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DESCRIPCION
Polipéptidos de Hidroxifenilpiruvato Dioxigenasa mutantes y métodos de uso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polipéptidos de hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD) mutantes que confieren
resistencia o tolerancia a herbicidas a plantas, y a las secuencia de acidos nucleicos que los codifican. Los métodos
de la invencion se refieren a la produccion y uso de plantas que expresan estos polipéptidos de HPPD mutantes, y
que son resistentes a herbicidas de HPPD.

Antecedentes de la invencion

Las hidroxifenilpiruvato dioxigenasas (HPPD) son enzimas que catalizan la reaccion en la que para-
hidroxifenilpiruvato (HPP) se transforma en homogentisato. Esta reaccion tiene lugar en presencia de hierro
enlazado a enzima (Fe2+) y oxigeno. Los herbicidas que actuan inhibiendo HPPD son bien conocidos, e incluyen
isoxazoles, dicetonitrilos, tricetonas, y pirazolinatos (Hawkes “Hydroxyphenylpyruvate Dioxygenase (HPPD) — The
Herbicide Target”. In Modern Crop Protection Compounds. Eds. Kramer y Schirmer. Weinheim, Alemania: Wiley-
VCH, 2007. Cap. 4.2, p. 211-220). La inhibicién de HPPD bloquea la biosintesis de plastoquinona (PQ) a partir de
tirosina. PQ es un cofactor esencial en la biosintesis de pigmentos carotenoideos que son esenciales para la
fotoproteccion de los centros fotosintéticos. Los herbicidas que inhiben la HPPD son blanqueadores méviles en el
floema que provocan que los nuevos meristemos y hojas expuestos a la luz salgan blancos. En ausencia de
carotenoides, la clorofila es fotodestruida y se convierte ella misma en un agente de fotodestruccion via la
fotogeneracion de oxigeno singlete.

También se conocen métodos para proporcionar plantas que sean tolerantes a los herbicidas de HPPD y estos han
incluido: 1) sobreexpresar la enzima HPPD para producir cantidades de enzima HPPD en la planta que sean
suficientes con relacién a un herbicida dado a fin de tener suficiente enzima funcional disponible a pesar de la
presencia de su inhibidor; y 2) mutar la enzima HPPD diana en una HPPD funcional que sea menos sensible a los
herbicidas. Respecto a las HPPD mutantes, mientras que una enzima HPPD mutante dada puede proporcionar un
nivel util de tolerancia a ciertos herbicidas inhibidores de HPPD, la misma HPPD mutante puede ser bastante
inadecuada para proporcionar niveles comerciales de tolerancia a un herbicida diferente, mas deseable, inhibidor de
HPPD (véase, por ejemplo, Pub. Sol. de U.S. n°® 2004/0058427; y Pub. Sol. PCT n®® WO 98/20144 y WO 02/46387;
véase también la Pub. Sol. de U.S. n® 2005/0246800 que se refiere a la identificacion y al marcaje de variedades de
haba de soja como relativamente tolerantes a HPPD). Por ejemplo, los herbicidas inhibidores de HPPD pueden
diferir en lo que se refiere al espectro de malezas que controlan, su coste de produccion y sus beneficios
medioambientales.

En consecuencia, se necesitan nuevos métodos y composiciones para conferir tolerancia a herbicidas de HPPD en
diversos cultivos y variedades de cultivos.

Breve sumario de la invencion

Se proporcionan composiciones y métodos para conferir a las plantas resistencia o tolerancia a herbicidas de
hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD). Las composiciones incluyen secuencias nucleotidicas y de aminoacidos
para polipéptidos de HPPD mutantes. Los polipéptidos de la invencién son HPPD mutantes que tienen actividad
enzimatica de HPPD y que confieren resistencia o tolerancia en las plantas a ciertas clases de herbicidas que
inhiben HPPD. En una realizacién, un polinucleétido que codifica un polipéptido de HPPD que tiene actividad
enzimatica de HPPD, donde dicho polinucleétido deriva de una planta y donde dicho polipéptido de HPPD codificado
por dicho polinucleétido tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 27 y comprende la
secuencia de aminoacidos G(l,V)LVD(R,K)D (SEC ID NO: 30), donde L se sustituye por M.

En un aspecto, las composiciones de la divulgacion comprenden un polipéptido de HPPD mutante que tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 27, donde el polipéptido tiene actividad enzimatica de
HPPD, y donde el polipéptido contiene una o mas adiciones, sustituciones o supresiones de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en:

1) R(K,A,R)SQI(Q,E)T (SEC ID NO: 28), donde la primera Q se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por A, G, M, T, S, C, R, F y mas particularmente por P;

2) R(K,A,R)SQI(Q,E)T (SEC ID NO: 28), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por V, S, A,P, T,Lo G;

3) (P,AS)G(V,L)QH(I,L,M) (SEC ID NO: 29), donde la Q se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por N, R, G, A, S, T, E o C, y mas particularmente por A o H;
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4) G(I,V) LVD(R,K)D (SEC ID NO: 30), donde la L se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por M 0 A;

5) ESGLN(S,G) (SEC ID NO: 31), donde la L se sustituye por cualquier otro aminoacido, particularmente
por M, H, G, F, C o |, y mas particularmente por M;

6) F(A,S)EF(T,V) (SEC ID NO: 32), donde (A,S) se sustituye por cualquier aminoacido, particularmente por
W, G, M, F,YoH;

7) G(I,V) LVD(R,K)D (SEC ID NO: 30) y ESGLN(S,G) (SEC ID NO: 31), donde la L en ambas secuencias se
sustituye por M;

8) EVELYGDVV (SEC ID NO: 37), donde la Y se sustituye por cualquier otro aminoacido, particularmente
porD,V,E,KoA;

9) RFDHVVGNYV (SEC ID NO: 38), donde la primera V se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como
I,A, MoC;

10) DHVVGNVPE (SEC ID NO: 39), donde la G se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como H o C;
11) HYVGNVPEM (SEC ID NO: 40), donde la N se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como C;

12) NVPEMAPVI (SEC ID NO: 41), donde la M se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como L;

13) GFHEFAEFT (SEC ID NO: 42), donde la F se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como M, | o L;
14) GTTESGLNS (SEC ID NO: 43), donde la S se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como T;

15) TTESGLNSV (SEC ID NO: 44), donde la G se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como R, S o
A

16) ESGLNSVVL (SEC ID NO: 45), donde la N se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como R o M;

17) GLNSVVLAN (SEC ID NO: 46), donde la primera V se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como
M, I,AoK;

18) LNSVVLANN (SEC ID NO: 47), donde la V se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como |;
19) SEAVLLPLN (SEC ID NO: 48), donde la L se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como V o K;
20) EAVLLPLNE (SEC ID NO: 49), donde la L se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como M o F;

21) VLLPLNEPYV (SEC ID NO: 50), donde la tercera L se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como |,
Mo V;

22) LLPLNEPVH (SEC ID NO: 51), donde la N se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como A;

23) HGTKRRSQI (SEC ID NO: 52), donde la R se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como G;

24) SQIQTYLEY (SEC ID NO: 53), donde la T se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como E;

25) QIQTYLEYH (SEC ID NO:54), donde la Y se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como F;

26) GVQHIALAS (SEC ID NO: 55), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como M, L o V;

27) GFEFMAPPQ (SEC ID NO: 57), donde la M se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como Q o L;



10

15

20

25

30

35

ES 2619279 T3

28) FEFMAPPQA (SEC ID NO: 58), donde la primera A se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como
S,P,D,R,N,Y,KoH;

29) FMAPPQAKY (SEC ID NO: 59), donde la P se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como A o R;

30) QAKYYEGVR (SEC ID NO: 60), donde la Y se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como K, R,
D,QoE;

31) GVRRIAGDV (SEC ID NO: 61), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como R o L;
32) VLLQIFTKP (SEC ID NO: 62), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como V;
33) LLQIFTKPYV (SEC ID NO: 63), donde la F se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como L;

34) LQIFTKPVG (SEC ID NO: 64), donde la T se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como S, P, D,
R, N, Y oH;

35) IFTKPVGDR (SEC ID NO: 65), donde la P se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como N;
36) RPTFFLEMI (SEC ID NO: 66), donde la F se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como L;
37) FLEMIQRIG (SEC ID NO: 67), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como V o C;

38) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68), donde la cuarta G se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como
A, SoT;

39) GGFGKGNFS (SEC ID NO: 69), donde la K se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como L, A, E
oV;

40) GFGKGNFSE (SEC ID NO: 70), donde la G se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como I;
41) FGKGNFSEL (SEC ID NO: 71), donde la N se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como I;

42) KGNFSELFK (SEC ID NO: 72), donde la S se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como N, G, K
0Q;

43) GNFSELFKS (SEC ID NO: 73), donde la E se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como Q;
44) ELFKSIEDY (SEC ID NO: 74), donde la S se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como A;
45) LFKSIEDYE (SEC ID NO: 75), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido; tal como L o F;

46) HYVGNVPEM (SEC ID NO: 40), donde la N se sustituye por cualquier otro aminoacido, particularmente
una C, y la secuencia de aminoacidos ELGVLVDRD (SEC ID NO:76), donde la segunda L se sustituye por
cualquier otro aminoacido, particularmente una M;

47) LNSVVLANN (SEC ID NO: 47), donde la segunda V se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente una |, y la secuencia de aminoacidos ELGVLVDRD (SEC ID NO:76), donde la segunda L
se sustituye por cualquier otro aminoacido, particularmente una M;

48) VLLPLNEPV (SEC ID NO: 50), donde la tercera L se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente una M, y la secuencia de aminoacidos VLLQIFTKP (SEC ID NO:62), donde la | se sustituye
por cualquier otro aminoacido, particularmente una V;

49) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68), donde la cuarta G se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente una T, y la secuencia de aminoacidos ELGVLVDRD (SEC ID NO:76), donde la segunda L
se sustituye por cualquier otro aminoacido, particularmente una M;
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50) FHEFAEFTAED (SEC ID NO: 76), donde la primera A, la segunda E, y la segunda F se sustituyen por
cualquier otro aminoacido, particularmente donde la A se sustituye por una S o una W, la E se sustituye por
una T y/o la F se sustituye por una A ounaV,;

51) HGTKRRSQIQ (SEC ID NO: 77), donde la primera R se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por una K, y la segunda R se suprime;

52) GTKRRSQIQ (SEC ID NO: 78), donde la segunda R se suprime;
53) FMAPPQAKY (SEC ID NO: 59), donde la segunda P se suprime;
54) GNFSELFKS (SEC ID NO: 73), donde la E se suprime;
55) GVRRIAGDYV (SEC ID NO: 61), donde la | se suprime;

56) DQGVLLQIFTKP (SEC ID NO: 79), donde la primera L y la | se sustituyen por cualquier otro
aminoacido, particularmente donde la A se sustituye por una M y/o la | se sustituye por una L;

57) GKGNFSELFK (SEC ID NO: 80), donde la F y la S se sustituyen por cualquier otro aminoacido,
particularmente donde la F se sustituye por una G y/o la S se sustituye por una A;

58) KGNFSELFKS (SEC ID NO: 56), donde la primera S y la E se sustituyen por cualquier otro aminoacido,
particularmente donde la S se sustituye por una N, G o K y/o la E se sustituye por una S o una A;

59) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68) donde la K se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como T, S,
Q, LA ILH E, G, M, CoV, preferiblemente T;

60) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68), donde la sexta G se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
R,E,D,H, M, F, W, N o C, preferiblemente H o C;

61) ESGLN(S,G) (SEC ID NO: 31), donde la primera G se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por R, So A; y

62) VLLPLNEPV (SEC ID NO: 50), donde la segunda L se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
M,FoV.

En otro aspecto, las composiciones de la divulgacion comprenden un polipéptido de HPPD mutante que tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID NO:14 o con SEC ID NO:27, donde el polipéptido tiene actividad
enzimatica de HPPD, y donde el polipéptido contiene una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en:

1) R(KAR)SQI(Q,E)T (SEC ID NO: 28), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por V, S, A,P, T,Lo G;

2) (P,A,S)G(V,L)QH(I,L,M) (SEC ID NO: 29), donde la Q se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por N, R, G, A, S, T, E o C, y mas particularmente por A o H;

3) G(,V) LVD(R,K)D (SEC ID NO: 30), donde la L se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente por M 0 A;

4) ESGLN(S,G) (SEC ID NO: 31), donde la L se sustituye por cualquier otro aminoacido, particularmente
por M, H, G, F, C o |, y mas particularmente por M;

5) F(A,S)EF(T,V) (SEC ID NO: 32), donde la (A,S) se sustituye por cualquier aminoacido, particularmente
porW, G, M, F, Y oH;

6) RFDHVVGNYV (SEC ID NO:38), donde la primera V se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
I,A, MoC;

7) GLNSVVLAN (SEC ID NO: 46), donde la primera V se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
M, I,AoK;

8) VLLPLNEPV (SEC ID NO: 50), donde la tercera L se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como I,
Mo V;
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9) GFEFMAPPQ (SEC ID NO: 57), donde la M se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como Q o L;

10) FEFMAPPQA (SEC ID NO: 58), donde la primera A se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
S,P,D,R,N,Y,KoH;

11) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68), donde la cuarta G se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
A, SoT;

12) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68) donde la K se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como T, S,
Q,L,A ILH E G, M, CoV, preferiblemente T;

13) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68), donde la sexta G se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
R,E,D,H, M, F, W, N o C, preferiblemente H o C;

14) ESGLN(S,G) (SEC ID NO: 31), donde la primera G se sustituye por cualquier otro aminoacido,
particularmente R, So A; y

15) VLLPLNEPV (SEC ID NO: 50), donde la segunda L se sustituye por cualquier otro aminoacido, tal como
M,FoV.

Los polipéptidos de HPPD mutantes ejemplares segun la divulgacion corresponden a las secuencia de aminoacidos
expuestas en SEC ID NOs: 14-26 y variantes y fragmentos de las mismas. Ademas, se proporcionan moléculas de
acidos nucleicos que comprenden secuencias polinucleotidicas que codifican los polipéptidos de HPPD mutantes,
por ejemplo, SEC ID NOs: 1-13. Las composiciones también incluyen casetes de expresion que comprenden un
promotor enlazado de forma operable a una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de HPPD mutante de
la invencién, sola o en combinacién con una o mas moléculas de acidos nucleicos adicionales que codifican
polipéptidos que confieren rasgos deseables. También se proporcionan plantas, células vegetales y semillas
transformadas que comprenden un casete de expresion de la invencion.

Las composiciones de la invencién son utiles en métodos dirigidos a conferir a las plantas resistencia o tolerancia a
herbicidas, particularmente resistencia o tolerancia a ciertas clases de herbicidas que inhiben HPPD. En
realizaciones particulares, los métodos comprenden introducir en una planta al menos un casete de expresion que
comprende un promotor enlazado de forma operable a una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de
HPPD mutante de la invencion. Como resultado, el polipéptido de HPPD mutante se expresa en la planta, y la HPPD
mutante es menos sensible a herbicidas que inhiben HPPD, lo que conduce a una resistencia o tolerancia a
herbicidas que inhiben HPPD.

En otros aspectos, también se proporcionan métodos para el ensayo, caracterizacion, identificacion y seleccion de
las HPPD mutantes de la actual invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los valores de Kmn y Vmax del polipéptido de HPPD derivado de Avena correspondiente a la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 14.

Las Figuras 2A-2B muestran las determinaciones de la velocidad de asociacion (Fig. 2A) y la velocidad de
disociacion (Fig. 2B) para un complejo de estructura B con el polipéptido de HPPD que corresponde a la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEC ID NO: 14.

La Figura 3 muestra una determinaciéon de la velocidad de disociacién para un complejo de estructura D con el
polipéptido de HPPD correspondiente a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 14.

Las Figuras 4A-4C muestran las determinaciones de la velocidad de disociacion a temperaturas del hielo para los
complejos de estructura B con los polipéptidos de HPPD que corresponden a las secuencias de aminoacidos
expuestas en SEC ID NO: 14 (Fig. 4A), 24 (Fig. 4B) y 26 (Fig. 4C).

La Figura 5 muestra la inhibicion por mesotriona de la formacién de piomelanina por parte de E. coli BL21 que
expresa diferentes variantes de HPPD. Barra de la izquierda = (intervalo de error para n=3) A 430 nm promedio sin
mesotriona presente en el medio y la barra de la derecha = (n=3) A 430 nm promedio con 12.5 ppm presentes en el
medio. El control es el vector pET24 vacio donde no se expresa HPPD.

La Figura 6 muestra una representacion del vector binario 17146 para la transformacion de haba de soja, que
confiere resistencia a HPPD con un gen de HPPD de avena optimizado con un codén de haba de soja que codifica
SEC ID NO: 24. Este vector binario también contiene marcadores seleccionables PAT dobles para la seleccion de
glufosinato.

La Figura 7 muestra una representacion del vector binario 17147 para la transformacion de haba de soja que
confiere resistencia a HPPD con un gen de HPPD de avena optimizado con un codén de haba de soja que codifica
SEC ID NO: 24, y que también confiere tolerancia a glifosato (marcador seleccionable).
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La Figura 8 muestra una representacion del vector binario 15764 que contiene un gen de HPPD de avena
optimizado en los codones para haba de soja (que codifica SEC ID NO: 14) impulsado por el potenciador TMV
omega y una caja TATA.

La Figura 9 muestra una representacion del vector binario 17149 para la transformacion de habas de soja que
confiere tolerancia a herbicidas de HPPD y a glufosinato, que contiene un casete de expresion que expresa una
variante de HPPD (SEC ID NO: 26) junto con dos casetes del gen PAT.

Las Figuras 10A-10D representan la dependencia respecto al tiempo de la inhibicion de un mutante de HPPD
(G408A) por parte de los compuestos herbicidas B (Figs. 10A-10B) y C (Figs. 10C-10D).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidon proporciona composiciones y métodos dirigidos a conferir a las plantas resistencia o
tolerancia a herbicidas de hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD). Las composiciones incluyen secuencia de
aminoacidos para polipéptidos de HPPD mutantes que tienen actividad enzimatica de HPPD, y sus variantes y
fragmentos. También se proporcionan acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de HPPD mutantes de la
invencion. Se proporcionan ademas métodos para conferir a las plantas resistencia o tolerancia a herbicidas,
particularmente resistencia o tolerancia a ciertas clases de herbicidas que inhiben HPPD. También se divulgan
métodos para controlar de forma selectiva malas hierbas en un campo en un lugar de cosecha, y para el ensayo,
caracterizacion, identificacion y seleccion de las HPPD mutantes de la actual invencién que proporcionan tolerancia
a herbicidas.

En el contexto de la presente invencion, las expresiones hidroxi fenil piruvato de dioxigenasa (HPPD), 4-hidroxi fenil
piruvato de dioxigenasa (4-HPPD) y p-hidroxi fenil piruvato de dioxigenasa (p-HPPD) son sinénimas.

“Herbicidas de HPPD” son herbicidas que son blanqueadores, y cuyo sitio principal de acciéon es HPPD. Muchos son
bien conocidos y se describen aqui en otra parte y en la bibliografia (Hawkes “Hydroxyphenylpyruvate Dioxygenase
(HPPD) — The Herbicide Target”. En Modern Crop Protection Compounds. Eds. Kramer y Schirmer. Weinheim,
Alemania: Wiley-VCH, 2007. Cap. 4.2, p. 211-220; Edmunds “Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD)
Inhibitors : Triketones”. En Modern Crop Protection Compounds. Eds. Kramer y Schirmer. Weinheim, Alemania:
Wiley-VCH, 2007. Cap. 4.2, p. 221-242). Como se usa aqui, la expresion “herbicidas de HPPD” se refiere a
herbicidas que actian directa o indirectamente para inhibir HPPD, en la que los herbicidas son blanqueadores, y en
la que la inhibicién de HPPD es al menos parte del modo de accion del herbicida sobre las plantas.

Como se usa aqui, las plantas que son sustancialmente “tolerantes” a un herbicida presentan, cuando se tratan con
dicho herbicida, una curva de dosis/respuesta que esta desplazada a la derecha cuando se compara con la
mostrada por plantas similares no tolerantes sometidas de forma similar. Tales curvas de dosis/respuesta tienen en
el eje x representada graficamente la “dosis”, y en el eje y tienen representado graficamente el “porcentaje de
exterminio o dano”, “efecto herbicida”, efc. Las plantas tolerantes necesitaran tipicamente al menos dos veces tanto
herbicida como las plantas similares no tolerantes, a fin de producir un efecto herbicida dado. Las plantas que son
sustancialmente “resistentes” al herbicida presentan pocas lesiones, si las presentan, necréticas, liticas, cloréticas u
otras lesiones, o, al menos, ninguna que impacte significativamente sobre el rendimiento, cuando se someten al
herbicida a concentraciones y tasas que se emplean tipicamente por la comunidad agricola para exterminar malas

hierbas en el campo.

Como se usa aqui, “plantas similares no transgénicas” son plantas que son similares o iguales a las plantas
transgénicas, pero que no contienen un transgén que confiera resistencia a herbicidas.

Como se usa aqui, el término “conferir’ se refiere a proporcionar una caracteristica o rasgo, tal como tolerancia o
resistencia a herbicidas, y/u otros rasgos deseables, a una planta.

Como se describe aqui en otra parte, el término “heterdlogo” significa procedente de otra fuente. En el contexto de
ADN, “heterdlogo” se refiere a cualquier ADN “no propio” extrafio, incluyendo aquél procedente de otra planta de la
misma especie. Por ejemplo, en la presente solicitud, un gen de HPPD de haba de soja que se expreso de forma
transgénica nuevamente en una planta de haba de soja todavia se describiria como ADN “heterélogo”.

El articulo “un” y “una” se usan aqui para referirse a uno o mas de uno (es decir, hasta al menos uno) del objeto
gramatical del articulo. A titulo de ejemplo, “un elemento” significa uno o mas elementos. A lo largo de la memoria
descriptiva, la palabra “que comprende”, o variaciones tales como “comprende” o “comprender”, se entendera que
implica la inclusion de un elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas
sefialados, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros
enteros o etapas.

Una variedad de términos adicionales se definen o se caracterizan de otro modo aqui.

Secuencias de HPPD
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Las composiciones de la invencion incluyen polinucledtidos y polipéptidos de HPPD mutantes, aislados o
sustancialmente purificados, asi como células hospedantes que comprenden los polinucleétidos de HPPD mutantes.
Especificamente, la presente invencion proporciona polipéptidos de HPPD mutantes que tienen actividad enzimatica
de HPPD, y que confieren resistencia o tolerancia en plantas a ciertas clases de herbicidas que inhiben HPPD, y sus
variantes y fragmentos. También se proporcionan acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de HPPD mutantes
de la invencion.

Los polipéptidos de HPPD mutantes de la presente invencién tienen cambios de aminoacidos en una o mas
posiciones con relacién a la secuencia de tipo salvaje de partida de la que derivan, y presentan tolerancia mejorada
a uno o mas herbicidas inhibidores de HPPD. Las enzimas HPPD que presentan tolerancia mejorada a un herbicida
de HPPD lo pueden hacer en virtud de presentar, con relacién a la enzima de partida no mutada similar:

a) un valor de Ky, mas bajo para el sustrato natural, 4-hidroxifenilpiruvato;
b) un valor de ket mas elevado para convertir 4-hidroxifenilpiruvato en homogentisato;

¢) un menor valor de la constante de velocidad, kon, que gobierna la formacién de un complejo de
enzima:herbicida inhibidor de HPPD;

d) un valor incrementado de la constante de velocidad, ke, que gobierna la disociacién de un complejo de
enzima:herbicida inhibidor de HPPD; y/o

e) como resultado de cambios en uno o ambos de c) y d), un valor incrementado de la constante de
equilibrio K; (también denominada Kg), que gobierna la disociacion del complejo de enzima:herbicida inhibidor de
HPPD. Las secuencias de ADN que codifican tales HPPD mutadas mejoradas se usan en la provision de plantas,
cosechas, células vegetales y semillas de HPPD de la actual invencién que ofrecen tolerancia o resistencia
mejorada a uno o mas herbicidas de HPPD en comparacion con plantas similares que expresan igualmente la
enzima de partida no mutada.

Los incrementos en el valor de ko son de valor particular a la hora de mejorar la capacidad de HPPD para conferir
resistencia a un herbicida de HPPD. Como un ejemplo, los compuestos B y C presentan valores de Kd similares con
respecto a la variante de HPPD de SEC ID NO: 14, pero difieren en que el valor de koff para el compuesto B es
alrededor de 10 veces mayor en comparacion con el valor de ko« para el compuesto C y las plantas que expresan
SEC ID NO: 14 presentan una resistencia superior al compuesto B que al compuesto C.

Se seleccionan mutaciones dirigidas al sitio de genes que codifican las HPPD derivadas de plantas para codificar
cambios de aminoacidos seleccionados de la siguiente lista, ya sea individualmente o en combinacion. Los genes
que codifican tales formas mutantes de las HPPD de plantas son Utiles para obtener plantas de cosechas resistentes
a herbicidas que inhiben HPPD. Los genes de HPPD de plantas asi modificados son especialmente adecuados para
uso en plantas transgénicas a fin de conferir tolerancia o resistencia a herbicidas en las plantas de las cosechas.

En la técnica se conocen muchas secuencias de HPPD, y se pueden usar para generar secuencias mutantes de
HPPD haciendo las correspondientes sustituciones, supresiones y adiciones de aminoacidos descritas aqui. La
secuencia de aminoacidos de Avena sativa se expone en SEC ID NO: 27. Una variante con una Unica supresion de
la HPPD de Avena sativa se expone en SEC. ID NO: 14. Por lo tanto, una secuencia conocida o sospechosa de
HPPD se puede alinear con, por ejemplo, SEC ID NO: 14 o SEC ID NO: 27, usando herramientas de alineamiento
de secuencias estandar y se pueden realizar las correspondientes sustituciones, supresiones y/o adiciones de
aminoacidos descritas aqui con respecto a SEC ID NO: 14 o a SEC ID NO: 27 en la secuencia de referencia.

En una realizacion, las composiciones de la invenciéon comprenden un polipéptido de HPPD mutante que tiene una
identidad secuencia de al menos un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas con
SEC ID NO: 27 (la secuencia de aminoacidos de HPPD de Avena sativa) o donde la secuencia de aminoacidos de
HPPD deriva de una planta, donde el polipéptido tiene actividad enzimatica de HPPD y donde el polipéptido contiene
una o mas adiciones, sustituciones o supresiones en la secuencia de aminoacidos que corresponden a las
posiciones de aminoacidos enumeradas en la columna 1 de la Tabla 1, combinadas ademas opcionalmente con
mutaciones conocidas (véase, por ejemplo, WO2009/144079). En varias realizaciones, un aminoacido en una o mas
posiciones enumeradas en la columna 1 de la Tabla 1 se sustituye por cualquier otro aminoacido. En otra
realizacién, el polipéptido comprende una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos que
corresponden a las sustituciones o adiciones de aminoacidos enumeradas en la columna 2 de la Tabla 1. En otra
realizacién mas, el polipéptido comprende una o mas sustituciones que corresponden a una variante conservativa de
los aminoacidos enumerados en la columna 2 de la Tabla 1. Por ejemplo, el polipéptido puede comprender una
mutacion que corresponde a la posicion del aminoacido 217 de SEC ID NO: 14 (posicion del aminoacido 218 de
SEC ID NO: 27), donde ese aminoacido se sustituye por alanina o una sustitucion conservativa de la alanina; o el
polipéptido puede comprender una mutacién que corresponde a la posiciéon del aminoacido 241 de SEC ID NO: 14
(posicion del aminoacido 242 de SEC ID NO: 27), donde ese aminoacido se sustituye por triptéfano o una sustitucion
conservativa del triptéfano; o el polipéptido puede comprender una mutacién que corresponde al aminoacido de la
posicion 408 de SEC ID NO: 14 (posicion del aminoacido 409 de SEC ID NO: 27), donde ese aminoacido se
sustituye por alanina o una sustitucion conservativa de la alanina. En aspectos particulares, la secuencia de
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aminoacidos del polipéptido de HPPD mutante se selecciona del grupo que consiste en SEC ID NO: 14, 15, 16, 17,
18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25y 26.

Tabla 1. Mutaciones ejemplares de HPPD

|Posicién de aminoacido mutable con relacién a SEC ID NO: 14 |Sustitucic')n, adicién o supresion*
172 D,V,E,KoA

217 ,AMoC

219 HoC

220 c

224 L

240 M, loL

241 'S,W,G,M,F,YoH
244 \"

253 T

254 R, SoA

255 M,H,G,F,Col

256 RoM

257 G

258 M, 1,AoK

259 |

268 VoK

269 M, FoV

271 ,MoV

272 A

280 GokK

281 Suprimir R

281-282 Insertar K, A o R entre R282 y 5283
284 V,S,AP,T,L0G
286 E

287 F

294 AosS

296 L

207 N,R,G,AH,S,T,EoC
299 LoM

299 M, LoV

325 Qol

326 K.S,P,D,R,N,YoH
328 AOR

328 |Eliminar P

333 K,R,D,QoE

336 |Eliminar E

339 Rol
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Posicion de aminoacido mutable con relacién a SEC ID NO: 14 Sustitucién, adicion o supresion*
339 Eliminar |

357 I

358 L

358 Mo A

361 K

367 M

370 Vol

371 L

372 S,P,D,R,N,YoH
374 N

382 L

386 VoC

408 A, SoT

410 TS LALV,QHEGMCVoT
411 I

413 I

414 G

415 AN, G KoQ

416 S,AoQ

420 A

*A menos que se indique de otra manera, los aminoacidos enumerados en esta columna representan las
sustituciones posibles en la posicién indicada.

En otra realizacion, las composiciones de la invencién comprenden un polipéptido de HPPD mutante que tiene una
identidad de secuencia de al menos un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas
con SEC ID NO: 27 (la secuencia de aminoacidos de HPPD de Avena sativa) o en el que la secuencia de
aminoacidos de HPPD deriva de una planta, donde el polipéptido tiene actividad enzimatica de HPPD y donde el
polipéptido contiene una o mas sustituciones en la secuencia de aminoacidos que corresponden a las posiciones de
los aminoacidos enumeradas en la columna 1 de la Tabla 2, opcionalmente combinadas ademas con mutaciones
conocidas (véase, por ejemplo, WO2009/144079). En diversas realizaciones, un aminoacido en una o mas
posiciones enumeradas en la columna 1 de la Tabla 2 se sustituye por cualquier otro aminoacido. En otra
realizacion, el polipéptido comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que corresponden a las sustituciones
de aminoacidos enumeradas en la columna 2 de la Tabla 2. En otra realizacién mas, el polipéptido comprende una o
mas sustituciones que corresponden a una variante conservativa de los aminoacidos enumerados en la columna 2
de la Tabla 2. Por ejemplo, el polipéptido puede comprender una mutacién que corresponde a la posicion del
aminoacido 217 de SEC ID NO: 14 (posicién del aminoacido 218 de SEC ID NO: 27), en la que el aminoacido se
sustituye por alanina o una sustitucion conservativa de la alanina; o el polipéptido puede comprender una mutacién
que corresponde a la posicion del aminoacido 241 de SEC ID NO: 14 (posicion del aminoacido 242 de SEC ID NO:
27), en la que el aminoacido se sustituye por triptéfano o una sustitucion conservativa del triptéfano; o el polipéptido
puede comprender una mutacion que corresponde a la posicion del aminoacido 408 de SEC ID NO: 14 (posicion del
aminoacido 409 de SEC ID NO: 27), en la que el aminoacido se sustituye por alanina o una sustitucion conservativa
de alanina. En aspectos particulares, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de HPPD mutante se selecciona
del grupo que consiste en SEC ID NO: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25y 26.

Tabla 2. Mutaciones de HPPD ejemplares

Posicion de aminoacido (con relacion a SEC ID NO: 14) Sustitucion
217 LA, MoC
241 S,W,G,M,F,YoH

10
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Posicion de aminoacido (con relacion a SEC ID NO: 14) Sustitucion

254 R,SoA

255 M,H,G,F,Col

258 M, I,AoK

269 M,FoV

271 M,loV

284 V,S,AP,T,LoG

297 N,R,G,S, T,E,C,AoH
325 QolL

326 K,S,P,D,R,N,YoH
358 Mo A

408 A, SoT

411 TS LALQHEGMCVoT

» o«

Los términos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina” se usan aqui de forma intercambiable para referirse a un polimero
de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de
aminoacidos es un analogo quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoacidos de origen natural. Los polipéptidos de la invencion se pueden producir a partir de un acido
nucleico descrito aqui, o mediante el uso de técnicas de biologia molecular estandar. Por ejemplo, se puede producir
una proteina truncada de la invencién mediante la expresiéon de un acido nucleico recombinante de la invenciéon en
una célula hospedante apropiada, o, como alternativa, mediante una combinacién de procedimientos ex vivo, tal
como digestion con proteasas y purificacion.

En consecuencia, la presente invencién también proporciona moléculas de acidos nucleicos que comprenden
secuencias polinucleotidicas que codifican polipéptidos de HPPD mutantes que tienen actividad enzimatica de
HPPD, y que confieren resistencia o tolerancia en plantas a ciertas clases de herbicidas que inhiben HPPD, y sus
variantes y fragmentos. En general, la invencion incluye cualquier secuencias polinucleotidica que codifique
cualquiera de los polipéptidos de HPPD mutantes descritos aqui, asi como cualquier secuencias polinucleotidica que
codifique polipéptidos de HPPD que tienen una o mas sustituciones conservativas de aminoacidos con relacién a los
polipéptidos de HPPD mutantes descritos aqui. Las tablas de sustituciones conservativas que proporcionan
aminoacidos funcionalmente similares son bien conocidas en la técnica. Los cinco grupos siguientes contienen cada
uno aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si: Alifatico: Glicina (G), Alanina (A), Valina (V), Leucina
(L), Isoleucina (I); Aromatico: Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W); Que contienen azufre: Metionina (M),
Cisteina (C); Basico: Arginina |, Lisina (K), Histidina (H); Acido: Acido aspartico (D), Acido glutamico (E), Asparagina
(N), Glutamina (Q).

En una realizacion, la presente invencion proporciona una secuencia polinucleotidica que codifica una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas con SEC ID NO: 27 o en la que la secuencia de aminoacidos de HPPD deriva de una
planta, en la que el polipéptido tiene actividad enzimatica de HPPD, y en la que el polipéptido contiene una o mas
sustituciones, adiciones o supresiones en la secuencia de aminoacidos tal como se describe en la presente. En
aspectos particulares, la secuencia polinucleotidica codifica un polipéptido de HPPD mutante que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25 y 26. En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una secuencia polinucleotidica seleccionada
del grupo que consiste en SECID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12y 13.

Como se usa aqui, “acido nucleico” incluye la referencia a un polimero desoxirribonucleotidico o ribonucleotidico en
forma mono- o bicatenaria, y, excepto que se limite de otro modo, engloba analogos conocidos (por ejemplo, acidos
nucleicos peptidicos) que tienen la naturaleza esencial de nucledtidos naturales por cuanto se hibridan a acidos
nucleicos monocatenarios de manera similar a oligonucleotidos de origen natural.

Como se usan aqui, los términos “que codifica” o “codificado”, cuando se usan en el contexto de un acido nucleico
especifico, significa que el acido nucleico comprende la informacion necesaria para dirigir la traduccion de la
secuencia nucleotidica en una proteina especifica. La informacién mediante la cual una proteina es codificada se
especifica mediante el uso de codones. Un acido nucleico que codifica una proteina puede comprender secuencias
no traducidas (por ejemplo, intrones) con regiones traducidas del acido nucleico, o puede carecer de tales
secuencias no traducidas que intervienen (por ejemplo, como en ADNCc).
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La invencion engloba composiciones de polinucledtidos o de proteinas aislados o sustancialmente purificados. Un
polinucledtido o proteina “aislado” o “purificado”, o una porcion biolégicamente activa de los mismos, esta sustancial
o esencialmente libre de componentes que normalmente acompafan o interactian con el polinucleétido o proteina
como se encuentra en su entorno de origen natural. De este modo, un polinucleétido o proteina aislado o purificado
esta esencialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas
recombinantes, o esta sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente. De forma Optima, un polinucledtido “aislado” esta libre de secuencias (6ptimamente
secuencias que codifican proteinas) que flanquean de forma natural el polinucleétido (es decir, secuencias
localizadas en los extremos 5 y 3’ del polinucleétido) en el ADN gendmico del organismo del que deriva el
polinucleétido. Por ejemplo, en diversas realizaciones, el polinucleétido aislado puede contener menos de 5 kb, 4 kb,
3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, 0 0,1 kb de secuencia nucleotidica que flanquea de forma natural el polinucleétido en ADN
gendmico de la célula de la que deriva el polinucleétido. Una proteina que esta sustancialmente libre de actividades
enzimaticas que interfieren, y que es capaz de ser caracterizada con respecto a sus propiedades cataliticas,
cinéticas y moleculares, incluye preparaciones bastante brutas de proteina (por ejemplo producidas
recombinantemente en extractos celulares) que tienen menos de alrededor de un 98%, 95% 90%, 80%, 70 %, 60%
0 50% (en peso seco) de proteina contaminante, asi como preparaciones purificadas adicionalmente por métodos
conocidos en la técnica para que tengan 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, o 1% (en peso seco) de proteina contaminante.

Las proteinas de la invencién se pueden alterar de diversas maneras, incluyendo sustituciones, supresiones,
truncamiento, e inserciones de aminoacidos. Los métodos para tales manipulaciones son conocidos generalmente
en la técnica. Por ejemplo, se pueden preparar variantes y fragmentos de secuencias de aminoacidos de las
proteinas de HPPD de mutantes mediante mutaciones en el ADN. Los métodos para la mutagénesis y las
alteraciones polinucleotidicas son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al. (1987) Methods in Enzymol. 154:367-382; patente U.S. n° 4.873.192; Walker y
Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, Nueva York), y las
referencias citadas alli. En el modelo de Dayhoff et al. (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed.
Res. Found., Washington, D.C.) se puede encontrar una guia en cuanto a sustituciones apropiadas de aminoacidos
que a menudo no afectan a la actividad bioldgica de la proteina de interés. Pueden ser 6ptimas las sustituciones
conservativas, tales como el intercambio de un aminoacido por otro que tenga propiedades similares.

Los polinucledtidos de la invencion también se pueden usar para aislar secuencias correspondientes procedentes de
otros organismos, particularmente otras plantas. De esta manera, se pueden usar métodos tales como PCR,
hibridacién, y similares, para identificar tales secuencias basandose en su homologia de secuencia con las
secuencias expuestas aqui.

En un enfoque de PCR, se pueden disefiar cebadores oligonucleotidicos para uso en reacciones de PCR para
amplificar las secuencias de ADN correspondientes a partir de ADNc o ADN genémico extraido de cualquier planta
de interés. Los métodos para disefiar cebadores de PCR y clonar mediante PCR son generalmente conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York). Véanse también Innis et al., eds. (1990) PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications (Academic Press, Nueva York); Innis y Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic
Press, Nueva York); e Innis y Gelfand, eds. (1999) PCR Methods Manual (Academic Press, Nueva York).

En técnicas de hibridacién todo o parte de un polinucleétido conocido se usa como una sonda que se hibrida de
forma selectiva a otros polinucleétidos correspondientes presentes en una poblacion de fragmentos de ADN
gendmico o fragmentos de ADNc clonados (es decir, librerias genémicas o de ADNc) procedentes de un organismo
escogido. Las sondas de hibridacién pueden ser fragmentos de ADN gendmico, fragmentos de ADNc, fragmentos de
ARN, u otros oligonucleotidos, y se pueden marcar con un grupo detectable, tal como 32P, o cualquier otro marcador
detectable. Los métodos para la preparacion de sondas para hibridacion y para construccion de librerias de ADNc y
gendmicas son generalmente conocidos en la técnica, y se describen en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York).

Por “que se hibrida a” o “que se hibrida especificamente a” se refiere a la unién, formacion de duplex, o hibridacién
de una molécula sélo a una secuencia nucleotidica particular en condiciones restrictivas cuando esa secuencia esta
presente en una mezcla compleja (por ejemplo, ADN o ARN celular total). “Se une(n) sustancialmente” se refiere a la
hibridacién complementaria entre un acido nucleico sonda y un acido nucleico diana, y abarca desemparejamientos
menores que se pueden arreglar reduciendo la restriccion del medio de hibridacion para lograr la deteccion deseada
de la secuencia de acido nucleico diana.

“Condiciones restrictivas de hibridacion” y “condiciones de de hibridacion y lavado restrictivas”, en el contexto de
experimentos de hibridacion de acidos nucleicos, tales como hibridaciones Southern y Northern, dependen de las
secuencias, y son diferentes bajo parametros medioambientales diferentes. Las secuencias mas largas se hibridan
especificamente a mayores temperaturas. En Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes parte | capitulo 2 “Overview of principles of hybridization and the
strategy of nucleic acid probe assays” Elsevier, Nueva York, se encuentra una guia amplia para la hibridaciéon de
acidos nucleicos. Generalmente, las condiciones de hibridacion y de lavado muy restrictivas se seleccionan para que
sean alrededor de un 5°C menores que el punto de fusion térmica (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza
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idnica y pH definidos. Tipicamente, en “condiciones restrictivas” una sonda se hibridara a su subsecuencia diana,
pero no a otras secuencias.

La T es la temperatura (en fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana se hibrida a una
sonda perfectamente emparejada. Las condiciones muy restrictivas se seleccionan para que sean iguales a la Tp,
para una sonda particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacién restrictivas para la hibridacion de acidos
nucleicos complementarios que tienen mas de 100 restos complementarios sobre un filtro en una transferencia
Southern o Northern es formamida al 50% con 1 mg de heparina a 42°C, llevandose a cabo la hibridacion toda la
noche. Un ejemplo de condiciones de lavado muy restrictivas es 0,1 NaCl 5M a 72°C durante alrededor de un 15
minutos. Un ejemplo de condiciones de lavado restrictivas es un lavado con 0,2X SSC a 65°C durante 15 minutos
(véase, Sambrook, mas abajo, para una descripcion del tampén de SSC). A menudo, un lavado muy restrictivo va
precedido por un lavado menos restrictivo, para eliminar la sefial de la sonda de fondo. Un ejemplo de lavado de
restriccion media para un duplex de, por ejemplo, mas de 100 nucledtidos, es 1X SSC a 45°C durante 15 minutos.
Un ejemplo de lavado de baja restriccion para un duplex de, por ejemplo, mas de 100 nucledtidos, es 4-6X SSC a
40°C durante 15 minutos. Para sondas cortas (por ejemplo, alrededor de un 10 a 50 nucledtidos), las condiciones
restrictivas implican tipicamente concentraciones de sal menores que alrededor de un 1,0 M de ion Na, tipicamente
alrededor de un 0,01 a 1,0 M de concentracion de ion Na (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3, y la temperatura es
tipicamente al menos alrededor de un 30°C. Las condiciones restrictivas también se pueden lograr con la adicion de
agentes desestabilizadores, tales como formamida. En general, una relacion de sefial a ruido de 2X (o mayor) que la
observada para una sonda no relacionada, en el ensayo de hibridacién particular, indica deteccion de una
hibridacién especifica. Los acidos nucleicos que no se hibridan entre si en condiciones restrictivas todavia son
sustancialmente idénticos si las proteinas que codifican son sustancialmente idénticas. Esto se produce, por
efemplo, cuando se crea una copia de un acido nucleico usando la degeneracién maxima del codén permitida por el
cédigo genético.

Lo siguiente son ejemplos de conjuntos de condiciones de hibridacion/lavado que se pueden usar para clonar
secuencias nucleotidicas que son homodlogos de secuencias nucleotidicas de referencia de la presente invencion:
una secuencia nucleotidica de referencia se hibrida preferiblemente a la secuencia nucleotidica de referencia en 7%
de dodecilsulfato de sodio (SDS), 0,5 M de NaPQO4, 1 mM de EDTA a 50°C con lavado en 2X SSC, 0,1% de SDS a
50°C, de forma mas deseable en 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50°C con
lavado en 1X SSC, 0,1% de SDS a 50°C, todavia de forma mas deseable en 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS),
0,5 M de NaPOQO4, 1 mM de EDTA a 50°C con lavado en 0,5X SSC, 0,1% de SDS a 50°C, preferiblemente en 7% de
dodecilsulfato de sodio (SDS), 0,5 M de NaPO., 1 mM de EDTA a 50°C con lavado en 0,1X SSC, 0,1% de SDS a
50°C, mas preferiblemente en 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 0,5 M de NaPO,, 1 mM de EDTA a 50°C con
lavado en 0,1X SSC, 0,1% de SDS a 65°C.

También se divulgan fragmentos y variantes de las secuencias nucleotidicas descritas y proteinas codificadas
consiguientemente. “Fragmento” quiere decir una porcion de la secuencia nucleotidica o una porcién de la secuencia
de aminoacidos, y por tanto proteina codificada consiguientemente. Los fragmentos de una secuencia nucleotidica
pueden codificar fragmentos proteicos que retienen la actividad bioldgica de la proteina de HPPD mutante, y por
tanto tienen actividad enzimatica de HPPD. Como alternativa, los fragmentos de una secuencia nucleotidica que son
utiles como sondas de hibridacidon o en reacciones de mutagénesis y barajado, para generar todavia mas variantes
de HPPD, generalmente no codifican proteinas de fragmentos que retienen actividad biolégica. De este modo, los
fragmentos de una secuencia nucleotidica pueden oscilar desde alrededor de un 20 nucleétidos, alrededor de un 50
nucledtidos, alrededor de un 100 nucledtidos, y hasta la secuencia nucleotidica de longitud completa que codifica los
polipéptidos de la invencion.

Un fragmento de una secuencia nucleotidica que codifica una porcién bioldgicamente activa de una proteina de
HPPD mutante codificara al menos 15, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 150, 180, 200, 250, 300, o 350
aminoacidos contiguos, o hasta el nimero total de aminoacidos presentes en un polipéptido de HPPD mutante de
longitud completa. Los fragmentos en una secuencia nucleotidica que son utiles como sondas de hibridacion o
cebadores de PCR generalmente no necesitan codificar una porcion biolégicamente activa de una proteina de
HPPD.

Como se usa aqui, “secuencia de longitud completa”, en referencia a un polinucleétido especifico, significa que tiene
toda la secuencia de acido nucleico de una secuencia de HPPD nativa o mutada. “Secuencia nativa” quiere decir
una secuencia enddgena, es decir, una secuencia no manipulada mediante ingenieria, encontrada en un genoma
del organismo.

De este modo, un fragmento de una secuencia nucleotidica de la invencion puede codificar una porcion
bioldgicamente activa de un polipéptido de HPPD mutante, o puede ser un fragmento que se puede usar como una
sonda de hibridacion, etc., o cebador de PCR, usando métodos descritos mas abajo. Una porcion biolégicamente
activa de un polipéptido de HPPD mutante se puede preparar aislando una porcién de una de las secuencias
nucleotidicas de la invencion, expresando la porcion codificada de la proteina de HPPD mutante (por ejemplo,
mediante expresion recombinante in vitro), y evaluando la actividad de la porcién codificada de la proteina de HPPD
mutante. Las moléculas de acidos nucleicos que son fragmentos de una secuencia nucleotidica de la invencion
comprenden al menos 15, 20, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 6 1300
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nucledtidos contiguos, o hasta el numero de nucledtidos presentes en una secuencia nucleotidica de longitud
completa descrita aqui.

“Variantes” quiere decir secuencias sustancialmente similares. Para polinucleétidos, una variante comprende una
supresion y/o adicién de uno o mas nucledétidos en uno o mas sitios internos con referencia al polinucleétido, y/o una
sustitucion de uno o mas nucleétidos en uno o mas sitios en el polinucleétido de HPPD mutante. Como se usa aqui,
un polinucleétido o polipéptido “de referencia” comprende una secuencia nucleotidica o secuencia de aminoacidos
de HPPD mutante, respectivamente. Como se usa aqui, un polinucleétido o polipéptido “nativo” comprende una
secuencia nucleotidica o secuencia de aminoacidos de origen natural, respectivamente. La persona experta en la
técnica reconocera que se pueden construir variantes de los acidos nucleicos de la invencién de manera que se
mantenga el marco de lectura abierto. Para polinucleétidos, las variantes conservativas incluyen aquellas secuencias
que, debido a la degeneracion del codigo genético, codifican la secuencia de aminoacidos de uno de los polipéptidos
de HPPD mutantes de la invencion. Las variantes alélicas de origen natural, tales como estas, se pueden identificar
con el uso de técnicas de biologia molecular bien conocidas, como, por ejemplo, con la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacion como se explica mas abajo. Los polinucledtidos variantes también
incluyen polinucleotido derivado sintéticamente, tales como aquellos generados, por ejemplo, usando mutagénesis
dirigida al sitio, pero que todavia codifican una proteina de HPPD mutante de la invencion. Generalmente, las
variantes de un polinucleétido particular de la invencion tendran una identidad de secuencia de al menos un 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas con aquel polinucleétido particular segun se
determina mediante programas de alineamiento de secuencias y los parametros descritos aqui en otra parte.

Las variantes de un polinucleétido particular de la invencion (es decir, el polinucleétido de referencia) también se
pueden evaluar comparando el porcentaje de identidad de secuencia entre el polipéptido codificado por un
polinucleoétido variante y el polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia. De este modo, por ejemplo, se
describe un polinucleétido que codifica un polipéptido con un porcentaje de identidad de secuencia dado con los
polipéptidos SEC ID NOs: 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, o 26. El porcentaje de identidad de secuencia
entre cualesquiera dos polipéptidos se puede calcular usando programas de alineamiento de secuencias y los
parametros descritos aqui en otra parte. Cuando cualquier par dado de polinucleétidos de la invencion se evalua
mediante comparacién del porcentaje de identidad de secuencia compartido por los dos polipéptidos que ellos
codifican, el porcentaje de identidad de secuencia entre los dos polipéptidos codificados es al menos un 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de identidad de secuencia a lo largo de la totalidad
de las secuencias de HPPD descritas aqui es decir, cuando se comparan con las secuencias de HPPD de longitud
completa descritas aqui.

Proteina “variante” quiere decir una proteina derivada de una proteina de referencia mediante supresién o adicién de
uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios internos en la proteina de HPPD mutante, y/o mediante sustitucion de
uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios en la proteina de HPPD mutante. Las proteinas variantes son
bioldgicamente activas, esto es, continian poseyendo la actividad biolégica deseada de la proteina de HPPD
mutante, esto es, actividad enzimatica de HPPD y/o tolerancia a herbicidas como se describe aqui. Tales variantes
pueden resultar de, por ejemplo, polimorfismo genético, o de manipulaciéon humana. Las variantes biolégicamente
activas de una proteina de HPPD mutante de la invencion tendran una identidad de secuencia de al menos
alrededor de un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas a lo largo de la totalidad
de la secuencia de aminoacidos para la proteina de HPPD mutante, segun se determina mediante programas de
alineamiento de secuencias, y parametros descritos aqui en otra parte. Una variante biolégicamente activa de una
proteina de la invencién puede diferir de esa proteina en tan pocos como 1-15 restos de aminoacidos, tan pocos
como 1-10, tales 6-10, tan pocos como 5, tan pocos como 4, 3, 2, o incluso un resto de aminoacido.

Los métodos de alineamiento de secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica, y se pueden lograr
usando algoritmos matematicos tales como el algoritmo de Myers y Miller (1988) CABIOS 4:11-17; el algoritmo de
alineamiento local de Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; el algoritmo de alineamiento global de Needleman y
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453; y el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 872264,
modificado como en Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Para la comparacion de
secuencias para determinar la identidad de secuencia, se pueden utilizar implementaciones computerizadas de
estos algoritmos matematicos. Tales implementaciones incluyen, pero no se limitan a: CLUSTAL en el programa
PC/Gene (disponible de Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN (Version 2.0) y GAP,
BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el GCG Wisconsin Genetics Software Package, Version 10 (disponible de
Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, California, USA).

Apilamiento de genes

En ciertos aspectos, los polinucledtidos de la divulgacion que codifican polipéptidos de HPPD mutantes, o sus
variantes, que retienen actividad enzimatica de HPPD (por ejemplo, una secuencia polinucleotidica que codifica una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, y 26) se pueden apilar con cualquier combinacion de secuencias polinucleotidicas de interés, a fin de
crear plantas con un rasgo deseado. Un rasgo, como se usa aqui, se refiere al fenotipo derivado de una secuencia
particular o grupos de secuencias. Por ejemplo, los polinucleétidos que codifican un polipéptido de HPPD mutante o
una variante del mismo, que retiene actividad enzimatica de HPPD, se pueden apilar con cualesquiera otros
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polinucledtidos que codifican polipéptidos que confieren un rasgo deseable, incluyendo, pero sin limitarse a,
resistencia a enfermedades, insectos, y herbicidas, tolerancia al calor y a la sequia, tiempo reducido para la madurez
de la cosecha, procesamiento industrial mejorado, tal como para la conversion de almidén o biomasa en azucares
fermentables, y calidad agronémica mejorada, tal como contenido elevado de aceite y contenido proteico elevado.

Los polinucleodtidos ejemplares que se pueden apilar con polinucleétidos de la invencién que codifican un polipéptido
de HPPD mutante, o una variante del mismo, que retiene actividad enzimatica de HPPD incluyen polinucledtidos que
codifican polipéptidos que confieren resistencia a plagas/patéogenos, tales como virus, nematodos, insectos u
hongos, y similares. Los polinucleétidos ejemplares que se pueden apilar con polinucledtidos de la invencion
incluyen polinucledtidos que codifican: polipéptidos que tienen actividad plaguicida y/o insecticida, tales como otras
proteinas téxicas de Bacillus thuringiensis (descritas en las patentes U.S. n°® 5.366.892; 5.747.450; 5.737.514;
5.723.756; 5.593.881; y Geiser ef al. (1986) Gene 48:109), lectinas (Van Damme et al. (1994) Plant Mol. Biol.
24:825, pentina (descrita en la patente U.S. n° 5.981.722), y similares; rasgos deseables para resistencia a
enfermedades o a herbicidas (por ejemplo, genes de destoxificacion de fumonixina (patente U.S. n° 5.792.931);
genes de avirulencia y de resistencia a enfermedades (Jones et al. (1994) Science 266:789; Martin et al. (1993)
Science 262:1432; Mindrinos et al. (1994) Cell 78:1089); mutantes de acetolactato sintasa (ALS), que conducen a
resistencia a herbicidas, tales como las mutaciones S4 y/o Hra; resistencia a glifosato (por ejemplo, gen de 5-enol-
pirovil-chiquimato-3-fosfato-sintasa (EPSPS), descrito en las in Patentes U.S. n°® 4.940.935 y 5.188.642; o el gen de
glifosato N-acetiltransferasa (GAT), descrito en Castle ef al. (2004) Science, 304:1151-1154; y en las Publicaciones
de Solicitudes de Patentes U.S. n°® 20070004912, 20050246798, y20050060767)); resistencia a glufosinato (por
ejemplo, genes de fosfinotricin acetil transferasa PAT y BAR, descritos en las Patentes U.S. n®® 5.561.236 y
5.276.268); resistencia a herbicidas que incluyen los herbicidas sulfonilurea, DHT (2,4D) y PPO (por ejemplo,
glifosato acetiltransferasa, ariloxialcanoato dioxigenasa, acetolactato sintasa y protoporfirinégeno oxidasa); un
citocromo P450 o una variante del mismo, que confiere resistencia o tolerancia a herbicidas, entre otros, a herbicidas
de HPPD (Solicitud de Patente U.S. n° de serie 12/156.247; Patentes U.S. n®® 6.380.465; 6.121.512; 5.349.127,;
6.649.814; y 6.300.544; y Publicacion Solicitud de Patente PCT n°® WO 2007000077); y rasgos deseables para el
procesamiento o procesar productos tales como aceite elevado (por ejemplo, patente U.S. n° 6.232.529); aceites
modificados (por ejemplo, genes de acido graso desaturasa (patente U.S. n° 5.952.544; WO 94/11516)); almidones
modificados (por ejemplo, ADPG pirofosforilasas (AGPasa), almidon sintasas (SS), enzimas de ramificacion de
almidones (SBE), y enzimas de desramificacién de almidones (SDBE)); y polimeros o bioplasticos (por ejemplo,
patente U.S. n° 5.602.321; beta-cetotiolasa, polihidroxibutirato sintasa, y acetoacetil-CoA reductasa (Schubert et al.
(1988) J. Bacteriol. 170:5837-5847) que facilita la expresion de polihidroxialcanoatos (PHA)).

De este modo, en un aspecto, los polinucleétidos que codifican un polipéptido de HPPD mutante, o variante del
mismo, que retiene actividad enzimatica de HPPD, se apilan con uno o mas polinucleétidos que codifican
polipéptidos que confieren resistencia o tolerancia a un herbicida. En un aspecto, el rasgo deseable es resistencia o
tolerancia a un inhibidor de HPPD. En otro aspecto, el rasgo deseable es resistencia o tolerancia a glifosato. En otro
aspecto, el rasgo deseable es resistencia o tolerancia a glufosinato.

Estas combinaciones apiladas se pueden crear por cualquier método, incluyendo, pero sin limitarse a, reproduccion
cruzada de plantas mediante cualquier metodologia convencional o TopCross, o transformacion genética. Si las
secuencias se apilan transformando genéticamente las plantas, las secuencias polinucleotidicas de interés se
pueden combinar en cualquier momento y en cualquier orden. Por ejemplo, una planta transgénica que comprende
uno o mas rasgos deseados se puede usar como la diana para introducir rasgos adicionales mediante
transformacion subsiguiente. Los rasgos se pueden introducir simultdneamente en un protocolo de cotransformacion
con los polinucledtidos de interés proporcionados por cualquier combinacion de casetes de transformaciéon. Por
ejemplo, si se introdujeran dos secuencias, las dos secuencias pueden estar contenidas en casetes de
transformacion (trans) separados, o pueden estar contenidas en el mismo casete de transformacion (cis). La
expresion de las secuencias se puede llevar a cabo por el mismo promotor, o por promotores diferentes. En ciertos
casos, puede ser deseable introducir un casete de transformacién que suprimira la expresion del polipéptido de
interés. Este se puede combinar con cualquier combinacién de otros casetes de supresién o casetes de
sobreexpresion, para generar la combinacion deseada de rasgos en la planta. Se reconoce ademas que se pueden
apilar secuencias polinucleotidicas en una localizacion genémica deseada usando un sistema de recombinacion
especifica del sitio. Véanse, por ejemplo, W099/25821, W099/25854, W099/25840, W099/25855, y W0O99/25853.

Casetes de expresion vegetales

Las composiciones de la invencién pueden contener adicionalmente secuencias de acidos nucleicos para la
transformacion y expresion en una planta de interés. Las secuencias de acidos nucleicos pueden estar presentes en
constructos de ADN o casetes de expresion. “Casete de expresion”, como se usa aqui, significa una molécula de
acido nucleico capaz de dirigir la expresion de una secuencia nucleotidica particular en una célula hospedante
apropiada, que comprende un promotor enlazado operablemente a la secuencia nucleotidica de interés (es decir, un
polinucleétido que codifica un polipéptido de HPPD mutante o variante del mismo que retiene actividad enzimatica
de HPPD, solo o en combinacién con una o mas moléculas de acidos nucleicos adicionales que codifican
polipéptidos que confieren rasgos deseables) que esta operablemente enlazada a sefales de terminacion. También
comprende tipicamente secuencias requeridas para la traduccion apropiada de la secuencia nucleotidica. La region
codificante codifica habitualmente una proteina de interés, pero también codifica un ARN funcional de interés, por
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ejemplo ARN antisentido o un ARN no traducido, en la direcciéon del sentido o antisentido. El casete de expresion
que comprende la secuencia nucleotidica de interés puede ser quimérico, queriendo decir que al menos uno de sus
componentes es heterdlogo con respecto a al menos uno de sus otros componentes. El casete de expresion puede
ser también uno que sea de origen natural, pero se ha obtenido en una forma recombinante util para la expresion
heterdloga. Tipicamente, sin embargo, el casete de expresién es heterdlogo con respecto al hospedante, es decir, la
secuencia de ADN particular del casete de expresion no se encuentra de forma natural en la célula hospedante, y se
debe de haber introducido en la célula hospedante o en un ancestro de la célula hospedante mediante un suceso de
transformacion. La expresion de la secuencia nucleotidica en el casete de expresion puede estar bajo el control de
un promotor constitutivo, o de un promotor inducible, que inicia la transcripcién sélo cuando la célula hospedante se
expone a cierto estimulo externo particular. Adicionalmente, el promotor puede ser también especifico de un tejido u
organo o etapa de desarrollo particular.

La presente invencion engloba la transformacion de plantas con casetes de expresion capaces de expresar un
polinucleétido de interés, es decir, un polinucleétido que codifica un polipéptido de HPPD mutante o variante del
mismo que retiene actividad enzimatica de HPPD, solo o en combinaciéon con una o mas moléculas de acidos
nucleicos adicionales que codifican polipéptidos que confieren rasgos deseables. El casete de expresion incluira en
la direccion 5°-3’ de la transcripcion una region de iniciacion transcripcional y traduccional (es decir, un promotor) y
un marco de lectura abierto polinucleotidico. El casete de expresién puede comprender opcionalmente una region de
terminacion transcripcional y traduccional (es decir, region de terminacion) funcional en plantas. En algunas
realizaciones, el casete de expresiéon comprende un gen marcador seleccionable, para permitir la seleccion de
transformantes estables. Los constructos de expresion de la invencién pueden comprender también una secuencia
lider, y/o una secuencia que permite la expresion inducible del polinucleétido de interés. Véase Guo et al. (2003)
Plant J. 34:383-92 y Chen et al. (2003) Plant J. 36:731-40, para ejemplos de secuencias que permiten la expresion
inducible.

Las secuencias reguladoras del constructo de expresion estan enlazadas operablemente al polinucleétido de interés.
Por “enlazadas operablemente” se quiere decir un enlace funcional entre un promotor y una segunda secuencia, en
el que la segunda secuencia inicia y media la transcripcion de la secuencia de ADN que corresponde a la segunda
secuencia. Generalmente, operablemente enlazadas significa que las secuencias nucleotidicas que se enlazan son
contiguas.

En la practica de la invencion se puede usar cualquier promotor capaz de dirigir la expresion en la planta de interés.
El promotor puede ser nativo o analogo, o extrafio o heterélogo al hospedante vegetal. Los términos “heterdlogo” y
“exdgeno”, cuando se usan aqui, se refieren a una secuencia de acido nucleico (por ejemplo una secuencia de ADN
o ARN) o un gen, se refieren a una secuencia que se origina de una fuente extrafia a la célula hospedante particular,
0, si procede de la misma fuente, esta modificada de su forma original. De este modo, un gen heterélogo en una
célula hospedante incluye un gen que es enddgeno a la célula hospedante particular, pero que se ha modificado, por
ejemplo, mediante el uso de barajado de ADN. Los términos también incluyen multiples copias de origen no natural
de una secuencia de ADN de origen natural. De este modo, los términos se refieren a un fragmento de ADN que es
extrafio o heterdlogo a la célula, u homdlogo a la célula pero en una posicion dentro del acido nucleico de la célula
hospedante en la que el elemento no se encuentra normalmente. Los segmentos de ADN exdgenos se expresan
para producir polipéptidos exégenos.

Una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADN) “homéloga” es una secuencia de acido nucleico (por ejemplo,
ADN o ARN) asociada de forma natural con una célula hospedante en la que se introduce.

La elecciéon de los promotores a incluir depende de varios factores, incluyendo, pero sin limitarse a, eficiencia,
selectibilidad, inducibilidad, nivel de expresion deseado, y expresion preferencial por células o tejidos. Es una
materia normal para un experto en la técnica modular la expresién de una secuencia seleccionando y colocando
apropiadamente promotores y otras regiones reguladoras con relacion a esa secuencia. Los promotores que se usan
para la expresion del transgén o transgenes pueden ser un promotor vegetal fuerte, un promotor virico, o promotores
quiméricos compuestos de elementos tales como: la caja TATA de cualquier gen (o cajas TATA sintéticas, basadas
en el analisis del gen de la planta), opcionalmente fusionado a la regién 5’ a la caja TATA de promotores vegetales
(que dirigen la expresion génica en tejidos y temporalmente apropiada), opcionalmente fusionado a uno o mas
potenciadores (tales como el potenciador 35S, el potenciador FMV, el potenciador CMP, el potenciador de la
SUBUNIDAD PEQUENA DE RUBISCO, el potenciador de PLASTOCYANINA).

Los promotores constitutivos ejemplares incluyen, por ejemplo, el promotor central del promotor Rsyn7, y otros
promotores constitutivos descritos en el documento WO 99/43838 y en la patente U.S. n° 6.072.050; el promotor
CaMV 35S central (Odell et al. (1985) Nature 313:810-812); actina de arroz (McElroy et al. (1990) Plant Cell 2:163-
171); ubiquitina (Christensen et al. (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632; y Christensen et al. (1992) Plant Mol. Biol.
18:675-689); pEMU (Last et al. (1991) Theor. Appl. Genet. 81:581-588); MAS (Velten et al. (1984) EMBO J. 3:2723-
2730); el promotor de ALS (patente U.S. n° 5.659.026), y similares. Otros promotores constitutivos incluyen, por
ejemplo, las Patentes U.S. n® 5.608.149; 5.608.144; 5.604.121; 5.569.597; 5.466.785; 5.399.680; 5.268.463;
5.608.142;y 6.177.611.
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Los promotores vegetales o quiméricos apropiados son Utiles para aplicaciones tales como la expresion de
transgenes en ciertos tejidos, mientras que minimizan la expresion en otros tejidos, tales como semillas, o tejidos
reproductivos. Los promotores de tipo celular o preferencialmente tisulares ejemplares conducen la expresion
preferentemente en el tejido diana, pero también pueden igualmente conducir a cierta expresion en otros tipos
celulares o tejidos. Los métodos para identificar y caracterizar regiones promotoras en ADN gendmico vegetal
incluyen, por ejemplo, los descritos en las siguientes referencias: Jordano, et al., Plant Cell, 1:855-866 (1989);
Bustos, et al., Plant Cell, 1:839-854 (1989); Green, et al., EMBO J. 7, 4035-4044 (1988); Meier, et al., Plant Cell, 3,
309-316 (1991); y Zhang, et al., Plant Physiology 110: 1069-1079 (1996).

En otras realizaciones de la presente invencioén, se pueden desear promotores inducibles. Los promotores inducibles
llevan a cabo la transcripcion en respuesta a estimulos externos, tales como agentes quimicos, o estimulos
medioambientales. Por ejemplo, los promotores inducibles pueden conferir transcripcion en respuesta hormonas
tales como acido giberélico o etileno, o en respuesta a la luz o a la sequia.

Existe una variedad de terminadores transcripcionales para uso en casetes de expresion. Son responsables de la
terminacion de la transcripcion mas alla del transgén, y la poliadenilacion de ARNm correcta. La regién de
terminacion puede ser nativa con la region de iniciacion transcripcional, puede ser nativa con la secuencia de ADN
de interés operablemente enlazada, puede ser nativa con el hospedante vegetal, o puede derivar de otra fuente (es
decir extrafia o heterdloga al promotor, a la secuencia de ADN de interés, al hospedante vegetal, o a cualquier
combinacion de los mismos). Los terminadores transcripcionales apropiados son aquellos que se sabe que
funcionan en plantas, e incluyen el terminador CAMV 358, el terminador tml, el terminador de nopalina sintasa, y el
terminador rbcs E9 del guisante. Estos se pueden usar tanto en monocotileddneas como en dicotiledéneas. Ademas,
se puede usar un terminador de la transcripcion nativo del gen.

Generalmente, el casete de expresion comprendera un gen marcador seleccionable para la selecciéon de células
transformadas. Los genes marcadores seleccionables se utilizan para la seleccion de células o tejidos
transformados.

Se han encontrado numerosas secuencias para potenciar la expresion génica a partir de la unidad transcripcional, y
estas secuencias se pueden usar conjuntamente con los genes de esta invencion para incrementar su expresion en
plantas transgénicas.

Se ha demostrado que diversas secuencias intrénicas potencian la expresion, particularmente en células
monocotiledéneas. Por ejemplo, se ha encontrado que los intrones del gen Adh/ del maiz potencian
significativamente la expresion del gen de tipo salvaje bajo su promotor cognato cuando se introducen en células de
maiz. Se encontré que el intron 1 es particularmente efectivo y que potencio la expresion en constructos de fusion
con el gen de cloranfenicol acetiltransferasa (Callis et al. Genes Develop. 1:1183-1200 (1987)). En el mismo sistema
experimental, el intrén del gen bronce 1 del maiz tiene un efecto similar potenciando la expresion. Las secuencias
intrénicas se han incorporado de forma habitual en vectores de transformacién de plantas, tipicamente en el lider no
traducido.

También se sabe que un numero de secuencias lider no traducidas, derivadas de virus, potencian la expresion, y
estas son particularmente efectivas en células dicotiledéneas. Especificamente, se ha demostrado que las
secuencias lider del Virus del Mosaico del Tabaco (TMV, la “secuencia W”), el Virus del Moteado Clorético del Maiz
(MCMV), y el Virus del Mosaico de la Alfalfa (AMV), son efectivas potenciando la expresion (por ejemplo, Gallie et al.
Nucl. Acids Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski et al. Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)). Otras secuencias lider
conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a: lideres de picomavirus, por ejemplo lider de EMCV (region no
codificante de 5’ de encefalomiocarditis) (Elroy-Stein, O., Fuerst, T. R., y Moss, B. PNAS USA 86:6126-6130 (1989));
los lideres de potivirus, por ejemplo el lider de TEV (Virus del Jaspeado del Tabaco) (Allison et al. 1986); el lider de
MDMV (Virus del Mosaico del Enanismo Maiz); Virology 154:9-20); el lider de la proteina de uniéon de cadena
pesada de inmunoglobulina humana (BiP) (Macejak, D. G., y Samow, P., Nature 353: 90-94 (1991); el lider no
traducido procedente del ARNm de proteina de revestimiento del virus del mosaico de la alfalfa (AMV RNA 4)
(Jobling, S. A., y Gehrke, L., Nature 325:622-625 (1987); el lider del virus del mosaico del tabaco (TMV) (Gallie, D. R.
et al., Molecular Biology of RNA, paginas 237-256 (1989); y el lider del Virus Moteado Clorético del Maiz (MCMV)
(Lommel, S. A. et al., Virology 81:382-385 (1991). Véase también, Della-Cioppa et al., Plant Physiology 84:965-968
(1987).

La presente invencién también se refiere a constructos de acidos nucleicos que comprenden uno o mas de los
casetes de expresion descritos anteriormente. El constructo puede ser un vector, tal como un vector de
transformacion vegetal. En una realizacion, el vector es un vector de transformacion vegetal que comprende un
polinucleétido que comprende la secuencia expuesta en SEC ID NO: 34, 35, 36 o 37.

Plantas

Como se usa aqui, la expresion “parte vegetal” o “tejido vegetal” incluye células vegetales, protoplastos vegetales,
cultivos de tejidos de células vegetales a partir de los cuales se pueden generar plantas, callos vegetales, racimos
vegetales, y células vegetales que estan intactas en plantas o partes de plantas tales como embriones, polen,
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ovulos, semillas, hojas, flores, ramas, fruta, pepitas, espigas, mazorcas, cascaras, tallos, raices, puntas de raices,
anteras, y similares.

Las plantas utiles en la presente invencion incluyen plantas que son transgénicas para al menos un polinucleétido
que codifica un polipéptido de HPPD mutante o variante del mismo que retiene actividad enzimatica de HPPD, solo o
en combinacién con una o mas moléculas de acido nucleico adicionales que codifican polipéptidos que confieren
rasgos deseables. El tipo de planta seleccionada depende de una variedad de factores, incluyendo, por ejemplo, el
uso aguas abajo del material vegetal cosechado, la susceptibilidad de la especie vegetal a la transformacion, y las
condiciones en las que se haran crecer, se cosecharan, y/o se procesaran las plantas. Un experto reconocera
ademas que factores adicionales para seleccionar variedades vegetales apropiadas para uso en la presente
invencion incluyen elevado potencial de rendimiento, buena fortaleza del tallo, resistencia a enfermedades
especificas, tolerancia a la sequia, secado rapido, y suficiente calidad de grano para permitir el almacenamiento y el
envio al mercado con pérdida minima.

Las plantas segun la presente invencion incluyen cualquier planta que se cultive con el fin de producir material
vegetal que es buscado por el hombre o animal para el consumo oral, o para la utilizacién en un proceso industrial,
farmacéutico, o comercial. La invencion se puede aplicar a cualquiera de una variedad de plantas, incluyendo, pero
sin limitarse a, maiz, trigo, arroz, cebada, haba de soja, algodén, sorgo, habas en general, colza/canola, alfalfa, lino,
girasol, alazor, mijo, centeno, cafia de azucar, remolacha azucarera, cacao, té, Brassica, algodon, café, batata, lino,
cacahuete, clavo; vegetales tales como lechuga, tomate, cucurbitaceas, casabe, patata, zanahoria, rabano, guisante,
lentejas, repollo, coliflor, brocoli, coles de Bruselas, pimientos, y pifia; frutas de arboles tales como limén, manzanas,
peras, melocotones, albaricoques, nueces, aguacate, platano, y coco, y flores tales como orquideas, claveles y
rosas. Otras plantas Utiles en la practica de la invencién incluyen pastos perennes, tales como pasto varilla, pastos
de las praderas, pasto de la India, pasto de tallo azul gigante, y similares. Se reconoce que se pueden usar mezclas
de plantas.

Ademas, el término “cosechas” se ha de entender también que incluye cosechas que se han hecho tolerantes a
herbicidas o clases de herbicidas (tales como, por ejemplo, inhibidores de ALS, por ejemplo primisulfurén,
prosulfurdn y trifloxisulfurdn, inhibidores de EPSPS (5-enol-pirovil-chiquimato-3-fosfato-sintasa), inhibidores de GS
(glutamina sintetasa)) como resultado de métodos convencionales de reproduccion o manipulacion genética
mediante ingenieria. Los ejemplos de cosechas que se han hecho tolerantes a herbicidas o clases de herbicidas
mediante métodos de manipulacion genética mediante ingenieria incluyen variedades de cosechas resistentes a
glifosato y a glufosinato, comercialmente disponibles con los nombres comerciales ROUNDUPREADY® vy
LIBERTYLINK®. El método segun la presente invencién es especialmente adecuado para la protecciéon de cosechas
de haba de soja que también se han hecho tolerantes a glifosato y/o glufosinato, y en las que se usan herbicidas de
HPPD en un programa de control de malas hierbas junto con otros de tales herbicidas (glufosinato y/o glifosato) para
el control de malas hierbas.

Se contempla ademas que los constructos de la invencién se pueden introducir en variedades vegetales que tienen
propiedades mejoradas adecuadas u Optimas para un uso aguas abajo particular. Por ejemplo, la variabilidad
genética de origen natural da como resultado plantas con resistencia o tolerancia a inhibidores de HPPD u otros
herbicidas, y tales plantas son también utiles en los métodos de la invencién. El método segun la presente invencion
se puede optimizar ademas cruzando los transgenes que proporcionan un nivel de tolerancia con variedades de
cultivo de haba de soja que muestran un nivel mejorado de tolerancia a inhibidores de HPPD que se encuentra en
un pequeiio porcentaje de lineas de haba de soja.

Transformacion vegetal

Una vez que se ha clonado en un sistema de expresion un polinucleétido de HPPD mutante resistente o tolerante a
herbicidas, solo o en combinacién con una o mas moléculas de acido nucleico adicionales que codifican polipéptidos
que confieren rasgos deseables, se transforma en una célula vegetal. Los casetes de expresion de receptor y diana
de la invencion se pueden introducir en la célula vegetal de muchas maneras reconocidas en la técnica. El término
“introducir’, en el contexto de un polinucleétido, por ejemplo un constructo nucleotidico de interés, quiere decir
presentar a la planta el polinucleétido de manera que el polinucleétido gane acceso al interior de una célula de la
planta. Cuando se va a introducir mas de un polinucleétido, estos polinucleétidos se pueden ensamblar como parte
de un unico constructo nucleotidico, o como constructos nucleotidicos separados, y se pueden localizar en los
mismos vectores de transformacién o en diferentes vectores de transformacién. En consecuencia, estos
polinucleétidos se pueden introducir en la célula hospedante de interés en un suceso de transformacion individual,
en sucesos de transformacion separados, o, por ejemplo, en plantas, como parte de un protocolo de reproduccion.
Los métodos de la invencion no dependen del método particular para introducir uno o mas polinucleétidos en una
planta, sélo que el polinucledtido o polinucledtidos ganen acceso al interior de al menos una célula de la planta. Los
métodos para introducir polinucleétidos en plantas son conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a,
métodos de transformacion transitoria, métodos de transformacion estable, y métodos mediados por virus.

“Transformacion transitoria”, en el contexto de un polinucleétido, quiere decir que se introduce un polinucleétido en la
planta y no se integra en el genoma de la planta.
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Por “introducir de forma estable” o “introducido de forma estable”, en el contexto de un polinucleétido introducido en
una planta, se quiere decir que el polinucledtido introducido se incorpora de forma estable en el genoma de la planta,
y de este modo la planta se transforma de forma estable con el polinucleétido.

“Transformacion estable” o “transformado de forma estable” quiere decir que un polinucledtido, por ejemplo un
constructo nucleotidico descrito aqui, introducido en una planta, se integra en el genoma de la planta y es capaz de
ser heredado por la progenie de la misma, mas particularmente por la progenie de multiples generaciones sucesivas.

Aquellos de pericia normal en las técnicas de transformacion vegetal conocen numerosos vectores de
transformacion disponibles para la transformacion vegetal, y se pueden usar los genes pertinentes a esta invencion
conjuntamente con cualquiera de tales vectores. La seleccion del vector dependera de la técnica de transformacion
preferida y de la especie diana para la transformacion. Para ciertas especies diana, se pueden preferir diferentes
marcadores de seleccion de antibidticos o de herbicidas. Los marcadores de seleccion usados habitualmente en
transformacion incluyen el gen nptll, que confiere resistencia a canamicina y antibiéticos relacionados (Messing y
Vierra Gene 19: 259-268 (1982); Bevan et al., Nature 304:184-187 (1983)), los genes pat y bar, que confieren
resistencia al herbicida glufosinato (también denominado fosfinotricina; véanse White et al., Nucl. Acids Res 18:
1062 (1990), Spencer et al. Theor. Appl. Genet 79: 625-631 (1990) y las patentes U.S. n® 5.561.236 y 5.276.268), el
gen hph, que confiere resistencia al antibiético higromicina (Blochinger y Diggelmann, Mol. Cell Biol. 4: 2929-2931), y
el gen de dhfr, que confiere resistencia a metatrexato (Bourouis et al., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1983)), el gen de
EPSPS, que confiere resistencia a glifosato (patentes U.S. n® 4.940.935 y 5.188.642), el gen de glifosato N-
acetiltransferasa (GAT), que también confiere resistencia a glifosato (Castle et al. (2004) Science, 304:1151-1154;
Pub. Sol. de patentes U.S. n°® 20070004912, 20050246798, y 20050060767); y el gen de manosa-6-fosfato
isomerasa, que proporciona la capacidad para metabolizar manosa (patentes U.S. n® 5.767.378 y 5.994.629). Como
alternativa, y en una realizacion preferida, el gen de HPPD de la actual invencion se usa €l mismo, como el marcador
seleccionable, en combinacién con el uso de un herbicida de HPPD como agente de seleccion.

Los métodos para la regeneracion de plantas también son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se han
utilizado vectores plasmidicos Ti para el suministro de ADN extrafio, asi como la captacion directa de ADN,
liposomas, electroporacion, microinyeccion, y microproyectiles. Ademas, se pueden utilizar bacterias del género
Agrobacterium para transformar células vegetales. A continuacion se dan descripciones de técnicas representativas
para transformar plantas tanto dicotiledéneas como monocotiledéneas, asi como una técnica de transformacion de
plastidos representativa.

Muchos vectores estan disponibles para la transformacion usando Agrobacterium tumefaciens. Estos poseen
tipicamente al menos una secuencia frontera de T-DNA, e incluyen vectores tales como pBIN19 (Bevan, Nucl. Acids
Res. (1984)). Para la construccion de vectores utiles en la transformacién con Agrobacterium, véase, por ejemplo, la
Publicacion de Solicitud de Patente U.S. n°® 2006/0260011.

La transformacion sin el uso de Agrobacterium tumefaciens soslaya la necesidad de secuencias de T-DNA en el
vector de transformacion escogido, y en consecuencia se pueden utilizar vectores que carecen de estas secuencias,
ademas de vectores tales como aquellos descritos anteriormente que contienen las secuencias de T-DNA. Las
técnicas de transformacion que no se basan en Agrobacterium incluyen la transformacion via bombardeo con
particulas, captacion de protoplastos (por ejemplo, PEG y electroporacion) y microinyeccion. La eleccion del vector
depende enormemente de la seleccion preferida para la especie que se transforma. Para la construccion de tales
vectores, véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente U.S. n°® 20060260011.

Para la expresion de una secuencia nucleotidica de la presente invencion en plastidos vegetales, se usa el vector de
transformacion de plastidos pPH143 (el WO 97/32011, véase el Ejemplo 36). La secuencia nucleotidica se inserta en
pPH143, sustituyendo de ese modo la secuencia codificante de PROTOX. Este vector se usa entonces para la
transformacion plastidica y la seleccion de transformantes para resistencia a espectinomicina. Como alternativa, la
secuencia nucleotidica se inserta en pPH143, de forma que sustituye al gen aadH. En este caso, los transformantes
se seleccionan para resistencia a inhibidores de PROTOX.

Las técnicas de transformacion para dicotiledoneas son bien conocidas en la técnica, e incluyen técnicas a base de
Agrobacterium y técnicas que no requieren Agrobacterium. Las técnicas sin Agrobacterium implican la captacion de
material genético exdgeno directamente por los protoplastos o células. Esto se puede lograr mediante captacion
mediada por PEG o por electroporacién, suministro mediado por bombardeo con particulas, o microinyeccion. Los
ejemplos de estas técnicas se describen por Paszkowski et al. EMBO J. 3:2717-2722 (1984); Potrykus et al. Mol.
Gen. Genet. 199:169-177 (1985); Reich et al. Biotechnology 4:1001-1004 (1986); y Klein et al. Nature 327:70-73
(1987). En cada caso, las células transformadas se regeneran en plantas completas usando técnicas estandar
conocidas en la técnica.

La transformacion mediada por Agrobacterium es una técnica preferida para la transformacion de dicotiledéneas,
debido a su elevada eficiencia de transformacion y a su amplia utilidad con muchas especies diferentes. La
transformacion mediada por Agrobacterium implica tipicamente la transferencia del vector binario que posee el ADN
extrafio de interés (por ejemplo, pCIB200 o pCIB2001) a una cepa de Agrobacterium apropiada, que puede
depender del complemento de genes vir portados por la cepa hospedante de Agrobacterium en un plasmido Ti
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corresidente, o cromosomicamente (por ejemplo, cepa CIB542 para pCIB200 y pCIB2001 (Uknes et al. Plant Cell
5:159-169 (1993)). La transferencia del vector binario recombinante a Agrobacterium se logra mediante un
procedimiento de emparejamiento triparental usando E. coli que posee el vector binario recombinante, una cepa de
E. coli auxiliar que posee un plasmido tal como pRK2013 y que es capaz de movilizar el vector binario recombinante
a la cepa diana de Agrobacterium. Como alternativa, el vector binario recombinante se puede transferir a
Agrobacterium mediante transformacion con ADN (Hofgen y Willmitzer Nucl. Acids Res. 16: 9877 (1988)).

La transformacion de la especie vegetal diana mediante Agrobacterium recombinante implica habitualmente el
cocultivo de la Agrobacterium con explantes procedentes de la planta, y siguiendo protocolos bien conocidos en la
técnica. El tejido transformado se regenera en medio seleccionable que posee el marcador de resistencia a
antibiéticos o a herbicidas presente entre las fronteras de T-DNA del plasmido binario.

Otro enfoque para transformar células vegetales con un gen implica propulsar particulas inertes o biolégicamente
activas en los tejidos y células vegetales. Esta técnica se describe en las patentes U.S. n* 4.945.050, 5.036.006, y
5.100.792, todas de Sanford et al. Generalmente, este procedimiento implica impulsar particulas inertes o
bioldgicamente activas en las células en condiciones efectivas para penetrar la superficie exterior de la célula y
producir la incorporacién en el interior de la misma. Cuando se utilizan particulas inertes, el vector se puede
introducir en la célula revistiendo las particulas con el vector que contiene el gen deseado. Como alternativa, la
célula diana puede estar rodeada por el vector, de manera que el vector es portado en la célula por la estela de la
particula. Las particulas biolégicamente activas (por ejemplo, células de levadura secas, bacteria seca o un
bacteriéfago, conteniendo cada uno ADN que se busca introducir) también pueden ser propulsadas en un tejido de
célula vegetales.

La transformaciéon de la mayoria de las especies de monocotiledéneas se ha convertido ahora también en algo
normal. Las técnicas preferidas incluyen la transferencia génica directa en protoplastos usando técnicas mediante
PEG o electroporacion, y bombardeo con particulas en el tejido del callo. Las transformaciones se pueden llevar a
cabo con una unica especie de ADN, o con multiples especies de ADN (es decir, cotransformacion), y estas dos
técnicas son adecuadas para uso con esta invencion. La cotransformacion puede tener la ventaja de evitar la
construccion completa del vector, y de generar plantas transgénicas con loci sin enlazar para el gen de interés y el
marcador seleccionable, permitiendo la eliminacion del marcador seleccionable en generaciones subsiguientes,
considerandose esto deseable. Sin embargo, una desventaja del uso de la cotransformacion es la frecuencia menor
de 100% con la que la especie de ADN separada se integra en el genoma (Schocher et al. Biotechnology 4:1093-
1096 (1986)).

Las Solicitudes de Patentes EP 0292435, EP 0392225, y WO 93/07278, describen técnicas para la preparacion de
callo y protoplastos a partir de una linea consanguinea de élite de maiz, la transformacion de los protoplastos
usando PEG o electroporacion, y la regeneracion de plantas de maiz a partir de protoplastos transformados.
Gordon-Kamm et al. (Plant Cell 2: 603-618 (1990)) y Fromm et al. (Biotechnology 8: 833-839 (1990)) han publido
técnicas para la transformacion de la estirpe del maiz derivada de A188 usando bombardeo con particulas. Ademas,
WO 93/07278 y Koziel et al. (Biotechnology 11:194-200 (1993)) describen técnicas para la transformacion de
estirpes consanguineas de élite de maiz mediante bombardeo con particulas. Esta técnica utiliza embriones
inmaduros de maiz de una longitud de 1,5-2,5 mm, cortados de una mazorca de maiz 14-15 dias después de la
polinizacién, y un dispositivo PDS-1000He Biolistics para el bombardeo.

La transformacion de arroz también se puede llevar a cabo mediante técnicas de transferencia génica directa
utilizando protoplastos o bombardeo con particulas. Las transformaciones mediadas por protoplastos se han descrito
para los tipos Japdnica e indica (Zhang et al. Plant Cell Rep 7: 379-384 (1988); Shimamoto et al. Nature 338:274-
277 (1989); y Datta et al. Biotechnology 8:736-740 (1990)). Ambos tipos también son transformables de forma
habitual usando bombardeo con particulas (Christou et al. Biotechnology 9:957-962 (1991)). Ademas, WO 93/21335
describe técnicas para la transformacién de arroz via electroporacion.

La Solicitud de Patente EP 0332581 describe técnicas para la generacion, transformacion, y regeneracion de
protoplastos de Pooideae. Estas técnicas permiten la transformacion de Dactylis y trigo. Ademas, la transformacion
del trigo se ha descrito por Vasil et al. (Biotechnology 10:667-674 (1992)) usando bombardeo con particulas en
células de callo regenerable a largo plazo tipo C, y también por Vasil et al. (Biotechnology 11:1553-1558 (1993)) y
Weeks et al. (Plant Physiol. 102:1077-1084 (1993)) usando bombardeo con particulas de embriones inmaduros y
callo derivado de embriones inmaduros. Sin embargo, una técnica preferida para la transformacion de trigo implica la
transformacion de trigo mediante bombardeo con particulas de embriones inmaduros, e incluye una etapa con alto
contenido de sacarosa o una etapa con alto contenido de maltosa antes del suministro génico. Antes del bombardeo,
se colocan en placas cualquier nimero de embriones (0,75-1 mm de longitud) en medio MS con 3% de sacarosa
(Murashiga y Skoog (1962) Physiologia Plantarum 15: 473-497 (1962)) y 3 mg/l de 2,4-D para la induccion de
embriones somaticos, que se deja transcurrir en la oscuridad. En el dia escogido del bombardeo, los embriones se
retiran del medio de induccién y se colocan en el osmético (es decir, medio de induccién con sacarosa o maltosa
afadida a la concentracion deseada, tipicamente 15%). Los embriones se dejan plasmolizar durante 2-3 horas y
después son bombardeados. Veinte embriones por placa diana son tipicos, aunque no criticos. Un plasmido que
posee el gen apropiado (tal como pCIB3064 o pSOG35) se hace precipitar sobre particulas de oro de tamafio
micrométrico usando procedimientos estandar. Cada placa de embriones es disparada con el dispositivo de helio
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DuPont BIOLISTICS® usando una presion de estallido de alrededor de un 1000 psi usando un tamiz de malla 80
estandar. Tras el bombardeo, los embriones se colocan nuevamente en la oscuridad para que se recuperen durante
alrededor de un 24 horas (todavia en osmatico). Después de 24 h, los embriones se retiran del osmatico y se
colocan nuevamente en medio de induccién, en el que permanecen durante alrededor de un un mes antes de la
regeneracion. Aproximadamente un mes después, los explantes embriénicos con callo embriogénico en desarrollo
se transfieren a medio de regeneracion (MS+1 mg/litro NAA, 5 mg/litro GA), que contiene ademas el agente de
seleccion apropiado (10 mg/l basta en el caso de pCIB3064, y 2 mg/l de metotrexato en el caso de pSOG35).
Después de aproximadamente un mes, los retofios desarrollados se transfieren a recipientes estériles mas grandes
conocidos como “GA7”, que contienen MS de fuerza media, 2% de sacarosa, y la misma concentraciéon de agente de
seleccion.

También se ha descrito la transformacién de monocotiledéneas usando Agrobacterium. Véanse, WO 94/00977 y la
patente U.S. n® 5.591.616. Véase también, Negrotto et al. Plant Cell Reports 19:798-803 (2000).

Por ejemplo, se puede usar arroz (Oryza sativa) para generar plantas transgénicas. Se pueden usar diversas
variedades de cultivo del arroz (Hiei et al., 1994, Plant Journal 6:271-282; Dong et al., 1996, Molecular Breeding
2:267-276; y Hiei et al., 1997, Plant Molecular Biology 35:205-218). También, los diversos constituyentes de los
medios descritos mas abajo se pueden variar en cantidad o se pueden sustituir. Las respuestas embriogénicas se
inician y/o los cultivos se establecen a partir de embriones maduros cultivando en medio MS-CIM (sales basales de
MS, 4,3 gllitro; vitaminas B5 (200X), 5 ml/litro; sacarosa, 30 g/litro; prolina, 500 mg/litro; glutamina, 500 mg/litro;
hidrolizado de caseina, 300 mg/litro; 2,4-D (1 mg/ml), 2 ml/litro; ajustar pH hasta 5,8 con KOH 1 N; Phytagel, 3
g/litro). Tanto los embriones maduros en las etapas iniciales de respuesta del cultivo o las estirpes del cultivo
establecidas se inoculan y cocultivan con la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens (Agrobacterium) que
contiene la construccion vectorial deseada. Agrobacterium se cultiva a partir de lotes de glicerol sobre medio YPC
solido (100 mg/L de espectinomicina y cualquier otro antibiético apropiado) durante alrededor de un 2 dias a 28°C.
Agrobacterium se resuspende en medio MS-CIM liquido. El cultivo de Agrobacterium se diluye hasta una 0D de
0,2-0,3, y se afiade acetosiringona hasta una concentracion final de 200 uM. La acetosiringona se afade antes de
mezclar la disoluciéon con los cultivos de arroz para inducir al Agrobacterium para la transferencia de ADN a las
células vegetales. Para la inoculacion, los cultivos vegetales se sumergen en la suspension bacteriana. La
suspension bacteriana liquida se retira y los cultivos inoculados se colocan en medio de cocultivo y se incuban a
22°C durante dos dias. Los cultivos se transfieren entonces a medio MS-CIM con ticarcilina (400 mg/litro) para inhibir
el crecimiento de Agrobacterium. Para los constructos que utilizan el gen marcador seleccionable de PMI (Reed et
al. In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant 37:127-132), los cultivos se transfieren a medio de seleccion que contiene manosa
como fuente de hidratos de carbono (MS con 2% de manosa, 300 mg/litro de ticarcilina) después de 7 dias, y se
cultivan durante 3-4 semanas en la oscuridad. Las colonias resistentes se transfieren entonces para la regeneracion
en medio de induccion (MS sin 2,4-D, 0,5 mg/litro de IAA, 1 mg/litro de zeatina, 200 mg/litro de timentina, 2% de
manosa y 3% de sorbitol) y se hacen crecer en la oscuridad durante 14 dias. Las colonias que proliferan se
transfieren entonces a otra ronda de medio de induccion de regeneracion y se mueven a la habitacion de
crecimiento iluminada. Los brotes regenerados se transfieren a recipientes GA7 con medio GA7-1 (MS sin hormonas
y con 2% de sorbitol) durante 2 semanas, y después se mueven al invernadero donde son suficientemente grandes
y tienen raices adecuadas. Las plantas se transplantan al suelo en el invernadero (generacion Ty), se hacen crecer
hasta la madurez, y la semilla T1 se cosecha.

Las plantas obtenidas via transformacién con una secuencia de acido nucleico de interés en la presente invencion
pueden ser cualquiera de una amplia variedad de especies vegetales, incluyendo aquellas monocotiledoneas y
dicotiledoneas; sin embargo, las plantas usadas en el método de la invencion se seleccionan preferiblemente de la
lista de cosechas diana agrondmicamente importantes expuestas aqui en otra parte. La expresion de un gen de la
presente invencion, en combinacion con otras caracteristica importantes para la produccion y calidad, se pueden
incorporar en estirpes vegetales a través de reproduccion. Los enfoques y técnicas de reproduccion son conocidos
en la técnica. Véanse, por ejemplo, Welsh, Fundamentals of Plant Genetics and Breeding, John Wiley and Sons, NY
(1981); Crop Breeding, Wood D.R. (Ed.) American Society of Agronomy Madison, Wis. (1983); Mayo O., The Theory
of Plant Breeding, Segunda Edicion, Clarendon Press, Oxford (1987); Singh, D. P., Breeding for Resistance to
Diseases and Insect Pests, Springer-Verlag, NY (1986); y Wricke y Weber, Quantitative Genetics and Selection Plant
Breeding, Walter de Gruyter and Co., Berlin (1986).

Para la transformacion de plastidos, se hacen germinar semillas de Nicotiana tabacum c.v. “Xanthiene”, siete por
placa, en una disposicion circular de 1” en un medio de agar T, y 12-14 dias después de sembrar se bombardean
con particulas de volframio de 1 um (M10, Biorad, Hercules, Calif.) revestidas con ADN procedente de los plasmidos
pPH143 y pPH145, esencialmente como se describe (Svab, Z. y Maliga, P. (1993) PNAS 90, 913-917). Las plantulas
bombardeadas se incuban en medio T durante dos dias, después de lo cual se cortan las hojas y se colocan con el
lado abaxial hacia arriba en luz brillante (350-500 pmoles de fotones/m?%s) en placas de medio RMOP (Svab, Z.,
Hajdukiewicz, P. y Maliga, P. (1990) PNAS 87, 8526-8530) que contiene 500 pg/ml de dihidrocloruro de
espectinomicina (Sigma, St. Louis, MO). Los brotes resistentes que aparecen por debajo de las hojas cloréticas, tres
a ocho semanas después del bombardeo, se subclonan en el mismo medio selectivo, se deja que se forme callo, y
los brotes secundarios se aislan y se subclonan. La segregacién completa de copias genomicas de plastidos
transformados (homoplasmicidad) en subclones independientes se evalla mediante técnicas estandar de
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transferencia Southern (Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor). Se separa ADN celular total digerido con BamHI/EcoRI (Mettler, I. J. (1987) Plant
Mol Biol Reporter 5, 346349) en geles de agarosa con 1% de Tris-borato (TBE), se transfiere a membranas de nailon
(Amersham), y se sonda con secuencias de ADN cebadas al azar marcadas con p que corresponden a un
fragmento de ADN de BamHI/Hindlll de 0,7 kb procedente de pC8 que contiene una porcién de la secuencia que
selecciona plastidos rps7/12. Los brotes homoplasmicos se enraizan asépticamente en medio MS/IBA que contiene
espectinomicina (McBride, K. E. et al. (1994) PNAS 91, 7301-7305), y se transfieren al invernadero.

Las propiedades genéticas manipuladas mediante ingenieria en las semillas y plantas transgénicas descritas
anteriormente se perpetian mediante reproduccion sexual o crecimiento vegetativo, y de este modo se pueden
mantener y propagar en las plantas de la progenie. Generalmente, el mantenimiento y la propagacién hacen uso de
métodos agricolas conocidos, desarrollados para satisfacer fines especificos tales como el arado, la siembra o el
cosechado.

El uso de las propiedades genéticas ventajosas de las plantas y semillas transgénicas segun la invencion se puede
hacer adicionalmente en la reproduccién vegetal. Dependiendo de las propiedades deseadas, se toman diferentes
medidas de reproduccion. Las técnicas pertinentes son bien conocidas en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a,
hibridacion, reproduccion endogamica, reproduccion por retrocruzamiento, reproduccion de multiples lineas, mezcla
de variedades, hibridaciéon interespecifica, técnicas aneuploides, etc. De este modo, las semillas y plantas
transgénicas segun la invencion se pueden usar para la reproduccion de lineas vegetales mejoradas que, por
ejemplo, incrementan la efectividad de métodos convencionales, tales como el tratamiento con herbicidas o
plaguicidas, o permiten dispensarlos con dichos métodos debido a sus propiedades genéticas modificadas.

Muchos métodos adecuados para la transformacién que usan marcadores de seleccién adecuados, tales como
canamicina, vectores binarios tales como procedentes de Agrobacterium, y regeneracion de plantas, como, por
ejemplo, procedentes de discos de hojas de tabaco, son bien conocidos en la técnica. Opcionalmente, igualmente
una poblacion de control vegetal se transforma con un polinucleétido que expresa la HPPD de control. Como
alternativa, una planta dicotiledénea no transformada, tal como Arabidopsis o tabaco, se puede usar como un
control, puesto que, en este caso, expresa su propia HPPD enddégena.

Resistencia a herbicidas

La presente invencién proporciona plantas, células vegetales, tejidos y semillas transgénicas que se han
transformado con una molécula de acido nucleico que codifica una HPPD mutante o variante de la misma que
confiere resistencia o tolerancia a herbicidas, sola o en combinacién con una o mas moléculas de acidos nucleicos
adicionales que codifican polipéptidos que confieren rasgos deseables.

En una realizacion, las plantas transgénicas de la invencion presentan resistencia o tolerancia a la aplicacion de
herbicida en una cantidad desde alrededor de un 5 hasta alrededor de un 2,000 gramos por hectarea (g/ha),
incluyendo, por ejemplo, alrededor de un 5 g/ha, alrededor de un 10 g/ha, alrededor de un 15 g/ha, alrededor de un
20 g/ha, alrededor de un 25 g/ha, alrededor de un 30 g/ha, alrededor de un 35 g/ha, alrededor de un 40 g/ha,
alrededor de un 45 g/ha, alrededor de un 50 g/ha, alrededor de un 55 g/ha, alrededor de un 60 g/ha, alrededor de un
65 g/ha, alrededor de un 70 g/ha, alrededor de un 75 g/ha, alrededor de un 80 g/ha, alrededor de un 85 g/ha,
alrededor de un 90 g/ha, alrededor de un 95 g/ha, alrededor de un 100 g/ha, alrededor de un 110 g/ha, alrededor de
un 120 g/ha, alrededor de un 130 g/ha, alrededor de un 140 g/ha, alrededor de un 150 g/ha, alrededor de un 160
g/ha, alrededor de un 170 g/ha, alrededor de un 180 g/ha, alrededor de un 190 g/ha, alrededor de un 200 g/ha,
alrededor de un 210 g/ha, alrededor de un 220 g/ha, alrededor de un 230 g/ha, alrededor de un 240 g/ha, alrededor
de un 250 g/ha, alrededor de un 260 g/ha, alrededor de un 270 g/ha, alrededor de un 280 g/ha, alrededor de un 290
g/ha, alrededor de un 300 g/ha, alrededor de un 310 g/ha, alrededor de un 320 g/ha, alrededor de un 330 g/ha,
alrededor de un 340 g/ha, alrededor de un 350 g/ha, alrededor de un 360 g/ha, alrededor de un 370 g/ha, alrededor
de un 380 g/ha, alrededor de un 390 g/ha, alrededor de un 400 g/ha, alrededor de un 410 g/ha, alrededor de un 420
g/ha, alrededor de un 430 g/ha, alrededor de un 440 g/ha, alrededor de un 450 g/ha, alrededor de un 460 g/ha,
alrededor de un 470 g/ha, alrededor de un 480 g/ha, alrededor de un 490 g/ha, alrededor de un 500 g/ha, alrededor
de un 510 g/ha, alrededor de un 520 g/ha, alrededor de un 530 g/ha, alrededor de un 540 g/ha, alrededor de un 550
g/ha, alrededor de un 560 g/ha, alrededor de un 570 g/ha, alrededor de un 580 g/ha, alrededor de un 590 g/ha,
alrededor de un 600 g/ha, alrededor de un 610 g/ha, alrededor de un 620 g/ha, alrededor de un 630 g/ha, alrededor
de un 640 g/ha, alrededor de un 650 g/ha, alrededor de un 660 g/ha, alrededor de un 670 g/ha, alrededor de un 680
g/ha, alrededor de un 690 g/ha, alrededor de un 700 g/ha, alrededor de un 710 g/ha, alrededor de un 720 g/ha,
alrededor de un 730 g/ha, alrededor de un 740 g/ha, alrededor de un 750 g/ha, alrededor de un 760 g/ha, alrededor
de un 770 g/ha, alrededor de un 780 g/ha, alrededor de un 790 g/ha, alrededor de un 800 g/ha, alrededor de un 810
g/ha, alrededor de un 820 g/ha, alrededor de un 830 g/ha, alrededor de un 840 g/ha, alrededor de un 850 g/ha,
alrededor de un 860 g/ha, alrededor de un 870 g/ha, alrededor de un 880 g/ha, alrededor de un 890 g/ha, alrededor
de un 900 g/ha, alrededor de un 910 g/ha, alrededor de un 920 g/ha, alrededor de un 930 g/ha, alrededor de un 940
g/ha, alrededor de un 950 g/ha, alrededor de un 960 g/ha, alrededor de un 970 g/ha, alrededor de un 980 g/ha,
alrededor de un 990 g/ha, alrededor de un 1.000, g/ha, alrededor de un 1.010 g/ha, alrededor de un 1.020 g/ha,
alrededor de un 1.030 g/ha, alrededor de un 1.040 g/ha, alrededor de un 1.050 g/ha, alrededor de un 1.060 g/ha,
alrededor de un 1.070 g/ha, alrededor de un 1.080 g/ha, alrededor de un 1.090 g/ha, alrededor de un 1.100 g/ha,
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alrededor de un 1.110 g/ha, alrededor de un 1.120 g/ha, alrededor de un 1.130 g/ha, alrededor de un 1.140 g/ha,
alrededor de un 1.150 g/ha, alrededor de un 1.160 g/ha, alrededor de un 1.170 g/ha, alrededor de un 1.180 g/ha,
alrededor de un 1.190 g/ha, alrededor de un 1.200 g/ha, alrededor de un 1.210 g/ha, alrededor de un 1.220 g/ha,
alrededor de un 1.230 g/ha, alrededor de un 1.240 g/ha, alrededor de un 1.250 g/ha, alrededor de un 1.260 g/ha,
alrededor de un 1.270 g/ha, alrededor de un 1.280 g/ha, alrededor de un 1.290 g/ha, alrededor de un 1.300 g/ha,
alrededor de un 1.310 g/ha, alrededor de un 1.320 g/ha, alrededor de un 1.330 g/ha, alrededor de un 1.340 g/ha,
alrededor de un 1.350 g/ha, alrededor de un 360 g/ha, alrededor de un 1.370 g/ha, alrededor de un 1.380 g/ha,
alrededor de un 1.390 g/ha, alrededor de un 1.400 g/ha, alrededor de un 1.410 g/ha, alrededor de un 1.420 g/ha,
alrededor de un 1.430 g/ha, alrededor de un 1.440 g/ha, alrededor de un 1.450 g/ha, alrededor de un 1.460 g/ha,
alrededor de un 1.470 g/ha, alrededor de un 1.480 g/ha, alrededor de un 1.490 g/ha, alrededor de un 1.500 g/ha,
alrededor de un 1.510 g/ha, alrededor de un 1.520 g/ha, alrededor de un 1.530 g/ha, alrededor de un 1.540 g/ha,
alrededor de un 1.550 g/ha, alrededor de un 1.560 g/ha, alrededor de un 1.570 g/ha, alrededor de un 1.580 g/ha,
alrededor de un 1.590 g/ha, alrededor de un 1.600 g/ha, alrededor de un 1.610 g/ha, alrededor de un 1.620 g/ha,
alrededor de un 1.630 g/ha, alrededor de un 1.640 g/ha, alrededor de un 1.650 g/ha, alrededor de un 1.660 g/ha,
alrededor de un 1.670 g/ha, alrededor de un 1.680 g/ha, alrededor de un 1.690 g/ha, alrededor de un 1.700 g/ha,
alrededor de un 1.710 g/ha, alrededor de un 1.720 g/ha, alrededor de un 1.730 g/ha, alrededor de un 1.740 g/ha,
alrededor de un 1.750 g/ha, alrededor de un 1.760 g/ha, alrededor de un 1.770 g/ha, alrededor de un 1.780 g/ha,
alrededor de un 1.790 g/ha, alrededor de un 1.800 g/ha, alrededor de un 1.810 g/ha, alrededor de un 1.820 g/ha,
alrededor de un 1.830 g/ha, alrededor de un 1.840 g/ha, alrededor de un 1.850 g/ha, alrededor de un 1.860 g/ha,
alrededor de un 1.870 g/ha, alrededor de un 1.880 g/ha, alrededor de un 1.890 g/ha, alrededor de un 1.900 g/ha,
alrededor de un 1.910 g/ha, alrededor de un 1.920 g/ha, alrededor de un 1.930 g/ha, alrededor de un 1.940 g/ha,
alrededor de un 1.950 g/ha, alrededor de un 1.960 g/ha, alrededor de un 1.970 g/ha, alrededor de un 1.980 g/ha,
alrededor de un 1.990 g/ha, o alrededor de un 2.000.

Los niveles medios y de distribucion de tolerancia o resistencia a herbicidas de un intervalo de sucesos de
transformacion vegetal primario se evallian de la manera normal basandose en el dafio a la planta, sintomas de
clorosis meristematica, etc., en un intervalo de diferentes concentraciones de herbicidas. Estos datos se pueden
expresar en términos de, por ejemplo, valores GRso, derivados de curvas de dosis/respuesta que representan
graficamente las “dosis” en el eje x, y representan graficamente en el eje y el “porcentaje de exterminio”, “efecto
herbicida”, “nimeros de plantas verdes que emergen”, efc., en las que valores incrementados de GRso corresponden
a niveles incrementados de tolerancia inherente a inhibidores (por ejemplo, valor incrementado de Ki/Knnpp) y/o el

nivel de expresion de polipéptido de HPPD expresado.

Los métodos de la presente divulgacion son especialmente Utiles para proteger cosechas de la lesion herbicida de
herbicidas inhibidores de HPPD de las clases de quimica de HPPD descritas a continuacién. En un aspecto, se
seleccionan del grupo que consiste en:

a) un compuesto de férmula (la)

R 0] R
1
R A
“ | (1a)
o) R°
2
R

donde R’ y R? son hidrégeno o juntos forman un puente de etileno;

R® es hidroxi o feniltio-; R* es halégeno, nitro, alquilo C4-Ca, (alcoxi C1-Ca)-(alquil C1-Ca)-, (alcoxi C1-Ca)-(alcoxi C+-
C4)-(alquil C4-C4)-;

X es metino, nitrégeno o C-R® donde R® es hidrégeno, alcoxi C1-Ca, (haloalcoxi C1-Ca)-(alquil C1-Ca)- 0 un grupo

e
4/

R® es alquilsulfonil C4-Cs- o haloalquilo C4-Cy;

'y

b) un compuesto de férmula (Ib)
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R’ y R? son independientemente alquilo C+-C4; y los acidos libres de los mismos;

c) un compuesto de féormula (Ic)

1 4

R 0] R

5
2 R
R\N AN (|C)
\
N

R® R®

donde R’ es hidroxi, fenilcarbonil-(alcoxi C1-C4)- o fenilcarbonil-(alcoxi C1-Cy4)- donde el resto de fenilo esta sustituido
en la posicion para con halégeno o alquilo C+-C4, o fenilsulfoniloxi- o fenilsulfoniloxi- donde el resto de fenilo esta
sustituido en la posicion para con halégeno o alquilo C4-Cy;

R%es alquilo C4-Cy;

R® es hidrégeno o alquilo C4-Cy; R* y R® son independientemente halégeno, alquilo C4-C4, haloalquilo C1-C4 o
alquilsulfonil C4-Cs-; y

R® es hidrégeno, alquilo C4-Ca, (alcoxi Ci-Ca)-(alcoxi C1-Ca)- 0 un grupo

R (0] R R® 6
) R
RN (Id)
" R %0
0]

donde R' es hidroxi;
RZes alquilo C4-Cy;
R3es hidrégeno; y R4, R® y R® son independientemente alquilo C1-Cy;

€) un compuesto de férmula (le)

R 0o R

o (le)
\

N 4

donde R es ciclopropilo;
R? y R* son independientemente halégeno, haloalquilo C+-C4 0 alquilsulfonil C4-Ca-; y
R3es hidrégeno;

f) un compuesto de formula (If)
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R (1)
CN 4
donde R es ciclopropilo;
R? y R* son independientemente halégeno, haloalquilo C+-C4 0 alquilsulfonil C4-Ca-; y
R3es hidrégeno;

g) un compuesto de férmula (Ig) o formula (Ih)

5

R
R® ‘ P
|
R ONT SN R "
|(0)n %O)m
R5
R? _ o Q
)
X7 ONTONT R
R®  (Om
donde:

R? se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1-Cs, haloalquilo C4-Cs, (alcoxi C4-Cs)-(alquilo C1.C3) y (alcoxi
C1-Cs)-(alcoxi C2-Cs)-(alquilo C4-C3);

R®es hidrégeno o metilo;
R® se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, fltor, cloro, hidroxilo y metilo;

R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxilo, sulfhidrilo, alquilo C4-Cs, cicloalquilo Cs-
Cs, haloalquilo C+-Cs, haloalquenilo C,-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C3-Cg, alcoxi C1-Cs, cicloalcoxi Cs-C7, haloalcoxi
C1-Cs, alquiltio C4-Cs, alquilsulfinilo C4-Cs, alquilsulfonilo C4-Cs, haloalquiltio C1-Cs, amino, alquilamino C4-Cg,
dialquilamino C;-Ce, dialquilaminosulfonilo C,-Cs, alquilaminosulfonilo C4-Cs, (alcoxi C1-Cs)-(alquilo C4-Cs), (alcoxi
C1-Ceg)-(alcoxi C2-Cg), (alcoxi C1-Cg)-(alcoxi C2-Ce)-(alquilo C4-Cs), (alquenil C3-Cs)-(alcoxi C2-Cs), (alquinil C3-Cg)-
(alcoxi C4-Cs), (alcoxi C1-Cg)carbonilo, (alquil C4-Cg)carbonilo, (alquenil C1-C4)-S(O)p-R', (alquilenoil C4-C4)-CO2-R’,
(alquilenoil C4-C4)-(CO)N-R'R', fenil, feniltio, fenilsulfinilo, fenilsulfonilo, fenoxi, pirrolidinilo, piperidinilo, morfolinilo y
heteroarilo o heteroariloxi de 5 o 6 miembros, donde el heteroarilo contiene de uno a tres heteroatomos, cada uno
seleccionado independientemente del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre, donde el componente
fenilo o heteroarilo puede estar sustituido opcionalmente con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en
alquilo C+-Cs, haloalquilo C4-Cs, alcoxi C4-Cs, haloalcoxi C4-Cs, halo, ciano y nitro;

X=00S;

n=001;

m =0 o 1 siempre que si m = 1 entonces n = 0 y si n=1 entonces m = 0;

p=0,102;

R' se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C4-Cs;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C4-Cg, haloalquilo C4-Cs, (alquil C+-Cs)carbonil-(alquilo
C1-Cs), (cicloalquil Cs-Cg)alquenoilo, por ejemplo, ciclohexilmetilenilo, (alquinil Cs-Cs)alquilenoilo, por ejemplo,
propargilo, (alquenil C;-Cg)alquilenilo, por ejemplo, alilo, (alcoxi C1-Cs)-(alquilo C4-Cs), ciano-(alquilo C+-Cs),
arilcarbonil-(alquilo C4-C3) (donde el arilo puede estar sustituido opcionalmente con un sustituyente seleccionado del

grupo que consiste en halo, alcoxi C4-Cs, alquilo C4-C3, haloalquilo C4-Cs), aril-(alquilo C1-Cg) (donde el arilo puede
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estar sustituido opcionalmente con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en halo, alcoxi C+-Cs, alquilo
C1-Cs, haloalquilo C4-Cs), (alcoxi C4-Cs)-(alcoxi C4-Cs)-(alquilo C1-Cg) y un (heteroaril de 5 o 6 miembros)-(alquilo C+-
Cs) o heterociclil-(alquilo C4-C3), donde el heteroarilo o heterociclilo contiene de uno a tres heteroatomos, cada uno
seleccionado independientemente del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre, donde el componente
heterociclilo o heteroarilo puede estar sustituido opcionalmente con un sustituyente seleccionado el grupo que
consiste en halo, alquilo C4-C3, haloalquilo C+-C3 y alcoxi C+-Cs;

Q se selecciona del grupo que consiste en:

Q1)

donde
A’ se selecciona del grupo que consiste en O, C(O), S, SO, SO,y (CReRf)q;
q=0,102;
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R? R° R° RY R® y R" se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en alquilo C4-C4 que
puede estar mono, di o trisustituido con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alcoxi C1-Cy,
halégeno, hidroxi, ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C4-Ca)-carbonilo, alquiltio C1-C4, alquilsulfinilo C4-C4, alquilsulfonilo
C1-C4, (alquil C4-Cy4)carbonilo, fenilo y heteroarilo, siendo posible a su vez que los grupos fenilo y heteroarilo estén
mono, di o trisustituidos con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alcoxi C1-C4, halégeno, hidroxi,
ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C4-C4)carbonilo, alquilsulfonilo C1-C4 y haloalquilo C4-C4, donde los sustituyentes del
nitrégeno en el anillo heterociclico no son halégeno; o

R?, Rb, R, Rd, R%y R' se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alcoxi Cq-
C4, halégeno, hidroxi, ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi Ci-Cs)carbonilo, alquiltio C4-C4, alquilsulfinilo C4-Ca,
alquilsulfonilo C4-Cy4, (alquil C4-C4)carbonilo, fenilo o heteroarilo, siendo posible a su vez que los grupos fenilo y
heteroarilo estén mono, di o trisustituidos con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alcoxi C1-Ca,
haldégeno, hidroxi, ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C1-Cs)carbonilo, alquilsulfonilo C1-C4 y haloalquilo C4-C4, donde los
sustituyentes del nitrégeno en el anillo heterociclico no son halégeno; o

R%y R® juntos forman un anillo carbociclico de 3 a 5 miembros que puede estar sustituido con alquilo C4-C4 y puede
estar interrumpido por oxigeno, azufre, S(O), SO, OC(O), NR® o por C(0O); o

R®* y R® juntos forman una cadena de alquileno C4-C3 que puede estar interrumpida por oxigeno, azufre, SO, SO,
0C(0), NR" o por C(O); siendo posible a su vez que la cadena de alquileno C+-C3 esté sustituida con alquilo C1-Cy;

Ry R" son cada uno, independientemente el uno del otro, alquilo C4-C4, haloalquilo C4-C4, alquilsulfonilo C4-Ca,
(alquil C4-C4)carbonilo o (alcoxi C4-C4)carbonilo;

R es alquilo C4-Cy;

R® se selecciona del grupo que consiste en alquilo C+-Cs, sustituido opcionalmente con halédgeno y/o alcoxi C1-Cs; y
cicloalquilo C3-Cs sustituido opcionalmente con halégeno y/o alcoxi C1-Cs;

R® se selecciona del grupo que consiste en ciclopropilo, CF3 e i.-Pr;
R’ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, I, Br, SR'", S(O)R"", S(0).R" y CO.R""; y
R'" es alquilo C1.4;

h) un compuesto de férmula (lj), (Ik) o (Im)

o una sal agronémicamente aceptable de dicho compuesto, donde:

R' se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C+-Cs, haloalquilo Ci-Cs, (alcoxi C1-Cs)-(alquilo C1-Cs),
(alcoxi C4-Cs)-(alcoxi C4-Cs)-(alquilo C4-C3), (alcoxi C4-Cs)-(haloalquilo C4-C3), (alcoxi C1-Cs)-(alcoxi C4-Cs)-
(haloalquilo C4-C3), (cicloalcoxi oxasustituido Cs-Ceg)-(alquilo C4-C3), (cicloalquil oxasustituido C4-Cs)-(alcoxi C1-Cs)-
(alquilo C4-C3), (cicloalcoxi oxasustituido Cs-Cg)-(haloalquilo C4-Cs3), (cicloalquilo oxasustituido Cs-Cs)-(alcoxi C1-Cs)-
(haloalquilo  C4-C3), [(alcanosulfonil C4-Cs)-(alquilamino C4-Cs)]-(alquilo C4-Cs), [(alcanosulfonilo C4-Cgs)-
(cicloalquilamino C3-Cs)]-(alquilo C4-Cs3), (alquil C4-Cs)carbonil-(alquilo C+-Cs), (cicloalquil C3-Cs)-(alquenoilo C2-Cs),
alquinilo C3-Cs, alquenilo C,-Cg, ciano-(alquilo C4-Cs), arilcarbonil-(alquilo C4-C3) (donde el arilo puede estar
sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes del grupo que consiste en halo, alcoxi C4-Cs, alquilo C4-Cs,
haloalquilo C4-Cgs, aril-(alquilo C4-Cs) (donde el arilo puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas
sustituyentes del grupo que consiste en halo, alcoxi C+-C3, alquilo C4-Cs, haloalquilo C+-Cs, arilo, heteroarilo de 5 0 6
miembros, (heteroarilo de 5 o 6 miembros)-(alquilo C4-Cs) y heterociclilo-(alquilo C+-C3), donde el heteroarilo o
heterociclilo contiene de uno a tres heteroatomos cada uno seleccionado independientemente del grupo que
consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre y donde el componente arilo, heterociclilo o heteroarilo puede estar
sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halo, alquilo C+-Cs,

haloalquilo C4-Cs, alcoxi C4-C3, haloalcoxi C4-Cs, (alquilo C4-Ce)-S(O)p-, (haloalquilo C4-Cs)-S(O)p-, ciano y nitro;
RS se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, cloro, fluoro y metilo;
R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, fluor, cloro, hidoxilo y metilo;

R’ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, ciano, nitro, halégeno, hidroxilo, sulfhidrilo, alquilo C4-Cs,
cicloalquilo C3-Cg, haloalquilo C4-Ce, haloalquenilo C»-Ce, alquenilo C»-Cs, aril-(alquenilo C>-Cs), (alquinilo C3-Cs),
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alcoxi C4-Cg, cicloalcoxi C4-C7, haloalcoxi C1-Cs, (alquil C4-Cg)-S(O)p, (cicloalquil C3-Cs)-S(O)p, (haloalquil C4-Cs)-
S(O)p, (halocicloalquil C3-Cs)-S(O)p, (alquil C4-Cs)carbonilamino, [(alquil C4-Cs)carbonill(alquilamino C4-Cs),
[(cicloalquil C3-Cg)carbonillamino, [(cicloalquil Cs-Cg)carbonil](alquilamino C4-Cs), arilcarbonilamino, (arilcarbonil)-
(alquilamino C1.3), (heteroarilcarbonil)amino, (heteroarilcarbonil)(alquilamino C4-C3), amino, alquilamino C1-Ce,
dialquilamino C»-Cs, alquenilamino C2-Cs, (alcoxi C4-Cs)-(alquilamino C»-Cs), [(alcoxi C4-Cs)-(alquil Cz-Ca)l-
(alquilamino C4-Cg), cicloalquilamino C3-Cs, ciclohaloalquilamino Cs-Cg, (alcoxi C4-Cs)-(cicloalquilamino C3-Cs),
alquinilamino Cs-Cg, dialquilamino en el cual los sustituyentes se unen para formar un anillo de 4-6 miembros (por
ejemplo, pirrolidinilo, piperidinilo) que contiene opcionalmente oxigeno (por ejemplo, morfolinilo) y/o sustituido
opcionalmente con alcoxi C4-C3 y/o halégeno (especialmente fluor), dialquilaminosulfonilo C,-Cs, alquilaminosulfonilo
C1-Cs, (alcoxi Cq-Ce)-(alquilo C4-Cs), (alcoxi C4-Ce)-(alcoxi C,-Cg), (alcoxi C4-Cg)-(alcoxi C2-Cs)-(alquilo C4-Cs),
(alquenilo C3-Cs)-(alcoxi C2-Cs), (alquinilo C3-Cs)-(alcoxi C4-Cs), (alcoxi C4-Cs)carbonilo, (alquil C4-Cg)carbonilo,
(alquilenil C4-C4)-S(O)p-R', (alquilenil C4-C4)-CO,-R', (alquilenil C4-C4)-(CO)N-R'R', arilo (por ejemplo, fenilo), aril-
(alquilo C4-Cs), aril-S(O)p, heteroaril-S(O)p, ariloxi (por ejemplo, fenoxi), un heteroarilo de 5 o0 6 miembros, heteroaril-
(alquilo C+4-C3) y heteroariloxi, donde el heteroarilo contiene de uno a tres heteroatomos, cada uno seleccionado
independientemente del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre, donde el componente arilo o heteroarilo
puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo
C1-Cs, haloalquilo C4-Cs, alcoxi C+-Cs, haloalcoxi C+4-Cs, halo, ciano y nitro;

X" = N-(O)n o C-R%;

X2=OoS;
n=001;
p=0,102;

R' se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+-Cs;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, halégeno, alquilo C4-Cs, haloalquilo C4-Cs, (alquil Cs-
Cs)carbonilo-(alquilo C+-Cs3), (cicloalquilo C3-Cs)-(alquenilo C2-Cg), por ejemplo, ciclohexilmetilenilo, alquinilo C3-Cg
(por ejemplo, propargilo), alquenilo C,-Cgs (por ejemplo, alilo), (alcoxi C1-Cs)-(alquilo C4-Cs), ciano-(alquil C4-Cs),
arilcarbonil-(alquilo C4-C3) (donde el arilo puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halo, alcoxi C1-Cs, alquilo C4-Cs, haloalquilo C+-C3), aril-(alquilo C4-Ce)
(donde el arilo puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes del grupo que consiste en halo,
alcoxi C4-C3, alquilo C4-Cs, haloalquilo C+-Cs), (alcoxi C4-Cs)-(alcoxi C4-Cs)-(alquilo C1-Cg), arilo, un heteroarilo de 5 o
6 miembros, (un heteroarilo de 5 o 6 miembros)-(alquilo C+-C3) y heterociclil-(alquilo C+-C3), donde el heteroarilo o
heterociclilo contiene de uno a tres heteroatomos cada uno seleccionado independientemente del grupo que
consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre y donde el componente arilo, heterociclilo o heteroarilo puede estar
sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes del grupo que consiste en halégeno, alquilo C4-Cs, haloalquilo
C1-Cs y alcoxi C4-Cs, ciano y nitro;

Q se selecciona del grupo que consiste en:

@M
[N (@)
R’ 0
o) R
RQ
N (@)
O
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R
y
O O
Rg
(Q7)
0] R®
donde

A’ se selecciona el grupo que consiste en O, C(O), S, SO, SO,y (CReRf)q;
q=0,102;

R? R° R° RY R® y R" se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en alquilo C4-C4 que
puede estar mono, di o trisustituido con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alcoxi Ci-Cy,
halégeno, hidroxi, ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C4-Cs)carbonilo, alquiltio C1-Cs, alquilsulfinilo C1-C4, alquilsulfonilo
C1-C4, (alquil C4-C4)carbonilo, fenilo y heteroarilo, siendo posible a su vez que los grupos fenilo y heteroarilo estén
mono, di o trisustituidos con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alcoxi C1-C4, halégeno, hidroxi,
ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C4-C4)carbonilo, alquilsulfonilo C4-C4 y haloalquilo C4-C4, donde los sustituyentes del
nitrégeno en el anillo heterociclilo no son halégeno; o

R?, Rb, R, Rd, R®y R' se seleccionan cada uno independientemente a partir del grupo que consiste en hidrégeno,
alcoxi C4-C4, haldégeno, hidroxi, ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C4-Cs)carbonilo, alquiltio C4-C4, alquilsulfinilo C4-Cy,
alquilsulfonilo C4-Cy4, (alquil C4-C4)carbonilo, fenilo o heteroarilo, siendo posible a su vez que los grupos fenilo y
heteroarilo estén mono, di o trisustituidos con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alcoxi C1-Ca,
halégeno, hidroxi, ciano, hidroxicarbonilo, (alcoxi C1-Cs)carbonilo, alquilsulfonilo C1-C4 y haloalquilo C4-C4, donde los
sustituyentes del nitrégeno en el anillo heterociclico no son halégeno; o

R%y R® juntos forman un anillo carbociclico de 3 a 5 miembros que puede estar sustituido con alquilo C4-C4 y puede
estar interrumpido por oxigeno, azufre, S(O), SO, OC(O), NR® o por C(O); o

R®* y R® juntos forman una cadena de alquileno C4-C3 que puede estar interrumpida por oxigeno, azufre, SO, SO,
0C(0), NR" o por C(O); siendo posible a su vez que la cadena de alquileno C+-C3 esté sustituida con alquilo C1-Cg;

Ry R" son cada uno independientemente el uno del otro alquilo C+-C4, haloalquilo C¢-C4, alquilsulfonilo C+-Ca,
(alquil C4-C4)carbonilo o (alcoxi C4-Ca4)carbonilo;

R es alquilo C4-Cy;
R se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C1-C4 y cicloalquilo C3-Ce;

R® se selecciona el grupo que consiste en alquilo C+-Cs, sustituido opcionalmente con halégeno y/o alcoxi C4-Cs, y
cicloalquilo C3-Cs sustituido opcionalmente con halégeno y/o alcoxi C1-Cs;

R® se selecciona del grupo que consiste en ciclopropilo, CF3 e i.-Pr;
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R'" se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, |, Br, SR'", S(O)R"", S(0).R" y CO.R""; y
R" es alquilo Cy4.
Con relacion a las estructuras (la)-(Im) descritas aqui:

Halégeno engloba fluor, cloro, bromo o yodo. En consecuencia lo mismo es aplicable a halégeno en el contexto de
otras definiciones tales como haloalquilo o halofenilo.

Los grupos haloalquilo que tienen una longitud de cadena de 1 a 6 atomos de carbono son, por ejemplo,
fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, clorometilo, diclorometilo, triclorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 2-fluoroetilo, 2-
cloroetilo, pentafluoroetilo, 1,1-difluoro-2,2,2-tricloroetilo, 2,2,3,3-tetrafluoroetilo y 2,2,2-tricloroetilo, heptafluoro-n-
propilo y perfluoro-n-hexilo.

Los radicales alquilenilo adecuados incluyen, por ejemplo, CHz, CHCH3, C(CHj3)2, CH2CHCH3, CH2CH(C2Hbs).

Los radicales haloalquenilo adecuados incluyen grupos alquenilo sustituidos una o mas veces con halégeno, donde
el halégeno es fluor, cloro, bromo o yodo y, especialmente, fluoro o cloro, por ejemplo, 2,2-difluoro-1-metilvinilo, 3-
fluoropropenilo, 3-cloropropenilo, 3-bromopropenilo, 2,3,3-trifluoropropenilo, 2,3,3-tricloropropenilo 'y 4,4,4-
trifluorobut-2-en-1-ilo. Los radicales alquenilo C,-Cs preferidos sustituidos una, dos o tres veces con halégeno son
aquellos que tienen una longitud de cadena de 2 a 5 atomos de carbono. Los radicales haloalquilalquinilo adecuados
incluyen, por ejemplo, grupos alquilalquinilo sustituidos una o mas veces con halégeno, donde el halégeno es bromo
o yodo y, especialmente, fluoro o cloro, por ejemplo, 3-fluoropropinilo, 5-cloropent-2-in-1-ilo, 5-bromopent-2-in-1-ilo,
3,3,3-trifluoropropinilo y 4,4,4-trifluoro-but-2-in-1-ilo. Los grupos alquilalquinilo preferidos sustituidos una o mas veces
con halégeno son aquellos que tienen una longitud de cadena de 3 a 5 atomos de carbono.

Los grupos alcoxi tienen preferiblemente una longitud de cadena de 1 a 6 atomos de carbono. Un alcoxi es, por
ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butoxi, isobutoxi, sec-butoxi o fert-butoxi o un isémero de pentiloxi o
hexiloxi, preferiblemente metoxi y etoxi. Un alquilcarbonilo es preferiblemente acetilo o propionilo. Un alcoxicarbonilo
es, por ejemplo, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, propoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, n-butoxicarbonilo,
isobutoxicarbonilo, sec-butoxicarbonilo o tert-butoxicarbonilo, preferiblemente metoxicarbonilo, etoxicarbonilo o tert-
butoxicarbonilo.

Un haloalcoxi es, por ejemplo, fluorometoxi, difluorometoxi, trifluorometoxi, 2,2,2-trifluoroetoxi, 1,1,2,2-
tetrafluoroetoxi, 2-fluoroetoxi, 2-cloroetoxi, 2,2-difluoroetoxi o 2,2,2-tricloroetoxi, preferiblemente difluorometoxi, 2-
cloroetoxi or trifluorometoxi.

Los grupos alquiltio tienen preferiblemente una longitud de cadena de 1 a 6 atomos de carbono. Un alquiltio es, por
ejemplo, metiltio, etiltio, propiltio, isopropiltio, n-butiltio, isobutiltio, sec-butiltio o tfert-butiltio, preferiblemente metiltio o
etiltio. Un alquilsulfinilo es, por ejemplo, metilsulfinilo, etilsulfinilo, propilsulfinilo, isopropilsulfinilo, n-butilsulfinilo,
isobutilsulfinilo, sec-butilsulfinilo o tert-butilsulfinilo, preferiblemente metilsulfinilo o etilsulfinilo.

Un alquilsulfonilo es, por ejemplo, metilsulfonilo, etilsulfonilo, propilsulfonilo, isopropilsulfonilo, n-butilsulfonilo,
isobutilsulfonilo, sec-butilsulfonilo o tert-butilsulfonilo, preferiblemente metilsulfonilo o etilsulfonilo.

Un alquilamino es, por ejemplo, metilamino, etilamino, n-propilamino, isopropilamino o un isémero de butilamino.
Dialquilamino es, por ejemplo, dimetilamino, metiletilamino, dietilamino, n-propilmetilamino, dibutilamino o
diisopropilamino. Se da preferencia a los grupos alquilamino que tienen una longitud de cadena de 1 a 4 atomos de
carbono.

Un cicloalquilamino o dicicloalquilamino es, por ejemplo, ciclohexilamino o diciclopropilamino.

Los grupos alcoxialquilo tienen preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono. Un alcoxialquilo es, por ejemplo,
metoximetilo, metoxietilo, etoximetilo, etoxietilo, n-propoximetilo, n-propoxietilo, isopropoximetilo o isopropoxietilo.

Los grupos alquiltioalquilo tienen preferiblemente de 1 a 6 atomos de carbono. Un alquiltioalquilo es, por ejemplo,
metiltiometilo, metiltioetilo, etiltiometilo, etiltioetilo, n-propiltiometilo, n-propiltioetilo, isopropiltiometilo, isopropiltioetilo,
butiltiometilo, butiltioetilo o butiltiobutilo.

Los grupos cicloalquilo tienen preferentemente de 3 a 6 atomos de carbono anulares y pueden estar sustituidos con
uno o mas grupos metilo; preferiblemente no estan sustituidos, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o
ciclohexilo.

El fenilo, incluido el fenilo como parte de un sustituyente tal como fenoxi, bencilo, benciloxi, benzoilo, feniltio,
fenilalquilo, fenoxialquilo o tosilo, puede estar en una forma mono o polisustituida, en cuyo caso los sustituyentes
podran estar, segun se desee, en la posicién o posiciones orto, meta y/o para.

El heterociclilo incluye, por ejemplo, morfolinilo y tetrahidrofurilo.
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El heteroarilo, incluido el heteroarilo como parte de un sustituyente tal como heteroariloxi, se refiere a un heteroarilo
de cinco o seis miembros que contiene de uno a tres heteroatomos, donde cada uno se selecciona
independientemente del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre. Se debe sobreentender que el
componente heteroarilo puede estar opcionalmente mono o polisustituido. Por lo tanto, el término heteroarilo incluye,
por ejemplo, furanilo, tiofenilo, tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, pirazolilo, isotiazolilo, piridilo, piridazinilo,
pirazinilo, pirimidinilo y triazolilo.

Los compuestos de formula 1Ij pueden contener centros asimétricos y pueden estar presentes como un Unico
enantiomero, parejas de enantibmeros en cualquier proporcién o, cuando esté presente mas de un centro
asimétrico, contener diastereoisdémeros en todas las proporciones posibles. Normalmente, uno de los enantiémeros
tiene una mayor actividad biolégica en comparacioén con las otras posibilidades.

De manera similar, cuando haya alquenos disustituidos, estos podran estar presentes en la forma E o Z o como
mezclas de ambos en cualquier proporcion.

Ademas, los compuestos de férmula lj que comprenden Q1, Q5, Q6 0 Q7 o cuando R’ es hidrégeno pueden estar en
equilibrio con formas tautoméricas alternativas con hidroxilo. Se debe sobreentender que todas las formas
tautoméricas (Unico tautdmero o mezclas de los mismos), mezclas racémicas e isémeros Unicos estan incluidos en
el alcance de la presente invencion.

El experto también comprendera que si n es 1 en relacion con la férmula |j para formar el N-6xido, entonces el
nitrégeno y el oxigeno estaran cargados como corresponde (N* O").

En un aspecto preferido de la presente divulgacion, X% es oxigeno.

En otro aspecto preferido, R' se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C4-Cs, (alcoxi C1-Cs)-
(alquilo C4-C3), (alcoxi C4-Cs)-(alcoxi C2-Cs)-(alquilo C4-C3), haloalquilo C4-Ce, (alcoxi C1-Cs)-(haloalquilo C+-Cs) y
fenilo.

En otro aspecto preferido, R' es arilo, preferentemente fenilo, o un heteroarilo de 5 o0 6 miembros que contiene de
uno a tres heteroatomos, cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno
y azufre y donde el arilo o heteroarilo puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halo, alquilo C4-Cs, haloalquilo C+-C3, alcoxi C4-Cs, haloalcoxi C4-Cs, (alquil
C1-Cg)-S(O)p-, (haloalquil C4-Cs)-S(O)p-, ciano y nitro.

En otro aspecto preferido, R’ es hidrégeno.
En otro aspecto preferido, R® es hidrégeno o fluoro.
En otro aspecto preferido R se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, metilo y ciclopropilo.

En otro aspecto preferido, el compuesto herbicida es de féormula (Ik):

R

6

R P
(Ik)

R’ N Nl

En un aspecto mas preferldo de la presente dlvulgaC|on el compuesto herbicida es de formula (lk) donde Q es Q1,
en particular donde A’ es CR°R' y donde R?, R’ R°, R R®y R son hldrogeno y donde q = 1. En otra realizaciéon
preferida de la presente invencion, Q es Q1, donde A' es CR°R' y donde, R®, R% R® y R" son hidrégeno, R® y R®
forman juntos una cadena de etileno y donde q = 1.

En otro aspecto preferido, cuando el compuesto herbicida es de férmula (k) y donde R’ se selecciona del grupo que
consiste en hidrogeno, hidroxilo, halégeno, alquilo C4-Cs, cicloalquilo C3-Cs, haloalquilo C4-Cs, alcoxi C1-Cs, (alcoxi
C1-Ceg)-(alcoxi C2-Cs), (alcoxi C1-Cg)-(alquilo C4-Cs), (alcoxi C1-Cs)-(alcoxi C2-Cs)-(alquilo C4-Cg), alquilamino C4-Ce,
dialquilamino C4-Cs, alquenilamino C2-Cs, (alcoxi C4-Cs)-(alquilamino C»-C3), [(alcoxi C4-Cs)-(alquil Cz-Ca)l-
(alquilamino C4-Cs), cicloalquilamino C3-Ce, cicloalquilamino C3-Cs, (alcoxi C1-Cs)-(cicloalquilamino Cs3-Cs),
alquinilamino Cs3-Cg y grupo dialquilamino en el cual los sustituyentes se unen para formar un anillo de 4-6 miembros,
que contiene opcionalmente oxigeno y/o esta sustltuldo opcionalmente con alcoxi C1-C3 y/o halégeno, especialmente
fldor. En una realizacién aun mas preferida, R’ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, cloro, metilo,
etilo, 1-metiletilo, ciclopropilo, fluorometilo, 1-fluoroetilo, 1,1-difluoroetilo, 2,2-difluoroetilo, 1-fluoro-1-metiletilo, 2,2,2-
trifluoroetilo, difluoroclorometilo, metoxi, etoxi, metoximetilo, 1-metoxietilo, 2-metoxietoxi, 2-metoxietoximetilo, (2-
metoxietil)amino y (2-metoxietil)metilamino.
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En otro aspecto preferido, el compuesto herbicida es de formula (Im):

R
R2 @
(Im)
R’ ITJ 0
R® R

En otro aspecto preferldo de la presente dlvulgacmn el compuesto herbicida es de formula (Im), donde Q es Q1, en
particular donde A’ es CR°R' y donde R?, R’ R° R R® y R son hldrogeno y donde q =1. Enotro aspecto preferldo
de la presente divulgacion, Q es Qf1, donde A' es CR°R' y donde R®, R%, R® y R" son hidrégeno, R* y R® juntos
forman una cadena de etileno y donde q = 1.

En otro aspecto preferido donde el compuesto herbicida es de féormula (Im) y donde R’ se selecciona del grupo que
consiste en hidrégeno, ciano, halégeno, nitro, haloalquilo C+4-Cs, (alcoxi C4-Cs)-(haloalquilo C1-Cs), (alcoxi C4-Cs)-
(alcoxi C2-Cs)-(haloalquilo C4-Cs3), haloalcoxi C4-Cs, (alquil C1-Cs)-S(O)p, (cicloalquil Cs-g)- S(O)p, (haloalquil C;- Ce)-
S(O)p, (halocicloalquil C3-Cs)-S(O)p, aril-S(O)p y heteroaril-S(O)p. En un aspecto aun mas preferido, R’ se
selecciona del grupo que consiste en cloro, fluoro, ciano, nitro, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, 1-
fluoroetilo, 1,1-difluoroetilo, 1-fluoro-1-metiletilo, difluoroclorometilo, difluorometoxi, trifluorometoxi, 1,1-difluoroetoxi,
metilsulfinilo, metilsulfonilo, etilsulfinilo, etilsulfonilo, fenilsulfinilo y fenilsulfonilo.

En aspectos preferidos adicionales, los compuestos herbicidas de HPPD son compuestos biciclicos tal como se
describe en WO2009/016841.

En un aspecto particular, el inhibidor de HPPD se selecciona del grupo que consiste en benzobicicldn, mesotriona,
sulcotriona, tefuriltriona, tembotriona, 4-hidroxi-3-[[2-(2-metoxietoxi)metil]-6-(trifluorometil)-3-
piridinil]carbonil]biciclo[3.2.1]oct-3-en-2-ona, cetospiradox o el acido libre del mismo, benzofenap, pirasulfotol,
pirazolinato, pirazoxifeno, topramezona, [2-cloro-3-(2-metoxietoxi)-4-(metilsulfonil)fenil](1-etil-5-hidroxi-1H-pirazol-4-
il)metanona, (2,3-dihidro-3,3,4-trimetil-1,1-dioxidobenzo[ b]tien-5-il)(5-hidroxi-1-metil- 1 H-pirazol-4-il)metanona,
isoxaclortol, isoxaflutol, a-(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil)-B-oxo-4-cloro-bencenopropanonitriio 'y o-
(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil)-B-oxo-4-(trifluorometil)bencenopropanonitrilo.

En la técnica existe sobrada constancia de otros inhibidores de HPPD y se pueden utilizar en los métodos de la
presente divulgacion, incluidos inhibidores de HPPD que tienen los siguientes nimeros de registro de Chemical
Abstracts: benzobiciclon (CAS RN 156963-66-5), mesotriona (CAS RN 104206-82-8), sulcotriona (CAS RN 99105-
77-8), tefuriltriona (CAS RN 473278-76-1), tembotriona (CAS RN 335104-84-2), 4-hidroxi-3-[[2-(2-metoxietoxi)metil]-
6-(trifluorometil)-3-piridiniljcarbonillbiciclo[3.2.1]oct-3-en-2-ona (CAS RN 352010-68-5), cetospiradox (CAS RN
192708-91-1) o su acido libre (CAS RN 187270-87-7), benzofenap (CAS RN 82692-44-2), pirasulfotol (CAS RN
365400-11-9), pirazolinato (CAS RN 58011-68-0), pirazoxifeno (CAS RN 71561-11-0), topramezona (CAS RN
210631-68-8), [2-cloro-3-(2-metoxietoxi)-4-(metilsulfonil)fenil](1-etil-5-hidroxi-1H-pirazol-4-i)metanona (CAS RN
128133-27-7), (2,3-dihidro-3,3,4-trimetil-1,1-dioxidobenzo[b]tien-5-il)(5-hidroxi-1-metil-1H-pirazol-4-il)metanona (CAS
RN 345363-97-5), isoxaclortol (CAS RN 141112-06-3), isoxaflutol (CAS RN 141112-29-0), a-(ciclopropilcarbonil)-2-
(metilsulfonil)-B-oxo-4-clorobencenopropanonitrilo (CAS RN 143701-66-0) y a-(ciclopropilcarbonil)-2-(metilsulfonil)-f-
oxo-4-(trifluorometil)bencenopropanonitrilo (CAS RN 143701-75-1).

El nivel de expresion de HPPD mutante deberia ser suficiente para reducir sustancialmente (respecto a plantas
tratadas de la misma manera pero que carecen transgenes de HPPD mutante) el nivel de residuo del herbicida
original en todo el tejido de la planta. Obviamente, un experto en la técnica comprendera que ciertas enzimas de
HPPD mutantes pueden conferir resistencia a ciertos subgrupos de quimica de HPPD y una enzima puede que no
proporcione resistencia a todas las HPPD.

Métodos de uso

La presente divulgacion también proporciona un método para controlar selectivamente malas hierbas en un locus,
que comprende plantas de cosechas y malas hierbas, en el que las plantas se obtienen por cualquiera de los
métodos de la actual invencién descritos anteriormente, en el que el método comprende la aplicacién al locus de una
cantidad controladora de malas hierbas de uno o mas herbicidas. En estos métodos de invencién se puede usar
cualquiera de las plantas transgénicas descritas aqui. El término “locus” puede incluir suelo, semillas, y plantulas, asi
como una vegetacion establecida. Los herbicidas se pueden aplicar adecuadamente preemergencia o
posemergencia de la cosecha o malas hierbas.

La expresion “cantidad controladora de malas hierbas” quiere incluir funcionalmente una cantidad de herbicida que
es capaz de afectar al crecimiento o desarrollo de una mala hierba. De este modo, la cantidad puede ser
suficientemente pequefa para simplemente retrasar o suprimir el crecimiento o desarrollo de una mala hierba dada,
o la cantidad puede ser suficientemente grande para destruir irreversiblemente una mala hierba dada.
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De este modo, la presente divulgacion proporciona un método para controlar malas hierbas en un locus, que
comprende aplicar al locus una cantidad controladora de malas hierbas de uno o mas herbicidas, en el que el locus
comprende una planta transgénica que se ha transformado con una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido de HPPD mutante o variante del mismo que confiere resistencia o tolerancia a herbicidas de HPPD, sola
0 en combinacién con una o mas moléculas de acidos nucleicos adicionales que codifican polipéptidos que confieren
rasgos deseables. En una realizacion, el rasgo deseable es resistencia o tolerancia a un herbicida, incluyendo, por
ejemplo, herbicidas seleccionados del grupo que consiste en un inhibidor de HPPD, glifosato y glufosinato. En otra
realizacion, el locus comprende una planta transgénica que se ha transformado con cualquier combinacion de
moléculas de acido nucleico descritas anteriormente, incluyendo una o mas moléculas de acido nucleico que
codifican un polipéptido de HPPD mutante o variante del mismo que confiere resistencia o tolerancia a un herbicida,
en combinacién con al menos una, al menos dos, al menos tres, o al menos cuatro moléculas de acido nucleico
adicionales que codifican polipéptidos que confieren rasgos deseables.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona plantas transgénicas y métodos utiles para el control de especies
vegetales indeseadas en campos de cosechas, en los que las plantas de cosechas se hacen resistentes a la
quimica de HPPD mediante transformacién para expresar genes que codifican polipéptidos de HPPD mutantes, y en
los que se aplica un herbicida de HPPD como una aplicacion desde la parte superior en cantidades capaces de
exterminar o alterar el crecimiento de especies vegetales indeseadas (especies de malas hierbas, o, por ejemplo,
plantas de cosechas sobrantes o “maleza” o “espontanea” en un campo de plantas de cosecha deseables). La
aplicacion puede ser pre- o post-emergencia de las plantas de la cosecha o de la especie indeseada, y se puede
combinar con la aplicacién de otros herbicidas a los que la cosecha es tolerante de forma natural, o a los que es
resistente via la expresién de uno o mas transgenes distintos de resistencia a herbicidas. Véase, por ejemplo, la
Publicacion de Solicitud U.S. n°® 2004/0058427 y la Publicacion de Solicitud PCT n°® WO 98/20144.

En otro aspecto, la divulgacién también se refiere a un método para proteger plantas de cosecha de la lesion
herbicida. En el cultivo de plantas de cosecha, especialmente a escala comercial, la rotacion correcta de la cosecha
es crucialmente importante para la estabilidad del rendimiento (el logro de rendimientos elevados de buena calidad a
lo largo de un periodo prolongado) y para el éxito econémico de un negocio agronémico. Por ejemplo, a lo largo de
grandes areas de las principales regiones de los Estados Unidos donde se hace crecer el maiz (el “cinturéon de maiz
central”), se hace crecer soja como la cosecha subsiguiente al maiz, en alrededor de unl 75% de los casos. El
control selectivo de las malas hierbas en cosechas de maiz esta siendo llevado a cabo cada vez mas usando
herbicidas inhibidores de HPPD. Aunque esa clase de herbicidas tiene excelente idoneidad para ese fin, puede dar
como resultado dafio fitotoxico agrondmicamente inaceptable a las plantas de la cosecha en las cosechas
subsiguientes (dafio “residual”). Por ejemplo, ciertas variedades de soja son sensibles a restos incluso muy
pequenos de tales herbicidas inhibidores de HPPD. En consecuencia, las plantas resistentes o tolerantes a
herbicidas de la invencion también son Utiles para plantarlas en un locus de cualquier remanente a corto plazo de
herbicida procedente de una aplicacién previa (por ejemplo, plantando una planta transgénica de la invencion en el
afio siguiente a la aplicacion de un herbicida, para reducir el riesgo de dafio procedente de restos de suelo del
herbicida).

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo ilustrativo y no a modo limitante.
Ejemplos

Ejemplo 1. Clonacion, expresion y ensayo de SEC ID NO: 14 de HPPD derivada de Avena, y determinacion de los
valores de keat, Kmupe ¥ Ki (kon y koff) frente a diversos herbicidas de HPPD.

La secuencia de ADN (SEC ID NO: 1) sintetizada mediante GeneArt (Regensburg, Alemania) que codifica una
HPPD derivada de Avena sativa (SEC ID NO: 14), se cloné en pET24a y se expreso en E. coli BL21(DE3) con
seleccion de 50 ug/ml de canamicina como se describe en la Publicacion de la Solicitud PCT n°® WO 02/46387. Los
cultivos nocturnos que se hicieron crecer a 30°C se usaron para inocular 3 x 1 litro de LB en matraces de agitacion, a
una relacién 1:100. Los cultivos se hicieron crecer a 37°C, 220 rpm, hasta que se alcanzé una A'™600nm de 0,6-
0,8. La temperatura se redujo hasta 15°C, y se indujo con 0,1 mM de IPTG. Los cultivos se hicieron crecer toda la
noche, y las células se cosecharon después de centrifugar durante 15 minutos a 10.000 g. Las células se
almacenaron a -20°C hasta la extraccion. Un pelete celular procedente de 3 litros de cultivo en matraz de agitacion
(~12 g) se descongeld en tampdn de extraccion (50 mM de Tris, 10 de mM ascorbato de sodio, 2 mM de DTT, 2 mM
de AEBSF, 10 uM de inhibidor de tripsina, 1 mM de EDTA, pH 7,66) a una relacion de 1 ml de tampén:1 g de pasta
celular. El extracto se hizo pasar a través del destructor celular a 30.000 psi, y se centrifugé a 50.000 g durante 25
minutos a 4°C. Opcionalmente el extracto se intercambia de tampoén en Sepadex G25. Los sobrenadantes se
colocaron en perlas en nitrégeno liquido, y se almacenaron a -80°C. Los niveles de expresion de HPPD se estimaron
mediante analisis de transferencia Western, usando como patrén Avena purificada (1-10 ng). Los extractos se
diluyeron 1:6000, y se cargaron 1-10 pl sobre 12% de SDS PAGE. Ademas, la expresion se cuantific6 comparando
SDS PAGE inducido y no inducido con tincion de COOMASSIE® (Imperial Chemicals Industries, Ltd., Londres UK).
Los geles se transfirieron sobre membranas de PVDF, y se llevaron a cabo transferencias Western usando suero
anti-HPPD de trigo de conejo (1:6600) como anticuerpo primario, y anticuerpos enlazados a FITC anti-conejo de
cabra (1:600) como secundario. La deteccion de las bandas se llevd a cabo haciendo un barrido en un
Fluorimager™ 595 (GE Healthcare Ltd, Buckinghamshire UK), y la cuantificacién de los picos se llevé a cabo usando
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ImageQuant™ (GE Healthcare Ltd, Buckinghamshire UK). EI ADN plasmidico se volvi6 a aislar de todas las cepas
transformadas, y se confirmé la secuencia de ADN a lo largo de la regién codificante.

Por Western, se estimé que el nivel de expresion del polipéptido de SEC ID NO: 14 expresado en el extracto de E.
coli era alrededor de un 10-14 mg/ml de una concentracion total de proteina soluble de 33,5 mg/ml.

La concentracion de HPPD activa en el extracto también se estimé de forma mas exacta mediante titulacion de sitios
activos. Por ejemplo, se afadié un intervalo de volimenes de extracto (tipicamente 0-20 ul) a 50 mM de tampodn de
BisTrisPropano, a pH 7,0 y a 25°C, que contiene 25 mM de ascorbato de Na, 4 ug/ml de catalasa bovina y 3 nmoles
de compuesto de Estructura A marcado con "*C (1,81 GBg/mmol), en un volumen de ensayo final total de 425 pl.

0]
O§// o
/ N
/\Z:;:\ j[ j
Cl 0] 0]

La reaccion de unién de proteina radiomarcada se extinguié después de 3 minutos mediante adicion de 100 pl de 1
mM de Estructura A “fria”. La proteina se intercambié en 50 mM de tampdn de BisTrisPropano a pH 7,0 que contiene
0,1M de KCI mediante cromatografia rapida en una columna NAP5 G25 Sephadex (GE Healthcare Ltd,
Buckinghamshire UK), y "C unido a las fracciones proteicas se midié en un liquido de centelleo Optiphase usando
un contador de centelleo Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, Wellesley, MA). La concentracion de sitio de unién de
HPPD en el extracto se calculé a partir de la titulaciéon como se describe en la Publicacién de Solicitud de Patente
PCT n° WO 02/46387, y se estim6 como 94,9, 78,3, y 82,3 (media 85,2) uM en un extracto, y 47,2 uyM en otro
ejemplo.

Estructura A

En un método alternativo, se calculo el titulo del sitio activo en funcion de un ensayo de titulacion basado en la
actividad que se llevo a cabo preincubando varias relaciones de extracto y soluciones de la estructura A con el fin de
lograr una valoracion exacta del sitio activo; después se diluyé rapidamente en la solucion del ensayo que contenia
pHPP 100-200 uM para su ensayo inmediato cuantificando por HPLC/UV la formacién del homogentisato después
de 30-40 s (es decir, un tiempo lo suficientemente corto para que no se produzca una asociacion y disociacion
significativa del inhibidor en la escala temporal del ensayo) tal como se describe a continuacion.

Los valores de Kmrpp ¥ keat de la HPPD expresada se estimaron basandose en los ensayos llevados a cabo a 25°C
en disolucion de 50 mM de tampon de BisTrisPropano a pH 7,0 que contiene 25 mM de ascorbato de Na, 4 pg/ml de
catalasa bovina (Sigma, St. Louis, MO), y un intervalo de concentraciones (tipicamente 0,5x-10x Km) de 4-
hidroxifenilpiruvato. Tipicamente, los ensayos en un volumen final de 110 pl se iniciaron con la adicién de enzima, y
se detuvieron de forma exacta después de 20, o preferiblemente 10 6 15 segundos, con adicion mezclada en
remolinos de 20 pl de acido perclérico al 25%. La disolucién de ensayo se transfirié a viales de Chromacol 03-CVG
HPLC, se cerraron herméticamente, y la cantidad de homogentisato formada en una alicuota de 40 pl se determiné
mediante inyeccion en una columna de HPLC Aqua C18 5u 75 x 4,6 mm HPLC de fase inversa que corre con 5,5%
de acetonitrilo 0,1% de TFA (Tampén A) a 1,5 ml/min. La columna se eluyé a 1,5 ml/minuto usando un lavado de 2
minutos en tampén A, seguido de un lavado de 2 minutos en una mezcla 30/70 de tampon A 'y 100% de acetonitrilo,
y un lavado adicional de 3,5 minutos en tampoén A. La elucion de homogentisato se monitorizd6 mediante UV a 292
nm, y la cantidad formada en cada reaccion se cuantific6 comparando con una curva de calibracién patrén.

Los valores de Ky ¥y Vmax se determinaron (por ejemplo Figura 1) usando un ajuste de minimos cuadrados no lineal
usando el software Grafit 4™ (Erithacus Software, Middlesex, UK). Los valores de K¢at se determinaron dividiendo la
velocidad maxima, Vmax, €xpresada en nmoles/segundo, entre el nimero de nmoles de enzima HPPD (basado en la
concentracion determinada mediante titulacion de sitios activos).

A partir de un conjunto de experimentos separados similares a aquellos que produjeron los datos mostrados en la
Figura 1, en un extracto de SEC ID NO: 14 de HPPD se estimd el valor de K, como 6,17, 4,51, 6,09, 6,13, 4,37,
4,62, 5,41, 5,13 y 6 uM (K, media = 5,38 uM). Los valores de kst correspondientes fueron 4,92, 6,25, 7,08, 6,26, 5,5,
6,77,6,89, 7,12y 7,39 3 (kcat media = 6,46 3'1). Obsérvese que para este calculo, y de forma estandar aqui, Mr se
tomd como ~94 kD, y se supuso un sitio activo por dimero (es decir, la mitad de actividad de los sitios asi como la
union del inhibidor; véanse Garcia et al. (2000) Biochemistry, 39:7501-7507; Hawkes “Hydroxyphenylpyruvate
Dioxygenase (HPPD) — The Herbicide Target”. En Modern Crop Protection Compounds. Eds. Kramer y Schirmer.
Weinheim, Alemania: Wiley-VCH, 2007. Cap. 4.2, p. 211-220). Si se hubiera aceptado la suposicion alternativa de un
sitio activo por mondémero, entonces los valores calculados de kcat, en consecuencia, se habrian dividido a la mitad.

Las velocidades de asociacion (gobernadas por una constante de velocidad de asociacion, kon) para la formacion de
los complejos de enzima:inhibidor, El y velocidades de disociacion (gobernadas por una constante de velocidad de
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disociacion, ko) se determinaron por métodos conocidos en la técnica y esencialmente como se describe en Hawkes
et al. (2001) Proc. Bright. Crop. Prot. Conf. Weeds, 2:563-568 y en la Publicacién de Solicitud de Patente PCT n°
WO 02/46387).

Por ejemplo, las velocidades de asociacion se midieron, a tiempo cero, afiadiendo ~60 pmoles de HPPD a 50 mM de
tampodn de BisTrisPropano a pH 7,0 y a 25°C que contiene 25 mM de ascorbato de Na, 4 ug/ml de catalasa bovina
(Sigma, St. Louis, MO) y un exceso (~300 pmoles) de *C-inhibidor en un volumen de ensayo total de 425 pl, y, a
diversos puntos de tiempo (0-180 s), extinguiendo la reaccidon de unién del radiomarcador mediante adicion y
mezclamiento rapido de 100 pl de estructura A “fria” 1 mM. Las muestras de proteina extinguidas a diferentes
tiempos se intercambiaron entonces en 50 mM de tampdn de BisTrisPropano a pH 7,0 que contiene 0,1 M de KCI
mediante cromatografia rapida a través de una columna NAP5 G25 Sephadex (GE Healthcare Ltd, Buckinghamshire
UK), y la cantidad de C unido a las fracciones proteicas se cuantificd en un liquido de centelleo Optiphase usando
un contador de centelleo Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, Wellesley, MA). Los datos se ajustaron segun el esquema
mas abajo, a fin de derivar el valor de la constante de velocidad aparente de segundo orden, k2, que gobierna la
velocidad de asociacion de la enzima y el inhibidor radiomarcado. Se usé un intervalo de concentraciones de enzima
y de inhibidor. Opcionalmente, la constante de velocidad se puede obtener a partir de experimentos similares en los
que la enzima (a ~0,05-0,2 uM de sitios de unién) y, en este caso, inhibidor sin marcar (a ~0,5 a 2 uM) se hacen
reaccionar durante un intervalo de tiempos cortos (0-60 s) en 50 mM de tampon de BisTrisPropano a pH 7,0 y a
25°C que contiene 25 mM de ascorbato de Na, 4 pug/ml de catalasa bovina (Sigma, St. Louis, MO), y entonces se
extinguié mediante dilucion rapida en disolucion de ensayo que contiene 100-200 uM de HPP para el ensayo
inmediato mediante cuantificacion por HPLC/UV de la formacion de homogentisato después de 30-40 s (es decir, un
tiempo suficientemente corto de manera que la disociacion y asociacion del inhibidor no se produce
significativamente en la escala de tiempo del ensayo) como se describe anteriormente. Otros métodos ejemplares se
describen en la Publicacion de Solicitud de Patente PCT n°® WO 02/46387.

Las velocidades de disociacion (k1 en el esquema mas abajo) se obtuvieron a partir de estudios de velocidad de
intercambio, en los que el inhibidor de ensayo, |, o su pareja de intercambio, J, se radiomarcaron, y los datos se
ajustaron segun el esquema mas abajo. Como se sefala en Hawkes ef al. (2001) Proc. Bright. Crop. Prot. Conf.
Weeds, 2:563-568, las preparaciones de HPPD parecen tipicamente contener un 15-30% de una fraccidon que se
intercambia mas rapidamente (unién mas débil) de sitios de unién al inhibidor. Esta puede ser una forma ligeramente
dafnada de la enzima (mantiene la actividad catalitica y puede que tenga una Km para el sustrato mas elevada) vy,
excepto cuando las velocidades de disociacion son tan elevadas que las fracciones que se intercambian de manera
rapida y lenta son indistinguibles, las velocidades de disociacion se refieren siempre al comportamiento de la
fraccion principal que se intercambia de manera mas lenta, que representa el 70-85% de la masa de los sitios de
union al inhibidor de HPPD presentes en los extractos ensayados.

K2
E+1 El
K1
K3
E+J ———EJ
K4

Las velocidades de disociacion se determinaron preincubando, por ejemplo, ~200 pmoles de sitios de unién a HPPD
(determinados como se describe anteriormente mediante titulacion de los sitios activos en una reaccion de 3 min.
con la estructura A) en 50 mM de tampén de BisTrisPropano a pH 7,0 y a 25°C que contiene 25 mM de ascorbato de
Na, 4 ug/ml de catalasa bovina (Sigma, St. Louis, MO) que contiene ~1,0 nmoles de '*C inhibidor a 25°C en un
volumen de ensayo total de 1,3 ml. Después de 30 minutos, se inici6 la reaccion de intercambio con adicién de 100
ul de 1 mM de estructura A “fria” con mezclamiento a conciencia, e, inmediatamente, se extrajeron 150 ul y se
cargaron en una columna NAPS5, la proteina se intercambié en 50 mM de tampén de 50 mM de tampon de
BisTrisPropano a pH 7,0 que contiene 0,1 M de KCI mediante cromatografia rapida (< 2 min.) a través de una
columna NAP5 G25 Sephadex (GE Healthcare Ltd, Buckinghamshire UK), y la cantidad de "*C unido a proteina se
midid6 mediante liquido de centelleo Optiphase usando un contador de centelleo Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer,
Wellesley, MA). Se retiraron alicuotas adicionales y se midieron de la misma manera a diversos tiempos durante
minutos u horas segun se requiere, a fin de determinar la cinética de intercambio.

En una variante del método util para distinguir mejor entre velocidades de disociacion que fueron relativamente
rapidas (por ejemplo, en las que t 72 < 15 min. a 25°C), la temperatura del experimento se redujo desde 25°C hasta
la temperatura del hielo. En este caso, las velocidades de disociacion se determinaron preincubando ~200 pmoles
de HPPD en tampon de reaccion (50 mM de BTP pH 7, 25 mM de ascorbato de Na, 4 ug/ml de catalasa bovina, y
10% de glicerol) que contiene ~1,0 nmoles de 'C inhibidor a 25°C en un volumen de ensayo total de 1,3 ml.
Después de 30 minutos, la vasija de reaccion se transfirio a hielo. Después de otros 10 minutos a temperatura del
hielo, se inicid la reaccién de intercambio mediante adicién de 100 ul de 1 mM de Estructura A, con mezclamiento a
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conciencia, y se extrajeron 150 pul y se cargaron en una columna NAP5 en una habitacién fria a ~5-8°C, a fin de
cuantificar la cantidad de radiomarcador que queda unido a la proteina a diversos tiempos desde el comienzo de
intercambio a la temperatura del hielo.

Las velocidades de disociacion (k1) de los inhibidores de HPPD que no se pueden radiomarcar o que presentan
otros problemas de medicion (por ejemplo niveles elevados de uniéon no especifica a proteina de fondo, que se
puede medir como unién del radiomarcador que persiste en presencia de concentraciones elevadas de inhibidor
“frio”) se pueden medir indirectamente. En este caso, primero se forma el complejo enzimatico (~0,1-0,2 uM) con el
inhibidor sin marcar, y despues se obtuvo la cinética de intercambio ahuyentandolo con una concentracion elevada
de estructura A marcada con *C y monitorizando la velocidad a la cual el marcador se une a la proteina. La
estructura A es un inhibidor particularmente potente con cinética conocida y en un exceso de 20 veces 0 mas,
ocupara, en el equilibrio, >95% de los sitios de unidén en la competicion de intercambio con los otros inhibidores
ensayados aqui, y de hecho con la mayoria de los otros inhibidores (los expertos en la técnica disefiaran por
supuesto las concentraciones del experimento/relativas y ajustaran los datos en consecuencia). Los métodos
ejemplares también se describen en la Publicacion de Solicitud de Patente PCT n°® WO 02/46387.

Los datos de velocidades de asociacion y de disociacion ejemplares (y los valores de k; derivados) se obtuvieron
para la SEC ID NO: 11 de HPPD derivada de Avena para los siguientes compuestos como se indica.

Estructura A (**C a 1,81 GBg/mmol)

i
O o
/

N |

a (@) (0]
Velocidad de disociacion (k1 = 1,67 E - 05 3'1). 25°C, método radioquimico directo.
Velocidad de disociacion (k2 = 8,50 E + 04 M’ 3'1). 25°C, método radioquimico directo.
Kq = 1,96E-10 M.
Relacion Ko/ Ky = 0,000036
Estructura B (**C a 1,425GBg/mmol)

o o)
o o §N+/
= ‘
0
NP

O//\

Velocidad de disociacion k1 (media) = 8,1 E-04 s a 25°C (los experimentos individuales produjeron k1 = 8,00 E - 04,
8,88 E - 04, 7,50 E - 04 y 8,00E 04 segun se determina mediante el método radlqu|m|co directo). Medlda a
temperatura de hlelo k1=1,21E-05s" (Ios experimentos individuales produjeron 1,16 E - 05 s",1,0E-05s" 12E
-05s™ 15E-05s " mediante el método radioguimico directo.

La velocidad de asociacion k2 (media) 6,7 E + 04 s” M a 25°C (los experimentos individuales produjeron k2 = 6,35
E + 04, 7,50 E + 04, 6,2 E + 04 segun se determina mediante el método radioquimico directo). Para mesotriona, que
tiene una velocidad de disociacion relativamente rapida, los estimados para la velocidad de asociacién basandose
en el método a base de actividad fueron mas variables, oscilando desde 4,2 E + 04 s’ M'1, 49E+04 s M hasta
75E+04s" M" a25°C.

Kd se estimo asi a partir del dato radioquimico como 1,16 E -08 M, que corresponde a una relacion Kd/ K, de
0,00217.

Estructura C (**C a 0,774 GBg/mmol)
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Velocidad de disociacion k1 (media) = 7,04 E - 05 s'a25°C (Los experimentos individuales dieron k1 = 7,80 E - 05,
9,17E-05,45E-056E-05,7E-05y 7,80 E - 05 segun se estimé mediante el método radioquimico indirecto.

Velocidad de asociacion k2 7,50 E + 03 s” M a 25°C segun se estimé mediante el método radioquimico dlrecto
esta muy de acuerdo con los estlmados a partir del metodo a base de act|V|dad enzimatica de 7,50 E + 03 s M™,
780E+03s"M', 760E+03s"M",720E+03s" M'y1,0E +04s" M a25°C.

Basandose en el método radioquimico, el estimado de Kd =9,4 E — 09 M.
Por lo tanto, el estimado de la relacién Kd/ Km es entonces= 0,0017.

Estructura D (**C a 1,036GBg/mmol)

SO,Me

CF,

)

1l
N

)

Velocidad de disociacién k1 = 3,96 E 05 s' a 25°C seg.;un se determina usando el método radioquimico directo
(mediciones individuales de 4,17 E-05s"'y3,75E-05s

Velocidad de asociacion k2 = 3,20 E + 04 M" s a 25°C segun se determina mediante el método radioquimico
directo. Esto esta bastante de acuerdo con Ios estimados procedentes del método a base de actividad para una
velocidad de disociacion de 3,20 E + 04 M s y5,7E+04 M s

Basado en los métodos radioquimicos, el estimado de Kd = 1,23 E- 9 M.

El estimado de la relaciéon Kd/Km = 0,00023.

Estructura E

Velocidad de disociacion k1 =4,17 E - 05 s" a25°C segun se determina mediante el método radioquimico indirecto
(mediciones individuales de 5,50 E - 05s™'y 2,85 E - 05s™).
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Velocidad de asociacion k2 = 1,30 E + 05 M' s a 25°C segun se determina mediante el método no radioquimico
directo.

El estimado de Kd = 3,21 E - 10M
El estimado de la relacion Kd/ Km = 0,000059.

Ejemplo 2. Clonaciéon, expresion y ensayo de variantes adicionales de las SEC ID NOs: 12-20 de las HPPD
derivadas de Avena y determinacion de los valores de keat, Kmiprp Y Ki (kon Y kof) frente a diversos herbicidas de
HPPD.

Secuencias de ADN, que corresponden a las SEC ID NOs: 2-14, que codifican polipéptidos de HPPD que
corresponden a las SEC ID NOs: 15-26 derivadas de Avena sativa, se sintetizaron mediante GeneArt (Regensburg,
Alemania), se clonaron en pET24a, y se expresaron en E. coli BL21(DE3) con seleccion con 50 ug/ml de canamicina
como se describe en la Pub. Sol. PCT n°® WO 02/46387. Las células se hicieron crecer, se prepararon extractos
proteicos, y se llevaron a cabo medidas de los titulos de sitios activos de HPPD vy cinéticas (de los valores de kcat,
Kmnep, k1, k2 y K;), como se describe en el Ejemplo 1.

En el presente ejemplo, se usaron las siguientes secuencias de HPPD:

La SEC ID NO: 15 de HPPD se cambié con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucién de A por Q en el
motivo de secuencia GVQHIA (residuos 1-6 de SEC ID NO:55).

La SEC ID NO: 16 de HPPD se cambid con relaciéon a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucién de G por Q en el
motivo de secuencia GVQHIA (residuos 1-6 de SEC ID NO:55).

La SEC ID NO: 17 de HPPD se cambié con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucién de S por Q en el
motivo de secuencia GVQHIA (residuos 1-6 de SEC ID NO:55).

La SEC ID NO: 18 de HPPD se cambié con relacién a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucién de T por | en el motivo
de secuencia SQIQTY (residuos 1-6 de SEC ID NO:53).

La SEC ID NO: 19 de HPPD se cambié con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucion de A por | en el motivo
de secuencia SQIQTY (residuos 1-6 de SEC ID NO:53).

La SEC ID NO: 20 de HPPD se cambié con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucion de S por | en el motivo
de secuencia SQIQTY (residuos 1-6 de SEC ID NO:53).

La SEC ID NO: 21 de HPPD se cambié con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucion de V por | en el motivo
de secuencia SQIQTY (residuos 1-6 de SEC ID NO:53).

La SEC ID NO: 22 de HPPD se cambié con relacién a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucion de M por L en el
motivo de secuencia SGLNS (residuos 5-9 de SEC ID NO:43).

La SEC ID NO: 23 de HPPD se cambid con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucion de W for A en el
motivo de secuencia FAEFT (residuos 5-9 of SEC ID NO:42).

HPPD SEC ID NO: 24 se cambié con relacién a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucién de M por L en el motivo de
secuencia G(I,V)LVDRD (SEC ID NO:30).

La SEC ID NO: 25 de HPPD se cambioé con relacion a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucién de A por L en el
motivo de secuencia G(I,V)LVDR (residuos 1-6 de SEC ID NO:30).

La SEC ID NO: 26 de HPPD se cambié con relacién a SEC ID NO: 14 mediante la sustitucion de M por L en el
motivo de secuencia G(I,V)LVDR (residuos 1-6 de SEC ID NO:30) y mediante la sustitucion de M por L en el motivo
de secuencia SGLNS (residuos 5-9 de SEC ID NO:43).

Se obtuvieron los valores (generalmente determinados radioquimicamente) de kon (k2), kot (k1) y Ki (todos a 25 °C)
para las HPPD del presente ejemplo frente a varias estructuras del inhibidor tal como se muestra en la Tabla 3. Los
valores que se proporcionan para la referencia de SEC ID NO: 14 en la Tabla 3 son los valores promedio de varios
experimentos como los descritos anteriormente. Todos los experimentos con las otras HPPD incluyeron medidas
contiguas a SEC ID NO: 14 como control comparativo. En los experimentos, las relaciones entre las velocidades de
asociacion y disociacion relativas a este control contiguo fueron reproducibles incluso cuando los valores absolutos
variaron en un cierto grado. Por lo tanto, los valores que se proporcionan en la Tabla 3 para las SEC ID NOs: 15-26
de HPPD estan normalizados frente a los valores de control promedio para la SEC ID NO: 14 de HPPD de acuerdo
con estas relaciones observadas.

Tabla 3. Resumen de los valores de kon, koff y Kd para las variantes de HPPD
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Estructura A Estructura B

kon(ke)  Koff(ki) Kd kon(kz) kot (k1) Kd
Variante de HPPD s /M /s nM /s /M Is nM
SEC ID NO 14 85000 1,67E -05 0,20 67000 8,10 -04 11,6
SEC ID NO 15 /00 3PE.O5 095 70000 8,00E -04 11,4
SEC ID NO 16 ND ND ND 53000 200E-03 317
SEC IDNO 17 ND ND ND 53000 1,006 .03 189
SEC IDNO 18 42000 1,67E .05 0,40 35000 600E -04 171
SECID NO 19 ND ND ND 38000 7,50E -04 19,7
SEC ID NO 20 ND ND ND 31500 9,00E -04 286
SEC ID NO 21 85000 1,67E -05 0,20 70000 6,00 -04 86
SEC ID NO 22 85000 1,088 -05 0,13 70000 1,20€ .03 .
SEC ID NO 23 85000 283E -05 = 033 70000 7,00E -D4 10,0
SEC ID NO 24 85000 2,30E -05 0,27 70000 1576 .03 224
SEC ID NO 25 ND ND ND 20000 BO0E-04 400
SEC ID NO 26 ND ND ND 70000 3,00€ -03 429

Estructura C Estructura D

kon(k2)  kofi{ki) Kd kon(kz) kofi(k1) Kd
Variante de HPPD s /M /s nM s /M Is nM
SEC ID NO 14 7500  7,04E .05 9,4 32000 3,96E -05 1,2
SEC ID NO 15 7500 1,938 04 177 ND 2,37E <05 ND
SEC ID NO 16 4500 1,20 -04 26,7 ND ND ND
SEC ID NO 17 9400 6,65 -05 7,1 ND ND ND
SEC ID NO 18 7500 9,00E .05 11,9 ND 3,96E -05 ND
SEC ID NO 19 7500  6,60F .05 8,9 ND ND ND
SEC ID NO 20 10100 6,60 -05 6,6 ND ND ND
SEC ID NO 21 7E00 9,00E <05 11,9 ND 3,96 -05 ND
SEC ID NO 22 4400 9,00 -05 239 ND 2,37E .05 ND
SEC ID NO 23 7500 ND ~ ND ND 2,37E -05 ND
SEC ID NO 24 4900 7,828 05 16,0 32000 9,18E -05 .28
SEC ID NO 25 4800 1,138 -04 230 ND ND ND
SECIDNO26  NOD 9,00E -05 ND ND  ND ND

Por ejemplo, la velocidad de disociacion de la mesotriona (estructura B) de SEC ID NO: 14 de HPPD fue claramente
diferente de la de SEC ID NO: 24 (veanse las Figuras 4A-4C) siendo la bondad del ajuste sensible a cambios
pequefos en kof. A partir de estos datos, se puede observar que la mesotriona se disocié alrededor de dos veces
mas rapido de SEC ID NO: 26 de HPPD que de SEC ID NO: 24 de HPPD, y de SEC ID NO: 24 de HPPD alrededor
de dos veces mas rapido que de SEC ID NO: 14 de HPPD. Por lo general, las estimaciones absolutas de Ko
obtenidas de los ajustes a los datos fueron reproducibles en un £10% y normalmente mejores.

Cuando las velocidades de disociacion se volvieron relativamente rapidas (11/2 < 10 minutos) también fue util realizar
medidas comparativas a la temperatura del hielo con el fin de confirmar de manera mas exacta la diferencia entre
una HPPD y ofra. Por lo tanto, por ejemplo, a temperaturas del hielo, la disociacion de la mesotriona de SEC ID NO:
14 de HPPD estuvo gobernada por una constante de velocidad, ko, de 1,16 E-05 s (mucho mas lenta que el valor
de 8,1 E-04 s estimado a 25 °C) mientras que para SEC ID NOS: 22, 24 y 26, Ias veIomdades de d|300|aC|on
correspondientes de la mesotriona a la temperatura del hielo fueron de 2,17 E-05 s’ 2,25 E-05 s y 4,17 E-05 s’
estos valores presentan una coherencia proporcionada buena con los de 25 °C (vease la Tabla 3).

Se extrajeron varias conclusiones de los datos de la Tabla 3. Las propiedades de SEC ID NOs: 15-17 de HPPD
indicaron que ciertas sustituciones a asparagina (Q) en la secuencia de aminoacidos GVQHI proporcionaron mejoras
significativas respecto a SEC ID NO: 14 de HPPD en la tolerancia (valores mas lentos de kon y/0 valores mas rapidos
de koff) con relacion a, por ejemplo, las Estructuras A, By C.
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Los datos de SEC ID NO: 18-21 de HPPD indicaron que ciertas sustituciones a isoleucina (l) en la secuencia de
aminoacidos SQIQTY proporcionaron mejoras significativas respecto a SEC ID NO: 14 de HPPD en la tolerancia
(principalmente mediante valores mas lentos de kon) con relacion a, por ejemplo, las Estructuras Ay B.

Los datos de SEC ID NO: 22 de HPPD indicaron que ciertas sustituciones a leucina (L) en la secuencia de
aminoacidos ESGLN proporcionaron mejoras significativas respecto a SEC ID NO: 14 de HPPD en la tolerancia
(principalmente mediante valores més réapidos de ko) con relacion a, por ejemplo, las Estructuras By C.

Los datos de SEC ID NO: 23 de HPPD indicaron que ciertas sustituciones a alanina (A) en la secuencia de
aminoacidos EFAEF proporcionaron mejoras significativas respecto a SEC ID NO: 14 de HPPD en la tolerancia
(principalmente mediante valores mas rapidos de ko) con relacién a, por ejemplo, la Estructura A.

Los datos de SEC ID NOs: 24 y 25 de HPPD indicaron que ciertas sustituciones a leucina (L) en la secuencia de
aminoacidos G(I,V)LVDRD proporcionaron mejoras significativas respecto a SEC ID NO: 14 de HPPD en la
tolerancia (mediante valores mas rapidos de ko y/o valores mas lentos de kon) con relaciéon a, por ejemplo, la
Estructura A, la Estructura B, la Estructura C y la Estructura D.

Los datos de SEC ID NO: 26 de HPPD indicaron que la combinacion de ciertas sustituciones a leucina (L) en la
secuencia de aminoacidos ESGLN con ciertas sustituciones a leucina (L) en la secuencia de aminoacidos
G(I,V)LVDRD proporcionaron mejoras aun mas significativas respecto a SEC ID NO: 14 de HPPD (y sobre y
superiores al efecto de cualquiera de los cambios solos) en la tolerancia (principalmente mediante valores mas
rapidos de kor) con relacion a, por ejemplo, la Estructura B.

Nuevamente, tal como se describié para el Ejemplo 1, se determinaron los valores de keat Y Km para varias HPPD de
la invencidn expresadas en extractos y los valores se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de Kn, y keat de varias HPPD

Variante de HPPD Km Keat Keat/Km
UM s” uM'13'1
SEC ID NO: 14 5,38 6,46 1,2
SEC ID NO: 18 35,98 17,94 0,50
SEC ID NO: 21 5,98 5,47 0,91
SEC ID NO: 22 12,43 5,79 0,46
SEC ID NO: 24 4,74 4,35 0,92
SEC ID NO: 26 10,58 4,05 0,38

Varias de las variantes de HPPD tuvieron valores de Kn bajos similares a SEC ID NO: 14 de HPPD y valores
superiores de Ki/Km con relacion a los diversos herbicidas de HPPD vy, por lo tanto, la sobreexpresion en plantas se
espera que proporcione una mayor tolerancia a herbicidas respecto a estos herbicidas. Por ejemplo, SEC ID NO: 24
de HPPD fue dos veces mas resistente a mesotriona que SEC ID NO: 14 de HPPD ya que mostrd una relacion de
Ki/Km de 0,0047 en comparacién con 0,0021.

Ademas, todas las secuencias anteriores, asi como también las colecciones de variantes mutadas en las mismas
posiciones de amino que mostraron niveles alterados y mejorados de tolerancia a herbicidas son Uutiles para ser
incluidas en procesos de mutagénesis y barajado con el fin de generar aun mas HPPD mutadas y barajadas utiles
como transgenes para conferir tolerancia a herbicidas. Por ejemplo, los mutantes divulgados en la Tabla 5 son utiles
para generar un polipéptido mutante de HPPD tolerante a herbicidas y para su inclusiéon en reacciones de
recombinacion para generar mas HPPD.

Tabla 5. Ejemplos de mutaciones utiles en polipéptidos de HPPD tolerantes a herbicidas

Mutacion Region de aminoacidos de SEC ID NO:14
K411L GGFGKGNFS

K411T GGFGKGNFS

K411S GGFGKGNFS

K411M GGFGKGNFS

K411A GGFGKGNFS

K411E GGFGKGNFS

K411V GGFGKGNFS

M325L GFEFMAPPQ

L2711 VLLPLNEPV
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Mutacion Region de aminoacidos de SEC ID NO:14
L271M VLLPLNEPV
L271V VLLPLNEPV
G408A GGCGGFGKG
G408S GGCGGFGKG
G408T GGCGGFGKG
V258M GLNSVVLAN
V258| GLNSVVLAN
V258A GLNSVVLAN
V258K GLNSVVLAN
V2171 RFDHVVGNV
V217A RFDHVVGNV
V217M RFDHVVGNV
Vv217C RFDHVVGNV
L2711 VLLPLNEPV
L271M VLLPLNEPV
L271V VLLPLNEPV
A326S FEFMAPPQA
A326K FEFMAPPQA
A326P FEFMAPPQA
A326D FEFMAPPQA
A326R FEFMAPPQA
A326N FEFMAPPQA
A326Y FEFMAPPQA
A326H FEFMAPPQA
1370V VLLQIFTKP

Y287F QIQTYLEYH

G254S TTESGLNSV

G254A TTESGLNSV

E416Q GNFSELFKS

1339L GVRRIAGDV

L269M EAVLLPLNE

L269F EAVLLPLNE

S420A ELFKSIEDY

13728 LQIFTKPVG

Y172V EVELYGDVV

1299M GVQHIALAS

Como otro ejemplo, los mutantes divulgados en la Tabla 6 también son Utiles para generar un polipéptido mutante de
HPPD tolerante a herbicidas y para su inclusion en reacciones de recombinacion para generar mas HPPD.
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Tabla 6. Ejemplos de mutaciones utiles en polipéptidos de HPPD tolerantes a herbicidas

Mutacion Region de aminoacidos de SEC ID NO:14
K411L GGFGKGNFS
K411T GGFGKGNFS
K411S GGFGKGNFS
K411M GGFGKGNFS
K411A GGFGKGNFS
K411E GGFGKGNFS
K411V GGFGKGNFS
M325L GFEFMAPPQ
L2711 VLLPLNEPV
L271M VLLPLNEPV
L271V VLLPLNEPV
G408A GGCGGFGKG
G408s GGCGGFGKG
G408T GGCGGFGKG
V258M GLNSVVLAN
V258| GLNSVVLAN
V258A GLNSVVLAN
V258K GLNSVVLAN
V2171 RFDHVVGNV
V217A RFDHVVGNV
V217M RFDHVVGNV
Vv217C RFDHVVGNV
L2711 VLLPLNEPV
L271M VLLPLNEPV
L271V VLLPLNEPV
A326S FEFMAPPQA
A326K FEFMAPPQA
A326P FEFMAPPQA
A326D FEFMAPPQA
A326R FEFMAPPQA
A326N FEFMAPPQA
A326Y FEFMAPPQA
A326H FEFMAPPQA
1370V VLLQIFTKP

Y287F QIQTYLEYH

G254S TTESGLNSV

G254A TTESGLNSV

E416Q GNFSELFKS

1339L GVRRIAGDV
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Mutacion Region de aminoacidos de SEC ID NO:14
L269M EAVLLPLNE

L269F EAVLLPLNE

S420A ELFKSIEDY

13728 LQIFTKPVG

Y172V EVELYGDVV

1299M GVQHIALAS

La Tabla 7 resume los datos de los estudios cinéticos de un grupo de mutantes de SEC ID NO: 14 de HPPD
expresados respecto al control, “ninguna” significa SEC ID NO: 14 de HPPD no mutada. Los experimentos se
llevaron a cabo tal como se ha descrito en la Tabla 4. “Sulc” se refiere a sulcotriona y “nd” significa “no determinado”.
Para V2171, L2711, L271V, V258M y A326R, se estimaron los valores relativos de kcat a partir de comparaciones con
las velocidades iniciales en extractos celulares de HPPD preparadas y expresadas de manera similar en ensayos de
actividad enzimatica convencionales a pH 7,0, 25°C y con una concentracion de sustrato de HPP 120 uM. Los
mutantes V2171, V258M y A326R, M325L y L358M de SEC ID NO: 14 son enzimas de HPPD activas que ofrecen
algo de resistencia a sulcotriona y también pueden ofrecer resistencia a B. K411T ofrece una resistencia significativa
a E y especialmente ya que el aumento superior a 5X en Ky respecto a este herbicida comprende principalmente una
mejora en la velocidad de disociacion (3,5X) mas que en la velocidad de asociacion. L358M, M325L y K411T ofrecen
todos ellos mejoras respecto a D. Para la tolerancia a herbicidas L2711 y L271V parece que ofrecen ventajas
significativas en kgt respecto a la enzima no mutada.

Tabla 7. Valores cinéticos relativos de varios mutantes de SEC ID NO: 14

Compuesto quimico

Mutacion B sulc C D E Velocidad
Kot Kq Kq Kot Kq Kot Kq Kot Kq Keat Keat /Km

ninguna 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

L358M 2 2 2 1,1 1,7 2,3 2,3 1,2 1,5 0,7 0,8
M325L 1,1 1,1 1,3 1 1 1,2 1,4 1 1 1,2 1,3
V2171 1,5 1,5 1,3 1,1 1,1 1 1 1 1 1,1 1,1
V258M nd nd 1,2 nd nd nd nd nd nd 1 nd
L2811 nd nd 0,8 nd nd nd nd nd nd 1,7 nd
L281V nd nd 0,6 nd nd nd nd nd nd 2 nd
A326R 1,7 1,7 1,6 0,9 0,9 1,4 1,4 1,3 1,6 1,2 1,4
K411T 0,3 0,5 0,9 1 1,1 1,2 3,6 3,5 5,4 1 0,4

Se sobreentendera que la mayoria de las sustituciones en aminoacidos dentro de la region del sitio activo de HPPD
sumamente conservada y que se encuentren a 8 A o menos de los atomos de la mesotriona unida (de acuerdo con
la interpretacion de los datos cristalograficos de rayos X publicados de HPPD de arabidopsis y de maiz y el modelo
de homologia construido con la HPPD de avena) dan como resultado enzimas desactivadas o funcionales solo en
parte. A partir de los alineamientos de secuencias de HPPD (activas) de la base de datos, se seleccionaron
alrededor de 60 mutantes sencillos o dobles de SEC ID NO: 14 como mutantes en los que se podian realizar
cambios en algunos residuos sin pérdida de la actividad enzimatica (suponiendo que fueran cambios que
representaran parte de la extensién de la variacién de secuencia que se observa entre las HPPD naturales en estas
posiciones). Estos mutantes se generaron, se hicieron crecer, se expresaron las HPPD vy los extractos se prepararon
y estudiaron para determinar su actividad catalitica y resistencia a mesotriona (con relacion al control, SEC ID NO:
14 no mutada). Incluso entre este conjunto privilegiado, la mayoria mostré una actividad catalitica significativamente
alterada y/o fueron significativamente mas sensibles a sulcotriona que el control. Y287F y 1370V fueron mutaciones
neutras con valores de kcat y resistencia a sulcotriona similares (dentro del 20%) a los de la enzima no mutada. Entre
un conjunto adicional de aproximadamente 70 mutantes que engloban residuos que estan hasta a 10 A de los
atomos de los inhibidores unidos, algunas mutaciones neutras mas de este tipo (con relacion a SEQ ID NO: 14)
fueron G254S, G254A, E416Q, V258M, V258I, V258A, V258K, S415K, S415Q, 1421L, A326S, L269M, L269F,
S420A, T372S, Y172V e 1299M. Estas mutaciones adicionales se pueden combinar todas ellas opcionalmente con
mutaciones que confieren resistencia para producir variantes cataliticamente activas de enzimas resistentes a
herbicidas de HPPD de la presente invencion.
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Un mutante adicional de SEC ID NO: 14 de HPPD, G408A, mostré unos valores cinéticos de inhibicién respecto a B
y C que muestran que este mutante fue relativamente resistente a la inhibicién por estos compuestos. La evolucion
temporal de la inhibicién no fue sencilla y no se pudo ajustar al modelo cinético descrito anteriormente. El método
experimental utilizado fue similar al descrito anteriormente para medir las velocidades de unién al inhibidor
monitorizando la actividad enzimatica. La evolucion temporal de la inhibicién se muestra en las Figuras 10A-10D. Se
incubd enzima a alrededor de 75 nM con inhibidor a 0,15 o 0,6 uM para diferentes tiempos de hasta 260s y a
continuacion se ensayé inmediatamente durante un periodo de 150 s tras la adicion de HPP 115 uM (y, por lo tanto,
con [S] ~ 30 X Ky también ralentizé drasticamente cualquier unién adicional al inhibidor). En el caso del mutante
parece que hubo una fase rapida inicial de inhibicion que después se ralentiz6 y dejo la enzima inhibida solo
parcialmente. En el caso de la enzima de control, la inhibicién continué (o tendié) hasta una inhibicion completa.
Aunque tenga en cuenta que en el caso de la inhibiciéon de la enzima de control por parte del compuesto B no se
alcanz6 completamente un 100%. El ~8% de actividad residual en este caso fue un artefacto del método debido a la
velocidad de disociacion relativamente rapida del compuesto B que permitié que se recuperara algo de actividad
durante el ensayo de 150 s utilizado para monitorizar el progreso de la reaccién entre la enzima y el inhibidor. Este
artefacto es insignificante con inhibidores que se disocian mas lentamente tales como C. Durante el tiempo del
experimento y a 0,6 uM de B, la inhibicion del mutante G408A parece que se equilibré hasta una actividad residual
de aproximadamente el 35%. Parece que esto no fue debido a que B presentara una velocidad de disociaciéon adn
mas rapida de G208A que de la enzima de control ya que, a la temperatura del hielo, la velocidad de disociacion
determinada radioquimicamente de B respecto a G408A parecio ser indistinguible de la velocidad observada con
SEC ID NO: 14 de HPPD de control. El mutante G408 también mostré una Keat ¥ keat/Km similar a SEC ID NO: 14 de
HPPD. Sea cual sea la explicacién, tanto B como C parece que inhiben la HPPD mutante G408A en menor medida
que la enzima de control. También cabe destacar que la actividad de G408A parecid ser inestable ya que la
actividad de control en ausencia del inhibidor disminuy6 a lo largo del transcurso del experimento. La adicion de
inhibidor parecié detener este descenso de la actividad y en experimentos adicionales se confirmé que la actividad
del mutante G408A era inestable en ausencia de inhibidor o sustrato pero que el inhibidor la estabilizaba y parecia
ser no menos estable que la enzima salvaje a lo largo de la evolucion temporal del ensayo prolongado en presencia
de sustrato o cuando estaba parcialmente inhibida por un herbicida de HPPD. Por lo tanto, a pesar de una cierta
inestabilidad, el mutante G408A es util solo o combinado con otras mutaciones para proporcionar tolerancia util a
herbicidas cuando hay herbicida presente en los tejidos vegetales en los que se expresa.

Aparte de los experimentos cinéticos enzimaticos, se demostré ademas una mejor resistencia a los herbicidas de
HPPD cuando las HPPD de la presente invencion se expresaron en E. coli y se evaluaron visualmente las
resistencias a herbicidas comparativas de las diversas HPPD mediante la produccién de piomelanina. Por ejemplo,
se expresaron SEC ID NO: 14 de HPPD y SEC ID NO: 24 de HPPD a partir de un vector pET24 en células E. coli
BL21. Hechas crecer sin adicion de IPTG, hubo una expresién suficiente de HPPD para que los cultivos se volvieran
marrones lentamente debido a la produccion del pigmento piomelanina (que es el resultado de la autooxidacion de
homogentisato derivado de HPPD). Las células se hicieron crecer a partir de un indculo de partida del 10% en 0,5 ml
de caldo L que contenia 50 ug de canamicina ml™" en placas de 45 pocillos durante 48-96 h a 15 °C. Normalmente, el
color de la piomelanina en el medio se ley6 (a 430 nm) después de ~72 h. Se not6é que la adicion de 12,5 ppm de
mesotriona provocd, de manera significativa, proporcionalmente menos inhibicion del desarrollo del color de
piomelanina en las células que expresaban SEC ID NO: 24 de HPPD que en las que expresaban SEC ID NO: 14 de
HPPD. La Figura 5 compara la absorbancia del medio obtenido después de 72 h en triplicados contiguos que se
hicieron crecer de E. coli que expresa SEC ID NOs: 14, 18 y 24 de HPPD, hechos crecer todos en la misma placa.

Las células que expresan SEC ID NO: 24 de HPPD, que mostraron la relacién mas elevada de Ki/Kn, mostraron
uniformemente la menor diferencia de color entre las células que se hicieron crecer con y sin 12,5 ppm de
mesotriona presente en el medio. Se observé lo mismo cuando la mesotriona se sustituyé por 20 ppm de sulcotriona
(datos que no se muestran) lo que indica que SEC ID NO: 24 ofrece una mejor tolerancia a sulcotriona asi como
también a mesotriona. De manera similar, las células que expresaban el mutante G408A también mostraron una
resistencia relativa a SEC ID NO: 14 de HPPD respecto a sulcotriona de acuerdo con el ensayo de piomelanina con
25 ppm de sulcotriona.

Ejemplo 3. Preparacion y estudio de lineas vegetales transgénicas estables que expresan una enzima de HPPD
heterdloga.

En el presente ejemplo, los genes de HPPD mutantes derivados de HPPD de Avena fueron las secuencias
expuestas en SEC ID NOs: 1-13 (optimizadas para tabaco) u, opcionalmente, estan optimizadas en codones segun
la cosecha diana (por ejemplo, haba de soja) y preparadas sintéticamente y obtenidas comercialmente a partir de
GeneArt (Regensburg, Alemania). Cada secuencia se disefa para tener sitios 5 Nde1 y 3'BamH1 para facilitar la
clonacion directa. Por ejemplo, las secuencias expuestas en SEC ID NOs: 11, 12 o 13 se clonan en un vector binario
adecuado para la transformacion vegetal a base de Agrobacterium.

En un ejemplo particular, los genes que codifican SEC ID NO: 14 de HPPD y SEC ID NO: 24 de HPPD se clonaron
en constructos de expresion idénticos como se describe mas adelante y se transformaron en tabaco.

Tal como se describe en la Pub. Sol. de patente PCT n° WO 02/46387, la secuencia nucleotidica codificante de
HPPD se edita mediante PCR (o se sintetiza inicialmente) para incluir sitios 5° Nco1 y 3' Kpn1 (y para eliminar
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cualquiera de tales sitios internos). A continuacion, este producto se liga en pMJB1. pMJB1 fue un plasmido derivado
de pUC19 que contiene el promotor CaMV35S mejorado doble operable en plantas, un potenciador TMV omega y el
terminador de la transcripcion NOS. En la Figura 2 de la Pub. Sol. de patente PCT n°® WO 98/20144, se muestra una
representacion esquematica del plasmido resultante. El casete de expresiéon, que comprende el promotor 35S
mejorado doble, el lider TMV omega, el gen de 4-HPPD y el terminador nos se corta usando Hind Ill/Eco R1
(digerido de Eco R1 parcial) y se clona en pBIN 19 digerido de forma similar y se transforma en células competentes
de E. coli TOP 10. EI ADN recuperado de la E. coli se usa para transformar Agrobacterium tumefaciens LBA4404, y
las bacterias transformadas se seleccionan en medio que contiene rifampicina y canamicina. El tejido de tabaco se
somete a transformacion mediada por Agrobacterium, usando métodos bien descritos en la técnica o como se
describe aqui. Por ejemplo, una placa maestra de Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector binario que
expresa HPPD se usa para inocular 10 ml de LB (caldo L) que contiene 100 mg/I de rifampicina mas 50 mg/l de
canamicina, usando una Unica colonia bacteriana. Esto se incuba toda la noche a 28°C, agitando a 200 rpm. Este
cultivo nocturno completo se usa para inocular un volumen de 50 ml de LB que contiene el mismo antibidtico.
Nuevamente, esto se cultiva toda la noche a 28°C, agitando a 200 rpm. Las células de Agrobacterium se peletizan
centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos, y después se resuspenden en medio MS (Murashige y Skoog) que
contiene 30 g/l de sacarosa, pH 5,9 hasta una OD (600 nM) = 0,6. Esta suspension se dispensa en alicuotas de 25
ml en capsulas de Petri.

Cultivos de brotes de tabaco micropropagados de forma clonal se usaron para escindir hojas jévenes (todavia no
expandidas completamente). La nervadura central y los margenes externos de las hojas se eliminan y se desechan,
y la lamina que queda se corta en cuadrados de 1 cm. Estos se transfieren a la suspension de Agrobacterium
durante 20 minutos. Los explantes se retiran entonces, se embadurnan en papel de filtro estéril para eliminar la
suspension en exceso, después se transfieren a medio NBM sélido (medio MS que contiene 30 g/l de sacarosa, 1
mg/l de BAP (bencilaminopurina) y 0,1 mg/l de NAA (acido naftalenoacético) a pH 5,9, y solidificado con 8 g/l de
plantagar), con la superficie abaxial de cada explante en contacto con el medio. Se transfirieron aproximadamente 7
explantes por placa, que entonces se cierran herméticamente y se mantienen en una incubadora alumbrada a 25°C
durante un fotoperiodo de 16 horas durante 3 dias.

Los explantes se transfieren entonces sobre medio NMB que contiene 100 mg/l de canamicina mas antibidtico, para
evitar el crecimiento adicional de Agrobacterium (200 mg/l de timentina con 250 mg/l de carbenicilina). Entonces se
llevé a cabo el subcultivo adicional sobre este mismo medio cada 2 semanas.

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

Las plantas transgénicas putativas que estan enraizando y que muestran un crecimiento vigoroso del brote en el
medio que incorpora canamicina se analizan mediante PCR usando cebadores que amplificaron un fragmento de
500 pb en el transgén de HPPD. La evaluacion de este mismo cebador montado en tabaco sin transformar mostro
de forma concluyente que estos cebadores no amplificarian secuencias del gen de HPPD de tabaco nativo.

Los brotes transformados se dividen en 2 6 3 clones y se regeneran a partir de callo resistente a canamicina. Los
brotes se enraizan en agar MS que contiene canamicina. Las explantas enraizadas que sobreviven se vuelven a
enraizar para proporcionar aproximadamente 70-80 eventos resistentes a canamicina y positivos a PCR a partir de
cada evento.

Una vez enraizadas, las plantulas se transfieren desde agar y se ponen en macetas en 50% de turba, 50% de John
Innes Soil n° 3 con un fertilizante de liberacion lenta en macetas redondas de 3 pulgadas, y se dejan regadas
regularmente para establecerse durante 8-12 dias en el invernadero. Las condiciones del invernadero son de
alrededor de un 24-27°C dia, 18-21°C noche, y aproximadamente un fotoperiodo de 14 horas. La humedad se ajusta
a ~65%, y los niveles de luz usados son de hasta 2000 umoles/m2 al nivel del banco.

De este modo se produjeron dos poblaciones transgénicas, cada una de alrededor de 80 plantas de tabaco y que
comprenden, como alternativa, un gen de HPPD que codifica SEC ID NO: 14 de HPPD o SEC ID NO: 24 de HPPD
dentro de casetes de expresion que, de otro modo, son idénticos. Se hicieron crecer estas dos poblaciones hasta
alrededor de la etapa foliar 2-4 y a continuacién cada una se dividié en dos subpoblaciones, una que comprendia
aquellas plantulas que después de surgir del cultivo tisular eran bastante mas grandes y mas avanzadas y la otra
poblacién que comprendia las plantas mas pequefias. Por lo tanto, las poblaciones con tamarios pequefios de SEC
ID NO: 14 y SEC ID NO: 24 parecieron ser visualmente similares y comparables unas a otras, al igual que lo hicieron
las dos poblaciones de plantas mas grandes.

Cada una de las dos poblaciones mas pequefas se pulverizaron con 300 g/ha de mesotriona y las dos poblaciones
mas grandes con 500 g/ha. Se mezcld Callisto® en agua con 0,2-0,25% de tensioactivo X-77 y se pulverizé desde
un brazo de grua en un pulverizador de carril adecuado que se mueve a 2 mph, con una boquilla a alrededor de 2
pulgadas desde las partes superiores de la planta. El volumen de pulverizacién fue de 200 I/ha.
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Se evaluaron las plantas para determinar el dafio y se les asigné una calificacion 13 dias después del tratamiento
(DAT). La totalidad de las cuatro poblaciones parecieron ser sumamente resistentes a los tratamientos con herbicida
pero las poblaciones que expresaban SEC ID NO: 24 de HPPD mas que las poblaciones control con SEC ID NO: 14.
De las dos poblaciones con tamafios mas grandes pulverizadas con 500 g/ha Unicamente 4 de 38 (10%) de plantas
positivas por PCR morfolégicamente normales (surgié una que era quimérica) que expresaban SEC ID NO: 24
mostraron sintomas de dafios por el herbicida mientras que 9 de un total de 33 (27%) de las plantas que expresaban
SEC ID NO: 14 mostraron dafio. Se aprecié poco dafio en las dos poblaciones con tamafios mas pequefios
pulverizadas con 300 g/ha de mesotriona; aqui 2 de 28 plantas que expresaban SEC ID NO: 24 mostraron un dafio
visible debido al herbicida en comparacién con 4 de 26 plantas que expresaban SEC ID NO: 14.

Las plantas de los eventos que mostraron el dafio menor se hacen crecer hasta la floracién, a continuaciéon se
introducen en bolsas y se permite que se autofertilicen. Las semillas de los eventos seleccionados se recogen y se
plantan de nuevo en macetas y se estudian de nuevo para determinar la resistencia a herbicidas en una prueba de
pulverizacion para determinar la resistencia a herbicidas de HPPD (por ejemplo, mesotriona). Los eventos con una
Unica copia entre las lineas de plantas T1 se identifican por su relacién de segregacion 3:1 (con respecto a
canamicina y/o herbicida) y por RT-PCR cuantitativa. Las semillas del tabaco T1 (var. Samsun) seleccionadas de
esta manera se siembran en macetas con un diametro de 3 pulgadas que contienen un 50% de turba y un 50% de
John Innes Soil n° 3.

Ejemplo 4. Construccion de vectores de transformacion de haba de soja

Se construyeron vectores binarios para transformacion de dicotiledoneas (haba de soja) con un promotor, tal como
un promotor sintético que contiene un potenciador transcripcional CaMV 35S y uno FMV y una caja TATA sintética
que dirigen la expresion de una secuencia codificante de HPPD, tal como SEC ID NO: 24, seguido del terminador de
3’ del gen Nos. El gen de HPPD se optimiz6 en los codones para la expresion de haba de soja basandose en la
secuencia de aminoacidos predicha de la regién codificante del gen de HPPD. En el caso de que no se usara como
marcador seleccionable la propia HPPD, se construyeron vectores de transformacion binarios de Agrobacterium que
contenian un casete de expresion de HPPD afadiendo un gen marcador seleccionable de la transformacion. Por
ejemplo, el vector de transformacion binario 17146 (SEC ID NO: 33) contiene un casete de expresion para la
variante de HPPD (SEC ID NO: 24) enlazado con dos casetes del gen PAT (uno con el promotor 35S y uno con el
promotor CMP, y ambos genes PAT van seguidos por el terminador nos) para la selecciéon a base de glufosinato
durante el proceso de transformacion. Otro vector de transformacion binario (17147) (SEC ID NO: 34) contiene el
casete de expresion de la variante de HPPD (SEC ID NO: 24) y también un casete de marcador seleccionable de
EPSPS. El vector 17147 se transformé en haba de soja, y se obtuvieron plantas transgénicas usando seleccion con
glifosato después de la transformacion, mediada por Agrobacterium, de dianas de semillas inmaduras. De manera
similar, se construy6 el vector binario 15764 (SEC ID NO: 35) para comprender los casetes de expresion para
expresar la variante de HPPD (SEC ID NO: 14) junto con un gen marcador seleccionable bar y se construyé el vector
binario 17149 (SEC ID NO: 36) para comprender un casete de expresion que expresa la variante de HPPD (SEC ID
NO: 26) junto con dos casetes del gen PAT. En todos los casos, las secuencias de ADN que codifican los genes de
HPPD se optimizaron en los codones para la expresion en haba de soja.

Los vectores binarios descritos anteriormente se construyeron usando una combinacion de métodos bien conocidos
por los expertos en la técnica, tales como PCR de solapamiento, sintesis de ADN, subclonacién y ligacion de
fragmentos de restriccion. Sus estructuras Unicas se obtienen explicitamente en las Figuras 6 (vector 17146), 7
(vector 17147), 8 (vector 15764) y 9 (vector 17149) y en los listados de secuencias (SEC ID NOs: 33-36). A
continuacion, se proporciona informacién adicional con respecto a los vectores mostrados en las Figuras 6-9.

Las abreviaturas usadas en la Figura 6 (vector 17146) se definen segun lo siguiente:

cAvHPPD-04

Principio: 1024 Final: 2343

Gen de HPPD de avena optimizado en los codones para haba de soja que codifica SEC ID NO: 24
cPAT-03-01

Principio: 3209 Final: 3760

S. viridochromogenes sintético Hoescht AO2774 PAT, codones vegetales; idéntico a la proteina Q57146 de
fosfinotricin acetil transferasa

cPAT-03-02
Principio: 5062 Final: 5613

Proteina fosfinotricin acetil transferasa de S. viridochromogenes PAT Q57146, ADN de cPAT-03-01, con sitios
BamH1, Bgl2 mutados
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cSpec-03
Principio: 6346 Final: 7134

También denominado aadA; gen que codifica la enzima aminoglucésido 3’ adeniltransferasa, que confiere
resistencia a espectinomicina y estreptomicina para mantenimiento del vector en E. coli y Agrobacterium.También
conocido como cSPEC-03

cVirG-01
Principio: 7434 Final: 8159

virG (putativo) procedente de pAD1289 con codén de Principio TTG. virGN54D procede de pAD1289 descrito en
Hansen et al. 1994, PNAS 91:7603-7607

cRepA-01

Principio: 8189 Final: 9262
Proteina de replicacion RepA, pVS1
eNOS-01

Principio: 168 Final: 259

Secuencia potenciadora de NOS putativa procedente de 15235 como se encuentra en la frontera derecha de ciertos
vectores binarios.

eFMV-03

Principio: 396 Final: 589

Region potenciadora del virus del mosaico de la escrofularia (FMV)

e35S-05

Principio: 596 Final: 888

Cambios de pb de Ca Ty C a A en la region del potenciador 35S del virus del mosaico de la coliflor
eTMV-02

Principio: 953 Final: 1020

Secuencia lider de TMV Omega 5’'UTR que se piensa que potencia la expresion. EMBL: TOTMV6
eFMV-03

Principio: 4054 Final: 4247

Region potenciadora procedente del virus del mosaico de la escrofularia (FMV)

e35S-05

Principio: 4254 Final: 4546

Cambios de pb de Ca Ty C a A en la region del potenciador 35S del virus del mosaico de la coliflor
eNOS-01

Principio: 4557 Final: 4648

Secuencia del potenciador NOS putativa procedente de 15235 como se encuentra en la frontera derecha de ciertos
vectores binarios

bNRB-05
Principio: 4 Final: 259 (complementario)

Region de frontera derecha/ T-DNA de NOS; puede influir en los promotores. EMBL Nos: J01826, V00087,
AF485783.
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bNRB-01-01

Principio: 101 Final: 125 (complementario)

Repeticion de frontera derecha de T-DNA del plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens
bNLB-03

Principio: 5937 Final: 6066 (complementario)

Region de frontera izquierda de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens
bNRB-01-01

Principio: 5972 Final: 5996 (complementario)

Region de repeticion de frontera izquierda de 25 pb de T-DNA del plasmido ti de nopalina de Agrobacterium
tumefaciens

prCMP-04
Principio: 4655 Final: 5051

Promotor y lider del virus del rizado de la hoja amarilla de galan de noche (principio aagggagc?). genbank
AF364175. US20040086447. prCMP-01 con un truncamiento de un par de bases en el extremo 5, y un truncamiento
de 2 pares de bases en el extremo 3’

pr35S-04-01

Principio: 2664 Final: 3184

Promotor 35S procedente del virus del mosaico de la coliflor. EMBL: CAMVG2
oVS1-02

Principio: 9305 Final: 9709

Origen de replicacion y region de particion de plasmido pVS1 de Pseudomonas (ltoh et al. 1984, Plasmid 11: 206-
220); similar al Numero de Acceso GenBank U10487; sirve como origen de replicacion en el hospedante de
Agrobacterium tumefaciens

0oCOLE-06

Principio: 10387 Final: 11193 (complementario)

El origen de replicacion de ColE1 funcional en E. coli derivé de pUC19
tNOS-05-01

Principio: 2360 Final: 2612

Terminador sintético de nopalina sintetasa

tNOS-05-01

Principio: 3794 Final: 4046

Terminador sintético de nopalina sintetasa

tNOS-05-01

Principio: 5642 Final: 5894

Terminador sintético de nopalina sintetasa

Las abreviaturas usadas en la Figura 7 (vector 17147) se definen como lo siguiente:
cAvHPPD-04

Principio: 1024 Final: 2343

Gen de HPPD de avena optimizado en los codones para haba de soja, que codifica SEC ID NO: 24
48



10

15

20

25

30

35

ES 2619279 T3

cGmEPSPS-01

Principio: 3672 Final: 5249

Version optimizada en los codones para haba de soja de ADNc de EPSPS de haba de soja mutante doble
cSpec-03

Principio: 5982 Final: 6770

También denominado aadA; gen que codifica la enzima aminoglucésido 3’ adeniltransferasa, que confiere
resistencia a espectinomicina y estreptomicina para mantenimiento del vector en E. coli y Agrobacterium. También
conocido como cSPEC-03

cVirG-01
Principio: 7070 Final: 7795

virG (putativo) procedente de pAD1289 con coddn de Principio TTG. virGN54D procedié de pAD1289 descrito en
Hansen et al. 1994, PNAS 91:7603-7607

cRepA-01

Principio: 7825 Final: 8898

Proteina de replicacion de RepA, pVS1
Descripcion de la ubicacion original:
eNOS-01

Principio: 168 Final: 259

Secuencia del potenciador NOS putativa procedente de 15235 como se encuentra en la frontera derecha de ciertos
vectores binarios.

eFMV-03

Principio: 396 Final: 589

Region potenciadora del virus del mosaico de la escrofularia (FMV)

e35S-05

Principio: 596 Final: 888

Cambios de pb de Ca Ty C a A en la region del potenciador 35S del virus del mosaico de la coliflor
eTMV-02

Principio: 953 Final: 1020

Secuencia lider de TMV Omega 5’'UTR que se piensa que potencia la expresion. EMBL: TOTMV6
eFMV-03

Principio: 2664 Final: 2857

Region potenciadora del virus del mosaico de escrofularia (FMV)

e35S-05

Principio: 2864 Final: 3156

Cambios de pb de Ca Ty C a A en la region del potenciador 35S del virus del mosaico de la coliflor
eNOS-01

Principio: 3167 Final: 3258

Secuencia del potenciador NOS putativa procedente de 15235 como se encuentra en la frontera derecha de ciertos
vectores binarios.
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bNRB-05
Principio: 4 Final: 259 (complementario)

Region de frontera derecha/T-DNA de NOS; puede influir en los promotores. EMBL Nos: J01826, V00087,
AF485783.

bNRB-01-01

Principio: 101 Final: 125 (complementario)

Repeticion de frontera derecha de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens
bNLB-03

Principio: 5573 Final: 5702 (complementario)

Region de frontera izquierda de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens
bNLB-01-01

Principio: 5608 Final: 5632 (complementario)

Region de repeticion de frontera izquierda de 25 pb de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium
tumefaciens

prCMP-04
Principio: 3265 Final: 3661

Promotor y lider del virus del rizado de la hoja amarilla de galan de noche (principio aagggagc?). genbank
AF364175. US20040086447. prCMP-01 con truncamiento de 1 par de bases en el extremo 5’ y truncamiento de 2
pares de bases en el extremo 3'.

Descripcion de la ubicacion original:
oVS1-02
Principio: 8941 Final: 9345

Origen de la replicacion y region de particion procedente del plasmido pVS1 de Pseudomonas (ltoh et al. 1984,
Plasmid 11: 206-220); similar al Numero de Acceso GenBank U10487; sirve como origen de replicacion en el
hospedante de Agrobacterium tumefaciens.

0oCOLE-06

Principio: 10023 Final: 10829 (complementario)

El origen de replicacion de ColE1 funcional en E. coli derivé de pUC19

tNOS-05-01

Principio: 2360 Final: 2612

Terminador sintético de nopalina sintetasa

tNOS-05-01

Principio: 5278 Final: 5530

Terminador sintético de nopalina sintetasa

Las abreviaturas usadas en la Figura 8 (vector 15764) se definen segun lo siguiente:
cAvHPPD-03

Principio: 450 Final: 1769 (complementario)

Gen de HPPD de avena optimizado en los codones para haba de soja que codifica SEC ID NO 14

cPATBAR-07
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Principio: 3034 Final: 3585

Gen BAR X17220 de S. hygroscopicus (sitio Bgl2 mutado), proteina fosfinotricin acetil transferasa caa35093.
cSpec-03

Principio: 4334 Final: 5122

estreptomicina adenililtransferasa; de Tn7 (aadA)

cVirG-01

Principio: 5422 Final: 6147

Gen de virulencia G de Agrobacterium tumefaciens (virGN54D, que contiene el codén de Principio TTG) virGN54D
procedié de pAD1289 descrito en Hansen et al. 1994, PNAS 91:7603-7607

cRepA-03

Principio: 6177 Final: 7250

Proteina de replicacion de RepA, pVS1 con A a G en nt735

eTMV-02

Principio: 1773 Final: 1840 (complementario)

Secuencia lider del virus del mosaico del tabaco (TMV_Omega 5'UTR que se piensa que potencia la expresion.
EMBL: TOTMV6

e35S-05

Principio: 1905 Final: 2197 (complementario)

Region potenciadora 35S del virus del mosaico de la coliflor con cambios de pp de Ca Ty de C a A.
eFMV-03

Principio: 2204 Final: 2397 (complementario)

Potenicador del virus del mosaico de la escrofularia.

bNRB-04

Principio: 5 Final: 144 (complementario)

Region de frontera derecha de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens. Difiere de bNRB-03
en 20 pb en el extremo 5'.

bNRB-01-01

Principio: 102 Final: 126 (complementario)

Repeticion de frontera derecha de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens.
bNLB-03

Principio: 3925 Final: 4054 (complementario)

Region de frontera izquierda de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens. (Zambryski et al.
1980, Science, 209:1385-1391) EMBL n° J01825.

bNLB-01-01
Principio: 3960 Final: 3984 (complementario)
Region de frontera izquierda de 25 pb de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens.
pr35S-04-01
Principio: 2494 Final: 3014
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Promotor 35S; promotor definido originalmente en el mapa con una longitud de 641 pb; no hay una coincidencia
exacta en la bibliografia (LF julio de 2004)

oVS1-02
Principio: 7293 Final: 7697

Origen de replicacion y region de particion del plasmido pVS1 de Pseudomonas (ltoh et al. 1984, Plasmid 11: 206-
220); similar al nimero de acceso de GenBank U10487; actia como un origen de replicacion en el hospedante
Agrobacterium tumefaciens

0oCOLE-06

Principio: 8375 Final: 9181 (complementario)

Origen de replicacion ColE1 funcional en E. coli

tNOS-05-01

Principio: 181 Final: 433 (complementario)

Terminador NOS: 3'UTR del gen nopalina sintasa

tNOS-05-01

Principio: 3619 Final: 3871

Terminador NOS: 3'UTR del gen nopalina sintasa

Las abreviaturas usadas en la Figura 9 (vector 17149) se definen segun lo siguiente:
cAvHPPD-05

Principio: 1024 Final: 2343

Secuencia optimizada en los codones para haba de soja que codifica SEC ID NO: 26 de HPPD
cPAT-03-01

Principio: 3209 Final: 3760

S. viridochromogenes sintético Hoescht AO2774 PAT, codones vegetales; idéntico a la proteina Q57146 de
fosfinotricin acetil transferasa

cPAT-03-02
Principio: 5062 Final: 5613

Proteina fosfinotricin acetil transferasa de S. viridochromogenes PAT Q57146, ADN de cPAT-03-01, con sitios
BamH1, Bgl2 mutados

cSpec-03
Principio: 6346 Final: 7134

También denominado aadA; gen que codifica la enzima aminoglucésido 3’ adeniltransferasa, que confiere
resistencia a espectinomicina y estreptomicina para mantenimiento del vector en E. coli y Agrobacterium. También
conocido como cSPEC-03

cVirG-01
Principio: 7434 Final: 8159

virG (putativo) procedente de pAD1289 con codén de Principio TTG. virGN54D procede de pAD1289 descrito en
Hansen et al. 1994, PNAS 91:7603-7607

cRepA-01
Principio: 8189 Final: 9262

Proteina de replicacion RepA, pVS1

52



10

15

20

25

30

35

ES 2619279 T3

Descripcion de la ubicacion original
eNOS-01
Principio: 168 Final: 259

Secuencia potenciadora de NOS putativa procedente de 15235 como se encuentra en la frontera derecha de ciertos
vectores binarios.

eFMV-03

Principio: 396 Final: 589

Region potenciadora del virus del mosaico de la escrofularia (FMV)

e35S-05

Principio: 596 Final: 888

Cambios de pb de C a Ty C a A en la regién potenciadora 35S del virus del mosaico de la coliflor
eTMV-02

Principio: 953 Final: 1020

Secuencia lider de TMV Omega 5'UTR que se piensa que potencia la expresion. EMBL: TOTMV6
eFMV-03

Principio: 4054 Final: 4247

Region potenciadora procedente del virus del mosaico de la escrofularia (FMV)

e35S-05

Principio: 4254 Final: 4546

eNOS-01

Principio: 4557 Final: 4648

Secuencia del potenciador NOS putativa procedente de 15235 como se encuentra en la frontera derecha de ciertos
vectores binarios

bNRB-05
Principio: 4 Final: 259 (complementario)

Region de frontera derecha/T-DNA de NOS; puede influir en los promotores. EMBL Nos: J01826, V00087,
AF485783.

bNRB-01-01

Principio: 101 Final: 125 (complementario)

Repeticion de frontera derecha de T-DNA del plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens
bNLB-03

Principio: 5937 Final: 6066 (complementario)

Region de frontera izquierda de T-DNA de plasmido ti de nopalina de Agrobacterium tumefaciens
bNLB-01-01

Principio: 5972 Final: 5996 (complementario)

Region de repeticion de frontera izquierda de 25 pb de T-DNA del plasmido ti de nopalina de Agrobacterium
tumefaciens

prCMP-04
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Principio: 4655 Final: 5051

Promotor y lider del virus del rizado de la hoja amarilla de galan de noche (principio aagggagc?). genbank:
AF364175. US20040086447. prCMP-01 con un truncamiento de un par de bases en el extremo 5’ y un truncamiento
de 2 pares de bases en el extremo 3’

pr35S-04-01

Principio: 2664 Final: 3184

Promotor 35S procedente de CaMV. EMBL: CAMVG2 (100% de coincidencia contra este registro EMBL)
oVS1-02

Principio: 9305 Final: 9709

Origen de replicacion y region de particion de plasmido pVS1 de Pseudomonas (ltoh et al. 1984, Plasmid 11: 206-
220); similar al ndmero de acceso GenBank U10487; sirve como origen de replicacion en el hospedante
Agrobacterium tumefaciens

0oCOLE-06

Principio: 10387 Final: 11193 (complementario)

El origen de replicacion ColE1 funcional en E.coli derivd de pUC19
tNOS-05-01

Principio: 2360 Final: 2612

Terminador sintético de nopalina sintetasa

tNOS-05-01

Principio: 3794 Final: 4046

Terminador sintético de nopalina sintetasa

tNOS-05-01

Principio: 5642 Final: 5894

Terminador sintético de la nopalina sintetasa

Ejemplo 5: Transformacion de haba de soja y seleccién de plantas resistentes a herbicidas.

El material vegetal de haba de soja se puede transformar de forma adecuada y se pueden regenerar plantas fértiles
mediante muchos métodos que son bien conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, las plantas
transgénicas de haba de soja fértiles morfolégicamente normales se pueden obtener mediante: 1) la produccion de
tejido embriogénico somatico procedente de, por ejemplo, cotileddn inmaduro, hipocotilo u otro tejido adecuado; 2)
transformacion mediante bombardeo con particulas o infeccidon con Agrobacterium; y 3) regeneracion de plantas. En
un ejemplo, como se describe en la patente U.S. n® 5.204.944, se corta tejido de cotiledon procedente de embriones
inmaduros de haba de soja, preferiblemente al que se le ha eliminado el eje embridnico, y se cultiva en medio que
contiene hormonas, para formar material vegetal embriogénico somatico. Este material se transforma usando, por
ejemplo, métodos de ADN directos, bombardeo con microproyectiles revestidos con ADN o infecciéon con
Agrobacterium, se cultiva en un medio de seleccién adecuado y se regenera, opcionalmente también en presencia
continua de agente de seleccion, en plantas de haba de soja transgénicas fértiles. Los agentes de selecciéon pueden
ser antibidticos tales como canamicina, higromicina, o herbicidas tales como fosfinotricina o glifosato, o, como
alternativa, la seleccion se puede basar en la expresion de un gen marcador visualizable, tal como GUS. Como
alternativa, los tejidos diana para la transformacién comprenden tejido meristematico en vez de embriogénico
somaclonal, u, opcionalmente, es tejido de flores o formador de flores. Otros ejemplos de transformaciones de haba
de soja se pueden encontrar, por ejemplo, mediante el método de suministro de ADN fisico, tal como bombardeo
con particulas (Finer y McMullen (1991) In Vitro Cell Dev. Biol. 27P:175-182; McCabe et al. (1988) Bio/technology
6:923-926), triquitas (Khalafalla et al. (2006) African J. of Biotechnology 5:1594-1599), inyeccion de haces de aerosol
(patente U.S. n° 7.001.754), o mediante métodos de suministro mediados por Agrobacterium (Hinchee et al. (1988)
Bio/Technology 6:915-922; patente U.S. n° 7.002.058; Publicacién de Solicitud de Patente U.S. n° 20040034889;
Publicacion de Solicitud de Patente U.S. n° 20080229447; Paz et al. (2006) Plant Cell Report 25:206-213). El gen de
HPPD también se puede suministrar en un organulo tal como un plastido, para conferir resistencia incrementada a
herbicidas (Publicacion de Solicitud de Patente U.S. n°® 20070039075).
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Las plantas transgénicas de haba de soja se pueden generar con los vectores binarios descritos anteriormente
(Ejemplo 4) que contienen variantes del gen de HPPD con diferentes métodos de transformacion. Opcionalmente, el
gen de HPPD puede proporcionar el medio de seleccion e identificacion de tejido transgénico. Por ejemplo, se usé
un vector para transformar dianas de semillas inmaduras como se describe (Publicacion de Solicitud de Patente U.S.
n® 20080229447) para generar plantas de haba de soja de HPPD transgénicas directamente usando inhibidor de
HPPD, tal como mesotriona, como agente de seleccion. Opcionalmente, los genes de HPPD se pueden presentar en
el polinucledtido junto con otras secuencias que proporcionan medios adicionales de seleccion/identificacion de
tejido transformado, incluyendo, por ejemplo, los genes conocidos que proporcionan resistencia a canamicina,
higromicina, fosfinotricina, butafenacilo, o glifosato. Por ejemplo, vectores binarios diferentes que contienen los
genes marcadores seleccionables PAT o EPSPS como se describe en el Ejemplo 4 se transformaron en una diana
de semilla de haba de soja inmadura para generar plantas tolerantes a herbicidas de HPPD usando transformacion
mediada por Agrobacterium y seleccion con glufosinato o glifosato (Publicacion de Solicitud de Patente U.S. n°
20080229447).

Como alternativa, las secuencias marcadoras seleccionables pueden estar presentes en polinucleétidos separados,
y se usa un proceso de, por ejemplo, cotransformacion y coseleccion. Como alternativa, en lugar de un gen
marcador seleccionable, se puede usar un gen marcador puntuable, tal como GUS, para identificar un tejido
transformado.

Se puede usar un método a base de Agrobacterium para la transformacion de haba de soja para generar plantas
transgénicas usando glufosinato, glifosato o inhibidor de HPPD mesotriona como agente de seleccion, usando
semillas de haba de soja inmaduras como se describe (Publicacion de Solicitud de Patente U.S. n° 20080229447).

Ejemplo 6: Crecimiento de plantas transgénicas de haba de soja, analisis y evaluacion de la tolerancia a herbicidas.

Se llevaron plantas T, procedentes de cultivo de tejido al invernadero, en el que se transplantaron en suelo saturado
con agua (mezcla para cepellones y plantulas REDI-EARTH, Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA o mezcla de
germinacion Fafard) mezclado con 1% de MARATHON granular (Olympic Horticultural Products, Co., Mainland, PA)
a 5-10 g/gal de suelo en macetas cuadradas de 2”. Las plantas se cubrieron con cupulas para la humedad y se
colocaron en una camara Conviron (Pembina, ND) con las siguientes condiciones medioambientales: 24°C dia; 20°C
noche; fotoperiodo de 16-23 h de luz-1-8 h de oscuridad; y humedad relativa de 80%.

Después de que las plantas se establecieran en el suelo y aparecieran nuevos crecimientos (~1-2 semanas), se
tomaron muestras de las plantas y se ensayaron para determinar la presencia del transgén deseado mediante
analisis TAQMAN® usando sondas apropiadas para los genes de HPPD, o promotores (por ejemplo prCMP). Todas
las plantas positivas se transplantaron en macetas cuadradas de 4” que contenian suelo Fafard n°3. Se incorporé un
fertilizante de liberacion lenta Sierra 17-6-12 en el suelo, a la tasa recomendada. Las plantas se vuelven a colocar
entonces en un invernadero estandar para aclimatizarlas (~1 semana). Las condiciones medioambientales fueron:
27°C dia; 21°C noche; fotoperiodo de 14 h (con luz complementaria); humedad ambiental. Después de aclimatarse
(~1 semana), se tomaron muestras de las plantas y se ensayaron detalladamente para detectar la presencia y
numero de copias de transgenes insertados. Se hacen crecer plantas transgénicas de haba de soja hasta madurez,
para la produccion de semillas T1. Las plantas T1 se hicieron crecer y después de analisis TAQMAN®, se hicieron
crecer las plantas homozigotas para la produccion de semillas. Las semillas transgénicas y las plantas de la
progenie se usaron para evaluar posteriormente su comportamiento de tolerancia a herbicidas y sus caracteristicas
moleculares.

Las plantas de haba de soja homozigotas procedentes de 2 eventos generados con el vector 15764 (Figura 8) y
multiples eventos generados con el vector 17147 (Figura 7) que expresan SEC ID NO: 14 y SEC ID NO: 24,
respectivamente, a partir de dos casetes de expresion de HPPD idénticos se hicieron crecer y se ensayaron para
determinar su tolerancia a una gama de herbicidas de HPPD. La Tabla 8 resume los resultados de estos ensayos a
partir de plantas pulverizadas en la etapa de crecimiento V2. Cada punto de datos representa la calificaciéon de dafio
promedio a partir de n = 7 réplicas.

Tabla 8. Resultados de los ensayos de pulverizacion con herbicida contra los eventos de haba de soja con vector
15764 y 17147

EVENTO/SEC de HPPD

1,4 |48 |93 3,6 42,1 81 264 |69 (364 (4,8

20,7 34 221 3,9 52,9 |99 (4255 (42 (521 7

15,3 |24 |153 (3,7 621 6,4 |30 41 (514 6,3
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8,3 21 |53 21 |45 41 (19,3 53 [39,3 11,7
10,6 (2,4 |69 2,4 |45 41 (20,7 3.4 4.4 3,8
18,6 (42 193 3,4 68,6 69 31,3 (48 |80 214
15,7 39 |25 58 (98,6 3,8 |40 58 97,1 7,6
82,9 86 836 |48 821 3,9 96,1 3,5 843 8,4

El evento 1 fue mas tolerante a mesotriona y el evento 2 fue el segundo evento 15764 mas tolerante seleccionado a
partir de una poblacion de aproximadamente 90. Estos eventos se usaron para comparar el rendimiento de cinco
eventos 17147. Cuatro de estos, SF, S8, S7 y S3 no se habian preseleccionado por el nivel de tolerancia (mas que
para confirmar resistencia, naturaleza no quimérica y presencia del gen) mientras que el evento restante, TO, se
habia preseleccionado como el mas resistente de los cinco eventos 17147 en un ensayo de campo preliminar.

Las plantas estuvieron en macetas de plastico de 4 x 4 x 4 pulgadas y se hicieron crecer en un régimen de luz de
15/9 horas (luz del dia complementada con luz artificial en los invernaderos) con una temperatura minima nocturna
de 18 °C y una temperatura maxima diurna de 27 °C. El suelo fue mezcla VBRC regular (mezcla 1:1 de suelo de
campo Vero y Mezcla Fafard IlI) donde el suelo de campo Vero es un 98% de arena y un 2% de arcilla. Los
tratamientos con el compuesto B = CALLISTO® 4 SC (480 g ai/l), con el compuesto C (200 g ai/l) EC, con IFT =
Balance Pro 4 SC (480 g ai/l) y con el compuesto E = Laudis 3,5 SC (420 g ai/l) incluyeron un 0,25% v/v de INDUCE
(un tensioactivo no iénico) y sulfato de amonio (N-PAK liquido AMS) con una tasa equivalente a 8,5 Ib/galon. El
volumen del pulverizado fue de 150 I/ha y las calificaciones del dafio reflejan evaluaciones a 14 DAT.

Resulta sorprendente que a partir de un conjunto tan pequefio de eventos 17147 la totalidad de los cinco eventos
ensayados proporcionara tolerancia a mesotriona y a isoxaflutol equivalente a uno de los mejores eventos 15764, el
evento 2, y ciertamente que dos de ellos, TO y S7, superaran el rendimiento del evento 15764 mas tolerante, el
evento 1, que se seleccioné entre muchos.

Los datos in vitro y, en particular los datos de la velocidad de disociacion, muestran que SEC ID NO: 24 es 2y 2,3
veces superior a SEC ID NO: 14 respecto a B e IFT pero neutra respecto a C y E. El hecho de que las plantas que
expresan SEC ID NO: 24 de HPPD mostraran un patrén alterado de manera similar a la tolerancia a herbicidas
concuerda con esto. Por lo tanto, por ejemplo, los eventos SF y S8 muestran una tolerancia similar o mejor tanto a
IFT como a B que 6W pero, a diferencia de 6W, esencialmente no tolerancia al compuesto E o al C. De manera
similar, los Unicos eventos 17147, TO y S7, que muestran una tolerancia a E y C que es similar a la del evento 4R
también muestran una tolerancia superior que 4R a B e IFT. Los datos in vitro tienen un valor predictivo en las
plantas y SEC ID NO: 24 proporciona una mejor tolerancia a mesotriona e IFT pero no, por ejemplo, a tembotriona.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel
de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.
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<120> POLIPEPTIDOS DE HIDROXIFENILPIRUVATO DIOXIGENASA MUTANTES Y METODOS DE USO

<130> 72051-D-X

<1x50> 61/224.661

< 151> 2009-07-10

<150> 61/146.513

< 151> 2009-01-22

<160> 80

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
< 211> 1317
< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2619279 T3

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 1

atgcctcecta
gctgctagat
ttatectttte
tecttttgett
catgecttctt
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 2
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagettt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Atrtificial

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctget
atctggaget
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tecctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgcetg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagectggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttectgetge
tatctactgg
tatttactge
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacce
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

57

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
teccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgettttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317
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<220>

ES 2619279 T3

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 2

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tcttttgett
catgecttett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgcetg
cctgetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 3
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgetac
cttttcctag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgctge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggagcet
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttctgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtage
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
tcatattgcet
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 3

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tcttttgett
catgecttett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgctg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 4
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgcetac
cttttcctag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgctge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggagcet
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttctgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtagg
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

58

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317
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< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2619279 T3

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 4

atgcctcecta
gctgctagat
ttatectttte
tettttgett
catgcttctt
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210>5
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagettt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Artificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctget
atctggagcect
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgcetg
agatctgatt
ttagecttttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttectgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacce
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtatc
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgettttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
tcatattgcet
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 5

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tcttttgett
catgecttett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgctg
cctgetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210>6
<211> 1317

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgctge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ctcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggagcet
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttctgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca
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tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317
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<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2619279 T3

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 6

atgcctcecta
gctgctagat
ttatectttte
tecttttgett
catgecttctt
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaag
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210>7
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgetac
cttttcctag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagettt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ctcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Artificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctget
atctggaget
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tecctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgcetg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagectggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttectgetge
tatctactgg
tatttactge
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacce
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
teccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgettttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400>7

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tcttttgett
catgecttett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaat
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 8

ctcectgcetac
cttttcectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgctge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ctcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggagcet
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttctgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca
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tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317
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<211> 1317
<212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2619279 T3

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 8

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tcttttgett
catgecttett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgctg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaag
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210>9
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgctge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
tacaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Artificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggagcet
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttctgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400>9

atgcctcecta
gctgctagat
ttatectttte
tecttttgett
catgcttctt
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagettt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctget
atctggagcect
tactgctget
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgcetg
agatctgatt
ttagecttttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagectggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttectgetge
tatctactgg
tatttactgce
ttccttettt
gatctgtagg
gagctagacce
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gaatgaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

61

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgettttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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1080
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60
120
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240
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360
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10

15

<210> 10
<211> 1317
<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2619279 T3

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 10

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tecttttgett
catgecttctt
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
tgggaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 11
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgetac
cttttcectag
atcatgtaga
taggagctcc
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Artificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggaget
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgetg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttetgetge
tatctactgg
tatttactge
ttccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgct
teccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
attagtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 11
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10

15

atgcctcecta
gctgctagat
ttatectttte
tettttgett
catgcttctt
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 12
<211> 1317
< 212> ADN

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagettt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctget
atctggagcect
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

ES 2619279 T3

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgcetg
agatctgatt
ttagecttttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagectggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttectgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacce
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgettttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
aatggtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante

<400> 12

atgcctcecta
gctgctagat
ttatctttte
tcttttgett
catgecttett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 13
<211> 1317
<212> ADN

ctcectgcetac
cttttcectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgctge
ctgaagcttt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctgcet
atctggagcet
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tcctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagctggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttctgetge
tatctactgg
tatttactgce
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacc
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gattaaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
tccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgecttttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
agctgtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

< 223> Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de HPPD mutante
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<400> 13

atgcctcecta
gctgctagat
ttatectttte
tettttgett
catgecttcett
cctectecte
gctgctagaa
gctgatgetg
cctgcetgatt
ttaagatttg
gtatcttcte
gtacctgaaa
gctgaattta
gctaataatt
agatctcaaa
ttagcttcta
ggatttgaat
ggagatgtat
agagatgatc
ttttttttag
tatcaaaaag
attgaagatt

<210> 14
<211> 439
<212>PRT

ctcectgcetac
cttttectag
atcatgtaga
taggagctcce
tattattaag
aagaagctgce
cttttgectge
ctgaagettt
taggacatgg
tatcttatcc
ctggagctgt
tggctcectgt
ctgctgaaga
ctgaagctgt
ttcaaactta
atgatgtatt
ttatggectcce
tatctgaaga
aaggagtatt
aaatgattca
gaggatgtgg
atgaaaaatc

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgctactgga
agtagtaaga
attatggtgt
tttagctget
atctggaget
tactgctgcet
tgctcatgga
tagagtatct
atttggatta
tgatgaaact
agattatgga
aattgattat
tgtaggaact
attattacct
tttagaatat
aagaacttta
tecctcaaget
acaaattaaa
attacaaatt
aagaattgga
aggatttgga
tttagaagta

< 223> Polipéptido de HPPD mutante

<400> 14

ES 2619279 T3

gctgectgetg
gtaaatccta
gctgatgctg
agatctgatt
ttagettttt
actgcttcta
ttagctgtaa
gtagectggag
gctgaagtag
gatttacctt
ttaactagat
atgaaaggat
actgaatctg
ttaaatgaac
catggaggac
agagaaatga
aaatattatg
gaatgtcaag
tttactaaac
tgtatggaaa
aaaggaaatt
aaacaatctg

ctgctgtaac
gatctgatag
cttectgetge
tatctactgg
tatttactge
tteccttettt
gatctgtagg
gagctagacce
aattatatgg
ttttacctgg
ttgatcatgt
ttttaggatt
gaatgaattc
ctgtacatgg
ctggagtaca
gagctagaac
aaggagtaag
aattaggagt
ctgtaggaga
aagatgaagt
tttctgaatt
tagtagctca

64

tcctgaacat
atttcctgta
tggaagattt
aaattctgcet
teccttatget
ttctgectgat
agtaagagta
tgettttget
agatgtagta
atttgaaaga
agtaggaaat
tcatgaattt
tgtagtatta
aactaaaaga
acatattgct
tcctatggga
aagaattgct
aatggtagat
tagacctact
aggacaagaa
atttaaatct
aaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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720
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960
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Met
Thr
Pro
Trp
Gly
65

His
Ala
Ser
His
Glu
145
Pro
Gly
Pro
Tyr
Ala
225
Ala
Ser
Glu
Glu
Asp
305
Gly
Arg
Gln
Gln
Met
385
Tyr
Leu

Ser

Pro
Pro
Arg
Cys
50

Ala
Ala
Pro
Ile
Gly
130
Ala
Ala
Asp
Phe
Gly
210
Pro
Glu
Val
Pro
Tyr
290
Val
Phe
Arg
Glu
Ile
370
Ile
Gln

Phe

val

<210> 15

Pro
Glu
Ser
35

Ala
Pro
Ser
Tyr
Pro
115
Leu
Phe
Asp
val
Leu
195
Leu
vVal
Phe
val
Val
275
His
Leu
Glu
Ile
Leu
355
Phe
Gln
Lys
Lys

Val

<211> 439

<212>PRT

< 213> Avena sativa

<400> 15

Thr
His
20

Asp
Asp
Leu
Leu
Ala
100
Ser
Ala
Arg
Leu
Val
180
Pro
Thr
Ile
Thr
Leu
260
His
Gly
Arg
Phe
Ala
340
Gly
Thr
Arg
Gly
Ser

420
Ala

Pro
Ala
Arg
Ala
Ala
Leu
85

Pro
Phe
val
Val
Gly
165
Leu
Gly
Arg
Asp
Ala
245
Ala
Gly
Gly
Thr
Met
325
Gly
Vval
Lys
Ile
Gly
405

Ile

Gln

Ala
Ala
Phe
Ala
Ala
70

Leu
Pro
Ser
Arg
Ser
150
His
Arg
Phe
Phe
Tyr
230
Glu
Asn
Thr
Pro
Leu
310
Ala
Asp
Leu
Pro
Gly
390
Cys
Glu

Lys

Thr
Arg
Pro
Ser
55

Arg
Arg
Pro
Ala
Ser
135
Val
Gly
Phe
Glu
Asp
215
Met
Asp
Asn
Lys
Gly
295
Arg
Pro
vVal
val
val
375
Cys
Gly

Asp

Ser

Ala
Ser
Val
40

Ala
Ser
Ser
Gln
Asp
120
Val
Ala
Phe
val
Arg
200
His
Lys
val
Ser
Arg
280
Val
Glu
Pro
Leu
Asp
360
Gly
Met

Gly

Tyr

ES 2619279 T3

Thr
Phe
25

Leu
Ala
Asp
Gly
Glu
105
Ala
Gly
Gly
Gly
Ser
185
val
Val
Gly
Gly
Glu
265
Arg
Gln
Met
Gln
Ser
345
Arg
Asp
Glu

Phe

Glu
425

Gly
10

Pro
Ser
Gly
Leu
Ala
90

Ala
Ala
Vval
Gly
Leu
170
Tyr
Ser
val
Phe
Thr
250
Ala
Ser
His
Arg
Ala
330
Glu
Asp
Arg
Lys
Gly

410
Lys

Ala
Arg
Phe
Arg
Ser
75

Leu
Ala
Arg
Arg
Ala
155
Ala
Pro
Ser
Gly
Leu
235
Thr
val
Gln
Ile
Ala
315
Lys
Glu
Asp
Pro
Asp
395

Lys

Ser

Ala
val
His
Phe
60

Thr
Ala
Thr
Thr
val
140
Arg
Glu
Asp
Pro
Asn
220
Gly
Glu
Leu
Ile
Ala
300
Arg
Tyr
Gln
Gln
Thr
380
Glu

Gly

Leu

65

Ala
vVal
His
45

Ser
Gly
Phe
Ala
Phe
125
Ala
Pro
val
Glu
Gly
205
Val
Phe
Ser
Leu
Gln
285
Leu
Thr
Tyr
Ile
Gly
365
Phe
val

Asn

Glu

Ala
Arg
Vval
Phe
Asn
Leu
Ala
110
Ala
Asp
Ala
Glu
Thr
190
Ala
Pro
His
Gly
Pro
270
Thr
Ala
Pro
Glu
Lys
350
Val
Phe
Gly

Phe

Val
430

Ala
15

Val
Glu
Ala
Ser
Phe
95

Thr
Ala
Ala
Phe
Leu
175
Asp
Val
Glu
Glu
Leu
255
Leu
Tyr
Ser
Met
Gly
335
Glu
Leu
Leu
Gln
Ser

415
Lys

val
Asn
Leu
Leu
Ala
80

Thr
Ala
Ala
Ala
Ala
160
Tyr
Leu
Asp
Met
Phe
240
Asn
Asn
Leu
Asn
Gly
320
Val
Cys
Leu
Glu
Glu
400
Glu

Gln



Met

Thr

Pro

Trp

Gly

65

His

Ala

Ser

His

Glu

145

Pro

Gly

Pro

Tyr

Ala

Pro

Pro

Arg

Cys

50

Ala

Ala

Pro

Ile

Gly

130

Ala

Ala

Asp

Phe

Gly

210

Pro

Pro

Glu

Ser

35

Ala

Pro

Ser

Tyr

Pro

115

Leu

Phe

Asp

Val

Leu

195

Leu

vVal

Thr

His

20

Asp

Asp

Leu

Leu

Ala

100

Ser

Ala

Arg

Leu

val

180

Pro

Thr

Ile

Pro

Ala

Arg

Ala

Ala

Leu

85

Pro

Phe

val

val

Gly

165

Leu

Gly

Arg

Asp

Ala

Ala

Phe

Ala

Ala

70

Leu

Pro

Ser

Arg

Ser

150

His

Arg

Phe

Phe

Tyr

Thr

Arg

Pro

Ser

55

Arg

Arg

Pro

Ala

Ser

135

Val

Gly

Phe

Glu

Asp

215

Met

Ala

Ser

val

40

Ala

Ser

Ser

Gln

Asp

120

val

Ala

Phe

vVal

Arg

200

His

Lys

ES 2619279 T3

Thr

Phe

25

Leu

Ala

Asp

Gly

Glu

105

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

185

Val

Val

Gly

Gly

10

Pro

Ser

Gly

Leu

Ala

90

Ala

Ala

val

Gly

Leu

170

Tyr

Ser

val

Phe

Ala

Arg

Phe

Arg

Ser

75

Leu

Ala

Arg

Arg

Ala

155

Ala

Pro

Ser

Gly

Leu

Ala

Val

His

Phe

60

Thr

Ala

Thr

Thr

val

140

Arg

Glu

Asp

Pro

Asn

220

Gly

66

Ala

Val

His

45

Ser

Gly

Phe

Ala

Phe

125

Ala

Pro

val

Glu

Gly

205

Val

Phe

Ala

Arg

30

Val

Phe

Asn

Leu

Ala

110

Ala

Asp

Ala

Glu

Thr

190

Ala

Pro

His

Ala

15

Val

Glu

Ala

Ser

Phe

95

Thr

Ala

Ala

Phe

Leu

175

Asp

Val

Glu

Glu

val

Asn

Leu

Leu

Ala

80

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

160

Tyr

Leu

Asp

Met

Phe



225

Ala Glu

Ser Val

Glu Pro

Glu Tyr
290

Asp Val
305

Gly Phe

Arg Arg

Gln Glu

Gln Ile

370

Met Ile
385

Tyr Gln

Leu Phe

Ser Val

<210> 16

Phe

Val

Val

275

His

Leu

Glu

Ile

Leu

355

Phe

Gln

Lys

Lys

Val
435

<211> 439

<212>PRT

Thr

Leu

260

His

Gly

Arg

Phe

Ala

340

Gly

Thr

Arg

Gly

Ser

420

Ala

< 213> Avena sativa

<400> 16

Ala

245

Ala

Gly

Gly

Thr

Met

325

Gly

val

Lys

Ile

Gly

405

Ile

Gln

230

Glu

Asn

Thr

Pro

Leu

310

Ala

Asp

Leu

Pro

Gly

390

Cys

Glu

Lys

Asp

Asn

Lys

Gly

295

Arg

Pro

Val

vVal

vVal

375

Cys

Gly

Asp

Ser

Val

Ser

Arg

280

vVal

Glu

Pro

Leu

Asp

360

Gly

Met

Gly

Tyr

ES 2619279 T3

Gly

Glu

265

Arg

Ala

Met

Gln

Ser

345

Arg

Asp

Glu

Phe

Glu
425

Thr

250

Ala

Ser

His

Arg

Ala

330

Glu

Asp

Arg

Lys

Gly

410

Lys

235

Thr

Val

Gln

Ile

Ala

315

Lys

Glu

Asp

Pro

Asp

395

Lys

Ser

Glu

Leu

Ile

Ala

300

Arg

Tyr

Gln

Gln

Thr

380

Glu
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Glu

Phe

ES 2619279 T3

Leu

170

Tyr

Ser

Val

Phe

Thr

250

Ala

Ser

His

Arg

Ala

330

Glu

Asp

Arg

Lys

Gly
410

155

Ala

Pro

Ser

Gly

Leu

235

Thr

Val

Gln

Ile

Ala

315

Lys

Glu

Asp

Pro

Asp

395

Lys

Glu

Asp

Pro

Asn

220

Gly

Glu

Leu

Ile

Ala

300

Arg

Tyr

Gln

Gln

Thr

380

Glu

Gly

Val

Glu

Gly

205

Val

Phe

Ser

Leu

Gln

285

Leu

Thr

Tyr

Ile

Gly

365

Phe

Val

Asn

Phe Lys Ser Ile Glu Asp Tyr Glu Lys Ser Leu
420

Val Vval Ala Gln Lys Ser

435

<211> 439

425

85

Glu

Thr

190

Ala

Pro

His

Gly

Pro

270

Thr

Ala

Pro

Glu

Lys

350

val

Phe

Gly

Phe

Glu

Leu

175

Asp

Val

Glu

Glu

Leu

255

Leu

Tyr

Ser

Met

Gly

335

Glu

Leu

Leu

Gln

Ser
415

Vval
430

160

Tyr

Leu

Asp

Met

Phe

240

Asn

Asn

Leu

Asn

Gly

320

Val

Cys

Leu

Glu

Glu

400

Glu

Lys Gln



<212>PRT

< 213> Avena sativa

<400> 26

Met

1

Thr

Pro

Trp

Gly

65

His

Ala

Ser

His

Glu

145

Pro

Gly

Pro

Pro

Arg

Cys

50

Ala

Ala

Pro

Ile

Gly

130

Ala

Ala

Asp

Pro

Glu

Ser

Ala

Pro

Ser

Tyr

Pro

115

Leu

Phe

Asp

Val

Thr

His

20

Asp

Asp

Leu

Leu

Ala

100

Ser

Ala

Arg

Leu

Val
180

Pro

Ala

Arg

Ala

Ala

Leu

85

Pro

Phe

Val

Val

Gly

165

Leu

Ala

Ala

Phe

Ala

Ala

70

Leu

Pro

Ser

Arg

Ser

150

His

Arg

Thr

Arg

Pro

Ser

55

Arg

Arg

Pro

Ala

Ser

135

Val

Gly

Phe

Ala

Ser

val

40

Ala

Ser

Ser

Gln

Asp

120

val

Ala

Phe

Val

ES 2619279 T3

Thr

Phe

25

Leu

Ala

Asp

Gly

Glu

105

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser
185

Gly

10

Pro

Ser

Gly

Leu

Ala

90

Ala

Ala

val

Gly

Leu

170

Tyr

Ala

Arg

Phe

Arg

Ser

75

Leu

Ala

Arg

Arg

Ala

155

Ala

Pro

Ala

val

His

Phe

60

Thr

Ala

Thr

Thr

val

140

Arg

Glu

Asp

86

Ala

val

His

45

Ser

Gly

Phe

Ala

Phe

125

Ala

Pro

Val

Glu

Ala

Arg

30

Vval

Phe

Asn

Leu

Ala

110

Ala

Asp

Ala

Glu

Thr
190

Ala

15

Val

Glu

Ala

Ser

Phe

95

Thr

Ala

Ala

Phe

Leu

175

Asp

val

Asn

Leu

Leu

Ala

80

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

160

Tyr

Leu



Pro

Tyr

Ala

225

Ala

Ser

Glu

Glu

Asp

305

Gly

Arg

Gln

Gln

Met

385

Tyr

Leu

Ser

Phe

Gly

210

Pro

Glu

vVal

Pro

Tyr

290

Val

Phe

Arg

Glu

Ile

370

Ile

Gln

Phe

val

<210> 27

Leu

195

Leu

Val

Phe

val

vVal

275

His

Leu

Glu

Ile

Leu

355

Phe

Gln

Lys

Lys

val
435

< 211> 440

<212>PRT

< 213> Avena sativa

<400> 27

Pro

Thr

Ile

Thr

Leu

260

His

Gly

Arg

Phe

Ala

340

Gly

Thr

Arg

Gly

Ser

420

Ala

Gly

Arg

Asp

Ala

245

Ala

Gly

Gly

Thr

Met

325

Gly

vVal

Lys

Ile

Gly

405

Ile

Gln

Phe

Phe

Tyr

230

Glu

Asn

Thr

Pro

Leu

310

Ala

Asp

Met

Pro

Gly

330

Cys

Glu

Lys

Glu

Asp

215

Met

Asp

Asn

Lys

Gly

295

Arg

Pro

val

vVal

Val

375

Cys

Gly

Asp

Ser

Arg

200

His

Lys

val

Ser

Arg

280

val

Glu

Pro

Leu

Asp

360

Gly

Met

Gly

Tyr

Val

Val

Gly

Gly

Glu

265

Arg

Gln

Met

Gln

Ser

345

Arg

Asp

Glu

Phe

Glu
425

ES 2619279 T3

Ser

Val

Phe

Thr

250

Ala

Ser

His

Arg

Ala

330

Glu

Asp

Arg

Lys

Gly

410

Lys

Ser

Gly

Leu

235

Thr

val

Gln

Ile

Ala

315

Lys

Glu

Asp

Pro

Asp

395

Lys

Ser

Pro

Asn

220

Gly

Glu

Leu

Ile

Ala

300

Arg

Tyr

Gln

Gln

Thr

380

Glu

Gly

Leu

87

Gly

205

val

Phe

Ser

Leu

Gln

285

Leu

Thr

Tyr

Ile

Gly

365

Phe

val

Asn

Glu

Ala

Pro

His

Gly

Pro

270

Thr

Ala

Pro

Glu

Lys

350

vVal

Phe

Gly

Phe

Val
430

val

Glu

Glu

Met

255

Leu

Tyr

Ser

Met

Gly

335

Glu

Leu

Leu

Gln

Ser

415

Lys

Asp

Met

Phe

240

Asn

Asn

Leu

Asn

Gly

320

Val

Cys

Leu

Glu

Glu

400

Glu

Gln



Met
Thr
Pro
Trp
Gly
65

His
Ala
Ala
Ala
Ala
145
Ala
Tyr
Leu
Asp
Met
225
Phe
Asn
Asn
Leu
Asn
305
Gly
vVal
Cys
Leu
Glu
385
Glu
Glu

Gln

Pro
Pro
Arg
Cys
50

Ala
Ala
Pro
Ser
His
130
Glu
Pro
Gly
Pro
Tyr
210
Ala
Ala
Ser
Glu
Glu
290
Asp
Gly
Arg
Gln
Gln
370
Met
Tyr

Leu

Ser

<210> 28

<211>7

Pro
Glu
Ser
Ala
Pro
Ser
Tyr
Ile
115
Gly
Ala
Ala
Asp
Phe
195
Gly
Pro
Glu
Val
Pro
275
Tyr
val
Phe
Arg
Glu
355
Ile
Ile
Gln

Phe

Val
435

<212>PRT

Thr
His
20

Asp
Asp
Leu
Leu
Ala
100
Pro
Leu
Phe
Asp
val
180
Leu
Leu
Val
Phe
Val
260
Val
His
Leu
Glu
Ile
340
Leu
Phe
Gln
Lys
Lys

420
val

Pro
Ala
Arg
Ala
Ala
Leu
Pro
Ser
Ala
Arg
Leu
165
Val
Pro
Thr
Ile
Thr
245
Leu
His
Gly
Arg
Phe
325
Ala
Gly
Thr
Arg
Gly
405

Ser

Ala

Ala
Ala
Phe
Ala
Ala
70

Leu
Pro
Phe
Val
val
150
Gly
Leu
Gly
Arg
Asp
230
Ala
Ala
Gly
Gly
Thr
310
Met
Gly
val
Lys
Ile
390
Gly

Ile

Gln

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr
Arg
Pro
Ser
55

Arg
Arg
Pro
Ser
Arg
135
Ser
His
Arg
Phe
Phe
215
Tyr
Glu
Asn
Thr
Pro
295
Leu
Ala
Asp
Leu
Pro
375
Gly
Cys
Glu

Lys

Ala
Ser
vVal
40

Ala
Ser
Ser
Gln
Ala
120
Ser
val
Gly
Phe
Glu
200
Asp
Met
Asp
Asn
Lys
280
Gly
Arg
Pro
val
val
360
val
Cys
Gly

Asp

Ser
440

ES 2619279 T3

Thr
Phe
25

Leu
Ala
Asp
Gly
Glu
105
Asp
Val
Ala
Phe
val
185
Arg
His
Lys
Val
Ser
265
Arg
val
Glu
Pro
Leu
345
Asp
Gly
Met

Gly

Tyr
425

Gly
10

Pro
Ser
Gly
Leu
Ala
90

Ala
Ala
Gly
Gly
Gly
170
Ser
val
val
Gly
Gly
250
Glu
Arg
Gln
Met
Gln
330
Ser
Arg
Asp
Glu
Phe

410
Glu

Ala
Arg
Phe
Arg
Ser
75

Leu
Ala
Ala
val
Gly
155
Leu
Tyr
Ser
Val
Phe
235
Thr
Ala
Ser
His
Arg
315
Ala
Glu
Asp
Arg
Lys
395
Gly

Lys

Ala
val
His
Phe
60

Thr
Ala
Thr
Arg
Arg
140
Ala
Ala
Pro
Ser
Gly
220
Leu
Thr
Val
Gln
Ile
300
Ala
Lys
Glu
Asp
Pro
380
Asp
Lys

Ser

Ala
val
His
45

Ser
Gly
Phe
Ala
Thr
125
val
Arg
Glu
Asp
Pro
205
Asn
Gly
Glu
Leu
Ile
285
Ala
Arg
Tyr
Gln
Gln
365
Thr
Glu
Gly

Leu

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<220>

< 221> VARIANTE

88

Ala
Arg
30

Val
Phe
Asn
Leu
Ala
110
Phe
Ala
Pro
Val
Glu
190
Gly
Val
Phe
Ser
Leu
270
Gln
Leu
Thr
Tyr
Ile
350
Gly
Phe
Val

Asn

Glu
430

Ala
15

val
Glu
Ala
Ser
Phe
95

Ala
Ala
Asp
Ala
Glu
175
Thr
Ala
Pro
His
Gly
255
Pro
Thr
Ala
Pro
Glu
335
Lys
Val
Phe
Gly
Phe

415
Val

val
Asn
Leu
Leu
Ala
80

Thr
Thr
Ala
Ala
Phe
160
Leu
Asp
Val
Glu
Glu
240
Leu
Leu
Tyr
Ser
Met
320
Gly
Glu
Leu
Leu
Gln
400

Ser

Lys



10

15

20

25

30

35

ES 2619279 T3

<222>2
<223>Xaa=K,AoR
<220>

< 221> VARIANTE
<222>6
<223>Xaa=QoE
<400> 28

Arg Xaa Ser Gln Ile Xaa Thr
1 5

<210> 29

<211>6

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<220>

< 221> VARIANTE

< 222> 1
<223>Xaa=P,A0S
<220>

< 221> VARIANTE
<222>3
<223>Xaa=Vol
<220>

< 221> VARIANTE
<222>6
<223>Xaa=1I,L,orM
<400> 29

Xaa Gly Xaa Gln His Xaa
1 5

<210> 30

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<220>

< 221> VARIANTE
89



10

15

20

25

30

35

ES 2619279 T3

<222>2
<223>Xaa=1loV
<400> 30

Gly Xaa Leu Val Asp Arg Asp

1 5
<210> 31

<211>6

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<220>

< 221> VARIANTE
<222>6
<223>Xaa=SoG
<400> 31

Glu Ser Gly Leu Asn Xaa
1 5

<210> 32

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<220>

< 221> VARIANTE
<222>2
<223>Xaa=Ao0S
<220>

< 221> VARIANTE
<222>5
<223>Xaa=ToV

<400> 32

Phe Xaa Glu Phe Xaa
1 5

<210> 33

<211> 11205

90



<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> vector
<400> 33

attcctgtgg
taaatatccg
tgtcaaacac
attaagggag
aactgacaga
gcgtacgtag
gcggecattt
aaggaatggt
gataaagcag
gacagcccac
tcaacaaagg
tattgtgaag

ttggcatgca
attattctaa
tgatagttta
tcacgttatg
accgcaacgce
cactagtgaa
aaatcaattg
gcagaattgt
attcctctag
tcactaatge
gtaatatccg
atagtggaaa

catacaaatg
taaacgctct
aactgaaggc
accccegecg
tgcaggaatt
ttccggacce
ggcgegtgeg
taggcgcacce
tacaagtggg
gtatgacgaa
gaaacctcct
aggaaggtgg

ES 2619279 T3

gacgaacgga
tttctcttag
gggaaacgac
atgacgcggg
ggccgcageg
aagcttgcat
gccgcagetg
taccaaaagc
gaacaaaata
cgcagtgacg
cggattccat
ctcctacaaa

taaacctttt
gtttaccecge
aatctgatca
acaagccegtt
gccatttaaa
gcctgcagga
cttgtgggga
atctttgect
acgtggaaaa
accacaaaac
tgcccagceta
tgccatcatt

91

cacgcccettt
caatatatcc
tgagcggaga
ttacgtttgg
tcaattgggce
attggccgea
ccagacaaaa
ttattgcaaa
gagctgtcct
tcgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



aaaggctatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctagaggatc
acaacaatta
catatgeccte
catgctgcaa
gttctgtecet
ttcagectttg
gcacatgctt
gcteccaccte
gatgctgcaa
gttgctgatg
gctccagcag
gttctgagat
agggtttcaa
aacgttccag
ttcgectgaat
ctagccaaca
agacgatctc
gcattggett
ggagggttcg
gctggagatg
gatcgagacg
acttttttce
gagtaccaga
tccatagagg
taagagctct
tcctgttgee
aataattaac
gcaattatac
atcgegegeg
cgactctaga
cgtaaagact
cttegtcaac
ctcagaagac
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtccce
aaccacgtct
acaatcccac
gaggacacgc
gccagctaca
gtctacagtg
gaggttgcaa
tgcttacget
ttacgtgtca
taagtctatg
tccatctgtt
tggatacaag
agctcctcca
gggtcgacct
tgceggtett
taacatgtaa
atacatttaa
cgeggtgtca
ggaatggtgc
taaagcagat
cagcccactce
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggctatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
gagcggagaa

gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ctataaatag
ccaacaacaa
caacaccagc
ggtcattccc
tccatcatgt
cacttggagce
ctctectact
cacaagaagc
gaacctttge
cagctgaage
atcttggtca
tegtgagceta
gtccaggtge
aaatggctcc
tcacagcaga
acagtgaagce
agatccaaac
ctaacgatgt
aatttatgge
tcttgtcaga
atcaaggtgt
tcgaaatgat
aaggtggatg
actacgagaa
tcatatgacg
ggtcttgcga
atgtaatgca
atttaatacg
gtgtcatcta
ggatctggga
ggcgaacagt
atggtggagce
caaagggcaa
tgcccageta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttege
tgaaatcact
gcagctgata
aactttagga
gatagatacc
gggccctgga
cataggcatc
gaggcgcaag
aggttgcatg
catggtggat
aggccagtta
gcagatcgtt
gcgatgatta
tgcatgacgt
tacgcgatag
tctatgttac
agaattgtta
tcctctagta
actaatgcgt
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgce
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
ttaagggagt

cctctgeecga
aagacgttcc
gggatgacga
gaagttcatt
caaacaacaa
tactgctact
tagagttgtt
ggagctttgg
accacttgcect
tcgatctgga
tgcaactgct
tgctgcacat
atttegegtt
cggatttgga
tcctgacgaa
agttgactac
tgtcatcgac
ggatgttgga
tgttcttctg
ctacctcgaa
gcttcgaact
tcctccacaa
ggaacagatc
gctactccag
tcagcgaata
tggtgggttt
gtcactggaa
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa
tgttactaga
cccagtcaaa
tcatacagag
acgacacgct
ttgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacccac
tggattgatg
aagaccctte
agtccaccat
tggccgeggt
cagagccaca
cttggttggt
aggctaggaa
aaaggttggg
gttttaagtc
aggctttggg
ggcatgatgt
ggccagttac
caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat
tagatccgga
ggcgcaccta
caagtgggga
atgacgaacg
aacctccteg
gaaggtggct
tctgeccgaca
gacgttccaa
gatgacgaac
cacgttatga
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cagtggtccc
aaccacgtct
acaatcccac
tcatttggag
acaacattac
ggagctgetg
cgcgttaace
tgtgctgatg
gcaagatctg
gcattagect
gcaactgett
ggacttgectg
agtgttgcetg
cttgctgaag
actgacctac
ggtttgactc
tacatgaagg
accacagaat
ccattgaacg
taccatggtg
ctcagggaaa
gccaagtact
aaggagtgtc
atcttcacca
ggatgcatgg
ggaaagggga
gtcaagcagt
catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag
tcgeggaccg
gattcaaata
tctcttacga
tgtctactcc
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctctatataa
gtctccggag
ttgtgatatc
aacaccacaa
tgctgaggtt
cgcttacgat
cctaggatce
tgtggttgcet
atacacagcc
tggtttttgg
ccagatctga
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atagcgcgcea
cccagetget
ccaaaagcat
acaaaataac
cagtgacgac
gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtctte
aatcccacta
ccceccgecga

aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttcectg
aggaaaccte
aattactatt
ctgctgeegt
ctaggtctga
cagctagtge
atctgtctac
tcctttttac
ccattceccte
tcagatctgt
gaggagcaag
tggagctgta
catttctcece
gctttgacca
gattccttgg
ctggactgaa
agcctgttca
gaccaggagt
tgagagccag
atgaaggagt
aagaactggg
aaccagttgg
agaaggatga
acttttcecga
ctgtegttge
taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga
cgcgcaaact
aagcttgcat
gaggacctaa
ctcaatgaca
aaaaatatca
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
aggagaccag
gttaaccatt
gagtggattg
gagggtgttg
tggacagttg
acattgtaca
gttataggcce
cggggtacat
caaagggatt
actagtgata
ttcttaagat
tacgttaage
atgattagag
aactaggata
tgtggggacc
ctttgecettt
gtggaaaaga
cacaaaactc
cccagctatce
ccatcattgc
agatggacce
aaagcaagtg
tcecttetgee
tgacgcggga

92

cccecaccecac
tggattgatg
caggtcgact
gagtattttt
tacaattaca
tacaccagaa
cagattccct
tgectggtegt
agggaactca
cgctecttat
cttttcagca
tggagttagg
acctgetttt
tggagatgtg
aggattcgag
cgttgttgga
tttccacgag
cagtgtggtt
tggaaccaag
tcaacacatc
aactccaatg
ccgtagaatce
tgttatggtt
tgatcgtcce
agttgggcaa
gttgttcaag
tcagaagagce
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtccce
aggataaatt
gcetgcaggt
cagaactcgc
agaagaaaat
aagatacagt
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctetgecga
aagacgttcc
gggatgacge
ttcatttgga
ttgagattag
acattgagac
atgatctaga
tggctggtat
agagtactgt
cacatttgcet
ttccaaacga
tgcgcegeage
ttgagttgce
tcggcgecat
tgaatcctgt
atgtaataat
tccegeaatt
aattatcgeg
agacaaaaaa
attgcaaaga
gctgtectga
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
ggaccctceat
caagccgttt

780



tacgtttgga
tcccacaaat
gttaggtcgg
cagtcggttt
ccatgtgaag
agtaagggta
ctcattgtta
agcctagaag
acagcagctg
gtgaacttta
caagatagat
gctgggecct
tcacatagge
atggaggcege
gttaggttge
aagcatggtg
ccaaggccag
cgatcgttca
gatgattate
catgacgtta
cgcgatagaa
tatgttacta
atgtgttatt
ccagccaaca
catcagaatt
ctggegtcag
aattcgtgte
acggttctgg
gtgtggaatt
atcgccgaag
ccgacgttge
agtgatattg
ttgatcaacg
gtagaagtca
gaactgcaat
acgatcgaca
gtaggtccag
ctaaatgaaa
gtagtgctta
gatgtcgetg
gaagctagge
gaagaatttg
agtggatctc
ataggcgatc
attgagaatt
gccgcaattce
atttctcaag
acgttecttet
tccacgectt
ccgcgacggt
tcgttegtaa
ttgaggagac
cgttcagtat
ttgtcegete
aacgtcgett
ttectectege
ccagtcgagt
tgcgccgcaa
ccggttattt
ccaattccca
aatcggcgeg
gcggcaacge
aatccgcaaa
caagggcgac
tagtcgcage

actgacagaa
gaagatggaa
ctgcctttaa
ggctttttet
gcatcttcag
gtttgggaaa
agggagcaaa
tggatcccac
atatggccge
ggacagagcce
acccttggtt
ggaaggctag
atcaaaggtt
aaggttttaa
atgaggcettt
gatggcatga
ttaggccagt
aacatttggce
atataattte
tttatgagat
aacaaaatat
gatcgggaat
aagttgtcta
gcteececcgac
aattctcatg
gcagccatcg
gctcaaggeg
caaatattct
gtgagcggat
tatcgactca
tggcecgtaca
atttgctggt
accttttgga
ccattgttgt
ttggagaatg
ttgatctgge
cggcggagga
ccttaacget
cgttgtccecg
cecgactggge
aggcttatct
ttcactacgt
cgtacceggg
tcctaaatca
tttgtcataa
tgacgaactg
cgctgtgaac
tgtcgatgac
caaagtgacc
cgatgtcgtg
tectggeggea
ggataaagtt
cagagagttt
caaagaccga
gatgtccgaa
gtttttagag
acgcgacgag
acttgaggca
ctttgacgecg
gatccccgag
gcgetgggtg
atcgaggcag
gaatcccgge
gagcaaccag
atcatggacg

ccgcaacgaa
tctgtaaaag
tcaataccaa
gacgaacaaa
actccaataa
tgtccactca
atctcagaga
catgtcteeg
ggtttgtgat
acaaacacca
ggttgctgag
gaacgcttac
gggcctagga
gtctgtggtt
gggatacaca
tgttggtttt
tacccagata
aataaagttt
tgttgaatta
gggtttttat
agcgcgcaaa
tgggtaccat
agcgtcaatt
cggcagcteg
tttgacagcect
gaagctgtgg
cactccegtt
gaaatgagct
aacaatttca
actatcagag
tttgtacgge
tacggtgacce
aacttcggect
gcacgacgac
gcagcgcaat
tatcttgetg
actctttgat
atggaactcg
catttggtac
aatggagcge
tggacaagaa
gaaaggcgag
gatctggete
atagtagctg
aattgaaata
cccatttage
aagggttcag
gacgtcgcecta
gcggtagecg
gttgttgatc
aagtctgata
gttgcactcg
ctagcacgca
cggtcttttt
gctggeggtyg
aaaccccgcg
gaggtttatg
gatccgtcaa
gacgtgcagg
gaatcggcgt
atgacctggt
aagcacgcecc
aaccgccgge
attttttegt
tggcegtttt
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gctttggcag
aaaacgcgtg
agtggtcect
taagattcgt
tggagcaatg
cccgtecagte
gatagtccta
gagaggagac
atcgttaacc
caagagtgga
gttgagggtg
gattggacag
tctacattgt
gctgttatag
gcccggggta
tggcaaaggg
tgagtcgage
cttaagattg
cgttaagcat
gattagagtc
ctaggataaa
gccegggcgg
tgtttacacc
gcacaaaatc
tatcatcgac
tatggctgtg
ctggataatg
gttgacaatt
cacaggaaac
gtagttggeg
tcecgecagtgg
gtaaggcttg
tcecectggag
atcattcecgt
gacattcttg
acaaaagcaa
ccggttectg
ccgeccgact
agcgcagtaa
ctgecggece
gatcgettgg
atcaccaaag
gcggcggacyg
taacctcgaa
cttggttcge
tggagatgat
attttagatt
tgcggcatct
acagcaccca
tagatttagg
ttccaatcat
agctaggage
ttcgggttge
gttttactga
aggtgaaact
acgttctatce
acaggagtat
gccctcaact
tttegcacgg
gagcggtcge
ggagaagttg
cggtgaatcg
agccggtgeg
tccgatgete
ccgtetgteg

acaaagtggc
aaataatgcg
accacgatgg
ggccgacagg
acgtaagggc
tataaatact
gagagagaaa
cagttgagat
attacattga
ttgatgatct
ttgtggctgg
ttgagagtac
acacacattt
gccttecaaa
cattgegege
attttgagtt
tctagatcce
aatcctgttg
gtaataatta
ccgcaattat
ttatcgegeg
ccagcatgge
acaatatatc
accactcgat
tgcacggtgce
caggtcgtaa
ttttttgege
aatcatccgg
agaccatgag
tcatcgagcg
atggcggect
atgaaacaac
agagcgagat
ggcgttatcce
caggtatctt
gagaacatag
aacaggatct
gggctggega
ccggcaaaat
agtatcagce
cctegegege
tagtcggcaa
cacgacgccg
gcgtttcact
atttttgtca
tgtacatcct
gaaaggtgag
tattattgaa
gttcacaaga
tcgtgaagat
aattatcagt
aagtgatttt
cttgecgegtg
ctggacactt
tacggcaggt
gcgcgagcaa
agatgttctc
gataaaaaca
ggggacgatg
aaaccatccg
aaggccgcge
tggcaagegg
ccgtcgatta
tatgacgtgg
aagcgtgacc
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agacatactg
tctgacaaag
aaaaactgtg
tgggggtcca
ttacgaaata
tagccectce
gagagcaagt
taggccagcet
gacgtctaca
agagaggttg
tattgcttac
tgtttacgtg
gcttaagtet
cgatccatct
agctggatac
gccagctect
cgaatttcce
ccggtettge
acatgtaatg
acatttaata
cggtgteate
cgtatccgea
ctgecaccag
acaggcagcc
accaatgcett
atcactgcecat
cgacatcata
ctcgtataat
ggaagcgttg
ccatctcgaa
gaagccacac
gcggcgaget
tctecgeget
agctaagege
cgagccagce
cgttgeettg
atttgaggceg
tgagcgaaat
cgcgccgaag
cgtcatactt
agatcagttg
ataaagctct
gggcgagacce
tgtaacaacg
tccgeggtca
tcacgtgaaa
ccgttgaaac
taccttacga
gtactctett
gggctcgaga
ggcgaccgee
atcgctaage
cgceccaacyg
aatctcaggce
gagttcaatc
cttectcattg
attttgaggc
gcaagaggtg
gcagcctgag
gccecggtaca
aggccgecca
ccgetgatceg
ggaagccgcc
gcacccgega
gacgagctgg

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



cgaggtgatc
catggccagt
catgaaccga
tgcggacgta
agaaacctgce
gaacggccge
aaagagcgaa
cgagatcaca
cgatcecegge
agccagatgg
gttetgttte
ggaggaggcyg
cgaagcatcce
ggaaaaaggt
gtacattggg
acacatgtaa
aaaacttatt
agccgaagag
ttegegtegg
tctaccaggg
tcgtgaagaa
agtgagggag
cttttgettt
ctcagcaaaa
tgccagtgtt
aactgcaatt
aatgaaggag
gcgattcecga
ttatcaagtg
gcattaatga
ttecetegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctcege
cccgacagga
tgttccgace
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtcce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa

<210> 34
<211> 10841
<212> ADN

cgctacgagce
gtgtgggatt
taccgggaag
ctcaagttct
attcggttaa
ctggtgacgg
accgggcegge
gaaggcaaga
atcggccegtt
ttgttcaaga
accgtgcgcea
gggcaggctg
gceggttect
cgaaaaggtc
aaccggaacc
gtgactgata
aaaactctta
ctgcaaaaag
cctatecgegg
cgcggacaag
ggtgttgctg
ccacggttga
gccacggaac
gttcgattta
acaaccaatt
tattcatatc
aaaactcacc
ctcgtccaac
agaaatcacc
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgecegetta
agctcacgct
cacgaacccec
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcete
aggatcttca

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> vector

<400> 34

ttccagacgg
acgacctggt
ggaagggaga
gccggegage
acaccacgca
tatccgaggg
cggagtacat
acccggacgt
ttctctaceg
cgatctacga
agctgatcgg
gcccgatcect
aatgtacgga
tctttectgt
cgtacattgg
taaaagagaa
aaacccgcect
cgcctaccct
ccgetggeeg
ccgegeegte
actcatacca
tgagagcttt
ggtctgegtt
ttcaacaaag
aaccaattct
aggattatca
gaggcagttc
atcaatacaa
atgagtgacg
gcgcggggag
tgecgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttecagee
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatccet
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gcacgtagag
actgatggcg
caagcccgge
cgatggcgga
cgttgccatg
tgaagccecttg
cgagatcgag
gctgacggtt
cctggecacgce
acgcagtggc
gtcaaatgac
agtcatgcgc
gcagatgcta
ggatagcacg
gaacccaaag
aaaaggcgat
ggcctgtgeca
tcggtcegetg
ctcaaaaatg
gccactcgac
ggcctgaatce
gttgtaggtg
gtcgggaaga
ccgeegtece
gattagaaaa
ataccatatt
cataggatgg
cctattaatt
actgaatccg
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
tccecectgga
gtcegecettt
cagttcggtg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttgatcegg

gtttcegecag
gtttcccatce
cgecgtgttcee
aagcagaaag
cagcgtacga
attagccget
ctagctgatt
caccccgatt
cgcgecgecag
agcgeccggag
ctgeccggagt
taccgcaacc
gggcaaattg
tacattggga
ccgtacattg
ttttcegect
taactgtctg
cgctcectac
gctggectac
cgceggeget
gccccatcat
gaccagttgg
tgcgtgatct
gtcaagtcag
actcatcgag
tttgaaaaag
caagatcctg
tcecectegte
gtgagaatgg
cgtattgggce
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctcccteg
ctcecttegg
taggtcgtte
gccttatceeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aatta
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ggccggcecegyg
taaccgaatc
gtccacacgt
acgacctggt
agaaggccaa
acaagatcgt
ggatgtaccg
actttttgat
gcaaggcaga
agttcaagaa
acgatttgaa
tgatcgaggg
ccctagecagg
acccaaagcc
ggaaccggtc
aaaactcttt
gccagcegcac
gceccecgecge
ggccaggcaa
gaggtctgce
ccagccagaa
tgattttgaa
gatccttcaa
cgtaatgctc
catcaaatga
ccgtttetgt
gtatcggtcet
aaaaataagg
caaaagctct
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcceca
ggtggcgaaa
tgcgectcetee
gaagcgtggce
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag

8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11205



attcctgtgg
taaatatccg
tgtcaaacac
attaagggag
aactgacaga
gcgtacgtag
gcggceccattt
aaggaatggt

ttggcatgca
attattctaa
tgatagttta
tcacgttatg
accgcaacgce
cactagtgaa
aaatcaattg
gcagaattgt
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catacaaatg
taaacgctct
aactgaaggc
acccccgecg
tgcaggaatt
ttcecggacce
ggcgcgtgeg
taggcgcacc

gacgaacgga
tttctettag
gggaaacgac
atgacgcggg
ggccgcageg
aagcttgcat
gccgcagetg
taccaaaagc

taaacctttt
gtttacccge
aatctgatca
acaagccgtt
gccatttaaa
gcctgcagga
cttgtgggga
atctttgcect

gataaagcag
gacagcccac
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggctatc
gaggagcatce
tgatatctcc
ctagaggatc
acaacaatta
catatgeccte
catgctgcaa
gttectgteet
ttcagetttg
gcacatgctt
gcteccaccte
gatgctgcaa
gttgctgatg
gctccagcag
gttctgagat
agggtttcaa
aacgttccag
ttegetgaat
ctagccaaca
agacgatctc
gcattggett
ggagggttcg
gctggagatg
gatcgagacg
acttttttcec
gagtaccaga
tccatagagg
taagagctct
tcetgttgee
aataattaac
gcaattatac
atcgegegeg
cgactctaga
agaattgtta
tcctctagta
actaatgegt
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcce
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
ttaagggagt
actgacagaa
gaagatggaa
ctgcctttaa
ggctttttet
gcatcttcag
gtttgggaaa
agggagcaaa
tggatcccac
tcggacattce
gactttgggg
acttcaacgt
ctgagaagcc
ctattactct
ctgagggaac
gtgctcttag
ttgagggatg
tccttggaaa
gaaacgcttce
ttgttgctgg

attcctctag
tcactaatge
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ctataaatag
ccaacaacaa
caacaccagc
ggtcattcce
tccatcatgt
cacttggage
ctctectact
cacaagaagc
gaacctttge
cagctgaagce
atcttggtca
tcgtgagcta
gtccaggtge
aaatggctce
tcacagcaga
acagtgaagc
agatccaaac
ctaacgatgt
aatttatgge
tcttgtcaga
atcaaggtgt
tcgaaatgat
aaggtggatg
actacgagaa
tcatatgacg
ggtcttgecga
atgtaatgca
atttaatacg
gtgtcatcta
ggatctggga
ggcgcaccta
caagtgggga
atgacgaacg
aacctcecteg
gaaggtggct
tctgecgaca
gacgttccaa
gatgacgaac
cacgttatga
ccgcaacgaa
tctgtaaaag
tcaataccaa
gacgaacaaa
actccaataa
tgtccactca
atctcagaga
catggctcaa
ttctaactct
agcttctaag
tggaaaggga
atctacttct
tccaggatct
tactgttgtt
aactcttgga
cggaggactt
cgctggaatt
ttatgttctt
acttaagcaa

tacaagtggg
gtatgacgaa
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctetgecga
aagacgttce
gggatgacga
gaagttcatt
caaacaacaa
tactgctact
tagagttgtt
ggagctttgg
accacttgcet
tcgatctgga
tgcaactgcect
tgctgcacat
atttcgegtt
cggatttgga
tcctgacgaa
agttgactac
tgtcatcgac
ggatgttgga
tgttcttectg
ctacctcgaa
gcttcgaact
tcctccacaa
ggaacagatc
gctactccag
tcagcgaata
tggtgggttt
gtcactggaa
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa
tgttactaga
cccagetget
ccaaaagcat
acaaaataac
cagtgacgac
gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
aatcccacta
ccceocgecga
gctttggcag
aaaacgcgtg
agtggtcect
taagattcgt
tggagcaatg
ccegtecagte
gatagtccta
gtttctagag
aacaagctta
tctagaattce
aactctggag
ccagagattg
aagtctecttt
gataaccttc
cttagagttg
ttcccaactt
gctatgagat
gatggagttc
cttggagctg

gaacaaaata
cgcagtgacg
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtcce
aaccacgtct
acaatcccac
tcatttggag
acaacattac
ggagctgctg
cgcegttaace
tgtgctgatg
gcaagatctg
gcattagcct
gcaactgcett
ggacttgcectg
agtgttgctg
cttgctgaag
actgacctac
ggtttgactc
tacatgaagg
accacagaat
ccattgaacg
taccatggtg
ctcagggaaa
gccaagtact
aaggagtgtc
atcttcacca
ggatgcatgg
ggaaagggga
gtcaagcagt
catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag
tcgeggaceg
tgtggggacc
ctttgeettt
gtggaaaaga
cacaaaactc
cccagetate
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
tcecttetgee
tgacgcggga
acaaagtgge
aaataatgcg
accacgatgg
ggccgacagg
acgtaagggce
tataaatact
gagagagaaa
ttcataacct
agtctgttaa
caatgcataa
ttttcaaggt
ttcttgagee
ctaacagaat
tttattctga
aggatgataa
ctaaggagtc
ctcttactge
caagaatgag
atgttgattg

acgtggaaaa
accacaaaac
tgcccagecta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttetg
aggaaacctce
aattactatt
ctgetgecgt
ctaggtctga
cagctagtge
atctgtctac
tcectttttac
ccattcecte
tcagatctgt
gaggagcaag
tggagctgta
catttctecce
gctttgacca
gattcecttgg
ctggactgaa
agcctgttca
gaccaggagt
tgagagccag
atgaaggagt
aagaactggg
aaccagttgg
agaaggatga
acttttccga
ctgtegttge
taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga
cgcgcaaact
aagcttgeat
agacaaaaaa
attgcaaaga
gctgtectga
gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
ggaccctcat
caagccgttt
agacatactg
tctgacaaag
aaaaactgtg
tgggggtcca
ttacgaaata
tageccecctece
gagagcaagt
tgctcaatct
ctectgtttet
gaacggatct
ttctgecttct
aattaaggat
tcttecttett
ggatattcat
gactactaag
taaggatgag
tgctgttgtt
agagagacca
ctteccttgga
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gagctgtecct
tcgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacceac
tggattgatg
caggtcgact
gagtattttt
tacaattaca
tacaccagaa
cagattccct
tgctggtegt
agggaactca
cgctecttat
cttttcagca
tggagttagg
acctgetttt
tggagatgtg
aggattcgag
cgttgttgga
tttccacgag
cagtgtggtt
tggaaccaag
tcaacacatc
aactccaatg
ccgtagaatce
tgttatggtt
tgatcgtccece
agttgggcaa
gttgttcaag
tcagaagagc
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtcce
aggataaatt
gcctgcaggt
ggaatggtge
taaagcagat
cagcccacte
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggctatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
gagcggagaa
tacgtttgga
tcccacaaat
gttaggtcgg
cagtcggttt
ccatgtgaag
agtaagggta
ctcattgtta
agcctagaag
actcaaattt
cttagaccaa
ttcatgggaa
gttgctgcectg
ttctctggaa
gctgetettt
tatatgettg
caagctattg
attaaccttt
gctgctggag
attggagatc
actaactgcc

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

cacgcccttt
caatatatcc
tgagcggaga
ttacgtttgg
tcaattgggce
attggccgea
ccagacaaaa
ttattgcaaa

60

120
180
240
300
360
420
480



caccagttag
ctgtttette
ttgagattga
ttatggagag
atggaggaca
cttcttatcet
gaacttcttc
aggttacttg
gaaaggttct
ttgctgttgt
gagttaagga
ctgttgagga
ctattgatac
atgttccagt
aggttcttga
cgttcaaaca
attatcatat
acgttattta
atagaaaaca
ttactagatc
gttattaagt
ccaacagcte
agaattaatt
cgtcaggcag
cgtgtcgete
ttctggcaaa
ggaattgtga
ccgaagtatce
cgttgctgge
atattgattt
tcaacgacct
aagtcaccat
tgcaatttgg
tcgacattga
gtccagcgge
atgaaacctt
tgcttacgtt
tcgetgecga
ctaggcagge
aatttgttca
gatctcegta
gcgatctect
agaatttttg
caattctgac
ctcaagcget
tcttettgte
cgccttcaaa
gacggtcgat
tcgtaatctg
ggagacggat
cagtatcaga
ccgctecaaa
tcgettgatg
cctegegttt
tcgagtacge
ccgcaaactt
ttatttcttt
ttcccagatc
ggcgeggege
caacgcatcg
cgcaaagaat
ggcgacgagce
cgcagcatca
gtgatccget
gccagtgtgt

agttaacgga
tcaatatctt
gattgttgat
attcggagtt
aaagtataag
tettgetgga
tcttcaagga
gtctgagaac
tagaggaatt
tgctctttte
gactgagaga
gggaccagat
ttatgatgat
tactattaaa
gagacttact
tttggcaata
aatttctgtt
tgagatgggt
aaatatagcg
gggaattggg
tgtctaageg
cccgaccegge
ctcatgtttg
ccatecggaag
aaggcgcact
tattctgaaa
gcggataaca
gactcaacta
cgtacatttg
gctggttacg
tttggaaact
tgttgtgcac
agaatggcag
tctggetate
ggaggaactc
aacgctatgg
gtcecegeatt
ctgggcaatg
ttatcttgga
ctacgtgaaa
cceggggate
aaatcaatag
tcataaaatt
gaactgccca
gtgaacaagg
gatgacgacg
gtgaccgegg
gtcgtggttg
gcggcaaagt
aaagttgttg
gagtttctag
gaccgacggt
tccgaagetg
ttagagaaac
gacgaggagg
gaggcagatc
gacgcggacg
cccgaggaat
tgggtgatga
aggcagaagc
cccggcaacce
aaccagattt
tggacgtgge
acgagcttcce
gggattacga

aagggaggac
actgctctte
aagcttattt
tctgttgage
tctceccaggaa
gctgetatta
gatgttaagt
tctgttactg
gatgttaaca
gctaacggac
atgattgcecta
tattgcgtta
catagaatgg
gatccaggat
aagcattaag
aagtttctta
gaattacgtt
ttttatgatt
cgcaaactag
taccatgcce
tcaatttgtt
agctecggceac
acagcttate
ctgtggtatg
ceccgttetgg
tgagctgttg
atttcacaca
tcagaggtag
tacggctccg
gtgaccgtaa
tcggettece
gacgacatca
cgcaatgaca
ttgctgacaa
tttgatcecgg
aactcgeege
tggtacagcg
gagcgectge
caagaagatc
ggcgagatca
tggctegegg
tagctgtaac
gaaatacttg
tttagctgga
gttcagattt
tcgcectatgeg
tagccgacag
ttgatctaga
ctgatattce
cactcgagct
cacgcattcg
ctttttgttt
geggtgaggt
cccgegacgt
tttatgacag
cgtcaagccce
tgcaggtttc
cggcgtgage
cctggtggag
acgecccceggt
gccggcagec
tttegtteeg
cgttttecegt
agacgggcac
cctggtactg
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ttccaggagg
ttatggcetge
ctgttcctta
attctggaaa
acgctttegt
ctggaggaac
tcgctgaggt
tttetggace
tgaacaagat
caactgctat
tttgcactga
ttactccacc
ctatggettt
gcactagaaa
tcgagctcta
agattgaatc
aagcatgtaa
agagtccecge
gataaattat
gggcggecag
tacaccacaa
aaaatcacca
atcgactgca
gctgtgcagg
ataatgtttt
acaattaatc
ggaaacagac
ttggcgtcat
cagtggatgg
ggcttgatga
ctggagagag
ttcegtggeg
ttcttgecagg
aagcaagaga
ttcctgaaca
ccgactggge
cagtaaccgg
cggeccagta
gcttggecte
ccaaagtagt
cggacgcacg
ctcgaagcgt
gttcgecattt
gatgattgta
tagattgaaa
gcatcttatt
cacccagttce
tttaggtcgt
aatcataatt
aggagcaagt
ggttgcettg
tactgactgg
gaaacttacg
tctategege
gagtatagat
tcaactgata
gcacgggggg
ggtcgcaaac
aagttgaagg
gaatcgtggce
ggtgcgeegt
atgctctatg
ctgtcgaage
gtagaggttt
atggcggttt

aaaggttaag
tccacttget
tgttgagatg
ctgggataga
tgagggagat
tattactgtt
tcttgagaag
accaagagat
gccagatgtt
tagagatgtt
gcttagaaag
agagaagctt
ctetettget
gactttececca
gateccececgaa
ctgttgecegg
taattaacat
aattatacat
cgcgegeggt
catggccgta
tatatcctge
ctecgatacag
cggtgcacca
tcgtaaatca
ttgegeegac
atcecggetceg
catgagggaa
cgagcgcecat
cggcctgaag
aacaacgcgg
cgagattcte
ttatccaget
tatcttecgag
acatagegtt
ggatctattt
tggcgatgag
caaaatcgeg
tcagcecegte
gcegegcagat
cggcaaataa
acgcegggge
ttcacttgta
ttgtcatcceg
catccttcac
ggtgagccgt
attgaatacc
acaagagtac
gaagatgggc
atcagtggcg
gattttatcg
cgegtgegee
acacttaatc
gcaggtgagt
gagcaacttc
gttctecattt
aaaacagcaa
acgatggcag
catccggece
ccgecgecagge
aagcggecge
cgattaggaa
acgtgggcac
gtgaccgacg
cecgcagggece
cccatctaac
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ctttctggat
cttggagatg
actcttaagc
tteecttgtte
gcttcttetg
aacggatgcg
atgggagcta
ttctctggaa
gctatgactc
gcttettgga
cttggagcecta
aacgttactg
gcttgeggag
gattatttcg
tttececegat
tcttgegatg
gtaatgcatg
ttaatacgcg
gtcatctatg
tccgeaatgt
caccagccag
gcagcccate
atgcttetgg
ctgcataatt
atcataacgg
tataatgtgt
gcegttgatcg
ctcgaaccga
ccacacagtg
cgagctttga
cgegetgtag
aagcgcgaac
ccagccacga
gcettggtag
gaggcgctaa
cgaaatgtag
ccgaaggatg
atacttgaag
cagttggaag
agctctagtg
gagaccatag
acaacgattg
cggtcagecg
gtgaaaattt
tgaaacacgt
ttacgatcca
tctetteege
tcgagatcegt
accgecttga
ctaagccgtt
ccaacgttgt
tcaggcaacg
tcaatcttct
tcattgccag
tgaggctgeg
gaggtgccgg
cctgagccaa
ggtacaaatc
cgcccagegg
tgatcgaatc
gccgceccaag
ccgcgatagt
agctggcgag
ggccggeatg
cgaatccatg

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280



aaccgatacc
gacgtactca
acctgcattce
ggccgectgg
agcgaaaccg
atcacagaag
cccggcecateg
agatggttgt
tgtttcaccg
gaggcggggce
gcatccgeceg
aaaggtcgaa
attgggaacc
atgtaagtga
cttattaaaa
gaagagctgce
cgteggecta
ccagggcgceg
gaagaaggtg
agggagccac
tgctttgeca
gcaaaagttc
agtgttacaa
gcaatttatt
aaggagaaaa
ttccgacteg
caagtgagaa
taatgaatcg
tcgectcactg
aaggcggtaa
aaaggccagce
ctcegececcece
acaggactat
ccgaccetge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcage
acggggtctg
tcaaaaagga

<210> 35
<211> 9192
<212> ADN

gggaagggaa
agttctgceg
ggttaaacac
tgacggtatc
ggcggccgga
gcaagaaccce
gecegttttet
tcaagacgat
tgcgcaaget
aggctggcece
gttcctaatg
aaggtctctt
ggaacccgta
ctgatataaa
ctecttaaaac
aaaaagcgcc
tecgeggeege
gacaagccgce
ttgctgactce
ggttgatgag
cggaacggtc
gatttattca
ccaattaacc
catatcagga
ctcaccgagg
tccaacatca
atcaccatga
gccaacgcgce
actcgctgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccccecgt
cggtaagaca
ggtatgtagg
gaacagtatt
gctcttgatce
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> vector
<400> 35

aattcctgtg
ttaaatatcc
ctgtcaaaca
gatctagtaa
tgttttctat
taaataacgt
atatgataat
tgtttgaacg
acttccagtg
ccaaacccac

gttggcatgc
gattattcta
ctgatagttt
catagatgac
cgcgtattaa
catgcattac
catcgcaaga
atcgtcatat
acttctcgta
cacatccacc

gggagacaag
gcgagccgat
cacgcacgtt
cgagggtgaa
gtacatcgag
ggacgtgctg
ctaccgectg
ctacgaacgce
gatcgggtca
gatcctagtce
tacggagcag
tcctgtggat
cattgggaac
agagaaaaaa
ccgectggee
tacccttegg
tggccgectca
gccegtegeca
ataccaggcc
agctttgttg
tgcgttgteg
acaaagccgce
aattctgatt
ttatcaatac
cagttccata
atacaaccta
gtgacgactg
ggggagaggc
ctcggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttcce
atacctgtcc
gtatctcagt
tcagccegac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatccttttg

acatacaaat
ataaacgctc
aaacgggacc
accgcgegeg
atgtataatt
atgttaatta
ccggcaacag
gaagagctct
gtcctctatg
tttectggtac
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cccggecgeg
ggcggaaagce
gccatgcage
gccttgatta
atcgagctag
acggttcacc
gcacgccgeg
agtggcagcg
aatgacctgce
atgcgctacce
atgctagggc
agcacgtaca
ccaaagccgt
ggcgattttt
tgtgcataac
tcgetgeget
aaaatggctg
ctcgaccgec
tgaatcgecce
taggtggacc
ggaagatgcg
cgtceccegtcea
agaaaaactc
catatttttg
ggatggcaag
ttaatttcce
aatccggtga
ggtttgcgta
cggctgcegge
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaaget
gcectttetece
tcggtgtagg
cgctgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctectgetga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
atccggaatt

ggacgaacgg
ttttctcetta

cggcgegeca
ataatttatc
gcgggactct
ttacatgcett
gattcaatct
tagctcttet
gacttgaaca
tcttgcccaa

tgttcecgtece
agaaagacga
gtacgaagaa
gccgctacaa
ctgattggat
ccgattactt
ccgcaggcaa
ccggagagtt
cggagtacga
gcaacctgat
aaattgccecct
ttgggaaccc
acattgggaa
ccgcecctaaaa
tgtctggeca
ccctacgecece
gcctacggece
ggcgctgagg
catcatccag
agttggtgat
tgatctgatc
agtcagcgta
atcgagcatc
aaaaagccgt
atcctggtat
ctcgtcaaaa
gaatggcaaa
ttgggcgetce
gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttcgggaag
tcgttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcc
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
a

ataaaccttt
ggtttacccg
tttaaatggt
ctagtttgcg
aatcataaaa
aacgtaattc
taagaaactt
gagcaacgac
actcggaaaa
cttcatcctt
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acacgttgcg
cctggtagaa
ggccaagaac
gatcgtaaag
gtaccgecgag
tttgatcgat
ggcagaagcc
caagaagttc
tttgaaggag
cgagggcgaa
agcaggggaa
aaagccgtac
ccggtcacac
ctctttaaaa
gcgcacagece
cgccgcetteg
aggcaatcta
tctgectegt
ccagaaagtg
tttgaacttt
cttcaactca
atgctctgcee
aaatgaaact
ttctgtaatg
cggtectgega
ataaggttat
agctctgcat
ttcegettee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccqg
ctctecetgtt
cgtggegett
caagctgggce
ctategtctt
taacaggatt
taactacggce
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttcet
catgagatta

tcacgecceccett
ccaatatatc
accggtccge
cgctatattt
acccatctca
aacagaaatt
tattgccaaa
agactgcttg
gttcececettt
ctccatgcecat

8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10841

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



cctattcget
atctggagta
ttgatctgtt
gcttgtggag
agagttcgaa
tattcgaggt
ggcagaagaa
gttccaacat
tagtcgatga
ccgtagtcaa
gtttegtcag
agtccaaatc
ctaacgcgaa
ccatgtgcag
gcagcagttg
gctccagatce
gcagcaagtg
caccaaagct
cgaacaactc
ccagtagcag
gtttgttgtt
gaaatgaact
gttcgtcatce
ttggaacgtc
tgtcggcaga
agccacctte
cgaggaggtt
cgttegtcat
tcceccacttg
taggtgcgece
gccgcacgeg
ttgggtccgg
cagaactcgc
agaagaaaat
aagatacagt
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctetgecga
aagacgttcc
gggatgacgce
ttcatttgga
atccgeecgtg
gagacaagca
ctcgteegte
ggcatcgcct
accgtgtacg
ctgctgaagt
aacgacccga
gcggecgget
ctgcecggtac
gccatgggte
cctgttgeecg
ataattaaca
caattataca
tcgegegegg
ccgggcggcec
tttacaccac
acaaaatcac
tcatcgactg
tggctgtgea
ggataatgtt
tgacaattaa
caggaaacag
agttggegte
cgcagtggat

gaatcatttc
gcacaccttg
cctctgacaa
gagccataaa
gcacatcgtt
aggtttggat
cagcttcact
cctetgetgt
caggagccat
ctgcacctgg
gatagctcac
cgtgaccaag
atgcttcage
cagcaaaggt
cagcttettg
gaagtaggag
gtgctccaag
ccacatgatg
tagggaatga
tagctggtgt
tgttgttgtt
tcctatttat
ccttacgtca
ttetttttee
ggcatcttca
ctttteccact
tccggatatt
acgcattagt
tactagagga
taacaattct
cccaattgat
catgcatgca
cgtaaagact
cttegtcaac
ctcagaagac
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtcce
aaccacgtct
acaatcccac
gaggacacgc
ccaccgaggc
cggtcaactt
tgcgggageg
acgcgggccce
tcteececececeg
cectggagge
gcgtgegeat
tcaagcacgg
cgcecccegtee
gacctgcaga
gtcttgegat
tgtaatgcat
tttaatacge
tgtcatctat
agcatggcecg
aatatatcct
cactcgatac
cacggtgcac
ggtcgtaaat
ttttgegeeg
tcatcecgget
accatgaggg
atcgagecgece
ggcggectga

gaggaaaaaa
atcgtctcga
gacatctcca
ttcgaaccct
agaagccaat
ctgagatcgt
gttgttggcet
gaattcagcg
ttctggaacg
acttgaaacc
gaatctcaga
atctgetgga
tgcatcagca
tcttgcagceca
tggaggtgga
agaagcatgt
tgcaaagctg
gaaggacaga
ccttgecagea
tggaggcata
ggtaattgtt
aggatcctct
gtggagatat
acgatgctce
acgatagect
atcttcacaa
accetttgtt
gagtgggctg
atctgcttta
gcaccattcc
ttaaatggcce
gggatccaca
ggcgaacagt
atggtggage
caaagggcaa
tgcccageta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttege
tgaaatcact
ggacatgccg
ccgtaccgag
ctatccctgg
ctggaaggca
ccaccagcgg
acagggcette
gcacgaggcg
gaactggcat
ggtcctgecee
tcgttcaaac
gattatcata
gacgttattt
gatagaaaac
gttactagat
tatccgcaat
gccaccagcce
aggcagccca
caatgcttct
cactgcataa
acatcataac
cgtataatgt
aagcgttgat
atctcgaacc
agccacacag
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gtgggacgat
tcaacgagaa
gcgattctac
cccattggag
gcgatgtgtt
ctettggtte
agaaccacac
aactcgtgga
tttccaacaa
ctctcgaatce
accacatctce
gcaaaagcag
accctaacte
tctgctgaaa
gcataaggag
gctgagttce
aaacgaccag
acagggaatc
tgttctggtg
tgtgtaattg
gtaaaaatac
agagtcgacc
cacatcaatc
tcgtgggtgg
ttcetttate
taaagtgaca
gaaaagtctc
tcaggacagce
tctttgcaat
ttttttgtct
gctgeggeca
tggagtcaaa
tcatacagag
acgacacgct
ttgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacccac
tggattgatg
aagaccctte
agtatgagce
gcggtctgeca
ccgcaggaac
ctcgtecgecg
cgcaacgect
acgggactgg
aagagcgtgg
ctcggatatg
gacgtgggtt
gtcaccgaga
atttggcaat
taatttctgt
atgagatggg
aaaatatagc
ctgctagecee
gtgttattaa
agccaacagc
tcagaattaa
ggcgtcagge
ttcgtgtege
ggttctggca
gtggaattgt
cgccgaagta
gacgttgcetg
tgatattgat

caccaactgg
cacccagtte
ggactccttc
ttctggetet
gaactcctgg
catgaacagg
tgttcagtcce
aaccaaggaa
cgtggtcaaa
ctgggagaaa
catacagctce
gtecttgetee
caacagatct
aggagggaat
cggtaaaaag
ctgtagacag
cagcactagce
tgtcagacct
taacggcage
taaatagtaa
tcgaggttte
tgcagaagga
cacttgettt
gggtccatct
gcaatgatgg
gatagctggg
gagttttgtg
tcttttecac
aaaggcaaag
ggtccccaca
attcctgecag
gattcaaata
tctecttacga
tgtctactce
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcce
ctctatataa
cagaacgacg
ccatcgtcaa
cgcaggagtg
aggtggacgg
acgactggac
gctecacget
tcgetgteat
ccecececgegyg
tctggcaget
tatgaactag
aaagtttett
tgaattacgt
tttttatgat
gcgcaaacta
tgcaggaaat
gttgtctaag
tccecgacceg
ttctcatgtt
agccatcgga
tcaaggecgca
aatattctga
gagcggataa
tcgactcaac
gccgtacatt
ttgctggtta
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tttggtgaag
ttgacactcce
atagtacttg
catttccctg
tccaccatgg
ctcgttcaat
agattctgtg
tcecetteatg
gcgagtcaaa
tggtaggtca
cacttcagca
tccagcaaca
gacagcaagt
ggaagcagtt
gaaggctaat
atcagatctt
tgcatcagca
agggttaacg
agcagcagct
ttgtaatgtt
ctctccaaat
tagtgggatt
gaagacgtgg
ttgggaccac
catttgtagg
caatggaatc
gtcgtcactg
gttattttgt
atgcttttgg
agcagctgceg
gcatgcaagce
gaggacctaa
ctcaatgaca
aaaaatatca
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
cceggecgac
ccactacatc
gacggacgac
cgaggtcgcee
ggccgagtceg
ctacacccac
cgggctgece
catgctgegg
ggacttcage
tgatatcgge
aagattgaat
taagcatgta
tagagtcccg
ggataaatta
ttacecggtge
cgtcaatttg
gcagctcgge
tgacagctta
agctgtggta
ctcecgttet
aatgagctgt
caatttcaca
tatcagaggt
tgtacggcte
cggtgaccgt

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



aaggcttgat
ccctggagag
cattccgtgg
cattcttgceca
aaaagcaaga
ggttcctgaa
gcccgactgg
cgcagtaacce
gccggeccag
tcgettggee
caccaaagta
ggcggacgca
acctecgaage
tggttcgeat
gagatgattg
tttagattga
cggcatctta
agcacccagt
gatttaggte
ccaatcataa
ctaggagcaa
cgggttgect
tttactgact
gtgaaactta
gttctatcge
aggagtatag
cctcaactga
tcgcacgggg
gcggtcgcaa
agaagttgaa
gtgaatcgtg
ceggtgegee
cgatgctcta
gtctgtcgaa
acgtagaggt
tgatggcggt
agcccggecg
atggcggaaa
ttgccatgeca
aagccttgat
agatcgagcet
tgacggttca
tggcacgeccg
gcagtggcag
caaatgacct
tcatgcgceta
agatgctagg
atagcacgta
acccaaagcc
aaggcgattt
cctgtgeata
ggtcgectgeg
caaaaatggce
cactcgaccg
cctgaatcge
tgtaggtgga
cgggaagatg
gccgteccgt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatccggt
gcggtttgeg
tteggctgeg

gaaacaacgc
agcgagattc
cgttatccag
ggtatcttcg
gaacatagcg
caggatctat
gctggcgatg
ggcaaaatcg
tatcagcceg
tcgegegeag
gtcggcaaat
cgacgccggg
gtttcacttg
ttttgtcatc
tacatcctte
aaggtgagcc
ttattgaata
tcacaagagt
gtgaagatgg
ttatcagtgg
gtgattttat
tgegegtgeg
ggacacttaa
cggcaggtga
gcgagcaact
atgttctcat
taaaaacagc
ggacgatggc
accatccgge
ggccgegeag
gcaagcggcece
gtcgattagg
tgacgtggge
gcgtgaccga
ttcecgecaggg
ttcccatcta
cgtgttcegt
gcagaaagac
gcgtacgaag
tagccgetac
ggctgattgg
cccecgattac
cgccgecagge
cgccggagag
gccggagtac
ccgcaacctg
gcaaattgcece
cattgggaac
gtacattggg
ttcecgectaa
actgtctgge
ctecectacge
tggectacgg
ccggegetga
cccatcatce
ccagttggtg
cgtgatctga
caagtcagcg
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccectegtcaa
gagaatggca
tattgggcge
gcgagcggta

ggcgagcttt
tcegegetgt
ctaagcgcga
agccagccac
ttgececttggt
ttgaggeget
agcgaaatgt
cgccgaagga
tcatacttga
atcagttgga
aaagctctag
gcgagaccat
taacaacgat
cgcggteage
acgtgaaaat
gttgaaacac
ccttacgatce
actctcecttcec
gctcgagate
cgaccgcectt
cgctaagecg
ccccaacgtt
tctcaggcaa
gttcaatctt
tctecattgee
tttgaggetg
aagaggtgcecce
agcctgagece
ccggtacaaa
gccgeccage
gctgatcgaa
aagccgecca
acccgecgata
cgagctggcg
ccggccggea
accgaatcca
ccacacgttg
gacctggtag
aaggccaaga
aagatcgtaa
atgtaccgeg
tttttgatcg
aaggcagaag
ttcaagaagt
gatttgaagg
atcgagggcg
ctagcagggg
ccaaagccgt
aaccggtcac
aactctttaa
cagcgcacag
ccegecgett
ccaggcaatc
ggtctgecte
agccagaaag
attttgaact
tccttcaact
taatgctctg
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctge
aaataaggtt
aaagctctge
tcttecgett
tcagctcact
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gatcaacgac
agaagtcacc
actgcaattt
gatcgacatt
aggtccagcg
aaatgaaacc
agtgcttacg
tgtegetgee
agctaggcag
agaatttgtt
tggatctccg
aggcgatctce
tgagaatttt
cgcaattctg
ttctcaageg
gttcttettg
cacgccttca
gcgacggtcg
gttcgtaate
gaggagacgg
ttcagtatca
gtecegetceca
cgtegettga
ctectegegt
agtcgagtac
cgccgcaaac
ggttatttct
aattcccaga
tcggcgegge
ggcaacgcat
tccgcaaaga
agggcgacga
gtcgcagcat
aggtgatccg
tggccagtgt
tgaaccgata
cggacgtact
aaacctgcat
acggccgect
agagcgaaac
agatcacaga
atcccggecat
ccagatggtt
tctgtttcac
aggaggcggg
aagcatccge
aaaaaggtcg
acattgggaa
acatgtaagt
aacttattaa
ccgaagagcet
cgegteggee
taccagggcg
gtgaagaagg
tgagggagcce
tttgcectttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt

cttttggaaa
attgttgtge
ggagaatggc
gatctggcta
gcggaggaac
ttaacgctat
ttgtcecegea
gactgggcaa
gcttatcecttg
cactacgtga
tacccaggga
ctaaatcaat
tgtcataaaa
acgaactgce
ctgtgaacaa
tcgatgacga
aagtgaccge
atgtcgtggt
tggcggcaaa
ataaagttgt
gagagtttct
aagaccgacg
tgtccgaage
ttttagagaa
gcgacgagga
ttgaggcaga
ttgacgegga
tccecgagga
gctgggtgat
cgaggcagaa
atcccggeaa
gcaaccagat
catggacgtg
ctacgagcett
gtgggattac
ccgggaaggg
caagttctge
tcggttaaac
ggtgacggta
cgggcggecg
aggcaagaac
cggecgtttt
gttcaagacg
cgtgcgcaag
gcaggctgge
cggttcctaa
aaaaggtcte
ccggaacccg
gactgatata
aactcttaaa
gcaaaaagcg
tategeggee
cggacaagcce
tgttgctgac
acggttgatg
cacggaacgg
tcgatttatt
aaccaattaa
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cggccaacgc
tgactcgetg
aatacggtta
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ctteggette
acgacgacat
agcgcaatga
tcttgctgac
tctttgatcce
ggaactecgee
tttggtacag
tggagcgect
gacaagaaga
aaggcgagat
tetggetege
agtagctgta
ttgaaatact
catttagctg
gggttcagat
cgtcgetatg
ggtagccgac
tgttgatcta
gtctgatatt
tgcactcgag
agcacgcatt
gtcetttttgt
tggeggtgag
accccgegac
ggtttatgac
tccgtcaage
cgtgcaggtt
atcggegtga
gacctggtgg
gcacgcccecg
ccgecggeag
tttttegtte
gcegttttee
ccagacgggce
gacctggtac
aagggagaca
cggcgagecyg
accacgcacg
tccgagggtg
gagtacatcg
ccggacgtge
ctctaccgcece
atctacgaac
ctgatcgggt
ccgatcctag
tgtacggagce
tttecctgtgg
tacattggga
aaagagaaaa
acccgectgg
cctaccette
getggeeget
gcgecgtege
tcataccagg
agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcc
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
gcggggagag
cgeteggteg
tccacagaat

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
cccctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgcectgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetectget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
tgatccggaa

<210> 36
<211> 11205
<212> ADN

cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcecctegtg
ccctteggga
ggtcgttcge
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagceggt
agaagatcct
agggattttg
tt

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> vector
<400> 36

attcctgtgg
taaatatccg
tgtcaaacac
attaagggag
aactgacaga
gcgtacgtag
gcggcecattt
aaggaatggt
gataaagcag
gacagcccac
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggctatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctagaggatc
acaacaatta
catatgcctce
catgctgcaa
gttctgtect
ttcagctttg
gcacatgctt
gctccacctce
gatgctgcaa
gttgctgatg
gctccagcag
gttctgagat
agggtttcaa
aacgttccag
ttcgctgaat
ctagccaaca
agacgatctc
gcattggcett
ggagggttcg
gctggagatg
gatcgagacg
acttttttce
gagtaccaga
tccatagagg

ttggcatgca
attattctaa
tgatagttta
tcacgttatg
accgcaacgce
cactagtgaa
aaatcaattg
gcagaattgt
attcctctag
tcactaatgce
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ctataaatag
ccaacaacaa
caacaccagc
ggtcattccce
tccatcatgt
cacttggagc
ctctecctact
cacaagaagc
gaacctttge
cagctgaagce
atcttggtca
tcgtgageta
gtccaggtge
aaatggctcc
tcacagcaga
acagtgaagc
agatccaaac
ctaacgatgt
aatttatggce
tcttgtcaga
atcaaggtgt
tcgaaatgat
aaggtggatg
actacgagaa

aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggcge
tccaagcectgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat

catacaaatg
taaacgctct
aactgaaggc
acccccgecg
tgcaggaatt
ttcecggacce
ggcgegtgeg
taggcgecacc
tacaagtggg
gtatgacgaa
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctetgecga
aagacgttcc
gggatgacga
gaagttcatt
caaacaacaa
tactgctact
tagagttgtt
ggagctttgg
accacttgcect
tcgatctgga
tgcaactgct
tgctgcacat
atttcgegtt
cggatttgga
tcctgacgaa
agttgactac
tgtcatcgac
ggatgttgga
tgttcttetg
ctacctcgaa
gcttcgaact
tcctecacaa
ggaacagatc
gctactccag
tcagcgaata

tggtgggttt
gtcactggaa
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caaaaggcca
ggcteccgecee
cgacaggact
ttccgacccet
tttctcatag
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag

gacgaacgga
tttctcttag
gggaaacgac
atgacgcggg
ggccgcageg
aagcttgcat
gccgecagetg
taccaaaagc
gaacaaaata
cgcagtgacg
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtcce
aaccacgtct
acaatcccac
tcatttggag
acaacattac
ggagctgcetg
cgcgttaacce
tgtgctgatg
gcaagatctg
gcattagecct
gcaactgett
ggacttgctg
agtgttgctg
cttgctgaag
actgacctac
ggtttgactc
tacatgaagg
accacagaat
ccattgaacg
taccatggtg
ctcagggaaa
gccaagtact
aaggagtgtc
atcttcacca
ggatgcatgg

ggaaagggga
gtcaagcagt

gcaaaaggcc
ccectgacgag
ataaagatac
gccgettacce
ctcacgetgt
cgaaccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc

taaacctttt
gtttacccge
aatctgatca
acaagccgtt
gccatttaaa
gcctgcagga
cttgtgggga
atctttgecct
acgtggaaaa
accacaaaac
tgcccagceta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttcetg
aggaaacctc
aattactatt
ctgectgecegt
ctaggtctga
cagctagtge
atctgtctac
tcctttttac
ccattceccte
tcagatctgt
gaggagcaag
tggagctgta
catttctcce
gctttgacca
gattccttgg
ctggaatgaa
agcctgttcea
gaccaggagt
tgagagccag
atgaaggagt
aagaactggg
aaccagttgg
agaaggatga
acttttccga
ctgtegttge
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aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagccceg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatcet
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt

cacgceccttt
caatatatcc
tgagcggaga
ttacgtttgg
tcaattgggce
attggccgceca
ccagacaaaa
ttattgcaaa
gagctgteccect
tcgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacccac
tggattgatg
caggtcgact
gagtattttt
tacaattaca
tacaccagaa
cagattccct
tgctggtcegt
agggaactca
cgctecettat
cttttcagca
tggagttagg
acctgcectttt
tggagatgtg
aggattcgag
cgttgttgga
tttccacgag
cagtgtggtt
tggaaccaag
tcaacacatc
aactccaatg
ccgtagaatc
tgttatggtt
tgatcgtccce
agttgggcaa
gttgttcaag
tcagaagagce

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9192

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



taagagctct
tcetgttgee
aataattaac
gcaattatac
atcgecgegeg
cgactctaga
cgtaaagact
cttegtecaac
ctcagaagac
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtccce
aaccacgtct
acaatcccac
gaggacacgc
gccagctaca
gtctacagtg
gaggttgcaa
tgcttacget
ttacgtgtca
taagtctatg
tccatetgtt
tggatacaag
agctectcca
gggtcgacct
tgceggtett
taacatgtaa
atacatttaa
cgcggtgtca
ggaatggtge
taaagcagat
cagcccacte
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggctatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
gagcggagaa
tacgtttgga
tcccacaaat
gttaggtcgg
cagtcggttt
ccatgtgaag
agtaagggta
ctcattgtta
agcctagaag
acagcagctg
gtgaacttta
caagatagat
gctgggecct
tcacataggce
atggaggcge
gttaggttge
aagcatggtg
ccaaggccag
cgatcgttca
gatgattatc
catgacgtta
cgcgatagaa
tatgttacta
atgtgttatt
ccagccaaca
catcagaatt
ctggegtcag
aattecgtgtce

tcatatgacg
ggtcttgega
atgtaatgca
atttaatacg
gtgtcatcta
ggatctggga
ggcgaacagt
atggtggage
caaagggcaa
tgcccageta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttege
tgaaatcact
gcagctgata
aactttagga
gatagatacc
gggccctgga
cataggcatc
gaggcgcaag
aggttgcatg
catggtggat
aggccagtta
gcagatcgtt
gcgatgatta
tgcatgacgt
tacgcgatag
tctatgttac
agaattgtta
tcctctagta
actaatgcgt
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
ttaagggagt
actgacagaa
gaagatggaa
ctgecctttaa
ggctttttct
gcatcttcag
gtttgggaaa
agggagcaaa
tggatcccac
atatggeccge
ggacagagcc
accettggtt
ggaaggctag
atcaaaggtt
aaggttttaa
atgaggettt
gatggcatga
ttaggccagt
aacatttggce
atataatttc
tttatgagat
aacaaaatat
gatcgggaat
aagttgtcta
gcteccecgac
aattctcatg
gcagccatcg
gctcaaggcg

atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa
tgttactaga
cccagtcaaa
tcatacagag
acgacacgct
ttgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccaccecac
tggattgatg
aagaccctte
agtccaccat
tggcegeggt
cagagccaca
cttggttggt
aggctaggaa
aaaggttggg
gttttaagtce
aggctttggg
ggcatgatgt
ggccagttac
caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat
tagatccgga
ggcgcaccta
caagtgggga
atgacgaacg
aacctceccteg
gaaggtggct
tctgeccgaca
gacgttccaa
gatgacgaac
cacgttatga
ccgcaacgaa
tctgtaaaag
tcaataccaa
gacgaacaaa
actccaataa
tgtccactca
atctcagaga
catgtctceg
ggtttgtgat
acaaacacca
ggttgctgag
gaacgcttac
gggcctagga
gtctgtggtt
gggatacaca
tgttggtttt
tacccagata
aataaagttt
tgttgaatta
gggtttttat
agcgcgcaaa
tgggtaccat
agcgtcaatt
cggecageteg
tttgacagct
gaagctgtgg
cactccegtt
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catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag
tcgeggacceg
gattcaaata
tctcttacga
tgtctactce
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctce
ctctatataa
gtcteceggag
ttgtgatatc
aacaccacaa
tgctgaggtt
cgcttacgat
cctaggatcce
tgtggttget
atacacagcc
tggtttttgg
ccagatctga
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atagcgcegcea
cccagctget
ccaaaagcat
acaaaataac
cagtgacgac
gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtette
aatcccacta
ccececgecga
gctttggecag
aaaacgegtg
agtggtcecct
taagattcgt
tggagcaatg
cccgtcagte
gatagtccta
gagaggagac
atcgttaacc
caagagtgga
gttgagggtg
gattggacag
tctacattgt
gctgttatag
gceeggggta
tggcaaaggg
tgagtcgage
cttaagattg
cgttaagcat
gattagagtc
ctaggataaa
gccegggcgg
tgtttacacc
gcacaaaatc
tatcatcgac
tatggctgtg
ctggataatg

taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga
cgcgcaaact
aagcttgcecat
gaggacctaa
ctcaatgaca
aaaaatatca
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
aggagaccag
gttaaccatt
gagtggattg
gagggtgttg
tggacagttg
acattgtaca
gttataggce
cggggtacat
caaagggatt
actagtgata
ttcttaagat
tacgttaage
atgattagag
aactaggata
tgtggggacc
ctttgecttt
gtggaaaaga
cacaaaactc
cccagctatce
ccatcattge
agatggaccc
aaagcaagtg
tccttetgee
tgacgcggga
acaaagtggc
aaataatgcg
accacgatgg
ggccgacagg
acgtaagggce
tataaatact
gagagagaaa
cagttgagat
attacattga
ttgatgatct
ttgtggctgg
ttgagagtac
acacacattt
gccttecaaa
cattgcgege
attttgagtt
tctagatcce
aatcctgttg
gtaataatta
ccgcaattat
ttatcgegeg
ccagcatggce
acaatatatc
accactcgat
tgcacggtge
caggtcgtaa
ttttttgege
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taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtccc
aggataaatt
gcctgecaggt
cagaactcge
agaagaaaat
aagatacagt
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctetgecga
aagacgttcc
gggatgacgc
ttcatttgga
ttgagattag
acattgagac
atgatctaga
tggectggtat
agagtactgt
cacatttgct
ttccaaacga
tgcgegeage
ttgagttgce
tcggegecat
tgaatcctgt
atgtaataat
tcecegeaatt
aattatcgeg
agacaaaaaa
attgcaaaga
gctgtectga
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
ggaccctcecat
caagccgttt
agacatactg
tctgacaaag
aaaaactgtg
tgggggtcca
ttacgaaata
tagcccctce
gagagcaagt
taggccagcet
gacgtctaca
agagaggttg
tattgcttac
tgtttacgtg
gcttaagtcet
cgatccatct
agctggatac
gccagctcecet
cgaatttcce
ceggtettge
acatgtaatg
acatttaata
cggtgtcatce
cgtatccgea
ctgccaccag
acaggcagcce
accaatgcett
atcactgcat
cgacatcata

2400
2460
2520
2580
2640
2700

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240



acggttctgg
gtgtggaatt
atcgccgaag
ccgacgttge
agtgatattg
ttgatcaacg
gtagaagtca
gaactgcaat
acgatcgaca
gtaggtccag
ctaaatgaaa
gtagtgctta
gatgtcgetg
gaagctaggce
gaagaatttg
agtggatctc
ataggcgatce
attgagaatt
gccgcaatte
atttctcaag
acgttcttet
tccacgecett
ccgecgacggt
tcgttegtaa
ttgaggagac
cgttcagtat
ttgtcegete
aacgtcgett
ttctectcege
ccagtcgagt
tgcgeccgceaa
ccggttattt
ccaattccca
aatcggegeg
gcggcaacgce
aatccgcaaa
caagggcgac
tagtcgcage
cgaggtgatc
catggccagt
catgaaccga
tgcggacgta
agaaacctgce
gaacggccgce
aaagagcgaa
cgagatcaca
cgatcececgge
agccagatgg
gttetgttte
ggaggaggcg
cgaagcatce
ggaaaaaggt
gtacattggg
acacatgtaa
aaaacttatt
agccgaagag
ttcgegtegg
tctaccaggg
tcgtgaagaa
agtgagggag
cttttgettt
ctcagcaaaa
tgccagtgtt
aactgcaatt
aatgaaggag

caaatattct
gtgagcggat
tatcgactca
tggccgtaca
atttgctggt
accttttgga
ccattgttgt
ttggagaatg
ttgatctgge
cggcggagga
ccttaacget
cgttgtececg
ccgactggge
aggcttatcet
ttcactacgt
cgtacccggg
tcctaaatca
tttgtcataa
tgacgaactg
cgctgtgaac
tgtcgatgac
caaagtgacc
cgatgtegtg
tctggeggea
ggataaagtt
cagagagttt
caaagaccga
gatgtccgaa
gtttttagag
acgcgacgag
acttgaggca
ctttgacgeg
gatccccgag
gcgetgggtyg
atcgaggcag
gaatccecgge
gagcaaccag
atcatggacg
cgctacgage
gtgtgggatt
taccgggaag
ctcaagttct
attcggttaa
ctggtgacgg
accgggegge
gaaggcaaga
atcggecegtt
ttgttcaaga
accgtgegea
gggcaggctg
gcecggttect
cgaaaaggtc
aaccggaace
gtgactgata
aaaactctta
ctgcaaaaag
cctatcgegg
cgcggacaag
ggtgttgcetg
ccacggttga
gccacggaac
gttcgattta
acaaccaatt
tattcatatc
aaaactcacc

gaaatgagct
aacaatttca
actatcagag
tttgtacgge
tacggtgacc
aacttcgget
gcacgacgac
gcagcgcaat
tatcttgetg
actctttgat
atggaactcg
catttggtac
aatggagcge
tggacaagaa
gaaaggcgag
gatctggete
atagtagctg
aattgaaata
cccatttage
aagggttcag
gacgtcgeta
gcggtagecg
gttgttgatc
aagtctgata
gttgcactcg
ctagcacgca
cggtettttt
gctggeggtg
aaaccccgeg
gaggtttatg
gatccgtcaa
gacgtgcagg
gaatcggegt
atgacctggt
aagcacgccc
aaccgeegge
attttttegt
tggccgtttt
ttccagacgg
acgacctggt
ggaagggaga
gccggcgage
acaccacgca
tatccgaggg
cggagtacat
acccggacgt
ttctctacceg
cgatctacga
agctgatcgg
gcccgatect
aatgtacgga
tctttectgt
cgtacattgg
taaaagagaa
aaacccgect
cgcctaccct
ccgetggecg
ccgegecgte
actcatacca
tgagagcttt
ggtctgegtt
ttcaacaaag
aaccaattct
aggattatca
gaggcagttc
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gttgacaatt
cacaggaaac
gtagttggcg
tccgecagtgg
gtaaggcttg
tccectggag
atcattccegt
gacattcttg
acaaaagcaa
ccggttectg
ccgeccgact
agcgcagtaa
ctgeceggece
gatcgettgg
atcaccaaag
gcggceggacyg
taacctcgaa
cttggttege
tggagatgat
attttagatt
tgcggcatct
acagcaccca
tagatttagg
ttccaatcat
agctaggagce
ttegggttge
gttttactga
aggtgaaact
acgttctatc
acaggagtat
gcectcaact
tttcgcacgg
gagcggtege
ggagaagttg
cggtgaatcg
agceggtgeg
tcegatgete
ccgtetgteg
gcacgtagag
actgatggceg
caagcccggce
cgatggcgga
cgttgeccatg
tgaagccttg
cgagatcgag
gctgacggtt
cctggecacge
acgcagtggce
gtcaaatgac
agtcatgcege
gcagatgcecta
ggatagcacg
gaacccaaag
aaaaggcgat
ggcctgtgea
tcggtegetg
ctcaaaaatg
gccactcgac
ggcctgaatc
gttgtaggtg
gtcgggaaga
ccgecgtece
gattagaaaa
ataccatatt
cataggatgg

aatcatccgg
agaccatgag
tcatcgagcg
atggcggect
atgaaacaac
agagcgagat
ggcgttatcc
caggtatctt
gagaacatag
aacaggatct
gggctggega
ccggcaaaat
agtatcagcc
cctegegege
tagtcggcaa
cacgacgccg
gcgtttcact
atttttgtca
tgtacatcct
gaaaggtgag
tattattgaa
gttcacaaga
tcgtgaagat
aattatcagt
aagtgatttt
cttgegegtg
ctggacactt
tacggcaggt
gcgcgageaa
agatgttctc
gataaaaaca
ggggacgatg
aaaccatccg
aaggccgege
tggcaagcgg
ccgtcgatta
tatgacgtgg
aagcgtgace
gtttececgeag
gtttcccatc
cgegtgttece
aagcagaaag
cagcgtacga
attagccget
ctagctgatt
caccccgatt
cgecgecgeag
agcgceccggag
ctgecggagt
taccgcaacc
gggcaaattg
tacattggga
ccgtacattg
ttttecegeet
taactgtctg
cgctecectac
gctggectac
cgccggeget
gccccatcecat
gaccagttgg
tgcgtgatct
gtcaagtcag
actcatcgag
tttgaaaaag
caagatcctg
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ctcgtataat
ggaagcgttg
ccatctcgaa
gaagccacac
gcggcgaget
tctecgeget
agctaagcgc
cgagccagec
cgttgecttg
atttgaggcg
tgagcgaaat
cgcgecgaag
cgtcatactt
agatcagttg
ataaagctct
gggcgagacc
tgtaacaacg
tcecgeggtea
tcacgtgaaa
ccgttgaaac
taccttacga
gtactctctt
gggctcgaga
ggcgaccgec
atcgctaage
cgccccaacg
aatctcagge
gagttcaatc
cttctcattg
attttgaggc
gcaagaggtg
gcagcctgag
gcececggtaca
aggeccgecca
ccgcectgateg
ggaagccgec
gcacccgcga
gacgagctgg
ggccggecgyg
taaccgaatc
gtccacacgt
acgacctggt
agaaggccaa
acaagatcgt
ggatgtaccg
actttttgat
gcaaggcaga
agttcaagaa
acgatttgaa
tgatcgaggg
ccectageagg
acccaaagcc
ggaaccggtc
aaaactcttt
gccagcgeac
gcceccgecge
ggccaggcaa
gaggtctgcee
ccagccagaa
tgattttgaa
gatccttcaa
cgtaatgetc
catcaaatga
cegtttetgt
gtatcggtct

6300
6360
6420
6480
6540
6600

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
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gcgattcecga
ttatcaagtg
gcattaatga
ttcctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctcege
cccgacagga
tgttccgace
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa

<210> 37
<211>9
< 212> PRT

ctcgtccaac
agaaatcacc
atcggccaac
actgactcgce
gtaatacggt
cagcaaaagg
ccecectgacg
ctataaagat
ctgccgetta
agctcacgcet
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgetce
aggatcttca

< 213> Secuencia Artificial

<220>

atcaatacaa
atgagtgacg
gcgcggggag
tgcgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatccet

ES 2619279 T3

cctattaatt
actgaatccg
aggcggtttg
cgttcggcectg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacge
tcceectgga
gtccgeettt
cagttcggtg
cgaccgcetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttgatcegg

tcecectegte
gtgagaatgg
cgtattgggce
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctceccecteg
ctceccttegg
taggtcgttce
gccttateceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aatta

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 37

Glu Val Glu Leu Tyr Gly Asp Val Vval

1
<210> 38
<211>9
<212> PRT

5

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 38

Arg Phe Asp His Val Val Gly Asn Val

1
<210> 39
<211>9
<212> PRT

5

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 39

Asp His Val Val Gly Asn Val Pro Glu

1
<210>40
<211>9

5

103

aaaaataagg
caaaagctct
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctee
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttecgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag

10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11205
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<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 40

His Val val Gly Asn Val Pro Glu Met
1 5

<210> 41

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 41

Asn Val Pro Glu Met Ala Pro Val Ile
1 5

<210> 42

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 42

Gly Phe His Glu Phe Ala Glu Phe Thr
1 5

<210> 43

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 43

Gly Thr Thr Glu Ser Gly Leu Asn Ser
1 5

<210> 44

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 44

Thr Thr Glu Ser Gly Leu Asn Ser Val
1 5

<210> 45

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 45

Glu Ser Gly Leu Asn Ser Val Val Leu
1 5

<210> 46

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 46

Gly Leu Asn Ser Val Val Leu Ala Asn
1 5

<210> 47

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 47

Leu Asn Ser Val Val Leu Ala Asn Asn
1 5

<210> 48

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 48
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Ser Glu Ala Val Leu Leu Pro Leu Asn
1 5

<210> 49

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 49

Glu Ala Val Leu Leu Pro Leu Asn Glu
1 5

<210> 50

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 50

Val Leu Leu Pro Leu Asn Glu Pro Val
1 5

<210> 51

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 51

Leu Leu Pro Leu Asn Glu Pro Val His
1 5

<210> 52

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 52

His Gly Thr Lys Arg Arg Ser Gln Ile
1 5

<210> 53
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<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 53

Ser Gln Ile Gln Thr Tyr Leu Glu Tyr
1 5

<210> 54

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 54

Gln Ile Gln Thr Tyr Leu Glu Tyr His
1 5

<210> 55

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 55

Gly Val Gln His Ile Ala Leu Ala Ser
1 5

<210> 56

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 56

Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys Ser
1 5 10

<210> 57
<211>9
< 212> PRT

< 213> Secuencia Atrtificial
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<220>
< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 57

Gly Phe Glu Phe Met Ala Pro Pro Gln
1 5

<210> 58

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 58

Phe Glu Phe Met Ala Pro Pro Gln Ala
1 5

<210> 59

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 59

Phe Met Ala Pro Pro Gln Ala Lys Tyr
1 5

<210> 60

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 60

Gln Ala Lys Tyr Tyr Glu Gly Val Arg
1 5

<210> 61

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 61
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Gly Val Arg Arg Ile Ala Gly Asp Val
1 5

<210> 62

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 62

Val Leu Leu Gln Ile Phe Thr Lys Pro
1 5

<210> 63

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 63

Leu Leu Gln Ile Phe Thr Lys Pro Val
1 5

<210> 64

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 64

Leu Gln Ile Phe Thr Lys Pro Val Gly
1 5

<210> 65

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 65

Ile Phe Thr Lys Pro Val Gly Asp Arg
1 5

<210> 66
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<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 66

Arg Pro Thr Phe Phe Leu Glu Met Ile
1 5

<210> 67

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 67

Phe Leu Glu Met Ile Gln Arg Ile Gly
1 5

<210> 68

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 68

Gly Gly Cys Gly Gly Phe Gly Lys Gly
1 5

<210> 69

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 69

Gly Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser
1 5

<210>70
<211>9
< 212> PRT

< 213> Secuencia Atrtificial
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<220>
< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 70

Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu
1 5

<210> 71

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 71

Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu
1 5

<210> 72

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 72

Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys
1 5

<210> 73

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 73

Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys Ser
1 5

<210> 74

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 74
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Glu Leu Phe Lys Ser Ile Glu Asp Tyr
1 5

<210> 75

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 75

Leu Phe Lys Ser Ile Glu Asp Tyr Glu
1 5

<210> 76

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 76

Phe His Glu Phe Ala Glu Phe Thr Ala Glu Asp
1 5 10

<210> 77

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 77

His Gly Thr Lys Arg Arg Ser Gln Ile Gln
1 5 10

<210> 78

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa

<400> 78

Gly Thr Lys Arg Arg Ser Gln Ile Gln
1 5

<210>79
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<211>12

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 79

Asp Gln Gly Val Leu Leu Gln Ile Phe Thr Lys Pro
1 5 10

<210> 80

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Motivo de secuencia de HPPD derivada de Avena sativa
<400> 80

Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que codifica un polipéptido de HPPD que tiene actividad enzimatica de HPPD, donde dicho
polinucleétido deriva de una planta y donde dicho polipéptido de HPPD vegetal codificado por dicho polinucleétido
tiene una identidad de secuencia de al menos un 80% con SEC ID NO: 27 y comprende la secuencia de
aminoacidos G(I,V)LVD(R,K)D (SEC ID NO: 30), donde la L se sustituye por M.

2. El polinucledtido segun la reivindicacion 1, donde dicho polinucledtido que codifica un polipéptido de HPPD
vegetal que tiene actividad enzimatica de HPPD comprende ademas al menos una de las siguientes secuencias de
aminoacidos:

a) RFDHVVGNYV (SEC ID NO: 38), donde la primera V se sustituye por cualquier otro aminoacido;
b) FEFMAPPQA (SEC ID NO: 58), donde la primera A se sustituye por cualquier otro aminoacido;
c) GVRRIAGDYV (SEC ID NO: 61), donde la | se sustituye por cualquier otro aminoacido;

d) GGCGGFGKG (SEC ID NO: 68), donde la cuarta G se sustituye por cualquier otro aminoacido; o
e) GFGKGNFSE (SEC ID NO: 70), donde la tercera G se sustituye por cualquier otro aminoacido.

3. El polinucledétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde la secuencia nucleotidica esta optimizada
para la expresion en una planta.

4. Un polipéptido codificado por el polinucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un casete de expresion que comprende el polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
enlazado operablemente a un promotor que dirige la expresion en una planta o célula vegetal.

6. El casete de expresion de la reivindicacion 5 que comprende ademas una secuencia polinucleotidica enlazada
operablemente que codifica un polipéptido que confiere un rasgo deseable.

7. El casete de expresion de la reivindicacion 6, donde dicho rasgo deseable es la resistencia o tolerancia a un
herbicida.

8. El casete de expresion de la reivindicacion 7, donde dicho rasgo deseable es la resistencia o tolerancia a un
inhibidor de HPPD, glifosato o glufosinato.

9. El casete de expresion de la reivindicaciéon 6, donde dicho polipéptido que confiere un rasgo deseable es un
citocromo P450 o una variante del mismo.

10. El casete de expresion de la reivindicacion 6, donde dicho polipéptido que confiere un rasgo deseable es una
EPSPS (5-enol-pirovil-chiquimato-3-fosfato-sintasa).

11. El casete de expresion de la reivindicaciéon 6, donde dicho polipéptido de confiere un rasgo deseable es una
fosfinotricin acetil transferasa.

12. Un vector que comprende un casete de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11.

13. El vector de la reivindicacion 12, donde dicho vector comprende un polinucleétido que comprende la secuencia
expuesta en SEC ID NOs: 33, 34, 35 o0 36.

14. Un método para conferir resistencia o tolerancia a un inhibidor de HPPD en una planta, comprendiendo dicho
método introducir en dicha planta al menos un casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a
11.

15. Una célula vegetal transformada que comprende al menos un casete de expresion segun una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 11.

16. La célula vegetal de la reivindicacion 15, donde dicha célula vegetal es una célula vegetal de arroz, cebada,
patata, boniato, canola, girasol, centeno, avena, trigo, maiz, haba de soja, remolacha azucarera, tabaco, pasto
Miscanthus, pasto varilla, cartamo, arboles, algodén, mandioca, tomate, sorgo, alfalfa, remolacha azucarera o cafa
de azlcar.

17. La célula vegetal de la reivindicacion 16, donde dicha célula vegetal es una célula vegetal de haba de soja.

18. Una planta, parte de una planta, o semilla que comprende la célula vegetal de una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17.
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SEC 14 de HPPD/ Velocidad de asociacion del complejo de la estructura B
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SEC n° 14 de HPPD/ Velocidad de disociacion de la
estructura D
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Disociacion de la estructura B de 14 HPPD a 0 °C
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Inhibiciéon por B de SEC ID NO: 14 de HPPD

@ i
S s control
W BO,6 uM
WW'&&\\\M% ' Y
' v~ B0,15uM
0 ¥
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (segundos)
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Inhibiciéon por B de la HPPD mutante G408A
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Inhibicion por C de la HPPD mutante 408A
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