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DESCRIPCION
Genes de protoporfirindgeno oxidasa (PPX) mutado

Campo de la invencién

Esta divulgacion se refiere, al menos en parte, a mutaciones de genes y/o proteinas en plantas.

Antecedentes de la invencion

La siguiente descripcion se proporciona simplemente como una ayuda para comprender la invencion y no se admite
que describa o constituya la técnica anterior.

Se han indicado ejemplos de determinadas mutaciones en los genes PPX de plantas. Por ejemplo, la Patente de los
EE.UU. n.° 5.767.373 desvela "secuencias de ADN eucariotas que codifican protoporfirindgeno oxidasa (protox)
nativa o formas modificadas de la enzima que son tolerantes a herbicidas"; la Patente de los EE.UU. n.° 6.282.837
desvela "secuencias de ADN eucariotas que codifican protoporfirindgeno oxidasa (protox) nativa o formas
modificadas de la enzima que son tolerantes a herbicidas y un procedimiento para controlar malas hierbas usando
plantas que tienen actividad de protox alterada que confiere tolerancia a herbicidas"; la Patente de los EE.UU. n.°
6.308.458 desvela "procedimientos para controlar el crecimiento de vegetacion indeseada que comprende aplicar
una cantidad eficaz de un herbicida inhibidor de protox a una poblacién de plantas transgénicas o semilla de planta
transformada con una secuencia de ADN que codifica una enzima protox modificada que es tolerante a un herbicida
inhibidor de protox o al locus en el que se cultiva una poblacion de plantas transgénicas o semillas de plantas”; la
Patente de los EE.UU. n.° 6.905.852 desvela "[a] protoporfirindgeno oxidasa tolerante al herbicida fotoblanqueante y
sus derivados, que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 2 [una proteina PPX] o péptidos mutados procedentes de los mismos por delecién, adicion, sustitucion, etc. de
uno o mas aminoacidos en la secuencia de aminoacidos anterior y que tienen una actividad sustancialmente
equivalente a la de la protoporfirinégeno oxidasa"; la Patente de los EE.UU. n.° desvela "procedimientos para
conferir resistencia a herbicidas inhibidores de protoporfirinégeno sobre plantas de cultivo. Se confiere resistencia
mediante el disefio por ingenieria genética de las plantas para expresar ADN clonado que codifica una
protoporfirindgeno oxidasa resistente a herbicidas porfiricos"; la publicacion de solicitud de patente de los EE.UU. n.°
20020086395 desvela "[a] un procedimiento para evaluar la capacidad de un compuesto para inhibir la actividad
protoporfirindgeno oxidasa, que comprende las etapas de: (1) cultivar un transformante que expresa un gen de
protoporfirindgeno oxidasa presente en un fragmento de ADN en un medio que sustancialmente no contiene
compuestos protohémicos en cada sistema comparativo de la presencia y ausencia de un compuesto de prueba
para medir una tasa de crecimiento del transformante en cada condicién, siendo dicho transformante de una célula
huésped deficiente en la capacidad de crecimiento basada en la actividad protoporfirindgeno oxidasa transformada
con el fragmento de ADN en que un promotor funcional en la célula huésped y un gen de protoporfirindgeno oxidasa
estan unidos de forma operacional, y (2) determinar la capacidad del compuesto para inhibir la actividad de
protoporfirindgeno oxidasa comparando las tasas de crecimiento; y similares;" Patzoldt WL, y col., PNAS EE.UU.
103: 12329-34 (2006 ) desvela una "delecion de 3 pb correspondiente al codon G210" de PPX; y Li X, y col., Plant
Physiology 133: 736-47 (2003 ) desvelan el "aislamiento de genes de protoporfirinégeno oxidasa (PPO) de plantas y
el aislamiento de mutantes resistentes a herbicidas". Los términos PPO y PPX se usan indistintamente en el
presente documento. Los documento WO 01/68826 A2 y US 2001/016956 A1 ambos se refieren a secuencias de
ADN que codifican las enzimas protoporfirindgeno IX oxidasa (PPX) y a plantas que expresan enzimas PPX
resistentes a herbicidas.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la presente invencion es una planta como se define en la reivindicacion 1, cuya planta es resistente a
uno o mas herbicidas inhibidores de PPX. Otro objeto de la presente invencién es una célula de planta como se
define en la reivindicacion 2, cuya célula de planta comprende un gen de protoporfirinégeno IX oxidasa (PPX)
mutado. Otro objeto de la presente invencion es un procedimiento como se define en la reivindicacion 7, para
producir una célula de planta no transgénica con un gen de PPX mutado. Las reivindicaciones dependientes se
refieren a realizaciones particulares de la mismas.

La presente divulgacion se refiere, al menos, en parte a procedimientos relacionados con mutaciones de genes y
proteinas en plantas. En algunos aspectos, la presente divulgacion también puede referirse a procedimientos para
producir plantas resistentes a herbicidas. La presente divulgacion y los procedimientos desvelados se refieren a
mutaciones en un gen de protoporfirinégeno IX oxidasa (PPX).

En un aspecto, se proporciona una planta o una célula de planta que incluye un gen de PPX mutado. En
determinados ejemplos, el gen PPX mutado codifica una proteina PPX mutada. En determinados ejemplos, una
planta que tiene una célula de planta que incluye un gen de PPX mutado puede ser resistente a herbicida; por
ejemplo, resistente a un herbicida inhibidor de PPX. En determinados ejemplos, la planta o la célula de la planta no
es transgénica. En determinados ejemplos, la planta o la célula de planta es transgénica. La divulgacion también
proporciona vectores recombinantes que incluyen dichos genes PPX mutados, asi como plantas transgénicas que
contienen dichos genes PPX mutados.
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Como se usa en el presente documento, el término "gen PPX" se refiere a una secuencia de ADN capaz de generar
un polipéptido PPX que comparte homologia e/o identidad de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 1, y/o codifica una proteina que demuestra actividad PPX. En determinados ejemplos, el gen PPX tiene un 70
%; 75 %; 80 %; 85 %; 90 %; 95 %; 96 %; 97 %; 98 %; 99 %; o 100 % de identidad con un gen PPX especifico; por
ejemplo, los genes mitocondriales Russet Burbank PPX, por ejemplo, StmPPX1 o StmPPX2; o, por ejemplo, un gen
plastidial Russet Burbank PPX, por ejemplo, StcPPX1. En determinados ejemplos, el gen PPX tiene un 60 %; 70 %;
75 %; 80 %; 85 %; 90 %; 95 %; 96 %; 97 %; 98 %; 99 %; o 100 % de identidad con una secuencia seleccionada de
entre las secuencias en las Figuras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 41, 43 y 45.
En algunos ejemplos, un gen PPX es un gen PPX mitocondrial; por ejemplo, StmPPX1 o StmPPX2. En algunos
ejemplos, un gen PPX es un gen PPX plastidial; por ejemplo, StcPPX1. En algunos ejemplos, un gen PPX es un
alelo del gen PPX mitocondrial; por ejemplo, StmPPX2.1 o StmPPX2.2. En algunos ejemplos, un gen PPX es un
alelo del gen PPX plastidial; por ejemplo, StcPPX1 o StcPPX1.1. En algunas plantas, como el cafiamo acuatico, el
producto proteico de un tnico gen PPX es tanto mitocondrial como plastidial como se desvela en Patzoldt WL, y col.,
PNAS EE.UU. 103: 12329-34 (2006).

Como se usa en el presente documento, el término "mutacién" se refiere a al menos una Unica variacién de
nucleodtido en una secuencia de acido nucleico y/o una Unica variaciéon de aminoacido en un polipéptido relativo a la
secuencia normal o secuencia de tipo silvestre o una secuencia de referencia, por ejemplo, SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID
NO: 2. En algunos ejemplos, una mutacion se refiere a al menos una Unica variacion de nucleétido en una secuencia
de acido nucleico y/o una Unica variacion de aminoacido en un polipéptido relativo a una secuencia de nucleétido o
aminoacido de una proteina PPX que no es resistente a herbicidas. En determinados ejemplos, una mutacion puede
incluir una sustitucion, una delecién, una inversion o una insercion. En algunos ejemplos, una sustitucion, delecion,
insercion o inversion puede incluir una variaciénen 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23 o 24 nucledtidos. En algunos ejemplos, una sustitucion, delecion, insercion o inversion puede incluir una
variacion en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 posiciones de aminoacidos. El término "acido nucleico" o la expresioén "secuencia
de acido nucleico" se refiere a un oligonucledétido, nucleétido o polinucleétido, y fragmentos o partes del mismo, que
pueden ser de una sola o doble cadena, y representan la cadena sentido o antisentido. Un acido nucleico puede
incluir ADN o ARN, y puede ser de origen natural o sintético. Por ejemplo, un acido nucleico puede incluir ARNm o
ADNCc. El acido nucleico puede incluir acido nucleico que se ha amplificado (p. €j., usando la reaccion en cadena de
la polimerasa). La convencion "NTwt ### NTmut" se usa para indicar una mutacion que da como resultado que el
nucleotido de tipo silvestre NTwt en la posicion ### en el acido nucleico se reemplace por NTmutante. El codigo de
una sola letra para nucleétidos es como se describe en el Manual de la Oficina de Patentes de EE. UU. del
Procedimiento de examen de patentes, seccion 2422, tabla 1. En este aspecto, la designacion de nucledtido "R"
significa purina tal como guanina o adenina, "Y" significa pirimidina tal como citosina o timina (uracilo si es ARN); "M"
significa adenina o citosina; "K" significa guanina o timina; y "W" significa adenina o timina.

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen de PPX mutado” se refiere a un gen de PPX que tiene
una o mas mutaciones en posiciones de nucledtidos relativas a una secuencia de acido nucleico de PPX de
referencia. En determinados ejemplos, un gen de PPX mutado tiene una o mas mutaciones relativas a una
secuencia de PPX de tipo silvestre correspondiente. Como se usa en el presente documento, la expresion "tipo
silvestre" puede usarse para designar el alelo convencional en un locus, o el alelo que tiene la frecuencia mas alta
en una poblacién particular. En algunos casos, el alelo de tipo silvestre se puede representar mediante un
aminoacido particular o una secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, una proteina PPX plastidial de patata de tipo
silvestre puede estar representada por la SEQ ID NO: 7. Por ejemplo, una proteina PPX mitocondrial de patata de
tipo silvestre puede estar representada por la SEQ ID NO: 9. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado tiene una o
mas mutaciones relativas a una secuencia de acido nucleico PPX de referencia, por ejemplo, las SEQ ID NOs: 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 41 43 0 45 o0 en posiciones homdlogas de paralogos de
los mismos. En algunos ejemplos, el gen PPX mutado se modifica con al menos una mutacion. En otros ejemplos, el
gen PPX mutado se modifica con al menos dos mutaciones. En otros ejemplos, el gen PPX mutado se modifica con
al menos tres mutaciones. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX mutada. En algunos
ejemplos, un gen de PPX mutado incluye dos o mas mutaciones de secuencia de acido nucleico seleccionadas de
entre las Tablas 2, 3a y 3b. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una o mas proteinas PPX
mitocondriales mutadas. En otros ejemplos, un gen PPX mutado codifica una o mas proteinas PPX plastidicas
mutadas. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado es un gen PPX mitocondrial mutado; por ejemplo, StmPPX1
mutado. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado es un gen PPX mitocondrial mutado; por ejemplo, StmPPX2
mutado. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado es un gen PPX plastidial mutado; por ejemplo, StcPPX1 mutado.
En algunos ejemplos, un gen PPX mutado es un alelo del gen PPX mitocondrial mutado; por ejemplo, StmPPX2.1
mutado o StmPPX2.2 mutado. En algunos ejemplos, un gen de PPX mutado es un alelo del gen PPX plastidial
mutado; por ejemplo, StcPPX1 mutado o StcPPX1.1 mutado. En algunos ejemplos, hay al menos una mutacion en
un gen PPX de plastidio y al menos una mutacién en un gen PPX mitocondrial. En algunos ejemplos, una o mas
mutaciones en un gen PPX conduce a la resistencia a herbicidas; por ejemplo, resistencia a un herbicida inhibidor de
PPX. En algunos ejemplos, el gen PPX mutado codifica una proteina PPX mutada que tiene resistencia
incrementada a uno o mas herbicidas en comparacién con una proteina PPX de referencia.

En algunos ejemplos, las mutaciones en un gen PPX mutado codifican una proteina que tiene una combinacion de
dos o mas mutaciones. En determinados ejemplos, al menos una mutacion esta en el gen PPX del plastidio y al
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menos una mutacién estd en un gen PPX mitocondrial. En determinados ejemplos, las combinaciones se
seleccionan de entre las Tablas 4a y 4b. En algunos ejemplos, las mutaciones en un gen de PPX mutado codifican
una proteina que tiene una combinacion de tres 0 mas mutaciones; por ejemplo, combinaciones seleccionadas de
entre las Tablas 4a y 4b. En algunos ejemplos, la al menos una mutacién en el gen PPX plastidial y la al menos una
mutacion en el gen PPX mitocondrial estan en la misma posicion correspondiente. En otros ejemplos, la al menos
una mutacion en el gen PPX del plastidio y la al menos una mutacion en el gen PPX mitocondrial estan en diferentes
posiciones correspondientes.

Como se usa en el presente documento, el término "proteina PPX" se refiere a una proteina que tiene homologia e/o
identidad de aminoacidos con una proteina PPX de SEQ ID NOs: 1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 40, 42 o 44 y/o demuestra actividad PPX. En determinados ejemplos, la proteina PPX tiene un 70
%; 75 %; 80 %; 85 %; 90 %; 95 %; 96 %; 97 %; 98 %; 99 %; o0 100 % de identidad con una proteina PPX especifica,
tal como, por ejemplo, la proteina mitocondrial Russet Burbank PPX o las proteinas plastidicas Russet Burbank PPX.
En determinados ejemplos, la proteina PPX tiene un 70 %; 75 %; 80 %; 85 %; 90 %; 95 %; 96 %; 97 %; 98 %; 99 %);
o 100 % de identidad con una secuencia seleccionada de entre las secuencias en las Figuras 1, 3, 5,7, 9, 11, 13,
15, 17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 40, 42 o0 44.

Como se usa en el presente documento, el término "proteina PPX mutada" se refiere a una proteina PPX que tiene
una o mas mutaciones en posiciones de aminoacidos relativas a una secuencia de aminoacidos de PPX de
referencia, o en posiciones homologas de paralogos de los mismos. En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada
tiene una o mas mutaciones relativas a una secuencia de aminoacidos de PPX de referencia, por ejemplo, una
secuencia de aminoacidos de PPX de referencia que tiene SEQ ID NOs: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27,29, 31, 33, 35, 37, 39, 40, 42 0 44, o partes de los mismos. En determinados ejemplos, una proteina PPX mutada
tiene una o mas mutaciones relativas a una proteina de tipo silvestre correspondiente. En algunos ejemplos, una
proteina PPX mutada tiene una o mas mutaciones relativas a una proteina correspondiente que no es resistente a
herbicidas. En algunos ejemplos, la proteina PPX se modifica con al menos una mutacion. En otros ejemplos, la
proteina PPX se modifica con al menos dos mutaciones. En otros ejemplos, la proteina PPX se modifica con al
menos tres mutaciones. En algunos ejemplos, una o mas proteinas PPX mitocondriales estan mutadas. En otros
ejemplos, una o mas proteinas PPX plastidicas estan mutadas. En otro ejemplo mas, una o mas proteinas PPX
mitocondriales y una o mas proteinas PPX plastidicas estan mutadas. En algunos ejemplos, la expresion proteina
PPX mutada se refiere a una proteina PPX que tiene resistencia incrementada a uno o mas herbicidas en
comparacion con una proteina de referencia.

En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye una mutacién en una o mas posiciones de aminoacidos
correspondientes a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en 52, 85, 105, 111, 130, 139, 143,
144, 145, 147, 165, 167, 170, 180, 185, 192, 193, 199, 206, 212, 219, 220, 221, 226, 228, 229, 230, 237, 244, 256,
257, 270, 271, 272, 305, 311, 316, 318, 332, 343, 354, 357, 359, 360, 366, 393, 403, 424, 426, 430, 438, 440, 444,
455, 457, 470, 478, 483, 484, 485, 487, 490, 503, 508 y 525 de SEQ ID NO: 1. En algunos ejemplos, una proteina
PPX mutada incluye una mutaciéon en una o mas posiciones de aminoacidos correspondientes a una posicion
seleccionada de entre el grupo que consiste en 58, 64, 74, 84, 93, 97, 98, 101, 119, 121, 124, 139, 150 151, 157,
164, 170, 177, 187, 188, 195, 214, 215, 229, 230, 271, 274, 278, 283, 292, 296, 307, 324, 330, 396, 404, 406, 410,
421, 423, 434, 447, 448, 449, 451, 454, 465, 470 y 500 de SEQ ID NO: 9. En algunos ejemplos, una planta o célula
de planta puede incluir un gen de protoporfirinégeno IX oxidasa (PPX) mutado en el que el gen codifica una proteina
que incluye una mutacién en una o mas posiciones de aminoacidos correspondientes a una posicion seleccionada
de entre el grupo que consiste en G52, N85, N105, E111, G130, D139, P143, R144, F145, L147, F165, L167, 1170,
A180, P185, E192, S193, R199, V206, E212, Y219, A220, G221, L226, M228, K229, A230, K237, S244, R256,
R257, K270, P271, Q272, S305, E311, T316, T318, S332, S343, A354, L357, K359, L360, A366, L393, L403, L424,
Y426, S430, K438, E440, V444, L455, K457, V470, F478, F483, D484, 1485, D487, K490, L503, V508 y 1525 de
SEQ ID NO: 1. En algunos ejemplos, una planta o célula de planta puede incluir un gen de protoporfirinégeno 1X
oxidasa (PPX) mutado en el que el gen codifica una proteina que incluye una mutacién en una o mas posiciones de
aminoacidos correspondientes a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en D58, E64, G74, G84,
L93, K97, K98, A101, S119, F121, T124, N139, E150, S151, Q157, V164, D170, C177, H187, L188, N195, P214,
1215, K229, K230, C271, D274, F283, A292, S296, C307, N324, D330, S396, A404, R406, K410, L421, A423, C434,
D447, S448, V449, D451, D454, Y465, K470 y T500 de SEQ ID NO: 9. En algunos ejemplos, una proteina PPX es
un paralogo de la proteina PPX de Arabidopsis thaliana (por ejemplo, la proteina PPX puede ser una proteina PPX
plastidial de la patata) y la proteina PPX puede tener un N en la posicion correspondiente a la posicion 52 de la SEQ
ID NO: 1, en la que el N esta sustituido con un aminoacido distinto de N; una K en la posicién correspondiente a la
posicion 272 de la SEQ ID NO: 1, en la que K esta sustituido con un aminoacido distinto de K; una S en la posicion
correspondiente a la posicion 359 de la SEQ ID NO: 1, en la que S esta sustituido con un aminoacido distinto de S;
y/o una S en la posicion correspondiente a la posicion 525 de la SEQ ID NO: 1, en la que S esta sustituido con un
aminoacido distinto de S. En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye dos o mas mutaciones, cuya al
menos una mutacién esta en la posicién de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el
grupo que consiste en G52, N85, N105, E111, G130, D139, P143, R144, F145, L147, F165, L167, 1170, A180,
P185, E192, S193, R199, V206, E212, Y219, A220, G221, L226, M228, K229, A230, K237, S244, R256, R257,
K270, P271, Q272, S305, E311, T316, T318, S332, S343, A354, L357, K359, L360, A366, L393, L403, L424, Y426,
S430, K438, E440, V444, 1L455, K457, V470, F478, F483, D484, 1485, D487, K490, L503, V508, y 1525 de SEQ ID
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NO: 1. En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye dos o mas mutaciones, cuya al menos una mutacion
esta en la posicion de aminoacido correspondiente a una posicién seleccionada de entre el grupo que consiste en
D58, E64, G74, G84, L93, K97, K98, A101, S119, F121, T124, N139, E150, S151, Q157, V164, D170, C177, H187,
L188, N195, P214, 1215, K229, K230, C271, D274, F283, A292, S296, C307, N324, D330, S396, A404, R406, K410,
L421, A423, C434, D447, S448, V449, D451, D454, Y465, K470 y T500 de SEQ ID NO: 9. En algunos ejemplos, una
proteina PPX es un paralogo de la proteina PPX de Arabidopsis thaliana (por ejemplo, la proteina PPX puede ser
una proteina PPX plastidial de la patata) y la proteina PPX puede tiene dos o mas mutaciones y tiene una o mas de:
(1) un N en la posicién correspondiente a la posicion 52 de la SEQ ID NO: 1, en la que el N esta sustituido con un
aminoacido distinto de N; (2) una K en la posicién correspondiente a la posicion 272 de la SEQ ID NO: 1, en la que K
esta sustituido con un aminoacido distinto de K; (3) una S en la posicién correspondiente a la posicion 359 de la SEQ
ID NO: 1, en la que S esta sustituido con un aminoacido distinto de S; y/o (4) una S en la posicion correspondiente a
la posicion 525 de la SEQ ID NO: 1, en la que S esta sustituido con un aminoacido distinto de S. En algunos
ejemplos, una proteina PPX mutada incluye tres o mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta en la posicion
de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en G52, N85, N105,
E111, G130, D139, P143, R144, F145, L147, F165, L167, 1170, A180, P185, E192, S193, R199, V206, E212, Y219,
A220, G221, L226, M228, K229, A230, K237, S244, R256, R257, K270, P271, Q272, S305, E311, T316, T318,
S332, S343, A354, L357, K359, L360, A366, L393, L403, L424, Y426, S430, K438, E440, V444, L455, K457, V470,
F478, FA83, D484, 1485, D487, K490, L503, V508 y 1525 de SEQ ID NO: 1. En algunos ejemplos, una proteina PPX
mutada incluye tres o mas mutaciones, cuya al menos una mutacién estd en la posicion de aminoacido
correspondiente a una posicién seleccionada de entre el grupo que consiste en D58, E64, G74, G84, L93, K97, K98,
A101, S119, F121, T124, N139, E150, S151, Q157, V164, D170, C177, H187, L188, N195, P214, 1215, K229, K230,
C271, D274, F283, A292, S296, C307, N324, D330, S396, A404, R406, K410, L421, A423, C434, D447, S448,
V449, D451, D454, Y465, K470 y T500 de SEQ ID NO: 9. En algunos ejemplos, una proteina PPX es un paralogo de
la proteina PPX de Arabidopsis thaliana (por ejemplo, la proteina PPX puede ser una proteina PPX de la patata) y la
proteina PPX tiene tres o mas mutaciones y tiene una o mas de: (1) un N en la posicidon correspondiente a la
posicion 52 de la SEQ ID NO: 1, en la que el N esta sustituido con un aminoacido distinto de N; (2) una K en la
posicion correspondiente a la posicion 272 de la SEQ ID NO: 1, en la que K esta sustituido con un aminoacido
distinto de K; (3) una S en la posicidon correspondiente a la posicion 359 de la SEQ ID NO: 1, en la que S esta
sustituido con un aminoacido distinto de S; y/o (4) una S en la posicidn correspondiente a la posicion 525 de la SEQ
ID NO: 1, en la que S esta sustituido con un aminoacido distinto de S.

Conjuntamente con los diversos aspectos, ejemplos, composiciones y procedimientos desvelados en el presente
documento, una proteina PPX mutada incluye una o mas mutaciones de aminoacidos seleccionadas de entre las
Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye dos o mas
mutaciones de aminoacidos seleccionadas de entre las Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En algunos
ejemplos, una proteina PPX mutada incluye tres o mas mutaciones de aminoacidos seleccionadas de entre las
Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye una o mas
mutaciones de secuencia de acido nucleico seleccionadas de entre las Tablas 2, 3a y 3b.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, en determinados ejemplos, una proteina PPX mutada puede incluir una combinacion de
mutaciones; por ejemplo, una combinacion de mutaciones seleccionadas de entre las Tablas 4a y 4b. En algunos
ejemplos, la proteina PPX mutada incluye una combinacién de dos o mas mutaciones; por ejemplo, combinaciones
seleccionadas de entre las Tablas 4a y 4b. En algunos ejemplos, la proteina PPX mutada incluye una combinacion
de tres 0 mas mutaciones; por ejemplo, combinaciones seleccionadas de entre las Tablas 4a y 4b.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la proteina PPX puede ser un paralogo de la proteina PPX de Arabidopsis thaliana (por
ejemplo, la proteina PPX puede ser una proteina PPX mitocondrial de la patata) y la proteina PPX puede tener uno o
mas aminoacidos PPX correspondientes a la SEQ ID NO: 9. Conjuntamente con cualquiera de los aspectos,
ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el presente documento, la una o mas mutaciones en un
gen PPX mutado pueden codificar una proteina PPX mutada que tiene una o mas mutaciones, dos o mas
mutaciones, tres 0 mas mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en una proteina PPX mutada puede incluir
una o mas mutaciones en la posicidon de aminoacido correspondiente a una o mas posiciones seleccionadas de
entre el grupo que consiste en las posiciones 58, 64, 74, 84, 93, 97, 98, 101, 119, 121, 124, 139, 150 151, 157, 164,
170, 177, 187, 188, 195, 214, 215, 229, 230, 271, 274, 278, 283, 292, 296, 307, 324, 330, 396, 404, 406, 410, 421,
423,434,447, 448, 449, 451, 454, 465, 470 y 500 de SEQ ID NO: 9.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la célula de planta puede tener un gen PPX mutado. En determinados ejemplos, el gen PPX
mutado codifica una proteina PPX mutada. En determinados ejemplos, la célula de planta puede ser parte de una
planta resistente a herbicidas. El procedimiento puede incluir introducir en una célula de planta una oligonucleobase
de reparacion de gen (GRON); por ejemplo, usar una GRON con una mutaciéon dirigida en un gen PPX. En
determinados ejemplos, la célula de planta producida por el procedimiento puede incluir un gen PPX capaz de
expresar una proteina PPX mutada. El procedimiento puede incluir ademas identificar una célula de planta o una
planta que incluye una célula de planta que incluye (1) un gen de PPX mutado y/o (2) crecimiento normal y/o
actividad catalitica en comparacion con una célula de planta de tipo silvestre correspondiente. La planta resistente a
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herbicidas que tiene una célula de planta tal como se describe en el presente documento se puede identificar en
presencia de un herbicida inhibidor de PPX. En algunos ejemplos, la célula de planta no es transgénica. En algunos
ejemplos, la célula de planta es transgénica. Una planta que incluye una célula de planta tal como se describe en el
presente documento puede ser una planta resistente a herbicidas no transgénica o transgénica; por ejemplo, la
planta y/o célula de planta puede tener un gen de PPX mutado que da como resultado resistencia a al menos un
herbicida. En algunos ejemplos, una planta que tiene una célula de planta como se describe en el presente
documento puede producirse asexualmente; por ejemplo, a partir de una o mas células de plantas o a partir de tejido
de plantas constituido por una o mas células de plantas; por ejemplo, de un tubérculo. En otros ejemplos, una planta
que tiene una célula de planta tal como se describe en el presente documento puede producirse sexualmente.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para producir una planta resistente a herbicidas. El procedimiento
puede incluir introducir en una célula de planta una oligonucleobase de reparacion de gen (GRON); por ejemplo,
usando una GRON disefiada con una mutacion dirigida en un gen PPX. El gen PPX mutado puede expresar una
proteina PPX mutada. El procedimiento puede incluir ademas la identificacion de una planta que tiene crecimiento
normal y/o actividad catalitica en comparacion con una célula de planta de tipo silvestre correspondiente. La planta
puede identificarse en presencia de un herbicida inhibidor de PPX. En algunos ejemplos, la planta no es transgénica.
La planta puede ser en algunos ejemplos una planta resistente a herbicidas no transgénica; por ejemplo, la planta
puede incluir un gen de PPX mutado que da como resultado resistencia o tolerancia a al menos un herbicida.

En otro aspecto, se proporciona una semilla que incluye un gen de PPX mutado. En algunos ejemplos, la semilla
tiene un gen PPX mutado. En algunos ejemplos, el PPX mutado codifica una proteina PPX mutada. En algunos
ejemplos, la proteina PPX mutada puede ser resistente a un herbicida; por ejemplo, un herbicida inhibidor de PPX.
En algunos ejemplos, una planta cultivada a partir de la semilla es resistente a al menos un herbicida; por ejemplo,
un herbicida inhibidor de PPX.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para aumentar la resistencia a herbicidas de una planta mediante:
(a) el cruce de una primera planta con una segunda planta, en el que la primera planta que incluye un gen PPX
mutado, en el que el gen codifica una proteina PPX mutada; (b) la seleccién de una poblacién resultante del cruce
para aumentar la resistencia a herbicidas; por ejemplo, resistencia incrementada a un herbicida inhibidor de PPX; (c)
la seleccidon de un miembro resultante del cruce que tiene resistencia a herbicida aumentada; y/o (d) la produccion
de semillas resultantes del cruce. En algunos ejemplos, se produce una semilla hibrida mediante cualquiera de los
procedimientos tales como los descritos en el presente documento. En algunos ejemplos, las plantas se cultivan a
partir de semillas producidas mediante cualquiera de los procedimientos tales como los descritos en el presente
documento. En algunos ejemplos, las plantas y/o semillas no son transgénicas. En algunos ejemplos, las plantas y/o
semillas son transgénicas.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para controlar malas hierbas en un campo que contiene plantas
aplicando una cantidad eficaz de al menos un herbicida a un campo que contiene malas hierbas y plantas. En
algunos ejemplos del procedimiento, el al menos un herbicida es un herbicida inhibidor de PPX. En algunos ejemplos
del procedimiento, una o mas de las plantas en el campo incluyen un gen de PPX mutado; por ejemplo tal como se
describe en el presente documento. En algunos ejemplos del procedimiento, una o mas de las plantas en el campo
incluyen una planta no transgénica o transgénica que tiene un gen de PPX mutado tal como se describe en el
presente documento. En algunos ejemplos, el gen PPX mutado codifica una proteina PPX mutada. En algunos
ejemplos, una mas de las plantas en el campo es resistente a herbicidas; por ejemplo, resistente a un herbicida
inhibidor de PPX.

En otro aspecto, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica una proteina PPX o una porcién de la misma.
En algunos ejemplos, el acido nucleico aislado incluye una o mas de las mutaciones del gen PPX tales como se
describe en el presente documento. En algunos ejemplos, el acido nucleico aislado codifica una proteina PPX
mutada como se desvela en el presente documento. En determinados ejemplos, el acido nucleico aislado codifica
una proteina PPX que es resistente a herbicidas; por ejemplo, resistente a un herbicida inhibidor de PPX.

En otro aspecto, se proporciona un vector de expresidon que contiene un acido nucleico aislado de un gen PPX
mutado. En algunos ejemplos, el vector de expresion contiene un acido nucleico aislado que codifica una proteina
PPX. En algunos ejemplos, el acido nucleico aislado codifica una proteina que tiene una mutacién seleccionada de
entre las mutaciones mostradas en las Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En determinados ejemplos, el
acido nucleico aislado codifica una proteina que tiene dos o0 mas mutaciones. En algunos ejemplos, las dos o mas
mutaciones se seleccionan de entre las Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En determinados ejemplos, €l
acido nucleico aislado codifica una proteina PPX que es resistente a herbicidas; por ejemplo, resistente a un
herbicida inhibidor de PPX.

Como se usa en el presente documento, el término "herbicida" se refiere a cualquier sustancia quimica o sustancia
que puede matar a una planta o que puede detener o reducir el crecimiento y/o la viabilidad de una planta. En
algunos ejemplos, la resistencia a los herbicidas es la capacidad heredable genéticamente de una planta para
sobrevivir y reproducirse después del tratamiento con una concentracion de herbicida que normalmente mataria o
dafaria gravemente una planta de tipo silvestre no modificada. En algunos ejemplos, conjuntamente con cualquiera
de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el presente documento, el herbicida es
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un herbicida inhibidor de PPX. En algunos ejemplos, un herbicida inhibidor de PPX es un herbicida de una familia
quimica seleccionada de entre el grupo de familias quimicas enumeradas en la Tabla 5. En algunos ejemplos, un
herbicida inhibidor de PPX es un herbicida de una familia quimica seleccionada de entre el grupo de familias
quimicas que consiste en N-fenilftalimidas, triazolinonas y pirimidindionas. En algunos ejemplos, un herbicida
inhibidor de PPX se selecciona de entre el grupo de herbicidas enumerados en la Tabla 5. En algunos ejemplos, el
herbicida inhibidor de PPX se selecciona de entre el grupo de herbicidas que consiste en flumioxazina, sulfentrazona
y saflufenacilo. En otros ejemplos, el herbicida inhibidor de PPX es un herbicida de flumioxazina. En otros ejemplos,
el herbicida inhibidor de PPX es un herbicida de sulfentrazona. En otros ejemplos, el herbicida inhibidor de PPX es
un herbicida saflufenacilo.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la planta o célula de planta es de un cultivo de planta seleccionado de entre el grupo que
consiste en patata, girasol, remolacha azucarera, maiz, algoddn, soja, trigo, centeno, avena, arroz, colza, frutas,
verduras, tabaco, cebada, sorgo, tomate, mango, melocotén, manzana, pera, fresa, platano, melén, zanahoria,
lechuga, cebolla, soja spp, cafia de azucar, guisante, haba comun, alamo, uva, citricos, alfalfa, centeno, avena,
césped y pastos forrajeros, lino, colza oleaginosa, pepino, campanilla, balsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto,
repollo, margarita, clavel, petunia, tulipan, iris, lirio, y plantas productoras de nueces en la medida en que no se
mencionen ya especificamente. En algunos ejemplos, la planta o célula de planta es de una especie seleccionada de
la Tabla 6. En algunos ejemplos, la planta o célula de planta es de una especie seleccionada de entre el grupo que
consiste en Arabidopsis thaliana, Solarium tuberosum, Solarium phureja, Oryza sativa, Amaranthus tuberculatum,
Zea mays, Brassica napus y Glycine max. En algunos ejemplos, la planta o célula de planta es una variedad
cultivada de patata Russet Burbank. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Russet
Burbank. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Arabidopsis thaliana. En algunos
ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Solarium tuberosum. En algunos ejemplos, un gen PPX
mutado codifica una proteina PPX de Solanum phureja. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una
proteina PPX de Zea mays. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Oryza sativa.
En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Amaranthus tuberculatus. En algunos
ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Sorghum bicolor. En algunos ejemplos, un gen PPX
mutado codifica una proteina PPX de Ricinus communis. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una
proteina PPX de Brassica napus. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteina PPX de Glycine
max. En algunos ejemplos, un gen de PPX mutado At4g01690 codifica una proteina PPX de Arabidopsis thaliana.
En algunos ejemplos, un gen de PPX mutado At5g14220 codifica una proteina PPX de Arabidopsis thaliana.

En cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos o composiciones desveladas en el presente documento
pueden incluir uno o mas genes de PPX mutados. En algunos ejemplos, los procedimientos y composiciones
implican uno o mas genes de PPX mutados que codifican una o mas proteinas PPX mitocondriales. En otros
ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen uno o mas genes de PPX mutados que codifican una o mas
proteinas PPX plastidicas. En algunos ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen uno o mas genes de
PPX mutados que codifican una o mas proteinas PPX plastidicas y proteinas PPX mitocondriales. En algunos
ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen un gen de PPX mutado mitocondrial StmPPX1. En algunos
ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen un gen de PPX mutado mitocondrial StmPPX2. En algunos
ejemplos, la planta tiene el gen de PPX mutado plastidial StcPPX1. En algunos ejemplos, los procedimientos y
composiciones incluyen un alelo del gen PPX mitocondrial mutado StcPPX2.1. En algunos ejemplos, los
procedimientos y composiciones incluyen un alelo del gen PPX mutado mitocondrial StcPPX2.2. En algunos
ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen un alelo del gen PPX mutado plastidial StcPPX1. En algunos
ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen un alelo del gen PPX mutado plastidial StcPPX1.1.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" se refiere a una secuencia de ADN que incluye secuencias
de control y codificacion necesarias para la produccion de un ARN, que puede tener una funcién no codificante (p.
€j., un ARN ribosoémico o de transferencia) o que pueden codificar un polipéptido o un precursor polipeptidico. El
ARN o polipéptido puede estar codificado por una secuencia de codificacién de longitud completa o por cualquier
porcion de la secuencia de codificacion mientras se conserve la actividad o funcién deseada.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de un acido
nucleico o su complemento, o una parte del mismo, que puede transcribirse y/o traducirse para producir el ARNm y/o
el polipéptido o un fragmento del mismo. Las secuencias de codificacion incluyen exones en un ADN gendmico o
transcritos de ARN primarios inmaduros, que se unen entre si mediante la maquinaria bioquimica de la célula para
proporcionar un ARNm maduro. La cadena antisentido es el complemento de dicho acido nucleico, y la secuencia de
codificacién puede deducirse de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia no codificante" se refiere a una secuencia de un
acido nucleico o su complemento, o una parte del mismo, que no se transcribe en aminoacidos in vivo, en la que el
ARNt no interactia para colocar o intentar coloca un aminoacido. Las secuencias no codificantes incluyen
secuencias de intron en ADN gendmico o transcritos primarios de ARN inmaduros, y secuencias asociadas a genes
tales como promotores, potenciadores, silenciadores, efc.

Una nucleobase es una base, que en determinados ejemplos preferentes es una purina, pirimidina o un derivado o
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analogo de la misma. Los nucledsidos son nucleobases que contienen un resto pentosefuranosilo, por ejemplo, un
ribdsido opcionalmente sustituido o 2'-desoxirribésido. El resto puede ser cualquier grupo que aumente la union al
ADN y/o disminuya la degradacion de la nucleasa en comparacién con un nucledsido que no tiene el resto. Los
nucledsidos se pueden unir mediante uno de varios restos de enlace, que pueden contener o no fésforo. Los
nucledsidos que estan unidos por enlaces fosfodiéster no sustituidos se denominan nucleétidos. Como se usa en el
presente documento, el término "nucleobase" incluye nucleobases de péptidos, las subunidades de acidos nucleicos
peptidicos y nucleobases de morfolina asi como también nucledsidos y nucleétidos.

Una oligonucleobase es un polimero que comprende nucleobases; preferentemente al menos una parte de la cual
puede hibridarse por emparejamiento de bases Watson-Crick con un ADN que tiene la secuencia complementaria.
Una cadena de oligonucleobase puede tener un solo extremo 5' y 3', que son las nucleobases finales del polimero.
Una cadena de oligonucleobase particular puede contener nucleobases de todos los tipos. Un compuesto de
oligonucleobase es un compuesto que comprende una o mas cadenas de oligonucleobases que pueden ser
complementarias e hibridadas mediante emparejamiento de bases Watson-Crick. Las nucleobases de tipo ribo
incluyen nucleobases que contienen pentosefuranosilo en las que el carbono 2' es un metileno sustituido con un
hidroxilo, alquiloxi o halégeno. Las nucleobases de tipo desoxirribo son nucleobases distintas de las nucleobases de
tipo ribo e incluyen todas las nucleobases que no contienen un resto de pentosefuranosilo.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, una cadena de oligonucleobase puede incluir tanto cadenas de oligonucleobases como
segmentos o regiones de cadenas de oligonucleobases. Una cadena de oligonucleobase puede tener un extremo &'
y un extremo 3', y cuando una cadena oligonucleobase es coextensiva con una cadena, los extremos 5'y 3' de la
cadena también son extremos 5'y 3' de la cadena.

Como se usa en el presente documento, la expresion "oligonucleobase de reparacion de gen" o "GRON" se refiere a
oligonucleobases, que incluyen oligonucledtidos duplex mixtos, moléculas que no contienen nucledtidos,
oligodesoxinucledtidos monocatenarios y otras moléculas de reparacion de genes.

Como se usa en el presente documento, el término "transgénico" se refiere a un organismo o célula que tiene ADN
procedente de otro organismo insertado en su genoma. Por ejemplo, en algunos ejemplos, un organismo o célula
transgénica incluye ADN insertado que incluye un promotor extrafio y/o una region codificante.

Como se usa en el presente documento, el término "no transgénico” se refiere a un organismo o célula que no tiene
ADN procedente de otro organismo insertado en su genoma aunque una planta o célula no transgénica puede tener
una o mas mutaciones dirigidas introducidas artificialmente.

Como se usa en el presente documento, el término "aislado", cuando se refiere a un acido nucleico (p. €j., un
oligonucledtido tal como ARN, ADN o un polimero mixto) se refiere a un acido nucleico que esta separado de una
porcién sustancial del genoma en el que se produce naturalmente y/o esta sustancialmente separado de otros
componentes celulares que acompafan naturalmente a dicho acido nucleico. Por ejemplo, cualquier acido nucleico
que se ha producido sintéticamente (p. ej., mediante condensacion de base en serie) se considera aislado.
Analogamente, los acidos nucleicos que se expresan de forma recombinante, se clonan, se producen mediante una
reaccion de extension de cebador (p. ej., RCP) o se extirpan de otro modo a partir de un genoma también se
consideran aislados.

Como se usa en el presente documento, la expresion "secuencia de aminoacidos" se refiere a un polipéptido o
secuencia de proteina. La convencion "AAwt ### AAmut" se usa para indicar una mutacién que da como resultado el
aminoacido de tipo silvestre AAwt en la posicion ### en el polipéptido que se reemplaza por el mutante AAmut.

Como se usa en el presente documento, el término "complemento” se refiere a la secuencia complementaria de un
acido nucleico de acuerdo con las reglas de emparejamiento convencional de Watson/Crick. Una secuencia de
complemento también puede ser una secuencia de ARN complementaria a la secuencia de ADN o su secuencia
complementaria, y también puede ser un ADNc.

Como se usa en el presente documento, la expresién "sustancialmente complementario” se refiere a dos secuencias
que se hibridan en condiciones de hibridacién casi rigurosas. El experto en la técnica entendera que las secuencias
sustancialmente complementarias no necesitan hibridarse en toda su longitud.

Como se usa en el presente documento, el término "coddon" se refiere a una secuencia de tres nucledétidos
adyacentes (ARN o ADN) que constituyen el codigo genético que determina la insercion de un aminoacido especifico
en una cadena polipeptidica durante la sintesis proteica o la sefial para detener la sintesis proteica. El término
"coddn" también se usa para referirse a las secuencias correspondientes (y complementarias) de tres nucleétidos en
el ARN mensajero en el que se transcribe el ADN original.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" se refiere a la similitud de secuencia entre proteinas
y ADN. El término "homologia" u "homadlogo" se refiere a un grado de identidad. Puede haber homologia parcial u
homologia completa. Una secuencia parcialmente homologa es una que tiene menos de 100 % de identidad de
secuencia cuando se compara con otra secuencia.
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Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" en términos cuantitativos se refiere a mas o
menos 10 %. Por ejemplo, "aproximadamente 3 %" abarcaria 2,7-3,3 % y "aproximadamente 10 %" abarcaria 9-11
%. Ademas, cuando en el presente documento se usa "aproximadamente" conjuntamente con un término
cuantitativo, se entiende que ademas del valor mas o menos 10 %, también se contempla y se describe el valor
exacto del término cuantitativo. Por ejemplo, el término "aproximadamente el 3 %" contempla expresamente,
describe e incluye exactamente el 3 ".

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es la secuencia de aminoacidos de una proteina PPX de cloroplasto (plastidio) de Arabidopsis
thaliana (SEQ ID NO: 1).

La Figura 2 es la secuencia de acido nucleico de un ADNc de PPX de cloroplasto de Arabidopsis thaliana
(plastidio) (SEQ ID NO: 2).

La Figura 3 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Arabidopsis thaliana (SEQ ID
NO: 3).

La Figura 4 es la secuencia de acido nucleico de un ADNc de PPX mitocondrial de Arabidopsis thaliana (SEQ ID
NO: 4).

La Figura 5 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Amaranthus tuberculatus (SEQ
ID NO: 5).

La Figura 6 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Amaranthus tuberculatus (SEQ
ID NO: 6).

La Figura 7 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Solanum tuberosum StcPPX (SEQ
ID NO: 7).

La Figura 8 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Solanum tuberosum (SEQ ID NO:
8).

La Figura 9 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Solanum tuberosum (SEQ ID
NO: 9).

La Figura 10 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum (SEQ ID
NO: 10).

La Figura 11 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Zea mays (SEQ ID NO: 11).

La Figura 12 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Zea mays (SEQ ID NO: 12).

La Figura 13 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Zea mays (SEQ ID NO: 13).

La Figura 14 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Zea mays (SEQ ID NO: 14).

La Figura 15 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Oryza sativa (SEQ ID NO: 15).

La Figura 16 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Oryza sativa (SEQ ID NO: 16).

La Figura 17 es la secuencia de aminoacidos del ADNc de proteina PPX mitocondrial de Oryza sativa (SEQ ID
NO: 17).

La Figura 18 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Oryza sativa (SEQ ID NO: 18).
La Figura 19 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 19).

La Figura 20 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 20).
La Figura 21 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 21).
La Figura 22 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Sorghum bicolor (SEQ ID NO:
22).

La Figura 23 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Ricinus communis (SEQ ID NO:
23).

La Figura 24 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Ricinus communis (SEQ ID NO:
24).

La Figura 25 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Ricinus communis (SEQ 1D NO:
25).

La Figura 26 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Ricinus communis (SEQ ID
NO: 26).

La Figura 27 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Solanum tuberosum StmPPX1
(SEQ ID NO: 27).

La Figura 28 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum StmPPX1
(SEQ ID NO: 28).

La Figura 29 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.1 (SEQ ID NO: 29).

La Figura 30 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.1 (SEQ ID NO: 30).

La Figura 31 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.2 (SEQ ID NO: 31).

La Figura 32 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.2 (SEQ ID NO: 32).

La Figura 33 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Brassica napus BncPPX1 (SEQ ID
NO: 33).

La Figura 34 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX de Brassica napus BncPPX1 (SEQ ID NO: 34).
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La Figura 35 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Brassica napus BncPPX2 (SEQ ID
NO: 35).

La Figura 36 es la secuencia de acido nucleico del ADNc de PPX de Brassica napus BncPPX2 (SEQ ID NO: 36).
La Figura 37 es la secuencia parcial de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Brassica napus BCLPPX3
(SEQ ID NO: 37).

La Figura 38 es la secuencia parcial de acido nucleico del ADNc de PPX de Brassica napus BncPPX3 (SEQ ID

anl.:i:;i)r.a 39 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Glycine max GmcPPX1-1 (SEQ ID
anl.:i:;%)r.a 40 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Glycine max GmcPPX1-2 (SEQ ID
anl.:i‘;%)r.a 41 es la secuencia de acido nucleico de la proteina PPX plastidial de Glycine max GmcPPX1 (SEQ ID
anl.:igu)ﬁ 42 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX plastidial de Glycine max GmcPPX2 (SEQ ID
anl.:ii;zu)r.a 43 es la secuencia de acido nucleico de la proteina PPX plastidial de Glycine max GmcPPX2 (SEQ ID
Ee(ljl.:izi)l;a 44 es la secuencia de aminoacidos de la proteina PPX mitocondrial de Glycine max GmcPPX (SEQ ID
%05%122?5 es la secuencia de acido nucleico de la proteina PPX mitocondrial de Glycine max GmcPPX (SEQ

La Figura 46 es una alineacion de proteinas PPX de diversas especies de planta.

La Figura 47 es una tabla de posiciones homologas de aminoacidos en secuencias de aminoacidos de PPX de
plantas de diversas especies.

La Figura 48 es una tabla de posiciones homologas de aminoacidos en secuencias de aminoacidos de PPX de
plantas de diversas especies.

Descripcion detallada de la invenciéon

Sistema de desarrollo de rasgos rapidos (RTDS™)

En cualquiera de los diversos aspectos y ejemplos de las composiciones y procedimientos desvelados en el
presente documento, pueden realizarse mutaciones en genes y proteinas usando, por ejemplo, la tecnologia del
Sistema de Desarrollo de Rasgos Rapidos (RTDS™) desarrollado por Cibus. En combinacién o solo, las plantas que
contienen cualquiera de las mutaciones desveladas en el presente documento pueden formar la base de nuevos
productos resistentes a herbicidas. También se proporcionan semillas producidas a partir de plantas mutadas en las
que los genes PPX son homocigoticos o heterocigéticos para las mutaciones. Las mutaciones desveladas en el
presente documento pueden estar en combinacién con cualquier otra mutacién conocida o con mutaciones
descubiertas en el futuro.

Como se usa en el presente documento, el término "heterocigdtico” se refiere a que tiene alelos diferentes en uno o
mas locus genéticos en segmentos de cromosomas homodlogos. Como se usa en el presente documento,
"heterocigdtico” también se puede referir a una muestra, una célula, una poblacion de células o un organismo en el
que pueden detectarse diferentes alelos en uno o mas locus genéticos. Las muestras heterocigéticas también
pueden determinarse por procedimientos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, secuenciacion de acidos
nucleicos. Por ejemplo, si un electroferograma de secuenciaciéon muestra dos picos en un solo locus y ambos picos
tienen aproximadamente el mismo tamario, la muestra puede caracterizarse como heterocigoética. O bien, si un pico
es mas pequefio que otro, pero es al menos aproximadamente el 25 % del tamario del pico mas grande, la muestra
puede caracterizarse como heterocigotica. En algunos ejemplos, el pico mas pequefio es al menos
aproximadamente el 15 % del pico mas grande. En otros ejemplos, el pico mas pequefio es al menos
aproximadamente el 10 % del pico mas grande. En otros ejemplos, el pico mas pequefio es al menos
aproximadamente el 5 % del pico mas grande. En otros ejemplos, se detecta una cantidad minima del pico mas
pequefio.

Como se usa en el presente documento, "homocigoético” se refiere a que tiene alelos idénticos en uno o mas locus
genéticos en segmentos de cromosomas homologos. "Homocigotico" también puede referirse a una muestra, una
célula, una poblacion de células o un organismo en el que pueden detectarse los mismos alelos en uno o mas locus
genéticos. Las muestras homocigéticas pueden determinarse por procedimientos conocidos en la técnica, tales
como, por ejemplo, secuenciacion de acidos nucleicos. Por ejemplo, si un electroferograma de secuenciacion
muestra un Unico pico en un locus particular, la muestra puede denominarse "homocigética" con respecto a ese
locus.

El término "hemicigotico” se refiere a un gen o segmento de gen que esta presente solo una vez en el genotipo de
una célula o un organismo porque el segundo alelo esta eliminado. Como se usa en el presente documento,
"hemicigotico” también puede referirse a una muestra, una célula, una poblaciéon de células o un organismo en el
que pueden detectarse un alelo en uno o mas locus genéticos solo una vez en el genotipo.
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En algunos ejemplos, RTDS se basa en la alteracion de un gen dirigido mediante la utilizacion del propio sistema de
reparacion de genes de la célula para modificar especificamente la secuencia del gen in situ y no insertar secuencias
de control de expresion genética y/o ADN extrafio. Este procedimiento puede efectuar un cambio preciso en la
secuencia genética mientras que el resto del genoma se deja inalterado. En contraste con los GMO transgénicos
convencionales, no hay integracion de material genético extrafio, ni queda ningun material genético extrafio en la
planta. En muchos ejemplos, los cambios en la secuencia genética introducida por RTDS no se insertan
aleatoriamente. Dado que los genes afectados permanecen en su emplazamiento nativo, no se produce un patron
de expresién aleatorio, descontrolado o adverso.

El RTDS que efectta este cambio es un oligonucledtido sintetizado quimicamente (p. ej., usando una
oligonucleobase de reparacion de genes (GRON)) que puede estar compuesto de bases de ADN y de ARN
modificado asi como de otros restos quimicos, y esta disefiado para hibridar en el emplazamiento del gen dirigido
para crear un par de bases no coincidentes. Este par de bases no coincidente actia como una sefal para atraer el
propio sistema de reparacion de genes natural de la célula a ese sitio y corregir (reemplazar, insertar o eliminar)
el(los) nucleédtido(s) designados dentro del gen. Una vez que se completa el procedimiento de correccion, la
molécula de RTDS se degrada y el gen ahora modificado o reparado se expresa bajo los mecanismos de control
enddgeno normales de ese gen.

Oligonucleobases de reparacion de genes ("GRON")

Los procedimientos y composiciones desvelados en el presente documento se pueden poner en practica o fabricar
con "oligonucleobases de reparacion de genes", por ejemplo, que tienen las conformaciones y las quimicas como se
describe en detalle a continuacion. Las "oligonucleobases de reparacion de genes" tal como se contempla en el
presente documento también se han descrito en publicaciones cientificas y literatura de patentes usando otros
nombres que incluyen "oligonucleobases recombinagénicas"; "oligonucledtidos quiméricos de ARN/ADN";
"oligonucledtidos quiméricos"; "oligonucledtidos duplex mixtos" (MDON); "oligonucledtidos de ADN de ARN (RDO)";
"oligonucleodtidos dirigidos a genes"; "genoplastos"; "oligonucleétidos modificados monocatenarios"; "vectores
mutacionales de oligodesoxinucleétidos monocatenarios" (SSOMV); "vectores mutacionales duplex"; "vectores
mutacionales heteroduplex";

Las oligonucleobases que tienen las conformaciones y quimicas descritas en la Patente de los EE.UU. n.° 5.565.350
por Kmiec (Kmiec l)y la Patente de los EE.UU. n.° 5.731.181 por Kmiec (Kmiec Il) son adecuadas para su uso como
"oligonucleobases de reparacion de genes" de la presente divulgacion. Las oligonucleobases de reparacion de
genes en Kmiec | y/o Kmiec Il contienen dos cadenas complementarias, una de las cuales contiene al menos un
segmento de nucleétidos de tipo ARN (un "segmento de ARN") que estan emparejados a nucleétidos de tipo ADN de
la otra cadena.

Kmiec Il desvela que los nucledtidos que no contienen base de purina y pirimidina pueden sustituirse por
nucledtidos. Las moléculas de reparacién génica adicionales que se pueden usar para la presente divulgacion
incluyen, pero sin limitacion, las descritas en las Patentes de los EE.UU. n°s 5.756.325; 5.871.984; 5.760.012;
5.888.983; 5.795.972; 5.780.296; 5.945.339; 6.004.804; y 6.010.907 y en la Patente Internacional n.°
PCT/US00/23457; y en las publicaciones de Patente Internacional n.°s WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723;
WO 99/58702; y WO 99/40789.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la oligonucleobase de reparacion de genes puede ser un oligonucleétido duplex mixto (MDON)
en el que los nucledtidos de tipo ARN del oligonucledtido duplex mixto se hacen resistentes a la RNasa
reemplazando el 2'-hidroxilo con una funcionalidad fluoro, cloro o bromo o colocando un sustituyente en el 2'-O. Los
sustituyentes adecuados incluyen los sustituyentes ensefiados por Kmiec Il. Los sustituyentes alternativos pueden
incluir, pero sin limitacion, los sustituyentes ensefiados por la Patente de los EE.UU. n.° 5.334.711 (Sproat) y los
sustituyentes ensefiados por las publicaciones de Patentes EP 629 387 y EP 679 657 (colectivamente, las
Aplicaciones Martin).

Como se usa en el presente documento, un derivado de 2'-fluoro, cloro o bromo de un ribonucleétido o un
ribonucledtido que tiene un 2'-OH sustituido con un sustituyente descrito en las aplicaciones Martin o Sproat se
denomina ribonucleétido "2'-sustituido”". Como se usa en el presente documento, la expresién "nucleétido de tipo
ARN" significa un nucledtido 2™-hidroxilo o 2'-sustituido que esta unido a otros nucleétidos de un oligonucleétido
duplex mixto mediante un enlace fosfodiéster no sustituido o cualquiera de los enlaces no naturales ensefiados por
Kmiec | o Kmiec Il. Como se usa en el presente documento, la expresion "nucledtido de tipo desoxirribo" significa un
nucledtido que tiene un 2'-H, que puede unirse a otros nucleétidos de una oligonucleobase de reparacion de genes
mediante un enlace fosfodiéster no sustituido o cualquiera de los enlaces no naturales ensefiados por Kmiec | o
Kmiec Il.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la oligonucleobase de reparacion de genes puede ser un oligonucleotido duplex mixto (MDON)
que esta unido unicamente por enlaces fosfodiéster no sustituidos. En ejemplos alternativos, el enlace es por
fosfodiésteres sustituidos, derivados de fosfodiéster y enlaces no basados en fosforo tal como lo ensefia Kmiec Il. En
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otro ejemplo mas, cada nucledtido de tipo ARN en el oligonucleétido duplex mixto es un nucleétido 2'-sustituido.
Ejemplos preferentes particulares de ribonucleétidos 2’-sustituidos incluyen, pero sin limitacion, 2'-fluoro, 2'-metoxi,
2'-propiloxi, 2'-aliloxi, 2'-hidroxietiloxilo, 2'-metoxietiloxi, ribonucleétidos sustituidos con 2'-fluoropropiloxi y 2'-
trifluoropropiloxi. Ejemplos mas preferentes de ribonucleétidos 2'-sustituidos son nucleétidos sustituidos con 2'-fluoro,
2'-metoxi, 2'-metoxietiloxi y 2'-aliloxi. En otro ejemplo, el oligonucleétido duplex mixto estd unido por enlaces
fosfodiéster no sustituidos.

Aunque los oligonucledtidos duplex mixtos (MDON) que tienen solo un unico tipo de nucleétido de tipo ARN 2'-
sustituido se sintetizan mas de manera practica, los procedimientos desvelados en el presente documento pueden
ponerse en practica también con oligonucleétidos duplex mixtos que tienen dos o mas tipos de nucleédtidos de tipo
ARN. La funcién de un segmento de ARN puede no verse afectada por una interrupcioén causada por la introduccion
de un desoxinucleotido entre dos trinucledtidos de tipo ARN, en consecuencia, la expresion segmento de ARN
abarca expresiones tales como "segmento de ARN interrumpido". Un segmento de ARN ininterrumpido se denomina
segmento de ARN contiguo. En un ejemplo alternativo, un segmento de ARN puede contener nucleétidos 2'-OH
alternativos resistentes a la RNasa y no sustituidos. Los oligonucleétidos duplex mixtos tienen preferentemente
menos de 100 nucledtidos y mas preferentemente menos de 85 nucleétidos, pero mas de 50 nucledtidos. La primera
y la segunda cadenas son bases emparejadas de Watson-Crick. En un ejemplo, las cadenas del oligonucleétido
duplex mixto estan covalentemente unidas por un engarce, tal como un hexa, penta o tetranucleétido monocatenario,
de modo que la primera y la segunda cadenas son segmentos de una Unica cadena de oligonucleétidos que tiene un
Unico extremo 3' y un solo 5'. Los extremos 3' y 5' pueden protegerse mediante la adicion de un "capuchdn de
horquilla " por la cual los nucleétidos 3' y 5' terminal son Watson-Crick emparejados a nucleétidos adyacentes. Un
segundo capuchon de horquilla puede, adicionalmente, colocarse en la union entre la primera y la segunda cadena
distantes de los extremos 3' y 5', de modo que el emparejamiento de Watson-Crick entre la primera y la segunda
cadena se estabilice.

La primera y la segunda cadena contienen dos regiones que son homologas con dos fragmentos del gen objetivo, es
decir, tienen la misma secuencia que el gen objetivo. Una region homdloga contiene los nucledtidos de un segmento
de ARN y puede contener uno o mas nucleétidos de tipo ADN del segmento de ADN de conexién y también puede
contener nucleétidos de tipo ADN que no estan dentro del segmento de ADN intermedio. Las dos regiones de
homologia estan separadas por, y cada una es adyacente a, una regidon que tiene una secuencia que difiere de la
secuencia del gen objetivo, denominada "region heterdloga”. La region heteréloga puede contener uno, dos o tres
nucledtidos no coincidentes. Los nucledtidos no coincidentes pueden ser contiguos o como alternativa pueden
separarse por uno o dos nucleétidos que son homologos con el gen objetivo. Como alternativa, la region heteréloga
también puede contener una insercién o uno, dos, tres o cinco o unos pocos nucleétidos. Como alternativa, la
secuencia del oligonucledétido duplex mixto puede diferir de la secuencia del gen objetivo solo mediante la delecion
de uno, dos, tres o cinco o algunos nucledtidos del oligonucleétido duplex mixto. La longitud y posicion de la region
heteréloga es, en este caso, considerada como la longitud de la delecion, aunque no hay nucleétidos del
oligonucledtido duplex mixto dentro de la regiéon heterdloga. La distancia entre los fragmentos del gen objetivo que
son complementarios a las dos regiones homologas es idéntica a la longitud de la region heteréloga en la que se
pretende una sustitucion o sustituciones. Cuando la region heteréloga contiene una insercion, las regiones
homologas se separan de ese modo en el oligonucledtido duplex mixto mas lejos que sus fragmentos homaélogos
complementarios lo estan en el gen, y el inverso es aplicable cuando la regidn heterdloga codifica una delecion.

Los segmentos de ARN de los oligonucleotidos duplex mixtos son cada uno una parte de una regién homoéloga, es
decir, una region que es idéntica en secuencia a un fragmento del gen objetivo, cuyos segmentos juntos
preferentemente contienen al menos 13 nucledtidos de tipo ARN y preferentemente de 16 a 25 nucledtidos de tipo
ARN o aun mas preferentemente 18-22 nucleétidos de tipo ARN o lo mas preferentemente 20 nucleétidos. En un
ejemplo, los segmentos de ARN de las regiones de homologia estan separados por, y adyacentes a, es decir,
"conectados por" un segmento de ADN intermedio. En un ejemplo, cada nucledtido de la regidon heterdloga es un
nucleodtido del segmento de ADN intermedio. Un segmento de ADN intermedio que contiene la region heteréloga de
un oligonucledtido duplex mixto se denomina un "segmento de mutador".

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la oligonucleobase de reparacion de genes (GRON) puede ser un vector de mutacion de
oligodesoxinucleoétidos monocatenario (SSOMV), por ejemplo, tal como se desvela en la Solicitud de Patente
Internacional PCT/US00/23457, las Patentes de los EE.UU. n.°s 6.271.360, 6.479.292, y 7.060.500.

La secuencia del SSOMV se basa en los mismos principios que los vectores mutacionales descritos, por ejemplo, en
las Patentes de los EE.UU. n.°s 5.756.325; 5.871.984; 5.760.012; 5.888.983; 5.795.972; 5.780.296; 5.945.339;
6.004.804; y 6.010.907 y en las Publicaciones Internacionales n.s® WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO
99/58702; y WO 99/40789. La secuencia del SSOMV contiene dos regiones que son homologas con la secuencia
objetivo separadas por una regidon que contiene la alteracion genética deseada denominada region del mutador. La
region del mutador puede tener una secuencia que tiene la misma longitud que la secuencia que separa las regiones
homalogas en la secuencia objetivo, pero que tiene una secuencia diferente. Dicha region de mutador puede causar
una sustitucion. Como alternativa, las regiones homologas en el SSOMV pueden ser contiguas entre si, mientras
que las regiones en el gen objetivo que tienen la misma secuencia estan separadas por uno, dos 0 mas nucleotidos.
Dicho SSOMV causa una delecion del gen objetivo de los nucleétidos que estan ausentes del SSOMV. Por ultimo, la
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secuencia del gen objetivo que es idéntica a las regiones homodlogas puede ser adyacente en el gen objetivo pero
separada por uno, dos, o mas nucleétidos en la secuencia del SSOMV. Dicho SSOMV causa una insercion en la
secuencia del gen objetivo.

Los nucledtidos del SSOMV son desoxirribonucleétidos que estan unidos por enlaces fosfodiéster no modificados,
excepto que el enlace internucleotidico 3' terminal y/o 5' terminal o como alternativa los dos enlaces internucleétidos
3' terminal y/o 5' terminal pueden ser un fosforotioato o fosfoamidato. Como se usa en el presente documento, un
enlace internucleotidico es el enlace entre nucleotidos del SSOMV y no incluye el enlace entre el nucleétido del
extremo 3' o el nucledtido del extremo 5' y un sustituyente bloqueante. En un ejemplo especifico, la longitud del
SSOMV esta entre 21 y 55 desoxinucledtidos y las longitudes de las regiones de homologia son, en consecuencia,
una longitud total de al menos 20 desoxinucleétidos y al menos dos regiones de homologia debe tener cada una al
menos 8 desoxinucledtidos.

El SSOMV puede disefarse para ser complementario a la cadena codificante o no codificante del gen objetivo.
Cuando la mutacion deseada es una sustitucién de una Unica base, se prefiere que tanto el nucleétido mutador
como el nucledtido dirigido sea una pirimidina. En la medida en que sea uniforme con lograr el resultado funcional
deseado, se prefiere que tanto el nucleétido mutador como el nucleétido dirigido en la cadena complementaria sean
pirimidinas. Particularmente preferentes son los SSOMV que codifican mutaciones de transversion, es decir, un
nucleétido mutante C o T no coincide, respectivamente, con un nucleétido C o T en la cadena complementaria.

Ademas del oligodesoxinucledtido, el SSOMV puede contener un sustituyente de bloqueo 5' que esta unido a los
carbonos 5' terminales a través de un engarce. La quimica del engarce no es critica que no sea de su longitud, que
preferentemente debe tener al menos 6 atomos de longitud y que el engarce debe ser flexible. Se puede usar una
diversidad de sustituyentes no téxicos tales como biotina, colesterol u otros esteroides o un colorante fluorescente
catidnico no intercalante. Los reactivos particularmente preferentes para fabricar SSOMV son los reactivos
comercializados como Cy3™ y Cy5™ por Glen Research, Sterling Va. (Ahora GE Healthcare), que son
fosforoamiditas bloqueadas que tras la incorporacion a un oligonucleétido dan colorantes de indomonocarbocianina
e indodicarbocianina tetrametil sustituidas con 3,3,3',3'-N,N'-isopropilo, respectivamente. Cy3 es particularmente
preferente. Cuando la indocarbocianina esta sustituida con N-oxialquilo, puede unirse oportunamente al 5' terminal
del oligodesoxinucledtido como un fosfodiéster con un fosfato 5' terminal. La quimica del engarce de colorante entre
el colorante y el oligodesoxinucleétido no es critica y se elige por conveniencia sintética. Cuando la fosforamidita Cy3
disponible en el mercado se usa como se indica, la modificacion 5' resultante consiste en un sustituyente bloqueante
y un engarce juntos que son una N-hidroxipropil, N'-fosfatidilpropil 3,3,3',3'-tetrametil indomonocarbocianina.

En un ejemplo preferente, el colorante de indocarbocianina esta tetrasustituido en las posiciones 3 y 3' de los anillos
de indol. Sin limitaciones en cuanto a la teoria, estas sustituciones evitan que el colorante sea un colorante
intercalante. La identidad de los sustituyentes en estas posiciones no es critica. EIl SSOMV también puede tener un
sustituyente de bloqueo 3'. De nuevo, la quimica del sustituyente de bloqueo 3' no es critica.

Las mutaciones descritas en el presente documento también podrian obtenerse mediante mutagénesis (aleatoria,
somatica o dirigida) y cualquier otra tecnologia de edicion o recombinacion de ADN que incluye, pero sin limitacion,
direccion de genes usando recombinacion homologa especifica de sitio por nucleasas de dedo de cinc.

Entrega de oligonucleobases de reparacion de genes en células de planta

Se puede usar cualquier procedimiento cominmente conocido usado para transformar una célula de planta para
administrar las oligonucleobases de reparacién de genes. Los procedimientos ilustrativos se describen a
continuacion.

Microvehiculos y microfibras

El uso de microvehiculos metalicos (microesferas) para introducir fragmentos grandes de ADN en células de plantas
que tienen paredes celulares de celulosa mediante penetracion de proyectiles es bien conocido por los expertos en
la técnica relevante (en los sucesivo la entrega biolistica). Las Patentes de los EE.UU. n.°s 4.945.050; 5.100.792 y
5.204.253 describen técnicas generales para seleccionar microvehiculos y dispositivos para proyectarlos.

Las condiciones especificas para usar microvehiculos en los procedimientos desvelados en el presente documento
se describen en la Publicacion Internacional WO 99/07865. En una técnica ilustrativa, microvehiculos en hielo frio
(60 mg/ml), oligonucledtidos duplex mixtos (60 mg/ml), CaCl; 2,5 M y espermidina 0,1 M se afiaden en ese orden; la
mezcla se agita suavemente, por ejemplo, agitando con formacién de vértice, durante 10 minutos y luego se deja a
temperatura ambiente durante 10 minutos, tras lo cual los microvehiculos se diluyen en 5 volimenes de etanol, se
centrifuga y se resuspenden en etanol al 100 %. Pueden obtenerse buenos resultados con una concentracion en la
solucion de adherencia de 8-10 ug/ul de microvehiculos, 14-17 ug/ml de oligonucledtido mixto duplex, CaCl, 1,1-1,4
M y espermidina 18-22 mM. Los resultados 6ptimos se observaron en las condiciones de 8 ug/ul de microvehiculos,
16,5 pg/ml de oligonucleétido mixto duplex, CaCl, 1,3 M y espermidina 21 mM.

Las oligonucleobases reparadoras de genes también se pueden introducir en células de plantas para la practica de
la presente divulgacion usando microfibras para penetrar en la pared celular y la membrana celular. La Patente de
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los EE.UU n.° 5.302.523 de Coffee y col., describe el uso de fibras de carburo de silicio de 30 x 0,5 ymy 10 x 0,3 pm
para facilitar la transformacién de cultivos de maiz en suspension de Black Mexican Sweet. Cualquier técnica
mecanica que pueda usarse para introducir ADN para la transformacion de una célula de planta usando microfibras
se puede usar para entregar oligonucleobases de reparacion de genes para la transmutacion.

Una técnica ilustrativa para la entrega de microfibras de una oligonucleobase de reparacion de genes es la siguiente:
Se suspenden microfibras estériles (2 pg) en 150 yl de medio de cultivo de plantas que contiene aproximadamente
10 pg de un oligonucledtido duplex mixto. Se deja sedimentar un cultivo en suspensién y volumenes iguales de
células compactadas y la suspension de fibra/nucleétido estéril se agitan con formacién de vértice durante 10
minutos y se colocan en placas. Los medios selectivos se aplican inmediatamente o con un retraso de hasta
aproximadamente 120 h, segun sea adecuado para el rasgo particular.

Electroporacién de protoplastos

En un ejemplo alternativo, las oligonucleobases de reparacion de genes se pueden entregar a la célula de planta por
electroporacién de un protoplasto procedente de una parte de la planta. Los protoplastos se forman por tratamiento
enzimatico de una parte de la planta, particularmente una hoja, de acuerdo con técnicas bien conocidas por los
expertos en la técnica. Véase, p. €j., Gallois y col., 1996, en Methods in Molecular Biology 55: 89-107, Humana
Press, Totowa, NJ.; Kipp y col., 1999, en Methods in Molecular Biology 133: 213-221, Humana Press, Totowa, NJ.
Los protoplastos no necesitan ser cultivados en medios de crecimiento antes de la electroporacién. Las condiciones
ilustrativas para la electroporacion son 3 x 10 5 protoplastos en un volumen total de 0,3 ml con una concentracion de
oligonucleobase de reparacion de genes de entre 0,6-4 pg/ml.

Captaciéon de ADN mediada por PEG por protoplastos

En un ejemplo alternativo, los acidos nucleicos son captados por protoplastos de plantas en presencia del
polietilenglicol agente modificador de la membrana, de acuerdo con técnicas bien conocidas por los expertos en la
técnica (véase, p. €j., Gharti-Chhetri y col., 1992; Datta y col., 1992).

Microinyeccion

En un ejemplo alternativo, las oligonucleobases reparadoras de genes pueden entregarse inyectandolas con un
microcapilar en células de plantas o en protoplastos (véase, p. €j., Miki y col., 1989; Schnorf y col., 1991).

Transgénicos

En cualquiera de los diversos aspectos y ejemplos de las composiciones y procedimientos desvelados en el
presente documento, pueden realizarse mutaciones en genes y proteinas usando, por ejemplo, tecnologia
transgénica. En algunos ejemplos, las composiciones y procedimientos incluyen una planta o célula de planta que
tiene una construccion de acido nucleico transformada que incluye un promotor unido de forma operacional a un
nucledtido de PPX desvelado en el presente documento. Los procedimientos desvelados en el presente documento
pueden incluir la introduccién de una construccion de acido nucleico de PPX desvelada en el presente documento en
al menos una célula de planta y la regeneracion de una planta transformada a partir de la misma. La construccién de
acido nucleico comprende al menos un nucleétido que codifica una proteina PPX resistente a herbicida como se
desvela en el presente documento, particularmente las secuencias de nucleotidos de las expuestas en las Figuras 2,
4,6, 8,10y 12, y fragmentos y variantes de los mismos. Los procedimientos implican ademas el uso de un promotor
que es capaz de conducir la expresidon génica en una célula de planta. En un ejemplo, dicho promotor es un
promotor constitutivo o un promotor preferente de tejido. Una planta producida por estos procedimientos puede tener
una actividad PPX incrementada, y/o particularmente actividad PPX tolerante a herbicidas, cuando se compara con
una planta no transformada. Por lo tanto, los procedimientos encuentran uso para potenciar o aumentar la
resistencia de una planta a al menos un herbicida que aumenta la actividad de la enzima PPX, particularmente en
presencia de un herbicida inhibidor de PPX.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, los procedimientos para producir una planta resistente a herbicidas pueden incluir transformar
una célula de planta con una construccién de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos unida de
forma operacional a un promotor que conduce la expresién en una célula de planta y regenerar una planta
transformada de dicha célula de planta transformada. La secuencia de nucleétidos se selecciona de entre aquellas
secuencias de nucleétidos que codifican la PPX resistente a herbicidas desvelada en el presente documento,
particularmente las secuencias de nucleotidos expuestas en las Figuras 2, 4, 6, 8, 10 y 12, y fragmentos y variantes
de los mismos. Una planta resistente a herbicidas producida por este procedimiento comprende una resistencia
potenciada, en comparacién con una planta no transformada, a al menos un herbicida, particularmente un herbicida
que interfiere con la actividad de la enzima PPX tal como, por ejemplo, un herbicida inhibidor de PPX.

Las moléculas de acido nucleico desveladas se pueden usar en construcciones de acido nucleico para la
transformacion de plantas, por ejemplo, plantas de cultivo, tales como Solanum tuberosum. En un ejemplo, dichas
construcciones de acido nucleico que contienen las moléculas de acido nucleico de la presente divulgacion se
pueden usar para producir plantas transgénicas para proporcionar resistencia a herbicidas, tales como herbicidas
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que se sabe que inhiben la actividad de PPX, tales como herbicidas inhibidores de PPX. Las construcciones de
acidos nucleicos se pueden usar en casetes de expresion, vectores de expresion, vectores de transformacion,
plasmidos y similares. Las plantas transgénicas obtenidas después de la transformacion con dichas construcciones
demuestran resistencia incrementada a herbicidas inhibidores de PPX tales como, por ejemplo, herbicidas de
flumioxazina y sulfentrazona.

Construcciones

Las moléculas de acido nucleico desveladas en el presente documento (p. €j., genes de PPX mutados) pueden
usarse en la produccion de construcciones de acido nucleico recombinante. En un ejemplo, las moléculas de acido
nucleico de la presente divulgacién se pueden usar en la preparacion de construcciones de acido nucleico, por
ejemplo, casetes de expresion para la expresion en la planta de interés.

Los casetes de expresion pueden incluir secuencias reguladoras unidas de forma operacional a las secuencias de
acido nucleico de PPX desveladas en el presente documento. El casete puede contener adicionalmente al menos un
gen adicional para ser cotransformado en el organismo. Como alternativa, el(los) gen(es) adicional(es) pueden
proporcionarse en multiples casetes de expresion.

Las construcciones de acido nucleico pueden proporcionarse con una pluralidad de sitios de restriccion para la
insercion de la secuencia de acido nucleico PPX para estar bajo la regulacion transcripcional de las regiones
reguladoras. Las construcciones de acido nucleico pueden contener adicionalmente moléculas de acido nucleico que
codifican genes marcadores seleccionables.

Cualquier promotor puede usarse en la produccion de construcciones de acidos nucleicos. El promotor puede ser
nativo o analogo, o extrafio o heterélogo, al huésped de la planta y/o a las secuencias de acido nucleico de PPX
desveladas en el presente documento. Ademas, el promotor puede ser la secuencia natural o, como alternativa, una
secuencia sintética. Cuando el promotor es "extrafio" o "heterdlogo" para el huésped de la planta, se pretende que el
promotor no se encuentre en la planta nativa en la que se introduce el promotor. Cuando el promotor es "extrafio" o
"heterdlogo" a las secuencias de acido nucleico de PPX desveladas en el presente documento, se pretende que el
promotor no sea el promotor de origen natural o nativo para las secuencias de acido nucleico PPX unidas de forma
operacional como se desvela en el presente documento. Como se usa en el presente documento, un gen quimérico
comprende una secuencia de codificacion unida de forma operacional a una region de iniciacion de la trascripcion
que es heterdloga a la secuencia de codificacion.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, las secuencias de acido nucleico de PPX desveladas en el presente documento pueden
expresarse usando promotores heterdlogos, las secuencias promotoras nativas pueden usarse en la preparacion de
las construcciones. Dichas construcciones cambiarian los niveles de expresion de la proteina PPX en la planta o
célula de la planta. Por lo tanto, el fenotipo de la planta o célula de planta esta alterado.

Se puede usar cualquier promotor en la preparacion de construcciones para controlar la expresiéon de la secuencia
de codificacion de PPX, tales como promotores que proporcionan promotores constitutivos, preferentes de tejido,
inducibles u otros promotores para la expresion en plantas. Los promotores constitutivos incluyen, por ejemplo, el
promotor central del promotor Rsyn7 y otros promotores constitutivos desvelados en el documento WO 99/43 838 y
la Patente de los EE.UU. n.° 6.072.050; the core CaMW 35S promoter (Odell y col., (1985) Nature 313: 810-812);
rice actin (McElroy y col., (1990) Plant Cell 2: 163-171); ubiquitin (Christensen y col., (1989) Plant Mol. Biol. 12: 619-
632 y Christensen y col., (1992) Plant Mol. Biol. 18: 675-689 ); pEMU (Last y col., (1991) Theor. Appl. Genet. 81:
581-588); MAS (Velten y col.,(1984) EMBO J. 3: 2723-2730); Un promotor (Patente de los EE.UU n.° 5.659.026) y
similares. Otros promotores constitutivos incluyen, por ejemplo, las Patentes de los EE.UU. n.°s 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.

Los promotores preferentes de tejido pueden utilizarse para dirigir la expresién de PPX dentro de un tejido de planta
particular. Dichos promotores preferentes de tejido incluyen, pero sin limitacion, promotores preferentes de hojas,
promotores preferentes de raiz, promotores preferentes de semilla y promotores preferentes de tallos. Los
promotores preferentes de tejido incluyen Yamamoto y col.,(1997) Plant J. 12 (2): 255-265; Kawamata y col., (1997)
Plant Cell Physiol. 38(7):792-803; Hansen y col., (1997) Mol. Gen Genet. 254(3):337-343; Russell y col., (1997)
Transgenic Res. 6(2):157-168; Rinehart y col., (1996) Plant Physiol. 1 12 (3): 1331-1341; Van Camp y col., (1996)
Plant Physiol. 1 12 (2): 525-535; Canevascini y col., (1996) Plant Physiol. 112(2): 513-524; Yamamoto y col., (1994)
Plant Cell Physiol. 35(5):773-778; Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 181-196; Orozco y col., (1993) Plant Mol
Biol. 23(6):1129-1138; Matsuoka y col., (1993) Proc Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90 (20): 9586- 9590; y Guevara-Garcia y
col., (1993) Plant J. 4 (3): 495-505.

Las construcciones de acido nucleico también pueden incluir regiones de terminacién de la transcripcion. Cuando se
usan regiones de terminacion de la transcripcion, se puede usar cualquier region de terminacion en la preparacion
de las construcciones de acidos nucleicos. Por ejemplo, la regidon de terminacion puede ser nativa de la region de
iniciacion de la transcripcion, puede ser nativa de la secuencia de interés PPX unida de forma operacional, puede
ser nativa del huésped de la planta o puede obtenerse de otra fuente (es decir, heteréloga o extrafia al promotor, la
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molécula de acido nucleico PPX de interés, el huésped de planta, o cualquier combinacion de los mismos). Ejemplos
de regiones de terminacion que estan disponibles para su uso en las construcciones de la presente divulgacion
incluyen aquellas del plasmido Ti de A. tumefaciens, tales como las regiones de terminacion de octopina sintasa y
nopalina sintasa. Véase también Guerineau y col., (1991) Mol. Gen. Genet. 262: 141-144; Proudfoot (1991) Cell 64:
671-674; Sanfacon y col., (1991) Genes Dev. 5: 141-149; Mogens y col., (1990) Plant Cell 2: 1261-1272; Munroe y
col., (1990) Gene 91: 151-158; Ballas y col., (1989) Nucleic Acids Res. 17: 7891-7903; y Joshi y col., (1987) Nucleic
Acid Res. 15: 9627-9639.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, los acidos nucleicos pueden optimizarse para una expresion incrementada en la planta
transformada. Es decir, los acidos nucleicos que codifican las proteinas PPX mutantes se pueden sintetizar usando
codones preferentes de plantas para una expresion mejorada. Véase, por ejemplo, Campbell y Gowri (1990) Plant
Physiol. 92: 1-11 para un analisis sobre el uso de codones preferentes del huésped. Los procedimientos estan
disponibles en la técnica para sintetizar genes preferentes de plantas. Véase, por ejemplo, las Patentes de los
EE.UU. n.°s 5.380.831, y 5.436.391, y Murray y col.,(1989) Nucleic Acids Res. 17: 477-498.

Ademas, pueden realizarse otras modificaciones de secuencia a las secuencias de acido nucleico desveladas en el
presente documento. Por ejemplo, se conocen modificaciones de secuencias adicionales para potenciar la expresion
génica en un huésped celular. Estos incluyen la eliminacién de secuencias que codifican sefiales espurias de
poliadenilacién, sefiales del sitio de corte y empalme exén/intrén, repeticiones similares a transposones y otras
secuencias bien caracterizadas que pueden ser nocivas para la expresion génica. El contenido de GC de la
secuencia también puede ajustarse a niveles medios para un huésped celular objetivo, calculado por referencia a
genes conocidos expresados en la célula huésped. Ademas, la secuencia puede modificarse para evitar las
estructuras predichas de ARNm secundario en horquilla.

También pueden usarse otras secuencias de acido nucleico en la preparacion de las construcciones de la presente
divulgacion, por ejemplo para potenciar la expresion de la secuencia de codificacion de PPX. Dichas secuencias de
acido nucleico incluyen los intrones del Adhl del maiz, el gen del intronl (Callis y col., (1987) Genes and
Development 1: 1183-1200), y las secuencias lider, (secuencia W) del virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del
moteado clorético del maiz y virus del mosaico de la alfalfa (Gallie y col., (1987) Nucleic Acid Res. 15: 8693-8711, y
Skuzeski y col., (1990) Plant Mol. Biol. 15: 65-79, 1990). Se ha demostrado que el primer intron del locus reducido de
maiz 1 aumenta la expresion de genes en construcciones génicas quiméricas. Las Patentes de los EE.UU. n.°s
5.424.412 y 5.593.874 desvelan el uso de intrones especificos en construcciones de expresion génica, y Gallie y
col., ((1994) Plant Physiol. 106: 929-939) también han demostrado que los intrones son Utiles para regular la
expresion génica sobre una base especifica de tejido. Para potenciar ain mas u optimizar la expresion del gen PPX,
los vectores de expresion de plantas desvelados en el presente documento también pueden contener secuencias de
ADN que contienen regiones de union a la matriz (MAR). Las células de plantas transformadas con dichos sistemas
de expresién modificados, entonces, pueden mostrar sobreexpresién o expresion constitutiva de una secuencia de
nucledtidos de la divulgacion.

Loas construcciones de expresion desveladas en el presente documento también pueden incluir secuencias de acido
nucleico capaces de dirigir la expresion de la secuencia PPX al cloroplasto. Dichas secuencias de acido nucleico
incluyen secuencias dirigidas a cloroplastos que codifican un péptido de transito de cloroplastos para dirigir el
producto génico de interés a los cloroplastos de células de plantas. Dichos péptidos de transito son conocidos en la
técnica. Con respecto a las secuencias dirigidas a cloroplastos, "unidas de forma operacional" significa que la
secuencia de acido nucleico que codifica un péptido de transito (es decir, la secuencia dirigida a cloroplastos) esta
unida a las moléculas de acido nucleico PPX desveladas en el presente documento de manera que las dos
secuencias son contiguas y en el mismo marco de lectura. Véase, por ejemplo, Von Heijne y col., (1991) Plant Mol.
Biol. Rep. 9: 104-126; Clark y col., (1989) J. Biol. Chem. 264: 17544-17550; Della-Cioppa y col., (1987) Plant Physiol.
84: 965-968; Romer y col., (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 196: 1414-1421; y Shah y col., (1986) Science
233: 478-481. Si bien las proteinas PPX desveladas en el presente documento pueden incluir un péptido de transito
de cloroplastos nativo, cualquier péptido de transito de cloroplastos conocido en la técnica puede fusionarse a la
secuencia de aminoacidos de una proteina PPX madura uniendo de forma operacional una secuencia dirigida a
cloroplastos al extremo 5' de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina PPX madura.

Las secuencias dirigidas a cloroplasto son conocidas en la técnica e incluyen la subunidad pequefia de cloroplasto
de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (Rubisco) (de Castro Silva Filho y col., (1996) Plant Mol. Biol. 30: 769-780;
Schnell y col., (1991) J. Biol. Chem. 266 (5): 3335-3342 ); 5-(enolpiruvil)shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) (Archer
y col., (1990) J. Bioenerg. Biomemb. 22 (6): 789-810); triptéfano sintasa (Zhao y col., (1995) J. Biol. Chem. 270 (11):
6081-6087); plastocianina (Lawrence y col., (1997) J. Biol. Chem. 272 (33): 20357-20363); corismato sintasa
(Schmidt y col., (1993) J. Biol. Chem. 268 (36): 27447-27457); y la ligera recolecciéon de la proteina de union a la
clorofila a/b (LHBP) (Lamppa y col., (1988) J. Biol. Chem. 263:14996-14999). Véase también Von Heijne y col.,
(1991) Plant Mol. Biol. Rep. 9: 104-126; Clark y col., (1989) J. Biol. Chem. 264: 17544-17550; Della-Cioppa y col.,
(1987) Plant Physiol. 84: 965-968; Romer y col., (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 196: 1414-1421; y Shah y
col., (1986) Science 233: 478-481.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
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presente documento, las construcciones de acido nucleico pueden prepararse para dirigir la expresion de la
secuencia de codificacion PPX mutante del cloroplasto de la célula de la planta. Los procedimientos para la
transformacion de cloroplastos son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Svab y col., (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 87: 8526-8530; Svab y Maliga (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 913-917; Svab y Maliga
(1993) EMBO j. 12: 601-606. El procedimiento se basa en la entrega del ADN de la pistola de particulas que
contiene un marcador seleccionable y la direccion del ADN al genoma del plastidio mediante recombinacion
homoéloga. Ademas, la transformacion de plastidios se puede llevar a cabo mediante la transactivacion de un
transgén silencioso transportado por plastidios mediante la expresion preferente de tejidos de una ARN polimerasa
dirigida a plastidios y codificada nuclearmente. Dicho sistema ha sido indicado en McBride y col., (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU.91: 7301-7305.

Los acidos nucleicos de interés para ser dirigidos al cloroplasto se pueden optimizar para la expresion en el
cloroplasto para explicar las diferencias en el uso del codén entre el nucleo de la planta y este organulo. De esta
manera, los acidos nucleicos de interés pueden sintetizarse usando codones preferentes de cloroplastos. Véase, por
ejemplo, la Patente de los EE.UU. n.° 5.380.831.

Las construcciones de acidos nucleicos se pueden usar para transformar células de plantas y regenerar plantas
transgénicas que comprenden las secuencias de codificacion de PPX mutantes. Numerosos vectores de
transformacion de plantas y procedimientos para transformar plantas estan disponibles. Véase, por ejemplo, la
Patente de los EE.UU. n.° 6.753.458, An, G. y col., (1986) Plant Physiol., 81: 301-305; Fry, J. y col., (1987) Plant Cell
Rep. 6: 321-325; Block, M. (1988) Theor. Appl. Genet. 76: 767-774; Hinchee y col., (1990) Stadler. Genet.
Symp.203212.203-212; Cousins y col., (1991) Aust. J. Plant Physiol. 18: 481-494; Chee, PP y Slightom, JL (1992)
Gene.118: 255-260; Christou y col., (1992) Trends. Biotechnol. 10: 239-246; D'Halluin y col., (1992) Bio/Technol. 10:
309-314; Dhir y col., (1992) Plant Physiol. 99: 81-88; Casas y col., (1993) Proc. Nat. Acad Sci. EE.UU. 90: 11212-
11216; Christou, P. (1993) n Vitro Cell. Dev. Biol.-Planta; 29P: 1 19-124; Davies, y col., (1993) Plant Cell Rep. 12:
180-183; Dong, JA y Mc Hughen, A. (1993) Plant Sci. 91: 139-148; Franklin, Cl y Trieu, TN (1993) Plant. Physiol.
102:167; Golovkin y col., (1993) Plant Sci. 90: 41-52; Guo Chin Sci. Bull. 38: 2072-2078; Asano, y col., (1994) Plant
Cell Rep. 13; Ayeres NM y Park, WD (1994) Crit. Rev. Plant. Sci. 13: 219-239; Barcelo y col., (1994) Plant. J. 5: 583-
592; Becker, y col., (1994) Plant. J. 5: 299-307; Borkowska y col., (1994) Acta. Physiol Plant. 16: 225-230; Christou,
P. (1994) Agro. Food. Ind. Hi Tech. 5: 17-27; Eapen y col., (1994) Plant Cell Rep. 13: 582-586; Hartman y col.,
(1994) BioTechnology 12: 919923; Ritala y col., (1994) Plant. Mol. Biol. 24: 317-325; y Wan, YC y Lemaux, PG
(1994) Plant Physiol. 104:3748. Las construcciones también se pueden transformar en células de plantas usando
recombinacion homaloga.

Las construcciones desveladas que comprenden las secuencias de acido nucleico de PPX desveladas en el
presente documento pueden usarse en diversos procedimientos para producir células huésped transgénicas, tales
como bacterias, levaduras, y para transformar células de plantas y en algunos casos regenerar plantas transgénicas.
Por ejemplo, procedimientos para producir una planta de cultivo transgénica que contiene las proteinas mutantes
PPX desveladas en el presente documento, en las que la expresion del (os) acido(s) nucleicos en la planta da como
resultado tolerancia a herbicidas en comparacion con plantas de tipo silvestre o plantas de tipo mutante PPX
conocidas que comprenden: (a) introducir en una célula de planta un vector de expresién que comprende acido
nucleico que codifica una proteina PPX mutante, y (b) generar a partir de la célula de planta una planta transgénica
que es tolerante a herbicidas.

Mutaciones PPX

Las composiciones y procedimientos se pueden referir, al menos en parte, a mutaciones en un gen de PPX, por
ejemplo, mutaciones que hacen que una planta sea resistente o tolerante a un herbicida de la familia de herbicidas
inhibidores de PPX. Las composiciones y procedimientos también en determinados ejemplos se refieren al uso de
una oligonucleobase de reparacion de genes para fabricar una mutacion deseada en las secuencias cromosémicas
o episémicas de una planta en el gen que codifica una proteina PPX. La proteina mutada, que en algunos ejemplos
puede mantener sustancialmente la actividad catalitica de la proteina de tipo silvestre, permitiendo una mayor
resistencia o tolerancia de la planta a un herbicida de la familia inhibidora de PPX y, por lo tanto, en algunos
ejemplos permitiendo un crecimiento sustancialmente normal o el desarrollo de la planta, sus érganos, tejidos, o
células en comparacion con la planta de tipo silvestre independientemente de la presencia o ausencia del herbicida.
Las composiciones y procedimientos también se refieren a una célula de planta no transgénica o transgénica en la
que se ha mutado un gen PPX, una planta no transgénica o transgénica regenerada a partir de la misma, asi como
una planta resultante de un cruce usando una planta regenerada transgénica o no transgénica a una planta que
tiene una mutacién en un gen PPX diferente, por ejemplo. Estas mutaciones también pueden aplicarse a la
tolerancia objetivo a estos inhibidores en plantas que incluyen plantas de cultivo, algas, bacterias, hongos y sistemas
de mamiferos.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, al menos una mutacién de una proteina PPX mutada puede estar en la posicién de aminoacido
correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en 52, 85, 105, 111, 130, 139, 143, 144,
145, 147, 165, 167, 170, 180, 185, 192, 193, 199, 206, 212, 219, 220, 221, 226, 228, 229, 230, 237, 244, 256, 257,
270, 271, 272, 305, 311,316, 318, 332, 343, 354, 357, 359, 360, 366, 393, 403, 424, 426, 430, 438, 440, 444, 455,
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457, 470, 478, 483, 484, 485, 487, 490, 503, 508 y 525 de SEQ ID NO: 1. En algunos ejemplos, una proteina PPX
mutada incluye una mutacién en una o mas posiciones de aminoacidos correspondientes a una posicion
seleccionada de entre el grupo que consiste en 58, 64, 74, 84, 93, 97, 98, 101, 119, 121, 124, 139, 150 151, 157,
164, 170, 177, 187, 188, 195, 214, 215, 229, 230, 271, 274, 278, 283, 292, 296, 307, 324, 330, 396, 404, 406, 410,
421,423,434, 447, 448, 449, 451, 454, 465, 470 y 50 de SEQ ID NO: 9.

En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye dos o mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta en
la posicion de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en 52, 85,
105, 111, 130, 139, 143, 144, 145, 147, 165, 167, 170, 180, 185, 192, 193, 199, 206, 212, 219, 220, 221, 226, 228,
229, 230, 237, 244, 256, 257, 270, 271, 272, 305, 311, 316, 318, 332, 343, 354, 357, 359, 360, 366, 393, 403, 424,
426, 430, 438, 440, 444, 455, 457, 470, 478, 483, 484, 485, 487, 490, 503, 508 y 525 de SEQ ID NO: 1. En algunos
ejemplos, una proteina PPX mutada incluye dos o0 mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta en la posicion
de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en 58, 64, 74, 84, 93, 97,
98, 101, 119, 121, 124, 139, 150 151, 157, 164, 170, 177, 187, 188, 195, 214, 215, 229, 230, 271, 274, 278, 283,
292, 296, 307, 324, 330, 396, 404, 406, 410, 421, 423,434, 447, 448, 449, 451, 454, 465, 470 y 500 de SEQ ID NO:
9. En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye tres o0 mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta
en la posicion de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en 52,
85,105, 111, 130, 139, 143, 144, 145, 147, 165, 167, 170, 180, 185, 192, 193, 199, 206, 212, 219, 220, 221, 226,
228, 229, 230, 237, 244, 256, 257, 270, 271, 272, 305, 311, 316, 318, 332, 343, 354, 357, 359, 360, 366, 393, 403,
424, 426, 430, 438, 440, 444, 455, 457, 470, 478, 483, 484, 485, 487, 490, 503, 508 y 525 de SEQ ID NO: 1. En
algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye tres o mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta en la
posiciéon de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en 58, 64, 74,
84, 93, 97, 98, 101, 119, 121, 124, 139, 150 151, 157, 164, 170, 177, 187, 188, 195, 214, 215, 229, 230, 271, 274,
278, 283, 292, 296, 307, 324, 330, 396, 404, 406, 410, 421, 423,434, 447, 448, 449, 451, 454, 465, 470 y 500 de
SEQ ID NO: 9.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, al menos una mutacién de una proteina PPX mutada puede estar en la posicién de aminoacido
correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en G52, N85, N105, E111, G130, D139,
P143, R144, F145, L147, F165, L167, 1170, A180, P185, E192, S193, R199, V206, E212, Y219, A220, G221, L226,
M228, K229, A230, K237, S244, R256, R257, K270, P271, Q272, S305, E311, T316, T318, S332, S343, A354, L357,
K359, L360, A366, L393, L403, L424, Y426, S430, K438, E440, V444, L455, K457, V470, F478, FA83, D484, 1485,
D487, K490, L503, V508 y 1525 de SEQ ID NO: 1. Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos,
procedimientos y/o composiciones desvelados en el presente documento, al menos una mutacién de una proteina
PPX mutada puede estar en la posicién de aminoacido correspondiente a una posicién seleccionada de entre el
grupo que consiste en D58, E64, G74, G84, L93, K97, K98, A101, S119, F121, T124, N139, E150, S151, Q157,
V164, D170, C177, H187, L188, N195, P214, 1215, K229, K230, C271, D274, F283, A292, S296, C307, N324, D330,
S396, A404, R406, K410, L421, A423, C434, D447, S448, V449, D451, D454, Y465, K470 y T500 de SEQ ID NO: 9.

En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye dos o mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta en
la posicidon de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en G52, N85,
R144, F145, A180, P185, A220, L226, M228, S244, Q272, S305, S332, L357, K359, L393, L403, L424, Y426, F478 y
1525 de SEQ ID NO: 1.

En algunos ejemplos, una proteina PPX mutada incluye tres o mas mutaciones, cuya al menos una mutacion esta en
la posicion de aminoacido correspondiente a una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en G52, N85,
R144, F145, A180, P185, A220, L226, M228, S244, Q272, S305, S332, L357, K359, L393, L403, L424, Y426, F478 y
1525 de SEQ ID NO: 1.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, la proteina PPX mutada puede incluir una o mas mutaciones seleccionadas de entre las
mutaciones que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Mutaciones de aminoacidos en la proteina PPX de Arabidopsis thaliana.

G52K | F145Y | A2201 | M228L | S332C | L393S | Y426C | Y426R

N85D | A180T | A220L | S244G | L3571 | L393V | Y426F | Y426T

R144C | P185Il | A220T | S244T | K359R | L403R | Y426H | Y426V

R144H | P185R | A220V | Q272F | K359T | L403S | Y4261 | F478S

F145L | A220C | L226M | S305L | L393M | L424S | Y426L | 1525T
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(continuacion)

E111V | L147V | S193T | A230F | P271R | L360K | L455V | I485E

G130N | F165N | R199L | R256H | E311R | A366E | K457V | K490N

D139H | P185Y | V206F | R256S | T318G | K438S | V470S | L503F

P143R | E192D | Y219S | K270E | S332L | E440K | V470Y | V508T

R144L | E192K | K229Q | K270Q | L360D | V444l | D484A

Tabla 2: Resumen de mutaciones de nucleétidos/codones en el gen PPX plastidial de Arabidopsis que conducen a
cambios de aminoacidos que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX. Los nimeros de posicién se basan en la
numeracion del nimero de gen PPX plastidial de Arabidopsis At4g01690 (SEQ ID NO: 1).

AA mtn NA mtn
G52K GGG — AAA
N&5D AAT —» GAT
R144C AGG - TGC
AGG - TGT
R144H AGG — CAC
AGG — CAT
F145L TTT—> CTT
F145Y TTT > TAT
A1B0T GCA - ACA
P185H CCG - CAC
CCG - CAT
P185R CCG - CGG
A220C GCT » TGT
A220) GCT —» ATT
A220L GCT - CTT
A220T7 GCT —» ACT
A220V GCT - GTT
L226M GTG - ATG
M228L ATG - CTG
5244G AGC — GGC
82447 AGC — ACC
Q272F CAG > TTC
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AA mtn NA mtn

CAG = TTT
S305L TCA —» TTA
§332C TCT —» TGT
L357I CTC —» ATC
K359R AAA - AGA
K355T AAA - ACT
L393M TTG - ATG
L3935 TTG —» TCG
L393V TTG —» GTG
L403R TTA - CGA
L4035 TTA— TCA
L4245 TTG - TCG
Y426C TAC > TGC
Y426F TAC —» TTC
Y426H TAC —» CAC
Y426l TAC —» ATC
Y426L TAC - TTA

TAC —» CTC
Y426R TAC » CGC
Y426T TAC — ACC
Y426V TAC —» GTC
F4783 TTT - TCT
§525T ATT — ACT

* "AA mtn" se refiere a la mutacién de aminoacidos; "NA mtn" se refiere a la mutacion de acido nucleico

Tabla 3A: Resumen de mutaciones de nucleétidos/codones en el gen PPX plastidial de patata que conducen a
cambios de aminoacidos que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX. Los nimeros de posicién se basan en la
numeracion del nimero de gen PPX plastidial de Arabidopsis At4g01690 (SEQ ID NO: 1).

AA mtn NA mtn
N52K AAT —» AAA
N8&5D AAT » GAT
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(continuacion)

AA mtn NA mtn
R144C CGC - TGC
R144H CGC —» CAC
F145L TTT—> CTT
F145Y TTT » TAT
A180T GCC — ACC
P185H CCT — CAT
P185R CCT - CGT
A220C GCC —» TGC
A2201 GCC — ATC
A220L GCC — CTC
A220T GCC — ACC
A220V GCC —» GTC
L226M TG —» ATG
M228L ATG —» CTG
85244G AGC —» GGC
8524471 AGC —» ACC
K272F AAA - TTT

AAA - TTC
S305L TCT > CTT
8332C AGT - TGT
L3571 CTT - ATT
S359R AGT - AGA
S359T AGT - ACT
L393M TG —» ATG
L3938 TTG - TCG
L393V TTG —» GTG
L403R CTA - CGA
L403S CTA > TCA
L4245 TTG —» TCG
Y426C TAC - TGC
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AA mtn NA mtn
Y426F TAC — TTC
Y426H TAC — CAC
Y426l TAC — ATC
Y426L TAC » TTA

TAC — CTC
Y426R TAC —» CGC
Y426T TAC —» AGC
Y426V TAC —» GTC
F4785 TTT - TCT
§525T TCT — ACT

* "AA mtn" se refiere a la mutacién de aminoacidos; "NA mtn" se refiere a la mutacion de acido nucleico

Tabla 3B: Resumen de mutaciones de nucledtidos/codones en el gen PPX mitocondrial de patata que conducen a
cambios de aminoacidos que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX. Los nimeros de posicién se basan en la
numeracion del nimero de gen PPX mitocondrial de Solanum tuberosum AJ225108 (SEQ ID NO: 9).

AA mtn NA mtn
D58N GAT > AAT
E64V GAA > GTA
G74C GGT > TGT
(G84N GGA -> GAT
R98C CGC -» CAC
R98H CGC > TGC
Re8L CGC = CTC
N139Y CCT > TAT
E 150D GAA -> GAT
E150K GAA -> AAA
75005 ACC -» AGC
S151T AGT -» ACT
Q1571 CAG -» CTG
V184F GTT->TTT
D170E GAT -» GAA
H187Q AAG -» CAG
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AA mtn NA mtn
L188F CTT->TTT
N195K AAT -= AAA
P214H CCT > CAT
P2143 CCT > TCT
K229E AAG -» GAG
K229Q AAG -» CAG
K230R AAG > AGG
F283G GAC -» GGC
AZ92G GCA -> GGA
5296L TCA -=TTA
C3073 TGT -» AGT
N324D AAT -> GAT
N324K AAT -> AAA
D330E GAT -> GAA
A4043 GCC -» TCC
R406K AGG -» AAG
K410l AAA > ATA
Ad23V GCT -» GTT
C4348 TGC = AGC
C434Y TGC -» TAC
S448A TCA -> GCA
04516 GAT -» GGT
D454N GAC -» AAC
Y465F TAT->TTT
K470T AAG > ACG

* "AA mtn" se refiere a la mutacién de aminoacidos; "NA mtn" se refiere a la mutacion de acido nucleico

En algunos ejemplos, conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones
desvelados en el presente documento, un gen PPX mutado puede incluir una combinacion de mutaciones, por
ejemplo, dos o mas, tres o0 mas, cuatro o mas, cinco o mas o seis 0 mas mutaciones en un gen PPX. En
determinados ejemplos, la combinacion de mutaciones se selecciona de entre las combinaciones de mutaciones que
se muestran en las Tablas 4a y 4b.

Tabla 4A: Combinaciones de mutaciones de aminoacidos (cada fila de cada una de las tres columnas agrupadas
representa una combinacion de mutaciones). Los nimeros de posicion se basan en la numeracién del nimero de
gen PPX plastidial de Arabidopsis At4g01690 (SEQ ID NO: 1)
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[_Risc A0T | 1 [nzem [ raes | [ FasL ] rams
RI44H ] LO26M | Y426F | A220T Y4261
R144C ] AJ20T | Y426F F145Y
R144C KmF L AZ20T | VaJ6H S5244T
G52K RI44H | S244T | R144C | Y426F F145Y

| NS2K | RI44IL | S0a4T NBSD | Y4261l | A220T CLA3R
NSSD_ | A220T | | R144C | Y4261 L226M Y426F
RI44H S24T | S244T | Y426H NESD Y426H
R144C L226M | S244G_| Y426H L226M L4245
N¥5D L226M ATBOT | Y4261 F145Y La03R
NR5D Flasy | L226M | Y426H 244G L3093V
RI44C M22SL | FI45L | V42611 ATROT Y4261
N85D AIBOT A220T | Y4260 RI44C Y4261
NE5D RI&4C__| N§5D | Y426H N85D 85257
NK5D Q272F | FI45L | L393V L226M 8525T
NR5D K272F | L226M | 14248 FI145Y $525T
NBSD M22RL_ | L226M | Y426F Fl4sL 85257
A1R0T Y426F | A220T | L393V 5244G 85257
F145L Y426H | AZI0T | Y426F ATBOT §525T
$244G V426F | | R144C | Y426F R144C §525T
F145L "L403R | NESD | 1525T _ -
F145Y L4248 L226M | T1525T
RIZC | L4245 | Flasy | msesv o o o
_ L226M Y426H | FI45L | I525T
L AZ20T  } L424S b RI44C | 1525T —
F145Y Y426l RI4C | Y426H ]
_Rlagc ] K393V 1 | AIBOT | Y426H | |} |
S244(i 15257 | A220T | Y426H
ALS0T 15257 | L226M_| Y426H
$244G 303V | $244T | L393V
L226M L40IR__ | F145Y | Y426H

De acuerdo con una realizacion de acuerdo con la presente invencion, una proteina PPX mutada incluye una
arginina por cisteina en una posicion correspondiente a la posicion 144 de la SEQ ID NO: 1 y una alanina por
treonina en una posicién correspondiente a la posicion 220 de la SEQ ID NO: 1. De acuerdo con otra realizacion de
acuerdo con la presente invencion, una proteina PPX mutada incluye una arginina por histidina en una posicion
correspondiente a la posicion 144 de la SEQ ID NO: 1 y una alanina por treonina en una posicion correspondiente a
la posicion 220 de la SEQ ID NO: 1. De acuerdo con otra realizacion de acuerdo con la presente invencion, una
proteina PPX mutada incluye una arginina por leucina en una posicion correspondiente a la posicion 144 de la SEQ

ID NO: 1 y una alanina por treonina en una posicion correspondiente a la posicion 220 de la SEQ ID NO: 1.

Tabla 4B: Combinaciones de mutaciones de aminoacidos (cada fila de cada una de las dos columnas agrupadas
representa una combinacion de mutaciones). Los nimeros de posicion se basan en la numeracién del nimero de

gen PPX mitocondrial de Solanum tuberosum AJ225108 (SEQ ID NO: 9).

G74C R98C

L93H V164A

R98L P214H

R98L T1241 L188F K229Q
R98L T1241 P214H K229Q
R98L T1241 K229Q

S119N N139Y

F121L E150D

S151T K229E K230R

Q157L H187Q

C271R D274G

C307S A423V

S396L K4101

C434S T500S

D447G A292G
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S448A N324D
Y465F K470T
R98L P214H A243V
R98L T1241 L188F K229Q A243V
R98L T1241 P214H K229Q A243V
R98L T1241 K229Q A423V
R98L P214H C307S
R98L T1241 L188F K229Q C307S
R98L T1241 P214H K229Q C307S
R98L T1241 K229Q C307S
R98C P214H
R98C T1241 L188F K229Q
R98C T1241 P214H K229Q
R98C T1241 K229Q
R98C P214H A423V
R98C T1241 L188F K229Q A423V
R98C T1241 P214H K229Q A423V
R98C T1241 K229Q A423V
R98C P214H C307S
R98C T1241 L188F K229Q C307S
R98C T1241 P214H K229Q C307S
R98C T1241 K229Q C307S
R98H P214H
R98H T1241 L188F K229Q
R98H T1241 P214H K229Q
R98H T1241 K229Q
R98H P214H A423V
R98H T1241 L188F K229Q A423V
R98H T1241 P214H K229Q A423V
R98H T1241 K229Q A423V
R98H P214H C307S
R98H T1241 L188F K229Q C307S
R98H T1241 P214H K229Q C307S
R98H T1241 K229Q C307S

Paralogos

Las mutaciones objeto en el gen PPX generalmente se describen en el presente documento usando los genes y
proteinas PPX plastidiales de Solanum tuberosum (véase, p. €j., las Figuras 8 y 7 respectivamente) con posiciones
de aminoacidos referenciadas a posiciones en Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO: 1). Las composiciones y
procedimientos también abarcan genes y proteinas PPX mutantes de otras especies (paralogos). Sin embargo,
debido a las variaciones en los genes PPX de diferentes especies, el nimero del resto de aminoacido que se cambia
en una especie puede ser diferente en otra especie. No obstante, la posicion analoga se identifica faciimente por un
experto en la técnica mediante homologia de secuencia. Por ejemplo, la Tabla 6 resume las posiciones homologas
de aminoacidos en diversos paralogos de secuencia de codificacion de PPX de planta y la Figura 33 muestra una
alineacion de secuencia de aminoacidos de paralogos de PPX de diversas plantas. Por lo tanto, las posiciones
analogas en estos y otros paralogos se pueden identificar y mutar.

Herbicidas

Las composiciones y procedimientos proporcionados en el presente documento incluyen genes PPX y proteinas
PPX que confieren resistencia a herbicidas inhibidores de PPX. En algunas realizaciones, los herbicidas inhibidores
de PPX incluyen las familias quimicas de difeniléteres, fenilpirazoles, N-fenilftalimidas, tiadiazoles, oxadiazoles,
triazolinonas, oxazolidindionas, pirimidindionas. Ejemplos de principios activos herbicidas inhibidores de PPX y sus
respectivas familias quimicas se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Ejemplos de herbicidas inhibidores de PPX.

Familia quimica Principio activo herbicida
Difeniléteres acifluorfen-Na
Bifenox
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(continuacion)
Familia quimica Principio activo herbicida
Clometoxifeno
fluoroglicofen-etilo
Fomesafeno
Halosafeno

Lactofeno
Oxifluorfeno
Fenilpirazoles Fluazolato
piraflufen-etilo
N-fenilftalimidas cinidon-ettilo
Flumioxazina
flumiclorac-pentil

Tiadiazoles flutiacet-metilo
Tidiazimina

Oxadiazoles Oxadiazona
Oxadiargilo

Triazolinonas IAzafenidina

carfentrazona-etilo
Sulfentrazona
Oxazolidinedionas Pentoxazona
Pirimidindionas Benzfendizona
Butafenacilo
Saflufenacilo
Otros Pirazogilo
Profluazol

En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es acifluorfen-Na. En algunas realizaciones, el herbicida
inhibidor de PPX es bifenox. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es clorometoxifeno. En algunas
realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es fluoroglicofen-etilo. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de
PPX es fomesafeno. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es halosafeno. En algunas
realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es lactofeno. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es
oxifluorfeno. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es fluazolato. En algunas realizaciones, el
herbicida inhibidor de PPX es piraflufeno-etilo. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es cinidon-
etilo. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es flumioxazina. En algunas realizaciones, el herbicida
inhibidor de PPX es flumiclorac-pentilo. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es flutiacet-metilo.
En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es la tidiazimina. En algunas realizaciones, el herbicida
inhibidor de PPX es oxadiazona. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es oxadiargilo. En algunas
realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es azafenidina. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX
es carfentrazona-etilo. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es sulfentrazona. En algunas
realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es pentoxazona. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX
es benzfendizona. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es butafenacilo. En algunas realizaciones,
el herbicida inhibidor de PPX es saflufenacilo. En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es pirazogilo.
En algunas realizaciones, el herbicida inhibidor de PPX es profluazol.

También se proporciona una planta o célula de planta transgénica o no transgénica que tiene una o mas mutaciones
en el gen PPX, por ejemplo, tal como se desvela en el presente documento. En determinadas realizaciones, la planta
o célula de planta que tiene una o mas mutaciones en un gen PPX tiene una resistencia o tolerancia incrementada a
un miembro de herbicidas inhibidores de PPX. En determinadas realizaciones, la planta o célula de planta que tiene
una o mas mutaciones en un gen PPX puede mostrar un crecimiento o desarrollo sustancialmente normal de la
planta, sus érganos, tejidos o células, en comparacion con la planta o célula de tipo silvestre correspondiente. En
aspectos y realizaciones particulares proporcionados son plantas transgénicas o no transgénicas que tienen una
mutacion en un gen PPX, por ejemplo, tal como se desvela en el presente documento, las cuales en determinadas
realizaciones tienen una resistencia o tolerancia incrementada a uno o mas miembros de las familias quimicas de
herbicidas inhibidores de PPX, y pueden mostrar un crecimiento o desarrollo sustancialmente normal de la planta,
sus organos, tejidos o células, en comparacion con la planta o célula de tipo silvestre correspondiente, es decir, en
presencia de uno o mas herbicidas tales como por ejemplo, flumioxazina, sulfentrazona y saflufenacilo, la proteina
PPX mutada tiene la misma actividad catalitica en comparacion con la proteina PPX de tipo silvestre.

Se proporcionan adicionalmente procedimientos para producir una planta que tiene un gen de PPX mutado, por
ejemplo, que tiene una o mas mutaciones como se describe en el presente documento; preferentemente la planta
mantiene sustancialmente la actividad catalitica de la proteina de tipo silvestre independientemente de la presencia o
ausencia de un herbicida relevante. En determinadas realizaciones, los procedimientos incluyen introducir en una
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célula de planta una oligonucleobase de reparaciéon de genes con una o mas mutaciones dirigidas en el gen PPX
(por ejemplo, tal como se desvela en el presente documento) e identificar una célula, semilla o planta que tiene un
gen de PPX mutado.

Especies de plantas

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, realizaciones, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, las plantas como se desvela en el presente documento pueden ser de cualquier especie de
planta dicotiledénea, monocotiledénea o gimnosperma, incluyendo cualquier especie de planta lefiosa que crezca
como un arbol o arbusto, cualquier especie herbacea, o cualquier especie que produzca frutas, semillas o vegetales
comestibles, o cualquier especie que produzca flores coloridas o aromaticas. Por ejemplo, la planta o célula de
planta puede seleccionarse de una especie de planta de entre el grupo que consiste en patata, girasol, remolacha
azucarera, maiz, algodon, soja, trigo, centeno, avena, arroz, colza, frutas, verduras, tabaco, cebada, sorgo, tomate,
mango, melocotén, manzana, pera, fresa, platano, melén, zanahoria, lechuga, cebolla, soja spp, cafia de azucar,
guisante, haba comun, alamo, uva, citricos, alfalfa, centeno, avena, césped y pastos forrajeros, lino, colza
oleaginosa, pepino, campanilla, balsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, petunia,
tulipan, iris, lirio, y plantas productoras de nueces en la medida en que no se mencionen ya especificamente. La
planta o célula de planta también puede ser de una especie seleccionada de la Tabla 6. La planta o célula de planta
también puede ser de una especie seleccionada de entre el grupo que consiste en Arabidopsis thaliana, Solanum
tuberosum, Solanum phureja, Oryza sativa, Amaranthus tuberculatus, Sorghum bicolor, Ricinus communis y Zea
mays.

Tabla 6. Resumen de posiciones homdlogas de aminoacidos en secuencias de aminoacidos de PPX de plantas de
diversas especies. Véase también las Figuras 47 y 48 para resumenes adicionales de posiciones de aminoacidos
homologos.
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La oligonucleobase de reparacion de genes se puede introducir en una célula de planta usando cualquier
procedimiento cominmente usado en la técnica, que incluye, pero sin limitacion, microvehiculos (entrega biolistica),
microfibras, captacion mediada por polietilenglicol (PEG), electroporacién y microinyeccion.

También se proporcionan procedimientos y composiciones relacionadas con el cultivo de células mutadas de
acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente documento con el fin de obtener una planta que produce
semillas, en los sucesivo una "planta fértil", y la produccion de semillas y plantas adicionales de dicha planta fértil.

También se proporcionan procedimientos para controlar selectivamente malas hierbas en un campo, comprendiendo
el campo plantas con las alteraciones del gen PPX y malas hierbas desveladas, comprendiendo el procedimiento la
aplicacion al campo de un herbicida al que las plantas se han vuelto resistentes.

También se proporcionan mutaciones en el gen de PPX que confieren resistencia o tolerancia a un miembro del
herbicida relevante a una planta o en el que el gen de PPX mutado tiene sustancialmente la misma actividad
enzimatica en comparacion con PPX de tipo silvestre.

Seleccién de plantas resistentes a herbicidas y aplicacién de herbicida

Las plantas y las células de plantas pueden someterse a prueba para resistencia o tolerancia a un herbicida usando
procedimientos comunmente conocidos en la técnica, p. €j., cultivando la planta o célula de la planta en presencia de
un herbicida y midiendo la tasa de crecimiento en comparacion con la tasa de crecimiento en ausencia del herbicida.

Como se usa en el presente documento, el crecimiento sustancialmente normal de una planta, érgano de planta,
tejido de planta o célula de planta se define como una tasa de crecimiento o tasa de division celular de la planta,
organo de planta, tejido de planta o célula de planta que es al menos el 35 %, al menos el 50 %, al menos el 60 % o
al menos el 75 % de la tasa de crecimiento o tasa de division celular en una planta, érgano de planta, tejido de
planta o célula de planta correspondiente que exprese la proteina PPX de tipo silvestre.

Como se usa en el presente documento, el desarrollo sustancialmente normal de una planta, 6rgano de planta, tejido
de planta o célula de planta se define como la aparicién de uno o mas eventos de desarrollo en la planta, érgano de
planta, tejido de planta o célula de planta que son sustancialmente los mismos que ocurren en una planta, érgano de
planta, tejido de planta o célula de planta correspondiente que exprese la proteina PPX de tipo silvestre.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, realizaciones, procedimientos y/o composiciones desvelados en el
presente documento, los 6rganos de plantas proporcionados en el presente documento pueden incluir, pero sin
limitacién, hojas, tallos, raices, brotes vegetativos, botones florales, meristemos, embriones, cotiledones,
endospermo, sépalos, pétalos, pistilos, carpelos, estambres, anteras, microesporas, polen, tubos de polen, évulos,
ovarios y frutos, o secciones, cortes o discos tomados de los mismos. Los tejidos de plantas incluyen, pero sin
limitacion, tejidos callosos, tejidos triturados, tejidos vasculares, tejidos de almacenamiento, tejidos meristematicos,
tejidos foliculares, tejidos de brotes, tejidos radiculares, tejidos de agallas, tejidos tumorales vegetales y tejidos
reproductivos. Las células de plantas incluyen, pero sin limitacion, células aisladas con paredes celulares, sus
agregados de diversos tamarios y protoplastos.

Las plantas son sustancialmente "tolerantes" a un herbicida relevante cuando se les somete y proporcionan una
curva de dosis/respuesta que se desplaza hacia la derecha cuando se compara con la proporcionada por plantas
similares no tolerantes sometidas de forma similar. Dichas curvas de dosis/respuesta tienen una "dosis"
representada en el eje X y un "porcentaje de muerte", "efecto herbicida", etc., representado en el eje y. Las plantas
tolerantes requeriran mas herbicida que las plantas no tolerantes con el fin de producir un efecto herbicida dado. Las
plantas que son sustancialmente "resistentes" al herbicida muestran pocas, si las hay, lesiones necrdticas, liticas,
cloréticas u otras, cuando se las somete a herbicidas en concentraciones y tasas que son tipicamente empleadas
por la comunidad agroquimica para matar malas hierbas en el campo. Las plantas que son resistentes a un herbicida
también son tolerantes del herbicida.

En algunas realizaciones una "resistencia incrementada a un herbicida" o "tolerancia incrementada a un herbicida"
se refiere a un nivel de resistencia o tolerancia que una planta, semilla o parte de planta que tiene un gen o proteina
PPX mutada como se desvela en el presente documento tiene a herbicidas para plantas por encima de un nivel de
referencia definido. El nivel de referencia definido de resistencia a un herbicida es el nivel de resistencia exhibido por
una planta de la misma especie sin la(s) mutacion(es) correspondiente(s). En algunas realizaciones, la resistencia se
incrementa sustancialmente por encima del nivel de referencia definido, p. ej., mayor que o igual a 20 % por encima,
50 % por encima, 75 % por encima; o 100 % por encima del nivel de referencia definido.

Ejemplos

Los siguientes son ejemplos, que ilustran procedimientos para practicar la divulgacion. Estos ejemplos no deben
interpretarse como limitantes. Todos los porcentajes son en peso y todas las proporciones de la mezcla de
disolventes son en volumen a menos que se indique otra cosa.

Ejemplo 1: Clonacion y caracterizacion del gen PPX plastidial y mitocondrial
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Los genes PPX plastidial y mitocondrial se amplificaron a partir de ADNc y ADN genémico de una variedad cultivada
Russet Burbank. Los clones PPX plastidiales se dividen en dos clases, con los nombres StcPPX1 y StcPPX1.1, que
probablemente representan alelos de un unico gen PPX en la patata. Dentro de la secuencia de codificacion de
aminoacidos, estos clones difieren en 10 polimorfismos, 3 de los cuales conducen a diferencias de aminoacidos,
encontrandose solo dos en la proteina madura. Una diferencia de aminoacidos esta en el péptido de transito del
cloroplasto. En uno de los clones StcPPX1.1, el intréon 3 no se empalmé.

Se obtuvo un clon genémico libre de errores de longitud completa del PPX plastidial. El analisis de aproximadamente
5 Kb de secuencia gendmica de 5 clones independientes y los resultados de secuenciaciéon de ADNc de StcPPX
indican que la variedad Russet Burbank sujeta a caracterizacion es heterocigética, con muy pocos polimorfismos
existentes entre los dos alelos.

Primero, se clonaron y se secuenciaron cinco clones de ADN gendémico StmPPX de longitud completa. Estos cinco
representaron ambos alelos, teniendo los mismos PNU que se encuentran en el ADNc. Los fragmentos de ADN
gendémico de un amplicén mas corto se clonaron y se secuenciaron para probar alelos adicionales. La clonacion de
este amplicon interno de la PPX mitocondrial indicé que habia tres alelos; 6 de 22 clones tenian una delecién dentro
de uno de los intrones y los otros 16 clones tenian una distribucion uniforme de los dos alelos observados en los
clones de ADNCc. A continuacion, se secuenciaron otros 12 clones de ADN gendémico StmPPX de longitud completa.

La secuencia completa de los genes PPX mitocondriales en la patata Russet Burbank indicod que hay dos genes, que
los investigadores han denominado StmPPX1 y StmPPX2. Hay dos alelos StmPPX2 con 8 PNU identificados entre
ellos. Entre StmPPX1 y StmPPX2.1 hay 1 insercion, 4 deleciones y 30 SNP, mientras que entre StmPPX1 vy
StmPPX2.2 hay 1 insercion, 4 deleciones y 29 PNU. Detalles adicionales se presentan en la Tabla 7.

Se compararon las secuencias génicas de los genes PPX plastidial y mitocondrial de Russet Burbank (Solanum
tuberosum), usando la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST), con la base de datos de los
investigadores instalada localmente basada en aramzones para la reciente liberacion del primer genoma de patata
completa (Solanum phureja). Solo se encontraron un Unico gen PPX mitocondrial y un plastidial individual.

Tabla 7. Diferencias alélicas entre las formas mitocondriales de PPX en la patata Russet Burbank.

Posiciéon Gennt|Genaa| Gennt2 | Genaa2 | Gennt2 | Genaa2 Posiciéon Posicion Atc
StmPPX nt 1 1 Alelo 1 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 2 StmPPX PPX aa
208 A Y A(TAC) Y T(TTC) F 99 145
{TAC)
360 C N T (AAT) N T (AAT) N 120 166
(AAC)
402 T P A {CCA) P A(CCA) P 134 180
(CCT)
528 G T A (ACA) T A (ACA) T 176 218
(ACG)
680 T v T{(GTA) \' A (GAA) E 227 269|270
(GTA)
ga2 A H G {CGL) R G (CGL) R 231 272
{CAC)

Ejemplo 2: Complementacion de PPX

StcPPX1, menos su péptido de transito de cloroplastos, se cloné a partir del ADNc en el vector de exploracion
funcional patentado de Cibus. Este vector se puede usar tanto para el tamizado funcional como para GRON QC. Los
genes PPX de patata se usaron para complementar la cepa mutante HemG de E. coli, que carece de un gen HemG
funcional, un homologo bacteriano de PPX. Sin un gen complementario, los medios deben complementarse con
hematina para el crecimiento de E. coli. Los clones para el gen PPX plastidial (pPACYStcPPX Col6) y el gen PPX
mitocondrial (pACYStmPPX Col 6, 12 y 21) se transformaron y se demostré que todos los genes/alelos
complementan la cepa mutante HemG de E. coli, lo que permite que crezca en ausencia de hematina.

Con el fin de evaluar las mutaciones que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX como Chateau (flumioxazina-
valent/sumitomo), naja (difeniléter-MAI) o kixor (saflufenacilo-BASF). Los herbicidas inhibidores de PPX se muestran
en la Tabla 5. Se obtuvieron principios activos puros para los herbicidas inhibidores de PPX Chateau (flumioxazina-
valent/sumitomo), spartan (sulfentrazona-FMC) y kixor/sharpen (saflufenacilo-BASF). El clon PPX plastidial de patata
de tipo silvestre (pACYStcPPX Col6) se transformd para complementar la cepa de E. coli mutante hemG y se
selecciond con una serie de concentraciones del principio activo para el herbicida inhibidor de PPX spartan
(sulfentrazona-FMC) para determinar la concentracion a la cual no crece la cepa HemG menos complementada. La
construccion de tipo silvestre no crecié en sulfentrazona 2,5 mM, por lo tanto, la seleccién de mutantes tolerantes se
realizd a esta concentracion. Esto se refind adicionalmente y también se usé sulfentrazona 0,75 mM para
seleccionar la tolerancia. La construccion de tipo silvestre tuvo un crecimiento limitado a 10 mM de flumioxazina en
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la seleccion liquida y ningun crecimiento a 0,3 mM de saflufenacilo. En la seleccién basada en placa, las
concentraciones se usaron para probar mutantes tolerantes. Todos los genes y alelos PPX mitocondriales de patata
fueron probados para tolerancia natural a sulfentrazona y flumioxazina, pero ninguno fue tolerante.

Ejemplo 3: Mutagénesis PCR de PPX y seleccion de clones mutagenizados

Los experimentos de mutagénesis se realizaron inicialmente en dos fragmentos superpuestos (5' y 3') del gen PPX
plastidial de patata, para identificar mutaciones en la secuencia de codificacion de PPX plastidial de patata que
confiere tolerancia a herbicidas.

Estandarizacion de seleccion liquida

Se desarrollaron condiciones de seleccion de cultivo liquido tanto para sulfentrazona como para flumioxazina. Se
probaron cultivos de 1 ml de volumen con concentraciones de sulfentrazona y flumioxazina que oscilan entre 0y 10
mM. Las muestras de 0 mM tenian 25 yl de DMSO (2,5 %) para imitar la concentracion de DMSO en las muestras
que contenian 10 mM de herbicida. Cada tubo se inoculé con 10 ul de un cultivo de células HemG de una noche
complementado con el plasmido PPX de tipo silvestre para asegurar la uniformidad. Se tomaron lecturas
espectrofotométricas (DO600) para cada muestra (dilucion 1: 4) y una muestra de cada una se coloco en placas LB-
Chlor-IPTG para determinar si la DO600 se correlacionaba con el nimero de colonias viables. Se colocé en placas
una dilucion al 10 % del cultivo de una noche para las células tratadas con sulfentrazona y se colocé en placas una
dilucion al 1 % para las células tratadas con flumioxazina (véanse los resultados en las Tablas 8a-f y 9a-d).

Tanto la sulfentrazona como la flumioxazina se precipitan en el medio liquido, lo que hace que parezca opaco
incluso antes de inocular las bacterias. Como muestran las DO para la sulfentrazona, este herbicida finalmente se
disuelve, mientras que la flumioxazina no lo hace. La deficiente solubilidad de la flumioxazina sesga las lecturas de
DO, sin embargo, la flumioxazina demostré una disminucion constante del nimero de colonias contra el gen WT, lo
que indica la capacidad de las células para absorber la flumioxazina de los medios.

Mutagénesis en el extremo 5’

El extremo 5' del gen PPX se mutagenizé usando el kit de mutagénesis aleatorio Stratagene GeneMorph Il y se
cloné en XL-1 Blue para verificar la tasa de mutacion. Los resultados mostraron que 14 de las 16 colonias
secuenciadas eran mutantes. Las placas XL-1 Blue al 90 % (aproximadamente 4000 colonias) se rasparon, se
prepararon con plasmido y se transformaron en HemG y se colocaron en placas en sulfentrazona 2,5 mM. Las
placas de sulfentrazona cultivaron aproximadamente 200 colonias y las placas con 10 % de LB-Chlor-IPTG
cultivaron un césped de colonias. Las Tablas 9a-d describen las sustituciones de nucleétidos y aminoacidos
encontradas en los clones tolerantes.

Seleccién de clones mutagenizados

Los plasmidos mutagenizados al azar (extremos 5' y 3') se transformaron en células XL1-Blue de E. coli. Las
colonias resultantes se combinaron, se aisl6 el ADN plasmidico y se transformé en células HemG (PPX mutante de
E. coli). Para la seleccion con flumioxazina, las células se recuperaron durante 1 h en medio liquido minimo seguido
de la adicion de herbicida y la recuperacion de las células durante una noche. Al dia siguiente, las células se
colocaron a una dilucién adecuada en placas LB que contenian antibidtico para seleccionar el plasmido
complementario. Las colonias de cada placa fueron secuenciadas. Después de la seleccion del liquido en
flumioxazina 10 mM, aparecieron aproximadamente 30 colonias en placas con PPX de tipo silvestre (TS) en
comparacion con aproximadamente 200-1200 colonias con plasmidos mutagenizados. Para la seleccion de
sulfentrazona, los cultivos se hicieron crecer en medios minimos durante una noche, se diluyeron y se colocaron en
placas con 0 y 0,75 mM de concentracion de sulfentrazona. Los recuentos de colonias se compararon entre los dos
y la tolerancia a las mutaciones se determiné basandose en el porcentaje de colonias en las placas de sulfentrazona
0,75 mM en comparacion con las placas de 0 mM. El nimero de colonias que aparecen en las placas sirvié como un
procedimiento para clasificar las mutaciones.

Mutagénesis en el extremo 3’

La mutagénesis se realizé en el extremo 3' del gen PPX. Los clones se transformaron en HemG y se dejaron crecer
durante una noche en 2,5, 5y 10 mM de flumioxazina para su seleccion. La seleccién en flumioxazina 5 mM tenia
muchas mas colonias que en las placas de seleccion de 10 mM. La seleccién para clones mutagenizados usando
flumioxazina 10 mM produjo cuatro clones. La seleccidon para clones mutagenizados usando flumioxazina 5 mM
produjo 200 colonias. El tercio superior de las 200 colonias obtenidas para la mutagénesis en el extremo 3' se tamizé
en flumioxazina 10 mM. Todas las colonias tolerantes (aproximadamente 130) se secuenciaron y los mejores
mutantes tolerantes a la flumioxazina, se evaluaron por el recuento de colonias en flumioxazina, el extremo 3' evalué
la tolerancia a la sulfentrazona.

Ejemplo 4: Analisis de sustituciones de aminoacidos que confieren tolerancia

Se probd la tolerancia de todas las posibles sustituciones de aminoacidos en cada posicién que exhibe tolerancia a
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la sulfentrazona o flumioxazina. A continuacion, se combinaron subunidades de aminoacidos individuales en todas
las permutaciones y combinaciones para evaluar la complementacion y la tolerancia a herbicidas. Los resultados de
combinaciones mutantes unicas y multiples para flumioxazina se muestran en las Tablas 8a, 8b y 8c, en las que la
Ultima columna muestra el nimero de colonias indicadas para cada mutacion en flumioxazina 10 mM. Los resultados
de combinaciones mutantes Unicas y multiples para sulfentrazona se muestran en las Tablas 9a y 9b, en las que la
Ultima columna muestra el nimero de colonias indicadas para cada mutacién en sulfentrazona 0,75 mM. Los
resultados de combinaciones mutantes Unicas y multiples para saflufenacilo se muestran en la Tabla 10, en la que la

cuarta columna muestra el nimero de colonias indicadas para cada mutacién en saflufenacilo 0,3 mM.

Tabla 8a. Tolerancia de combinaciones mutantes Gnicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX
plastidial de patata a flumioxazina.

N.° medio de clones resistentes a la

Mutacion Plasmido flumioxazina
- L393V F1125 0
-— L403R F1155 2
A180T Y426F SD5083 2
L4248 F1154 2
F145L Y426H SD5055 3
38244G Y426F sDs0g7 10
F145L L403R SD5115 10
Y426F F1165 1"
F145Y L4245 SD5106 13
R144C L424S sSD5102 41
L2Z6M Y426H 505055 55
A220T L403R sD5114 89
Y426H F1180 71
A220T L4245 SD5104 72
F145Y Y426F sDs0ge 75
R144C L393V SD5092 81
A220T L3393V S5D5094 107
5244G L393V SD5097 114
L226M L403R SD5118 123
A180T Y426H SD5053 129
L226M L4243 SD5109 137
L226M Y426F SD5089 143
A220T Y426F S5Ds5084 147
AZ220T Y426H SD5054 151
R144C Y426F SD5082 155
- - wit 0
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Tabla 8b. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX
plastidial de patata a flumioxazina.

Mutacién Plasmido N.° mec.iio de' clones resistentes a
E— - la flumioxazina
R144C AZ20T SD5011 Col 1 701
A220T F113 667
R144H 3332C F76 517
R144C K272F SD5014 Col 1 300
N52K R144H 524471 F72 202
N850 AZ20T SD5007 Col 1 196
R144H S244T F96 174
R144C S7 139
R144C LZ2Z26M SD5012 Col 1 117
M228L S37 107
L226M F114 102
N85D L226M SD5008 Col 2 50
F145Y S32 38
N850 F145Y SD5004 Col 3 a7
8244G S120 31
R144C Mz228L SD5013 Col 2 31
P185R SD5016 Col 1 27
N52K SD5001 Col 3 23
N850 A180T SD5005 Col 1 23
A180T F17 22
N850 R144C SD5002 Col 1 21
8332C SD5019 Col 1 20
F145L S118 19
N850 F80 16
K272F F7 15
52447 SD5018 Col 3 10
N850 K272F SD5010 Col 4 7
N850 M228L SD5009 Col 3 6
wt 43

Tabla 8c. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacién de PPX
plastidial de patata a flumioxazina.

N.° medio de clones resistentes a la
Mutacién Plasmido flumioxazina

N85D Y426H S05051 30
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(continuacion)

N.° medio de clones resistentes a la
Mutacién Plasmido flumioxazina
R144C Y426H S05052 48
F145Y Y426H SD5056 52
524471 Y426H S0O5058 73
38244G Y426H SD5057 80
A180T Y426H SD5053 128
L226M Y426H S0O5059 228
F145L Y426H 505055 305
A220T Y426H SD5054 391
- Y426H F1180 210
-—n Wit 32

Tabla 8d. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX

mitocondrial de patata a flumioxazina 5 mM

A404S

C271R D274G
C307S A423V
C434S T500S
C434Y

D330E

D447G A292G
D454N

N324K

R406K

S396L K410l
S448A N324D
Y465F K470T

Tabla 8e. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX

mitocondrial de patata a flumioxazina 5 mM

A101V

C177S

D170E

D58N

E150K

E64V

F121L

E150D
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(continuacion)

G74C R98C

G84N

K97R

L93H V164A

N195K

P214S

Q157L H187Q

R98C

R98H

R98L

R98L P214H

R98L T1241 L188F K229Q
S119N N139Y

S151T K229E K230R
V164F

Tabla 8f. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX
mitocondrial de patata a flumioxazina 10 mM.

Mutante N.° de colonias con flumioxazina 10 mM

wt 42
R98L 83
P214H 51
R98L/P214H 88
RO8L/P214H/T124] 110
R98L/P214H/T1241/K229Q 109

Tabla 9a. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacién de PPX
plastidial de patata a sulfentrazona.
Mutacién Plasmido %ﬁ:ﬁ"‘" Promedio 0 mM| 0.75 mM/0 mM

Y426F F1165 8 91 0,8 %
L393V F1125 6 57 1,0 %
L226M Y426H SD5059 14 79 1,8 %
S244T L393V SD5098 11 53 21%
F145Y Y426H SD5056 16 72 22%
L403R F1155 16 72 22%
R144C S525T SD5072 19 76 2,6 %
A220T L393V SD5094 20 55 3,6 %
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(ontinuacion)

Mutacién Plasmido %ﬁ:ﬁ"‘" Promedio 0 mM| 0,75 mM/0 mM
L424S F1154 21 56 3,7 %
F145L L424S SD5105 18 48 3,8 %
Y426H F1180 29 68 42 %
A220T Y426H SD5054 19 39 5,0 %
F145Y L393V SD5096 55 86 6,3%
S244T Y426F SD5088 58 88 6,5%
F145Y L424S SD5106 49 69 7.1 %
A220T [403R SD5114 50 63 7.9%
L226M Y426F SD5089 117 67 17,4 %
N85D Y426H SD5051 200 92 21,8 %
L226M L424S SD5109 91 40 22,6 %
F145Y L403R SD5116 315 110 28,5 %
F145L L393V SD5095 381 121 31,6 %
[226M [403R SD5119 252 75 33,8 %
R144C Y426F SD5082 400 117 34,3 %
S244G [393V SD5097 433 125 34,7 %
S525T F1061 278 79 35,3 %
A180T Y426H SD5053 331 80 41,4 %
R144C Ya426H SD5052 709 125 56.6 %
_ wt 0 85 0,0 %

Tabla 9b. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX
plastidial de patata a sulfentrazona.

N.° medio de clones resistentes a la
Mutacién(es) Plasmido sulfentrazona
R144C M228L SD5013 Col 2 267
R144C A220T SD5011 Col 1 260
F145Y S32 233
R144C L226M SD5012 Col 1 186
A220T F113 149
P185R SD5016 Col 1 133
R144C K272F SD5014 Col 1 118
N52K SD5001 Col 3 90
M228L S37 78
N85D A180T SD5005 Col 1 75
S244G S120 68
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N.° medio de clones resistentes a la
Mutacion(es) Plasmido sulfentrazona

R144H S332C F76 64
N85D F145Y SD5004 Col 3 62
K272F F7 61
L226M F114 57
R144C S7 55
S244T SD5018 Col 3 32
R144H S244T F96 31
F145L S118 29
S332C SD5019 Col 1 28
N85D R144C SD5002 Col 1 25
N85D A220T SD5007 Col 1 19
N85D L226M SD5008 Col 2 18
A180T F17 18
N52K R144H S244T F72 18
N85D M228L SD5009 Col 3 12
N85D F80 6
N85D K272F SD5010 Col 4 6

WT 23

Tabla 9c. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacién de PPX

mitocondrial de patata a sulfentrazona.

Conc. de sulf. Mutante(s) Colonias % Prom.

0 mM R98L/P214H 1341

0,5 mM R98L/P214H 349 26,0 %
0,9 mM R98L/P214H 127 9,5 %
1,0 mM R98L/P214H 77 57 %
1,1 mM R98L/P214H 67 5,0 %
1,2mM R98L/P214H 48 3,6 %
0 mM R98L 1541

0,5 mM R98L 339 22,0 %
0,9 mM R98L 145 9,4 %
1,0 mM R98L 110 71%
1,1 mM R98L 76 4,9 %
1,2mM R98L 54 3,5%
0 mM R98L/T1241/K229Q 1220

0,5 mM R98L/T1241/K229Q 312 25,6 %
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(continuacion)

Conc. de sulf. Mutante(s) Colonias % Prom.

0,9 mM R98L/T1241/K229Q 88 7,2 %
1,0 mM R98L/T1241/K229Q 66 5, 4%
1,1 mM R98L/T1241/K229Q 40 3,3%

Tabla 9d. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y multiples en la secuencia de codificacion de PPX
mitocondrial de patata a sulfentrazona.

Conc. de sulf. Mutante(s) Colonias % Prom.

0 mM R98L/P214H 1088

0,4 mM R98L/P214H 251 23,1%
0,5 mM R98L/P214H 150 13,8 %
0,6 mM R98L/P214H 105 9,7 %
0,7 mM R98L/P214H 108 9,9 %
0,8 mM R98L/P214H 51 4,7 %
0 mM R98L 1171

0,4 mM R98L 174 14,9 %
0,5 mM R98L 104 8,9 %
0,6 mM R98L 98 8,4 %
0,7 mM R98L 92 7,9 %
0,8 mM R98L 51 4,4 %
0 mM R98L/T 1241/P214H/K229Q 1134

0,4 mM R98L/T1241/P214H/K229Q 724 63,8 %
0,5 mM R98L/T1241/P214H/K229Q 654 57,7 %
0,6 mM R98L/T1241/P214H/K229Q 402 35,4 %
0,7 mM R98L/T1241/P214H/K229Q 302 26,6 %
0,8 mM R98L/T1241/P214H/K229Q 280 24,7 %
0 mM P214H 1184

0,4 mM P214H 0 0,0 %
0,5 mM P214H 0 0,0 %
0,6 mM P214H 0 0,0 %
0,7 mM P214H 0 0,0 %
0,8 mM P214H 0 0,0 %

Tabla 10. Tolerancia de combinaciones mutantes Unicas y mudltiples en la secuencia de codificacion de PPX
plastidial de patata a gsaflufenacilo medido por el nimero de colonias indicadas.

N.° medio de clones Promedio 0
Mutacion Plasmido resistentes a saflufenacilo mM 0,3 mM/0 mM
S525T F1061 0 69 0,0 %
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(continuacion)

N.° medio de clones Promedio 0
Mutacion Plasmido resistentes a saflufenacilo mM 0,3 mM/0 mM

N85D Y426H SD5051 0 64 0,0 %
F145L L393V SD5095 0 114 0,0%

S244G L393V SD5097 0 111 0,0 %
F145Y L403R SD5116 0 104 0,0 %
L226M L424S SD5109 6 50 1,3 %
L226M Y426F SD5089 15 96 1,5 %
A220T L393V SD5094 116 99 11,7 %
A220T Y426F SD5084 190 87 22,0 %
L226M L403R SD5119 225 69 32,5%
R144C Y426F SD5082 319 61 52,6 %
R144C Y426H SD5052 415 75 55,4 %
A180T Y426H SD5053 394 60 65,7 %
A220T Y426H SD5054 356 46 77,5 %
wt 0 96 0,0 %

Ejemplo 5: Curvas de cultivo de células de planta- muerte con herbicidas

Curvas de muerte con flumioxacina

Se realizaron experimentos de selecciéon de herbicidas para determinar la concentracion de herbicida necesaria para
matar microcallos procedentes de protoplastos en un periodo de tratamiento definido. A la luz de un resultado inicial
de curva de muerte en la que una concentracion de 125 uM fue suficiente para matar todas las células en una
semana, se disefid una nueva curva de muerte usando concentraciones mas bajas de flumioxazina con el objeto de
determinar la concentracion a la que se mata el 99 % de las células (véase la Tabla 11). El herbicida se suspendio
en DMSO, siendo la concentracion final de DMSO en los tratamientos herbicidas del 1 %. El desarrollo de las células
se evaluo bajo el microscopio una vez a la semana. Exceptuando los tratamientos de control, se evit6 la division en
todos los tratamientos con flumioxazina después de una semana y después de un mes no se desarrollaron
microcallos a ninguna concentracion probada. Una concentracion de flumioxazina de 0,032 mM es suficiente para
evitar el desarrollo de microcallos de los protoplastos de patatas.

Tabla 11. Resumen de los resultados de los experimentos de la curva de muerte con flumioxazina con suspension
celular y protoplastos procedentes de punta de brote. Los protoplastos se expusieron a flumioxazina durante un
periodo de un mes.

Protoplasto no tratado + peg

N.° de callos en tres cuentas

Interrupcion de GFC+
correccion de gron

N.° de callos en tres cuentas

Conc. de flumioxacina yM N.° % Conc. de flumioxacina yM [N.° %
Control n.° 1* 185 Control 230

Control n.° 2** 150 Control 190

Prom. cont 1 + cont 2 157,5 100 Prom. cont 1 + cont 2 210 100
0,0156 40 25 0,0156 83 39
0,0312 8 5 0,0312 11 4
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Protoplasto no tratado + peg [N.° de callos en tres cuentas |Interrupcion de GFC+ N.° de callos en tres cuentas
correccion de gron

0,0468 0,0 0,0 0,0468 0,0 0,0

0,0624 0 0 0,0624 0 0

* Medio de cultivo, sin herbicida
** Medio de cultivo con DMSO al 1 %, sin herbicida

Curvas de muerte con sulfentrazona

Las curvas de muerte con sulfentrazona en protoplastos procedentes de punta de brote y la suspension celular
mostraron concentraciones de sulfentrazona 7,8 uM que son suficientes para matar todas las células procedentes de
protoplastos (véase la Tabla 12). Por lo tanto, se iniciaron nuevas curvas de muerte con concentraciones mas bajas
de 0, 0,5, 0,6, 0,7 y 0,8 uM de sulfentrazona, que se muestran en la Tabla 13. Los resultados sugieren que los
protoplastos tratados con GRON pueden seleccionarse en concentraciones entre 0,6 uM y 0,7 uM del herbicida.

Tabla 12. Resumen de los resultados de los experimentos de la curva de muerte con sulfentrazona con suspension
celular y protoplastos procedentes de punta de brote. Los protoplastos se expusieron a sulfentrazona durante un
periodo de un mes.

Tratamiento con sulfentrazona [puM] Formacion de microcallos
Control: 1* Si, abundante
Control: 2** Si, abundante
62,5 No
31,25 No
15,6 No
7,8 No

* Medio de cultivo, sin herbicida
** Medio de cultivo con DMSO al 1 %, sin herbicida

Tabla 13. Resumen de los resultados de los experimentos de la curva de muerte con sulfentrazona con suspension
celular y protoplastos procedentes de punta de brote. Los protoplastos se expusieron al herbicida durante un periodo

de un mes.
Protoplasto no tratado +N.° de callos en tres|interrupcion de GFC+N.° de callos en cuentas
peg cuentas correccion de gron
Conc. de sulfentrazona uM [N.° % Conc. de sulfentrazona pM  [N.° %
0,0 115 100 0,0 125 100 %
0,5 45 30 0,5 38 30,2
0,6 8 6,9 0,6 12 9,6
0,7 2 1,7 0,7 7 5,6
0,8 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0

* Medio de cultivo, sin herbicida
** Medio de cultivo con DMSO al 1 %, sin herbicida

Ejemplo 6: Curvas de muerte de discos de hojas.

Con el objeto de establecer la concentracion de sulfentrazona que inhibira la formacion de callos en los explantes de
disco de hojas, los discos de hojas se perforaron con un punzén estéril desde plantas de patata cultivadas in vitro de
5 semanas de edad. Los discos de hojas se cultivaron en placas de Petri que contenian medio de cultivo Haberlach
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soélido que contenia diversas concentraciones de sulfentrazona en una concentracion final de DMSO al 1 %. Seis
discos de hojas se cultivaron en cada concentraciéon de herbicida. Las placas se sellaron con cinta de microporos y
se incubaron a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En un experimento inicial, sulfentrazona 7,8 pM, la
concentracion mas baja probada en ese experimento, fue suficiente para detener las formaciones de callos y
blanquear todos los discos de hojas en 20 dias. Los resultados de la curva de muerte con concentraciones mas
bajas de sulfentrazona mostraron que una concentracion de 3,0 uM de sulfentrazona fue suficiente para inhibir la
formacion de callos en casi todos los discos de hoja después de 20 dias, mientras que el callo se inicié después de
13 dias en las venas de las hojas de algunos discos de hojas cultivados en 2,0 uM de sulfentrazona. Se realizaron
experimentos similares de curva de muerte de disco de hoja usando saflufenacilo en los que 0,5 pM de este
herbicida fue suficiente para inhibir la formacion de callos en casi todos los discos de hojas después de 20 dias.

Ejemplo 7: Materiales y procedimientos para cultivo celular e introduccion de GRON

Tabla 14. Secuencias de GRON

GRON Secuencia

StcPPX1144/C/47/5'Cy3/31dC VGTTGGGAGATCCTGATGCGCCTTGCTTTGTCTTG
TGGAAGGATAAACH (SEQ ID NO: 33)

StcPPX1144/INC/47/5°Cy3/31dC | yGTTTATCCTTCCACAAGACAAAGCAAGGCGCATC
AGGATCTCCCAACH (SEQ ID NO: 34)

StcPPX1220/C/47/5'Cy3/31dC VCATCATTTTACAGGTGTTTACACCGGTGACCCCT
CAAAATTGH (SEQ ID NO: 35)

StcPPX1220/NC/47/5°Cy3/31dC | vyCAATTTTGAGGGGTCACCGGTGTAAACACCTGTA

AAATGATGH (SEQ ID NO: 36)

La base de conversiéon se muestra en negrita. V=CY3; H=3'DMT dC CPG

Descripcion del trabajo de cultivo celular. Los brotes, por ejemplo, procedentes de semillas, tubérculos, brotes
axilares, hojas, vapores, raices, callos o embriones procedentes de microesporas, se propagan en condiciones
estériles in vitro. Los explantes se subcultivan, por ejemplo, cada 3-4 semanas y se cultivan en vasos de cultivo
Magenta GA7 (Phytotechnology Laboratories, Shawnee Mission, KS, EE. UU.) Con tapas ventiladas en un volumen
de aproximadamente 100 ml de medio de cultivo, por ejemplo medio MS, de acuerdo con Murashige y Skoog (un
medio revisado para crecimiento rapido y bioensayos con cultivos de tabaco. Physiol. Plant 15 (1962) 473-49), o
modificaciones de los mismos. Los vasos pueden sellarse con cinta Micropore (3M Company). Las hojas jovenes,
puntas de los brotes, raices, microtubérculos o segmentos de tallo largo que poseen una hoja y brote axilar, asi
como los callos procedentes de estos tejidos, pueden usarse para el aislamiento de protoplastos. Los protoplastos
también se pueden aislar a partir de células de cultivo en suspension procedentes de hojas jovenes, puntas de los
brotes, raices, microtubérculos o segmentos de tallo largo que poseen una hoja y brote axilar, asi como callos
procedentes de estos tejidos.

Aislamiento de protoplastos de puntas de brotes

Aproximadamente 200 puntas de brotes de 2 a 8 semanas de edad in vitro que se han cultivado bajo un régimen
diurno/nocturno regular o, preferentemente, se mantuvieron durante dos dias antes del aislamiento de protoplastos
en la oscuridad, los brotes se pueden cortar en trozos pequefios con una bisturi en una placa de Petri con agua
estéril. Después de cortar todas las puntas, el agua se reemplaza con medio de cultivo de protoplastos,
preferentemente BN (sales B5 y vitaminas (Phytotechnology Laboratories), glucosa 20 g/l, manitol 70 g/, acido alfa
naftaleno acético 5 mg/l, CaCl; adicional x 2H,O 600 mg/l, hidrolizado de caseina 250 mgl/l, cisteina-HCI 10 mgl/l,
polivinilpirrolidona (PM 10.000) 5 g/Il. Después de aproximadamente 1-2 h, el medio de cultivo de protoplastos se
reemplaza con solucién enzimatica, por ejemplo, que consiste en medio BN, en el cual se disuelven 0,5 % (p/v) de
Cellulase YC y el 0,75 % (p/v) de Macerozyme R10 (ambos de Karlan Research Products, Cottonwood, Arizona), 1
g/l de albumina de suero bovino y 1 g/l de acido 2-morfolinoetanosulfonico. La relacion del nimero de puntas de
brotes respecto al volumen de solucién de enzima puede estar entre 10 y 16, preferentemente 13. La placa con
trozos de punta de brote en soluciéon de enzima se incuba a 25 °C-30 °C, preferentemente 28 °C, en la oscuridad
con un agitador ajustado a aproximadamente 50 rpm. Después de la incubaciéon durante una noche, la suspension
de protoplastos se purifica usando un gradiente de densidad de iodixanol (adaptado de Optiprep Application Sheet
C18; purificacion de protoplastos de plantas intactas; Axis-Shield EE.UU., 10 Commerce Way, Norton, MA 02776).
Después de la centrifugacion en gradiente de densidad, la banda con protoplastos purificados se elimina junto con
aproximadamente 5 ml de medio W5 (Frigerio y col., 1998). La densidad y el rendimiento del protoplasto se
determinan con un hemocitémetro. La densidad de proteoplastos se ajusta a 1 x 10%/ml en medio BN que contiene 2

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 688 285 T3

mg/l de 2,6-diclorobenzonitrilo (inhibidor de la celulosa sintasa), y los protoplastos se cultivan en la oscuridad a 30 °C
durante aproximadamente 16 h.

Aislamiento de protoplastos de suspensiones celulares

El aislamiento de los protoplastos de las suspensiones celulares sigue el mismo protocolo que el descrito para el
aislamiento de protoplastos de las puntas de los brotes, con las siguientes excepciones:

1. Se usan suspensiones celulares de crecimiento rapido, preferentemente tres dias después de su ultimo
subcultivo. Se transfiere 1,5 ml de volumen de células sedimentadas a aproximadamente 15 ml de medio BN,
que después de 2 h se reemplaza con solucién de enzima. 2. La purificacion de protoplastos es seguida
inmediatamente por el tratamiento GRON/PEG.

Introducciodn de oligonucledtidos de reparacion de genes (GRON)

La suspension de protoplastos se mezcla con un volumen igual de medio W5, se transfiere a un tubo de centrifuga
de 50 ml y se centrifuga durante 10 minutos en el ajuste mas bajo de una centrifuga clinica (aproximadamente 50 x
g). El sobrenadante se retiré y se reemplazé con medio de TM (Klaus, S. Markerfreie transplastome Tabakpflanzen
(marcador libre de plantas de tabaco transplastomicas). PhD Dissertation, 2002, Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen, 109 pp), ajustando la densidad de protoplastos a 5 x 10%/ml. Alicuotas de 100 ul que contienen 5 x 10°
protoplastos cada una se distribuyen en 12 ml de tubos de centrifuga de fondo redondo. Los GRON (tales como los
que se muestran en la Tabla 14) dirigidos a una o mas mutaciones en uno o ambos de los genes PPX mitocondriales
y plastidicos se introducen luego en los protoplastos usando un tratamiento con PEG. Para introducir los GRON en
los protoplastos, se disolvieron 12,5 uyg de GRON en 25 pl de agua purificada y se afiadié 125 pl de una solucién de
polietilenglicol (5 g de PEG PM 1500, 638 mg de manitol, 207 mg de CaNO3 x 4H,0 y 8,75 ml de agua purificada; pH
ajustado a aproximadamente 9,0). Después de una incubacion de 10-30 minutos en hielo, la suspension de
protoplastos-PEG se lava con medio W5 y se resuspende en medio BN. La suspension se mantiene durante una
noche en la oscuridad a temperatura ambiente.

Los GRON se pueden introducir en protoplastos mediante electroporacion, lipidos catidnicos, nanoparticulas,
policationes como bromuro de hexadimetrina (polibreno) o espermidina, o mediante el uso de GRON formando
complejos con una diversidad de péptidos de penetracion celular (PPC), que incluyen pero sin limitacion, TAT,
pVEC, transportan, nona-arginina, péptido inhibidor de BAX (VPMLK), o tales como los enumerados en Patel y col.,
péptidos penetrantes de células: vias intracelulares y perspectivas farmacéuticas. Pharmaceutical Research, 24
(2007) 1977-1992, o Veldhoen y col., desarrollos recientes en la entrega de acido nucleico basado en péptidos.
Revista Internacional de Ciencia Molecular (2008) 1276-1320. En otro ejemplo, los GRON se introducen en
protoplastos a través de polimeros cargados negativamente que incluyen, pero sin limitacion, dendrimeros tales
como poliamidoamina (PAMAM).

Los GRON también pueden entregarse en tejidos o células completos usando procedimientos que pueden incluir
microinyeccion, biolistica con los GRON revestidos con soportes tales como oro o directamente en forma de gotitas
de una suspension de GRON, bigotes revestidos de GRON o mediante el uso de GRON formando complejos con
una diversidad de los polimeros de carga negativa de péptidos de penetracion celular (CPP) como se menciona en
el parrafo anterior. Otros ejemplos prevén el uso de ultrasonidos, la imbibicion en soluciones que contienen GRON, o
la permeabilizacion de las paredes celulares, por ejemplo a través de agentes tales como tolueno o saponina.

Incrustacion de protoplastos en alginato de calcio

Un dia después de la introduccion de GRON, los protoplastos son incrustados en alginato de calcio. Se ha
demostrado que la incrustacion de protoplastos en sustratos de gel (p. e€j., agarosa, alginato) potencia la
supervivencia de los protoplastos y aumenta las frecuencias de division de las células procedentes de protoplastos.
El procedimiento aplicado se basa en lo descrito en Dovzhenko y col., (técnica de capa de alginato fino para el
cultivo de protoplastos de protoplastos de hoja de tabaco: formacién de brotes en menos de dos semanas.
Protoplasma 204 (1998) 114-118).

Cultivo de protoplastos y seleccién de callos resistentes a herbicidas

La seleccion de callos resistentes a herbicidas se lleva a cabo usando subcultivos secuenciales de los alginatos en
medios liquidos de acuerdo con Pelletier y col., (1983). La seleccion puede comenzarse una semana después del
tratamiento con PEG/GRON a una concentracion adecuada de herbicida inhibidor de PPX; por ejemplo, 32 uM de
flumioxazina, 0 0,25 pM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM, 5 uM, 6 pM, 7 uM, 7,8 uM, 15,6 uM, 31,2 uM 0 62,5 uM de
sulfentrazona.

Antes del final de la fase de seleccion en medio liquido, las células y las colonias se liberan del alginato por
tratamiento durante 30-45 minutos con medio de cultivo que contiene 50 mM de citrato de sodio. En el momento de
la transferencia de colonias liberadas de medio liquido a solido Cul (Haberlach y col., aislamiento, cultivo y
regeneracion de protoplastos de patata y varias especies de Solanum relacionadas. Plant Science, 39 (1985) 67-74),
la mayoria de las colonias pueden estar muertas, o consistir en un centro verdoso, cubierto con capas externas de
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células muertas. En el medio de seleccion solidificado (Cul + herbicida), la mayoria de los microcallos que todavia
contienen células vivas pueden dejar de crecer y volverse de color marron. El crecimiento limitado de callos
individuales contintia ocasionalmente, pero todos los callos no resistentes con el tiempo se vuelven marrones y
mueren. Dos o tres semanas después de la transferencia al medio de seleccion solidificado (ocasionalmente antes),
los callos que crecen activamente pueden aparecer entre un fondo de células parduscas y microcallos.

Se realiza la regeneracion de plantas a partir de callos tolerantes a herbicidas procedentes de protoplastos, con una
mutacion confirmada en un gen PPX. Los callos tolerantes a herbicidas inhibidores de PPX que se desarrollan en un
medio de seleccion solidificado y cuyo ADN fras el analisis muestra la presencia de una mutacioén se transfieren a un
medio Cul sin herbicida para acelerar el desarrollo. Las lineas de callos individuales varian en sus tasas de
crecimiento y morfologias. En general, el desarrollo hacia la regeneracion de brotes sigue estas etapas:

Callo verde indiferenciado — callo con areas de color verde oscuro — desarrollo de las iniciales del brote —
desarrollo de una planta.

El desarrollo de lineas de callos individuales es variable, pero a través de subcultivos continuos y multiplicacion en
medio Cul o cambiando la formulacién de medios a medio de diferenciacion que incluye, pero sin limitacion, medio
de diferenciacion Haberlach, durante un periodo de tiempo aceptable (1-6 meses) seguido de la transferencia de las
lineas de callo a medios de regeneracion que incluyen, pero sin limitacion, medio de regeneracion Bokelmann
(Bokelmann GS y Roest S., Z. Pflanzenphysiol. vol 109, pagina 259-265 (1983 )) con el tiempo producen muchos
brotes.

Una vez que los brotes con tres o cuatro hojas se forman en el medio de regeneracion, se transfieren a un medio de
propagacion que incluye, pero sin limitacion, medio MS. En este medio, con el tiempo, se desarrollan brotes y hojas
que son morfolégicamente "normales”. Después de que las plantulas in vitro producen raices, se usan protocolos
convencionales para la adaptacion a las condiciones del invernadero.

Tamizado molecular

El uso de técnicas moleculares convencionales y tecnologias basadas en RCP mas sensibles se puede utilizar para
controlar la frecuencia de mutaciones PPX después de un tratamiento RTDS. Estas técnicas moleculares incluyen, y
sin limitacion, RCP especifica de alelo, secuenciacion de ADN vy ofras tecnologias de identificacion de SNP usando
técnicas que no son de RCP. Estas técnicas permiten controlar la frecuencia de mutaciones dirigidas a PPX
temprano en el procedimiento. En determinados ejemplos, las mutaciones se pueden medir en poblaciones de
células individuales. Estas técnicas pueden entonces ser aplicables a lo largo del procedimiento de cultivo para
confirmar y controlar las mutaciones presentes en callos seleccionados y plantas regeneradas.

Ejemplo 8: Pulverizaciéon de herbicidas

Solanum tuberosum o las plantas de la variedad cultivada de patata Russet Burbank cuando miden 5,1-15,2 cm de
altura (generalmente la etapa de 5-6 hojas) se pulverizan con diversos herbicidas inhibidores de PPX. Los herbicidas
se pulverizan en presencia de tensioactivo AU391 al 0,25 %. Los herbicidas se pulverizan, por ejemplo, a las
siguientes tasas:

Flumioxazina 0,014 g de principio activo/m2 (g/m2)
Sulfentrazona 0,031 gp a/m2
Saflufenacilo 0,007-0,091 g p a/m2

Los herbicidas se aplican mediante pulverizacion foliar y las plantas de control no se pulverizan. Ensayos de
herbicidas inhibidores de PPX se evallan 14 dias después de la pulverizaciéon usando una escala de dafio de 1 a 10
con 1 siendo los muertos y 10 siendo los controles no pulverizados no dafiados. Las lineas de planta individuales se
puntian en cada tasa de pulverizacién en comparacién con el rendimiento de los controles a esa tasa particular. Los
herbicidas inhibidores de PPX tienen una ventana de aplicacion potencialmente amplia y pueden usarse como una
aplicacion "previa" o "posterior" para cultivos, incluida la patata. Las evaluaciones de herbicidas incluyen tanto
aplicaciones de invernadero como de campo para controlar el dafio a las plantas (cultivos) y/o el control de malas
hierbas. Los productos del trabajo de RTDS pueden permitir a los agricultores plantar cultivos como la patata y
aplicar herbicidas inhibidores de PPX para eliminar o controlar las malas hierbas en los campos sin dafiar los
cultivos.

A menos que se indique otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece la presente
invencion.

Las invenciones descritas ilustrativamente en el presente documento se pueden poner en practica adecuadamente
en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, que no se divulgue especificamente en el

presente documento. Por lo tanto, por ejemplo, las expresiones "que comprende”, "que incluye", "que contiene", etc.
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se leeran de forma amplia y sin limitacion. Ademas, los términos y expresiones empleados en el presente documento
se han usado como términos de descripcion y no de limitacion, y no hay intenciéon en el uso de dichos términos y
expresiones de excluir cualquier equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas. Se
reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del alcance de la invencion reivindicada.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta resistente a uno o mas herbicidas inhibidores de PPX, comprendiendo dicha planta un gen de
protoporfirindgeno X oxidasa (PPX) mutado, en la que dicho gen codifica una proteina que comprende una
sustitucion en la posicién de aminoacido correspondiente a la posicion 144 de la SEQ ID NO: 1, y una sustituciéon en
la posiciéon de aminoacido correspondiente a la posicion 220 de la SEQ ID NO: 1, en la que la sustitucion en la
posicion de aminoacido correspondiente a la posicion 144 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitucion de arginina por
cisteina o leucina o histidina; y en la que la sustitucion en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicion
220 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitucion de alanina por treonina, en la que la planta no se obtiene exclusivamente
mediante un procedimiento esencialmente bioldgico.

2. Una célula de planta que comprende un gen de protoporfirinégeno IX oxidasa (PPX) mutado, en la que dicho gen
codifica una proteina que comprende una sustitucion en la posicidon de aminoacido correspondiente a la posicion 144
de la SEQ ID NO: 1, y una sustitucién en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicion 220 de la SEQ ID
NO: 1, en la que la sustitucién en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicién 144 de la SEQ ID NO: 1
es una sustitucion de arginina por cisteina o leucina o histidina; y en la que la sustitucion en la posicion de
aminoacido correspondiente a la posicion 220 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitucion de alanina por treonina, en la
que la célula de planta no se obtiene exclusivamente mediante un procedimiento esencialmente bioldgico.

3. La planta o célula de planta de la reivindicacién 1 o 2, en la que dicho gen de PPX mutado codifica una proteina
que comprende las sustituciones R144C y A220T.

4. La planta de la reivindicacién 1 o 3, en la que dicha planta se selecciona de entre el grupo que consiste en patata,
girasol, remolacha azucarera, maiz, algodén, soja, trigo, centeno, avena, arroz, colza, frutas, verduras, tabaco,
cebada, sorgo, tomate, mango, melocoton, manzana, pera, fresa, platano, melén, zanahoria, lechuga, cebolla, soja
spp, cafia de azucar, gusante, haba comun, alamo, uva, citricos, alfalfa, centeno, avena, césped y pastos forrajeros,
lino, colza oleaginosa, pepino, campanilla, balsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel,
petunia, tulipan, iris, lirio y plantas productoras de nueces, en particular, en la que dicha planta es una especie
seleccionada de entre el grupo que consiste en Solanum tuberosum, Oryza sativa y Zea mays, o en la que dicha
planta es una variedad cultivada de patata Russet Burbank.

5. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 o0 4, en la que dicha planta es resistente a uno o mas
herbicidas inhibidores de PPX seleccionados de entre acifluorfen-Na, Bifenox, Clometoxifeno, fluoroglicofen-etilo,
Fomesafeno, Halosafeno, Lactofeno, Oxifluorfeno, Fluazolato, piraflufen-etilo, cinidon-etilo, Flumioxazina,
flumiclorac-pentilo, flutiacet-metilo, Tidiazimina, Oxadiazona, Oxadiargilo, Azafenidina, carfentrazona-etilo,
Sulfentrazona, Pentoxazona, Benzfendizona, Butafenacilo, Saflufenacilo, Pirazogilo, Profluazol, en particular, en la
que dicha planta es resistente a uno o mas herbicidas seleccionados de entre el grupo que consiste en flumioxazina,
sulfentrazona y saflufenacilo.

6. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 1y 3-5 o la célula de planta de la reivindicaciéon 2 o 3, en la que la
planta es una planta no transgénica, o en la que la célula de planta es una célula de planta no transgénica.

7. Un procedimiento de produccidon de una célula de planta no transgénica con un gen de PPX mutado, que
comprende introducir en una célula de planta una oligonucleobase de reparacion de genes (GRON) con una
mutacion dirigida en un gen de protoporfirindgeno 1X oxidasa (PPX) para producir una célula de planta con un gen
PPX que expresa una proteina PPX que comprende una sustitucion en la posicién de aminoacido correspondiente a
la posicion 144 de la SEQ ID NO: 1, y una sustitucion en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicion
220 de la SEQ ID NO: 1, en la que la sustitucion en la posicién de aminoacido correspondiente a la posicion 144 de
la SEQ ID NO: 1 es una sustitucién de arginina por cisteina o leucina o histidina; y en la que la sustitucion en la
posicion de aminoacido correspondiente a la posicion 220 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitucion de alanina por
treonina.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, para producir un planta resistente a herbicidas, que comprende ademas
identificar una célula de planta que tiene una tasa de crecimiento o tasa de divisién celular en presencia de un
herbicida que es al menos el 35 % de la tasa de crecimiento o tasa de division celular en una planta correspondiente
que expresa la proteina PPX de tipo silvestre en ausencia de herbicida; y

regenerar una planta resistente a herbicidas no transgénica que tiene un gen de PPX mutado de dicha célula de
planta.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7 u 8, en el que dicho gen de PPX mutado codifica una proteina que
comprende las sustituciones R144C y A220T.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que dicha célula de planta se selecciona de
entre el grupo que consiste en patata, girasol, remolacha azucarera, maiz, algodén, soja, trigo, centeno, avena,
arroz, colza, frutas, verduras, tabaco, cebada, sorgo, tomate, mango, melocotén, manzana, pera, fresa, platano,
meldn, zanahoria, lechuga, cebolla, soja spp, cafa de azucar, guisante, haba comun, alamo, uva, citricos, alfalfa,
centeno, avena, césped y pastos forrajeros, lino, colza oleaginosa, pepino, campanilla, balsamo, pimiento,
berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, petunia, tulipan, iris, lirio y plantas productoras de nueces, en
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particular, en el que dicha célula de planta es una especie seleccionada de entre el grupo que consiste en Solanum
tuberosum, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Ricinus communis, Brassica napus, Glycine max y Zea mays, o en el que
dicha célula de planta es una variedad cultivada de patata Russet Burbank.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 7-10, en el que dicha planta es resistente a uno o mas
herbicidas inhibidores de PPX seleccionados de entre acifluorfen-Na, Bifenox, Clometoxifeno, fluoroglicofen-etilo,
Fomesafeno, Halosafeno, Lactofeno, Oxifluorfeno, Fluazolato, piraflufen-etilo, cinidon-etilo, Flumioxazina,
flumiclorac-pentilo, flutiacet-metilo, Tidiazimina, Oxadiazona, Oxadiargilo, Azafenidina, carfentrazona-etilo,
Sulfentrazona, Pentoxazona, Benzfendizona, Butafenacilo, Saflufenacilo, Pirazogilo, Profluazol, en particular, en el
que dicha planta es resistente a uno o mas herbicidas seleccionados de entre el grupo que consiste en flumioxazina,
sulfentrazona y saflufenacilo.
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Figura 1: Secuencia de aminodcidos de protoporfirinégeno oxidasa de cloroplasto de Arabidopsis thaliana
(PPOX-A14201690) (n.° de referencia AX084732) (SEQ ID NO: 1)

1 MEILSLLAPITCSLLPSF SKIPNLRLANVYKPLRLRCSVAGGPTVESSK L ECE
51 GOTTIPTOCYIVEGEISGLC IAQALNIKHPIAAPNLIVZEAKDRVGGNIT
1L UREENGHFLWEEGPNSFQPSDPMLLMVYDSCLEDDLYLGDFTAPREVLIWNG
151 BELRPVPSELTDLPFFDLMSICOKIRACFCALGIRESPPGREESVEEFVRR
201 NLGDEVEERLIEPFCEGVYAGLPBRLSMRAAFGRKVWELEDNGGEIIGETE
251 KATCERAMNAPKAERDPREL FKFICOTYCEFREGLRMLPEAI SARLESKVEL
SUELACITRLESOCVRL A YETPRGLVSVOSKSVUMTVESHVASCGLLR PLE

300
351 ESAMIALSRLYYPPVARVILSYFKEATIRTECLIDGELKGFGQLUPRTQGY

411
451
5G1

ATLGTEYS
SREMLT

SELFPNEARPORTLLLNY IZGETNTGILSKSEGELVEAVDRD
AENEUOPLELGYRVHECA T POFLVOHFDILDTAKSSLTSSGYEG
LT PN Y AEVALGROVEGRYETATEVNNFMERVAYE

Figura 2: Secuencia nucleotida de protoporfirinogeno oxidasa de cloroplasto de Arabidopsis thaliana
(PPOX-A14201690) (n.° de referencia AX084732) (SEQ ID NO: 2)

1 TGACAAAATT CCSAATTCTC TGOGATTTCC ATGGAGTTAT CTCTTCTCCS TOCGACGACT
61 CAATCCCTTC TTCCGTCSTT TTCGAAZCCC AATCTCCGEAT TAMATGTTTA TAAGCCTCTT
121 AGACTCCGTT GTTCAGTGGC COGTGGACCA ACCGTCOGGAT CTTCAAAAAT COANGCGSA
181 CGAGGCACCA CCATCACGAC GOATTGIGTG ATTGTCGGCG GAGGTATTAG TGGETCTITGC
241 NTCCCTCAZCG CGCTTCCTAC TAAGCATCCT GATGCTGCTC CGRATTTAAT TOTGACCGAC
301 CCTAAQGATC GTGTTGEGRGSE CAACATTATC ACTCCTCAAG AGAATGGTTT TOTCTGGGAR
361 GAAGGTCCCA ATAGTTTTCA ACCGTCTGAT CCTATGECTCA CTATGGTEGET AGATAGTGST
421 TTGAAGGATG ATTTGETCTT GEGAGATCCT ACTGCECCRA GGTTTGTETT GTGGRATGGG
481 AAATTEAGZC CGETTCCATC GRAAGCTAACA GACTTACCGET TCTTTGATTT GATGAGTAT'T
541 GGTGGEAAGA TTAGAGCTGG TTTTGGTGCA CTTEGCATTC GACCGETCACC TCCACCTCET
6501 GAAGAATCTG TGGEAGGAGTT TGTACGGCGT AACCTIGGTS ATGAGGTTTT TGAGLGCCTA
661 ATTGAACCST TTTGTTCAGS TGTTTATGCT GGTIATCCTT CAAARACLUGAG CATGRAAGTA
721 GCETTTGGGA AGSTTTGEAA ACTAGAGCAA AATSGTCG2A GCATAATACS TGCTACTTTT
781 AAGSCAATTC AGCAGAGEAA AAMACCCTCCC AAGSCACAAC GAGACCCECS COTCCCAAAR
341 CCACAGGCCC AAACAGTTGE TTCTTTCAGG AAGZGACTTC GAATGTTGCC AGAASCAATA
901 TCTGCAAGAT TAGGTAGCAA AGTTAAGTTG TCTTGGRACC TCTCAGGTAT CACTAAGCTG
961 GAGAGUGGAG GATACRACTT AACATATGAG ACTCCAGATG GTTTAGTTTC CGTGLAGAGC
1021 AAAACTCTTG TAATGACGGT GCCATCTCAT GTTGCAAGTG GTCTCTTGCG CCCTOTTTOT
1081 GAATCTGCTG CARATGCACT CTCAAAACTA TATTACCCAC CAGTTCCAGC AGTATCTATC
1141  TCGETACCCGA RACGAAGCAAT CCGRACAGAA TGQTTTGATAG ATGGTGAACT AARAGGGTTTT
1201 GGGCAATTTSC ATCCACGCAC GUAAGGAGT GAAACATTAG GRACTATCTA CAGCICOTCA
2261 CTCITTCCAA ATCGCGTACC GUCCGGAAGA ATTITTGCTCT TGAACTACAT TGEUULGLTUD
1321  ACARACACDG GAATTCTGTC CRAGTCTGAA GUTCAGTTAG TGGAAGCAGT TGACAGAGAT
1381 TTGAGGAAAA TGUTAATTAA GCCTAATTCC ACCSATCCAC TTAAATTAGS AGTTAGGCTA
1441 TGGCCTCAAG CCATTCCTCA GTTTCTACTT GOTCACTTIC ATATCCTTGA CACCOCTAAR
1501 TCATCTCTAA CGTOTTCEGE CTACCGAACGGE CTATTTTTAEG CTGGCAATTA CGTCGCTCAT
1561 GTAGCCTTAG GCCGETETGT AGAACGCGCA TATCGAAACCG CGATTCAGGT CAACAAOTTC
1621 ATGTCACGGT ACGCTTACAA GTAAATOTAA AACATTAAAT CTOCCAGOTT GOGTGAGTITT
1681 TATTAAATAT TTTGAGATAT CCAAAAAAAR AAAAANAAA

Figura 3: Secuencia de aminoacidos de protoporfirindégeno oxidasa mitocondrial de Arabidopsis thaliana
(At5g14220-n.° de referencia NM_1214206) (SEQ ID NO: 3)

1 MASCGAVADHQIEAVSGHHEVAVYGATV I LARAYVILIERGLEVIVITIALGR
51 VOCKLRASVMONGL DWDECANIMTEAEREVGELLORG COTRIEQKE
101 RY IVRNGVEVM LY THREIELVTSEVLETOSKED [LLEFEL 4
101 BAFESVEEF EEUEVVIY LITDE
101 PEEFASLIVGRIRTHPAARCGEEERITE
151 PILCESLEHDTINLOSKVLSLEYNECSRQEIWE LI
2L AV IMEARLONVAEMEVMEGGD PF P LV BINYMILEY
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HOMMEPDROPSDVHLYTTF IGGSRY
TERPVSVNHYYWREAFPLYDSEYDS
-

PLEGFGVLT POKEDREGFETLGT L
SVGKSTASGCKAATLVTSYLESISN

QELARMSTOETEQUVT SDLORLLGY
VMBATDKMENTLPOFFYRIZTHRACL
DRKPNDEL

Figura 4: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno oxidasa mitocondrial de Arabidopsis thaliana oxidase

(At5gl4220-1." de referencia NM_121426) (SEQ ID NO: 4)

1

61
1z1
181
241
301
3ol
4z1
481
541
601
661
7zl
781
841
aCl1
g6l
1021
1081
1141
1201
12e1
1321
1381
1441
1501
1561
lezl
1681
1741
1801

Figura 5: Secuencia de aminodcidos de protoporfirinogeno oxidasa mitocondrial de Amaranthus tuberculatus

TTeCCGEICAr
COTCTGGA
COTAGGTGCA
TCTSACTGTG
TGETTIGATT
TTTACTTGAT
CTATATTGTC
ARGTAGTCTG
GAARAAGTCC
ACGUCATTIT
TGCTGCCTAC
GAARAGTTTT
TAAAAGTAGA
TTTIAAGGCG
GATCAATTTA
CTGCETCATTA
TGTRATTATC
ACCCTTTCAG
CACATTCACA
TALZGAGCRR
AGATCGTTCC
GRAACTAGCC
ACTETTGGSG
CCCETTGTAT
TCTACCTGSG
AGCATCAGET
CAACALMRCCA
GTAAACTTG
GATTCTCRTA
CTTETTGLAT
AGGATTGAAG

TEUTTCGAL
GCAGTAGCAG
GGETGTARAGTG
TTIGARGCTS
TGCCATCARG
GATCTTGGG

COCAATGETE
CTCTCTACCC
TOAARAGTCT
GGRCARGAGE
CCTGATTCCC
GGCTCTATTA
GATACRAARAGR
GGAATGCAGA
GACTCCAAGE
TCETGETGTTT
RCGGCTCCTC
CTARACTTTC
AAGGAGAAAG
AAGCATGETT
CCTAGTGACG
AAAGCTTCCA
GTTGAAGGTG
GACAGCAGCT
TTCTTCTATG
TGCAARGCAG
MATGACAGCT
TAARAATGCAA
AGGCTCACTA
CACTGCETRTG
RATCTTTARA

TGETCAGAGA
ATCATCRAAT
GACTTGCEEC
ATGGAAGAGT
CAGCAARCAC
TTCGTGAGAR
TACCTETEAT
AATCTAAGTT
CAGATGCATC
TTGTTGALTA
TITCAATGAMN
TAGTCEGETGC
GTTCTCCTGE
TTCTTCCTGA
TACTCTCTTT
CGTATAATGA
TGTGLAATGT
TCCCCGAGAT
TARAGAGACC
TCAARACTCT
TTCATCTATR
CTGACGAATT
AACCCGTSTC
ATGACTCAGT
CAGCTAATCA
CTEACCTTGT
TATAACATTG
CARGCCGLCG
ATTCCAGRAT
GTUTGTCIAG
AC

(n.° de referencia DQ 386117) (SEQ ID NO:3)
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Figura 6: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno oxidasa mitocondrial de Amaranithus tuberculatus

TITIGACTCT
TCAAGCGCTIT
GGCTTACARG
AGGTGGGARG
CATCACTGAG
ACAACAATTT
GCTACCTACC
TCARATCTTIG
TGCTGAAGAA
TCTCATCGAC
GCATTCTTTC
AATCAGAACA
CACAAAALAG
TACGYTEIGEC
GTCTTACAAT
AACGCAGAGA
GARGGAGATG
TAATTACATC
TCTTGAAGGC
ASGTACACTT
TACRACTTTT
AARDDCARGTT
TETCAACCAT
CATGGAAGUA
TCGAGGGEGEG
GATCTCATAC
TCAAGGTTCG
TSCOATTAGC
AARCTATTTA
GTAGAAGRAT

GAATTETTGE
TCAGCAALDA
TTGAAATCGA
TTGAGARAGTS
GCTGAGCCAL
CCAATTTCAC
BATCCCATAG
TTGGAACCA'T
AGTGTAACCG
CCTTTTETIG
CCAGATCTCT
AAGTTTCCTC
GGTTCGCETE
AAAAGTCTCT
TCTGGATCAL
CAAAACCCCC
BAGGTTATGA
CCCCTCTCGG
TTTGGEGTAC
TTTTCATCAA
ATTGGTGGGA
GIGACTTOTG
TACTATTGGA
ATTGACAAGA
CTCTCISTTG
CTGGAGTCIT
TCCCTITTTR
CAACAACTCA
TOTATTGTTT
ATGATRGGGT

MVIQSITHLSPNLALPSPLSVSTKNYPVAVMEGN IS EREEPTSAKRVAVVG
AGVSGLAAAYKLESHGLSVT LFEADSRAGEELETVRXDGF IWDEGANTMT
ESEAEVSSLIDDLGLREKQQLPISQNKRYIARAGLPVLLPSNPAALLTSN
ILSAKSKLOIMLEPFLWRKENATELSDERVZSVGESFEREFGREFVDYY
IDPFVAGTCGGDPQSLEMITITF PEVWNI EKRFGSVFAGLIQSTLLEEKER
GEENASTEXPRVRGSFSFOGGMQTLVDTMCEQLGEDELKLOCEVLELEYN
QEGIPSLGNWSVSSMSNNTSEDQSYDAVVVTAP LRNVEEME IMEFGNPFS
LDFIPEVIYVPLSVMITAFKEKDKVERPLECFCGVLIPSEEHNGLETLCTL

FSSMMFPDRAPSDMCLETTFVGGSRINRELA
TELEPSFVNHLFWSNAF PLYGHNY USVLRAIDKME KDL PG F FYAGNEKGS

STDELRQIVSSDLOCLLG

o b

LEVEKAMASGCKAAELV ISYLDSHIYVEMDEXKTA

(n.° de referencia DQ386117) (SEQ ID NO: 6)

'~

AGATBAECAAT
GACTOGCARLT
GEGETTTEAN
TTATGCARARRA
ARZTTGGGAL
ACAAAARDCC
AGCTGGETCAC
TTITTATGZAA
AGTTCTTTCA
GTGGAACAAG
GGARTGETAGA
CTAMAGCTGG
GGTCATTCTC
CATATGATGA
GACZAGGASAA
ATTATGATGC
ARGGRAGGRCA
TTTTAATCAC
TCATTCCATC
TGATETTTCC
GTAGGARCCA
ACOTTCAGCG
GGAAAGCATT
TGGAGAATGA
CCAAATCAAT
GCTCAARTGA
TCACTTACTT
GCRAARCCCA
GETCTETTIT
GAGGGATTTT

ATGCTARTTC AATCUATTAY COACCTTICA CORAMCCTTIO CATTIECTATD OLCATTOTINA
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1 GTTTCAACCA AGAACTACCC AGTAGCTOTA ATSGECAACA TTTOTGAGCS CGGAAGAACCT
121 ACTTOTGOTA ARAGGETTGS TGTTETTGGT GCOTGGAGTTA GTGEACTTGC TGCTGLATAT
181 AAGCTAAAAT CCCATGUITT GAGIGIGACA TTSTTTGRAC CTGRATTUTAG AGUTGSAGEC
241  RARCTTARAA CTOTTAAAAA ACATCUTTIC ATITTICCGATS ACGUGGUAAL TAUTATGACA
301 GRRBAGTGAGE CAGAGGTICOTC GAGTTTGATC GATGATCITG QCOITCITGA CAAGLAACAC
361 TTGCCARTTT CACARMATARA AAGATACATA GCTAGAGCCG GICTTCLTGT GCTACTACCT
L2271  TCRAATCOCS CTOOACTACT CACCACCANT ATCCTTTCAG CAAAATUAAL COTCCAAATY
¢81 ATETTGGAAC CATITCTCTG GAGAAAACAD AATGCTACTG AACTTTCTGA TGAGCATCIT
541 CAGCARACCG CTGOTGAATT TTTTSACCGE CATTTTGRGA AAGAGTTITGT TSATTATGTT
601 ATTGACCCTT TTIGTTGCGEE TACATGTGGET GGAGATCCTC AATCGCTITTC CATGCACCAT
601 ACATTTCCAG AAGTATGGAA TATTGAAAAA AGCTTTGGLT CTCTCTITCC COCACTAATT
721 CAATCAACAT TGTTATCOTAZ GAAGGRAAAG GGTGGAGARAA ATGCTTCTAT TRAGARGCCT
781 COTCTACGTC GTTCATTTTC ATTTCAAGGT GGAATHCAGA CACUTTGTTGR CACRATGTEC
841  AAACAGCTTC QICAAGATGA ACTCAARCTC CAGTGTCAGG TGECTGTCCTT GTCATNIAAC
01 CAGAAGGEGA TCCCCTCACT AGGGAATTGE TCAGTOTCOTT CTATOTCOARA TAATACCACT
961 GAAGATCAAT CTTATGATGC TGUGGIIELT AUTGCTCCAA TTCGCAATGT CRARGAAATG

1021 AAGATTATGA AATTTGCGAAA TCCATTTTCA CTIGACTTTA DMICCAGAGGT GACETACGTA
1081 CCOCTTTOCG TTATGATTAD TOCATTCAZA AADCATAAAC TCAAGAGACC TUTTGAGGCCEC
1141 TTCEGRAGTTC TTATCCOCTC TAARGAGCAA CRTAATGEAC TEAAGACTCT TGGTACTTTA
1202 TOTTCCTOCA TOATSTITCC TCATCCTECT CCATCTCACA TCTGTCTCLL TACTACATIT
1261 GTCEGAGGAA GCAGAAATAG AARACTTECA AACGCTTCAA CGGATGALTT CAACCAAATA
1321 GTTTUPTCTE ACCUTCAGCRE GUTGTTGGEC ADTGAGGACLG AACCTTCATT TGTCAATCAT
1381 CQTOTTTTGRR GUAACGCATT CCCATIGTAT GGACACAATT ACGATTCTEL TITHAGRGIC
1447 2TRAGACAAGA TOGAAAAGCA TCTTOUTGEA TTTITTTTATG CAGCTAACCA TAACGETGCA
1507 CMPTCRGTORE GARMAGOGAT GARCCTCOGGA TACAAGGCTG CGGAACTTGET AATATCOTAT
1561 CTCGGACTOTC ATATATACGT GARGATECAT GAGLAAGATCG CGTAA

Figura 7: Secuencia de aminoacidos de protoporfirindgeno IX oxidasa plastidial de Solanum tuberosum
(n.° de referencia AJ225107) (SEQ ID NO: 7)

L MITLAVANHPS LA SPLESPRISESS PO FLFLNRTNFIPYFSTSXENS
51 UNCNCWRTRCSVAKDYTVREEREVIGN JFPELDCVVVCAGT SGLOTAXVIS
101 ANYENLMVTEARDRAGSNTITTYERLRGY LW ECPNGFL ISDPMLIMAYDCG
151 LEDDLVLGUPDARRFYLMKDKLRFVFERLTDLRFFDLMEI PSELRAGFGA
201 ICLRPSPPGYEESVIQFVRRNLGAEYFERLIEPFCSCVYAGIT SKLIMKA
£51 AFCKYWELFEOTACST TG FRA T KERGENPESPRIPRLPTPRGOTYEAFR
301 KGLRMLPDAICERLGSEVALSWE LSS ITRIERGEYLLTYETPEGVVELRE
351 RETUMTVPEYYASNTIRPLSVAARDALSSHYVPPVAATTTAVRORATRIE
401 RLVODGELEGFGQLIPRESGVETLGTIVSSSLFPRRARNCEVLLLNY IGGA
451 TNTEIVSKTESOLVEAVDRDLEEMLIKPHAQDPFYTEVRVWPLAI POFLY
§01 GHLDTLGTAKTALSDNGLOGLFLGGNYVSEVALERCVEGRYEIASEVTGE
551 LSQYAYK

Figura 8: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno IX oxidasa plastidial de Selanunt fuberostin
(n.° de referencia AJ225107) (SEQ ID NO: 8)

ATGRCAACAACGGOCGTCGCCAACUATCOTAGUAT T TCACTC Al CORTIGUCGITEICETCGUCATLETICTCCrCoT
CATCGCCCTCATTT I IATTT TTARACCGTRCGAAT T TCAT TCCTTACTTTPICACCT CORAGCGURAT AGTUTCART TG
TOBACSAIART CAGTICCCU
GAGCTCCATTETGTGETAGT TGGAGCAGGRAT TACTGGA T TG AT TGO TARGETAATTTCEGOTAATTATCCCAATT
TEATGUTCACGSAGECEAGEEATCOTCCOBGTOCAAACRTAACCGACCHTEGAARGAGATUCA TALTTATGGGAAGAALS
POCTAALAGTTTCCAGCCTTCGGATCOTATGT TGA R AT SC TG T RGAT TR TGGAT TGAAGGRTGAT T THGTETTCGEA
CATOCTCATGCSCUTCECT T TE T TTOTEEARGGAT AR M TARGECC T AT T N CHEGCAASCTCAC TEATCTTCCCTTCT
CTGAMLGATGAGTA N CCCTEGCAAGUTCAGAG O TGGTTT TRE TR CATI ML CTTE RO NI TUACCTCCAGSTT AL GA
SGANTCACTTERGCACTTCETECOTOSTARTUTTERTCUAG ARG Y THR AT TR PTAAACCATT P EUTOTGET
GTTTACOCCGRICALC LTI ANAATTGATTATGANAGSE WBETETOGAAGITARG JLE
GUATTATTCOASCARCTTTTRAARGCAAT TAAGS 2
ACCAARAGGACAARCTOTTECATCAT T T AGGARTCT AT
AALGTARARDTATOATSCAMGCTTTOTAGCAT TAD AAAGT TR ZAALAN
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AAGGAGT

CUTATTCGTGATGAGTG
CACTAGCAACAATATANTACTTCATCA
AGGAGCAACARAT
CTTATARAACCCAARCCACRACATCCOCTTTCT TACGEGTATCCCACTATCGCCACARGCTATCCCACAGT TTTTGGTCG
ATAATGGECTTCACGGECTATTUCTTGLEGETAATTA

GACATCTGGATACACTA
AAGCTGUTTATGAAATAGCATCTGAGCTAALTGGATTTCTATOTCAG

GTGTCTGETGTAGCATTGECAAGETGTETIC
TATCCATAUARANTEA

w

fgtt)

TTTCTLTS
TTCGGTCGCTGCAGCAGATGCA

AT N

AlLirann

COAAGT

GOTACTECAAR

CCGRAGT
CTTTCAASTITCTACTAT
LUCTGETTEATEETGRACTARAGEGAT TTH
AT
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Figura 9: Secuencia de aminodcidos de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de
Solanum tuberosum StmPPX1 (SEQ ID NO: 9)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
481

501

MAPSAGEDKQ
KLRSLSQDGL
LARNGTPTLIP
SVSCFFQRHF
GSVIVEAIRS
NDLEEDELRL
IMTAPLCDVK
EGFGVLVEPSE
LAKASHTELEK
DAIDKMEKNL
KNHR

NCPERVAVIC
IWDEGANTMT
SNPIDLIXSHN
GREVVDYLID
KLSPIKEXKD
NSRVLELSCS
GMEIAKRGNP
EQKHGLKTLG
BIVTSDLEQL

GLFYAGNHK

AGVGGLRAAAY
ESEGDVIFLL
FLSTGSKLOM
PFVAGTCGED
GPPETSVNEE
CEGNSATDSW
FLINFIREWVD
TLFSSVMMFED
LGAEGEPTYV
GGLSVGEALS

ELXTEGLDYVT
DSLELREKQQ
LEFEPLLWENK
DPDSLSMHLSF
HQRGSFSFLG
SIFSASPHER
YVPLSVYITT
RAPNEVYLYT
NHVCWEKAFF
SCCNARDLY L

VEIAEGRAGT
FPLSONKRY

KLTKVSDEHE
PELWNLEXER
GMOTLTDAIC
QAEEDSFOAV
FEEESVEAFL
TEVGGSRNRE
LYSHVYDSVL
SYLEAVETOT

Figura 10: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de
Solanum fuberosum StmPPX1 (SEQ ID NO: 10)

ATGGULICCAT
CCTCCCCTCA
GTATTCUCAAG
ATATGECATG
GATTCCOTTG
GCCAGARATG
TTTCTTTCCA
DAGCTTACHA
GGABAGCEAGG
COTGARTCOGE
GEOTCALTCA
GGACCACCCA
QCARTGCAMA
AACTCTAGRG
TCAANTTTTIT
ATTATCGACCG
TTTCTECTCA
TTTAAGANGG
GAGCAARAAC
CGTCGCACCCA
CTCGCGRARG
TTGEGTGCTG
TTGETACGGGC
CCTGGATTAT
TCTGGATGTA
AARRLCTATA
GTTTAALTTC

LE

CTGCCGGAGA
CTGGACTTICC
CAGAAGGGAG
ARGGCGCAAR
GACTCCGAGA
GTACTCCTAC
CTGGRTCAAR
AGGTGTCTGA
TTGTTGACTA
TTTCAATGCA
TAGZITGGESC
AAACTTCAGT
CACTTACTGA
TTCTCGANTT
CTECCTCACC
CCCCTCTCTS
ACTTTATTCC
AGAGTGTAAA
ATGGTCTGAA
ACAATGTCTA
CCTCGAGGAD
AGGGAGAGCT
ATARCTATGA
TCTATHCAGS
ATGCAGCAGA
GGTGARATCT
ATUACLAGEA

AGATRARCAN
TGCACCATAC
AGCTCGAGGG
TACTATGACT
AAARCANCAA
TCTGATACCT
GCTTCAGATG
CGAACACGAA
TCTAATTGAT
COTTTCGTTT
ARTTUGATOC
AARTARCLAC
CGCAATATCC
ATCTTGTAGT
ACACAACCGG
TGACGTTAMAG
TCGACGTTGAT
GCATCCTCTT
GACATTAGGT
TCTCTATACT
TGAGCTGRAR
ARCATATST

TTCAGTCCTC
TARUCACAAG
TCTTGTTATA
ATTCYCTCAT

GUAACTTTAA

RATTGTCCCA
MAGTTEARAA
AZGTTACGRA
GARAGTGAAG
TITCCACTTT
TCAAATCCAA
CTTTTZGACC
AGTGTOAGTG
CCTTTTCTIC
CCACAGTTGT
ARGTTATCAC
CACCAGCUEC
AATGATCTCA
TETAGTGGEG
CAAGCAGARG
GCTATGAACA
TATGTACCAC
GAGGGTTTTG
ACCOTCTTOT
ACATTTGTTG
GAGATAGTAA
RATCATCTAT
GRTGCAATTG
GEAGGATTGT
TCATATCTTG
GUAGUTTGCT

CETGUAGCCA

AGAGAGTTGC
TTCATGGCTT
GCCTCACTCA
GTGATGTCAC
CACAGRACAR
TTEACCTCAT
CTCTTTTCTG
GATTCTTCCA
CTGCARCGTS
GGAATTTAGA
CTATARRGG
GETOOTTTT
AAGIACATGA
ACTOTCECGAC
AAGATTICATT
TOGCTAMGAS
TATCTCTTGT
GAGTGUITGT
CTTCTATGAT
GTGGARGCCS
CTTOTGACCT
GCTGGAGTAA
ACAAAATGUA
CAGTTEGCAA
ARGCCETTTC
GTTCTTTGTT
GTGACGECA

GOETGCTADTOTTEA

CCTATGTAGCAAGCARCATATTACGCICT
CCCCAGTAGCAGCAGTGACANTTTCATATCCTCAAGAG
GCATCCACGTTCACAGEGAGTGGARA
WOTACATTGS

AGTCATTGGT
GGATCTCACA
ACATCGCCTA
ATTTTTGCTT
GCGCTARCATT
CAAAMCCAAC
GARGAATAAR
GCGTIATTTT
TOCTGCTGAT
GAAAAGGTTT
AARGAAACAHR
ATTTTTGELGET
ACTTACGCTA
AGATAGCTGGE
TGATGCTGTA
AGGAMATCCA
TATAACCACA
ACCTTCCGAG
GTTTCCACAT
AAATARGAGRA
TAAGUAGTTG
AGCATTTCCG
GAAARATCTT
AGCACTATCT
AACGGACACC
CCACAZAATC

Figura 11: Secuencia de aminoacidos de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de Zea mays
(n.° de referencia AF218052) (SEQ ID NO: 11)
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LVYSVEAKESYIMTI PSYVASNILRELSED
ABDALSEFYY PPVAAVTVEY FFEAIREECLIDCELQGFEOLHPREQGVET
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Figura 12: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno IX oxidasa de Zea mays
(n.° de referencia AF218052) (SEQ ID NO: 12))

1 ATEGETIGOCE CCACAGCCRC COCCATGGCC ACCGCTGCAT CGCOGCTACT
51 CGAATACCTS CGLGLUTCCS CCATCGAGGA CTCAGUGTSC GUTGCGOTEC
121 QGQGOGCZEGCCE AGGCACCIGT ATCCACTCOC 30GLEGATST CCOGCACGACTC
181 SGCGGAGGCA TCACTSGCCT CTCCACCGCG CAGCCCCTOG CCACGCOoCA
241  GACGTECTITG TCACGGAGGC CLGUGCLCGC JCCGBCGGCA ACATTACCAC
3101 CCCCASGAAG COTACCTOTC COAGCAGGGT ZCCAACAGCT TCCACCCCTC
361 CTCACCATGG CCGTRGACACZ CGGACTZARG GATGACTTGG TTTTTGGGGA
121  CCBCGLITCG TGCTETGGGA GEGGAASCTG AGGCCCETEC CATCCARGCC
481 CCQTTOTTCC ATCTCATGAG CATCCCAGGG AMGCUTCAGGG CCGGTCTALG
541 ATCCGICCEC CTCCTCCACS CLGCGARGAG TCAGTEGAGS ACTTLGTGCS
501 GETGCIGAGE TCTTTGAGCS CCTCATICAG CCTTTCTGCT CAGGTGTCTA
561 CCTTCTAAGC TCAGCATGAR GECTGCATTT GGGAAGGTTT GGUEGTTEGA
721 GCTAGTATTA TTGEIGGAAC CATCAAZACA ATTCAZOACA COAGCAMZAR
781 CCOGAGSGATG CCCGCCTTCC GRAGCCAAAR GGGCAGACAG TTGCATCTTT
841 OTTGCCATGC TTCCAALATGC CATTACATCC AGCTT3IGGTA GTARAGTCAA
901  AAACTCACGA GCATTACAAR ATCAGATCAC AAGGGATATC TTTTGGAGTA
961 CAAGGGCTTG TTTCGGTGCA GGCTARAAGT STTATIATGA CTATTCCATC
1021  AGCAACATTT TGCGICCACT TTCAAGCGAT GCTGCAGATG CTCTATCAAS
1081 CCACCGCTTG CTGCTCTAAC TCTTTCCTAT CCAMACGAAG CAATTEGAAR
1141  ATTGATGGEGG AACTCCAGGEG CTTTGGOCAG TTGCATCCOAC GTAGTCAAGG
1201  TTAGGRACAA TATACAGITC CTCACTCTTT CCARATCGTS CTCCTGACGS
1261 CTTCTARARACT ACATAGGACG TGCTACAAAC ACAGGAATTG TITTCCLAGAC
1321 CTGGTCGAAG CAGTTGACCG TGACCTCCGA AAAATGCTTA TAAATTCTAC
381  COTTTAGTCC TTEETGTTCS AGTTTGGCCA CAAGCIATAC CTCAGTTCOOT
1441 CTTCATCTTC TGEAAGCCGC AAAARGCTGCC CTGGACCGAG GTHGCTAUGA
1301 CTAGGAGGGA ACIATGTUGC AGGAGTTGCC CTGGGTAGAT GUGTTCAGCG
1561 AQTCCCTCSC AAATATCTGA CTTCTTGACC RAGTATCCCT ACAAGTSEA

CAACGGGRCC
TGTEGCEEEE
CGTCGTGETG
COCCETCCGE
CGTCGAGCGC
CGACCCCGTT
CCCARACGCG
CGCCGACCTC
CGCECTTGEC
CCCCARCCTC
TGCTGGTIGAT
AGARACTIGGA
TCCAAMACCA
CRGGAAZGCT
ACTATCATGG
TGAAACGCCA
ATATGTTGCT
ATTCTATTAT
AGAATGCTTA
AGTTSAGACA
TAGGGTETTE
TCAARGTGAG
AGCAGTGGAC
GGTAGGACAT
CEEECTEITE
COCCTAICAA

Figura 13: Secuencia de aminoacidos de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de Zea mays
(n.° de referencia AF273767) (SEQ ID NO: 13)
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MLALTASASSASSHPYREASAHTRR PRLRAVLAMAGS DD PRAAPARSVAY
VGAGVSCLAARYRLROSGVNVTVFEAADRAGCK I RTNSECCFVWDEGANT
MTEGEWZASRLIDDLGLODKOY PUSCHERY TVEDGAPALIPSDRPTSLMK
SOVLETKSKIALFFEPFLYRKANTRNSGKVSEER  SRSVESFORREFGRE
VVDYPVDPFVAGTSAGDEFESLSIRAAF DA LWNLERKY GEVIVGAILSKLA
AKGDPVKTRHDSSGKRRNREVSF SFHEGMOSL INALHNEVEDDNVELGTE
VLULACTFLGY PALGRAS I SVDSKISEDEDLASNQTFOAY IMTAPLSNVR
RMKPTEGGAPYYVL DFLEEMSYLPLSLMYTAFKEDOVKKPLEGFCVLI PYK
EQORKHGLETLGT L s SMMFFDRAPDDOY LY T T VGGSHNRELAGAPTSIL
EQLVISDLE ALLGVEG)PT A VEKHVYWENAFPLYGHDY SEVLEATERMEEN
LRQFFYACNSE DO LAVGSV T ASCSKARDLATSYLECHTKHNNSH
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Figura 14: Secuencia nucleotida de protoporfirinogeno IX oxidasa de Zea mays
(n.° de referencia AF273767) (SEQ ID NO: 14)
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CTCTCCTRLC
CARATGCTICG
TCCGCECACA
COCCOTGUAG
GCGGCETACA
GCGGGRAGEAR
ACCRTGACAG
AAACAGCACT
CTGATTCCTT
ATTGCGTTAT
CTCTCTGAGG
GAAGTTGTTC
TCACTATCTA
CTTATTGTITC
CATGATTCA
CAGTCACTARA
GARGTGTTGT
TCTGTTGATT
GTTATAATGA
CCGGTIGTTC
GCTTTTAAGA
AAGGRACAGC
CCAGATCGRG
AGAGATCTTG
AAACTCTTGE
TTTCCTTTIGT
MACCTTCCAG
ATACCTTCAC
CATAATAATT
CAGTTCATGT
TATTAARCCCT
GGTTARARAC
GACACTTGAT
GTGTAATATT
T

PICACCTICA
CITTGAZTGET
CTCETCGLCC
CGICCETCAG
CUCTCAGACA
AGATACGGAC
ABGGTCAATG
ATCCTAADTC
CCGATCCTAT
TTTTTGAMNCC
ACCACTTSGAG
ACTATTTTGT
TTCGETCATGC
CTCCCATCTT
CAGGGAAAAG
TAARTGCACT
CRTPGGCATG
CEAAGGATAG
CAGCTCCATT
TTGACTTITCT
ACGATGATC

ABARARACATGCG
CTCCTGRTGA
CTGEAGUTCC
GCGTRAGAGES
ATGECCATGA
GETTCTTCTA
GAACCARGCC
CACRTTGRAAA
ACRCTAGAAA
TCETTGRACE
TATTATGGCG
GLTICGARATA
TGCCTATTCT

CGACRACAAG
CTCAGCUTCA
CCGCCTACET
ATCGETCGIC
CAGCGCCETE
CAATTCCGAG
GGAGGCCAGT
CCAACACAAG
TTCCGCTANTG
ATTTCTCTAC
GAGAGTGIV
TGATCCATTT
ATTCCCAGCA
CTCTARGOTA
AAGGAATAG!
TCRACAATGAA
TACATTTGAT
CGGTGACRAG
GTCAAATCTC
TCCTARGATG
CAAGABRCCT
TCTGARAACC
CCAATATTTA
ARCGTCRATTY
GCAARCCRALT
TTATAGTTCT
COCAGGAAAT
TSCTCAZCTT
GTGTCIGACC
CCGATGCGTT
TCZCACCAGAA
GCCCGAAATGET
CATTTARATT
GATTTTAGCA

CAANICCTCA
TeCGCTTUGT
GCEGTCCTCC
GTOGTCGGEEE
RACCTAACOC
GGOGEETITG
AGRCTGATTG
CGTTACALTG
AAAACCACTO
RAGAARGCTA
GGEAGCTTCT
GTACCTGOUAN
TTETESARTT
CSCAGCTAMRG
CCAGTGTCCT
GTTGGAGATG
GGAGTTCCTG
GACCTTGCTA
COGAGGATCA
GATTATCTRC
CTGGAAGGAT
CTIGGCACTC
TATACRACAT
CTEARACAAC
TTTGTCAAGCC
GTATTGGAAG
AGCAACGGATG
SCANTCTCAT
TATCCTCTAG
GCAGTTTCAG
RGGTAGTCAC
TCCTTTTTGET
TGTTGRAATTG
GTAGTCTTGG

TECAGTTICCA
CCCATCCIIA
CGATGGLGGE
CCBGEGTCAG
TOITCCAACT
TCTGGOATCA
ATGATCTTCE
TCRAAGATGE
TTCTTTCCAC
BACRCAAGRAR
GTGAACGLCA
CAACTCCAGG
TOCAMAGARAA
GTGATCCAGT
TTTCATTTCA
ATAATGTCAA
CARCTAGECRG
GTARCCARAC
AGTTCACCAN
CACTATCTCT
TIGGEETCLIT
TCTTTTCCTC
TTGTTGCGEGGE
TTGTGACCTC
ATGTATACTG
CTATAGRARR
GGCTTGOTGT
ATCTTCAATC
CAGTTGTCGA
AACATCTTCA
ATGTETARGT
TTTCCTCACA
TTTGAGAACA
CCAGATTATG

AACCOTRACT
TCGLCACGECOC
CTCCOGALGRC
CEGEECTCGlG
COCCGACAGS
ACCACCTARC
TOTACAAGAD
AGCACCAGTA
MAANTCRAAC
CTCTGCAAAR
CTTTIGGAAGA
AGATCCAGAG
GTATGGTTCA
ARRGACARGA
TGGTGGAATG
GETTGOTACA
GTGETCRATT
CIMIGATGCT
AGCTCGAGCT
CATCETGACT
BATACCTTAC
AATGATGTTC
TAGCCACAAT
TUACCTTARA
CCCRARTCCT
GATGGAGAAR
TGGAAGTGTT
TCACACCAAG
CAARTTTCTC
CTTCTTCAGA
GGGARPATGA
ACTCGCCTAC
CATGCGTGAC
CITTTACGCCT

Figura 15; Secuencia de aminoacidos de protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de Oryza sativa
(Os01g0286600 - n.” de referencia NM_001049312) (SEQ ID NO: 15)

1 MAAAAAAMATATSATAAPPLRIRDAARRTRERGHVRCAVASGAARAPAAT
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CARVSADCVVVGGGT SCLOTAQALATKHAVGDVLVTEARARPGGN TTTAE
RACEGYLWEEGPNST P SNPYLIMAVDSGLERDLVFEDPNAPRFVLWEGK
LRPYPSKPEDLPFIDLMS L PGRLAACGLGALGVRAR P PGREESVEDFYREN
LGAEVFERLIEPFCSGVYAGDPSKLSYMEAAFGKVWRLEDTGGS TIGGTIK
T OERGENPK PRREPRLPTPRGOTVASFREGLTML PRAI TSRLGSKVELS
WKLTSITKSONKGYALYYETPEGVY SVQAKTYVHT IPSYVASDILRPLGS
DARDATLSIFYYPPVAAVTVAYPERA TREEC L TDGELOGFGOTHPREQGVE
TLETTYSSSLFPNRAPAGRVLLLNY IGGSTNTGIVSKTES ELVEAVDRDL,
REML TNPEAVDPLVLOVRVH POATPOF LIGHLDHLERAKS AT GRGGY NG
FLEGNYVAGVALGRCVEGAYESASQOTSDVLTEYAYK

Figura 16: Secuencia nucleodtida de protoporfirindégeno IX oxidasa de Oryza sativa
(050120286600 - n.° de referencia NM_001049312) (SEQ ID NO: 16)
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CCECATTOGC
CAGCGGCGCG
COTCCECEGL
CGECGACETE
CCSCGLCEGEC
CGICCTCACC
CGOGCOGIGE
CCTGCCETTC
CGECETTOCA
COTCEGEGROG
TGATCCTTCA
TGEAGGTAGC
ACCGCCGAGS
GGETCIGACT
ATCGAACTTG
ACCAGRAGEG
TGCTASTGAT
TTATCCACCA
CTTAATTCAC
GACTTTAGGA
GTTACTTCTG
TGAGCTGETA
GGACCCTTTG
CCATCTTGAT
GTTCCTCGGA
TGAGAGTGCC
GGLCTECTCC
TTTTTATCCT
TOCATAATAG
ATGATCTTGET

ES 2 688 285 T3

GATGCCEUGA
GCCGAGGCGT
GGCATCAGCG
CTCCTCACES
GAGGGCTACT
ATGECCGETGE
TTCGTGCTET
TTCGACCTCA
GCGCCACCTC
GAGETCTITTG
ARGCTCAGTA
ATTATTGGTG
GATCCCCGCC
ATGCTCICEG
ACAAGCATTA
GTGCTCTCCEG
ATCTTGCGEC
GTTECTGOTG
GGAGAGCTCC
ACAATATATA
ARCTACATAG
GRAGCAGTTIG
GTCCTTGELG
CATCTTGAGG
GGEGARCTALG
TCACAAATAT
TTTTGGCACA
GATTCTAATT
TTCTTCAGAT
AAGTACTACT

GGAGGACCCG
CCGCGECGEC
GGCTCTGCAC
AGGCLCHCnC
TCTEEGAGEA
ACAGCGGGECT
GEGAGGGEEAA
TGAGCATCCC
CAGGGCGETEA
AGBCCCCTCAT
"GAAGGCTGC
GARACCATCAA
TTCCARCGC
ATGCTATTAC
TRARGTCAGA
TGCAAGCTRAA
CACTTTCAAG
TRACTGTTTC
AGGETTTCEG
GCTCATCACT
GAGGTTCTAC
ACCETGACCT
TCCCGGETATG
CTGCARRATC
TTGECAGGAET
CTCACTACTT
TAGATGTGARG
AGTTAGAATT
TTCAGCCATT
AAGRACAART

CCEACGCEOC
CGGGGCGLGE
CGLGCAGGCE
CCaCCCeasl
GGEGGCCCAAT
CAAGGACGAT
CCTAACGOCC
CGGCAAGCTC
GGAGTCGGRTG
TCAGCCTTTC
ATTTGOGRAG
AACRATCCAG
AARGGGGCAG
ATCTAGETTC
CAACAAAGGA
BACTGTTGTC
TGATGCAGCA
ATATCCARAR
CCAGCTGCAT
CTTTCCAAAT
RAATACAGGG
CAGGARGATG
GCCACRAGOC
TGCCOTGGGC
TGCCCTGGGEC
GACCAAGTAC
SCTTCTAGE

TAGAATTGTA
CAATTTGTGC
CANTTATATT

CACCT2CGLT
GTETCGGCAG
CTGGCCACAR
GGUAACATCA
AGCTTCCAGC
CTCGTGTTCS
GTGCCCTCCA
AGGCCCGEGCC
GAGGACTTCG
TGCTCAGGTG
GTOTGGAGCET
GAGAGGGGGA
ACAGTTGCAT
GGTAGCAAAG
TATGCATTAG
ATGACCATCC
GATGCTCTGT
GAMGCAATTA
CCGCGTAGTC
CGTCCTC!
ATTGTTTCCA
CTGATAAATC
ATACCACALT
ARACGTGGRTT
CGATGUGTTE
GCCTACAAGT
GCAARAATTT
GAGGAATGTT
AGCCRTTTAL
TPCCTGC

GOGCTERTCEC
ACTGCGTCGT
AGCACGGCET
CCACCECCS
CTTCCGACCE
GGGRCCCCAR
AZCCCOGLEA
TTGGCGCGCT
TGCGGCGCAR
GTATGCTCE
TGGAGGATAC
ARRACCCCAA
CTTTCAGGAA
TCARACTTTC
TGTATGAARC
CATCATATET
CAATATTCTA
GAAAAGAATG
AGGGAGTTGA
CTGGAAGGG
AGACTGAAAG
CTARRGCAGT
TCCLCATTSE
ATGATGGATT
ARGGTGCATA
GATCAAAGTT
CATGCGCATC
CCATTTGCAG
TATATGTAG

Figura 17: Secuencia de aminoacidos de una protoporfirinégeno IX oxidasa mitocondrial prevista de
Oryza sativa (Os04g0490000 prevista) (SEQ ID NO: 17)

MLSPATTFSSEESS5SPSRAHARADIRFAVAASARAARFRPARAMAAS DD
PRGGRSVAVVGAGVSGLAAAYRLRKRGVOVIVEF EAADRAGGKIRTNSEGS
FIWDRGANTMTFSELFASRI IDDTSTGK)OY PNSQHERY TVEDGAPTLY
PODPTALMESTVLOSTKOKLELFLEDFLYEKSSRRISCKVSDEILSESVAS
FFRRHFIKFVVDYLIDPFVAGL SGGDFESLS IRHAF PALWNLERKYGEVT
ACATILSKLATKGEDEVKTGGASPGKGRNKRY SFSFHGGMQST TDALHNREV:
DONVETGTREVLESLACCORGYSESGOWS 1 SVDSKDAKGEDLRENQEFDAVL
MIAPLSNVORMEFTKGEVPFVLDFLPEVDYLPLSLMVTANEKEDVEKPLE
GFGALIPYKEQZIHGLKTLGTLF SSMMF PDRAPNDOYLYTSFIGESHNRD
451 LAGAPTAILKQLVTSDLRKLLEVEGOPTFVEHVHWENAFPLYGONY LDLVL
501 FAIAKMENNLPGFFYAGNNXDCLAVGNVIASGSKAADLVISYLESCTDCD
551 N
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Figura 18: Secuencia nucledtida de una protoporfirindgeno IX oxidasa prevista de Oryza saliva
(0s04g0490000 prevista) (SEQ ID NO: 18)

1 COATCCGARS GACGAACTCD GUACAAGACA ACARGTAAAT CCCOCATTCAT

&l SARICCT AR TOOUCTOCTOOOR CCADQTTODD OTOOTOOTOC TOCTS

21 CE0G COOGOTOCCE CCORCIOED GUETGCAGTA LICG
igl r POUAOAITATGE COCIODNCICA QGAIDCTICC QLCOss,
241 COTOGECGELN QECGETTACTD ;
Nt =y AT PLUCAGGITS
381 MGG : 3 i3
427 AOCOTIAGIAG BOBRGOMGTAY COPRACT AL
4871 AACBORAGCG T CARCCAACATY CRTTOCOTIA CATCCCAT

53

AGUTATCCAAR
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1741
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CGUTCATGAA
TTCTCTATGA
ACACTSITGC
ATCCATTTGT
TTCCAGCATT
CCAAADTATC
GGAATAAACG
ACRRTGAAGT
GUTGTEATGS
ARGGGAAAGA
CTAATGTCCA
CTAAGHFTCGA
ARAAACCATT
TCAARACCC
AATATCTATA
COCCTATTOT
ARCCTACTTT
ATGATCTGGT
CAGGAAATAA
CTGACTTTGT
ATCTGACCTT
ATGATTTCCA
ACATAGTCCT
CTTGACTIGT

ES 2 688 285 T3

ARGCACTETT
GRAATCTRAGT
ALGPTTOTTT
GOCTEGAACA
ATGGAATTTG
CACTAAGGHT
TETETCAPL
TGGACATGGET
AGTCTCTTCT
7T CA”AAA
GAGCATGAAL
TTATCTACCA
GGAAGENTTT
TEGGACCCTS
TACATCTTTT
CARACAAOTT
TGTGAAGCAT
ACTGHAAGCT
CARGEATGES
GATCTCTTAT
ARGCAATTTC
STTTCATATT
ARAAGACATT
ACTATTTTTT

CTTTCTACAR
AGANGGACCT
GAACGUOAT
AGCOCAGCAC
GAGAATAAGT
GATICAG GA
TCATTTCATS
AACCTGAAGC
TCTCETGHETT
ARCCAATCTT
TTTACRLRARC
CTATCTCTCA
GGETEOCTTEA
TTCTCCTCGA
ATTGGGGGGEA
GTGACCTOTG
GTACATTGGA
ATAGCAAARA
TTGGEUTCTTG
CTTGAATCTT
AGACARATTT
TTICTCTTEC

TGGTCGCTT
GACAACCAAA

AATCAAAQGCT C

CGGEGAAARGT
TTGGAAAAGA
ATCCTZAGTC
ATGGCTCTGT
AGACACZGAGS

ST0 (_m,n.rC‘t.A
TTGGTACAGA
SETCAATTTC
TCGATEOTGT
STCOAGTTCC
TGETAACAGC
TACCCTATAN
TGATGTTICC
GCCATAATAG A
ACOTANGARA
CARRTCOTTT
TGGAGARCAA
FAAATGETTAT

CCACAGATC A GG

GCTCACTTTA
TATAGTATAT
GAGATGCTCA
TAAATTTCLC

ARGCTATTY
STCTGATGAA
GOTOGTTGAT
ATTATCAADT
CATTGCTGET
3 TGCTTCGOCA
GTCACTANTA
AGTGTTGTCA
TGTTGATTCA
TATAATGACT
CTTTOGTGOTA
TTTTAACGRAG
GGAAUCAGCAA
AGATCGAGCT
AGACCTCGCT
GOTCTICEET
TCCTTTATAT
TOTTCCAGGE
AGCTTCAGGA
RCAATTAG

TCTAARTTGA
CCACTCATGT
TGTTTTTITG
BATGTTTCCG

CTEGAACCAT
CATTTAAGTG
TATCTTATTG
COTOATEOAT
GCCAPCTTET
GLOARALC 1A.h
GATGUATM

TTGCC%TG”T

GL“LLATT 3T
A CACTTTCTTC
GARAGATGTCA
ALGCATLRGTC
COTAATEATC
GEGGCTCCAA

GTTGHAGGEAC
GGCCAGAATT
TTCTTTTACS
AGCARGGCTS
CATTTANGGT
AMAQETTCAL
ARBRGATGGGA
ARCACTGATT
AC

Figura 19: Secuencia de aminoacidos de protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de Sorghum bicolor
(Sb03g011670 - n.° de referencia XM_002455439) (SEQ ID NO: 19)
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MLSPATTPESE888S8L PERAHARAPTRFAVAASARARRFRPARAMAASDD
PRGEHEVAVYCAGYSCLAARYRLRERGVOVTVF SAADRAGGR IRTHSEEG
FIWDECANTMTESELEASRLIDDLGLOGKQQYPNS QHKRY IVKDGAPT LY,
PSDPIALMKSTVLST KSRLELFLEPFLY DK SERRTSGEVEDENLSESVAS
FEEREFGHEVVDYT I DPFVAGT SGGDPESLSIRHAFFALWNLENKYGEVI
ACATLSKLSTKCDSVKTGGASPGHGRNERVEF SFHGGMQSLI DALHNEV:

DERVELGTEVLELACCCDGVSSS

GEWCTSVDSKDREGKDLREKNQSFDAYT

MTAPTSNVORMEKFTHKGCVPFVLDFLPRVDY LPLSLMVTAFEKEDVKKPLE

GALIPYKEQQKHGLKTLGTLFSSMMFPDRAPNDOYLYTSFTGESHRNHD

LAGAPTAILKQLVTSDLRKLLCVECQPTFVEHVHWENAFPLYGONYDLVL
EAIAXMENNLPGPFYAGNNEDGLAVENV IASGSKAADLVISYLESCTDOD

N

Figura 20: Secuencia nucleotida de protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de Sorghum bicolor

(Sb03g011670 - n.° de referencia XM_002455439) (SEQ ID NO: 20)
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1 ATGGTICCCG

BCCCGARGGC
GECGGIGCGE
GTGGGIGGECG
CGEGAGGTGE
CCCCCIGRGG
GTTCTOTOCA
GEEOCGOEET
CTCCCGTTCT
CECATOOGOC
ATCGATGOTS
GATCOTTUUR
GEAGGTAGTA
COMNICEAGHS
GOTOTRO0 A

7 L g S A

CCGOUGOCAT
CTGCGAGGCT
{JOGRGGCACT
GGATCAGTGR
TTGETCACGGER
AAGGETACCT
TEGOCGTGER
TCETECTGTE
TUGATCUTCAT
CGUOTOOT
AGGTCTTTGA
AGUTCAGTAT
PTATTCOTOR
ATCCCCGCCT

PEOTTOUARR

GGCCACCGIT
CCGCLGETCGED
GGCOTCTACT
COTOTGLALT
GECOCG r”’l"C
(PCGOATGA
CAGUGOGT :.1
G3AGEGRAAG
GAGURTLCCT

OO ABGTCCILAG

GOGOTTARTT
GAAGGUTGCR

COATCEGUGG
SCRCTCCGCG
SGHGQN'GGF
GUGCADGUGT
DGRCCCGECG
G GGTCCCAACE
ARGGALGALC
CTGREICCCSE
FRCARZCTCA
SAGTURGTEE
GAGT f""'"T o

Tr"v—:-—a

ARCCATIRAG AL

MR RO
CCGA u*
T AT

AAT

AARAGERET

'\ "".‘.‘.'.Thf","!"‘?ml.w

54

CCOCECCaT
TECATTEOGT
et

CGOCEACHUG
GCARCATCAC
SOTTUTRZOC
TGETTTTTGSE

TGCCATCTAR

(}(ﬁr_rc e T

AGGAGITTCET
fj(f’.‘iﬁ&ﬂ%’*‘?ﬂ‘?

RN A

£arm
STRGTRRMNG

AUICRACGEE
CECTETGRCT
CRGUETCETS
GUADGGCETE
CACCETCGAG
ATCOGASCC
GRATCCCRAT
"L«CC’ COGAC

*TﬁTCC

E-.,-‘;A.uu!-n_ i
13AR ARAR
SO RGORAD
CAMACTATIR
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SO0L TGRAAARCTCA CCAGCATTAC AAAATCAGAT GGCAAGGEST ATGTTTTGEGA CTATSAAACAK
81 COAGAAGGGC TTOTTTTIGOT GCAGGCTAAN AGTGTTATCR TGACCATTCC ATCATATGTT
1021 GCTAGCGACHK TITTGCETCC ACTTTCAGST GATGUTGCAG ATGOTCTATC AAGATTCTAT
108 TATCCACCAS TTGUTGOTGET AACOGTTTCS TATCCAAAGC AAGCAATTAC AAMACAATGC
1141 TTAATTGATE GOCAARCTCOCA GGOTTTTGGC CAGTIGCATC CACGTASTCA AGGAGTTGAG
120% ACATTAGSAA CAATATACAG COTCATCACTC TPTCCRAATC GTGOTCCTEC TSGTAGCGTS
17670 TTACTTOTAA ADTACATAGE AGGTGUTACA AAUACAGUAA TILGTTTOUAA GACTIAAMAGT
1327 GAGCTGGTAG AAGCAGITGA CCGTGACCTC CGRAARATGC TTATAAATTC TACAGCAGTC
1387 QACCOTTTAS TCUTTCETLT COGAGSTTTGG CCACARGOCH TACCTOAGTT CUTOATAGEA
1441 CATOTTOATC TTOTGGAGET COCARAATCT GUCCTGGACC AAGCTGGOTA TIATGGGCTG
1501 TTOCTAGGAG GGAARCTATET TGCAGGAGTT GULOCTGGECA GATGCATTGA GGGUGLUATAT
1561 GAGAGTGUCG CACAAATATA TGACTTUTTG ACCAAGTATG COTACAAGTG ATGGAAGAAG
1821 TGSAGCGCTG CTTCTTAATT GTTATCTTEC ATAGATGAGG TCAGACCAGG AGTAGTAAAA
1681 GGCATTACGA GTATTTTTCA TTCTTATTTIT GTAAATTGCA CTTCTGTTIT TTITTCCTCT
1741 CAGQTARTTAG TTAGATTTTA GITCTGETAGS AGATTGTTOT CTTCACTGCC CTGCAAAAGA
1801 ATTTTTATTT TGCATOCGTT TATGAGAGUT STCCAGACTT ATUTAACEYL FPLAUDMGIAAG
TH61 TATCAACARA ATCAGATACT ATTCTGUAAG AGCTAACAGA ATGTGCAACT GAGATTGCCT
1921 TG

Figura 21: Secuencia de aminoacidos de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de Sorghum bicolor
(Sb06g020950 - n.° de referencia XM_002446665) (SEQ ID NO: 21)

MLARTATVSSTSSHSHPYRPTSARSLRLRPVLAMAGSDDSRAAPARSVAY
VGAGYSGLVAAYRLRKSGUNVIVEEAADRAGGK IRTNSEGGFLWDEGANT
MTEGELEASRLIDDLGLODEQQYPNSOHKRY IVKDGAPALIPSDPISLME
SSVILSTKSKIALFFEPFLYKKANTRNPGKVSDEHLSESVGSFFERHFGRE
YVDYLIDPFVAGTSAGDPESLS I CHAF PALWNLERKYGSVVVGAILSKLT
AKGDPVKTRRDE SAKRRNRRVSFSFHGGMQSL INALHNEVGDDONVELGTE
VLSLACTLDGAPAFPGGWSISDDSKDASGKDLAKNOTFDAV IMTAPLSNVE
RMEFTKGGAPFVLOFLPKVOYLPLELMVTAFKEENDVKKPLEGFGVLIPYR
EQQKHGLKTLGTLFS SMMFFDRAPDLQYLYTTFVGGSHNRDLAGAPTSIL
KQLVTSDLKELLGVQGRPTFVEHIYWCNAFPLYGHDYNSYLEALEEMEEN
LPGFFYAGNNKDGLAVGSVIASGSKAADLATSYLESHTKHNNLH
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Figura 22: Secuencia nucleotida de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de Serghum bicolor
(Sb062020950 - n.” de referencia XM_002446665) (SEQ ID NO: 22)

ATECTCGOTC
BRCCTCOGOTC
CCCGCAGTTC
GCGTAZAGGT
CCAGGAANGA

. ATGACAGAA

CAGCAGTATC

1 ATTCCLTCGGE

CCGETTATTTT
TCTGATGAGC
GTTGTTGACT
CTATCTATTT
GTTGTTCGTG
GATTCATCAG
TCACTANTAR
GIGITGTCAT
GATGATTICGA

ATARTGACA

I GRTOGAGCTIC

GGACTGCCAT
GCAGRTCTCCS
CCGCCAGETL
TCAGGAAGAG
TACGEACCAR
GTGAATTGGA
CTAACTCCCA
ATCCCATTTC
TLEGAACCTATT
ATTTGAGTGA
ATCTTATTGA
GTCATGCATT
CCATOTTATC
CGAANAGAAG
ATGCACTTCA
TOECETETAL
AGGATGCTAS

CTCCATTGETD

CTGACGACCA

GETCTCOTCC
CCTACGTICCG
GETCGLLGETTC
CGGCGTCGANT
TTCCOGAGGGC
GECCAGTAGH
AZACAAGCGT
GCTGATGARA
TOTCTACARG
GAGTGTTGGS
TCCATTTGTA
CCCAGCACTG
TAAGCTRACK
GAATRCACGC
CAATGAAGTT
ATTAGATGGA
TEECAAGGAL
RAAARTCTICAG

ATATTTATAL

55

ACOTCETCCC
ETCCTIGCGA
CTCGGICCLG
GTGACGGTGT
GGGTTTCTCT
CTGATAGATG
TACATIGTCA
AGCAGTGTT

BRAAGCTAACA
AGCTTCTTTG
GCTGGAARCAA
TGGAATTTSGG
GCTAAAGGTG
GTGTCGTTTT
GGAGATCATA
GCCCCTGCAC
CTTGCTRAAA

AGGATGRAGT

ACAZACATTTG

ACTCCCATCC
TGECEGGECTC
GGETCAGCGG
TUGAGGLEGE
GGGATGARGS
ATCTCGGTCT
AACATGGRGC
TTTCTACARA
CAAGARACCC
AACGCCACTT
GTGCAGGAGA
AAAGRAAATA
ATCCAGTARA
CATTTCATCS
ETGTGARAGCT
CAGGCGGGTG
ACCAALCCOTT

TCACARAAGE

TS TR
TTGEGEGTAC

TTATCGCCCC
CGACGACTCC
GCTCGETHECS
CCACRGGGUS
AGCGAACRCT
ACARGACAAR
ACCAGCACTG
ATCARAGATT
TEGAAANGTA
CLGAAGAGAA
TCCAGAGTCA
TGGTTCAGTT
GACARGACGT
TSCAATCCAC
TGGTACAGAR
GTCARTTTCT
TCATGCTGTT

TGEAGT T

TITGITCTAG ACTTTCTTCS TAAGUETGGAT TATCLACCAC TATCTCTCAT GGTGACTGCT
TTTAAGAACG AAGATGTCAA GAARCCTCTE GAAGGATTTG CCGTOIT RCCCTACIAAG
GAACAGCARA RACATGGTCT ARARARCTC GGGACTCTCT TCTCCT GATETTCCCA

CCACRATAGA
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1331 GATCTTGOTG GAGUTCCAARC GTCTATTOTG ARACARACTTG

1381 CTOTTACECE TACAGGGGTA AUCRACTTTT GTCAAGCATA TATACTGGRE
1441 CCTTTCTATG GICATCATTA CAATTCTGTA TTSGAAGITA

1801 CTTCCAGGET TCTTCTACGC ACCGAAATAAC BACGATGERD TTOCTOTTCS
AbGL BODTCRGHAA QUAAGGUTGD TURADCTTGEIA ATUTOGTATD TIGAATIT
1621 AATAATTTAL ATTGA

TGRCCTCTCER COTTAAAMAA

ARRTGCTITT

TRGARAAGAT COACAARANT

CACTGTTATA
TRCCAAGORT

Figura 23: Secuencia de amino4cidos de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de

Ricinus communis (Rc1343150 - n.” de referencia XM_002515127) (SEQ ID NO: 23)
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HANLADFSLELRSTESLVESYPR U INR LKL LRCS P TEQSTTT I SPEG
NSCEEADRCVIVEGET SELOIAQATSTHERDIATNV I VT ZBARDRVICON LT
IZRTGYI WELGPHSI P8 NEML TMY YDSC LK LDLY LOD PNAPR FVLWHGK
LEPVPSEPIDLPFFLOLMS FOOK L HAGFOALGLRFPPPGFERSVEEFVRERN
LODBVFERLIEEPOSGUYAGEFSKLEMEARFCK VWK LEQIGGEVICOT VK
TIOBERNKE I PKAFROPRLETPRGTVGSFREGLIMLPDATAKRLGENVELE
WKLSS LUK LENZCYBL Ly 81 PDGEY SLOTKSYVMT YV PEETASSFLEPLSA
ARADALSEFYYPTVAAVSVIYPEDL TRARCL IDORELEGFCQLIN TR G QUVE
TLGTIVESSLFPNRAPAGRILLLNY ICGATNECI LGRT BRI ELVEAVOREL
RENT, TERPNAKDEY V. GVRVHPIA TPOFLVEFLD T LS ARGALGNAG T S6T.

FLEGONYVSCVALGRIVECAYEVARTVTRFT.SCNAYK

Figura 24: Secuencia nucleotida de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de
Ricinus communis (Rc1343150 - n.° de referencia XM_002515127)(SEQ ID NO: 24)
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CACCAZCTGA
ATGGCIAATC
TATCCIAAZLA
CAATCSACTA
GTAGGAGECG
ATAGCTACCA
ATCSARACREG
ATGCTANCCA
GCGCCTCGTT
TTGCCZTTTT
GGACTTCGAC
CTTGGTIGATG
CATCCTTCAA
GOTGGIRGTIC
CCTCCTCGAG
GCACTTATCA
TCGAASCTTT
CCTGATGGGT
GCARGTAGCT
TACCCGCCAG
TTAATACATG
ACATTAGGAA
TTCCTCTTGA
BAACTTUTAG
GATCCATTTG
CATTTAGATA
TTTCTTGGEG
GAAGTTCCAG

GTTACAGAAG
TOGCAGACTT

CACAATCAA
CTACAATTTC
GAATTACCGG
ATGTGATTGT
RCGGTTATCT
TEGTCGTGGA
TIGTCCTCTS
TTGACTTGAT
CTCCARCTACT
ANGTTTTTGA
AACTARGCAT
TCATTGGCGE
ACCCGCGROT
TGTTGCCTGA
CAAGTATTAC
CAGTTTCGCT
TCTTACATCC
TTGCAGCAGT
GTGAGCTTAR
CTATATACAG
ACTACATTICE
AGHCAGTICA
TTCTAGSTCT
TCOTAGATAG
GCARCTATGT
CAGAGGTGAC

AGTCATUCGE
CTCTCTTTTT
CAGAACCTTA
CCCTGGLEGA
CCTATCCATC
CACTGAGGCC
TTCEGARGAG
TACTGGGTTA
GRATGGGAAA
GAGOTTTGOT
AGGACATGAS
CCCTCTAMNTC
GRAARGCAGOA
CACTTTCAAA
ACCRACACCG
TGCGATTCCC
TAAATIGGAR
GCARACCAAA
TCTTTCTCCT
GTCAGTTTICA
GGCETTCCET
CTCCTCACTT
AGCGGGCEACT
COCTGALTIG

SCGAGTGTIGS
TEORAARGGET
ATCAGGIGTT
CAATTTCCTC

TGTEATTGECC
CTCCGGTCAA
AAACTCCAAC
AARTTCCCAART
SCCCAAGTTC
AGAGACCGCG
SGCCCCAATA
AAAGATGATT
TTGAGACCA

GOGRARATTA
GAGTCAGTTG
SAGCCCTETT
TITEEAAAAG
ACAATTCAGG
AMGGOTCARA
ARARGETTGS
AATGGAGGGET
AGTGTTGTAM
CCTSCTIGCTG
TACCCRARAAG
CRGTTZCATC
TTTCCCZRATC
AATOCTGGGA
AGESAAGATEC
CCCCARGCC

GCTCTGGGAG
GCTTTGCGCC
TCGCAGAATS

TCTCGRATTC
CACCCTCCCT
TCCECETGCTC
CACCAGCHGA
TCTCTACCAL
TTGEETGGCAR
GTTTCCAGCC
TAGTTTTGGE
TTCCGTCAAA
GAGCTIGGATT
AAGACTTIGT
CTTCAGCTCT
TTTGGAAGCT
AGARGALATAR
CAGTAGGATC
GCTAGCAATGT
ATAGTCTAAC
TGACAGTTCC
ACGCCCTATC
ATGCAATTCG
CACGCAGCCA
GTGCACCAGC
TTTTCTCCAR
TCATAAAACC
TTCCACAATT
ATGCAGGCTT
CGATGIEIGEGA
CTTATAAATS

GRATTCTGCC
TGTCCCUTCC
AATCACRGAC
TTGCGTGATT
GCACCGTGAT
CATCACAACC
CTCCGATCCT
AGATCCTAAT
GCCTACTCAC
TGCTCCTCTT
CCGGCGTARAT
TTATCCACGT
GEAGCAMATT
GATACCCAAG
TTITAGANAG
TAAATTCTCT
ATTTGAAACA
ATCCCACATT
ARAATTTTAT
GGCAGAATGC
ACGGETACAR
AGGAAGGATT
GACGGAANCT
CAATCUGAAL
CTTGETTGCT
GGRAAGGGCTE
AUGGAGCATAT
A

Figura 25: Secuencia de aminoacidos de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de
Ricinus communis (Rc1678480 - n.° de referencia XM_002509502) (SEQ ID NO: 25)

51

Ay

ERAG

MOSVIREDRND SHVRAVAVYOAGY SULAAA Y KLU EHBLEN L Y I R
CGELRSVNHEDCL IWDEGANTMT S EMEVESLIGNLS I REE UFPISONKRY
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101 IVENGRPILIFINFPIALITONILSAQSKIOIILEFTLYRKRESSETINAY

151
201
251
301
15"

o gL

401
451
501

TEESVEEFFOIRHFCKEVYDY LIDEFVAGTEAGDPESLSVUHSFPELWNLE
YRFOSITAGVVYAKLSTERCAIQETEGES SVRKMD IECSFEFFOGMOTLTD
TLOKALAEDULRLES KV SLAYNPDESKSAVINWALEVAFKCARKELONSESY
DATVMTAPLONVEEMK I ENRN I *SLNFLEPEVSYMPLEYY ITIFREDNVE
SULECFGYVLYPSKEQUNCLE T LG L SEMM¥ PDRAPNDLY LY TTFYGGER
NEELAKASTDDLEDIVTSDLROLLGARGEM U EVNEF YWSEAFPLYGRNYD
AVLEAIDTMEKDLFGFFYAGNIKGELEVORATASSOKAADLVISYLERSE
DLEMLEKEGPHN

Figura 26: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno 1X oxidasa mitocondrial de

Ricinus communis (Rc1678480 - n.° de referencia XM_002509502) (SEQ ID NO: 26)

bt pd

6
12l
1481
241
301
361
427
481
541
601
661
721
781
g4l
goL
961

1021
1082
1142
1202
1261
1332
1382
1442

isCe

ADPCTCTTCAC
GGTGCTGGGE
ACAGTAITTG
TTAATTTCGE
ATTGGCRATC
ATTGLAAGAN
BACATTCTCT
COTCAATCTT
CGTCATTTTG
GCTGGAGATC
AMACGATTTG
ANMCACCCAAC
TTTTTTGGTG
CTTAGATTAG
GAGANTTGGT
GATGCTATTG
AGRARTATCT
ATTACCACTT
CCTTCTAAGS
TTTCCAGA'TT
EACANGGAAC
AGCCAATTSC
GCATTTCCAT
AARGATCTITC
GUAATAGCCT
GATGACAAGR

TTATCAARGH
TTAGTGGEC

AAGCTGAAGCA
ATGARGGTGEC
TTGEEATTCC
ATCCEGAAGCC
CTGCRCAGTC
CACAMACGLA
GTARAGACCT
CTGRATCTCT
GATCTATTAT
AMCCAMNACT
GAATGCAGAC
ANTCAANGET
CACTTTCTTR
TCATGACCSEC
ITCACTGAR
TTAASARCCR
ACGCAACAGAR
GTGCACCCAA
TCCCAMMMCT
TACGAGCAGH
TATATGECAG
CTCEATTCTT
CLGCATGCAA
TCECTGAAGGA

AGACAGRARC
TEOTGCRGOT
AAGAGCTGGA
ARATACCATG
TGARAALZCDA
ANTATTAATA
ABRAGTTICAR
CAATGCTTAT
TGTTGATTAT
TTCTGTATGC
AGC'IGEGETA
ATCATCCCTA
GCTAACTGAT
CTTOTCTTTG
TCCTTTTAAG
ACCATTOTCC
TTTTCTTCCT
TANTCTZARG

SUTOTAARA
TGATCTGTAT
TTCRACGGAT
AGGIGAGCCC
GAATTATGAT
CTATGCRAGET
AGCAGCTCAT
AGGGCCATCA

CCRAGTCATG
TACAARCTGA
GGGARGCTCA
ACTGAGAGTG
CARTTTCCGA
CCCACARATC
ATCATTCTCE
ACTGACGARA
CTTATTGACC
CATTCTTTTC
STTCAGGCAA
AACANCRAGC
ACATTGTGCA
TCTTACAATC
SGCGCCAAGC
AATCTTAARC
SAGGTGAGTT
RGLCCCCCOTTG
ACCCTTGOTA
CTCTATACAA
SATCTEAAGC
ACATTTGITA
SCACTACTTG
AACCACARRG
CTTGTAATAT
AATTAC

TTAAAAGAGT
ARTCACATGE
CAMGCCTTAR
ARATCGAGGT
TTTCACAGAA
CCATCCCACT
ACCCATTTTT
CTCTTGCTGA
CTTTTCTITCC
CAGAGCTATG
AMRTTATCTAC
ACCACCCTGEE
ARGCACTTCT
CTGATTCTAA
ATTIGCARRA
LAATCAAGAT
ATATGCCGCT
LAGGCTTTGG
CACTCTTTTC
CCTTICTTGS
ARGATTGTTAC
ATCATTTCTA
AAGCCATTGA
GTCGACTATC
CCTATTTGGA

AGCTGTTGTA
CTTERARGTT
CCATCATCGT
CAARAGTITA
CARRAGGTAT
CATCACCAGC
CTCCAACAAN
GTTTTTCCAA
GLECACTAGT
CRATCTCGAG
CAAAAGAGGG
TTCATTCTCT
GANGGATGAG
GTCAGCACGTA
CTCATCTTAT
CACARABALC
ATCAGTTCTT
AGTTCTTGTT
CTUTATEATG
AGCGGAGTCGA
CTCOGACCTT
CTCGAGTARA
TACGATCCAR
GGTTGGCARA
ATCTTCTTCA

Figura 27: Secuencia de aminodcidos de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de

Solanum tuberosum (SEQ ID NO: 27)

MADPSAGEDHQNC PERVAVIGAGVESCLAARYKLKIECT XVIVFEAERCRACCELESLE QDO IWDECANTMTRG ECDVTFL
LDSTGTLREEQQF PLEQNKRY TARNCTPTLLIPENZ I DLIKSNPLETGEK LML EP LLWEKNX KL TRV SDEHESYSCFIDR
HFGKEVVDYLIDPFVAGTCGGDPDSLEMHLSFPEIWNLEKRFGESVIVGAIRSKLSP IXEKKQGPPETSVNKKRGRGEFS
FLOGCMQTLTRAICKDLEEDELRLNSRVLELSCSCSGLSAIDSWS IFSASPRKRDAEEESF DAV IMTAPLCDVESMK TAK
RGNPFLLNFIPEVDYVPLSVVITTFEKESVEKH PLECFGYLVPSXEQXHGLETLGTLFSSMMFPORAPNNVY LY TTFVGEG
SRNRELAEASRIELKEIVTSDLEQLLGARGEPTYVNHVCHSKAFPLYGHNYDSVLDAICKMERNLPGLFY AGNHKSGLS
VGKALSSGUNARDLVISYLEAVSTDXKINHS

Figura 28: Secuencia nucleodtida de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de Solanum tuberosum
(n.° de referencia AJ225108) (SEQ ID NO: 28)

REE N RS 3 ey e
CHAACHOROT TUECAGT

e

CRTUT :
LA A PATRAGTTGARRATY
AAGCCTCACTCANGATEGEMTA

CTTCATICCCTTGEACTCCEACARRARCARCAATTTCCATTTTCACAGAACARROUGUTAC AT VGUCAGARATEGY ATTC
CTALTCIGATACCT T CARNTCCART T CAC T TCATC AR ARG AAT T I TCTOTCC AT TGS ATCARAGTTICALE

GAGHTRANTTADG

GTTACATTTTOC

PR T BE

CROBCTATTYGARS
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CGAGCCACTTTTGTGGAAGAATAAVWAAGCTTACARACOTCTCTGACEAN

STTATCACCTATAARGOAAAACARACAACCOCCACCC

L

AZCCGARNTAGRGAACTYGCCARAGCUTCGRCGACTEAG
CTGCTCRAGECACAGCCAACATATGTEAATC ATGTATGO TGGAGTARAGCATTTCCOTTGTACGGEC ATARCTATEATTC
AGTMCTCGATCCAATTGACARAATOGAGAANAATCTTCOTGGATTATTCTATGCAGGTRACCACAAGLGAGGATTGTC A
GITEGCAAAGCACTATCTTCTGGATCTAATGCAGCAGATC TG LITATATCATATC I IGARCCCG I T IC AAC GGACWCCA

ARARACCATAGCTGA

Figura 29: Secuencia de aminodcidos de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de

Solanum tuberosum StmPPX2.1 (SEQ ID NO: 29)

1
51
101
151
261
251
301
351
401
451
501

MAPSAGEDEQ
KLRSLEQDGT
ARNGTPTLIP
SYSGFFQRIE
GSVIVGAIRS
NDI.KEDELRI,
INTAPLCDVE
EGFGVLYVPSE
LAKASRTELK
DAIDYMEKNL
KNHR

NCPKRVAVIG
TYDEGANTMT
SNFIDLIKSN
GEEVVDYLID
KL PTKEKKQ
NIRVLELSCS
GMEIAKRGNE
EQKHGLKTLG
EIVTSDLKQT,
PGLFYAGNHK

AGVEGLAAAY
ESECDVTFLL
FLSTGSELQM
PFVAGTCGGD
GPPETEVNER
CSGRSATDEW
FLLNFIPEVD
TLFSSMMFFD
LGARGEPTYV
GGLSVGKALS

Llal
LAJE

KLEIHGLDV'T
DSLGLREEQQ
LFEPLLWENE
PDSLEMHLEF
RQRGSFSFLG
SIFSASPHER
YVFLSVVITT
RAPNNVYLYT
NHVCWSEAFF
SGCNAADLVI

Iaktale
LY S L4

VFEMEGRAGG
FELEQNKRY I
KLTKVEDERE
PELWNLEKRF
GMOTLODAIL
QARFDSFDAV
FKKESVEHPL
TFVCCSRNEE
LYGHNYZSVL
SYLEAVSTDT

Figura 30: Secuencia nucleotida de proloporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de
Solanum tuberosum StmPPX2.1 (SEQ ID NO: 30)

61
121
181
241
301

421

ATGGCTCCAT
GCTGGCGTICA
GTATTCGAAG
ATATGGGATG
GATTCGCITG
GUCRGAAATG
TTTCTTTCCA
AAGCTTACAR
GGRABLGGAGG
CCTGACTCGEC
GGCTCAGTCA
CGGRCCACCCA
GGAATGCALA
AACTCTAGAG
TCARTTTTTT
ATTATGACEG
TTTCTGCTCA
TTTAAGAAGG
SAGCAARARC
CGTGCACCTA

CTGCCGEAGA
GIGGACTTGT
CAGAAGGEAS
AAGGCGIAAN
GACTCCGAGA
GTACTCCTAC
CTGGATCAAR
ACUTCTCTGA
TTGTTGACTA
TTTCAATCECRE
TAGTTGGGGEC
AAACTTCRAGT
CACTTRCTGA
TTCTGEAATT
CTGCCTCACT
CCOOmCTUTS
ACTTTATTICC
AGRGTGTAAA
ATGETCTZAR
ACBRATGTCTA

3 CCTCGAGGAT
LG AGGGALAGUC

C ATRACTATCA

TV S
I['GCAGG

ATCUAGCAGA

ACATAAACAA
TGCAGCATAC
ACCTGGAGGSE
TALTATCACT
ARANCARCAR

CTGATACTT
GCTTCAGATSG
CCAACACOAA
TCTAATTGAT
CCTTTCGTTT
ANTTCGATCC
ARATAAGARG
CGCAATATGC
ATCTTGTAGC
ACACAMGCGS
TGACGTTARS
TOACCTTGAT
GCATCCTCTT
GRCATTAGHD
TCTCTRTACT
TGAGCTGAAA
ARCLTATGT:
TTCAGTCCTS
TAACCACAAG

TCPTGTTATA

MATTGTCCCA
AAGTTGAARA
AAGTTACGAA
GAMAGTGARG
TTTCCACTTT
TCAAATICAR
CTTTTCGAGC
ASTGTCAGTG
CCTTITETTG
CCAGAGTTGT
AAGTTATCAC
CGCCRGCGEG
AATGATCTCA
TGTAGTGEEG
CAAGCAGAAG
GGTATGARGA
TATETACCAC
GAGGGTTTTG
ACCOTOTTCT
ACATTTGTTG
GAGATAGTAA
ARTTATGTAY
GATECAATTG
GOACGATTOT
TCATATCTTC

58

ACRCGAGTTGC
TTCATGGCTT
GCCTGAGTCA
GTGATGTICAC
CACAGAACAA
TTGACCTGAT
CACTTTICTG
CATTCTTCC

CTGGAACATG
GEAATTTAGA
CTATAARAGGA
GGTCCTTTTC
AAGAAGATGA
ACTCTGCGAC
AAGATTCATT
TTECTAAGAG
TATCTGTTGT
GAGTECTTGT
CTTCTATGAT
GTGEGAAGCCE
CTTCTGACCT
CCTGGAGTAA
ACARAARATGGA
CAGTTGECAA
BAGCCGETTTC

ARACTOTCAGTGCATTOTTCCAGUGT
CATTTTCGRAAGGAGGTTGTTGACTATCTAATTGAYCCTTTTCTTGC TCCAACATE TGO TGETGATCCTGACTCECTTT
CAATGCACCT I TCETT T COAGAGTTUTGRAAT T TAGAGARRACGOTTTGCCTCACTCAT AGTTGOCLCARTTCGATCCRA
AACTTCAGTAAATARCARGCOOCA
TP TEGECEEAATGCAAAC ACTTRCTGACGUAATATGCAARGAT CTCAAAGAAGATGAACTTACCCTAAACTOTAGAG
TTCTECAATTATC T TETAGO TG T AL CGGEAC TUIGUCATACGATAGO TGO TCART TI T ITCTGOOTCACCACRCARGTG
GUARGCAGAAGAAGAATCATTTGATGCTGTAAT TATGACGGUCCCT CTC B TEACGE I I AAGAG TATGAAGAT I GUTALG
NG AGGRAATCCATTTOTGCTCRACT T TATTCCTGAGS TYGATTATGTACCACTATC TGTTGY TATAACCACATTTANGA
ACCACACTETAARGCATCCYUTTGAGGETTTIGGAGTGUTTETACCY TCUSAGHE
AGGCACCCTCETCTCTTCATGATGT T T CCACATCCTUCACCCAACRATG T UTATC TCTATAC TACAT I TGTTELTEGA
WGAGATACGTAACTTCTCACCTITARCCACTTOTTCG

COCGUCCTCCrTTTCA

JCARRAACATOOTUTGAACGACAYT

AGTCATIGGET
GGATGTCACA
AGATGGCCTA
ATITTTIGCTT
CCGCTACATT
CaAABGCANT
GAAGAATZAN
CCGTCATTTT
TGETEETGAT
CAAARGGTTT
AAAGRAACAL
ATTTTTGGGEC
ACTTAGGCTA
AGATAGCTGG
TGATEZCTITA
AGGARATCCA
TATAACCACH
ACCTTCCGAG
GTTTCCACGAT
ARATAGAGAA
TAAGCACTTG
AGCALTICUG
GAAABATCOTD
ACCACTATCT

.
ARCGGACRDC
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Figura 31: Secuencia de aminodcidos de protoporfirinogeno IX oxidasa mitocondrial de

RAAARCCLTA
oprme

GTITAACTET

ES 2 688 285 T3

GEIGARATCT ATTCTCTCAT GCAGCTTOCC
ATGATGAGGA GCAACTTTAA CGIGCAGCCA

Solanum tuberosum StmPPX2.2 (SEQ ID NO: 31)

1
51
el
151
201
251
301
351
401
451
501

{APSAGEDKQ
KLESLSQDGL
ARMNGTPTLIE
SVSGFFQRHF
GSVIVGATRS

LEKEDELRL
IMTAFLCDVE
EGFGVLYPSE
LAKASRTELK
DATDKMEKNL
KNHR

HCPERVAVIG
TVIDEGANTMT
ENPIDLIKSH
GEEVVDYLID
KLSPIREKKG
NSRVLFILSCS
GMEIAKRGNP
EQKHGLETLG
EIVTSDLEGL
FGLFYAGNHE

KLETHGLOVT
DSLGLREKD]
LEEPLLWENK
PDSLESMHLSF
RQRGSFSFLG

AZVEGLAARY
ESEGDVTFLL
FLSTGSKLOM
PRVAGTOGED
GPPHTSENKK
CSGDSATDSW SIFSASSHKR
FLLNFIPEVD YVPLEVVITT
MLESSMMFPD RAPNNVYLYT
LGAEGEPTYV NHVCWSKAFP
SGLSVEKALS SGONAADLVI

GTGACGLA

VFEAEGRAGG
FPLEQNKERFI
KLTKVSDEHE
PELWNLEKRF
GMQTLTDAIC
QAEEDSFDAV
FKEKESVKHPL
TFVCCSRNRE
LYGHNYDSVL
SYLEAVSTDT

Figura 32: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de
Solanum tuberosum StmPPX2.2 (SEQ ID NO: 32)

1

6l
121
181
241
301
361
421
181
541
601
661
721
781
841
g0l
96l
102l
108l
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

ATGGCTCCAT
GUTGGCGETCA
GTATTCGAAC
ATATCGGGATG
GATTCGCTTG
GCCAGAAATC
TTTCTTTCCA
RAGCTTACAA
GGARRGCEAGE
CCTGACTCGC
GGCTCAGT(CA
GGRCCACCCA
GGAATGCAAA
AACTCTAGAG
TCAATTTTTT
ATTATGACCG
TTTCTGCTCA
UTAAGARGGS
GAGCARANAL
CGTGCACDCA
CTCGCGAARAG
TTGCCTIGITG
TIETACGGS

COLGCATTAT
TCTGGATGTA
AAAMACCATA
GTTTARCTTO

CTGCCGGAGA
GETGGACTTGC
CASAAGCGAG
AAGGCOCAAA
GACTCCGAGA
GTACTCCTAC
CTSCATCAMA
AGGTCTCTGR
TIGTTEAC A
TTTCRATGCA
TAGTTGEEGCE
AAACTTCAGA
CACTTAZTCA
TTCIGGAATT
CTGCOTCACT
CCCOTTICTG
ACTTTATTCC
AGAGTGETARA
ATGGTCTGEAL
ACAATGTCTR
COTCHAGGAT
AGGGAGAGTD
ATAACTATGA
TCTATCSCACT
ATGCAGCAGA
GOTGAAATCT
ATGACGAGGA

AGATAAACAA
TGCAGCATAC
AGCTGCAGGG
TACTATGACT
ARARACARCPA
TCTGATACCT
SCTTCAGATG
CGAACACGAA
TCTAATGAT
CCTTTCGTITT
AATTCGATCC
AARTARGARG
CGCAATATCC
ATCTTGTACC
ACACAAGCCG
TGACGTTAAG
TGAGGTTGAT

FCATCOTOTT
GACATTRAGEC
TCTCTATACT
TGAGCTGAAA
AACATATGTG
TTCAGTCCTC
TAACCACAAG
TCTTGTTATA
ATTCTCTCAT
GCAACTTTAA

AATTGTCCCA
AAGTTGARAR
AAGTTACGAA
GAAAGTGRAAG
TTTCCACTTT
TCRAATCCAA
CTTTTCGAGC
AGTGTCAGTG
COPPTTEITG
CCAGAGTTGT
AAGTTATCARC
CGCCAGCGEE
AATGATCTCA
TGTAGTGGGEE
CAAGCAGAAG
GGTATGAAGA
TATGTACCAC
GAGGGTITTG
ACCCTCTTUT
ACATTTGTTG
GAGATAGTAA
AATCATGTAT
CATGCAATTG
CGAGGATTGT
TCATATCTTG
GCAGCTTCCC
CGTGCAGCCA

ACAGACTTGC
TTCATGECTT
GCCTGAGICA
CTSATGTCAC
CACAGARCAR
TTGACCTGAT
CACTTTTGTGC
CATTCTTCCA
CIGEAACATS
GGAATTTAGR
CTATAAAGGA
GGTCCTTTTC
ARGALGATGA
ACTCTGCGAC
ARGATTCATT
TTGCTAAGAG
TATCTGTTGT
GAGTCCTTGT
CLPCTATGAT
GTGGAAGCCE
CTTCTCACCT
GOTOCAGTAA
ACAAARTGGA
CAGTTCGCAR
AAGCOGTTIC
STTCTTTGTT
GTSACGCA

STTCTTIETT

AQTCATTGGT
GGATGTCACA
AGATGGCCTA
ATTTTTCSCTT
GCGCTTCATT
CARRAGCAAT
CAAGANTAAL
GCGTCATTTT
TGGTGGTGAT
GAAAAGGTTT
AAACAARCAHA
ATTTTTGGGC
ACTTAGGCTA
AGATAGCTGG
TGATGCTGTA
AGGAAATCCA
TATAACCACA
ACCTITCUGAG
GIUECCRGA

ARATAGACAA
TAAGCAGTTG
RGUCATTICCG
GAARAATCTT
AGCACTATCT
AACGGACACC
CCACAMAATC

Figura 33: Secuencia de aminodcidos de contigos para protoporfirindgeno IX oxidasa plastidial de
Brassica napus Bnc PPX1 (SEQ ID NO: 33)

1 MDLSLLRPQF FLSPFSNFFF RSRPYEPLNL RISVSGEEVY SS8TIEGGGGE ETVTADCVIV
€1 GCGTSGLCIA ARNVMVTEAK DRVGGNIITR EEQGFLWEEG PNSFQPSDPM
121 LTMYYDSGLE D BROVLWNGEL REPVZ DL PFFDLMSIGG KIRAGFGAIG
181 IRPSPPGREE SVEEFVRRNL (ODEVFERLIE PFCS PAKLEMEAAF CEVWKLEENG
241 GSIIGGAFKA IQAKNKAPXT TROPRLFPEFK GOTVGSFRKG LTMLPDAISA RLGDKVEYSW
301 KLESSISELPS GOYSLTYETP EGIVIVQSKS VVRTVPSHVA SSLLRPLSDS AAEALSKLYY

59

CCACAARATC
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FOVARVSISY FPEEAIRSECL IDGELEGFGQ LHPRTQRVET
LLNYIGGATN TGILSKSECE LVEAVDRDOLR KMLIKPSSTD FLVLGVKVWF
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Figura 34: Secuencia nucledtida de contigos para protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de
Brassica napus Bnc PPX1 (SEQ ID NO: 34)

1

61
121
181
241
301
361
421
491
541
501
561
721
781
841
201
361
1321
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
lo2l
1581
1741
1801

TTCARRCAAAC
TCGACGUTGA
GCCATGCATT
COTCGGTCGO
GTCTCTTCTA
GTCGECEGAG
GUTGCAARGA
CGAGRGSAGE
ATGCTCACTA
GOTCCOAGGT
TTGCCTTTCT
GOTATTCGAC
CTIGETEATG
GATCCTSCGA
GETGLEAGCA
ACAACCCGAG
GGACTCACAA
CGGAAGCTCT
CCGGAGSCGA
GOTAGTAGTC
TATCCACCAG
TTAATAGATG
ACTCTTGGAA
TTGCTACTGA
GAGTTAGTGE
GATCCACTTG
CACATTSATT
TTCTTGEGTGE
GAZACTGCAA
GCAACGGTTT
TUTATGATTS

AGGCTHGACT
TCGERAGATRR
TATCTCTTCT
GTCCCTRCRA
CAATCGARAGG
GAATCAGCEG
ATGTGATGST
AARGGGTTTCT
TCGTGETAGA
TTCTCTTETC
TTGACTTGAT
CTPCACCTCC
AGCTITTTCA
AACTGAGTAT
TCATTGGETEG
ACCCGCGTCT
TGCTGCCAGA
CAAGTATCAG
TAGTCACTGT
TCTTGCGCTC
TTGCAGCAGT
GTGRACTAAA
CAATATLCAG
ACTACATCGG
RRAGCAGTGGA
TACTTEGAGT
TGGTAGACGC
GAAATTACGT
CCCANGTGAA
GATACTARAGT
AGTRAATTTA

GGTCCGGRAT
GAGTOGACRA
CCETCCGCAG
GCOTOTCRAC
CGGBAGGAGGA
COTEIGATLT
CACGCACCCO
ATCGEAAGAA
TACTGEGE TG
CARTOCCAAG
GAGTATTGGA
GGETOGTGAG
GCGCTIGATT
GAAAGCAGCT
TGOTITTAAG
GCCARAGCCA
CGCAATCTCT
TAAGCTGCCC
ACAGAGCARA
TCTCPCTEAC
ATCTATCTCA
AGGGTTCGGC
TTCATCGITC
TGGAGCTACC
TAGAGRACTTG
AABRAGTTTGG
AGCGAAAGCA
TGCCGGTCTA
CGATTTCATG
TGTAGATTCEC
TATGTATTAR

TCCCGGGATA
ARTTCAGGAT
CCATTCCTAT
CLOOGTTCT
GETARARCCG
GIGCAAGCGC
ARCGACCGAT

GGTCCCAATA
ABAGATGATC
CTCACCCCES
GGGAAGATTA
GAATCACTGG
GALCCCTTIY
TTTGEGRAGSE
GUAATTCAAG
AAGGGCUARA
GCARGGTTSG
AGCEGAGGAT
AGTGTTGETGA
TCTGCAGCTC
TACCCGAAMG
CAGTTGCATC
TTTCOTRACC
AACACTGGGA
ABGARGATGC
CUTCAAGCCA
TCTCTCTCGET
GCATTGGGTC
TCGAGGTACG
AGTTTTGACT

TCGTCGACCC
TCTCCTTCIC
CGCCATTCTC
CCOTATCOOR
TCACGGCGEA
TCETGACGAA
TC3GAGCEAR
GCTTTCAGCC
TAGTCTTESEG
TTCCGTCGAA
GAGCTGGGTT
ARGAGITTET
GOTCAGGTET
TTTGGAAGCT
CGARRRATAA
CAGTTGGTTC
GTGACAAGGT
KTAGCTTAAC
TGACTGTGCC
AMGCGCTCTC
AAGCAATCCG
CACGCACGCA
GAGCACCAZC
TCTTATCAAA
TGATARAGCC
TTCUTCAGTT
CATCTCGCC

GGTGTGIGEA
CTTACAAGTA
CTGTTTGTSA

-
=

ACECCTCTC
GOCGGCGATC
ARATCCATTT
TEEATCCETC
CTECGTGATC
GCRCCCAGAC
TATCATCACG
GTCTGATCCT
AGATCCTACT
CULARCTCAC
TGETGCCATT
AAGGCGTAAT
TTATGCEEGA
EGACGAGAAT
AGCTCCCAAG
TTTCAGGARA
GAAACTTTCT
TTACGAAACT
ATCTCATGTT
AADACTCTAC
AAGCGAATGT
GRAAGTGGAA
TGGARGAGTG
GTCAGAAGGT
EAGCTCGACC
TCTGATAGGT
TGAGGGCTTA
AGCTGCTTAT
ATGTARCGCA
AAMATTCAAG

Figura 35: Secuencia de aminodcidos de contigos para protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de
Brassica napus Bnc PPX2 (SEQ ID NO: 33)

1
61
121
181
241
LY
36}

487

or T

MILSLLRPQP
IVGGEISGELO
FMLTMYVDEG
IGIRPSPFGR
NGCSITGEGAF
SWELSSISEL
YYFPVAAVSI
VLLLNYIGGA
GHIDLVDAAK

FLSPFENFFT
TAQALVTEHP
JKDDLVLGDE
IESVEEFVRR
KAIQAKNEAP
PEGEYBLTVE
SYPKZAIRSE
TNTGILSKSE
ASLESSECHEEG

RSRPYKPLNL
DARKSVMYTE
TAPRFVLWNG
NLGDEVFZRL

{TTROFRLPK
TPEGIVTVQRS
CLIDGELKCF
GELVEAVDRD
LEFLGGNYVAG

RCSVSGGSVY
AXDRVGGNIT
KLRPYESKLT
IEFFCSGVYA
PXGQTVGSFR
KSVVMTVESH
GOLHPRTQEY
LRKMLIKESS
VALGROVEGA

VGSSTIEGGG
TEEEQGFLWE
DLEFFDLMSI
GDPAKLSMKA
KGLTMLPDAI
VASSLLRPLS
ETLGTIYSEE
TDPLVLGVEV
YETATOVNDE

SGKTVRADCY
EGPNSFQPED
GGKIRAGFCA
ALCKVWELKE
SARLGIZEVEKY
DSAARALSKL
LFPNRAFPPGR
WPQAIPQFLI
MSRYAYX

Figura 36: Secuencia nucleotida de contigos para protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de
Brassica napus Bnc PPX2 (SEQ ID NO: 34)

T ot T ~n
TOOETUCGTA

-

alilss PR Fal LI Y
AGC %

Li L buh

AREATTEMRGAA TOCTOOTCCT

GFUCATT
t I'd YT
COTRC

Llal bk, &b

oA TCGICATTOT

TOCGTATOCG

60

CGOGGHRTCAT
CAAATOCATT

T TR TR S TE )
GTOGATCCEY

COCTARTGEAT
TCCTCGETOR

COTUGIUGST




181
241
30l
jel
421
481
541
501
661
721
781
841
901
961
1021
1081

1141 C

1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

TCGTCCACA
GECGGAS -.Jf’m’\
GUGAAGACTG
GAGGAGCAAC
CTCACTATGG
COCGRGGETTIG
CCTTTCTTLG
ATTCGACCOT
GETGATGAGS
COTGUGAARC
GEAAGCATCA
ACCCGAGACC
CTCACANTGC
AAGCTCTICAA
GAGGGGATAG
AGTAGTCTOT
CACCAGTTG
ATAGATGGT
CTTGGAACAM
CTACTGAACT
TTAGTGGAAG
COACTTGTAC
ATTCATTTGG
TTGGGTGGAA
ATTGECARCCC
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\ TCGAAGCCG

TCAGCSEGCCT
TGATGEETEAC
GGTTTCTATG
TGS LAGATAC
TGETTGTCEEAA
ACTTEATCEAG
CJRCCTCCAGS
TTITTGAGEG
TGAGTATGAA
TAGETGGTCEC
CGCGETCTECC
TGCCAGACSEC
GTATCAGTAA
TCACTGTACA
TGoGCooTeT
CI\UC?\'JTATC
ARCTAARALG
TATACAGTTC
ACATCECT
CAGTGGATAG
TTGGAGTARR
TAGACGCAGC
ATTACGTTGC
ARCGTEAACGA

RGGAGGAGCT
GTCCATTGECG
GGRAGGCGARG
GGRAGALGET
TGSGTTTGARG
TGEGRACCTE
CATTGGALGE
TCETGAGEAA
TTTGATTGAA
AGUAGCTTTG
TTTTAAGCCA
ARAGUCCARRG
AATCTCTECA A
GCTGCCCAGC
GAGCAAAACT
CTCTERCTOT
TATCTCATAC
GTTCGGCLAG
ATCGCTCTTT

GG AGCTACCAAC

AGACTTGAGE
AGTTTGGCCT
GAARGCATTT
CGETGTAZCA
TTTCATGTCG

IO

ARRACOGTOS
CRRGCGTTCE
GRCCGCETGE:
COCARCAGCT
GATGAICTAC
AGGCCGETTC
AAGATTACGAL
TUTGTGEAAL
CoCTTPTETT
GEGARGETTT
ATTCRACCG
GGCCRAACAG
AT TERETE
C¢A SATATA
GITGTGATSA
GTAGCTGRAL
CGARAGAA:
f"'lIG\’ ;\'—lﬁﬂ e
CS?nRC”GA-
ATTEGGATCT
AACATCCTGA
CRAGCCATTC
CTCTCGTCAT
TTGGGTCCET (¢
ASGTACGCTT

CGGLGGATTG
TEACGARCCA
GRGGGRATAT
TTCAGCOGTC
TCTTGGGALA,
CGTCGARGCT
CTGRGTTTGE
AGTTTETARG
CAGETCTTTA
GGAAACTAAR
BARATARALC
TTGETTCTTT
ACAAGGTGRA
GUITARCTTA
CTGTGCCATC
CGCTCTCAAR
CAATCCGARNG
GCACGCAGAA
CACCACCTGG
TATCARAGTC
TAMGCCAAG
CTCAGTTTCT
CTEGCCATRA
GTCTGEAACG
ACANGTAA

CGTGATCGETS
CCLCOCROGLY
CATCACGCCGA
TERTCCTALC
TCCTACTGECG
ARCTGACTTG
TECCATTREEE
GUETARCOTT
TCCOGGAGAT
GGAGAATGET
TCCCARGACZA
CAGGARACGA
AGTTTCTTGG
CGARACTCOCG
TCATGFTECT
ACTCTACTAT
CGAATGTTTA
AGTGGRARCT
AAGRGTGTTG
AGAAGGTGHRG
CTCGACCGAT
GATAGGTCAT
GGGCTTATIC
TACTTATGAA

Figura 37: Secuencia parcial de aminoécidos de contigos para protoporfirinogeno IX oxidasa
plastidial de Brassica napus Bnc PPX3 (SEQ ID NO: 37)

1 VIWVOSESYVM TVPSHVASEL LRTLEDSAAD ALSKLYYPPY AAVSISYAKE ALRSECLIDG

61
121
lg1

ELEGFROLED
AVDRDLEXML.
NYVAGVALGE

RTOGRVETLGTY
IEPHETDELY
CYICAYETAT

IYZESLEPNR

APZCEVLLLN YIGOATNTSI LEKSECELVE

LSVELWR)AT POFLISHIDL VDAAKASLES SCGHEGLPIGS

OVNDEMEEYA

YK

Figura 38: Secuencia nucledtida parcial de contigos para protoporfirinogeno IX oxidasa
plastidial de Brassica napus Bnc PPX3 (SEQ ID NO:

1
€1
121
181
241
301
3l
421
481
541
601
661
721

Figura 39: Secuencia de aminoacidos de protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de

TAGTCACTGT
TCTTGECECLC
TTGCAGCCGT
GTGAACTAAA
CRAATATACAG
ACTACATCGG
AAGTAGTAGA
TACTTGEEAGT
TEOTAGRCCEC
GARATTACGT
CCCAAGTGAA
GATACTAAGT
AAGTCTGTGA

ACAGRIEZCARA
TCTCTCTGAT
ARTCCATCTCA T
AGGGTTCEGC
TTCATCGCTC
TGGAGCTACC
TRGAGACTTG
ABAATTATGG
AGUGARAGCA
TCCCGETSTA
TGATTTCATE
AGTAGATTIC
TTGRGTAART

AGTOTAGTGA
TCLECAGTTE
TACCOGAARG
CAGTTIGCATC
TTTCCCARCC
AACACTGOGA
AGERAGATCC
COTCAAGICA
TCECTCTIET
GCATTGGETC
PCRRGETARTE
GCACTTCTCA
TTATGTATTA

GmcPPX1-1 Gm02G01000 (SEQ ID NO: 39)

ARRAMATA
“1GGTQ5LCT

VLEMAYDSEL

GIRFPPPGRE

EOARARPLLNG
AQALATRHAZY
KDDLVFGDEN
ESVEEFVRRMN

TRREARLRER
GEVLVTEARA

APRIVLWEGK

LOABVFERL

38)

T3RCTGTECC
AAGCGLTCTT
RACCAATCCG
CACGCACDGCA
GARGCRACCGCC
TCTTATCARAR
TRATAAAGCC
TTCOTCAGTT
CATCTGETCA
GETGTGIGGA
CTTACARCTA
CTTTAAGRAC
TTACTAA

I CAAY,
oL VA

’{l’upzy_ PTVE
LEFVPSKFEAD
EPFCSGVYAG

61

ATCTCATGTA
ARAACTCTAC
AAGCGAATGC
AAAAGTGGAA
TGGAAGAGTA
GTCGGARGET
AAGUTCGACC
TCTGATRGGT
TGAGGGECTTA
AGGTGCTTAT
ATGTAACGCA
ACTCTGTTTG

SCAAEAPASYT
PF?:’“LWF

Dk

GCTAGTAGTC
TATCCGCCAG
TTAATAGATG
ACTCTTGGAA
TTGCTATTGA
CAGTTAGTGG
GATCCACTTG
CACATTGATT
TPCTTEGETG
GAAACTGCAA
GCAACGATTT
TGAAAAATTC

Glyeine max

GARLSADCVV
GPNS¥FQPSDP
GKLRAGLGAL
FOKVWRTEELR



241
307
361
421
481

GGSIIGGTIR T1
WKLTSTTKSD GRGYVLEYET
YPPVAAVTYVS YPKEAIRKEC LIDGELQCGFG

LLLNY

GGAT NTGIVSKTES ELVEAVDROL REMLINSTAYV OPLVLEV
HLDLLEVAKS ALDQGGYDGL FLGGNYVAGY ALGRUIEGAY ESAAQIVDEL
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QERGENPK FPRLERLFXP

FEGVVLYVD

VBK

EG
SVIMTTESYY
QLEPRSCGVE

QTVASFRE

TLGTIYSSELD

Figura 40: Secuencia de aminoacidos de protoporfirindgeno IX oxidasa plastidial de
Glyeine max GmePPX1-2 Gm02G01000 (SEQ ID NO: 40)

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541

MVEVFNDILF
LMEALAVIHR
MLTMVVDEGL
CIRPPPPVEE
SIWESLEAGK
SARLUENEVEL
AMAADPLEKR
LY IGGATHT
DLEKITINZN

PPNQTLSPTS
PGPRHOARGC
KDQLVLGDFED
FVRENLGDOV
NGG3II
SWKLSSISKL
YYPIVVAVS
GIYQSFOGKL
AQDEFVVGVR
GVALGRWVEG A

GGETT

FETSPIRKET
Qi
APRFVLWNGK
FERLIEPFCS
KATQERNGAS
DEGEYSLIYE
SYFKEATREH
QGRFZELIIT
LWPOATPIF L

WODSHRAR

DRVGGONITY
LRFVFGEPTD
CONTULFRFY

(CFROPRLEK
TEACGVVOLOT
CHAIDERELEGE
TEGLFGITRY
IGELDLLDVA

RUREMPLILRC SIABESTESR
MESOOYLWER
LPFSDLHSIE
GRLLELYONE
PEGOIVGETR
BTVVLTIPSY
GRTYAGSLES
LEPHCLY
FABLTEITEFT

SNT

Figura 41: Secuencia nucleotida de protoporfirinogeno IX oxidasa plastidial de
Glycine max GmePPX 1-2 Gm02G01000 (SEQ TD NO: 41)

1
Gl
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
341
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

ATCGTTTCCS
TTCTTCACCT
TCCATGCOS
TTCATGEAGS
CAACACTOTT
ATZEGAGAGTS
ATGCTCACCA
GCACCTCCGET
TTGCCOTICT
GETATTCGET
TTTCAACCAT
GEAGCATTAC
AGCATTTGGG
ARRCCAATAC
COARAGGGTC
TCTGCARGAT
GATAZ LaGA
AAARACCGTTH
GCTGC .CTw
TCCTATCCAA
GGAGCTATAT
TTGAATTACA
CAAGGATGGT
CTCAGGCCTA
GATTTGAGAA
CTGLeGCCTC
ARACCTTCTC
GGTGTTGCCT

TCTTCAACGA
CTCCCACTCG
AGGRGTCCAC
COTTAGCEST
GOGGACGATTC
GCGGATACCT
TCEETGEETEGEA
TTSTCTTOTE
TTGACTTGAT
LTCCTCCTCC
TGATAGARGCC
TCATATTGTG
AAAGTTTGGA

ARGARGAGARA
AGACTGTTGG
TAGECRACAA
RCGTACAGTTT
G TCCTGRCCAT
CRGATACGCT
ARGAAGCTAT
ACRARGCTCATC
TTGEAGGAGC
TTAAAGAACT

ATGCTCTTST T

ARATCCTTAT
ARGZCTATTIC
TCAGRAATAC
TGEGGACGATG

CATCCTATTC
AMMNT'TCCC
CGAGTCTCCG
CTGGCATIGE
GAGGGCCOGA
CTGGGAAGAA
CAGTCGCTTA
GCARTCGGAAG
GAGCATCCCET
AGTTGAACAG
TTTTTGTICA
GGHTCTATEC
GUECTGGAAAN
TGGAGCTTCA
ATCTTTTCGG
AGTAAAGTTA
GACATATGAA
TCCTTCCTAT
TTCAAAGTIT
TAGATCAGAR
ACTATTCTCC
TACTAATACT
ARTCHATTTTC
TCGAATACCG
ARACCCARAT
ACAGTTCTTA
TOCCTITCHA
GGETIGAGGGA

“CCC”A%C”
CECTCTCET
CCCAAAACC;
CTAGGCCCTC
GRCCGTHETCE
GGCCCCARCA G
ARGGATCAGE
TTGAGGUCAL
GGCALAATCA

TTTGTTORTC !

GEGGZCARTA
AGGCGATCCT
ARTGETGGTA
ARRCCACCTC
AAGGGACUTTA
TCTTGGARGC
ACRCCCGAA
GTTGCTAGTA
TATTACCCT
TGCTTGATAG
ALTCEAGCAT
GGAATTTATC

ACCACCGCGET
GACAuTuhAL
GUCCAGCATC
ATTGGCCATC
GOCCTODTOC
GCCUGA

ARACCCTTTIC
CTARCCCTA
GAGACTCCCC
GCCACCAAGC
GUGGUGGCAA
GUTTTCAGCC
TTGETTTTEE
TGCCTGEGAA
WGGC”GCCTT
GOAACCTTGG
CTTPGTATATT
TCAAALTTAL
GCATAATTCCG
GRGATCCACG
TCATGTTGCC
TTTCAAGTAT

AT

5 GAGTGGTTTC

CATTGCTGLS

U CAGTTOTZCC

ATGGTGAGTT
CACCTGCARNG
ARAGTTTTIC
TAETTTCCGTS
TTGTUGCARD
CATTTGTAGT
TTGATCTTCT
TPGCCGCTAR

Figura 42: Secuencia de aminoacidos de protoporfirindgeno IX oxidasa plastidial de
Glycine max GmcPPX2 — Gm10G27890 (SEQ ID NO: 42)

ERSFEIK
HGLIMLPDAL
VAZTLLEPLE
HAAPFGRVLL
DETLYA
GLILGEIYVE

CLAMLFNAIT SSLESEVELS
ASDILRPLSG DRADALSRFY

FENEAPAGRY
S POATBOFLVG

TEY:

vE

PETGDEVPPR
GPNEFQREDP
GRIRAGFEVL

YES

TVDR

CCCAACGTCO
TCOTCCGCTGE
CCCCCCErCe
ACGCCAATGC
CATTACCACG
CTCTGATCCA
GOATCOTEAT
GOCSACTGRT
TEETGTGCTT
TGATGATGTT
TARATTTGTG

L GTATGRAAGC

TGEAACTTTC
TCTGCCAARA
TGATGCAATT
TACSTARACTC
TTTGCAGTGEC
TCCTCTGTCT
AGTTTCCATA
GAAGGCGGTTT
GGTTCTACTC
TGGEGARACTT
TTTTARACARA
AGTTGATCGA
GGGGETGRAER
AGATGTTGCT

CTATGETETCT

1 MUSVFNETLF PPNQTLLRPS LHSPTSFFTS PTRKFPRSEF NPILRCSIAF ESTASPPKTR

~Th

61 DSAPVICVVV GGGVSGLCIA Qi

QALATHHANA NVVVTIARDR

62

VGENITTMER DEYLWEEGER

P



SEQPEDEMLT
RAGFCRLGTR
VWELEKNGGS
CNEVELSWEL
CALSKFYYDE
RADICRVLLL
IPQFLVOELD

- VTE
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MYVDESGCLEDE
PPPPEHEESY
LIGGTFRATD
BEIBKLDECR
VAAVSISYPR
WY TGEATNTG
LLOVAKASIR

LYLGDEDAPR
EEFVRRNLGD
ERNGASKFPR
YSLZYETFES
EAIRSECLID
TLEETLSELY
NTEFEGLE

FLG

FVLENRKLAP
EVERRLIEPT
DPRLPKEKGQ
VVELOCKTYY
GELKIFGOLH
ETVDEDLRED
GNYVSGVALG

VEGELTDLEF
CSGVYAGERS
TVESFREGLT
LTIPEYVALY
PRSCGVETLG
LINPNAQDFF

ROVEGAY ZVA

FRLMSIGGKL
ELOMAARFGE
MLPDAISARL
LLRPLESAAAL
TIYSSELFFN
VVEVRLWPQA
ARVNDELENE

Figura 43: Secuencia nucleotida de protoporfirinégeno IX oxidasa plastidial de
Giyvecine max GmcPPX2 - Gm10G27890 (SEQ ID NO: 43)

£81
G4l
501
561
721
781
g4l
g0l
261
2021
1081
1141
1Z201
1261
1321
1282
1442

1501 &

1561
ipzl

ATGGEITTCCG
CTCCATTCCC
AACCCTATTC
GACTCCGCCC
CAGGCCCTCS
GTCEGCGEGELA
AGCTTCCAGC
CTIGTTTIGG
GTGCCCGEGA
AGGGEUTGGECT
GAAGAGTTTC
TCTTCRGEGC
GTTTGEAAGC
GAGAGAAATG
ACTGTTGGAT
GGCAACAARG
TACAGTTTG

CTGACCATTC
GATGCACTTT
GARGCTATTA
CCACGTAECT
CGAGCACCAC
ATTTTATCGA
CTTATRAACT
ATTCCACAGT
AATACTGEGEGET
CGATGCGTTC
GTGTACANAT

TCTTCAACGA
CAACCTCTTT
TACCOTECTC
CCGTGGACTG
CCACCRAACA
ACATCACCAC
CTTCTGATCC
GGGATCITGA
AGCTCACTGR
TIGGTEIGCT
TTCGTCGGRRE
TCTRTGCAGSG
TGGAAAARRR
GRGCTTCARA
CTTTCCGGAR
TAAAGTTATC
CATATGRAARC
CTTCCTATGT
CAAAGTTTTE
GATCAGRATG

GGAGIGEA
CTCGAAGGGT
AGACGGACAG
CAARNTGICCA
TOTTAGTTGE
TTGEAAGEGEOT
AGGCAGCCTA

AG

GATCCTATTC
CTTCACCTCT
CATTGCGGAG
CGTCGTCETC
CECTCRATECD
CATGGAGAGG
AATGCTCACC
TGCACITCGE
TTTGCCTTTC
TGGAATTCGS
CCTTGGTGAT
CGATCCTTCh
TGETGETAGC
ACCACCTCGA
GGGACTTACC
TTCGAAGCTT
ACCAGAACGA
TECTAGTACA
TTACCCTCCA
CTTGATAGAT
AACATTAGGA
TCTACTUTTG
TGAACTTGT

GGATCCATTT
CCATCTTGAT
CTTCCTTGSE

TGAGGTACCA

CCGLIGARCT
CCCACTCGAA
GAATCCACCC
GGCEEAGGCS
ARCGTOGTCG
GACGGATACC
ATGGTGGTAA
TTTGIGTTGT
TTTGACTTGA
COTCCTCOTC
GAGGTTTITG
AAATTAALCTA
ATTATTGGTG
GATCOGCGTC
ATGTTGCCTG
TCAASTATTR
QIGGTTTCIT
TTGCTGCETC
GTTGCTGCAG
GGTGAGTTEA
ACTATATACA
AATTACATTG
GAAMCAGTTG
GTAGTGGREE
CTTCTAGRTE
GGTAATTATG
GCTGRAGTAR

AAACCCTICT
AATTCCCTCG
comoTecace
TCAGCGECTT
TCACGGAGGC
TCTGGGRAGA
ACAGTGGTTT
GGARCAGGAA
TEAGCATTGG
CATGTCATOA
ARCGGTTGAT
TGARRGTAG

GAACTTTCAA
TGCCAAAACC
ATGCRATTTC
GTAAACTGGA
TGCAGTGCAA
CTCTGTOTGE
TTTCCATATC
AGGEGTTTEE
GCTCATCALT
GAGGAGCAAC
ATCGAGATTT
TGAGACTGTG
TTGOTAAAG
TETCTGGTET
ACGRATTTTCT

TCECCCCTCC
CTCTCGCCCT
CAAAACCAGA
CTGCATCGCC
COGAGRCCHE
AGGCCCCAAC
AARGGATGAG
GTTGAGECLG
TGGUARAATC
GGAATCGGTT
AGAGCCTTTT
RTTCGEGRAA

GCRATACAA
ARARGGTCAG
TSCCAGACTA
TAGTGGAGAG
BACTGITGTC
TGCTGCTGCA
CTATCCAAAA
TCAATTGCAT
ATTCCCCAAC
TARTACTGGA
GAGGAAAATC
GCCTCARAGCT
TTCTATCAGA
TGCCTTGGGA
CACAANTAGA

Figura 44: Secuencia de amino4cidos de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de
Glycine max GmePPX-Gm19g25100 (SEQ ID NO: 44)

inl
36l
421
481

MASZATDTRE
TWOEGAITMT
LLBAQERIHRL
BLFRESLEMEH
DEEMOTLTDT
TNLHYLAHEL
LEGFGVLYPS
REIVTSLLEK
EGELEVGEAL

REVERVAVVE
ESEIRVEGLT
IFEFFMAHERS
SFPRLWNLEK
LCKELGHDEL
HNCGEAPLYNY
REQENCLETL
LLGAEGEFTF
ASGCKRADLY

AGVIGTARAY
PALZLOENGO
CPSNVCDENE
RPSSITACAL
KLANREVLTLA
KIDTETTERDT
CTLESSMME P
VNHFYWEEGT
TSYLNSAs0H

EILESHGLOVT
FPTISQFERYT
YVESUGRIFIR
QSKLFAKREK
YEHDEESES)
PERLHPLESY
ORAPSDLYLY
PLYGRNYGEY
I'VELE

VFEAEGRAGG
VRNGAPILVE
KEGREVYIYI,
OENRTRLER
NHSTESASNG
SYVEISYMIT
TTPIGGTINR
LOALDE LEKD

Figura 45: Secuencia nucledtida de protoporfirindgeno IX oxidasa mitocondrial de
Glycine max GmecPPX-Gm19g25100 (SEQ ID NO: 45)

L 88

1 ATGGCTTCCT
GCTAL

2 Gttt aTalisl e ol el alor e Taly st h Nl
Ad GTGGGUTTGC TGCEGCTTAC

GCTGGEG

CTGCARCAGA CGATAACDCCA AGATCOTGTAA A

63

RBARTTEARAT

AAGAGTAGC
CRCATCSTOT

RLREVSODEL
TNPARALLKSK
IDFEVOREEA
NEHERCETSE
STCDVDAY LM
TTREERVERP
ELAQASIDEL
LPGFFIAGRY

Z‘G‘IIL‘S':IL‘GJ\-JII
GCGATCTCACT

Lol



CTATITGAAG
ATTTCEGGATG
GATGCITCTTG
GTCAAAARTC
CTECTTTCTE
GACCCCTCTA
CATTITGGAA
GCABATCCTG
ACGTTTEGCT
ACTGCAGRAR
CAGGCTGGGA
ARATTAAATC
AACTCGTCTA
ACGAATOTGU
ARGGACATCA
AGCTACGETGL
TTCCAGGCAT
GGTACACTTT
ACCACCTTICA
AGGAAAATTG
GTTAACCATT
CTTCARGCAR
AARGGTGGAC
ATATCCTACC
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CTGAGGGAAG
AGGGAGCTRA
GARCTTCRAGA
GGECACCALT
CACAATCARA
ATGTGTGTGA
AAGAGGTTCET
AATCTCTCTC
CCATTATAGC
ATAGGACTGC
TGCAGACACT
AAARGGTTTT
TTACTAGTGCC
ATTATTTAAA
AGATCACAAA
CAATCPCAGT
TTSCACTTCT
TTTCCTCTAT
TTGGCGEARC
TTACTTCTGA
TCRATTGGAG
TTGATAAGAT
TCTCAGLIGG
TCAACTCTGC

AGUTGEEALGGG
TACARTGACT
AALGCAGCAG
TCTGGTACCT
GATCCATCTC
TOAARAATTCT
GGACTATCTG
TATGCGCCAT
CGGEGCATTG
ACTAAGARAR
CACACATACA
GACATTAGCT
TICTAACCAA
CCATTICTTG
AAGGGGAACT
CATGATTRCT
TGTTCCTTCT
GATGTTCUCA
TCARAACARGG
CCTGAGAARS
TARAGGCTTT
AGAAARAGAT
CAAAGCAATA
TTCAGACAAC

64

AGGTTGAGAA
GAAAGTGAARA
TTTCCAATAT
ACARARTCCTG
ATTTTTGAAC
GTGGAAAGTGC
ATTGAPCCTT
TCTTTCCCAG
CAATCTAAGT
AACARACACA
TTCTCCAMAG
TATGECETCATG
AGTACACRAAG
CATARTGET

CCCTTTCCAC
ACCTTCARAAR
AAAGAGCAAA
GATCGTGCAC
GAACTTGCTC
TTCTIGGGAG
CCTTIGTATC
CTTCCCGGAT
GCCTCAGGCT
ACAGTGCCTG

GUELITICTCA
TTGAGGTTRA
CACAGCATAA
CTGCACTACT
CATTTAZGIG
TAGGCAGGTIT
TTETTGEGEEG
AGCTATIGAA
TATTCGCCAA
AGCETGETTC
ACCTTGECEA
ATGGAATTTC
ATGTTGATGC
AAGITCCTCT
TTAATTTTCT
AGGAGAATGT
AAARATGETTT
CTAGTGATTT
AAGCTTCARC
CAGAGGEGEGA
GACCTAACTA
TTTTCTTTGC
GCARAGUAGE
ATAAATGA

GGATGGICTA
AGCTTTGATT
GCCCTATATT
GAAGAGTAAR
GAAAAGAAGT
CTTTGAACGT
CACTAGTGCA
TTTOGACAAA
AAGGGAAANA
STTTTCTTTC
AGACGACCTT
CTCTTCACAA
AGTAATCATG
ATATANTGTC
TCCCGAGGTA
BAAAGAGACCT
AARAACCUTT
AVATCTOTAT
TGACGAGCTT
ACCAACATTT
TGGGTCAGTT
AGGTAACTAC
TGATCTTGLIG
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