSHMESE--VOQVEED-————- L&E
-—-GVEFLEVP-PEYYDSL-———————— RERLAHSE--VOQIEED-———- LER
-—GVEFISVP-DTYYEHNM-—-—-————— RLRLEAAG--MKLEES-————- FDI
-—G¥EFIKVP-DTYYELCI-———————— EVRLEEAG--LTLHED-———- FET
--G¥EFIEVP-HTYYDTM-——-————— ERRLETEERDWELQED-———— FLOR
-—GVEFNHTS3-ENYYHMHL-——-————— KQRLMMDG--IKLYED-———- FDT
-—GIEFNTAS-DEYYTHL-——-————— ERLLRECLD--VALFED-———- FDT
-—-GVEFLATF-DSYYELP-——————- ELRARIG--—--NVEAP-———- ILE
—-—-GIEFLSTP-ASYYELP-——————- ELRARIG--—-EVEVP-———- IEE
--G¥EFLDTP-DAYYDCP-———-————— EMRARIG--—--EVRVP-———- IEE
-—-G¥QFLDTP-DEYYDT-————————— LGEWYG--—-DTRVP-———- WDT
-—-GVEFLYVP-DTYYDD-————————— LLERVG--—-DIDED-———- YVEE
-—-GVEFLPPPPOAYYDD-————————— IPRRLGAHMDTHMEED - ———— LMK
--G¥EFLSVP-TSYYED-————————— LOERYVG-——-FKIDEE-—-———- LEE
—-—GIEFLKTP-GEYYEE-————-—————— LEESRIG-——-5IDED-———- LHE
IGGFDFHMPSPPPTYYON-—————————— LEKRVG---DVLSDD-—-—--QIEKE
VGGEFDFMPSPPPTYYKN-—————————— LEHMRYG---DVLEEE----QIEE
VGGFEFMPSPPPTYYEN-—————————— LEHNRAG---DVLSDE--—--QIEKE
VGGFDFMPSPPPTYYRN-—————————— LENEVG---DVLTDE--—--QIEKE
YVGGFEFMPSEPEVTYYRH-—————————— LEHRYVG---DVLEDE--—--QIEE
LGGFEFMPSPFEFTYYAN-—————————— LHMRAA---DVLTVD-——-QIEQ
YGGFEFMPAPFETYYKH-—————————— LESRAG---DVLEDE-—-—--QIQA
VGGFEFMPSPPPTYYEN-—————————- LESRAG-—-DVLSDE-——-QIQA
VEGFEFHMPSPPPTYYEN-—————————— LFNRAG---DVLTDE-——-0QIQA
LGGFEFMPSPFFTYYKH-—————————— LEHRYVG---DVLEDE--—--QIEE
YVEGEFRFMPSPPPTYYRH-—————————— TRSRAG-—-TIWTINIF———-0QTRR
MGGFDFLPPPLFEYYECG-—————————— YVERLAG---DVLSEA--——-—-QIEE
MGGFDFLPPRCEEYYECG-————-—————- VERIAG---DVLSEA--——--QIEE
MGGFEFMAPPOAKYYECG-—————————— VERIAG---DVLSEE----QIKE
MGGFEFLAPPPPNYYDE-—————————— VERRAG---DVLSEE-——-—-CINE
MGGFEFMAPPAFEYYDCE-—————————— YVERRAG---DVLTEA----QIEE
MGGFEFMAPPTSDYYDCE-—————————— YVERRAG---DVLTEA----QIEE
RGGFDEFQARPASDDYYKCO-————————— LFRKIG-—--DALNDE----QYAL
HGGFDFQARPASDDYYKH-————————- LEEKIG---DALTDE----QYAL
RGGFEFQKPASADYYAN-————————— LEARYVGE--DALTER--—--QFEE
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SYHMECHOCOCCUS-SP.
VIBRIO-SP.,-MED222
MARINOMONAS-SP.-MEDLZ1
PEEUDCHONAS-FLUORESCENS
SULFITCBACTER-SP.-1HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597
EDELLCVIBRIO-BACTERIOVORUS

BATTUS MNORVEGICUS
HOMO-SAPTIENS

HENOPUS-LAEVIS
BLEPHARISHMA-JAPONICUS
MYCOSFPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUE-FUMIGATUS
MAGNAPORTHE-GRISZA
CRMNDIDA-ALBICEMNS
PICHIA-STIFITIS
EHODOCOCCUS-EFP.
RHODOCOCCUS-ERYTARCPOLIS
JAHNIBACTER-SP. -HTCCZ2649
STREPTOMYCES-AVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWEHHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME
GEMMATIMONAS-AURANTIACS
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOPSIS-THALTALA
BRASSICA-RAPA-SU3SP, -PEKINENST
COPTIS-JAPONICA-VAR. -DISSECTA
HEVEA-BRASILIENGIS
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCIHNE-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICUM
SOLANUM-TUBERCGSUM
NICOTIANA-BENTHAMIANA
DAUCUS-CAROTA
SOLENOSTEMON-SCUTELLARIGIDES
HORDEUM-VTULGARE
TRITICUM-RESTIVUM
AVENA-GATIVA

ORYZA-SATIVA
SORGHUM-BICOLCR

ZEA-HAYD

ABO95005 OLUCIMARINUS

OTAURI
MICROMOWAS-PUSILLA-CCHPL545
SYHMECHOCOCCUS-SP.
VIBRIO-SP.-MED222
MARINOMONAS-5P.-HMED1Z1
PSEUDOMONAS-FLUORESCENS
SULFITCBACTER-SP.-HA5-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597
EDELLCVIBRIO-BACTERIOVORUS

EATTUS MNORVEGICUS
HOMO-SAPIENS
FREMNOFUS-TARVTI
BELEPHARISMA-JAPONICUS
MYCOSFPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGNAPORTHE-GRISZA
CANDIDA-ALBICANS
PICHIA-STIFITIS
RHODOCOCCUS-5P.
RHCDOCOCCUS-ERYTAROPOLIS
JAHNIBACTER-SP. -HTCCZ2649
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QGGVDFLOVAP-QYYTSE—————————— LERELGL--ALRSALGOARISHOD
—-GMDFHMPTP- DT YYEKVDDRVEGHG-——————-—————— ED-———- TDL
——GLKFMSTP-DTYYAKYHDRYVGHG-——————-—————— ED-——-- LEK
——GMRFMTAPPDTYYEMLEGRLPDHG-——————-—————— EP-———- VDO
——GLEFMPGPPET VY EMSKDRVTGHO———————-—————— EP-———- LDRE
——GVTYHMPGPPDAYY DMSHDRVKDHG-— —————-—————— EP-———- IDR
--EIQFLTPPPHSYYEMIPERYPGVT———————-—————— ED-——-- 15

LEELKEILVDYD-—————————————~— EKGYLLOIFTKPHMODEPTLFLEVI
LEELKILYVDYD-—————————————~— EEGYLLGIFTEPYODRPTLFLEVI
IEKLSILVDFD-—————————————— EEGYLLOIFTKPLEDEPTLFIEIL
IEDLHILVDED - —————————————~— DRGYLLOIFTKPVEDRPTLEFYEII
IQKLHNILIDFD-—————————————— EGGYLLGLFTKPLMDRPTVFIEIL
IRSLDILIDFD-—————————————— EGGYLLGLFTKHLMDRPTVFIEI L
IWVRENHILIDYD-—————————————~— EGGYLLOLFTRPLMDEPTVFIEIL
LESLHILIDYDPSTEPKEPESKRERNNECHY LLOI FSKPLHDRPTLFIEIT
LRELHILVDYDISTR-————— HERTGICHYLLGIFTEPLHDRPTLFIET I
LOKRGILVDRD-—————————————~— EDGYLLGIFTKPLYDRPTVFFELI
LOERGILVDRD-—————————————~— EDGYLLOIFTKPIGDRPTVFFEIL
LESRKILVDRD-—————————————~— EDGYLLGIFTKPLGDRPTVFFEIL
LRELEILADRD-—————————————— EDGYLLOIFTKPVODREPTVEFEL L
LEEHGILIDRD-—————————————~— EEGYLLOLFTKTIVDREPTHMFFEVI
LOELSILVDAED-—————————————~— EEGYLLGIFTKPLODRPTLFFEIL
LAALGILVDRD-—————————————~— PDGYLLGIFTKPYEDRPTLFFEIL
IEKHHNILVDRD-—————————————— ENGYLLOIFTKPVTDREPTFFFEVI
CEELGILVDR-—————————————— DDOGTLLOIFTKPLGDREPTIFIET I
CEELGILVDR-—————————————— DDOGTLLOIFTKPLGDREPTIFIET I
CEELGILVDR-—————————————— DAQGTLLGIFTKPYGDRPTIFVEL I
CEELGILVDR-—————————————— DDOGTLLOIFTKPVGDREPTIFIET I
CEELGILVDR-—————————————— DDOGTLLGIFTKPIGDRPTIFIEI I
CEELGILVDR-—————————————— DDOGTLLGIFTEPYGDRPTIFIXI I
CEELGILVDR-—————————————— DDOGTLLOIFTKPVGDREPTIFIET I
CEDLGILVDR-—————————————— DDOGTLLOIFTKPVGDREPTIFIET I
CEDLGILVDR-—————————————— DDOGTLLGIFTKPYGDRPTIFIEL I
CEDLGILVDR-—————————————— DDOGTLLGIFTKPYGDRPTLFIEL I
CEELGILIDR-—————————————— DDOGTLLOIFTKPVGDREPTLFIET I
CORLGVLVDR-—————————————— DDOGYLLOIFTKPVGDREPTLFLEM T
CORLGVLVDR-—————————————— DDOGYLLOIFTKPVGDREPTLFLEM T
CORLGVLVDR-—————————————— DDOGYLLOIFTKPVGDREPTFFLEM T
CQELGYLVDR-—————————————— DDOGYLLGIFTKPYGDRPTFFLEM I
CQELGYLVDR-—————————————— DDOGYLLGIFTKPYGDRPTLFLEL I
CORLGVLVDR-—————————————— DDOGYLLOIFTKPVGDREPTLFLEL I
VEELGLLVDE-—————————————— DDOGYLIQVEFTKPVGDREPTLFLEL I
VEELGLLVDE-—————————————— DDOGYLIGYFTKPYGDRPTLFLEL I
VEELGLLVDR-—————————————— DDOGYLVQIFTKPLGDRPTVFIEL I
LVEQQILLDATLPASDG-———————— ODRPLLLOTFTQPLFGRPTFFFEVI
LEDLEVLIDGAPTEDG-———————————— ILLGIFTQTYIG--PVFFEIL
LODLHILIDGAPLEDG-———————————— TLLOIFTDTVIG--PVFFEIT
LOARGILLDGSSVEGDE-—————————— RLLLOIFSETLMG--PVFFEFT
MEKHGILIDGEGVVDGEE-————————— TRILLQIFSKTVIG--PIFFEFI
MEKHGILIDGEGVVDGEE-————————— TRILLQIFSKTVIG--PIFFEFI
LERNAILYDGD--KTG-——————————~— KYLLGIFTENTFG--PIFYELI
oRHH-----————————— HOGFGAGHPHSLFEAFEEEQALRGH
GRHH-———————————— - —— HQGFGAGHFHNSLFKAFEEEQHLRGH
QORHM——— ——— e HOGFGAGHFKAT FRE TRMEQATRGH
GRHH-———————————— - —— HHGFGIGHFKALFESLEQEQERRGH
GRNH-———————————————————— FDGFGAGNFKSLFEAIEREQDLREGH
QORHH-———————————————————— FSGFGAGHNPESLFELIEREQALRGH
ORNE-————————————————————— FDGFGAGHNPESLFELIEREQAERGH
GRHH-———————————————————— HHGFGRGTFEGLFESIEEQQELRGT
GRHH-———————————————————— HMGFGKGTFKGLFETIEEQQRIRGT
ERHG-———————————————————— SLGFGIGHNPEALFELIEREQAARGH
ERHG-———————————————————— SLGFGLGNPEALFELI EREQARRGH
ERHG-———————————————————— SLGFGEGNFKALFES IEREQDARGH
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STREPTOMYCES-RVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENEIS-ME
CEMMATIMONAZ-AURANTIACE
PICROPHILUS-TORRIDUS
ARRBIDOPSIS-THALIANA
BRASSICA-RAPA-SUZEP. -PEKINEHSI
COPTIS-JAPONICA-VAR.-DISSECTA
HEVEA-BRASILIEMSIS
MEDICAGO-TRUINCATULA
GLYCIME-HMAX
SOLAMNIM-LYCOPERSTICUNM
SOLANUM-TUBERCSUM
NICOTIANA-BEMNTHAMIANA
DAUCUS-CARQTA
SOLEMOSTEMON-SCUTELLARIQIDES
HCRDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-SATIVA

ORYZA-SATIVA

SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MAYS

ARCI5005 OLUCIMARINUE

OTAURT
MICROMONAS-PUSILLA-CCHMPL545
SYHNECHOCOCCUS-SP,
VIBRIO-S5P.-HMEDZZ2Z
MARIHNCMONAS-SP . -MEDLZ1
FSEUDOMONAS-FLUORESCENS
SULFITCBACTER-SP.-HAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCCZ597
BDELLOWVIBRIO-BACTERIOVORUS

BEATTUS HORVEGICUS
HOMO-SAPTENS

HEHOPUS-LAEVIS
BLEPHERISHMA-JAPONICUS
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGHAPORTHE-GRIS=ZA
CANDIDA-ALBICANS
PICHIA-STIFITIS
RHODOCOCCUE-5
RHODOCOCCUS-ERYTAROFPOLIS
JENIBACTER-SP. -HTCC2649
STREPTCOMYCEES-AVERMITILIS
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BLANMDENSIS-HE
CEMMATIMONAZ-AURANTIACH
PICROFPHILUS-TORRIDUS
ARABIDOPSIS-THALIANA
BRAGSICA-RAPA-GU3SGP, -PERINENST
COPTIS-JRAPONICA-VAR, -DISGECTA
HEVEA-BRASILIENEIS
MEDTCAGO-TRUNMCATUT.A
GLYCIHME-MAX
SOLANUM-LYCOPERSICUM
SOLAMNUM-TUBEROSUM
NICOTIANA-BEMNTHAMIALNA
DAUCUS-CAROTA
SOLENCSETEMCON-SCUTELLARTICIDES
HORDEUM-VULGARE
TRITICUM-AESTIVUM
AVENA-SATIVA
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EFHG---—-——-—————————————— SHMGFGKGHFKALFELIEREQEERGH
OFRKG-——-——""""" AQSPGVGHPEALFEATEREQAARGT
QRING--- -~ ARGFGAGHEFKALFESTEREQAQRGT
QREG-——-———— - — ATEFGEGHEFRALFEATEREQELRGH
OFKG-————————————————————— ARSFGHGHEEALFEATEREQAKRGH
ORVGCMMEDEEGKA-—————— YOSGGCGEFGKGHESELFKSIEEYEKTLEA
QERIGCHMEKDEEGRY - ——-—-—— YOSGGCGEFGRGHESELFESIEEYERTLEA
QELGCHMLEDEEGKT -———-—— TORAGCGGFGRGHESELFRS IEEYERTLEA
OFVGCHMIKDETGKE-—--—— YORGGCGGFGKGHESELFESIEEYEKTLEA
QEYVGCHMLEDEEGKE-————— YORGGCGEFGRGHESELFESIEEYERTLET
ORIGCHMVEDEEGEY -—————— YOKGACGGFGKGHESELFKSIEEYEKTLEA
ORIGCHMLEDEKGOV-——--—— YORGGCGEFGKGHESELFESIEEYEKMLEA
QEIGCHLEDENGQYV - ————— TORGGCGEFGRGHESELFRSIEEYERMLEA
ORIGCHMLEDERGOYV -—————— YORGGCGEFGRGHEWELFREIEEYERTL——
OFVGCHMLEDDAGOM-—--—— YORGGCGGFGKGHESELFESIEEYEKTLEA
OFVGCHMEDEEGEM - ———-—— YORGGCGGFGKGHESELFESIEEYERKMLES
QRIGCHMEKDERGEE-—--—— YORGGCGGFGEGHESELFESIEDYEREELEA
QERIGCHMERKDERGEE-———-—— YORGGCGGFGRGHESELFESIEDYERSLEA
QRIGCMEKDEVGRE-————— YOKGGCGEFGKGHESELFKSIEDYEKSLEY
QERIGCHMEKDEEGRE-—--—— YORGGCGGFGEGHESELFESIEEYERELEA
ORIGCHMEKDEKGQE-——-—— YOKGGCGEFGKGHESQLFKSIEDYEKSLEA
ORIGCMEKDERGOE-—————— YORGGCGGFGEGHESQLFKSIEDYEKSLER
QERIGCMERKADEES ———--— FEQARAGCGGFGRGHNEFSELFKEIEAYEATLGT
QEVGCHMEKKADTDE———--— LEQWVAGCGGFGRGHESELFKEIEAYERTIMI
QRIGCLREVESADANAFPRIEQAGGCGGFGEGHESELFESIENYERTLEM
ORLG-——-—-————— - —— GATGFGEANFOALFEALERQQRORHQ
OFKG-——-————————— = HEGFGEGHEFKALFESIEEDQIRRGY
QREG-——-———— - — - HEGFGEGHNFKALFESIEEDQIRRGY
OFRKG-———-———"———— == DDGFGEGHEFFALFES IERDQVRRGY
ERFG--—-—7-"""—""————————— DDGFGEGHEFALFESIEQEQIDEGE
QREG--—-———— - DDGFGEGHFKALFES IEQEQIDHGE
OFKG-——————————— === ———— HDGFGDGHEQALFDATIERDQRERGY

LTDLETHGVRSGM-————=——
LTHMETHGVVPGHAENLYFQ

FVESQH ———— —————————
LVQVDEDDDSQQST——————

KHVHQVARVE- —————————
KHVHQVARA-——————————
KQITGSARA———————————
KLVTKTAMA- - —————————
KOSARVQGS-——————————
KOSARVQGS -~ ————————~
KQEVVAQRS--———-——-—-
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ORYZL-SATIVA KOAPTVOGRG———
SORGHUM-BICOLOR KOARRAOGSE———-
ZEA-MAYE KQARRAARRQGS-
AB0Y5005 OLUCIMARINUS ~  ———m—mm
OTAEURI e
MICREOMONAGS-PUSILLA-CCMP1545 0 0 ————————————-
SYMECHOCOCCUS-5E. BLTP-———————-
VIBRICO-SP.-MEDZZ2 ILODA————————-
MARINOMONAS-SP, -HMED121 THDA——— —————-
PSEUDOMONAS- FLUORESCENS TATD————————-
SULFITCBACTER-SP.-HAS-14.1 LEEA-————————-
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCCZ537 IAAE-————————-
BDELLOVIBRIO-BACTERIOVORUS LT-—————————-

La identidad de secuencia general entre secuencias individuales de HPPD de longitud total es, en general, bastante
baja y se muestra para las proteinas de HHPD representativas en la Tabla 3. La Tabla 4a muestra la alineacion de
secuencias de la bolsa de unién. Por el contrario, la identidad de secuencia de los 36 aminoacidos que forman el
sitio de unioén es significativamente mayor que la que se muestra para las proteinas de HPPD representativas en la
Tabla 4b. En particular, los aminoacidos en 8 posiciones se conservan de forma estricta en todas las especies e
ilustran que estos aminoacidos tienen un papel clave (por ejemplo, His226, His308, Glu394 que se unen con el
hierro requerido para la catalisis). Estas posiciones, con referencia a la HPPD de Arabidopsis (SEC ID N.°: 2) son
His226, Ser267, Asn282, His308, Tyr342, Glu394, Gly420, Asn423 (Tabla 5a). Una mutacidon de cualquiera de los
aminoacidos en cualquiera de estas posiciones llevara mas probablemente a una proteina inactiva. La variabilidad
en otras posiciones dentro del sitio de unién es mas alta. La Tabla 5b muestra las 28 posiciones variables en el sitio
de unidén y los aminoacidos que se identificaron en estas posiciones usando la alineacion de secuencias. Algunas
posiciones tienen solo una variabilidad limitada que refleja su papel en el ambiente 3D. Un ejemplo de ello esta
representado por la posicion 269. Todas las proteinas de HPPD tienen en esta posicion ya sea Val, Ala o Thr.
Observando las estructuras 3D, parece que en esta posicidon se requiere un aminoacido apolar pequefio y una
mutacion en un aminoacido polar como Arg, His o Lys perturbara la estructura proteica de forma local. Otro ejemplo
esta representado por la posicion 379. La mayoria de las secuencias tienen una glutamina en la posicion 379. Sin
embargo, también hay algunas secuencias bacterianas que tienen una histidina en esta posicion. Observando la
estructura 3D, parece que solo algunos aminoacidos se toleran en esta posicion. GIn379 en A. thaliana estabiliza a
través de su donante de enlace de H la conformacioén de la cadena lateral de Glu394 estrictamente conservado que
a su vez interactia con el hierro catalitico. Ademas, con sus aceptores de enlace de H, GIn379 estabiliza la
conformacién de la cadena lateral de Asn423 estrictamente conservada que a su vez interactiua con la Tyr342
estrictamente conservada. Solo glutamina, asparagina e histidina tienen un donante de enlace H y un aceptor
requerido para la estabilizacion de esta disposicion 3D particular que muy probablemente desempefia un papel clave
en la interaccion de la hélice C-terminal con el nucleo de la proteina de HPPD. También se observé una variabilidad
limitada en la posiciéon 381 bien con una fenilalanina o bien con una tirosina en todas las secuencias de HPPD. El
anillo aromatico estabiliza la union de los inhibidores de HPPD y muy probablemente también la unién del sustrato
con la unién de HPPD. Sin embargo, la presencia del grupo hidroxilo adicional en la tirosina en comparacion con
fenilalanina no perturba la actividad catalitica. La tercera categoria de posiciones incluye aquellas posiciones que
muestran una variabilidad natural muy alta. Estas posiciones pueden no ser cruciales para la unién con el sustrato y
la catalisis pero influyen sobre la union con el inhibidor. Estas posiciones incluyen posiciones adyacentes en la
cadena 248 a 255 y posiciones en la hélice C-terminal 419-427. Se puede asumir que la interaccion de esta cadena
particular y la hélice C-terminal con el nucleo de la proteina desempefia un papel crucial en la unién con el inhibidor.
La Tabla 5b incluye para cada posicion variable aquellos aminoacidos que se han identificado en las alineaciones de
secuencias usando todas las secuencias de HPPD conocidas.

Tabla 3: identidad de secuencia a pares de las secuencias de HPPD a partir del grupo representativo de proteinas
de HPPD
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Tabla 4a: alineacion de secuencias de aminoacidos que forman la bolsa de union en el grupo representativo de
secuencias de HPPD

HOMO-SAPIENS
RATTUS_NORVEGICUS
XENOPUS-LAEVIS
ASPERGILLUS-FUMIGATUS
MAGNAPORTHE-GRISEA
MYCOSPHAERELLA-GRAMINICOLA
CANDIDA-ALBICANS
PICHIA-STIPITIS
ARABIDOPSIS-THALIANA
BRASSICA-RAPA-SUBSP -PEKINENSI
HEVEA-BRASILIENSIS
COPTIS-JAPONICA-VAR -DISSECTA
SOLENOSTEMON-SCUTELLARIOIDES
AVENA-SATIVA

DAUCUS-CAROTA
SOLANUM-TUBEROSUM
SOLANUM-LYCOPERSICUM
MEDICAGO-TRUNCATULA
GLYCINE-MAX
HORDEUM-VULGARE
ORYZA-SATIVA
SORGHUM-BICOLOR

ZEA-MAYS

AB0O95005 OLUCIMARINUS

OTAURI
MICROMONAS-PUSILLA-CCMP 1545

BYHYRIELEEYEEYREEPFRPEYR YR ADB YU HE S

A O R O R N O S

AL ENYs L EYN

HVHFWSVL SIVVAPNQIQHLYLQFFEFGAGNFNSLF
HVHFWSVLSMYPNQIQHLYL QF FEFGAGNFNSLF
HVHFWSVLSIVVTPNQIQHLYLQF FEF GAGNFKALI
HYHFWSVLSIVMAPNQIQHIYLQOFFEF GAGNFKSLI
HVHFWSVLSIVMAPNQIQHTY LQFFEFGAGNFKSLI
HVHFWSVLSIVMSPNQIQHIYLQFFEF GAGNFKSLI
HVHYWSVLSIVMSPNQIQHNYLQFFEFGKGTFKGLI
HYHYWSALSIVIMAPNQIQHNYLQFFEFGKGTFKGLI
HVHFAEFLSAVLAPNQIQHMYLQFFEFGKGNFSEL|
HVHFAEFLSAVL APNQIQHMYLQFFEFGKGNFSELI
HVHFAEFLSLYLAPNQIQHMYLQFFEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSIVLAPNQIQHMYLQF FEF GKGNFSELI
HVHFAEFLSVVLAPNQIQHMYLQFFEFGKGNFSELI
HVHFAEFLSVVLAPNQIQHMYLQFFEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSVVLAPNQIQHMYLQFFEF GKGNFSEL|
HVHF AEFLSVVL APNQIQHMYLQFFEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSVVLAPNQIQHMYLQFFEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSVVLAPNQIQHMYLOF FEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSVVL APNQIQHMYLQFFXFGKGNFSELI
HYHFAEFLSVVLAPNQIQHLY LQFFEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSVVLAPNQIQHLY LQFFEF GKGNFSELI
HVYHFAEFLSMVLAPNQIQHMYLQFF EF GKGNFSQL |
HVHFAEFLSMVLAPNQIQHMYLQFFEFGKGNFSQL |
HVHFAEFLSMVLAPNQIQHQYLQFFEFGKGNFSELI
HVHF AEFLSMVYLAPNQIQHQYLQFF EFGKGNFSELI
HVYHF AEFLSMVLAPNQIQHQYLQFF EFGKGNFSELI
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IRITICUM-AES | IVUM

NICO | IANA-BEN ITHAMIANA
RHODOCOCCUS-5P.
RHODOCOCCUS-ERY IHROPOLIS
SIREPIOMYCES-AVERMITILIS
JANIBAC IER-BP .-H I CC2649
KORDIA-ALGICIDA
LEEUWENHOEKIELLA-BLANDENSIS-ME
PICROPHILUS-TORRIDUS
GEMMATIMONAS-AURANTIACA
VIBRIO-5P -MED222

MARINOMONAS-5P_-MED121
SULFITOBACTER-BP -NAS-14.1
OCEANICOLA-BATSENSIS-HTCC2597
PSEUDOMONAS-FLUORESCENS
BDELLOVIBRIO-BACTERIOVORUS
BLEPHARISMA-JAPONICUS
SYNECHOCOCCUS-5P.

(continuacion)

HYHFAEFLSMYLAPNQIOHLYLQFFEFGKGNESELI
HVYHFAEFLSMVYVAPNQIQHMYLQF EFGKGNFWELI
HY IMAEFLSKVVEPNQIUHLYLQFFEFGIGNEKALL
HY IMAEFLSKVVSPNQIQHL YL QF FEFGLGNEKALI
HY IMKEFLSKVVAPNQIUOHLY LQFFEFGKGNEKALI
HVYVYMAEFLSKYVAPNQIQHLYLQFFEFGKGNEKALI
HYAIISFLSKVMSPNQIQHLYLQF FEF GVGNFKALI
HVVFLTFLSKVMSPNQIQHLYLQFFEFGAGNFKALI
HVELITFL SKVWKPNQIQHLYLQFFEF GNGNFKALI
HVYRLITFLSKYMAPNQIQHLYLQFFEF GKGNFRAL|
HTRIRYFLSRAMTPNQIQHMYLQFFEFGEGNFKALI
HTRIRYFLSRAMTPNQIQHMYLQFFEFGEGNFKALI
HTRIRFFLSRAL TPNQIQHMYLQFFEF GEGNFKALI
H IRIRFFLSRAL TPNQIQHMYLQFFEF GEGNFKALI
HTRARYFLSKAMSPNQIQHMYLQFFEFGEGNFKALI
HTYAKYFLSRAMRPNQIQHLYLQFFEFGDGNFQALI
HVHYWSAL SVWVAPNQIQHLYLQFFEFGIGNFKALL
HVRLYRYLSVVWGANQIQHLYLQFFEFGEANFQALL

Tabla 4b: identidad de secuencia a pares de aminoacidos que forman el sitio de unién de HPPD en el grupo
representativo [no formando parte de la invencion]
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Tabla 5a: posiciones de
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aminoacidos que se conservan estrictamente, mostradas para las estructuras cristalinas
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Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces
thaliana fluorescens avermitilis Homo sapiens Rattus norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-
Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicién  acido
226 H 162 H 187 H 183 H 183 H
267 S 202 S 230 S 226 S 226 S
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Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces
thaliana fluorescens avermitilis Homo sapiens Rattus norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-
Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicion acido Posicién  acido

282 N 217 N 245 N 241 N 241 N
308 H 241 H 270 H 266 H 266 H
342 Y 271 Y 299 Y 295 Y 295 Y
394 E 323 E 349 E 349 E 349 E
420 G 334 G 360 G 360 G 360 G
423 N 337 N 363 N 363 N 363 N
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No todos los aminoacidos que se producen en las posiciones variables tienen la misma probabilidad de estar
presentes en una proteina activa. En algunos casos la mayoria de las secuencias tienen los mismos aminoacidos en
una posicion particular mientras que otros aminoacidos estan presentes en la posicién en solo algunas pocas
secuencias de HPPD. Un ejemplo es la posicion 392. La mayoria de las secuencias tiene en una correspondiente
posiciéon una fenilalanina mientras que algunas, es decir, las secuencia de Burkholderia tienen una serina. Si bien,
en algunos casos raros, los aminoacidos raros pueden ser el resultado de un error de secuenciacion, en la mayoria
de los otros casos, la proteina resultante es activa. La Tabla 5¢ muestra una lista con los aminoacidos mas comunes
en las posiciones variables.

La influencia de los aminoacidos en las posiciones variables es diferente. Algunas de estas posiciones son cruciales
para la catalisis y/o la interaccion de HPPD con un inhibidor mientras que otras pueden tener un menor impacto. Por
ejemplo los cambios en las posiciones 269 y 280 que estan en contacto directo con el inhibidor y el sustrato tendran
muy probablemente un gran impacto sobre la catalisis y la unién con el inhibidor. Ademas las modificaciones en las
posiciones implicadas en el movimiento de la hélice inducido por el inhibidor o la unién con el sustrato tales como las
posiciones 252, 421 y 422 probablemente tengan un alto impacto sobre la uniéon con el inhibidor. Por el contrario las
modificaciones en las posiciones como 293 influyen menos probablemente en la unién con el inhibidor porque esta
posicion esta bien alejada del sitio activo. La Tabla 6a muestra la posicion con muy alto impacto y la Tabla 6b con
alto impacto sobre la actividad y la unién con el inhibidor.

A partir de estas observaciones, los autores de la presente invencién sacaron la conclusién de que los aminoacidos
se prefieren en los sitios de unidon que se producen de forma natural en las posiciones correspondientes. Esto
significa, que esas modificaciones que intercambian un aminoacido que se da en la naturaleza en otro proporcionan
probablemente una proteina de HPPD cataliticamente activa que puede ejercer una tolerancia modificada o incluso
incrementada a los inhibidores de herbicidas de HPPD. Son aun mas promisorias aquellas proteinas mutantes que
tienen el aminoacido hallado con mayor frecuencia en la naturaleza en la posicion variable seleccionada de la Tabla
5c.

Tabla 6a: posiciones de aminoacidos con alta prioridad mostrada para las estructuras de rayos X

Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces Homo Rattus
thaliana fluorescens avermitilis sapiens norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-

Pos. &cido | Pos. acido Pos. acido | Pos. &acido | Pos. &cido
228 V 164 T 189 V 185 V 185 \Y
250 F 188 A 213 M 209 F 209 F
251 A 189 R 214 K 210 W 210 W
252 E 190 Y 215 E 211 S 211 S
253 F 191 F 216 F 212 V 212 V
265 L 200 L 228 L 224 L 224 L
268 A 203 K 231 K 227 I 227 I
269 V 204 A 232 V 228 V 228 \Y
270 L 205 M 233 V 229 V 229 \Y
271 A 206 S 234 A 230 A 230 A
280 P 215 P 243 P 239 P 239 P
307 Q 240 Q 269 Q 265 Q 265 Q
335 M 264 M 293 L 289 L 289 L
368 L 295 L 323 L 323 L 323 L
379 Q 310 Q 334 Q 334 Q 334 Q
392 F 321 F 347 F 347 F 347 F
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Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces Homo Rattus
thaliana fluorescens avermitilis sapiens norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-

Pos. acido | Pos. acido Pos. acido | Pos. acido | Pos. acido
421 K 335 E 361 K 361 A 361 A
422 G 336 G 362 G 362 G 362

426 E 340 A 366 A 366 S 366 S
427 L 341 L 367 L 367 L 367 L

Tabla 6b: posiciones de aminoacidos con muy alta prioridad mostrada para las estructuras de rayos X

Arabidopsis Pseudomonas Streptomyces Homo Rattus
thaliana fluorescens avermitilis sapiens norvegicus
Amino- Amino- Amino- Amino- Amino-
Pos. acido | Pos. acido Pos. acido | Pos. acido | Pos. acido
252 E 190 Y 215 E 211 S 211 S
269 \% 204 A 232 \% 228 \% 228 \%
280 P 215 P 243 P 239 P 239 P
335 M 264 M 293 L 289 L 289 L
368 L 295 L 323 L 323 L 323 L
421 K 335 E 361 K 361 A 361 A
422 G 336 G 362 G 362 G 362 G

En otro aspecto, en el acido nucleico aislado de la invencion segun se define con anterioridad, dicho aminoacido
esta seleccionado de Ala, Pro, Thr o Val en una posicién en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicién
a la posicion 280 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

En una forma de realizacion alternativa del acido nucleico de la invencion, dicho al menos un aminoacido esta
seleccionado de Ala, Pro, Thr o Val en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a
la posicién 280 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.° 2. Diversas secuencias de proteinas HPPD o de
proteinas HPPD pronosticadas se conocen en la técnica. Ellas incluyen las secuencias de HPPD de Streptomyces
avermitilis (Genebank SAV11864), Daucus carota (Genebank DCU 87257), Arabidopsis thaliana (Genebank
AF047834), Mycosphaerella graminicola (Genebank AF038152), Oryza sativa / arroz [BAD26248], Zea mays / maiz
[ACN36372], Avena sativa [ABZ23427], Pseudomonas fluorescens [ABF50055], Synechococcus sp. [YP_473959],
Blepharisma japonicum [BAF91881], Rhodococcus RHA1 sp. ro0240 [YP_702005], Rhodococcus RHA1 sp. ro0341
[YP_703002], Picrophilus torridus [YP_024147], Kordia algicida [ZP_02161490], Sorghum bicolor [XP_002453359],
Triticum aestivum / trigo [AAZ67144], o Hordeum vulgare / cebada [048604].

La secuencia de la proteina de HPPD tomada como punto de partida puede ser cualquier secuencia de aminoacidos
que codifica una proteina de HPPD cataliticamente activa. En una forma de realizacion del acido nucleico aislado de
la invencion, dicha proteina de HPPD comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 4 [Oryza sativa), en
la que la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 277 de la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 4 (correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado de la invencioén, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.° 6 [Zea mays], en la que la secuencia de aminoacidos resultante
comprende al menos el aminoacido Ala en la posicion 254 de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.° 6
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado de la invencioén, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 8 [Avena sativa], en la que la secuencia de aminoacidos resultante
comprende el aminoacido Ala en la posicion 271 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°0 8
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).
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En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 10 [Pseudomonas fluorescens], en la que la secuencia de aminoacidos
resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 215 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.%: 10
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado de la invencioén, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 14 [Synechococcus sp.], en la que la secuencia de aminoacidos
resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 196 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 14
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.° 16 [Blepharisma japonicum], en la que la secuencia de aminoacidos
resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 239 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 16
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 18 [Rhodococcus RHA1 sp. r00240], en la que la secuencia de
aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 261 de la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N.°: 18 (correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 30 [Rhodococcus RHA1 sp. 0341], en la que la secuencia de
aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 262 de la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N.°: 18 (correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.° 20 [Picrophilus torridus], en la que la secuencia de aminoacidos
resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 230 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 20
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 22 [Kordia algicida], en la que la secuencia de aminoacidos resultante
comprende el aminoacido Ala en la posiciéon 249 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 22
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 24 [Sorghum bicolor], en la que la secuencia de aminoacidos resultante
comprende el aminoacido Ala en la posiciéon 271 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°0 24
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 26 [Triticum aestivum / trigo], en la que la secuencia de aminoacidos
resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 267 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 26
(correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

En otra forma de realizacién, del acido nucleico aislado de la invencién, dicha proteina de HPPD comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2 [Arabidopsis thaliana], en la que la secuencia de aminoacidos
resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién 280 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2. En
una forma de realizacién adicional del acido nucleico de la invencién, en dicha proteina de HPPD mutada se han
reemplazado al menos dos aminoacidos.

Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de HPPD mutada,
en la que dicha proteina de HPPD mutada tiene actividad de HPPD,

en la que en dicha proteina de HPPD mutada al menos un aminoacido en la posicion 228, 248, 270, 271, 379 y/o
427 se reemplazo por otro aminoacido.

En una forma de realizacion alternativa del acido nucleico de la invencién que tiene al menos un aminoacido en la
posicion 228, 248, 270, 271, 379 y/o 427 suprimido o reemplazado por otro aminoacido segun se define con
anterioridad, dicha proteina de HPPD mutada comprende

a) una His en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 226 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

b) una Ser en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicién 267 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2 o en una posicién correspondiente en una enzima de
HPPD diferente;
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c) una Asn en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la posicién 282 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

d) una His en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 308 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

e) una Tyr en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 342 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

f) un Glu en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posiciéon corresponde a la posicion 394 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

g) una Gly en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 420 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.%: 2; y

h) una Asn en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la posicién 423 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado segun se define con anterioridad, en dicha proteina de HPPD
mutada, al menos un aminoacido se reemplazé de modo tal que la secuencia de aminoacidos resultante tenia al
menos uno seleccionado de

a. Ala, Cys, Gly, Thr o Val en una posicidon en una proteina de HPPD, donde dicha posicidon corresponde a la
posicion 228 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

b. Ala, Glu, Gly, His, Lys, Leu, Asn, GIn, Arg, Ser, Thr o Tyr en una posicion en una proteina de HPPD, donde
dicha posicioén corresponde a la posicion 248 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

C. Ala, lle, Leu, Met o Val en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posiciéon corresponde a la
posicion 270 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

d. Ala, Glu, His, lle, Lys, Leu, Met, Arg, Ser, Thr o Val en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha
posicion corresponde a la posicion 271 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

e. His o GIn en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicién 379 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.%: 2; y

f. Leu o Arg en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la posicion 427 de
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

En otra forma de realizacion del acido nucleico aislado segun se define con anterioridad, en dicha proteina de HPPD
mutada, al menos un aminoacido se reemplazé de modo tal que la secuencia de aminoacidos resultante tenia al
menos uno seleccionado de

a. Val o Thr en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 228
de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

b. Leu, Met o Val en una posicidon en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion
270 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

c. Ala o Ser en una posiciéon en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 271
de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2,

d. GIn en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la posicion 379 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.%: 2; y

e. Leu en una posiciéon en una proteina de HPPD, donde dicha posicidon corresponde a la posicion 427 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

En otra forma de realizacion del acido nucleico segun se define con anterioridad, dicha proteina de HPPD mutada es
capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD (también
denominado herbicida inhibidor de HPPD).

En otra forma de realizacién, la presente invencién se refiere a una proteina codificada por el acido nucleico aislado
de la invencion.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a un gen quimérico que comprende una secuencia
codificadora que comprende el acido nucleico de la invencion operativamente ligado a un promotor que se puede
expresar en plantas y opcionalmente una regién de terminacién de la transcripcion y poliadenilacion.
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Como una secuencia de regulacion que funciona como un promotor en células vegetales y plantas, se puede hacer
uso de cualquier secuencia promotora de un gen que se expresa naturalmente en plantas, en particular un promotor
que se expresa en especial en las hojas de plantas como, por ejemplo, promotores “constitutivos” de origen
bacteriano, viral o vegetal, o promotores “dependientes de la luz’, tales como aquel de un gen de subunidad
pequefia de ribulosa-biscarboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) de planta, o cualquier promotor expresable conocido
apropiado que se puede usar. Entre los promotores de origen vegetal, se pueden mencionar los promotores de
histonas como se describen en el documento EP 0 507 698 A1, el promotor de actina de arroz (documento US
5.641.876), o un promotor de ubiquitina vegetal (documento US 5.510.474). Entre los promotores de un gen viral de
planta, se mencionara aquel del virus mosaico de la coliflor (CaMV 19S o 35S, Sanders et al. (1987), Nucleic Acids
Res. 15(4):1543-58), el circovirus (AU 689 311) o el virus mosaico de la vena Cassava (CsVMV, documento US
7.053.205).

En una forma de realizacion de esta invencion, una secuencia promotora especifica de regiones o tejidos vegetales
particulares se puede usar para expresar las proteinas de HPPD de la invencién, como promotores especificos de
semillas (Datla, R. et al., 1997, Biotechnology Ann. Rev. 3, 269-296), en especial el promotor de nabo (documento
EP 255 378 A1), el promotor de faseolina, el promotor de glutenina, el promotor de heliantinina (documento WO
92/17580), el promotor de albimina (documento WO 98/45460), el promotor de oleosina (documento WO 98/45461),
el promotor SAT1 o el promotor de SAT3 (documento PCT/US98/06978).

También se puede usar un promotor inducible elegido ventajosamente de los promotores de fenilalanina amoniaco
liasa (PAL), HMG-CoA reductasa (HMG), quitinasa, glucanasa, inhibidor de proteinasa (Pl), gen de la familia PR1,
nopalina sintasa (nos) y vspB (documento US 5 670 349, Tabla 3), el promotor HMG2 (documento US 5 670 349), el
promotor de beta-galactosidasa (ABG1) de manzana y el promotor de aminociclopropancarboxilato (ACC sintasa) de
manzana (documento WO 98/45445).

De acuerdo con la invencién, se pueden usar también, en combinacién con el promotor, otras secuencias de
regulacion que se ubican entre el promotor y la secuencia codificadora, como activadores de la transcripcion
(“potenciadores”), por ejemplo, el activador de la traduccion del virus del mosaico del tabaco (TMV) descritos en la
solicitud WO 87/07644, o del virus del grabado de tabaco (TEV) descrito por Carrington & Freed 1990, J. Virol. 64:
1590-1597, por ejemplo, o intrones tales como el intrén adh1 de maiz o el intrén 1 de la actina del arroz.

Como un terminador de regulacion o secuencia de poliadenilacion, se puede usar cualquier secuencia
correspondiente de origen bacteriano tal como por ejemplo el terminador nos de Agrobacterium tumefaciens, de
origen viral tal como por ejemplo, el terminador CaMV 35S, o de origen vegetal tal como por ejemplo un terminador
de histonas como se describid en la solicitud de patente publicada EP 0 633 317 A1.

Un procedimiento de obtenciéon de una proteina de HPPD mutada capaz de modular la tolerancia de una planta a al
menos un herbicida que actia sobre HPPD, en el que dicha proteina de HPPD mutada tiene actividad de HPPD, que
comprende

i. proporcionar una proteina de HPPD, comprendiendo opcionalmente dicha HPPD una secuencia de aminoacidos,
en la que

a) una His esta presente en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la
posicion 226 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

b) una Ser esta presente en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la
posicion 267 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

c) una Asn esta presente en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la
posicion 282 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

d) una His esta presente en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la
posicion 308 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

e) una Tyr esta presente en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la
posicion 342 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

f) un Glu esta presente en una posicién en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la
posicion 394 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

g) una Gly esta presente en una posicion en una proteina de HPPD, donde dicha posicion corresponde a la
posicion 420 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2; y

h) un Asn esta presente en una posiciéon en una proteina de HPPD, donde dicha posicién corresponde a la
posicion 423 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°; 2

i) sustituir un aminoacido en dicha enzima de HPPD de modo tal que la secuencia de aminoacidos resultante
tenga Ala en una posicion en una proteina de HPPD, dicha posicion corresponde a la posicion 280 de la secuencia
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de aminoacidos de la SEC ID N.% 2; y una delecion o sustituciéon aminoacidica de al menos una posiciéon en una
proteina de HPPD, en donde dicha posicion corresponde a al menos una de las posiciones 228, 248, 270, 271, 379
y 427 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2;

iii}) determinar la inhibicién de la proteina de HPPD resultante por al menos un herbicida que actia sobre
HPPD; en la que una inhibiciéon de la proteina resultante de menos o mas que la observada con una proteina de
HPPD de referencia es indicativa de que la proteina resultante es capaz de modular la tolerancia de una planta a
dicho herbicida.

Se ha de entender que también los aminoacidos (mas especificos) y posiciones enumerados con anterioridad para
otras formas de realizacion, tales como el acido nucleico de la invencion, se pueden aplicar al procedimiento de
obtencioén de una proteina de HPPD mutada tal como se describié con anterioridad.

En una forma de realizacién alternativa del procedimiento de obtencién de una proteina de HPPD mutada tal como
se describié con anterioridad, dicha proteina de HPPD mutada es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a
al menos un herbicida que actua sobre HPPD.

Dentro del procedimiento de obtencion anterior de una proteina de HPPD mutada, se pueden seleccionar diferentes
herbicidas que actian sobre la HPPD. Conforme a ello, en otra forma de realizacién del procedimiento de obtencién
de una proteina de HPPD mutada tal como se describié con anterioridad, en donde dicha proteina de HPPD mutada
es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD, el herbicida
que actua sobre HPPD esta seleccionado de tricetonas, o pirazolinatos, con preferencia, tembotriona, mesotriona,
topramezona o sulcotriona, biciclopirona, pirasulfotol, pirazolato, benzofenap y tefuriltriona, en particular tembotriona
y tales plantas que contienen la HPPD de la invencién tienen una tolerancia agrondmicamente aceptable a un
herbicida inhibidor de HPPD en particular a tricetonas, o pirazolinatos, con preferencia, tembotriona, mesotriona,
topramezona o sulcotriona, biciclopirona, pirasulfotol, pirazolato, benzofenap y tefuriltriona, en particular tembotriona.

En otra forma de realizacién, la presente invencion se refiere a un procedimiento de produccién de una planta
transgénica que comprende introducir en dicho genoma vegetal el acido nucleico de la presente invencion
operativamente ligado a un promotor expresable en plantas, el gen quimérico de la invencion o un acido nucleico
que codifica la enzima de HPPD identificada por el procedimiento de la reivindicacién 18 o 19.

En una forma de realizacion alternativa del procedimiento de produccidon de una planta transgénica tal como se
describe con anterioridad, el acido nucleico de la invencion, en el que dicha proteina de HPPD mutada es capaz de
incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD, o un acido nucleico
identificado por el procedimiento de obtencion de una proteina de HPPD mutada, en el que dicha proteina de HPPD
mutada es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD, ambos
operativamente ligados a un promotor expresable en plantas, o el gen quimérico de la invenciéon que comprende un
acido nucleico, en el que dicha proteina de HPPD mutada es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al
menos un herbicida que actia sobre la HPPD, se introduce en dicha planta.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una célula vegetal que comprende el acido nucleico
aislado de la invencion o el gen quimérico de la invencion en su informacion genética.

La presente invencion también se refiere a una planta, una parte de una planta o tejido vegetal que consiste
esencialmente en las células vegetales de la invencion.

Por otra parte, la presente invencion se refiere a una planta que se puede obtener a partir del procedimiento de
obtencién de una proteina de HPPD mutada capaz de modular o aumentar la tolerancia de una planta a al menos un
herbicida que actia sobre HPPD en todos los aspectos alternativos descritos con anterioridad.

La planta de la presente invencion puede ser cualquier planta. Los ejemplos no limitativos de plantas de la invencion
incluyen trigo, algoddn, canola, arroz, maiz, soja, sorgo, canola, girasol, tabaco, remolacha, algodén, maiz, trigo,
cebada, arroz, sorgo, tomate, mango, melocotén, manzana, pera, fresa, platano, melén, patata, zanahoria, lechuga,
repollo, cebolla, Soya spp., cafia de azucar, guisante, judia, alamo, uva, citricos, alfalfa, centeno, avena, césped y
gramineas forrajeras, lino y colza oleaginosa y plantas productoras de nueces. La presente invencion también se
refiere a una semilla de la planta de la invencién.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento de modulacién de la tolerancia de
una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD que comprende introducir el acido nucleico aislado de la
invencion operativamente ligado a un promotor expresable en plantas o el gen quimérico de la invencién en el
genoma de una planta.

En una forma de realizacion alternativa, la presente invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la
tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD u obtener una planta tolerante a un
herbicida inhibidor de HPPD que comprende introducir el acido nucleico aislado de la invencion, en la que dicho
acido nucleico codifica una proteina de HPPD mutada que es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al
menos un herbicida que actia sobre HPPD, operativamente ligado a un promotor expresable en plantas o el gen
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quimérico de la invencién que comprende un acido nucleico de la invencién, en donde dicho acido nucleico codifica
una proteina de HPPD mutada que es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que
actua sobre HPPD, en el genoma de una planta.

Ademas, la presente invencioén se refiere a un procedimiento de control de malas hierbas que comprende pulverizar
al menos un herbicida que actia sobre HPPD en o alrededor de una planta de cultivo, en la que dicha planta de
cultivo comprende el acido nucleico de la presente invencién, en la que dicha proteina de HPPD mutada es capaz de
incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre HPPD, operativamente ligado a un
promotor expresable en plantas o el gen quimérico de la invencién que comprende el acido nucleico de la invencion,
en la que dicha proteina de HPPD mutada es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un
herbicida que actia sobre la HPPD. En una forma de realizacion alternativa del procedimiento de control de malas
hierbas, se aumenta la tolerancia de dicha planta a al menos un herbicida que actta sobre la HPPD.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de un gen quimérico de la invencion o el acido nucleico de la
invencion operativamente ligado a un promotor expresable en plantas para modular la tolerancia de una planta a al
menos un herbicida que actua sobre la HPPD.

En una forma de realizacion alternativa, la presente invencion se refiere al uso de un gen quimérico de la invencién o
el acido nucleico de la invencidon operativamente ligado a un promotor expresable en plantas para incrementar la
tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre la HPPD. En esta forma de realizacion de la
invencion, el gen quimérico usado comprende el acido nucleico de la invencién, en la que la proteina de HPPD
mutada codificada es capaz de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actia sobre
HPPD. De modo alternativo, si se usa un acido nucleico operativamente ligado a un promotor expresable en plantas,
se selecciona dicho acido nucleico de modo tal que la proteina de HPPD mutada codificada sea capaz de
incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actua sobre HPPD.

La presente invencion también se refiere a la célula vegetal de la invencién y la planta de la invencion que puede
comprender otro rasgo util tal como se describe mas adelante.

Si bien una cantidad de plantas de cultivos tolerantes a herbicidas son asequibles en comercios en la actualidad, un
tema que surgi6 para muchos herbicidas comerciales y combinaciones de herbicida/cultivo es que los herbicidas
individuales tienen un espectro incompleto de actividad contra especies de malas hierbas comunes. Para la mayoria
de los herbicidas individuales que se usaron durante algun tiempo, poblaciones de especies de malas hierbas
resistentes a herbicidas y biotipos se han vuelto mas prevalentes (ver, por ejemplo, Tranel y Wright (2002) Weed
Science 50: 700-712; Owen y Zelaya (2005) Pest Manag. Sci. 61: 301-311). Se han descrito plantas transgénicas
que son resistentes a mas de un herbicida (ver, por ejemplo, documento WO 2005/012515). Sin embargo, hay una
demanda continua de mejoras en todo aspecto de la produccién de cultivos, opciones de control de malas hierbas,
extension del control de malas hierbas residual y mejora en el rendimiento de cultivos.

La proteina o gen de HPPD de la invencién se combina ventajosamente en plantas con otros genes que codifican
proteinas o ARN que confieren propiedades agrondémicas utiles a estas plantas. Entre los genes que codifican
proteinas o ARN que confieren propiedades agronémicas utiles en plantas transformadas, se pueden mencionar
secuencias de ADN que codifican proteinas que confieren tolerancia a uno o varios herbicidas que, de acuerdo con
su estructura quimica, difieren de los herbicidas inhibidores de HPPD y otros que confieren tolerancia a ciertos
insectos, aquellos que confieren tolerancia a ciertas enfermedades, ADN que codifican ARN que proporcionan un
control de nematodos o insectos, etc.

Estos genes se describen en particular en las solicitudes de patentes PCT publicadas WO 91/02071 y WO 95/06128.

Entre las secuencias de ADN que codifican proteinas que confieren tolerancia a ciertos herbicidas en células
vegetales transformadas y plantas, se pueden mencionar un gen bar o PAT o el gen de Streptomyces coelicolor
descrito en el documento WO 2009/152359 que confiere tolerancia a herbicidas de glufosinato, un gen que codifica
un EPSPS apropiado que confiere tolerancia a herbicidas que tienen EPSPS como un blanco, como glifosato y sus
sales (documentos US 4.535.060, US 4.769.061, US 5.094.945, US 4.940.835, US 5.188.642, US 4.971.908, US
5.145.783, US 5.310.667, US 5.312.910, US 5.627.061, US 5.633.435), o un gen que codifica glifosato
oxidorreductasa (documento US 5.463.175).

Entre las secuencias de ADN que codifican un EPSPS apropiado que confiere tolerancia a los herbicidas que tienen
EPSPS como un blanco, se mencionara en particular el gen que codifica un EPSPS de planta, en particular EPSPS
de maiz, en particular un EPSPS de maiz que comprende dos mutaciones, en particular una mutacién en la posicién
de aminoacido 102 y una mutacion en la posicion de aminoacido 106 (documento WO 2004/074443) y que se
describe en la solicitud de patente US 6566587, en adelante mencionado EPSPS de maiz doble mutante o
2mEPSPS, o el gen que codifica un EPSPS aislado de Agrobacterium y que se describe por la secuencia ID N.%: 2y
la secuencia ID N.°: 3 de la patente US 5.633.435, también denominado CP4.

Entre las secuencias de ADN que codifican un EPSPS apropiado que confieren tolerancia a los herbicidas que

tienen EPSPS como un blanco, se mencionara mas en particular el gen que codifica un EPSPS GRG23 de
Arthrobacter globiformis, pero también los mutantes GRG23 ACE1, GRG23 ACE2, o GRG23 ACE3, en particular los
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mutantes o variantes de GRG23 tal como se describen en el documento WO 2008/100353, como
GRG23(ace3)R173K de la SEC ID N.°: 29 en el documento WO 2008/100353.

En el caso de las secuencias de ADN que codifican EPSPS y mas en particular que codifican los genes anteriores,
la secuencia que codifica estas enzimas esta precedida ventajosamente por una secuencia que codifica un péptido
de transito, en particular el “péptido de transito optimizado” descrito en la patente US 5.510.471 0 5.633.448.

En el documento WO 2007/024782, se divulgan plantas tolerantes a glifosato y al menos un inhibidor de ALS
(acetolactato sintasa). Mas especificamente se divulgan plantas que contienen genes que codifican un polipéptido
de GAT (glifosato-N-acetiltransferasa) y un polipéptido que confiere resistencia a inhibidores de ALS.

En el documento US 6855533, se divulgaron plantas de tabaco transgénicas con genes ALS/AHAS de Arabidopsis
mutados.

En el documento US 6.153.401, se divulgan plantas que contienen genes que codifican 2,4-D-monooxigenasas que
confieren tolerancia a 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) por metabolizacion.

En el documento US 2008/0119361 y el documento US 2008/0120739, se divulgan plantas que contienen genes que
codifican dicamba monooxigenasas que confieren tolerancia a dicamba (acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico) por
metabolizacion.

Todos los rasgos de tolerancia a herbicidas antes mencionados se pueden combinar con aquellos que tienen
tolerancia a HPPD que son materia objeto de esta invencion.

Entre las secuencias de ADN que codifican proteinas que se refieren a las propiedades de tolerancia a insectos, se
mencionaran mas en particular las proteinas Bt ampliamente descritas en la bibliografia y bien conocidas por los
expertos en la técnica. También se hara mencion de las proteinas extraidas de bacterias tales como Photorhabdus
(documento WO 97/17432 y documento WO 98/08932).

Entre las secuencias de ADN que codifican proteinas de interés que confieren nuevas propiedades de tolerancia a
insectos, se hara menciéon mas en particular de las proteinas Bt ampliamente descritas en la bibliografia y bien
conocidas por los expertos en la técnica. Se hara mencién de proteinas extraidas de bacterias tales como
Photorhabdus (documentos WO 97/17432 y WO 95/09932).

Entre tales secuencias de ADN que codifican proteinas de interés que se refieren a propiedades de tolerancia a
insectos, se hara mencién mas en particular a las proteinas Bt Cry o VIP descritas ampliamente en la bibliografia y
bien conocidas por aquellos expertos en la técnica. Estas incluyen la proteina Cry1F o hibridos derivados de una
proteina Cry1F (por ejemplo, las proteinas hibridas Cry1A-Cry1F descritas en los documentos US 6.326.169; US
6.281.016; US 6.218.188, o sus fragmentos tdxicos), las proteinas de tipo Cry1A o sus fragmentos toxicos, con
preferencia la proteina Cry1Ac o hibridos derivados de la proteina Cry1Ac (por ejemplo, la proteina hibrida Cry1Ab-
Cry1Ac descrita en el documento US 5.880.275) o la proteina Cry1Ab o Bt2 o sus fragmentos insecticidas tal como
se describen en el documento EP451878, las proteinas Cry2Ae, Cry2Af o Cry2Ag tal como se describen en el
documento WO 02/057664 o sus fragmentos toxicos, la proteina Cry1A.105 descrita en el documento WO
2007/140256 (SEC ID N.°: 7) o uno de sus fragmentos toxicos, la proteina VIP3Aa19 de N.° de acceso de NCBI
ABG20428, la proteina VIP3Aa20 de N.° de acceso de NCBI ABG20429 (SEC ID N.°: 2 en el documento WO
2007/142840), las proteinas VIP3A producidas en los eventos de algodén COT202 o COT203 (documentos WO
2005/054479 y WO 2005/054480, respectivamente), las proteinas Cry tal como se describen en el documento WO
01/47952, la proteina VIP3Aa o uno de sus fragmentos tdxicos tal como se describe en Estruch et al. (1996), Proc
Natl Acad Sci U S A. 28; 93(11):5389-94 y US 6.291.156, las proteinas insecticidas de Xenorhabdus (tal como se
describe en el documento WO 98/50427), Serratia (en particular de S. enfomophila) o cepas de especies de
Photorhabdus, como proteinas Tc de Photorhabdus tal como se describen en el documento WO 98/08932 (por
ejemplo, Waterfield et al., 2001, Appl Environ Microbiol. 67(11): 5017-24; French-Constant y Bowen, 2000, Cell Mol
Life Sci.; 57(5): 828-33). También se incluyen en el presente documento cualquier variante o0 mutante de cualquiera
de estas proteinas que difieren en algunos (1-10, con preferencia, 1-5) aminoacidos de cualquiera de las secuencias
anteriores, en particular la secuencia de su fragmento toxico, o que se fusionan con un péptido de transito, como un
péptido de transito de plastido u otra proteina o péptido.

Las FIGURAS muestran:

FIGURA 1: Superposicion de la estructura de rayos X de HPPD de Arabidopsis thaliana (gris oscuro) y (a)
Pseudomonas fluorescens (gris claro), (b) Streptomyces avermitilis, (c) Homo sapiens, (d) Rattus norvegicus. Las
estructuras se muestran como grafico de cintas.

FIGURA 2: Aminoacidos que forman el sitio de unién de (a) Arabidopsis thaliana, (b) Pseudomonas
fluorescens (c) Streptomyces avermitilis (d) Homo sapiens y (e) Rattus norvegicus (representado por lineas en
negrita). El nicleo de la proteina de HPPD se muestra como traza de Cas y €l hierro esta marcado.

FIGURA 3: Color de ensayo marrén en Escherichia coli
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Listado de secuencias

SEC ID N.°: 1: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Arabidopsis thaliana
SEC ID N.°: 2: proteina codificada por SEC ID N.°: 1

SEC ID N.°: 3: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Oryza sativa
SEC ID N.°: 4: proteina codificada por SEC ID N.°: 3
SEC ID N.°: 5: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Zea mays
SEC ID N.°: 7: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Avena sativa

SEC ID N.°

3
4
5

SEC ID N.°: 6: proteina codificada por SEC ID N.°: 5
7
8: proteina codificada por SEC ID N.°: 7
9

SEC ID N.°: 9: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Pseudomonas fluorescens

SEC ID N.°: 10: proteina codificada por SEC ID N.°: 9

SEC ID N.°: 13: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Synechococcus sp.

SEC ID N.°: 14: proteina codificada por SEC ID N.°: 13

SEC ID N.°: 15: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Blepharsima japonicum

SEC ID N.°: 16: proteina codificada por SEC ID N.°: 15

SEC ID N.°: 17: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD ro0341 aislada de Rhodococcus RHA1
SEC ID N.°: 18: proteina codificada por SEC ID N.°: 17

SEC ID N.°: 19: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Picrophilus torridus

SEC ID N.°: 20: proteina codificada por SEC ID N.°: 19

SEC ID N.°: 21: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Kordia algicida

SEC ID N.°: 22: proteina codificada por SEC ID N.°: 21

SEC ID N.°: 23: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Sorghum bicolor

SEC ID N.°: 24: proteina codificada por SEC ID N.°: 23

SEC ID N.°: 25: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Triticum aestivum

SEC ID N.°: 26: proteina codificada por SEC ID N.°: 25

SEC ID N.°: 27: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD de Hordeum vulgare

SEC ID N.°: 28: proteina codificada por SEC ID N.°: 27

SEC ID N.°: 29: secuencia de acidos nucleicos que codifica HPPD ro0240 aislado de Rhodococcus RHA1
SEC ID N.°: 30: proteina codificada por SEC ID N.°: 29

SEC ID N.°: 31: secuencia de acidos nucleicos que codifica polipéptido de HPPD de tipo silvestre de Arabidopsis
thaliana, que también contiene en el extremo 5 un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de
histidina

SEC ID N.°: 32: proteina codificada por SEC ID N.°: 31

SEC ID N.°: 33: secuencia de acidos nucleicos que codifica polipéptido de HPPD mutante, que también contiene en
el extremo 5’ un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 34: proteina codificada por SEC ID N.°: 33,

SEC ID N.°: 35: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5° un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina
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SEC ID N.°: 36: proteina codificada por SEC ID N.°: 35,

SEC ID N.°: 37: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 38: proteina codificada por SEC ID N.°: 37,

SEC ID N.°: 39: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 40: proteina codificada por SEC ID N.°: 39,

SEC ID N.°: 41: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 42: proteina codificada por SEC ID N.°: 41,

SEC ID N.°: 43: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 44: proteina codificada por SEC ID N.°: 43,

SEC ID N.°: 45: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 46: proteina codificada por SEC ID N.°: 45

SEC ID N.°: 47: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 48: proteina codificada por SEC ID N.°: 47

SEC ID N.°: 49: secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido de HPPD mutante, que también contiene
en el extremo 5” un acido nucleico que codifica una alanina y 6 aminoacidos de histidina

SEC ID N.°: 50: proteina codificada por SEC ID N.°: 49.
Los ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1:

Una mutacion de aminoacidos estrictamente conservados lleva a una proteina inactiva. Los mutantes puntuales
S267A (SEC ID N.% 34) en A. thaliana y N282A (SEC ID N.°: 36) en A. thaliana son inactivos. Las posiciones de
aminoacido dadas se refieren a la posicion de la SEC ID N.°: 2.

Los polipéptidos de HPPD mutantes de la presente invencién tienen cambios de aminoacidos en una o mas
posiciones respecto de la secuencia inicial de tipo silvestre de la que se derivan.

La secuencia de ADN SEC ID N.°: 2 que codifica la proteina de HPPD de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana (1335
pares de bases; Genebank AF047834; documento WO 96/38567) se clond en el vector pSE420(RI)NX (modificado
del vector de clonacion y expresion pSE420(RI)NX (5261 pares de bases) se basa en el plasmido pSE420 por
Invitrogen (Karlsruhe, Alemania)). En el extremo 5', se inserté directamente corriente abajo de ATG una secuencia
de acidos nucleicos que codifica un aminoacido de alanina y una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
HIS6-Tag N-terminal (6x HIS, codificado por: cat cat cat cac cat cat). La secuencia resultante se presenta como SEC
ID N.°: 31. Corriente arriba de ATG, se afiadieron dos pares de bases de cisteina adicionales a fin de obtener una
secuencia correspondiente al sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Ncol y corriente abajo del codén de
detencioén se afiadieron las secuencias correspondientes al sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Xbal.
El plasmido resultante se uso6 luego para transformar células de E. coli BL21 (DE3) con 50 pg/ml de kanamicina o
100 pg/ml de seleccion de carbenicilina tal como se describe en las solicitudes de patentes europeas EP09015984.9;
EP09015985.6; EP 09015986.4, EP 09015987.2; y EP09015988.0, todas presentadas el 23 de diciembre de 2009.

Ensayo rapido de la actividad de la proteina de HPPD: produccion de color marrén
Ensayo de control colorimétrico para enzimas activas de HPPD

Un medio de cultivo de tipo caldo de YT con el 1 % de agarosa, 5 mM de L-tirosina y 42 mM de succinato, que
contiene el agente de seleccion para el vector pSE420 se vierte en placas de pocillos profundos. El cultivo de E. coli
en la fase de crecimiento exponencial que contiene el vector pSE420-HPPDx (cualquier gen que codifica una enzima
/ proteina de HPPD tedrica) se aplica a cada pocillo. Después de 16 horas a 37 °C, los pocillos que no contienen el
medio de cultivo, aquellos que habian sido sembrados con un cultivo de E. coli con el vector vacio pSE420, son
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transparentes, o aquellos que habian sido sembrados con un cultivo de E. coli con un vector pSE420 que contiene
un gen que codifica una HPPD inactiva, son transparentes, mientras que los pocillos sembrados con un cultivo de E.
coli con el vector pSE420-HPPD que codifica la HPPD activa son marrones. Previamente se habia demostrado que
este ensayo refleja la actividad de HPPD, no importa cual sea el origen de esta actividad y permite la identificacion
de actividades de la HPPD (documento US 6.768.044). Como puede verse en la Figura 3, el cultivo de bacterias que
contiene el gen que codifica la HPPD mutante no desarrolld un color marrén mientras que uno que contiene el gen
que codifica la HPPD de tipo silvestre desarrollé un color marrén fuerte que reflejaba la actividad de las enzimas de
HPPD. Se puede concluir que los dos mutantes de HPPD no son capaces de convertir HPP en homogentisato. Los
dos mutantes de HPPD son inactivos. Se puede concluir que las posiciones de aminoacido 267 y 282 (referidas a la
posicion en la SEC ID N.°: 2) son esenciales para la actividad de HPPD.

La expresion de la proteina de HPPD se realiz6 de la siguiente manera.

Se usaron cultivos durante la noche cultivados a 37 °C para inocular el medio LB en una relacién 1:100. Se dejaron
crecer las células hasta que la DO alcanzara 0,5, luego se inici6 la expresion a partir del promotor trp-lac (trc) por
induccion con 1 mM de IPTG que se une con el represor lac y causa su disociacion del operdn lac. La expresion se
llevé a cabo durante 15 h a 28 °C.

Para preparar el cultivo de prearranque, se inocularon 2 ml de medio TB (100 ug*ml'1 de carbenicilina) con 50 pl de
una solucién madre de K-12 BL21 glicerol de E. coli. El cultivo de prearranque se incubé a 37 °C con agitacion a 140
rpm durante 15 h Se usaron 200 pl del cultivo de prearranque para iniciar el cultivo de inicio (5 ml de suplemento de
TB con 100 ug*™"), que se incubo durante 3 h a 37 °C.

Para preparar el cultivo principal, se inocularon 400 ml de medio TB (100 ug*ml'1 de carbenicilina) con 4 ml del cultivo
de inicio. Este cultivo de inicio se incubd a 37 °C con agitacion a 140 rpm hasta que se alcanzé la DOggo de 0,5.
Luego se indujo la expresion de la proteina recombinante con 400 pyl de 1 M de solucion IPTG. Las células se
dejaron en cultivo durante una hora adicional en estas condiciones, luego la temperatura se redujo a 28 °C y el
cultivo se agité a 140 rpm durante 15 h. Las células se cultivaron por centrifugacion a 6000 x g durante 15 min a 4 °C.
Luego se almacenaron los sedimentos celulares a -80 °C.

Aislamiento y purificacion de Hisg-AtHPPD en forma nativa
Lisis de células

Se lisaron células usando lisozima, una enzima que escinde las ligaciones 1,4-p entre el acido N-acetiimuramico y
residuos de N-acetil-D-glucosamina en peptidoglicano que forma la pared celular bacteriana. Las membranas
celulares se desbarataron luego por la presion interna de la célula bacteriana. Ademas, el tampdn de lisis contenia
Benzonase® Nucleasa, una endonucleasa que hidroliza todas las formas de ADN y ARN sin dafiar las proteinas y asi
reduce ampliamente la viscosidad del lisado celular. La lisis en condiciones nativas se llevé a cabo en hielo.

Para la purificacion de proteinas rotuladas con Hiss, se uso6 el kit QIAexpress® Ni-NTA Fast Start Kit segun la
instruccion del manual del usuario.

Purificacion de proteinas rotuladas con Hisg por cromatografia por afinidad de ion metalico inmovilizado
(IMAC)

El lisado celular clarificado (10 ml) obtenido después de Ia centrifugacion de la reaccion de lisis se cargdé en una
columna Ni-NTA Fast Start Column con el kit QlAexpress® Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y la
purificacion se llevo a cabo de acuerdo con el manual de instrucciones. La proteina rotulada con Hisg se eluyd con
2,5 ml de tampdn de elucion.

Desalinizacion de soluciones de HPPD por filtracion en gel

Se aplicaron soluciones de HPPD eluidas de una columna Ni-NTA Fast Start con 2,5 ml de tampén de elucién a una
columna Sephadex G-25 PD-10 (GE Healthcare, Friburgo, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del manual
del usuario. Después de que toda la muestra entrara en el lecho de gel, se realiz6 la elucion con 3,5 ml de tampdn
de almacenamiento.

Las soluciones de HPPD eluidas de la columna de desalinizacion se congelaron a -80 °C en alicuotas de 1 ml.
Determinacion de la concentracion de proteina de HPPD usando el ensayo de proteina de Bradford

La concentracion de proteina se determiné usando el ensayo de Bradford estandar (Bradford, (1976), Anal Biochem
72: 248-254).

Determinacion de la pureza de soluciones de HPPD usando SDS-PAGE

La |ntegr|dad de la proteina eluida se control6 por medio de electroforesis en gel de proteina SDS-PAGE usando
NuPAGE® Novex 4-12 % Bis-Tris Gels (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), se cargaron aproximadamente 10 ug de
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proteina. Se afadieron 10 pl de tampdén de muestra de Laemmli a 1-10 pl de solucién de proteina y la mezcla se
incubd a 90 °C durante 10 min. Después de una corta etapa de centrifugacion, toda la mezcla se cargd en una
ranura de un gel SDS prewamente fijlado en una camara de gel XCell SureLock™ Novex Mini-Cell rellena con
tampon de corrida NuPAGE® MOPS SDS (diluido de la solucion 20 x con ddH,0). Luego se aplicé un voltaje de 150
a la camara de gel durante 1 h. Para la tinciéon de las bandas de proteina, el gel se sumergié en solucion de tincion
azul brillante de Coomassie R-250. Para desteiiir el gel de poliacrilamida, se sumergié en solucién para destefir azul
brillante de Coomassie R-250 hasta que las bandas de proteina aparecieron azules en un gel blanco.

La actividad de HPPD se controlé por medio de un ensayo espectrofotométrico estandar (procedimiento descrito
extensivamente en el documento WO 2009/144079).

En este contexto, el valor de plsp implica el valor de log de la concentracién de inhibidor necesaria para inhibir el 50 %
de la actividad enzimatica en concentracion molar.

Los valores de plsp para inhibidores de HPPD se determinaron a partir de los graficos de dosis-respuesta de la
actividad de HPPD frente a la concentracion de inhibidor usando el ensayo extensivamente descrito en el documento
WO 2009/144079 a 2 mM de concentracion de HPP fijo y 3 minutos de tiempo de incubacion fijo usando el ID
Business Solutions Ltd. XLfit software suite.

Tabla 7: Determinacion de los pl50 de las enzimas de HPPD (HPPD de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana “SEC
ID N.°: 327, los mutantes S267A (SEC ID N.°: 34) y N282A (SEC ID N.°: 36)" y la tolerancia a los diversos inhibidores
de HPPD enumerados mas abajo tembotriona, dicetonitrilo, mesotriona, biciclopirona, pirasulfotol, sulcotriona,
pirazolato, tefuriltriona y benzofenap. El simbolo “>* significa que el valor era mucho mayor que el |nd|cado pero no
se podla calcular de forma preC|sa dentro del rango de concentracion del inhibidor ensayado (2,5 x 10, 5,0 x 107,
1,0x10°,2,5x10°,6,3x 10° y 2,5 x 10 M).

variaron entre 10 y 400 pM. Para la determinacion del valor Ki, K1 =

Biciclopirona Benzofenap Dicetonitrilo Mesotriona
(Vééo ID N.%: 32) 5.2 > 5.6 > 5.6 > 5.6
25)67”‘ (SECIDN. -la (P) -la (P) -la (P) -la (P)
Sy N ECIENT g 1a p) -1a (P) -1a (P) -1a (P)

Pirasulfotol Pirazolato Sulcotriona Tefuriltriona Tembotriona
gEC ID N.°: 32) 5,4 5,4 >5,6 >5,6 >5,6
gj)sm (SECID N2 ng-1a (p) “la(P) “la(P) “la(P) “la(P)
Sy SECIPNT | ng—1a (p) -1a (P) -1a (P) -1a (P) -1a (P)

Tal como se demostrd previamente, los 2 mutantes de proteinas no son capaces de convertir HPP en homogentisato,
lo que confirma que las 2 proteinas mutantes son inactivas. Esto confirma la hipétesis de que la posicion 267 y 282
(haciendo referencia a la posicion SEC ID N.°: 2) son absolutamente esenciales para obtener una HPPD activa.

Ejemplo 2: mutantes de punto simple revelaban mayor tolerancia a herbicidas inhibidores de HPPD:

Caracterizacion cinética y evaluacion de tolerancia a inhibidores de HPPD de la enzima de HPPD “SEC ID
N.°: 327,

La actividad de HPPD se control6 por medio del ensayo espectrofotométrico estandar (procedimiento
extensivamente descrito en el documento WO 2009/144079).

Determinacion de las propiedades cinéticas in vitro de HPPD

Los valores de Kn, Vmax ¥ keat para diferentes preparaciones enzimaticas de HPPD y Ki, Ki = Kon ¥ K1 = Kot para

diferentes inhibidores de HPPD se determinaron usando un ensayo de HPLC para las mediciones de la actividad de

HPPD. Las mezclas de ensayo contenian en un volumen de 1 ml 150 mM de tampén de Tris-HCI a pH 7,8, 10 mM

de ascorbato de sodio, 650 unidades de catalasa bovina (Sigma C30 (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania), 34 mg de

proteina/ml, 23.000 unidades/mg) y cantidades apropiadas de HPP, enzima de HPPD purificada e inhibidores de
HPPD. Para la determinacion del valor de Km, Vmax ¥ Keat, 1as concentraciones de HPP en la mezcla de ensayo se
Kon ¥ K.1 = Kofr, S€ usaron 2 mM de HPP. Todos
los ensayos se iniciaron por adicién de la enzima de HPPD a la mezcla de ensayo y se detuvieron en una serie de

tiempos de entre 0 y 240 s por adicion de 200 pl de la mezcla de reaccion a los tubos de ensayo de reaccion que
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contienen 20 pl de acido perclérico al 10 %. La proteina precipitada se sedimentd por una centrifugacion de 5
minutos a 10.000 g. 100 pl del sobrenadante se cargaron en una columna 250 x 4 mm Knauer (Berlin, Alemania)
Eurospher 100-5 C18 equilibrada con 10 % de metanol, 0,1 % de acido trifluoroacético (tampén A). La columna se
eluyo, también a 1,5 ml/min, usando un lavado de 4 minutos con tampén A, seguido de un lavado de 3 min con 95 %
de metanol y con un lavado adicional de 2 minutos con tampén A. La elucion de HGA (acido homogentisico) y HPP
(hidroxifenilpiruvato) se controld a 292 nm. HGA se eluye a aproximadamente 5 minutos y HPP se eluye mas tarde.
Un grupo estandar de concentraciones de HGA se usaron para proporcionar una curva estandar a fin de calibrar la
absorbancia de 292 nm del pico de HGA frente a la concentracion de HGA.

Para las determinaciones del valor Ky, y Vmsx las tasas iniciales de la reaccién de HPPD a diferentes concentraciones
de sustrato se determinaron a partir de graficos de HGA formados frente al tiempo y se ajustaron a la ecuacion de
Michaelis-Menten para enzimas no reaccionadas usando el paquete de software XLfit de ID Business Solutions Ltd.
(www.idbs.com). Para la determinacioén de los valores Ki, K1 = Kon y K4 = Kot € ajustaron los cursos en el tiempo de
la reaccién de HPPD a diferentes concentraciones de inhibidor a las ecuaciones para el Mecanismo A, inhibicién
competitiva, para inhibidores de ligacion estrecha (Cha, S. (1975) Tight-binding inhibitors — I. Kinetic behaviour.
Biochemical Pharmacology 24, 2177-2185) usando el paquete de software XLfit de ID Business Solutions Ltd.

Tabla 8

SEC ID N.°: 32 de proteina consiste en la SEC ID N.° 2 de proteina con una inserciéon de un aminoacido Ala y
seis aminoacidos His directamente detras de la primera metionina.

Caracterizacion cinética de enzimas de HPPD (“SEC ID N.°: 32" de Arabidopsis thaliana y la respectiva
tolerancia de los inhibidores de la HPPD tembotriona y dicetonitrilo)

En la siguiente tabla dada mas abajo, “Kn” (constante de Michaelis-Menten) significa el parametro cinético que
se usa para caracterizar una enzima y se define como la concentracion de sustrato que permite la tasa maxima
media de la reaccion. Ky, también se define como la concentracion de sustrato a la que la tasa de reaccion
alcanza la mitad de su valor maximo (Vmax/2) donde Vnasx tiene el significado de ser la velocidad maxima de la
reaccion. Kon = Ky es igual a la constante de tasa de asociacion de la unién de enzima-sustrato y Kor= K1 es
igual a la constante de tasa de la disociacion del complejo de enzima-inhibidor. Ki define la constante de
inhibicién.

HPP Tembotriona Dicetonitrilo
Km Vmax k1 o k.1_1 Ki k1 o k.1_1 Ki
(M) (M) | (M sT) (s™) (UM) (M7s™) (s™) (UM)
SEC ID | 6,3 1,2 2,3E+05 3,5E-03 0,015 6,1E+05 1,1E-02 0,018
N.%: 32

Los parametros cinéticos K y Vmax de la planta HPPD “SEC ID N.°: 32” resumidos en la Tabla 8 estan en el intervalo
de las actividades especificas medidas de la HPPD de planta purificada como por ejemplo para la HPPD de
zanahoria (Garcia et al. 2000, Biochemistry, 39, 7501-7507). La HPPD de Arabidopsis thaliana también es sensible
en el rango similar a la HPPD de zanahoria a dicetonitrilo. Es la primera vez que se midié el parametro cinético de la
HPPD de Arabidopsis thaliana en presencia de tembotriona y esta en un rango comparable al medido en presencia
del inhibidor de HPPD dicetonitrilo.

Determinacion de la actividad de HPPD en presencia de varios inhibidores de HPPD

En este contexto, el valor de plsg significa el valor de log de la concentracion de inhibidor necesaria para inhibir el 50 %
de la actividad enzimatica en la concentracion molar.

Los valores de plsp para los inhibidores de HPPD se determinaron a partir de graficos de dosis-respuesta de la
actividad de HPPD frente a la concentracion de inhibidor usando el ensayo extensivamente descrito en el documento
WO 2009/144079 a 2 mM de concentracion de HPP fija y 3 minutos de tiempo de incubacion fijo usando el paquete
de software XLfit de ID Business Solutions Ltd.

Tabla 9: Determinacion de los pl50 de las enzimas de HPPD (SEC ID N.°: 42) y sus respectivas tolerancias a los
diversos inhibidores de HPPD enumerados mas adelante tembotriona, dicetonitrilo, mesotriona, biciclopirona,
pirasulfotol, sulcotriona, pirazolato, tefuriltriona y benzofenap. El simbolo “>” significa que el valor era mucho mayor
que el indicado pero no se podia calcular de forma precisa dentro del rango de concentracién del inhibidor ensayado
(2,5x10%°,50x10°, 1,0x10° 2,5x10°,6,3x 10°y 2,5 x 10 M).

Biciclopirona Benzofenap Dicetonitrilo Mesotriona Pirasulfotol
SEC ID N.°: 32 5,2 >56 >56 >56 54
P280A 4,3 5,2 5,2 5,3 4,3
SEC ID N.°: 42
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Pirazolato Sulcotriona Tefuriltriona Tembotriona
SEC ID N.°: 32 54 >5,6 >5,6 >5,6
P280A 4.7 5,0 55 >5,6
SEC ID N.%: 42

Las mediciones muestran que el pl50 en el caso de mutantes puntuales se reduce en comparaciéon con la proteina
de tipo silvestre.

En la Tabla 9, se puede ver claramente que el mutante de HPPD esta afectado en su tolerancia a al menos un
inhibidor de HPPD y algo a varios inhibidores de HPPD. El mutante ensayado es mas activo (muestra una tolerancia
incrementada referida a los diversos inhibidores de HPPD aplicados) en presencia de al menos uno de los
inhibidores de HPPD seleccionados, en consecuencia el complejo de enzima-inhibidor mutante deberia ser menos
estable que el complejo de enzima-inhibidor de tipo silvestre. Se puede concluir entonces que las posiciones 280
(tomando referencia en SEC ID N.° 2) son importantes en la modulacién de la tolerancia de la enzima de HPPD a
inhibidores de HPPD.

Listado de secuencias

<110> Bayer CropScience AG
<120> Variantes de HPPD y procedimientos de uso
<130> BCS 10-1029EP03

<140> EP10190629
<141> 10 de noviembre de 2010

<160> 50

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 1335

<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana
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<400> 1
atgggccacc aaaacdgccgce cgtttcagag aatcaaaacc atgatgacgg cgctgogtog B0
tocgoocgggat tcaagotogt cggattttcoe aagttocgtaa gaaagaatcc aaagtctgat 120
aaattcaagg ttaagcgctt ccatcacatc gagttctggt goggogacgc aaccaacgtco 180
goctocgtogeot totocctggogy toctggggatg agattcoctcococg ccaaatccocga toctttcocacco 240
ggaaacatgg ttcacgoccoctcoc ttacctactc acctcocggtg acctcocgatt cocttttocact 300
goctococttact ctococgtoctoct ctococgoocgga gagattaaac cgacaaccac agottcoctatco 360
ccaagbttcg atcacggectc ttgtcocgttcc ttocttcoctett cacatggtct cggtgttaga 420



gococgttgoga
goctattoctt
ctatacggcg
gaattcttge
atccggoggo
gtagcggggt
goccgagagoeyg
attaacgagc
aacgaaggcy
agagagatga
acttactacc
gagtgtgagy
ttcacaaaac
tgocatgatga
aaaggcaatt
aaacagttag

ttgaagtaga
cgtcgococtoo
atgttgttct
cagggttocga
ttgaccacgc
tcactggttt
gtttaaattc
cagtgcacgg
cagggctaca
ggaagaggag
agaatctcaa
aattagggat
cactaggtga
aagatgagga
tctctgaget
tggga

<210> 2

<211> 445

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

Met Glvy

Gly Ala
Val

Arg

Ile
a0

His

Ser
6h

Trp
Gly

Asn

FPhe Leu

FPro

Lys

Ser
130

Arg

Glu
145

Val

His Gln

Ala Ser

20
Lys Asn
35

Glu Phe

Gly Leu

Met Val

Fhe Thr

100

Thr
115

Thr
Fhe

Fhe

Glu Asp

Asn

Ser

FPro

Trp

Gl

His

55

Ala

Thr

Ser

Ala
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agacgcagag
tatcgtccteo
cocgatatgtt
gogtgtagag
cgtgggaaac
tcaccaattc
agocggtootg
aacaaagadgyg
acatctggct
cagtattgga
gaaacgggtc
tcttgtagac
caggccgacy
agggaaggct
cttocaagtcco

Ala Ala

FPro

Gl

Lys Ser

Val

Fhe

Asp

tcagoctttot
aatgaagcaqg
agttacaaaqg
gatgocgtogt
gttcoctgage
Jgocagagttca
goctagcaatg
aagagtcaga
ctgatgagtg
ggattcgact
ggocgacgtgo
agagatgatc
atatttatag
taccagagtg
attgaagaat

Glu
10

Ser

Lys Leu

25

Iys Phe

40

Cyz Glvy

55

Met
70

Arg

Ala Ser

FPro

Tvr

Ala Ser

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

Ala Thr

Ala

Ser

Leu
S0

Leu

Pro Ser

105

Pro Ser

120

His
135

Ser

Glu
150

Ser

Gl

Ala

Leu Glvy

Fhe Ser

50

ccatcagtgt
ttacgatcgo
cagaagatac
cgttccoccatt
ttggtcocggo
cagcagacga
atgaaatggt
ttcagacgta
aagacatatt
tcatgooctto
tcagcocgatga
aagggacgtt
agataatcca
gaggatgtgg
acgaaaagac

Asn Gln Asn

Val Glvy FPhe

Lys Val Lysz

45

Val
18]

Asn Ala

Lys Ser

75

Asp

Thr Ser Gly

Leu Ser Ala

Fhe His

125

Asp

Val Arg Ala

140

Ile
155

Ser Val

agcoctaatggc
tgaggttaaa
cgaaaaatcc
ggattatggt
tttaacttat
cgttggaacc
tcttoctaccg
tttggaacat
caggaccctg
tcoctococgeoot
tcagatcaaqg
gcttcaaatc
gagagtagga
tggttttgge
tcttgaageoco

His

Ser

30

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

110

Gl

Val

Ala

Asp

15

Lys

Fhe

Arg

Ser

Leu

95

Glu

Ser

Ala

Asn

Asp

Fhe

His

Fhe

Thr

50

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl
160

480
540
600
660
720
780
540
500
9560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335



Ala

Ala

Lys

Val

Asp

225

Val

Asp

Aszsn

Lys

Gly

305

Arg

Ser

Val

Val

Leu

385

Cys

Gly

Ile

Glu

Ala

Glu

210

His

Ala

Val

Asp

Arg

250

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

370

Gl

Met

Gl

FPro

Val

Glu

155

Asp

Ala

Gl

Gl

Glu

275

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

355

Arg

Asp

Met

Fhe

Ser

Lys

150

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr

260

Met

Ser

His

Arg

FPro

340

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl
420

Ser

1e5

Leu

Thr

Ser

Gl

Thr

245

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

325

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

405

Lys
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FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

230

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

310

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

350

Glu

Gl

FPro

Gl

Lys

Fhe

215

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

295

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

375

Ile

Glu

Asn

Ile

Asp

Ser

200

FPro

FPro

His

Gl

FPro

280

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

360

Thr

Fhe

Gl

Fhe

51

Val

Val

1585

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu

265

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

345

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser
425

Leu

170

Val

Fhe

Asp

Leu

Fhe

250

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

330

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

410

Glu

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

235

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

315

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

395

Tvr

Leu

Glu

Arg

FPro

Gl

220

FPro

Glu

Ala

FPro

His

300

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile

380

Ile

Gln

Fhe

Ala

Tvr

Gl

205

Ile

Ala

Fhe

Val

Val

285

Asn

Fhe

Asp

Arg

Leu

365

Fhe

Gln

Ser

Lys

Val

Val

150

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

270

His

Glu

Arg

Fhe

Val

350

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
430

Thr

175

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala

255

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

335

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

415

Ile

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

240

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

320

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

400

Cys

Glu
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Glu Tyvr Glu Lyzs Thr Leu Glu Ala Lys Gln Leu Val Gly
435

<210> 3

<211> 1341
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 3
atgcctccca
ggggagaacyg
agocgaccggt
tcocgocogogg
tccacgggga
ttcaccgococ
atcoccttcct
cacgcocgtgg
ggtgocgogoo
gagctoctacg
ttococtoccogg
ttocgaccacg
ttcaccgggt
ggcctocaact
cocggtgcacg
ccgggggtge
cgggogogot
gacggcgtge
gagctcgggy
ccagtaggag
aaggatgaga
ttoctocggage
cctacagttc

<210> 4

<211> 446

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 4

Met Pr

Ala Al

Arg

Phe Hi

50

Arg

Fhe

Fhe

ctcoccacccc

cggggttccyg
tccaggogoet
gocoggttoge
actcocgogca
cctacggogg
tctococococagg
cgoctgocgogt
cggocgttoca
gocgacgtogt
gtttocgaggg
tcgtocggecaa
tccacgagtt
cggtggtgoet
gecaccaagcg
agcacatcgc
ccgoccatggg
ggcggcgedo
tgotogtgga
acaggccaac
gtgggcagga
tgttcaagtc
aaggatccta

o Pro

a Ala

20

Val
35

= His

Ala

Thr Pro Thr

5

Ala Gly Glu

Arg Ala Asn

Val Glu Leu

Fhe Ala Leu

caccgccaco
cctogtoggy
cgocgttocac
cttocgoococtyg
cgocctooccto
cgaccacggo
cgococgcgogy
cgococgacgcy
gooocgoccgac
gotococgotto
cgtcagecaac
cgtgcocggag
cgoccgagtto
cgccaacaac
goggagocag
gotggocago
cggocttocgag
cggggacgtyg
cagggatgac
ctttttcttyg
gtaccagaag
cattgaggag
g

FPro

Asn

FPro

Trp

55

Gl

440

accggcgccyg
caccgcocgoet
cacgtcocgage
ggocgcgoogo
ctocctocoget
gtcggcgcgy
aggttcgcococg
gocogacgect
ctcggcggtg
gtcagccacc
cogggedgocyg
ctocgoctococgg
accgccgagyg
gocggagaccyg
atacagacgt
gacgacgtgce
ttocttggocge
ctoctocggagg
cagggggtgt
gagatgatac
ggcggctgeyg
tatgagaaat

Thr Ala

10
Ala Glvy
25
Arg Ser
40

Cys Ala

Ala Pro

52

Thr

Fhe

Asp

Asp

Leu

tctocggocogo
tcgtococgogo
tctggtgogo
tcgoocgococag
ccgoctocogt
acgcggccac
cggaccacgg
tcocgocgococag
gottoggooct
cggacggede
tggactacgg
tagoccocgocgta
acgtgggoac
tgoctgotgeo
acctggacca
tocgggacget
cgocgoccgoo
agcagatcaa
tgctococagat
aaaggattgg

gcgggtttgg
ccocttgaago

Thr Glv

Arg Leu

Arg Phe

45
Ala Ala
B0

Ala Ala

Ala

Val

Gln

Ser

Arg

445

tgcggcggeyg
caaccocgcgyg
cgacgoccgog
gtccgacctce
cgogbttocto
caccgcctoco
cctocgoggtg
cgtcgocggoc
cgcggaggtyg
cgacgocgocc
cctococgoocgg
catctococggg
cgoccgagage
goctcaacgadq
ccacggoggc
gagggagatg
caactactac
cgagtgocag
cttcaccaaqg
gtgcatggag
gaagggcaac
caagcaagcc

Val Ser

15
Gly Hisz
30

Ala Leu

Ala

Ala

Ser Asp

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1341

Ala

Arg

Ala

Gl

Leu



65

Ser

Val

Ala

Ala

Leu

145

Gly

Leu

His

Ser

Val

225

Fhe

Thr

Thr

Ser

His

305

Arg

Fro

Thr

Ala

Asp

Arg

130

Arg

Ala

Ala

FPro

Asn

210

Gl

Thr

Ala

Val

Gln

290

Ile

Ala

Asn

Gl

Fhe

Ala

115

Arg

Val

Arg

Glu

Asp

155

FPro

Asn

Gl

Glu

Leu

275

Ile

Ala

Arg

Tvr

Asn

Leu

100

Ala

Fhe

Ala

FPro

Val

150

Gl

Gl

Val

Fhe

Ser

260

Leu

Gln

Leu

Ser

Tvr
340

Ser

55

Fhe

Thr

Ala

Asp

Ala

1e5

Glu

Ala

Ala

FPro

His

245

Gl

FPro

Thr

Ala

Ala

325

Asp

ES 2 588 802 T3

70

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

150

Fhe

Leu

Asp

Val

Glu

230

Glu

Leu

Leu

Tvr

Ser

310

Met

Gl

His

Ala

Ala

Asp

135

Ala

Gln

Tvr

Ala

Asp

215

Leu

Fhe

Asn

Asn

Leu

295

Asp

Gl

Val

Ala

FPro

Ser

120

His

Asp

FPro

Gl

FPro

200

Tvr

Ala

Ala

Ser

Glu

280

Asp

Asp

Gl

Arg

53

Ser

Tvr

105

Ile

Gl

Ala

Ala

Asp

1585

Fhe

Gl

FPro

Glu

Val

265

FPro

His

Val

Fhe

Arg
345

Leu

50

Gl

FPro

Leu

Fhe

Asp

170

Val

Leu

Leu

Val

Fhe

250

Val

Val

His

Leu

Glu

330

Arg

75

Leu

Gl

Ser

Ala

Arg

155

Leu

Val

FPro

Arg

Ala

235

Thr

Leu

His

Gl

Gl

315

Fhe

Ala

Leu

Asp

Fhe

Val

140

Ala

Gl

Leu

Gl

Arg

220

Ala

Ala

Ala

Gl

Gl

300

Thr

Leu

Gl

Arg

His

Ser

125

His

Ser

Gl

Arg

Fhe

205

Fhe

Tvr

Glu

Asn

Thr

285

FPro

Leu

Ala

Asp

Ser

Gl

110

FPro

Ala

Val

Gl

Fhe

150

Glu

Asp

Ile

Asp

Asn

270

Lys

Gl

Arg

FPro

Val
350

Ala

95

Val

Gl

Val

Ala

Fhe

175

Val

Gl

His

Ser

Val

255

Ala

Arg

Val

Glu

FPro

335

Leu

50

Ser

Gl

Ala

Ala

Ala

1e0

Gl

Ser

Val

Val

Gl

240

Gl

Glu

Arg

Gln

Met

320

FPro

Ser



10

15

Glu

Asp

Arg

385

Lys

Gly

Lys

<210> 5

<211>
<212>
<213>

1281
ADN
Zea mays

<400> 5

Glu

Asp

370

FPro

Asp

Lys

Ser

ES 2 588 802 T3

Gln
355

Tle Asn Glu Cys

Gln Val Leu

375

Gl Leu

Thr Phe Phe Leu Glu

350

Glu Ser Gly Gln Glu

405

Asn Phe Ser Glu

420

Gl

Leu Glu Ala Gln

435

Lys

Gln

360

Gln

Met

Tvr

Leu

Ala
440

Glu

Ile

Ile

Gln

Fhe

425

FPro

Leu

Fhe

Gln

Lys

410

Lys

Thr

Gl

Thr

Arg

395

Gl

Ser

Val

Val

Lys

380

Ile

Gl

Ile

Gln

Leu

365

FPro

Gl

Cys

Glu

Gl
445

Val

Val

Cys

Gl

Glu

430

Ser

Asp

Gl

Met

Gl

415

Tvr

Arg

Asp

Glu

400

Fhe

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atgocccococga
gagecaggocgy
gaccgcttoc
goccgecgggeo
acgggcaact
acggcocgocct
gococgococgogo
gtocgococgacg
gacgtocgtge
gggttcgagg
atcgtcggca
ttoccacgagt
tccatggtge
ggcaccaadgc
cagcacatgg
tocggoccatgg
aggcggodod
gtgctggtgg
gacaggccaa
aaggggoaag
ctgttcaagt
goctgocagoto

6

426

PRT

Zea mays

6

ccocccacage
cgttococgeooct
acacgctcgc
gcttoctoctt
cocgcgoacgc
acgocgcacgg
ggogottoge
ccgaggacgc
tcocggtacgt
gcgtggccag
acgtgococgga
tcgococgagtt
tcgccaacaa
gococgcagceca
cgoctggocag
gocggocttoga
ccggggacgt
acagggatga
cgotgttott
aataccaaaa
ccatcgagga
agggatccta

cgoccocgcageoco
cgtgggocac
gttccaccac
cggcectggge
gtccocctgotyg
cgococgacget
agccgaccac
cttococgoggo
gagctacccyg

coocoggggog
gotggogooo
cacgacggag
ctocggagaac
gatacaaacqg
cgacgacgtyg
gttcatggcyg
gotocacggaa
ccagggcgtyg
ggaaatcatc
gggtggctge
ttatgagaag
g

ggcgcogoocg
cgocaacttog
gtggagctct
Jgocgococgotog
ctococgoctoog
gococacocgoodg
ggcctcgcegy
ttococgoocteg
gacggegoog
Jgococgactacg
gocogocgoct
gacgtgggeca
gtgctgoctcoc
ttocctggacce
ctocaggacgco
cctoccocoacat
goacagatta
ctgctccaaa
caaaggatcg

ggcgggttcyg
tcococttgaag

54

tggcggogge
tcocgeocttcaa
ggtgcgcoga
cogoacgoto
gotocococtoto
cgctgoococto
tgocgocgoogt
cocgaggtoga
cgggocgagcc
ggctgagcag
acttocgcogg
cocgocggagay
cgctcaacga
accacggcgg
tgagggagat
ccgactacta
aggagtgoca
tcttocaccaa
ggtgcatgga
gcaagggaaa
ccaagcaaqc

atcagcagcg
ccocgogotoo
cgoggoctoo
cgacctoctoco
cttcocctotto
cttctcocgoo
cgogotoocgo
gctoctacggo
cttococtgoocg
gttcgaccac
cttcacgggg
cggcctocaac
gocoggtgeac
ccocggogtg
gocaggegego
tgacggcgtyg
ggagctaggy
gccagtgggy
gaaggatgag
cttctocgecag
tgotgocagoa

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1281



Met

Ala

Fhe

His

Fhe

65

Thr

Ser

Ala

Asp

Glu

145

Asp

Fro

Tvr

Ala

Ala

225

Ser

Glu

FPro

Ser

Val

His

50

Ser

Gl

Fhe

Ala

His

130

Asp

Val

Fhe

Gl

FPro

210

Glu

Met

FPro

FPro

Ala

Arg

35

Val

Fhe

Asn

Leu

Leu

115

Gl

Ala

Val

Leu

Leu

155

Ala

Fhe

Val

Val

Thr Pro

Ala Glu
20

FPhe Asn

Glu Leu

Gly Leu

Ser Ala
85

Fhe Thr
100

Pro Ser

Leu Ala

Fhe Arg

Leu Arg
1e5

Pro Glvy
180

Ser Arg

Ala Ala

Thr Thr

Leu Ala

245

His Glv
260

ES 2 588 802 T3

Thr

Gln

FPro

Trp

Gl

70

His

Ala

Fhe

Val

Gl

150

Tvr

Fhe

Fhe

Tvr

Glu

230

Asn

Thr

Ala

Ala

Arg

Cys

55

Ala

Ala

FPro

Ser

Arg

135

Fhe

Val

Glu

Asp

Fhe

215

Asp

Asn

Lys

Ala

Ala

Ser

40

Ala

FPro

Ser

Tvr

Ala

120

Ala

Arg

Ser

Gl

His

200

Ala

Val

Ser

Arg

55

Ala

Fhe

25

Asp

Asp

Leu

Leu

Ala

105

Ala

Val

Leu

Tvr

Val

1585

Ile

Gl

Gl

Glu

Arg
265

Ala

10

Arg

Arg

Ala

Ala

Leu

50

His

Ala

Ala

Ala

FPro

170

Ala

Val

Fhe

Thr

Asn

250

Ser

Gl

Leu

Fhe

Ala

Ala

75

Leu

Gl

Ala

Leu

Glu

155

Asp

Ser

Gl

Thr

Ala

235

Val

Gln

Ala

Val

His

Ser

60

Arg

Arg

Ala

Arg

Arg

140

Val

Gl

FPro

Asn

Gl

220

Glu

Leu

Ile

Ala

Gl

Thr

45

Ala

Ser

Ser

Asp

Arg

125

Val

Glu

Ala

Gl

Val

205

Fhe

Ser

Leu

Gln

Val

His

30

Leu

Ala

Asp

Gl

Ala

110

Fhe

Ala

Leu

Ala

Ala

150

FPro

His

Gl

FPro

Thr
270

Ala

15

Arg

Ala

Gl

Leu

Ser

95

Ala

Ala

Asp

Tvr

Gl

175

Ala

Glu

Glu

Leu

Leu

255

Fhe

Ala

Asn

Fhe

Arg

Ser

50

Leu

Thr

Ala

Ala

Gl

1e0

Glu

Asp

Leu

Fhe

Asn

240

Asn

Leu



Asp

Asp

Gly

305

Arg

Gln

Gln

Ile

Tvr

385

Leu

Ala

His

Val

250

Fhe

Arg

Glu

Ile

Ile

370

Gln

Fhe

Ala

His

275

Leu

Glu

Arg

Leu

Fhe

355

Gln

Lys

Lys

Ala

Gl

Arg

Fhe

Ala

Gl

340

Thr

Arg

Gl

Ser

Ala

Gl

Thr

Met

Gl

325

Val

Lys

Ile

Gl

Ile

405

Ala

ES 2 588 802 T3

FPro

Leu

Ala

310

Asp

Leu

FPro

Gl

Cys

350

Glu

Ala

Gl

Arg

295

FPro

Val

Val

Val

Cys

375

Gl

Asp

Ala

Val

280

Glu

FPro

Leu

Asp

Gl

360

Met

Gl

Tvr

Gln

Gln

Met

Thr

Thr

Arg

345

Asp

Glu

Fhe

Glu

Gl

His

Gln

Ser

Glu

330

Asp

Arg

Lys

Gl

Lys

410

Ser

Met

Ala

Asp

315

Ala

Asp

FPro

Asp

Lys

395

Ser

Ala

Arg

300

Tvr

Gln

Gln

Thr

Glu

380

Gl

Leu

Leu

285

Ser

Tvr

Ile

Gl

Leu

365

Lys

Asn

Glu

Ala

Ala

Asp

Lys

Val

350

Fhe

Gl

Fhe

Ala

Ser

Met

Gl

Glu

335

Leu

Leu

Gln

Ser

Lys
415

Asp

Gl

Val

320

Cys

Leu

Glu

Glu

Gln

400

Gln

<210> 7

<211> 1323

<212> ADN

<213> Avena sativa

<400> 7
atgccgccoca
gocggecccgga
ctctoottcoo
tcocttogoge
cacgcctooo
cocgcocgocogo
gacgcocgogo
gtocgoctgacg
gococccagocg
gtgctacget
cgcgtgagea
aacgtcccgg
ttocgococgagt
ctocgocaaca
cgacggagcc

420

ccocccgooac
goctttococoocg
accacgtcocga
tcggogogoo
tcoctgoctoocg
aggaggccge
ggacgttocgo
cocgccgaggco
acctocggoca
tcgtcagecta
gococcggogo
agatggocccc
tcaccgoocga
actcocgaggc
agatacagac

cgoccaccggo
agtggtcoccge
gotoctggtgo
gotogoogeo
ctocgggogeo
cacggcogcea
cgoccgoccac
cttococgogto
tggocttoggo
cococggacgag
cgtggactac
ggtcatagac
ggacgtgggce
cgtgctgotyg
gtacctggag

425

gocogoogodyg
gtcaacccgco
gococgacgoog
cggtccgacc
ctocgoccttoo
gccaccgeoct
ggcctcgcegy
agocgtagcocog
ctocgococgagg
acagacctgc
ggocctcacgco
tacatgaaaqg
acgaccgaga
ccgctcaacg
tatcacggcog

56

cocgoocgtgac
gocagcgaccyg
cctocagoggo
tctoccacggy
tcttecacggo
ccatcccoccto
tgocgoctocogt
gcggecgcteg
tcgagoctcocta
cattccoctgeo
ggttcgacca
gottecttggy
gogggotcaa
agocococgtgea
ggccocggogt

tccagageac
cttcocococgtg
cggacgoctto
gaactcocgodg
gococtacgodg
cttctcocgoo
cggggtccge
ccocggoctto
cggcgacgtc
agggttcoag
cgtcgtgggce
gttccacgag
ctcggtggtg
cggcacaaadq
gcagcacatc

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500



gogotogoca
ggcggcttcg
gcaggtgacy
gacagggatg
acgtttttcc
gagtaccaga
tccattgagg

Jgoaacgacgt
agttcatggc
tgotoctogga
atcaaggggt
tggagatgat
agggtggety
actatgagaa

ES 2 588 802 T3

gotcaggacyg
gocaccgcag

agagcagatc
gttgctccaa
ccaaagaatc

cggogggttt
atcccttgag

ctocagggaga
gocgaaatact

aaggaatgcc
atcttcacca
gggtgcatgg

ggcaagggca
gtcaagcaat

tgcgggcgey
atgaaggogt
aggagctggy
agccagtagg
agaaggacga
atttctoccga
ctgttgtage

cacgcocccatg
gocggogeatc
ggtgoctagtce
ggacaggcca

ggtcgggcaa
goctgttocaag

tcagaaatcc

tag

<210> 8
<211> 440
<212> PRT

<213> Avena sativa

<400> 8
Met

Thr

Fro

Tre

Gly

65

His

Ala

Ala

Ala

Ala

145

Ala

Tvr

Leu

FPro

FPro

Arg

Cys

50

Ala

Ala

FPro

Ser

His

130

Glu

FPro

Gl

FPro

FPro

Glu

Ser

35

Ala

FPro

Ser

Tvr

Ile

115

Gl

Ala

Ala

Asp

Fhe

Thr

His

20

Asp

Asp

Leu

Leu

Ala

100

FPro

Leu

Fhe

Asp

Val

150

Leu

Pro Ala Thr

Ala Ala Arg

Arg Phe Pro

Ala Ala Ser

55
Ala Ala
70

Arg

Leu Leu

55

Arg

Pro Pro Pro

Ser Phe Ser

Ala Val Arg

135

Val
150

Arg Ser

Leu His

1e5

Gl

Val Leu Arg

Pro Gly FPhe

Ala

Ser

Val

40

Ala

Ser

Ser

Gln

Ala

120

Ser

Val

Gl

Fhe

Glu

57

Thr

Fhe

25

Leu

Ala

Asp

Gl

Glu

105

Asp

Val

Ala

Fhe

Val

1585

Arg

Gl

10

FPro

Ser

Gl

Leu

Ala

50

Ala

Ala

Gl

Gl

Gl

170

Ser

Val

Ala

Arg

Fhe

Arg

Ser

75

Leu

Ala

Ala

Val

Gl

155

Leu

Tvr

Ser

Ala

Val

His

Fhe

60

Thr

Ala

Thr

Arg

Arg

140

Ala

Ala

FPro

Ser

Ala

Val

His

45

Ser

Gl

Fhe

Ala

Thr

125

Val

Arg

Glu

Asp

FPro

Ala

Arg

30

Val

Fhe

Asn

Leu

Ala

110

Fhe

Ala

FPro

Val

Glu

150

Gl

Ala

15

Val

Glu

Ala

Ser

Fhe

95

Ala

Ala

Asp

Ala

Glu

175

Thr

Ala

Val

Asn

Leu

Leu

Ala

50

Thr

Thr

Ala

Ala

Fhe

1e0

Leu

Asp

Val

9560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1323



155

Azp Tyr Gly
210

Met Ala Pro
225

Phe Ala Glu

Asn Ser Val

Asn Glu Pro

275

Leu Glu Tvyr
290

Azn Aszp Val
305

Gly Glv FPhe

Val Arg Arg

Cyvs Gln Glu

355

Leu Gln Ile
370

Glu Met Ile
385

Glu Tyvr Gln

Glu Leu Phe

Gln Ser Val
435

<210> 9
<211> 1077
<212> ADN

Leu

Val

Fhe

Val

260

Val

His

Leu

Glu

Ile

340

Leu

Fhe

Gln

Lys

Lys

420

Val

<213> Pseudomonas fluorescens

Thr

Ile

Thr

245

Leu

His

Gl

Arg

Fhe

325

Ala

Gl

Thr

Arg

Gl

405

Ser

Ala

ES 2 588 802 T3

Arg

Asp

230

Ala

Ala

Gl

Gl

Thr

310

Met

Gl

Val

Lys

Ile

350

Gl

Ile

Gln

Fhe

215

Tvr

Glu

Asn

Thr

FPro

295

Leu

Ala

Asp

Leu

FPro

375

Gl

Cys

Glu

Lys

200

Asp

Met

Asp

Asn

Lys

280

Gl

Arg

FPro

Val

Val

360

Val

Cys

Gl

Asp

Ser
440

58

His

Lys

Val

Ser

265

Arg

Val

Glu

FPro

Leu

345

Asp

Gl

Met

Gl

Tvr
425

Val

Gl

Gl

250

Glu

Arg

Gln

Met

Gln

330

Ser

Arg

Asp

Glu

Fhe

410

Glu

Val

Fhe

235

Thr

Ala

Ser

His

Arg

315

Ala

Glu

Asp

Arg

Lys

395

Gl

Lys

Gl

220

Leu

Thr

Val

Gln

Ile

300

Ala

Lys

Glu

Asp

FPro

380

Asp

Lys

Ser

205

Asn

Gl

Glu

Leu

Ile

285

Ala

Arg

Tvr

Gln

Gln

365

Thr

Glu

Gl

Leu

Val

Fhe

Ser

Leu

270

Gln

Leu

Thr

Tvr

Ile

350

Gl

Fhe

Val

Asn

Glu
430

FPro

His

Gl

255

FPro

Thr

Ala

FPro

Glu

335

Lys

Val

Fhe

Gl

Fhe

415

Val

Glu

Glu

240

Leu

Leu

Tvr

Ser

Met

320

Gl

Glu

Leu

Leu

Gln

400

Ser

Lys



10

<400> 9

atggcagatc
tocgococgacge
acccaccgtt
aacgagccca
atggcgttcco
cagcococgatcoc
ggcggcgogo
gacttocgtgt
gaccacctga
aaattgttca
acttccaagy
tccaagggog
cacgtggogt
atgcgcttca
gaccacggcg
gtggaaggcy
ttocttocgaat
ctgttocgagt

tatacgaaaa
cgggtaccct
ccaagaacgt
acagcatcgc
gocgtgaagga
atattgacac
cgttgtacct
acctocgaagqg
cccacaacdgt
acttcocgtga
ccatgagtgce
cggggcagat
tcoctocaccga
tgaccgogoo
agococggtgga
acaaacgcct
tcatccagog
ccatcgaacg

ES 2 588 802 T3

cccaatgggo
ggagcoccgatc
gocacctgtac
ctocotacttt
ctocgcaaaaqg
cgggccgatyg
gatcgaccgt
tgtggagogo
ctatcgocggo
agocgogttac
googgacgge
cgaagagttc
cgacctggtc
gocagacact
tcaactgocag
gotgctgoag
caagggcgac
tgaccaggtyg

ctgatgggoct
ttcgagatca
cgoccagggeyg
gocggcocgaac
gcoctacaacc
gaattgaacc
ttocggocgaaqg
aatccggtcg
cgocatggtet
ttocgatatca
atgatccgca
ctgatgocagt
aagacctggyg
tattacgaaa
gocacgcggta
atcttctogg
gatgggtttg
cgtcgtggtyg

ttgaattcat
tgggcttcocac
agatcaacct
acggoccogto
gogococctgga
tgcocggogat
gocagotogat
gtgcaggtct
actgggccaa
agggcgagta
tcocogotgaa
tcaacggoga
acgcgttgaa
tgctocgaagy
tcctgoctgga
aaaccctgat
gogagggeas
tattgaccgc

cgaattocgog
caaagtocgodg
gatcctcaac
ggtgtgcggce
actcggogoc
caagggeatc
ctacgacatc
caaagtcatc
cttctacgag
caccggoctg
cgaagagtog
aggcatccag
gaaaatcggco
ccgcctgooct
cggatcttoco
gggcccggty
cttcaaggcog
cgattaa

<210> 10
<211> 358
<212> PRT

<213> Pseudomonas fluorescens

<400> 10
Met

Ile

Ile

Leu

Ser

65

Met

Glu

Aszsn

Asp

Ala

Glu

Met

Tvr

50

Ile

Ala

Leu

Leu

Arg
130

Asp

Fhe

Gl

35

Arg

Ala

Fhe

Gl

FPro

115

Fhe

Leu

Ala

20

Fhe

Gln

Ser

Arg

Ala

100

Ala

Gl

Tvr Glu Asn

Ser Pro Thr

Thr Lys Val

Glu Ile

55

Gl

Fhe
70

Tvr Ala

Val
85

Lys Asp

Gln Pro Ile

Tle Lys Gly

Glu Ser

135

Gl

FPro

FPro

Ala

40

Asn

Ala

Ser

His

Ile

120

Ser

59

Met

Gl

25

Thr

Leu

Glu

Gln

Ile

105

Gl

Ile

Gl

10

Thr

His

Ile

His

Lys

50

Asp

Gl

Tvr

Leu

Leu

Arg

Leu

Gl

75

Ala

Thr

Ala

Asp

Met

Glu

Ser

Asn

60

FPro

Tvr

Gl

FPro

Ile
140

FPhe Glu

15

Gl Fhe

Ile
30

Pro FPhe Glu

Iyz Asn Val His

45

Asn Glu Pro Asn

Ser Val Cysz Glvy

50

Ala
95

Asn Arg Leu

Met Glu

110

FPro Leu

Leu Leu Ile

125

Tvr

Asp Phe Val Tyr

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1077
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<210>

<400>

<210>

<400>

<210>

<211>
<212>

11

000

12

000

13

1053
ADN

Leu

145

Asp

Aszsn

Ile

Asp

Gly

225

His

Lys

Glu

Leu

Lys

305

Fhe

Aszsn

Gly

Glu

His

Fhe

Lys

Gl

210

Gln

Val

Lys

Met

Gln

250

Arg

Fhe

Fhe

Val

Gl

Leu

Tvr

Gl

155

Met

Ile

Ala

Ile

Leu

275

Ala

Leu

Glu

Lys

Leu
355

Val

Thr

Glu

150

Glu

Ile

Glu

Fhe

Gl

260

Glu

Arg

Leu

Fhe

Ala

340

Thr

Glu

His

1e5

Lys

Tvr

Arg

Glu

Leu

245

Met

Gl

Gl

Leu

Ile

325

Leu

Ala

ES 2 588 802 T3

Arg

150

Asn

Leu

Thr

Ile

Fhe

230

Thr

Arg

Arg

Ile

Gln

310

Gln

Fhe

Asp

Asn

Val

Fhe

Gl

FPro

215

Leu

Asp

Fhe

Leu

Leu

295

Ile

Arg

Glu

FPro

Tvr

Asn

Leu

200

Leu

Met

Asp

Met

FPro

280

Leu

Fhe

Lys

Ser

60

Val

Arg

Fhe

1585

Thr

Asn

Gln

Leu

Thr

265

Asp

Asp

Ser

Gl

Ile
345

Gl

Gl

170

Arg

Ser

Glu

Fhe

Val

250

Ala

His

Gl

Glu

Asp

330

Glu

Ala

155

Arg

Glu

Lys

Glu

Asn

235

Lys

FPro

Gl

Ser

Thr

315

Asp

Arg

Gl

Met

Ala

Ala

Ser

220

Gl

Thr

FPro

Glu

Ser

300

Leu

Gl

Asp

Leu

Val

Arg

Met

205

Ser

Glu

Trp

Asp

FPro

285

Val

Met

Fhe

Gln

Lys

Tvr

Tvr

150

Ser

Lys

Gl

Asp

Thr

270

Val

Glu

Gl

Gl

Val
350

Val

Trp

175

Fhe

Ala

Gl

Ile

Ala

255

Tvr

Asp

Gl

FPro

Glu

335

Arg

Ile

1e0

Ala

Asp

FPro

Ala

Gln

240

Leu

Tvr

Gln

Asp

Val

320

Gl

Arg
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<213> Synechococcus sp.

<400> 13

atgaacccgt
ctgococcogtt
ggcaacaccc
gogggggacyg
ttggcggtgg
caactggogt
cattctoctga
tgggatcacg
gggcgggtge
ctggaaagcg
acctgtgccyg
cacgcggogo
gtggactttt
gogotocogtt
cttoctggatg
tttacccage

ggggccacgg
cagocgacagc

ccattcgaat

ggCcgggaaca
tggagctgga
aggtggaccg
gagagcagga
ggatccocggo
tcocctggeooo
tggtgttgaa
tgggctggeg
tggtggtggg
cttcoccagat
tgocacagctco
tgocaagtgge
ctgcococttgg
ctaccctgoco
ccoctotttgg
goctttggocga
gacaccaggc

<210> 14
<211> 350
<212> PRT

<213> Synechococcus sp.

<400> 14
Met

Tvr

Gly

Gly

Val

65

Leu

Gly

Leu

Asn Pro Ser

Leu Trp Asp

20

Fhe Arg Val

35
Ser Leu
50

Arg

Asp Arg His

Ala Val Gly

Ile

Leu

Ala

Leu

Leu

Glu

ES 2 588 802 T3

tgtccaaggy
cttttgtocgy
goagggatcoco
ccatttgoag
gotaccggeoo
agcagocggcg
cttggatgec
cgtggagecag
goggotgtac
ggatccocggaa
tcaggagttt
agacattgtt
goocgeagtac
goaggocatc
cgocttotgat
tocggococcaco
ggccaatttt
gotgaccoct

Arg Ile

Pro Arg
Ser

Asp

Leu
55

Arg

Gln
70

Arg

Gln Glu

55

Ala
100

Arg Glvy

His Thr Pro

Gln

Tvr

Leu Ala

Gly TIle

atccaccacc
gtttgggget
ctgcgcttgo
cggcatgggce
ttggcggage
ctctgococteoco
gococcoctgoog
ggatccoctgo
cgoctacagoa
gcggggatcce
ttgcatgccocco
gococagoccoctgo
tacaccagcocc
tcoctggocaaqg
ggoccaggatc
tttttotttyg
caggoctttgt
tag

Val

Trp

Ala

40

Ser

His

Leu

Trp

Arg

61

Gln

Arg

25

Gl

Gln

Gl

FPro

Ile

105

His

Gl

10

Glu

Asn

FPro

FPro

Ala

50

FPro

Ser

tgcacttcta

tccgggtgge
goctgtoctea
cgggggtggt
tgttgcgggy
acacccccta
aagocgggoct
aggcggeago
tocggeocaccgo
aatgggocat

atggocggococ
gccggttgcy
tggaaaggga
acctggtgga
gooccococcttot
aagtcattca
tcgaggococct

Ile His

His Phe

Thr Leu

45
Ala Arg
B0
Gly Val
75

Leu Ala

Ala

Ala

Leu Ile

cctttgggat
aagcgacgcc
gocoggocacdyg
ggatgtggec
ccgaggogocc
cgggatccgy
gttttcccac
cgactggtat
cacctococggo
caacgagoccc
gggcattcag
gcagggggga
gctggggttg
gocagcocagatc
goctgocagacc
acggcoctaggc
ggaacggcaa

His

Cys

Glu

Ala

Val

Glu

Ala

FPro

Leu

Arg

30

Leu

Gl

Asp

Leu

Ala

110

Gl

His

15

Val

Glu

Asp

Val

Leu

95

Leu

FPro

Fhe

Trp

Gln

Glu

Ala

50

Arg

Cys

Leu

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1053



Asp

Val

145

Gly

Ala

Ile

Glu

His

225

Val

Glu

Gln

Ser

Leu

305

Gly

Leu

<210> 15
<211> 1149
<212> ADN

Ala

130

Leu

Arg

Thr

Gln

Fhe

210

Ser

Asp

Leu

Asp

Asp

250

Fhe

Ala

Glu

115

Ala

Asn

Val

Ser

Trp

155

Leu

Ser

Fhe

Gl

Leu

275

Gl

Gl

Thr

Arg

FPro

Val

Leu

Gl

150

Ala

His

Asp

Leu

Leu

260

Val

Gln

Arg

Gl

Gln
340

<213> Blepharisma japonicum

<400> 15

Ala

Glu

Gl

1e5

Leu

Ile

Ala

Ile

Gln

245

Ala

Glu

Asp

FPro

Fhe

325

Gln

ES 2 588 802 T3

Glu

Gln

150

Trp

Glu

Asn

His

Val

230

Val

Leu

Gln

Arg

Thr

310

Gl

Arg

Ala

135

Gl

Arg

Ser

Glu

Gl

215

Ala

Ala

Arg

Gln

FPro

295

Fhe

Glu

Gln

120

Gl

Ser

Arg

Val

FPro

200

Gl

Ser

FPro

Ser

Ile

280

Leu

Fhe

Ala

Arg

Leu

Leu

Leu

Val

1585

Thr

FPro

Leu

Gln

Ala

265

Leu

Leu

Fhe

Asn

His
345

Fhe

Gln

Tvr

170

Val

Cys

Gl

Arg

Tvr

250

Leu

Leu

Leu

Glu

Fhe

330

Gln

Ser

Ala

155

Arg

Gl

Ala

Ile

Arg

235

Tvr

Gl

Asp

Gln

Val

315

Gln

Ala

His

140

Ala

Tvr

Asp

Ala

Gln

220

Leu

Thr

Gln

Ala

Thr

300

Ile

Ala

Leu

125

Trp

Ala

Ser

FPro

Ser

205

His

Arg

Ser

Ala

Thr

285

Fhe

Gln

Leu

Thr

Asp

Asp

Ile

Glu

150

Gln

Ala

Gln

Leu

Ile

270

Leu

Thr

Arg

Fhe

FPro
350

His

Trp

Gl

175

Ala

Ile

Ala

Gl

Glu

255

Ser

FPro

Gln

Leu

Glu
335

Val

Tvr

1e0

Thr

Gl

Gln

Leu

Gl

240

Arg

Trp

Ala

FPro

Gl

320

Ala

atgacttatt acgacaagca agaaacgcgt ccagatcttg gocgaattcta tggtttccat

cacgttogtt tttacgtcoctcoc caactcagag caagcococgott cgttcoctacac atctocgottt

62

60
1z0



gggttttcte
gtocgtococgaa
gaagtgaacc
agtgacgcaa
ccacaggttt
gacactgttc
agagcaatca
attgatcatg
gagaaatatc
tattcagcat
aatgagcctyg
ggagecaggceyg
ttaagggcta
aaaagacttyg
catattttgg
gaagacagac
attggaaatt
ttgatctaa

cggttgocta
gcaaccatgt
gtcacgttgg
gagggatgta
tacaagatca
acacattagt
caaaagatga
ttgtaggaaa
tagaatttca
taaggtctgt
ctgatggact
tacaacatat
gaggtgtgga
cgocattoctge
ttgactttga
ctactctgtt
ttaaagccct

ES 2 588 802 T3

tgaaggattyg
agtcatcget
caagcatagt
tgagaaagcyg
atttggatct
ccaaaatgtco
tccattaaac
tcagococtggt
tcgatattgg
tgtggttget
tagaaaaagt
tgcoccttaaaa
attcttagaa
ggtacaaatt
cgaccgtggy
ttatgaaatt
atttgaatca

<210> 16

<211> 382

<212> PRT

<213> Blepharisma japonicum

<400> 16

Met Thr

Tvr

Ala

Gly

Gl

Ser

Leu

Tyvr Tyr

Fhe His

20

Fhe
35

Tvr

Glu Thr

50

Aszsn

65

Glu

Ala

Lys

Gly

His

Val

Fhe

Gl

Ser

Val vVal

Asn

Arg

Val
100

Ser

Cys
115

Lys

Val Ile

130

Asp Lys Gln

His Val Arg

Thr Ser Arg

Gln
55

Gly Asn

Ile Ala

70

Fhe

His vVal

55

Gl

Ser Asp Ala

Ser Phe Arg

Ile Ala Ser

135

gaaacaggaa
tttacctcag
gatggagttc
atagctaaaqg
gttataatag
gactatacag
tctgocttto
ggcgatatga
tctgotgatg
gattgggatg
caaatccaadq
gtcaatgata
gttcctoccta
Jgaagaagact
tatttacttc
attcaaagac
ttggaacaaqg

Glu Thr

10
Fhe Tvr
25

Fhe
40

Gl

Iys Phe

Thr Ser

Iys His

S0
Arg Glvy
105

Glu
120

FPro

Leu Gln

63

Arg

Val

Fhe

Cys

Ala

Ser

Met

Gln

Thr

accaaaaatt
ctctcacteoo
aagacattgc
gotgtaaaag
cgtctcoctcocca
gacccttttt
ctcaggtaaa
ctococtacagt
agtctgtaat
aagtgatcaa
aatatgtcga
ttatttcagt
aatattatga
taaaaagaat
agattttcac
ataataacaa
agcaagaaadq

Pro Asp

Ser Asn

Ser Pro

45
Thr Asn
B0
Leu Thr
75

Asp Gly

Tvr Glu

Val Leu

12
Tvr Gly
140

Leu

Ser

Val

Val

FPro

Val

Lys

Gln

Asp

ctgtaccaat
tgaagacaat
ctttagtgta
cttcocgtgag
gacttatgga
gocotggotto
ttatgacatt
agaatggtat
ccataccgat
aatgocctatt
atattatggt
aataagcacc
tagcttaaga
tgaagacctt
aaaaccadgta
tggattocgga
aagaggtaat

Glu
15

Gl

Glu
30

Gln

Ala Tvyr

Val Arg

Glu Asp

Gln Asp

95

Ala
110

Ile

Asp Gln

5

Thr Val

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560
1020
1080
1140
1145

Fhe

Ala

Glu

Ser

Asn

50

Ile

Ala

Fhe

His



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr Leu
145

Arg Ala

Asn Tyr

Met Thr

Tvr Trp
210

Arg Ser
225

Asn Glu

Glu Tvr

Azp Ile

Leu Glu
290

His Ser
305

His Ile

Thr Lysz

Arg His

Glu Ser
370

17
1206
ADN

Val

Ile

Asp

FPro

155

Ser

Val

FPro

Tvr

Ile

275

Val

Ala

Leu

FPro

Asn

355

Leu

Rhodococcus sp.

17

Gln

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Val

Ala

Gl

260

Ser

FPro

Val

Val

Val

340

Asn

Glu

Asn

Lys

1e5

Ile

Val

Asp

Val

Asp

245

Gl

Val

FPro

Gln

Asp

325

Glu

Asn

Gln

ES 2 588 802 T3

Val

150

Asp

Asp

Glu

Glu

Ala

230

Gl

Ala

Ile

Lys

Ile

310

Fhe

Asp

Gl

Glu

Asp

Asp

His

Trp

Ser

215

Asp

Leu

Gl

Ser

Tvr

295

Glu

Asp

Arg

Fhe

Gln
375

Tvr

FPro

Val

Tvr

200

Val

Trp

Arg

Val

Thr

280

Tvr

Glu

Asp

FPro

Gl

360

Glu

Thr

Leu

Val

1585

Glu

Ile

Asp

Lys

Gln

265

Leu

Asp

Asp

Arg

Thr

345

Ile

Arg

Gl

Asn

170

Gl

Lys

His

Glu

Ser

250

His

Arg

Ser

Leu

Gl

330

Leu

Gl

Arg

FPro

155

Ser

Asn

Tvr

Thr

Val

235

Gln

Ile

Ala

Leu

Lys

315

Tvr

Fhe

Asn

Gl

Fhe

Ala

Gln

Leu

Asp

220

Ile

Ile

Ala

Arg

Arg

300

Arg

Leu

Tvr

Fhe

Asn
380

Leu

Fhe

FPro

Glu

205

Tvr

Lys

Gln

Leu

Gl

285

Lys

Ile

Leu

Glu

Lys

365

Leu

FPro

FPro

Gl

150

Fhe

Ser

Met

Glu

Lys

270

Val

Arg

Glu

Gln

Ile

350

Ala

Ile

Gl

Gln

175

Gl

His

Ala

FPro

Tvr

255

Val

Glu

Leu

Asp

Ile

335

Ile

Leu

Fhe

1e0

Val

Asp

Arg

Leu

Ile

240

Val

Asn

Fhe

Ala

Leu

320

Fhe

Gln

Fhe

atgacgatcg agcagactct caccgacaaqg gaacgcoctgg caggtctcga ccoctoggocag

64

60



ctocgagoagt
ggctgggaty
tcocgogtteg
cacagcttcog
gacagcococc
gococgtococcg
gacgaacccc
tacggogaca
ggctacaccg
caggccocctog
ttctacaacc
accgactact
ccocctocaacg
taccgoggoc
gaccagctga
ccocgaactge
ggcatcctog
gtocgacocgge
atcggcaact
ttoctga

tggtcggget
ccgtogtotg
ggatgaccct
tcoctogaatce
tgatcgacca
acgtcgacaa
acgacgtgac
ccogococacac
ccocgoaccto
accacgtcgt
gggtcatggy
ccgocgoctgat
aacccgocct
cocggocgocca
cogeocgagdy
gggcccggat
tcgaccgocga
ccaccgtgtt
tcaaagcoccocct

<210> 18
<211> 401
<212> PRT

<213> Rhodococcus sp.

<400> 18
Met

Asp

Thr

Val

Met

65

His

Ala

Asp

Ile

Thr

Leu

Arg

Gl

50

Thr

Ser

Val

Gl

Ala

Ile

Gl

Asp

35

Asn

Leu

Fhe

Asn

Val

115

His

Glu

Gln

20

FPro

Ala

Val

Val

FPro

100

Val

Ala

Gln

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

55

Asp

Asp

Arg

ES 2 588 802 T3

cgtcgagtac
ggtggtcgge
cgtcgooctac
cggggccgte
ccaccgcacco
gtgcatcgeo
cgacgaccac
cctogtogac
cggccacacc
cggocaacgtc
ctttacgaac
gagcaaggtc
cgoccaagaaa
gocacctggeoo
cgtcgagttc
cggocaacgtc
cgaagacggc
cttocgaactc
cttocgaggeco

Thr Leu

Glu Gln

Pro val

Gln Thr

55
Tyvr Ser
70

Glu Ser

Ser Pro
Ile

Ala

Ala Gln

gacggcaccc
aacgccaccc
tcocggaccca
cgocttocgtca
cacggocgacyg
cacgcoccgodg
ggcaccgtoc
cgocageccact
aaacgggacyg
gaactcggcoa
atggoccgadgt
gtctoccaacg
cgoctocgoaga
ctggcoccacca
ctggcoccaccc
cgocgccococca
tacctgoctge
atcgaacgcoc
atcgaacgcg

Thr

Leu

Ser

40

Ala

Gl

Gl

Leu

Leu

120

Gl

65

Asp

Val

25

Gl

His

FPro

Ala

Ile

105

Ala

Ala

Lys

10

Gl

Trp

Tvr

Thr

Val

50

Asp

Val

Thr

gogaccogtt
agaccgccca
ccaccggcaa
tcaaaggogo
gogtocgtoga
cccagggogo
gooctogoogo
acaccggocc
gggcacccaa
agatggacca
tcgtocggoga
gocaaccaccy
tcgacgaata
atgacatcct
ccgactoccta
tocgoocgaact
agatcttcac
acggctocct
aacaagccgc

Glu Arg

Leu Val

Asp Ala

45
FPhe Gln
B0

Thr
75

Gl
Arg Phe
His

His

Pro Asp

ccocggtocage
ctacttccag
ccgcgaccac
cgtgaacccg
catcgcoccto
caccgtcocctce
gatcgccacc
ctacctgccocc
gocgocctgtto
ctgggtcocgac
Jggacatcgoc
ggtcaagttc
cctocgacttco
caccgcocgtco
ctacgaggac
gcagaaacgc
caaacccoctc

cggcttoggo
ccgcggaaac

Leu

Glu

Val

Ser

Asn

Val

Arg

Val

Ala

Tvr

30

Val

Ala

Arg

Ile

Thr

110

Asp

125

Val Leu

Asp

Glu

Gl

15

Asp

Trp

Fhe

Asp

Lys

95

His

Lys

FPro

Leu

Gl

Val

Gl

His

50

Gl

Gl

Cys

His

1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560
1020
1080
1140
1200
1206



Asp

145

Tvr

Fro

Asp

Aszsn

Val

225

Thr

Arg

Gln

Leu

Ala

305

Fro

Leu

Leu

Glu

Lys

385

Fhe

130

Val

Gl

Tvr

Gl

Val

210

Met

Asp

Val

Ile

Ala

250

Glu

Glu

Gln

Gln

Leu

370

Ala

Thr

Asp

Leu

Ala

155

Glu

Gl

Tvr

Lys

Asp

275

Leu

Gl

Leu

Lys

Ile

355

Ile

Leu

Asp

Thr

FPro

150

FPro

Leu

Fhe

Ser

Fhe

260

Glu

Ala

Val

Arg

Arg

340

Fhe

Glu

Fhe

Asp

Arg

1e5

Gl

Lys

Gl

Thr

Ala

245

FPro

Tvr

Thr

Glu

Ala

325

Gl

Thr

Arg

Glu

ES 2 588 802 T3

His

150

His

Tvr

Arg

Lys

Asn

230

Leu

Leu

Leu

Asn

Fhe

310

Arg

Ile

Lys

His

Ala
390

135

Gl

Thr

Thr

Leu

Met

215

Met

Met

Asn

Asp

Asp

295

Leu

Ile

Leu

FPro

Gl

375

Ile

Thr

Leu

Ala

Fhe

200

Asp

Ala

Ser

Glu

Fhe

280

Ile

Ala

Gl

Val

Leu

360

Ser

Glu

66

Val

Val

Arg

1585

Gln

His

Glu

Lys

FPro

265

Tvr

Leu

Thr

Asn

Asp

345

Val

Leu

Arg

Arg

Asp

170

Thr

Ala

Trp

Fhe

Val

250

Ala

Arg

Thr

FPro

Val

330

Arg

Asp

Gl

Glu

Leu

155

Arg

Ser

Leu

Val

Val

235

Val

Leu

Gl

Ala

Asp

315

Arg

Asp

Arg

Fhe

Gln
395

140

Ala

Ser

Gl

Asp

Asp

220

Gl

Ser

Ala

FPro

Val

300

Ser

Ala

Glu

FPro

Gl

380

Ala

Ala

His

His

His

205

Fhe

Glu

Asn

Lys

Gl

285

Asp

Tvr

FPro

Asp

Thr

365

Ile

Ala

Ile

Tvr

Thr

150

Val

Tvr

Asp

Gl

Lys

270

Ala

Gln

Tvr

Ile

Gl

350

Val

Gl

Arg

Ala

Thr

175

Lys

Val

Asn

Ile

Asn

255

Arg

Gln

Leu

Glu

Ala

335

Tvr

Fhe

Asn

Gl

Thr

1e0

Gl

Arg

Gl

Arg

Ala

240

His

Ser

His

Thr

Asp

320

Glu

Leu

Fhe

Fhe

Asn
400
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15

<210> 19
<211> 1107
<212> ADN

<213> Picrophilus torridus

<400> 19

ES 2 588 802 T3

atgtatggca
cacgtggaat
ggatttaaaa
gttatgtccc
atatcgaatc
gatctggacg
gaaataaagq
gttcatacat
tctgaaataa
tatgagggcy
ttaataacct
gtaaaataca
tcacagataqg
ttaactgatg
aaaacaccag
ttaaatgaaa
cagatcttca
aagggtgcaa

gagcaggcaa

azaatttaat
tttacgttag
cagtggcata
agggcactgc
atgttaaaaa
aggcaaaaaqg
atggaaatgg
taatagaaac
attcaaaaaa
agatggatag
ttgatgataa
atgacgatat
aggaatatct
atataataaa
gatcatacta
tagagaaaca
caaagcctgt
ggtcattocgg
agagaggaaa

ctcagaacta
cagtgcoccaaa
tgococggtcoca
aaggatatct
acacggggat
cctgatagaa
aaagataaga
cggggattac
cactgggata
ctgggttaat
agatataaga
cgtatttcca
tgactattac
aactgtatcc
tgaatcccta
taacatactt
tactgacagg
caacggtaac
cctatga

agggaaaagq
acatggtcat

gaaaccggga
tttacatcat

ggcgtaaagy
aagtatggaa
actgcagaga
aatggcgtat
aaaaagatcg
ttttacatag
actgattaca
ataaatgagc
aggtctgagg
atgatggagg
tcatcaagga
gtggatcgtyg
ccaacgttct
tttaaggcac

agatctttaa
atttcatgaa
taagggacaa
caatgaatga
atatagcact
caaaggtttc
taaaaacgta
tcatgoccocogy
atcatatagt
aaaaacttgg
gogocattaag
ctgcaaaggy
gogttcocagea
aaaacggcat
taggctcaat
atgagaacgg
tctttgaggt
tttttgaggo

acgattacat
caggggtctt
gatatcctat
tgatagcoctat
tgaggtocgat
azaaataaat
cggtgaaacc
ttatgaggaa
tggaaatgtc
ctttgagcat
atcaaaggtt
cttaagaaaa
catagcactg
agaattttta
agacgaggat
atacctatta
catacagaga
gatagaaagq

<210> 20
<211> 368
<212> PRT

<213> Picrophilus torridus

<400> 20
Met

Lys

Ser

Gly

Gly

65

Ile

Leu

Tvr

Arg

Tvr

FPro

50

Thr

Ser

Glu

Gl

Leu

Fhe

35

Glu

Ala

Asn

Val

Lys

His

20

Met

Thr

Arg

His

Asp

Asn

His

Asn

Gl

Ile

Val

55

Asp

Leu

Val

Arg

Ile

Ser

70

Lys

Leu

Ile

Glu

Gl

Arg

55

Fhe

Lys

Asp

Ser Glu

Fhe Tvr

25

Leu
40

Gl
Asp Lys
Thr Ser
His

Gl

Glu Ala

67

Leu

10

Val

Fhe

Ile

Ser

Asp

50

Lys

Arg

Ser

Lys

Ser

Met

75

Gl

Ser

Glu

Ser

Thr

Tvr

60

Asn

Val

Leu

Lys

Ala

Val

45

Val

Asp

Lys

Ile

Glu

Lys

30

Ala

Met

Asp

Asp

Glu

Ile

15

Thr

Tvr

Ser

Ser

Ile

95

Lys

Fhe

Trp

Ala

Gln

Tvr

50

Ala

Tvr

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1107



<210> 21
<211> 1164

Gly

Ile

Ile

145

Ser

Val

Ile

Ile

Asp

225

Ser

His

Glu

Ser

Glu

305

Gln

Val

Ala

Thr

Arg

130

Glu

Glu

Gl

Glu

Arg

210

Asp

Gln

Ile

Glu

Leu

250

Lys

Ile

Ile

Leu

Lys

115

Thr

Thr

Ile

Asn

Lys

155

Thr

Ile

Ile

Ala

Asn

275

Ser

His

Fhe

Gln

Fhe
355

100

Val

Ala

Gl

Asn

Val

150

Leu

Asp

Val

Glu

Leu

260

Gl

Ser

Asn

Thr

Arg

340

Glu

Ser

Glu

Asp

Ser

1e5

Tvr

Gl

Tvr

Fhe

Glu

245

Leu

Ile

Arg

Ile

Lys

325

Lys

Ala

ES 2 588 802 T3

Lys

Ile

Tvr

150

Lys

Glu

Fhe

Ser

FPro

230

Tvr

Thr

Glu

Ile

Leu

310

FPro

Gl

Ile

Ile

Lys

135

Asn

Asn

Gl

Glu

Ala

215

Ile

Leu

Asp

Fhe

Gl

295

Val

Val

Ala

Glu

Asn

120

Thr

Gl

Thr

Glu

His

200

Leu

Asn

Asp

Asp

Leu

280

Ser

Asp

Thr

Arg

Arg

360

68

105

Glu

Tvr

Val

Gl

Met

1585

Leu

Arg

Glu

Tvr

Ile

265

Lys

Ile

Arg

Asp

Ser

345

Glu

Ile

Gl

Fhe

Ile

170

Asp

Ile

Ser

FPro

Tvr

250

Ile

Thr

Asp

Asp

Arg

330

Fhe

Gln

Lys

Glu

Met

155

Lys

Ser

Thr

Lys

Ala

235

Arg

Lys

FPro

Glu

Glu

315

FPro

Gl

Ala

Asp

Thr

140

FPro

Lys

Trp

Fhe

Val

220

Lys

Ser

Thr

Gl

Asp

300

Asn

Thr

Asn

Lys

Gl

125

Val

Gl

Ile

Val

Asp

205

Val

Gl

Glu

Val

Ser

285

Leu

Gl

Fhe

Gl

Arg
365

110

Asn

His

Tvr

Asp

Asn

150

Asp

Lys

Leu

Gl

Ser

270

Tvr

Asn

Tvr

Fhe

Asn

350

Gl

Gl

Thr

Glu

His

175

Fhe

Lys

Tvr

Arg

Val

255

Met

Tvr

Glu

Leu

Fhe

335

Fhe

Asn

Lys

Leu

Glu

1e0

Ile

Tvr

Asp

Asn

Lys

240

Gln

Met

Glu

Ile

Leu

320

Glu

Lys

Leu



10

<212> ADN
<213> Kordia algicida

<400> 21

atggcagcag
ttatttgacg
gtcgggaacy
gocttacgeoaqg
aaaattcgct
gatttacacg
tttgaagaaa
gaaaacggat
gtagaacgta
tacaatcocgg
ggagaaatga
tcctttacag
aatggaaatyg
caaattgaaqg
acagacaata
gttccagata
gaagaactca
ttatttacca
ggocgcacaat
caagctgoto

aaataaaaaa
aagcagaaga
ccaaacaatc
gattggaaac
tggtcttaac
gocgatggogt
cgaccaaaaq
atgtaattcg
aaaactataa
agoccagttgg
aagaatggtyg
atgatgatat
gtagaatcaa
aatatctaga
ttattgatac
catattatga
aaaaacacgg
aaaccattgt
catttggagt
Jgocggaacatt

<210> 22

<211> 387

<212> PRT

<213> Kordia algicida

<400> 22

Met Ala Ala Glu

Ile

Gly

Gly

His

Leu

Thr

Fhe

Lys Lys

20

Asp
35

Tvr

Tyvr Lys

50

Leu
6h

Lys

Aszsn

Glu

Ile

Glu

Thr Glv

Leu

Arg

Ile
100

His

Leu

Val

Thr

Leu

Val

55

Asp

ES 2 588 802 T3

cttaaaagat
ctttcttoca
ggcacatttc
aggattaacc
aacaccatta
aaaagtagta
aggcgcaaaa
ctcaggaatc
cggagtcttt
cttaaaattc
tgaattctac
ttctaccgat
atttccaatc
cttttacaat
ggtttcocgocaa
tgacttgtta
aatcttaatt
agacagacca
aggaaacttt
gtaa

Lys Asn

Fhe Asp

Glu Leu

Ala Phe

55

Thr
70

Asp
Thr

Leu

Leu His

ttacaaaata
cttttaggaa
tacaaaacgg
gacagagttt
ggaaaaggtyg
gocactttggg
ccgtacatgg
tatacgtacg
ttaccaggat
atcgatcaca
Jgocgaaagtaa
tttactgcgt
aatgaacccqg
ggttcaggag
atgcgcgaac
gaacgtgttg
gatcgtgatg
acaatgttct
aaagctttat

Leu Lys

Asp

cagaatacgg
cagactacgt
cttttggttt
catacgtatt
gogaaatcaa
tagaagatgc
aaccaacaaa
gagaaacggt
atcaaagatg
tggtaggaaa
tgggatttgco
tgatgagtaa
cagaaggaaa
tacaacatat
gtggagtaga
gogacatcga
aagaaggata
ttgaagtcat
ttgaagcocgat

Leu Gln

Asn

10

Glu Ala

25
Tvr Val
40

Glvy FPhe

Val

Arg

Thr Pro

Gly Asp

105

69

Glu

Gl

Gln

Ser

Leu

50

Gl

Asp Phe

Asn Ala

Leu

Lys

actcaaaaaa
agaattatac
tcaatcagaa
aaaacaagat
tgagcatatc
tacaaaagcc
agaagaagat
tcatgttttt
ggaatctcac
tgtaggttgg
gocaaattatc
agtaatgagt
aaagaaatcg
tgoggttget
attcttatac
tgaagatgta
cttattgecag
tcagocgtaaa
agaaagagaa

Thr Glu

15
Pro Leu
30

Gln Ser

45

Glu
60

Ser

Tvr Val

75

Gly Lys=

Val Lys

Ala

Leu

Gl

Val

Tyvr Ala

Gln

Lys

Glu
95

Gl

Val
110

Ala

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1164

Tvr

Leu

Ala

Gl

Asp

50

Ile

Leu



Tre

Ala

Val

145

Val

Trp

His

Fhe

Asp

225

Asn

Lys=

Fly

Ser

Tvyr

305

Glu

Tvyr

Fhe

Asn

Gl
385

Val

Lys

130

Ile

Glu

Glu

Met

Tvr

210

Asp

Gly

L=

Val

Gln

290

Tvwr

Glu

Leu

Fhe

Fhe

370

Thr

Glu

115

Pro

Arg

Arg

Ser

Val

195

Ala

Ile

Asn

L=

Gln

275

Met

Asp

Leu

Leu

Glu

355

L=

Leu

Asp

Tvr

Ser

Ly s

His

180

Gly

Lys

Ser

Gly

Ser

260

His

Arg

Asp

L=

Gln

340

Val

Ala

Ala

Met

Gly

Asn

165

Tvr

Asn

Val

Thr

Arg

245

Gln

Ile

Glu

Leu

L=

325

Leu

Ile

Leu

ES 2 588 802 T3

Thr

Glu

Ile

150

Tvr

Asn

Val

Met

Asp

230

Ile

Ile

Ala

Arg

Leu

310

His

Fhe

Gln

Fhe

L=

Pro

135

Tvr

Asn

Pro

Gly

Gly

215

Fhe

L=

Glu

Val

Gly

295

Glu

Gly

Thr

Arg

Glu
375

Ala

120

Thr

Thr

Gly

Glu

Trp

200

Fhe

Thr

Fhe

Glu

Ala

280

Val

Arg

Ile

Lys

Lys

360

Ala

70

Phe

Lys

Tvr

Val

Pro

185

Gly

Ala

Ala

Pro

Tvwr

265

Thr

Gl

Val

Leu

Thr

345

Gly

Ile

Glu

Glu

Gly

Phe

170

Val

Glu

Gln

Leu

Ile

250

Leu

Asp

Phe

Gly

Ile

330

Ile

Ala

Glu

Glu

Glu

Glu

155

Leu

Gly

Met

Ile

Met

235

Asn

Asp

Asn

Leu

Asp

315

Asp

Val

Gln

Arg

Thr

Asp

140

Thr

Pro

Leu

Lys

Ile

220

Ser

Glu

Fhe

Ile

Tyr

300

Ile

Arg

Asp

Ser

Glu
380

Thr

125

Glu

Val

Gly

Lys

Glu

205

Ser

Lys

Fro

Tvwr

Ile

285

Val

Asp

Asp

Arg

Fhe

365

Gln

L=

Asn

His

Tvr

Phe

150

Tre

Fhe

Val

Ala

Asn

270

Asp

FPro

Glu

Glu

FPro

350

Gly

Ala

Arg

Gly

Val

Gln

175

Ile

Cys

Thr

Met

Glu

255

Gly

Thr

Asp

Asp

Glu

335

Thr

Val

Ala

Gly

Tvr

Phe

160

Arg

Asp

Glu

Asp

Ser

240

Gly

Ser

Val

Thr

Val

320

Gly

Met

Gly

Arg
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<210>
<211>
<212>
<213>

23
1323
ADN

<400> 23
atgcccoccocoga
gagecaggocgy
gaccgcttoc
goccgecgggeo
acggggaaca
acggcocgocct
goccgaggogo
gtggccgacy
gagoccocgtog
gtgctocoggt
ggcgtgacca
aacgtgccgg
ttocgococgagt
ctocgocaaca
cgoccgocagcc
gogotggoca
ggcggcttcg
goccggggacy
gacagagatg
acgttgttct
gaataccadga
tccattgagg
tag

<210>
<211>
<212>
<213>

24
440
PRT

<400> 24

Met Pr
1

Ala

Al

Fhe

Hi
50

His

Fhe
65

Se

Val

Sorghum bicolor

ccocccaccac
cgttococgeooct
acacgctcgc
gcttoctoctt
cocgcgoacgc
acgocgcacgg
ggogottoge
cggaggacgo
agoctocggoct
acgtgagcta
gococcggogo
agotggogoco
tcacggogga
acgocggagaa
agatacagac
gocgacgacgt
agttcatggc
tgoctocacgga
accagggcdgt
tggagatcat
agggtggety
attatgagaa

Sorghum bicolor

o Pro Thr

Ala
20

a Ser

Arg Val

35

s Val Glu

r Phe Glv

Asn

ES 2 588 802 T3

agoccgoccocgea
cgtgggocac
gttccaccac
cgggctcogge
gtccocctgotyg
cgoccgacgcco
ggoccgaccac
cttococgogeo
cggottocogo
cococggacgac

ggcggactac
ggocggeogeo
ggacgtgggce
cgtgoctgoto
gtacttggac
gotcaggacyg
goctocoggoyg
ggcacagatt
gotgoctoccocag
tcaaaggatc

tggocgggttt
gtccoccttgaa

Pro Thr Thr

Glu Gln Ala

Pro Arg

Leu Trp Cys

55
Ala

Leu Glvy

70

accggcgccyg
cgocaacttog
gtggagctct
Jgocgococgotog
ctococgoctogg
goccacggoct
ggcctcgcegy
agcgtcgegy
ctocgococgaadq
gcggacgegt
gggctgagga
tacttocgotg
accacggaga
ccactcaacdg
caccacggcg
ctgagggaga
ccocgaatact
aaggagtgtc
atcttcacca
gggtgcatgg

ggcaagggaa
goctaagocaadq

cocgtggoggo
tcocgocgtgaa
ggtgcgecoga
cogogoggto
gogoocctogo
cgctgoococto
tgocgocgoogt
cocggcgogoey
tcgagoctcocta
ccttococtgeo
ggttcgacca
gottcacggy
gogggotcaa
agococggtgea
goococoggogt
tgcaagcgcyg
atgacggogt
aggaactagqg
agccagtggy
agaaggatga
acttctccca
ctgcagecagco

ggocatcagodg
ccocgogotoo

cgoggoctoo
cgacctoctoco
gttcctoctte
cttctcocgoo
cgogotoocgo
ccocggogtto
cggcgacgtc
ggggttcgtg
catcgtocgge
gttccacgag
ctocgatggtg
cggcaccaad
gocagocacatdg
ctocggoccatg
gaggcggego
ggtgctggtyg
ggacaggcca

gaaggggcaa
goctgttcaaa

tcagggatcc

Ala

Ala

Ser

40

Ala

FPro

71

Ala

Fhe

25

Asp

Asp

Leu

Ala

10

Arg

Arg

Ala

Ala

Thr

Leu

Fhe

Ala

Ala
75

Gl

Val

His

Ser

60

Arg

Ala

Gl

Thr

45

Ala

Ser

Ala

His

30

Leu

Ala

Asp

Val

15

Arg

Ala

Gl

Leu

Ala

Asn

Fhe

Arg

Ser
80

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1323



Thr

Ala

Ala

Asp

Glu

145

Glu

Tvr

Ala

Asp

Leu

225

Fhe

Aszsn

Aszsn

Leu

Asp

305

Gly

Val

Gl

Fhe

Ser

His

130

Asp

FPro

Gl

Ser

Tvr

210

Ala

Ala

Ser

Glu

Asp

250

Asp

Gl

Arg

Asn

Leu

Leu

115

Gl

Ala

Val

Asp

Fhe

155

Gl

FPro

Glu

Met

FPro

275

His

Val

Fhe

Arg

Thr

Fhe

100

FPro

Leu

Fhe

Glu

Val

150

Leu

Leu

Ala

Fhe

Val

260

Val

His

Leu

Glu

Arg
340

Ala

55

Thr

Ser

Ala

Arg

Leu

1e5

Val

FPro

Arg

Ala

Thr

245

Leu

His

Gl

Arg

Fhe

325

Ala

His

Ala

Fhe

Val

Ala

150

Gl

Leu

Gl

Arg

Ala

230

Ala

Ala

Gl

Gl

Thr

310

Met

Gl

ES 2 588 802 T3

Ala

FPro

Ser

Arg

135

Ser

Leu

Arg

Fhe

Fhe

215

Tvr

Glu

Asn

Thr

FPro

295

Leu

Ala

Asp

Ser

Tvr

Ala

120

Ala

Val

Gl

Tvr

Val

200

Asp

Fhe

Asp

Asn

Lys

280

Gl

Arg

FPro

Val

Leu

Ala

105

Ala

Val

Ala

Fhe

Val

1585

Gl

His

Ala

Val

Ala

265

Arg

Val

Glu

FPro

Leu
345

72

Leu

50

His

Glu

Ala

Ala

Arg

170

Ser

Val

Ile

Gl

Gl

250

Glu

Arg

Gln

Met

Ala

330

Thr

Leu

Gl

Ala

Leu

Gl

155

Leu

Tvr

Thr

Val

Fhe

235

Thr

Asn

Ser

His

Gln

315

FPro

Glu

Arg

Ala

Arg

Arg

140

Ala

Ala

FPro

Ser

Gl

220

Thr

Thr

Val

Gln

Met

300

Ala

Glu

Ala

Ser

Asp

Arg

125

Val

Arg

Glu

Asp

FPro

205

Asn

Gl

Glu

Leu

Ile

285

Ala

Arg

Tvr

Gln

Gl

Ala

110

Fhe

Ala

FPro

Val

Asp

150

Gl

Val

Fhe

Ser

Leu

270

Gln

Leu

Ser

Tvr

Ile
350

Ala

95

Ala

Ala

Asp

Ala

Glu

175

Ala

Ala

FPro

His

Gl

255

FPro

Thr

Ala

Ala

Asp

335

Lys

Leu

Thr

Ala

Ala

Fhe

1e0

Leu

Asp

Ala

Glu

Glu

240

Leu

Leu

Tvr

Ser

Met

320

Gl

Glu
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15

Cys

Leu

Glu

385

Glu

Gln

Gln

Gln

Gln

370

Ile

Tvr

Leu

Ala

Glu

355

Ile

Ile

Gln

Fhe

Ala

Leu

Fhe

Gln

Lys

Lys

420

Ala

Gl

Thr

Arg

Gl

405

Ser

Ala

ES 2 588 802 T3

Val

Lys

Ile

350

Gl

Ile

Gln

Leu

FPro

375

Gl

Cys

Glu

Gl

Val

360

Val

Cys

Gl

Asp

Ser

Asp

Gl

Met

Gl

Tvr
425

Arg

Asp

Glu

Fhe

410

Glu

Asp

Arg

Lys

395

Gl

Lys

Asp

FPro

380

Asp

Lys

Ser

Gln

365

Thr

Glu

Gl

Leu

Gl

Leu

Lys

Asn

Glu
430

Val

Fhe

Gl

Fhe

415

Ala

Leu

Leu

Gln

400

Ser

Lys

<210> 25
<211> 1311
<212> ADN

435

<213> Triticum aestivum

<400> 25
atgccgccoca
ccggagecacy
acgctctcct
ttocgooctteg
gtgcacgcct
gogaacggot
cggttoctocg
Jgocagaggoct
ctocggoocgog
gtcagtcacc
cocggatgocg
cttgcoccococg
acgacggagg
tcggagggcey
atacagacgt
agocgacgtgo
ttocctgeocac
ctoctocggagg
caaggggtgt
gagatgatcc
ggtggctgcy
tacgagaagt

<210>
<211>
<212>
<213>

26
436
PRT

<400> 26

ccocccaccac
cgocggocgog
tccaccacgt
cgoctoggoge
cccagctgoet
gocgacgocgc
cggaccacgg
tcocgogocaqg
gocttoggott
cggatgacac
tggactacgg
ccgcocgoata
acgtgggcac
tgotgoctgoo
tcoctggaaca
tcaggacgoct
ccogotgoog
cgcagatcaa
tgoctacaaat
aaaggatcgg

gcgggttegg
ccocttgaage

Triticum aestivum

440

ccococgcageoco
cocgaatggto
cgagttctgg
goocgotogeo
cocgotogggo
caccgoccteoo
gotogoagtyg
cgtcgacgga
cgocggaggtc
ggacgtgoccc
cctgacgogy
cgtcgoocggy
ggoccgagage
goctcaacgag
ccacggcggo
cagggagatyg
aaagtactac
ggaatgccag
cttcacaaaqg
gtgcatggag
caaaggcaac
caagcaatct

accggcgccyg
cgocttcaacc
tgogoggacg
Jgococaggtoog
aacctcgcct
ctgcoccteooct
cgoctoccatag
ggocgcgogoc
gagctctacg
ttocttgoocgg
ttocgaccacqg
ttcgcggggt
gggctcaact
ccggtgoacg
tcgggcgtge
cgtgogogoet
gaaggcgtgce
gagctggggy
ccagtggggy
aaggacgaga
ttctococgage
gctgocagttco

73

gogotgoogo
cgocgcagcga
cocgoctoogo
acctoctccac
tocctecttocac
tctococgocoga
cactgocgogt
cggoccttocag
gogacgtogt
ggttcgaggy
tcgtocggocaa
tccacgagtt
cgatggtget
goaccaagcyg
agcacatcocge
cocgocatggy
ggcgeatocgo
tgctocgtocga
acaggccaac
gaggggaaga
tgttcaagtc
agggatcata

cgoggtgacg
ccgcttoccac
cgoccggoogo
ggggaactcc
cgogocotac
cgoccgocgogo
cgcagacgcc
ccococgtggac
gctcocgotto
cgtgagocaac
cgtcococggadg
cgoccgagtto
cgoccaacaac
ccggagccadg
ggtggccagce
cggcttogac
cggggatgtg
cagggacgac
goctgttococtg
gtaccagaadq
cattgaagat

g

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1311



Met

Ala

Aszsn

Fhe

Leu

65

Val

Thr

Ser

Ala

Arg

145

Leu

Val

Fro

Thr

Ala

225

Thr

Leu

FPro

Ala

FPro

Trp

50

Gl

His

Ala

Fhe

Val

130

Ala

Gl

Leu

Gl

Arg

210

Ala

Thr

Ala

FPro

Val

Arg

35

Cys

Ala

Ala

FPro

Ser

115

Arg

Ser

Arg

Arg

Fhe

155

Fhe

Tvr

Glu

Asn

Thr

Thr

20

Ser

Ala

FPro

Ser

Tvr

100

Ala

Ser

Val

Gl

Fhe

150

Glu

Asp

Val

Asp

Asn
260

FPro

FPro

Asp

Asp

Leu

Gln

55

Ala

Asp

Ile

Asp

Fhe

1e5

Val

Gl

His

Ala

Val

245

Ser

ES 2 588 802 T3

Thr

Glu

Arg

Ala

Ala

70

Leu

Asn

Ala

Ala

Gl

150

Gl

Ser

Val

Val

Gl

230

Gl

Glu

Thr

His

Fhe

Ala

55

Ala

Leu

Gl

Ala

Leu

135

Gl

Fhe

His

Ser

Val

215

Fhe

Thr

Gl

FPro

Ala

His

40

Ser

Arg

Arg

Cys

Arg

120

Arg

Ala

Ala

FPro

Asn

200

Gl

Ala

Ala

Val

Ala

Arg

25

Thr

Ala

Ser

Ser

Asp

105

Arg

Val

Arg

Glu

Asp

1585

FPro

Asn

Gl

Glu

Leu
2650

74

Ala

10

FPro

Leu

Ala

Asp

Gl

50

Ala

Fhe

Ala

FPro

Val

170

Asp

Asp

Val

Fhe

Ser

250

Leu

Thr

Arg

Ser

Gl

Leu

75

Asn

Ala

Ser

Asp

Ala

155

Glu

Thr

Ala

FPro

His

235

Gl

FPro

Gl

Arg

Fhe

Arg

60

Ser

Leu

Thr

Ala

Ala

140

Fhe

Leu

Asp

Val

Glu

220

Glu

Leu

Leu

Ala

Met

His

45

Fhe

Thr

Ala

Ala

Asp

125

Ala

Ser

Tvr

Val

Asp

205

Leu

Fhe

Asn

Asn

Gl

Val

30

His

Ala

Gl

Fhe

Ser

110

His

Glu

FPro

Gl

FPro

150

Tvr

Ala

Ala

Ser

Glu
270

Ala

15

Arg

Val

Fhe

Asn

Leu

95

Leu

Gl

Ala

Val

Asp

175

Fhe

Gl

FPro

Glu

Met

255

FPro

Ala

Fhe

Glu

Ala

Ser

50

Fhe

FPro

Leu

Fhe

Asp

1e0

Val

Leu

Leu

Ala

Fhe

240

Val

Val



His

Gly

Arg

305

Fhe

Gl

Gl

250

Thr

Leu

Thr

275

Ser

Leu

FPro

Lys

Gl

Arg

FPro

Arg

Val

Glu

ES 2 588 802 T3

Arg Ser

Gln His

295

Met
310

Arg

Gln
280

Ile

Ala

Ile

Ala

Arg

Gln

Val

Ser

Thr

Ala

Ala

315

Glu

Fhe

Ser
300

Met

Leu Glu His His

285

Ser Asp Val Leu

Gly Gly Phe Asp

320

Val Ile

Arg
325

Cys Arg Lys Tyr Tyr

330
Ala Val
340

Gl Glu Ala Gln

345

Asp Leu Ser Ile

Gly Val Leu Val Gln

355

Asp Arg Asp Asp

360

Gl

Thr Lys Pro Val Pro Thr Leu

370

Gly Asp Arg

375
Ile Glu
350

Arg Met Glu

385

Gly Cyaz Lys Asp Arg

Gly Glvy Fhe Asn

410

Cyz Gly Glvy

405

Gly Lys Gly

Ile Glu Glu Leu Glu

425

Ser Asp Ser

420

Tvr Lys

Val Gln Gly

435

Ser

<210> 27

<211> 1305

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<400> 27

atgoccocgooca CCCCCcAacCac cococcgoggct

accggcgoocg

cacgocgogac cgcaccgaat ggtcocgottc aacccgogoa

ctggtgcgcyg
cgccgoccagy
gggctococcto

tcocttoccace acgtocgagtt
gocgocgocogoet

tgotococgoto

gacgcoccgocct
ttocgogocteg tcocgacctoct
gococtoococage
ggctgcgacy
tcocgoocgacc

gococttococtot
ctocococtgooo
ggtgocgoteoo
acggggcgcyg
ggtcgagoctc
goococttocttyg
goggttogac
cgggttcacyg
gagcgggcte

tcocttocteoocg
gtagcocgoctgco
cgococggoct
tacggocgacg
ccggggtteg
cacgtcgteg
gggttccacg
aactcggtgg

ccgccaccgc
acgggatcgc
ccagtocgteg
cgttocgogga
gocacggacgt
acggocctgac

gococttoocgeg
cgocggottog
cacccggacyg
goocgtggact
ccocgocogocag
gaggacgtgg

cctacatcgce
gcacgaccga

75

Gl

Iyz Glu

Val Leu

365
Fhe Leu
380
Gly Glu
3595

Fhe Ser

Ala Lys

cocgoogoggt
gogaccgott
cocgoccgocgyg
ccacggggaa
tcaccgogeo
cocgacgccgo
gogtogecaga
tcgoocococogt
tcgtgotoccyg
agggocgtaac
goaacgtocoo
agttocgococga
tgctocgeoccaa

Cys

Leu

Glu

Glu

Glu

Gln

Arg Arg

335

Gln
350

Glu
Gln Tle
Met Ile
Gln

Tvr

Fhe
415

Leu

Ser Ala

430

gacgcocggag
ccacacgctc
ccgocttogog
ctococgocgeac
ctacgccaac
gocgococggtto
cgoccgoccgag
ggacctoggo
cttcgteocage
caaccocggac
ggagcttgoco
gttcacggcg
caactcggadg

Leu

Fhe

Gln

Lys

400

Lys

Ala

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



ggcgtgotge
acgttcctgg
gtgctocagga
ccaccoccocgc
gaggcgcaga
gtgttgcoctcoc
atccagagga
tgcggegggt
aagtcccttyg

tgococgoctecaa
aacaccacgg
cgoctcaggaa
tgoccgaagta
tcaaggaatg
aaatcttcac
tcgggtgeat

tocggocaaagq
aagccaagca

ES 2 588 802 T3

cgagcocggtyg
cggooccggge
gatgcgtgcy
ctacgaaggc
ccaggagotyg
caagccagta
ggagaaggac
caacttcteoc
atctgoctgea

<210> 28

<211> 434

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<400> 28

Met

Val

Arg

Cys

Ala

65

Ala

Fro

Ser

Arg

FPro

Thr

Ser

Ala

50

FPro

Ser

Tvr

Ala

Ser

Pro Thr

Glu
20

FPro

Asp
35

Arg
Asp Ala
Ala

Leu

Gln Leu

FPro

His

Fhe

Ala

Ala

Leu

Thr Thr

Ala Arg
Thr

His

Ala
55

Ser

Arg Ser

70

Arg Ser

55

Ala Asn

100
Asp Ala
115

Val Ala

130

Ser
145

Arg

Arg

Arg

Gl

Fhe

Arg Arg

Fhe Ala

Gl

Ala

Leu

Gl

Fhe

Cyvs Asp

Arg

Arg

Val
135

Arg

Ala
150

Arg

Ala Glu

1e5

Val Ser

150

His

Pro Asp

cacggcacca
gtgcagcaca
cgoctococgoca
gtgcgacgoc
ggtgtgctcyg
Jggggacaggo
gagagaggdg
gagctgttca
gttcagggat

Ala Ala

10

FPro

His
25

Pro Arg

Leu Ser Phe

40

Ala Gly Arg

Asp Leu Ser

Leu
S0

Glvy Ser

Ala Ala

105

Thr

Fhe
120

Ser Ala

Ala Aszp Ala

Pro Ala Phe

Val Glu Leu

170

Thr
185

Gl Asp

76

agcgoccggag
tcgoggtgge
tgggocggott

ttgoccgggga
tcgataggga

cgaccttgtt
aagagtacca
agtccattga
catag

Thr Glv

Met Val

His His

45
Fhe Ala
B0

Thr
75

Gl
Ala Phe
Ala

Ser

Asp His

ccagatacaq
cagcagtgac
cgacttococtg
tgtcctocteg
cgaccaaggy
cctggagatg
gaagggtggce
agattacgag

Ala

Arg

Val

Fhe

Asn

Leu

Leu

Gl

Ala Ala

15

Ala

Fhe
30

Asn Pro

Glu Phe Trp

Ala Leu Gly

Ala His

50

Ser

Fhe Thr

95

Ala

Pro Ser Phe

110
Ile

Ala Val

125

Ala Glu

140

Ala
155

Pro
Tvr

Gl

Val Pro

Ala

Val

Asp

Fhe

Fhe Arg Ala

Asp Leu Gly

160
Val vVal
175

Leu

Leu Pro

150

Gl

540
500
9560
1020
1080
1140
1200
1260
1305



Fhe

Fhe

Tvr

225

Glu

Aszsn

Thr

Fro

Leu

305

Fro

Asp

Leu

Fro

Gly

385

Cys

Glu

Gly

<210> 29

<211> 1209
<212> ADN

Glu

Asp

210

Ile

Asp

Asn

Lys

Gl

250

Arg

FPro

Val

Val

Val

370

Cys

Gl

Asp

Ser

Gl

155

His

Ala

Val

Ser

Arg

275

Val

Lys

FPro

Leu

Asp

355

Gl

Met

Gl

Tvr

<213> Rhodococcus sp.

Val

Val

Gl

Gl

Glu

260

Arg

Gln

Met

Leu

Ser

340

Arg

Asp

Glu

Fhe

Glu
420

Thr

Val

Fhe

Thr

245

Gl

Ser

His

Arg

FPro

325

Glu

Asp

Arg

Lys

Gl

405

Lys

Asn

Gl

Thr

230

Thr

Val

Gln

Ile

Ala

310

Lys

Ala

Asp

FPro

Asp

350

Lys

Ser

ES 2 588 802 T3

FPro

Asn

215

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

295

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

375

Glu

Gl

Leu

Asp

200

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

280

Val

Ser

Tvr

Ile

Gl

360

Leu

Arg

Asn

Glu

Ala

FPro

His

Gl

FPro

265

Thr

Ala

Ala

Glu

Lys

345

Val

Fhe

Gl

Fhe

Ala
425

77

Val

Glu

Glu

Leu

250

Leu

Fhe

Ser

Met

Gl

330

Glu

Leu

Leu

Glu

Ser

410

Lys

Asp

Leu

Fhe

235

Asn

Asn

Leu

Ser

Gl

315

Val

Cys

Leu

Glu

Glu

395

Glu

Gln

Tvr

Ala

220

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

300

Gl

Arg

Gln

Gln

Met

380

Tvr

Leu

Ser

Gl

205

FPro

Glu

Val

FPro

His

285

Val

Fhe

Arg

Glu

Ile

365

Ile

Gln

Fhe

Ala

Leu

Ala

Fhe

Val

Val

270

His

Leu

Asp

Leu

Leu

350

Fhe

Gln

Lys

Lys

Ala
430

Thr

Ala

Thr

Leu

255

His

Gl

Arg

Fhe

Ala

335

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser

415

Val

Arg

Ala

Ala

240

Ala

Gl

Gl

Thr

Leu

320

Gl

Val

Lys

Ile

Gl

400

Ile

Gln
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<400> 29

atgactaccg
gagctocogge
gtcgcgatgg
gtctcoccacgt
cacaagtcct
ccgaagagcc
atggaagttc
ctocgaggage
acgtacggca
ccocggatteg
ttoccaggoge
cggttoctaca
gocacggadgt
ttoccocgotoa
ttoctacggtg
gtggacgcgt
gacccacagc
cgocggaatcoc
ctocggogacc

ggggcgggta
aatctgtga

ccgacattcg
agttggtcgg
atgocogtggt
ggggcatgac
tcgtcocctocga
cgoctogogga
tcgacgtocga
cgogogacgt
gcacccggca
tcgocgocgoto
tcgaccacgce
accgocgtcat
actcggoget
acgaaccogc
agococgggetyg
tgogggococga
tgogogoocog
tcgtocgaccg
ggoccgaccgt
acttoccaggc

<210> 30
<211> 402
<212> PRT

<213> Rhodococcus sp.

<400> 30
Met

Leu

Asp

Val

Gly

65

His

Gly

Gly

Thr

Glu

Ala

Cys

50

Met

Lys

Ala

Asp

Thr

Thr

Ser

35

Gl

Thr

Ser

Val

Gl

Ala

Asp

20

Asp

Asn

Leu

Fhe

Asp

100

Val

Asp

Glu

FPro

Ala

Val

Val

55

FPro

Val

ES 2 588 802 T3

cctgacgooo
gotocgtogaa
gttocgtgtgo
cctogtogeo
gtcggggteyg
ccatcaccgg
cocgotgeato
cacggatcag
caccatcgtc
cagoggttto
cgtocggocaac
gggcttcacyg
gatgtcgaag
ggtgggaaag
ccagecatctyg
gggtgtcgaa
gatcggcagy
cgacgaggac
gttcttcocgag
cctgttocgaa

Ile Arg

Leu Arg

Fhe Pro

Thr Gln

55

Ala
70

Tvr
Leu Glu
Ser

Lys

Asp Leu

cgcgaggtgg
cacgacgacyg
ggcaacgcga
tacgococggge
Jgocacggttoeg
gocgecacggeg
Jgocgcatgeac
ttocggcaccg
gaccgaagcc
gocggcgogac
gtcgagatgg
aacatggccg
gtcgtggcga
aagaagtcgc
gococctogoga
ttocctgaaca
gtgcgggtgce
ggatacctcc
gtgatcgaac
tccatcgage

Thr Pro

10

Leu

Gln Leu Val

25

Val
40

Val Ala

Ser Thr Gln

Ala Glvyv Pro

Ser
S0

Ser Glvy

Leu Ala

105

FPro

Ala Met Glu

78

cocgoacatct
cgtoggatcoc
cgcagagcac
cggagaccgyg
tgctgocacgy
acggcgtggt
gctocgcaggy
tgocggotogo
gatacgacgg
cgggtaaacc
gccggatgga
aattcgtocgg
acggcaatca
agatcgacga
cocggagacat
cacccgacgo
cggtggagga
tgcagatctt
ggcacggttc
gtgagcaggc

Arg Glu

Gly Leu

Met Asp

45

Fhe
60

Tvr

Glu
75

Thr
Ala Arg
Hiz

Asp

Val Leu

ggagaccgac
gtttccocgtg
gocagtacttce
tcagocgotog
cgocgtogat
ggacctggeg
ggoccaccatt
ggocgatcocgoo
cccctaccto
ccogogattg
tcactgggtco
cgacgacatc
ccgggtgaag
atatctcgag
cctocgogacg
gtactacgag
actgcagaaqg
caccaaaccdg
goctocgggtto
ggcgcgoggo

Val

Val

Ala

Val

Gl

Fhe

His

Asp

Ala Ala

15

Glu
30

His

Val vVal

Ser Thr

Gln Arg

Val Leu

95
Arg Ala
110

Val Rsp

His

Asp

Fhe

Trp

Ser

50

His

His

Arg

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1209



Cys

Arg

145

Thr

Gly

Arg

Gly

Arg

225

Ala

His

Ser

His

Arg

305

Asp

Glu

Leu

Fhe

Fhe
385

Ile

130

Asp

Tvr

FPro

FPro

Asn

210

Val

Thr

Arg

Gln

Leu

250

Ala

FPro

Leu

Leu

Glu

370

Gln

115

Ala

Val

Gl

Tvr

Gl

155

Val

Met

Glu

Val

Ile

275

Ala

Glu

Gln

Gln

Gln

355

Val

Ala

His

Thr

Ser

Leu

150

Lys

Glu

Gl

Tvr

Lys

260

Asp

Leu

Gl

Leu

Lys

340

Ile

Ile

Leu

Ala

Asp

Thr

1e5

FPro

FPro

Met

Fhe

Ser

245

Fhe

Glu

Ala

Val

Arg

325

Arg

Fhe

Glu

Fhe

ES 2 588 802 T3

Arg

Gln

150

Arg

Gl

FPro

Gl

Thr

230

Ala

FPro

Tvr

Thr

Glu

310

Ala

Gl

Thr

Arg

Glu
390

Ser

135

Fhe

His

Fhe

Arg

Arg

215

Asn

Leu

Leu

Leu

Gl

295

Fhe

Arg

Ile

Lys

His

375

Ser

120

Gln

Gl

Thr

Val

Leu

200

Met

Met

Met

Asn

Glu

280

Asp

Leu

Ile

Leu

FPro

360

Gl

Ile

Gl

Thr

Ile

Ala

1585

Fhe

Asp

Ala

Ser

Glu

265

Fhe

Ile

Asn

Gl

Val

345

Leu

Ser

Glu

79

Ala

Val

Val

170

Arg

Gln

His

Glu

Lys

250

FPro

Tvr

Leu

Thr

Arg

330

Asp

Gl

Leu

Arg

Thr

Arg

155

Asp

Ser

Ala

Trp

Fhe

235

Val

Ala

Gl

Ala

FPro

315

Val

Arg

Asp

Gl

Glu
395

Ile

140

Leu

Arg

Ser

Leu

Val

220

Val

Val

Val

Glu

Thr

300

Asp

Arg

Asp

Arg

Fhe

380

Gln

125

Leu

Ala

Ser

Gl

Asp

205

Arg

Gl

Ala

Gl

FPro

285

Val

Ala

Val

Glu

FPro

365

Gl

Ala

Glu

Ala

Arg

Fhe

150

His

Fhe

Asp

Asn

Lys

270

Gl

Asp

Tvr

FPro

Asp

350

Thr

Ala

Ala

Glu

Ile

Tvr

175

Ala

Ala

Tvr

Asp

Gl

255

Lys

Cys

Ala

Tvr

Val

335

Gl

Val

Gl

Arg

FPro

Ala

1e0

Asp

Ala

Val

Asn

Ile

240

Asn

Lys

Gln

Leu

Glu

320

Glu

Tvr

Fhe

Asn

Gl
400



10

15

20

25

30

<210> 31
<211> 1353
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 588 802 T3

Azn Leu

<223> Secuencia de acido nucleico que codifica HPPD de Arabidopsis y que contiene en el extremo 5' un acido
nucleico que codifica una Ala y 6 aminoacidos His

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_feature

(4)..(6)

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_feature
(7)..(24)

<400> 31
atggctcatc
gacggogctg
aatccaaadgt
gacgcaacca
tcocgatcttt
cgattcococttt
accacagctt
ggtctcggty
agtgtagcta
atcgctgagy
gataccgaaa
ccattggatt
ccggotttaa
gacgacgttg
atggttcttc
acgtatttgg
atattcagga
ccttoteocto
gatgatcaga
acgttgcttc
atccagagaqg
tgtggtggtt
aagactcttyg

<210> 32
<211> 450
<212> PRT

secuencia que codifica una Ala

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg
ccaccggaaa
tcactgoctcoco
ctatcccaaqg
ttagagcococgt
atggocgotat
ttaaactata
aatccgaatt
atggtatccg
cttatgtage
gaaccgoccga
taccgattaa
aacataacga
ccotgagaga
cgocctactta
tcaaggagtg
aaatcttcac
taggatgcat
ttggocaaagg
aagccaaaca

<213> Secuencia artificial

<220>

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo
catggttcac
ttactctccyg
tttcgatcac
tgocgattgaa
tccttogtoeyg
cggogatgtt
cttgccaggy
goggottgac
ggggttcact
gagocggttta
cgagccagtyg
aggcgeagygy
gatgaggaag
ctaccagaat
tgaggaatta
aaaaccacta
gatgaaagat
caatttctcot
gttagtggga

<223> codificado por la SEC ID N.°: 31

<220>

secuencia que codifica un marcador de His que contiene 6 His

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce
tggggtctgg
gcococtocttacce
tctoctoctoocg
ggoctocttgto
gtagaagacg
cctococtateg
gttctcocgat
ttocgagogtg
cacgoccgtgg
ggttttcacc
aattcagcgg
cacggaacaa
ctacaacatc
aggagcagta
ctcaagaaac
gggattocttg
ggtgacaggce
gaggaaggga
gagctcttca
tga

80

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt
tactcacctc
coggagagat
gttccttcoctt
cagagtcagc
tcctecaatga
atgttagtta
tagaggatgc
gaaacgttcc
aattcgcaga
tcctggoctag
agaggaagag
tggoctoctgat
ttggaggatt
gggtcggcga
tagacagaga
cgacgatatt
aggcttacca
agtccattga

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgcggce
ctcococgoccaaa
cggtgacctce
taaaccgaca
ctocgtcacat
tttctococatc
agcagttacg
caaagcagaa
gtocgtocgttco
tgagocttggt
gttcacagca
caatgatgaa
tcagattcag
gagtgaagac
cgacttocatg
cgtgoctocage
tgatcaaggg
tatagagata
gagtggagga
agaatacgaa

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



10

<221> MISC_FEATURE
(2)-(2)

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ala

MISC_FEATURE
(3)--(8)

marcador de His constituido por 6 His

32

Met

Gln

Gly

Val

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Ala

Asn

Fhe

Lys

50

Ala

Asp

Gl

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

His

His

Ser

35

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

His

Asp

20

Lys

Fhe

Arg

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

His

Asp

Fhe

His

Fhe

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

ES 2 588 802 T3

His

Gl

Val

His

Ser

70

Gl

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

81

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

80

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu



<210> 33
<211> 1353

Fro

Gly

225

Fro

Glu

Ala

Fro

His

305

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile

385

Ile

Gln

Fhe

Val

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

Val

Val

250

Asn

Fhe

Asp

Arg

Leu

370

Fhe

Gln

Ser

Lys

Gl
450

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Glu

Arg

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu

ES 2 588 802 T3

Val

Asp

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu

Glu

215

His

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

200

Asp

Ala

Gly

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

82

Ala

Val

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Lys

Thr

Ser

Asn

235

Gly

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

Leu

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Glu

205

FPro

FPro

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

Leu

Glu

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

Tvr

Gl

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu
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30

ES 2 588 802 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido HPPD mutante

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(6)

<223> secuencia que codifica Ala

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(24)

<223> secuencia que codifica un marcador de His que contiene 6 His

<400> 33

atggctcatc
gacggcgety
aatccaaadgt
gacgcaacca
tcocgatcttt
cgattcococttt
accacagctt
ggtctcggty
agtgtagcta
atcgctgagy
gataccgaaa
ccattggatt
ccggotttaa
gacgacgttg
atggttcttc
acgtatttgg
atattcagga
ccttoteocto
gatgatcaga
acgttgcttc
atccagagaqg
tgtggtggtt
aagactcttyg

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg
ccaccggaaa
tcactgoctcoco
ctatcccaaqg
ttagagcococgt
atggocgotat
ttaaactata
aatccgaatt
atggtatccg
cttatgtage
gaaccgoccga
taccgattaa
aacataacga
ccotgagaga
cgocctactta
tcaaggagtg
aaatcttcac
taggatgcat
ttggocaaagg
aagccaaaca

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo
catggttcac
ttactctccyg
tttcgatcac
tgocgattgaa
tccttogtoeyg
cggogatgtt
cttgccaggy
goggottgac
ggggttcact
gagocggttta
cgagccagtyg
aggcgeagygy
gatgaggaag
ctaccagaat
tgaggaatta
aaaaccacta
gatgaaagat
caatttctcot
gttagtggga

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce
tggggtctgg
gcococtocttacce
tctoctoctoocg
ggoctocttgto
gtagaagacg
cctococtateg
gttctcocgat
ttocgagogtg
cacgoccgtgg
ggttttcacc
aatgcggcgy
cacggaacaa
ctacaacatc
aggagcagta
ctcaagaaac
gggattocttg
ggtgacaggce
gaggaaggga
gagctcttca
tga

<210> 34

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> codificado por la SEC ID N.°: 33

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Ala

<220>

83

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt
tactcacctc
coggagagat
gttccttcoctt
cagagtcagc
tcctecaatga
atgttagtta
tagaggatgc
gaaacgttcc
aattcgcaga
tcctggoctag
agaggaagag
tggoctoctgat
ttggaggatt
gggtcggcga
tagacagaga
cgacgatatt
aggcttacca
agtccattga

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgcggce
ctcococgoccaaa
cggtgacctce
taaaccgaca
ctocgtcacat
tttctococatc
agcagttacg
caaagcagaa
gtocgtocgttco
tgagocttggt
gttcacagca
caatgatgaa
tcagattcag
gagtgaagac
cgacttocatg
cgtgoctocage
tgatcaaggg
tatagagata
gagtggagga
agaatacgaa

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(8)
<223> marcador de His constituido por 6 His

<400> 34

Met Ala His His

1

Gln

Gly

Val

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Fro

Gly
225

Asn

Fhe

Lys

50

Ala

Asp

Gl

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

His

Ser

35

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Asp

20

Lys

Fhe

Arg

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

His

Asp

Fhe

His

Fhe

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu

ES 2 588 802 T3

His

Gl

Val

His

Ser

70

Gl

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp
230

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

84

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn
2350

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl
240



10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

Pro Ala

Glu Phe

Ala val

Pro vVal
290

His Asn
305

Ile Phe

FPhe Asp

Lyvs Arg

Glu Leu
370

Ile Phe
385

Ile Gln

Gln Ser

FPhe Ly=

Val Gly
450

35
1353
ADN

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Secuencia artificial

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu

ES 2 588 802 T3

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Lys

Thr

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

Leu

secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

misc_feature

(4)..(6)

85

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Glu

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

Ala

Ala

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu
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15

20

25

<223> secuencia que codifica Ala

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(24)

ES 2 588 802 T3

<223> secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

<400> 35

atggctcatc
gacggcgety
aatccaaadgt
gacgcaacca
tcocgatcttt
cgattcococttt
accacagctt
ggtctcggty
agtgtagcta
atcgctgagy
gataccgaaa
ccattggatt
ccggotttaa
gacgacgttg
atggttcttc
acgtatttgg
atattcagga
ccttoteocto
gatgatcaga
acgttgcttc
atccagagaqg
tgtggtggtt
aagactcttyg

<210> 36
<211> 450
<212> PRT

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg
ccaccggaaa
tcactgoctcoco
ctatcccaaqg
ttagagcococgt
atggocgotat
ttaaactata
aatccgaatt
atggtatccg
cttatgtage
gaaccgoccga
taccgattgce
aacataacga
ccotgagaga
cgocctactta
tcaaggagtg
aaatcttcac
taggatgcat
ttggocaaagg
aagccaaaca

<213> Secuencia artificial

<220>

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo
catggttcac
ttactctccyg
tttcgatcac
tgocgattgaa
tccttogtoeyg
cggogatgtt
cttgccaggy
goggottgac
ggggttcact
gagocggttta
cgagccagtyg
aggcgeagygy
gatgaggaag
ctaccagaat
tgaggaatta
aaaaccacta
gatgaaagat
caatttctcot
gttagtggga

<223> codificada por la SEC ID N.°: 35

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)
<223> Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(8)

<223> marcador Tag constituido por 6 His

<400> 36

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce
tggggtctgg
gcococtocttacce
tctoctoctoocg
ggoctocttgto
gtagaagacg
cctococtateg
gttctcocgat
ttocgagogtg
cacgoccgtgg
ggttttcacc
aattcagcgg
cacggaacaa
ctacaacatc
aggagcagta
ctcaagaaac
gggattocttg
ggtgacaggc
gaggaaggga
gagctcttca
tga

86

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt
tactcacctc
coggagagat
gttccttcoctt
cagagtcagc
tcctecaatga
atgttagtta
tagaggatgc
gaaacgttcc
aattcgcaga
tcctggoctag
agaggaagag
tggoctoctgat
ttggaggatt
gggtcggcga
tagacagaga
cgacgatatt
aggcttacca
agtccattga

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgogge
ctcococgoccaaa
cggtgacctce
taaaccgaca
ctocgtcacat
tttctcocatce
agcagttacg
caaagcagaa
gtocgtocgttco
tgagocttggt
gttcacagca
caatgatgaa
tcagattcag
gagtgaagac
cgacttocatg
cgtgoctocage
tgatcaaggg
tatagagata
gagtggagga
agaatacgaa

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



Met

Gln

Gly

Val

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Pro

Gly

225

Pro

Glu

Ala

Asn

FPhe

Lys=

50

Ala

Asp

Gly

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Phe

His

His

Ser

35

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

115

Gly

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

His

Asp

20

Lys=

FPhe

Arg

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

AsSn

Thr

180

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala
260

His

Asp

FPhe

His

Fhe

Thr

85

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

165

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

ES 2 588 802 T3

His

Gly

Val

His

Ser

70

Gl

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

Pro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

Hig

Ala

Val

His

Ala

Lys

40

Glu

Gly

Met

Fhe

Thr

1za

Fhe

Glu

Pro

Val

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gly

87

Gln

Ser

25

Asn

Phe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

185

Asp

Ala

Val

Phe

Thr
265

Asn

10

Ser

Pro

Tre

Gl

His

90

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Glvy

Thr

250

Ala

Ala

Pro

Lys

Cys

Met

75

Ala

Pro

Ala

Ser

Glu

155

Pro

Tvyr

Glu

Ser

Azn

235

Glvy

Glu

Ala

Gly

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tyr

Ser

His

140

Ser

Pro

Flvy

Lys

Phe

220

Val

Phe

Ser

Val

Fhe

Asp

45

As=p

Phe

Tvyr

Ser

Ile

125

Gly

Ala

Ile

Asp

Ser

205

Pro

Pro

His

Gly

Ser

Liys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

Pro

110

Pro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu
270

Glu

15

Leu

FPhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gly

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Phe

255

Asn

Asn

Val

Lys

Asn

Ly s

80

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

160

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser



10

15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ala val

Pro vVal
290

His Asn
305

Ile Phe

FPhe Asp

Lyvs Arg

Glu Leu

370

Ile Phe
385

Ile Gln

Gln Ser

FPhe Ly=

Val Gly
450

37
1353
ADN

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Secuencia artificial

secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

misc_feature

(4)..(6)

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

secuencia que codifica Ala

misc_feature
(7)..(24)

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu

ES 2 588 802 T3

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Lys

Thr

secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

88

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

Leu

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Glu

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Ala

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu
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<400> 37
atggctcatc accatcacca tcaccaaaac gocgcocgttt cagagaatca aaaccatgat B0
gacggogotg cgtocgtogoe gggattcaag ctocgtocggat tttoccaagtt cgtaagaaadg 120
aatccaaagt ctgataaatt caaggttaag cgcttccatc acatcgagtt ctggtgocggo 180
gacgcaacca acgtcgoctcg tocgocttoteoe tggggtctgg ggatgagatt ctococgocaaa 240
tcocgatcttt cocaccggaaa catggttcac goctocttacco tactcacctec cggtgacctco 300
cgattcocttt tcactgoctco ttactctcog totototococg cocggagagat taaaccgaca 360
accacagctt ctatcccaag tttcgatcac ggctcttgtc gttccocttctt ctocgtcacat 420
ggtctocggtg ttagagocogt tgocgattgaa gtagaagacg cagagtcage tttcoctcoccatco 480
agtgtagcta atggcgctat toccttocgtbtcg cctococtatcg tcctcocaatga agcagttacg 540
atcgoctgagg ttaaactata cggcgatgtt gttcoctcoccgat atgttagtta caaagcagaa 600
gataccgaaa aatccgaatt cttgoccaggg ttocgagogtg tagaggatge gtocgtogttco 660
ccattggatt atggtatccg goggottgac cacgococgtgy gaaacgttcoco tgagottggt 720
ccggotttaa cttatgtage ggggttcact ggttttcacco aattcgocatc tttcocacageca 780
gacgacgttg gaaccgococga gagocggttta aattcagogg tcoctggotag caatgatgaa 540
atggttcttc taccgattaa cgagcoccagtg cacggaacaa agaggaagaqg tcagattcag 900
acgtatttgg aacataacga aggcgcaggg ctacaacatc tggctctgat gagtgaagac 960
atattcagga ccctgagaga gatgaggaag aggagecagta ttggaggatt cgacttcatg 1020
ccttocteccocte cgocctactta ctaccagaat ctcocaagaaac gggtcggoga cgtgoctcago 1080
gatgatcaga tcaaggagtg tgaggaatta gggattcttg tagacagaga tgatcaaggg 1140
acgttgocttc aaatcttcac asaaccacta ggtgacaggce cgacgatatt tatagagata 1200
atccagagag taggatgcat gatgaaagat gaggaaggga aggcttacca gagtggagga 1260
tgtggtggtt ttggcaaagg caatttctct gagctcttca agtccattga agaatacgaa 1320
aagactcttyg aagccaaaca gttagtggga tga 1353

<210> 38

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> codificada por la SEC ID N.°: 37

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(8)

<223> marcador Tag constituido por 6 His

<400> 38

Met Ala His His His His His His Gln Asn Ala Ala Val Ser Glu Asn
1 5 10 15

Gln Azn His Asp Asp Gly Ala Ala Ser Ser Pro Gly Phe Lys Leu Val
20 25 30

89



Gly

Val

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Fro

Gly

225

Fro

Ser

Ala

Fro

His

Fhe

Lys

50

Ala

Asp

Gl

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

Val

Val

250

Asn

Ser

35

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Lys

Fhe

Arg

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Fhe

His

Fhe

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

ES 2 588 802 T3

Val

His

Ser

70

Fly

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

90

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

235

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp



10

15

20

305

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile

385

Ile

Gln

Fhe

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

39
1353
ADN

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(4)..(6)

<220>
<221>
<222>
<223>

(7)..(24)

<400> 39

Fhe

Asp

Arg

Leu

370

Fhe

Gln

Ser

Lys

Gl
450

misc_feature

misc_feature

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Secuencia artificial

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

secuencia que codifica Ala

Leu
325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu

ES 2 588 802 T3

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Lys

Thr

secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

315

Arg Ser

Tyvr Tyr

Gln Ile

Gln Gly

380

Thr
395

Ile
Glu Glu
Asn

Gl

Leu Glu

secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu

atggctcatc
gacggcgety
aatccaaadgt
gacgcaacca

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce

tggggtctgg

91

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgcggce
ctcococgoccaaa

60
1z0
180
240
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tcocgatcttt cocaccggaaa catggttcac goctocttacco tactcacctec cggtgacctco 300
cgattcocttt tcactgoctco ttactctcog totototococg cocggagagat taaaccgaca 360
accacagctt ctatcccaag tttcgatcac ggctcttgtc gttccocttctt ctocgtcacat 420
ggtctocggtg ttagagocogt tgocgattgaa gtagaagacg cagagtcage tttcoctcoccatco 480
agtgtagcta atggcgctat tccttcgtcocg ccoctocctatcg toccoctcaatga agocagttacg 540
atcgoctgagg ttaaactata cggcgatgtt gttcoctcoccgat atgttagtta caaagcagaa 600
gataccgaaa aatccgaatt cttgoccaggg ttocgagogtg tagaggatge gtocgtogttco 660
ccattggatt atggtatccg goggottgac cacgococgtgy gaaacgttcoco tgagottggt 720
ccggotttaa cttatgtage ggggttcact ggttttcacce aattcgocaga gttcacageca 780
gacgacgttg gaaccgococga gagocggttta aattcagogg cgcoctggotag caatgatgaa 540
atggttcttc taccgattaa cgagcoccagtg cacggaacaa agaggaagaqg tcagattcag 900
acgtatttgg aacataacga aggcgcaggg ctacaacatc tggctctgat gagtgaagac 960
atattcagga ccctgagaga gatgaggaag aggagecagta ttggaggatt cgacttcatg 1020
ccttocteccocte cgocctactta ctaccagaat ctcocaagaaac gggtcggoga cgtgoctcago 1080
gatgatcaga tcaaggagtg tgaggaatta gggattcttg tagacagaga tgatcaaggg 1140
acgttgocttc aaatcttcac asaaccacta ggtgacaggce cgacgatatt tatagagata 1200
atccagagag taggatgcat gatgaaagat gaggaaggga aggcttacca gagtggagga 1260
tgtggtggtt ttggcaaagg caatttctct gagctcttca agtccattga agaatacgaa 1320
aagactcttyg aagccaaaca gttagtggga tga 1353
<210> 40
<211> 450
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> codificada por la SEC ID N.°: 39
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> Ala
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(8)
<223> marcador Tag constituido por 6 His
<400> 40
Met Ala His His His His His His Gln Asn Ala Ala Val Ser Glu Asn
1 5 10 15
Gln Azn His Asp Asp Gly Ala Ala Ser Ser Pro Gly Phe Lys Leu Val
20 25 30
Gly Phe Ser Lys Phe Val Arg Lys Asn Pro Lys Ser Asp Lys FPhe Lys
35 40 45
Val Lyz Arg Phe Hiz His Ile Glu Phe Trp Cyz Gly Asp Ala Thr Asn
50 55 60
Val Ala Arg Arg Fhe Ser Trp Gly Leu Gly Met Arg Phe Ser Ala Lysz

92



65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Fro

Gly

225

Fro

Glu

Ala

Fro

His

305

Ile

Fhe

Asp

Gl

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

Ala

Val

290

Asn

Fhe

Asp

Leu

Asp

Gl

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met
340

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

ES 2 588 802 T3

70

Gl

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

93

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro
345

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

235

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn
350

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys
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Val
355

Val Ser Gln Ile Glu Glu

360

Lyvs Arg Gly Asp Leu Asp Asp Lys

365

Cys

Glu Leu Ile Leu Val Gln Thr Leu Leu Gln

370

Gl Asp

375

Arg Asp Asp Gl

380

Ile
385

Fhe Thr Thr

395

Ile Phe Ile Glu Ile

400

Leu FPro

350

Iyvs Pro Glyv Asp Arg

Ile Gln Val Met Met Glu Glu Ala

415

Arg Gl

405

Cys Lys Asp

410

Gly Lys= Tvr

Gln Fhe Phe Ser Glu Leu

430

Ser Gly Gly Asn

420

Cyz Gly Glvy Gl

425

Lyz Glvy

Fhe Ile Glu Glu Glu

440

Thr Glu Ala

445

Ser Leu Gln Leu

435

Lys Tvr Lys Lys

Val Gly

450

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

41

1353

ADN

Secuencia artificial

secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_feature

(4)..(6)

secuencia que codifica Ala

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_feature
(7)..(24)
secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

<400> 41

atggctcatc
gacggcgety
aatccaaadgt
gacgcaacca
tcocgatcttt
cgattcococttt
accacagctt
ggtctcggty
agtgtagcta
atcgctgagy
gataccgaaa
ccattggatt

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg
ccaccggaaa
tcactgoctcoco
ctatcccaaqg
ttagagcococgt
atggocgotat
ttaaactata
aatccgaatt
atggtatccg

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo
catggttcac
ttactctccyg
tttcgatcac
tgocgattgaa
tccttogtoeyg
cggogatgtt
cttgccaggy
goggottgac

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce
tggggtctgg
gcococtocttacce
tctoctoctoocg
ggoctocttgto
gtagaagacg
cctococtateg
gttctcocgat
ttocgagogtg
cacgoccgtgg

94

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt
tactcacctc
coggagagat
gttccttcoctt
cagagtcagc
tcctecaatga
atgttagtta
tagaggatgc
gaaacgttcc

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgcggce
ctcococgoccaaa
cggtgacctce
taaaccgaca
ctocgtcacat
tttctococatc
agcagttacg
caaagcagaa
gtocgtocgttco
tgagocttggt

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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15

20

ccggotttaa
gacgacgttg
atggttcttc
acgtatttgg
atattcagga
ccttoteocto
gatgatcaga
acgttgcttc
atccagagaqg
tgtggtggtt
aagactcttyg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

42
450
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

(2)..(2)
Ala

<220>
<221>
<222>
<223>

(3)-(8)

<400> 42

cttatgtage
gaaccgoccga
tagcgattaa
aacataacga
ccotgagaga
cgocctactta
tcaaggagtg
aaatcttcac
taggatgcat
ttggocaaagg
aagccaaaca

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

MISC_FEATURE

ES 2 588 802 T3

ggggttcact
gagocggttta
cgagccagtyg
aggcgeagygy
gatgaggaag
ctaccagaat
tgaggaatta
aaaaccacta
gatgaaagat
caatttctcot
gttagtggga

codificada por la SEC ID N.°: 41

marcador Tag constituido por 6 His

ggttttcacc
aattcagcgg
cacggaacaa
ctacaacatc
aggagcagta
ctcaagaaac
gggattocttg
ggtgacaggce
gaggaaggga
gagctcttca
tga

aattcgcaga
tcctggoctag
agaggaagag
tggoctoctgat
ttggaggatt
gggtcggcga
tagacagaga
cgacgatatt
aggcttacca
agtccattga

gttcacagca
caatgatgaa
tcagattcag
gagtgaagac
cgacttocatg
cgtgoctocage
tgatcaaggg
tatagagata
gagtggagga
agaatacgaa

Met Ala His His

1

Gln

Gly

Val

50

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asn

Fhe

Lys

Ala

Asp

Gl

Ala

His

His Aszp

20

Asp

Ser Fhe

35

Lys

Arg Phe Hisz

Arg Arg FPhe

Thr
85

Leu Ser

Leu
100

Asp Arg

Gly Glu Ile

His

Gl

Val

His

Ser

70

Gl

Fhe

Lys

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

95

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

780
540
500
9560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Fro

Gly

225

Fro

Glu

Ala

Fro

His

305

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile
385

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

Val

Val

250

Asn

Fhe

Asp

Arg

Leu

370

Fhe

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

ES 2 588 802 T3

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu
390

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

96

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

235

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr
395

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

His

Gl

Ala

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile
400



10

15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

Ile

Gln

Fhe

Val

Gln

Ser

Lys

420

435

Gl

450

43
1353
ADN

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(4)..(6)

<220>
<221>
<222>
<223>

(7)..(24)

<400> 43

atggctcatc
gacggcgety
aatccaaadgt
gacgcaacca
tcocgatcttt
cgattcococttt
accacagctt
ggtctcggty
agtgtagcta
atcgctgagy
gataccgaaa
ccattggatt
ccggotttaa
gacgacgttg
atggttcttc
acgtatttgg
atattcagga
ccttoteocto
gatgatcaga
acgttgcttc

misc_feature

misc_feature

Secuencia artificial

secuencia que codifica Ala

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg
ccaccggaaa
tcactgoctcoco
ctatcccaaqg
ttagagcococgt
atggocgotat
ttaaactata
aatccgaatt
atggtatccg
cttatgtage
gaaccgoccga
taccgattaa
aacataacga
ccotgagaga
cgocctactta
tcaaggagtg
aaatcttcac

ES 2 588 802 T3

Arg Val Gly Cys Met Met

405

Gly Gly Cys3 Gly Gly FPhe

Ser Ile Glu Glu Tyr Glu

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo
catggttcac
ttactctccyg
tttcgatcac
tgocgattgaa
tccttogtoeyg
cggogatgtt
cttgccaggy
goggottgac
ggggttcact
gagocggttta
cgagccagtyg
aggcgeagygy
gatgaggaag
ctaccagaat
tgaggaatta
aaaaccacta

Lys Asp
410

Gly Lys=
425

ILys Thr
440

secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce
tggggtctgg
gcococtocttacce
tctoctoctoocg
ggoctocttgto
gtagaagacg
cctococtateg
gttctcocgat
ttocgagogtg
cacgoccgtgg
ggttttcacc
aattcagcgg
cacggaacaa
ctacaacatc
aggagcagta
ctcaagaaac
gggattatgg
ggtgacaggce

97

Glu Glu Gly Lys Ala

415

Gly Asn Phe Ser Glu

430

Leu Glu Ala Lys Gln
445

secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt
tactcacctc
coggagagat
gttccttcoctt
cagagtcagc
tcctecaatga
atgttagtta
tagaggatgc
gaaacgttcc
aattcgcaga
tcctggoctag
agaggaagag
tggoctoctgat
ttggaggatt
gggtcggcga
tagacagaga
cgacgatatt

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgcggce
ctcococgoccaaa
cggtgacctce
taaaccgaca
ctocgtcacat
tttctococatc
agcagttacg
caaagcagaa
gtocgtocgttco
tgagocttggt
gttcacagca
caatgatgaa
tcagattcag
gagtgaagac
cgacttocatg
cgtgoctocage
tgatcaaggg
tatagagata

Tvr

Leu

Leu

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200



10

15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2 588 802 T3

atccagagag taggatgcat gatgaaagat gaggaaggga aggcttacca gagtggagga

tgtggtggtt ttggocaaagg caatttcoctcot gagoctcocttca agtccattga agaatacgaa

aagactcttg aagccaaaca gttagtggga tga

44

450

PRT

Secuencia artificial

codificada por la SEC ID N.%: 43

MISC_FEATURE

(2)..(2)
Ala

MISC_FEATURE
(3)--(8)

marcador Tag constituido por 6 His

44

Met Ala His His His His

1 5

Gln Azn His Asp Asp Gly

20

Gly Phe Ser Lys Phe Val

35

Val Lyz Arg Phe His His

50

Val Ala Arg Arg Fhe
65

Ser Asp Leu Ser Thr Glvy

55

Ser Gly Asp Leu Arg
100

Ser Ala Glyv Glu Ile
115

Azp Hiszs Gly Ser Cysz Arg

130

Arg Ala Val Ala Ile Glu

145

Ser
70

Fhe

Lys

150

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

98

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu
155

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile
160

1260
1320
1353



Ser

Glu

Arg

Fro

Gly

225

Fro

Glu

Ala

Fro

His

305

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile

385

Ile

Gln

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

Val

Val

250

Asn

Fhe

Asp

Arg

Leu

370

Fhe

Gln

Ser

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl
420

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Met

FPro

Gl

405

Cys

ES 2 588 802 T3

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

99

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl
425

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Lys

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

235

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser
430

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu



ES 2 588 802 T3

FPhe Lys Ser Ile Glu Glu Tyr Glu Lys Thr Leu Glu Ala Lys Gln Leu

435 440 445
Val Gly
450

<210> 45

<211> 1353

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos que codifica polipéptido HPPD mutante

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(6)

<223> secuencia que codifica Ala

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(24)

<223> secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

<400> 45
atggctcatc accatcacca tcaccaaaac goccgoccdgtbtt cagagaatca aaaccatgat B0
gacggocgotg cgtogtogoe gggattcaag ctocgtoggat tttoccaagtt cgtaagaaag 120
aatccaaagt ctgataaatt caaggttaag cgcttccatc acatcgagtt ctggtgoggo 180
gacgcaacca acgtcgoctocg tocgottoteooe tggggtctgyg ggatgagatt ctcococgocaaa 240
tcocgatcttt ccaccggaaa catggttcac goctcttacc tactcacctc cggtgacctco 300
cgattcocttt tcactgoctco ttactctcocg totcoctoctococg cocggagagat taaaccgaca 360
accacagctt ctatcccaag tttcgatcac ggctcttgbtec gbttcoccttcoctt ctocgtcacat 420
ggtctocggtg ttagagocogt tgocgattgaa gtagaagacyg cagagtcagcec tttcoctccatc 480
agtgtagcta atggcgctat tccttcgtcocg coctocctatcg tocctcaatga agocagttacg 540
atcgoctgagg ttaaactata cggcgatgtt gttctoccocgat atgttagtta caaagcagaa 600
gataccgaaa aatccgaatt cttgoccaggg ttocgagocgtyg tagaggatgce gtcocgtogttco 660
ccattggatt atggtatccg goggocttgac cacgococgtgyg gaaacgttcocc tgagocttggt 720
ccggotttaa cttatgtage ggggttcact ggttttcacce aattcocgeocaga gttcacagca 780
gacgacgttg gaaccgococga gagoggttta aattcagogg tcctggotag caatgatgaa 540
atggttcttc taccgattaa cgagcoccagtg cacggaacaa agaggaadgag tcagattcag 900
acgtatttgg aacataacga aggcgcaggg ctacaacatc tggoctctgat gagtgaagac 960
atattcagga ccctgagaga gatgaggaag aggagecagta ttggaggatt cgacttcatg 1020
ccttocteoccte cgocctactta ctaccagaat ctcaagaaac gggtcggocga cgtgoctcago 1080
gatgatcaga tcaaggagtg tgaggaatta gggattcttg tagacagaga togatcaaggg 1140
acgttgocttc aaatcttcac asaaccacta ggtgacaggc cgacgatatt tatagagata 1200
atccagagag taggatgcat gatgaaagat gaggaaggga aggcttacca gagtggagga 1260
tgtggtggtt ttggcattgg caatttctct gagoctcttca agtccattga agaatacgaa 1320
aagactcttyg aagccaaaca gttagtggga tga 1353

<210> 46

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

100



10

15

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

codificada por la SEC ID N.% 45

MISC_FEATURE

(2)..(2)
Ala

MISC_FEATURE
(3)--(8)

ES 2 588 802 T3

marcador Tag constituido por 6 His

46
Met Ala His His

Gln Asn His Asp

20

Gly Phe Ser Lys
35

Val Lyz Arg FPhe
50

Val Ala Arg Arg
65

Ser Asp Leu Ser

Ser Gly Asp Leu

100

Ser Ala Gly Glu
115

Azp His Glvy Ser
130

Arg Ala Val Ala
145

Ser Val Ala Asn

Glu Ala Val Thr
1580

His

Asp

Fhe

His

Fhe

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

His

Gl

Val

His

Ser

70

Gl

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

101

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys
1585

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val
190

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu



<210> 47

Arg

Fro

Gly

225

Fro

Glu

Ala

Fro

His

305

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile

385

Ile

Gln

Fhe

Val

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

Val

Val

250

Asn

Fhe

Asp

Arg

Leu

370

Fhe

Gln

Ser

Lys

Gl
450

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu

ES 2 588 802 T3

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu

Ala

Glu

215

His

Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

102

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Thr

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Ile

Thr

Glu

Ser

Asn

235

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

Leu

Lys

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Glu

Ser

205

FPro

FPro

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Ser

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Gln Asn

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Fhe

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu
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<211> 1353
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(6)

<223> secuencia que codifica Ala

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(24)

<223> secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

20

<400> 47
atggctcatc accatcacca tcaccaaaac gocgcocgttt cagagaatca aaaccatgat B0
gacggogotg cgtocgtogoe gggattcaag ctocgtocggat tttoccaagtt cgtaagaaadg 120
aatccaaagt ctgataaatt caaggttaag cgcttccatc acatcgagtt ctggtgocggo 180
gacgcaacca acgtcgoctcg tocgocttoteoe tggggtctgg ggatgagatt ctococgocaaa 240
tcocgatcttt cocaccggaaa catggttcac goctocttacco tactcacctec cggtgacctco 300
cgattcocttt tcactgoctco ttactctcog totototococg cocggagagat taaaccgaca 360
accacagctt ctatcccaag tttcgatcac ggctcttgtc gttccocttctt ctocgtcacat 420
ggtctocggtg ttagagocogt tgocgattgaa gtagaagacg cagagtcage tttcoctcoccatco 480
agtgtagcta atggcgctat tccttcgtcocg ccoctocctatcg toccoctcaatga agocagttacg 540
atcgoctgagg ttaaactata cggcgatgtt gttcoctcoccgat atgttagtta caaagcagaa 600
gataccgaaa aatccgaatt cttgoccaggg ttocgagogtg tagaggatge gtocgtogttco 660
ccattggatt atggtatccg goggottgac cacgococgtgy gaaacgttcoco tgagottggt 720
ccggotttaa cttatgtage ggggttcact ggttttcacce aattcgocaga gttcacageca 780
gacgacgttg gaaccgococga gagocggttta aattcagogg tcoctggotag caatgatgaa 540
atggttcttc taccgattaa cgagcoccagtg cacggaacaa agaggaagaqg tcagattcag 900
acgtatttgg aacataacga aggcgcaggg ctacaacatc tggctctgat gagtgaagac 960
atattcagga ccctgagaga gatgaggaag aggagecagta ttggaggatt cgacttcatg 1020
ccttocteccocte cgocctactta ctaccagaat ctcocaagaaac gggtcggoga cgtgoctcago 1080
gatgatcaga tcaaggagtg tgaggaatta gggattcttg tagacagaga tgatcaaggg 1140
acgttgocttc aaatcttcac asaaccacta ggtgacaggce cgacgatatt tatagagata 1200
atccagagag taggatgcat gatgaaagat gaggaaggga aggcttacca gagtggagga 1260
tgtggtggtt ttggccaggg caatttctct gagectcttca agtccattga agaatacoaa 1320
aagactcttyg aagccaaaca gttagtggga tga 1353

<210> 48

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> codificada por la SEC ID N.°: 47

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Ala
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(8)

<223> marcador Tag constituido por 6 His

<400> 48

Met

Gln

Gly

Val

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Fro

Gly

Ala

Asn

Fhe

Lys

50

Ala

Asp

Gl

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

His

His

Ser

35

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

His

Asp

20

Lys

Fhe

Arg

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

His

5

Asp

Fhe

His

Fhe

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu
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His

Gl

Val

His

Ser

70

[CARYS

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

104

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

225

Pro Ala

Glu

Fhe

Ala val

Pro vVal

250

His Asn

305

Ile

Fhe

FPhe Asp

Lyvs Arg

Glu

Ile
385

Ile

Gln

Fhe

Val

49
1353
ADN

Leu

370

Fhe

Gln

Ser

Lys

Gl
450

Leu

Thr

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Thr

Ala

260

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

Secuencia artificial

Tvr

245

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu

230

Val

Asp

Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu
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Ala

Val

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

Gl

Gl

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

Fhe

Thr

265

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Thr

250

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Gln

Thr

235

Gl

Glu

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

Leu

Fhe

Ser

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Glu

secuencia de nucleétidos que codifica polipéptido HPPD mutante

105

His

Gl

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

Gln

Leu

270

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Fhe

255

Asn

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

240

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu



10

15

20

25

30

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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misc_feature

(4)..(6)

secuencia que codifica Ala

misc_feature
(7)..(24)
secuencia que codifica un marcador Tag que contiene 6 His

49

atggctcatc
gacggogctg
aatccaaadgt
gacgcaacca
tcocgatcttt
cgattcococttt
accacagctt
ggtctcggty
agtgtagcta
atcgctgagy
gataccgaaa
ccattggatt
ccggotttaa
gacgacgttg
atggttcttc
acgtatttgg
atattcagga
ccttoteocto
gatgatcaga
acgttgcttc
atccagagaqg
tgtggtggtt
aagactcttyg

accatcacca
cgtcgtogoo
ctgataaatt
acgtcgoctocg
ccaccggaaa
tcactgoctcoco
ctatcccaaqg
ttagagcococgt
atggocgotat
ttaaactata
aatccgaatt
atggtatccg
cttatgtage
gaaccgoccga
taccgattaa
aacataacga
ccotgagaga
cgocctactta
tcaaggagtg
aaatcttcac
taggatgcat
ttggcgtggy
aagccaaaca

tcaccaaaac
gggattcaag
caaggttaag
tcgottocteo
catggttcac
ttactctccyg
tttcgatcac
tgocgattgaa
tccttogtoeyg
cggogatgtt
cttgccaggy
goggottgac
ggggttcact
gagocggttta
cgagccagtyg
aggcgeagygy
gatgaggaag
ctaccagaat
tgaggaatta
aaaaccacta
gatgaaagat
caatttctcot
gttagtggga

gocogocgttt
ctocgtocggat
cgocttococatce
tggggtctgg
gcococtocttacce
tctoctoctoocg
ggoctocttgto
gtagaagacg
cctococtateg
gttctcocgat
ttocgagogtg
cacgoccgtgg
ggttttcacc
aattcagcgg
cacggaacaa
ctacaacatc
aggagcagta
ctcaagaaac
gggattocttg
ggtgacaggce
gaggaaggga
gagctcttca
tga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

50

450

PRT

Secuencia artificial

codificada por la SEC ID N.°: 49

MISC_FEATURE

(2)..(2)
Ala

MISC_FEATURE
(3)--(8)

marcador Tag constituido por 6 His

50

106

cagagaatca
tttcoccaagtt
acatcgagtt
ggatgagatt
tactcacctc
coggagagat
gttccttcoctt
cagagtcagc
tcctecaatga
atgttagtta
tagaggatgc
gaaacgttcc
aattcgcaga
tcctggoctag
agaggaagag
tggoctoctgat
ttggaggatt
gggtcggcga
tagacagaga
cgacgatatt
aggcttacca
agtccattga

aaaccatgat
cgtaagaaaq
ctggtgcggce
ctcococgoccaaa
cggtgacctce
taaaccgaca
ctocgtcacat
tttctococatc
agcagttacg
caaagcagaa
gtocgtocgttco
tgagocttggt
gttcacagca
caatgatgaa
tcagattcag
gagtgaagac
cgacttocatg
cgtgoctocage
tgatcaaggg
tatagagata
gagtggagga
agaatacgaa

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
540
500
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



Met

Gln

Gly

Val

Val

65

Ser

Ser

Ser

Asp

Arg

145

Ser

Glu

Arg

Fro

Gly

225

Fro

Glu

Ala

Asn

Fhe

Lys

50

Ala

Asp

Gl

Ala

His

130

Ala

Val

Ala

Tvr

Gl

210

Ile

Ala

Fhe

His

His

Ser

35

Arg

Arg

Leu

Asp

Gl

115

Gl

Val

Ala

Val

Val

155

Fhe

Arg

Leu

Thr

His

Asp

20

Lys

Fhe

Arg

Ser

Leu

100

Glu

Ser

Ala

Asn

Thr

150

Ser

Glu

Arg

Thr

Ala
260

His

Asp

Fhe

His

Fhe

Thr

55

Arg

Ile

Cys

Ile

Gl

1e5

Ile

Tvr

Arg

Leu

Tvr

245

Asp
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His

Gl

Val

His

Ser

70

Gl

Fhe

Lys

Arg

Glu

150

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

230

Val

Asp

His

Ala

Arg

Ile

55

Trp

Asn

Leu

FPro

Ser

135

Val

Ile

Glu

Ala

Glu

215

His

Ala

Val

His

Ala

Lys

40

Glu

Gl

Met

Fhe

Thr

120

Fhe

Glu

FPro

Val

Glu

200

Asp

Ala

Gl

Gl

107

Gln

Ser

25

Asn

Fhe

Leu

Val

Thr

105

Thr

Fhe

Asp

Ser

Lys

1585

Asp

Ala

Val

Fhe

Thr
2650

Asn

10

Ser

FPro

Trp

Gl

His

50

Ala

Thr

Ser

Ala

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Gl

Thr

250

Ala

Ala

FPro

Lys

Cys

Met

75

Ala

FPro

Ala

Ser

Glu

155

FPro

Tvr

Glu

Ser

Asn

235

Gl

Glu

Ala

Gl

Ser

Gl

60

Arg

Ser

Tvr

Ser

His

140

Ser

FPro

Gl

Lys

Fhe

220

Val

Fhe

Ser

Val

Fhe

Asp

45

Asp

Fhe

Tvr

Ser

Ile

125

Gl

Ala

Ile

Asp

Ser

205

FPro

FPro

His

Gl

Ser

Lys

30

Lys

Ala

Ser

Leu

FPro

110

FPro

Leu

Fhe

Val

Val

150

Glu

Leu

Glu

Gln

Leu
270

Glu

15

Leu

Fhe

Thr

Ala

Leu

95

Ser

Ser

Gl

Ser

Leu

175

Val

Fhe

Asp

Leu

Fhe

255

Asn

Asn

Val

Lys

Asn

Lys

50

Thr

Leu

Fhe

Val

Ile

1e0

Asn

Leu

Leu

Tvr

Gl

240

Ala

Ser



Ala

Fro

His

305

Ile

Fhe

Lys

Glu

Ile

385

Ile

Gln

Fhe

Val

Val

Val

250

Asn

Fhe

Asp

Arg

Leu

370

Fhe

Gln

Ser

Lys

Gl
450

Leu

275

His

Glu

Arg

Fhe

Val

355

Gl

Thr

Arg

Gl

Ser
435

Ala

Gl

Gl

Thr

Met

340

Gl

Ile

Lys

Val

Gl

420

Ile

Ser

Thr

Ala

Leu

325

FPro

Asp

Leu

FPro

Gl

405

Cys

Glu
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Asn

Lys

Gl

310

Arg

Ser

Val

Val

Leu

350

Cys

Gl

Glu

Asp

Arg

295

Leu

Glu

FPro

Leu

Asp

375

Gl

Met

Gl

Tvr

Glu

280

Lys

Gln

Met

FPro

Ser

360

Arg

Asp

Met

Fhe

Glu
440

108

Met

Ser

His

Arg

FPro

345

Asp

Asp

Arg

Lys

Gl

425

Lys

Val

Gln

Leu

Lys

330

Thr

Asp

Asp

FPro

Asp

410

Val

Thr

Leu

Ile

Ala

315

Arg

Tvr

Gln

Gln

Thr

395

Glu

Gl

Leu

Leu

Gln

300

Leu

Ser

Tvr

Ile

Gl

380

Ile

Glu

Asn

Glu

FPro

285

Thr

Met

Ser

Gln

Lys

365

Thr

Fhe

Gl

Fhe

Ala
445

Ile

Tvr

Ser

Ile

Asn

350

Glu

Leu

Ile

Lys

Ser

430

Lys

Asn

Leu

Glu

Gl

335

Leu

Cys

Leu

Glu

Ala

415

Glu

Gln

Glu

Glu

Asp

320

Gl

Lys

Glu

Gln

Ile

400

Tvr

Leu

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de
HPPD mutada, en donde dicha proteina de HPPD mutada tiene actividad de HPPD y en donde en dicha proteina de
HPPD mutada el aminoacido en una posicién correspondiente a la posicion 280 de la SEC ID N.°2 2 se ha
reemplazado de tal modo que la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala en la posicién
correspondiente a la posicion 280 de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°:; 2:

2. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD se deriva de Streptomyces
avermitilis (Genebank SAV11864), Daucus carota (Genebank DCU 87257), Arabidopsis thaliana (Genebank
AF047834), Mycosphaerella graminicola (Genebank AF038152), Oryza sativa / arroz [BAD26248], Zea mays / maiz
[ACN36372], Avena sativa [ABZ23427], Pseudomonas fluorescens [ABF50055], Blepharisma japonicum [BAF91881],
Rhodococcus RHA1 sp. 100240 [YP_702005], Rhodococcus RHA1 sp. ro0341 [YP_703002], Picrophilus torridus
[YP_024147], Kordia algicida [ZP_02161490], Sorghum bicolor [XP_002453359], Triticum aestivum / trigo
[AAZ67144] u Hordeum vulgare / cebada [048604].

3. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 4 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala,
en la posicion 277 de la SEC ID N.°: 4 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

4, El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 6 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 254 de la SEC ID N.°: 6 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

5. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 8 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posiciéon 271 de la SEC ID N.°: 8 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

6. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 10 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posiciéon 215 de la SEC ID N.°: 10 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

7. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 16 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 239 de la SEC ID N.°: 16 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

8. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 18 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 261 de la SEC ID N.°: 18 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

9. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 30 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 262 de la SEC ID N.°: 30 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

10. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 20 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 230 de la SEC ID N.°: 20 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

11. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 22 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 249 de la SEC ID N.°: 22 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

12. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 24 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 271 de la SEC ID N.°: 24 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

13. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 26 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 267 de la SEC ID N.°: 26 (que corresponde a la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2).

14. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina HPPD comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 2 y en donde la secuencia de aminoacidos resultante comprende el aminoacido Ala
en la posicion 280 de la SEC ID N.°: 2.

15. El acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde dicha proteina HPPD es capaz
de incrementar la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actta sobre la HPPD.

16. Una proteina codificada por el acido nucleico aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.
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17. Un gen quimérico que comprende una secuencia codificada que comprende el acido nucleico de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 unido operativamente a un promotor expresable en plantas y
opcionalmente una terminacion de transcripcion y una region de poliadenilacion.

18. Un procedimiento de obtencién de una proteina HPPD mutada capaz de modular la tolerancia de una
planta a al menos un herbicida que actia sobre la HPPD, en donde dicha proteina HPPD mutada tiene actividad
HPPD, comprendiendo el procedimiento

i) proporcionar una proteina HPPD;

ii) reemplazar un aminoacido en dicha proteina HPPD de tal forma que la secuencia de aminoacidos resultante
comprende Ala en una posiciéon en una proteina HPPD, correspondiendo dicha posicién a la posicion 280 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

i) determinar la inhibicion de la proteina HPPD resultante por al menos un herbicida que actua sobre la HPPD,

en donde una inhibicién de la proteina resultante de menos o mas que la observada con una proteina de HPPD de
referencia es indicativa de que la proteina resultante es capaz de modular la tolerancia de una planta a dicho
herbicida.

19. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que dicha proteina HPPD mutada es capaz de incrementar la
tolerancia de una planta a al menos un herbicida inhibidor de la HPPD.

20. El acido nucleico de la reivindicacién 15 o el procedimiento de la reivindicacion 18, en donde el herbicida
que actua sobre la HPPD es tembrotriona.

21. Un procedimiento de produccion de una planta transgénica que comprende introducir dentro de dicha
planta el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 o un acido nucleico que codifica la enzima
HPPD identificada por el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19, ambos unidos
operativamente a un promotor expresable en plantas o el gen quimérico de la reivindicacion 17.

22. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que el acido nucleico de la reivindicacién 15 o un acido
nucleico identificado por el procedimiento de las reivindicaciones 18 o 19, ambos unidos operativamente a un
promotor expresable en plantas, o el gen quimérico de la reivindicaciéon 17 que comprende el acido nucleico de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, se introducen en dicha planta.

23. El acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o el procedimiento de una cualquiera de
las reivindicaciones 21 a 22, en donde dicha proteina HPPD comprende:

a) una His en una posicién en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicién a la posicion 226 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

b) una Ser en una posicion en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicién a la posicion 267 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

c) una Asn en una posicidon en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicidon a la posicion 282 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

d) una His en una posicién en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicién a la posicion 308 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

e) una Tyr en una posicion en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicién a la posicion 342 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

f) una Glu en una posicion en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicién a la posicion 394 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

g) una Gly en una posicidon en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicion a la posicion 420 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°%: 2;

h) una Asn en una posicion en una proteina de HPPD, correspondiendo dicha posicion a la posicion 423 de la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 2.

24. Una célula vegetal que comprende el acido nucleico aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
14 o el gen quimérico de la reivindicacion 17 en su informacion genética.

25. Una planta, una parte de la misma o un tejido vegetal que consisten esencialmente en las células vegetales
de la reivindicacion 24.

26. La planta de la reivindicacion 25 que se selecciona de trigo, algodén, colza, arroz, maiz, soja y sorgo.

110



ES 2 588 802 T3

27. Un procedimiento de modulacién de la tolerancia de una planta a al menos un herbicida que actta sobre la
HPPD o de obtencion una planta tolerante a un herbicida inhibidor de la HPPD que comprende introducir el acido
nucleico aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 unido operativamente a un promotor expresable en
plantas o el gen quimérico de la reivindicacion 17 dentro del genoma de una planta.

28. Uso de un gen quimérico de la reivindicacion 17 o del acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 unido operativamente a un promotor expresable en plantas para modular la tolerancia de una
planta a al menos un herbicida inhibidor de la HPPD aplicado para controlar malas hierbas.

29. El procedimiento de las reivindicaciones 18, 21, o 27 o el uso de la reivindicacion 28, en los que se
incrementa la tolerancia de una planta a al menos un herbicida inhibidor de la HPPD.
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Figura 1a: superposicion de la estructura de rayos X de HPPD de Arabidopsis thaliana (gris oscuro) y Pseudomonas
fluorescens (gris claro). La estructura se muestra como grafico de cintas.
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Figura 1b: superposicion de la estructura de rayos X de HPPD de Arabidopsis thaliana (gris oscuro) y Streptomyces
avermitilis (gris claro). La estructura se muestra como grafico de cintas.
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Figura 1c: superposicion de la estructura de rayos X de HPPD de Arabidopsis thaliana (gris oscuro) y Homo sapiens
(gris claro). La estructura se muestra como grafico de cintas.
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Figura 1d: superposicion de la estructura de rayos X de HPPD de Arabidopsis thaliana (gris oscuro) y Rattus
norvegicus (gris claro). La estructura se muestra como grafico de cintas.
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Figura 2a: aminoacidos que forman el sitio de unién de Arabidopsis thaliana (representado por lineas en negrita). El
nucleo de la proteina de HPPD de Arabidopsis thaliana se muestra como traza de Cayis y €l hierro esta marcado.
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Figura 2b: aminoacidos que forman el sitio de unién de Pseudomonas fluorescens (representado por lineas en
negrita). El ndcleo de la proteina de HPPD de Pseudomonas fluorescens se muestra como traza de Caira ¥ €l hierro
esta marcado.
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Figura 2c: aminoacidos que forman el sitio de union de Streptomyces avermitilis (representado por lineas en negrita).
El ndcleo de la proteina de HPPD de Streptomyces avermitilis se muestra como traza de Caia y €l hierro esta
marcado.
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Figura 2d: aminoacidos que forman el sitio de unién de Homo sapiens (representado por lineas en negrita). El nicleo
de la proteina de HPPD de Homo sapiens se muestra como traza de Carra Y €l hierro esta marcado.
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Figura 2e: aminoacidos que forman el sitio de unidon de Rattfus norvegicus (representado por lineas en negrita). El
nucleo de la proteina de HPPD de Rattus norvegicus se muestra como traza de Caira Y €l hierro esta marcado.
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FIGURA 3: color de ensayo marrén

A

A: WT, B: N282A, C: S267A
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