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DESCRIPCIÓN

Genes de protoporfirinógeno oxidasa (PPX) mutado

Campo de la invención

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

Antecedentes de la invención5

La siguiente descripción se proporciona simplemente como una ayuda para comprender la invención 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.º 5.767.373 desvela "secuencias de ADN eucariotas que codifican protoporfirinógeno oxidasa (protox) 
nativa o formas modificadas de la enzima que son tolerantes a herbicidas"; la Patente de los EE.UU. n.º 6.282.837 10
desvela "secuencias de ADN eucariotas que codifican protoporfirinógeno 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.º 
6.308.458 desvela "procedimientos para controlar el crecimiento de vegetación indeseada que comprende aplicar 
una cantidad eficaz de un herbicida inhibidor de protox a una población de plantas transgénicas o semilla de planta 15
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 población de plantas transgénicas o semillas de plantas"; la 
Patente de los EE.UU. n.º 6.905.852 desvela "[a] protoporfirinógeno oxidasa tolerante al herbicida fotoblanqueante y 
sus derivados, que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID 
NO: 2 [una proteína PPX] o péptidos mutados procedentes de los mismos por deleción, adición, sustitución, etc. de 20
uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos anterior y que tienen una actividad sustancialmente 
equivalente a la de la protoporfirinógeno oxidasa"; la Patente de los EE.UU. n.º desvela "procedimientos para 
conferir resistencia a herbicidas inhibidores de protoporfirinógeno sobre plantas de cultivo. Se confiere resistencia 
mediante el diseño por ingeniería genética de las plantas para expresar ADN clonado que codifica una 
protoporfirinógeno oxidasa resistente a herbicidas porfíricos"; la publicación de solicitud de patente de los EE.UU. n.º 25
20020086395 desvela "[a] un procedimiento para evaluar la capacidad de un compuesto para inhibir la actividad 
protoporfirinógeno oxidasa, que comprende las etapas de: (1) cultivar un transformante que expresa un gen de 
protoporfirinógeno 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 condición, siendo dicho transformante de una célula 30
huésped deficiente en la capacidad de crecimiento basada en la actividad protoporfirinógeno oxidasa transformada 
con el fragmento de ADN en que un promotor funcional en la célula huésped y un gen de protoporfirinógeno oxidasa 
están unidos de forma operacional, y (2) determinar la capacidad del compuesto para inhibir la actividad de 
protoporfirinógeno oxidasa comparando las tasas de crecimiento; y similares;" Patzoldt WL, y col., PNAS EE.UU. 
103: 12329-34 (2006 ) desvela una "deleción de 3 pb correspondiente al codón G210" de PPX; y Li X, y col., Plant 35
Physiology 133: 736-47 (2003 ) desvelan el "aislamiento de genes de protoporfirinógeno 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 protoporfirinógeno IX oxidasa (PPX) y a plantas que expresan enzimas PPX 
resistentes a herbicidas.40

Sumario de la invención

El objeto de la presente invención es una planta como se define en la reivindicación 1, cuya planta es resistente a 
uno o más herbicidas inhibidores de PPX. Otro objeto de la presente invención es una célula de planta como se 
define en la reivindicación 2, cuya célula de planta comprende un gen de protoporfirinógeno IX oxidasa (PPX) 
mutado. Otro objeto de la presente invención es un procedimiento como se define en la reivindicación 7, para 45
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 divulgación se refiere, al menos, en parte a procedimientos relacionados con mutaciones de genes y 
proteínas en plantas. En algunos aspectos, la presente divulgación también puede referirse a procedimientos para 
producir plantas resistentes a herbicidas. La presente divulgación y los procedimientos desvelados se refieren a 50
mutaciones en un gen de protoporfirinógeno 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 proteína 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 55
es transgénica. En determinados ejemplos, la planta o la célula de planta es transgénica. La divulgación también 
proporciona vectores recombinantes que incluyen dichos genes PPX mutados, así 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 homología e/o identidad de aminoácidos con la secuencia de aminoácidos SEQ ID 
NO: 1, y/o codifica una proteína 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 específico; por 
ejemplo, los genes mitocondriales Russet Burbank PPX, por ejemplo, StmPPX1 o StmPPX2; o, por ejemplo, un gen 5
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 10
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 cáñamo acuático, el 
producto proteico de un único 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 "mutación" se refiere a al menos una única variación de 15
nucleótido en una secuencia de ácido nucleico y/o una única variación de aminoácido en un polipéptido relativo a la 
secuencia normal o secuencia de tipo silvestre o una secuencia de referencia, por ejemplo, SEQ ID NO: 1 o SEQ ID 
NO: 2. En algunos ejemplos, una mutación se refiere a al menos una única variación de nucleótido en una secuencia 
de ácido nucleico y/o una única variación de aminoácido en un polipéptido relativo a una secuencia de nucleótido o 
aminoácido de una proteína PPX que no es resistente a herbicidas. En determinados ejemplos, una mutación puede 20
incluir una sustitución, una deleción, una inversión o una inserción. En algunos ejemplos, una sustitución, deleción, 
inserción o inversión puede incluir una variación en 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 nucleótidos. En algunos ejemplos, una sustitución, deleción, inserción o inversión puede incluir una 
variación en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 posiciones de aminoácidos. El término "ácido nucleico" o la expresión "secuencia 
de ácido nucleico" se refiere a un oligonucleótido, nucleótido o polinucleótido, y fragmentos o partes del mismo, que 25
pueden ser de una sola o doble cadena, y representan la cadena sentido o antisentido. Un ácido nucleico puede 
incluir ADN o ARN, y puede ser de origen natural o sintético. Por ejemplo, un ácido nucleico puede incluir ARNm o 
ADNc. El ácido nucleico puede incluir ácido nucleico que se ha amplificado (p. ej., usando la reacción en cadena de 
la polimerasa). La convención "NTwt ### NTmut" se usa para indicar una mutación que da como resultado que el 
nucleótido de tipo silvestre NTwt en la posición ### en el ácido nucleico se reemplace por NTmutante. El código de 30
una sola letra para nucleótidos es como se describe en el Manual de la Oficina de Patentes de EE. UU. del 
Procedimiento de examen de patentes, sección 2422, tabla 1. En este aspecto, la designación de nucleótido "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 expresión "gen de PPX mutado" se refiere a un gen de PPX que tiene 35
una o más mutaciones en posiciones de nucleótidos relativas a una secuencia de ácido nucleico de PPX de 
referencia. En determinados ejemplos, un gen de PPX mutado tiene una o más mutaciones relativas a una 
secuencia de PPX de tipo silvestre correspondiente. Como se usa en el presente documento, la expresión "tipo 
silvestre" puede usarse para designar el alelo convencional en un locus, o el alelo que tiene la frecuencia más alta 
en una población particular. En algunos casos, el alelo de tipo silvestre se puede representar mediante un 40
aminoácido particular o una secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo, una proteína PPX plastidial de patata de tipo 
silvestre puede estar representada por la SEQ ID NO: 7. Por ejemplo, una proteína 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 
más mutaciones relativas a una secuencia de ácido 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 o 45 o en posiciones homólogas de parálogos de 45
los mismos. En algunos ejemplos, el gen PPX mutado se modifica con al menos una mutación. 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 proteína PPX mutada. En algunos 
ejemplos, un gen de PPX mutado incluye dos o más mutaciones de secuencia de ácido nucleico seleccionadas de 
entre las Tablas 2, 3a y 3b. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una o más proteínas PPX 50
mitocondriales mutadas. En otros ejemplos, un gen PPX mutado codifica una o más proteínas PPX plastídicas 
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 55
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 mutación en 
un gen PPX de plastidio y al menos una mutación en un gen PPX mitocondrial. En algunos ejemplos, una o más 
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 proteína PPX mutada que tiene resistencia 60
incrementada a uno o más herbicidas en comparación con una proteína PPX de referencia.

En algunos ejemplos, las mutaciones en un gen PPX mutado codifican una proteína que tiene una combinación de 
dos o más mutaciones. En determinados ejemplos, al menos una mutación está en el gen PPX del plastidio y al 
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menos una mutación está 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 proteína que tiene una combinación de tres o más mutaciones; por ejemplo, combinaciones seleccionadas de 
entre las Tablas 4a y 4b. En algunos ejemplos, la al menos una mutación en el gen PPX plastidial y la al menos una 
mutación en el gen PPX mitocondrial están en la misma posición correspondiente. En otros ejemplos, la al menos 5
una mutación en el gen PPX del plastidio y la al menos una mutación en el gen PPX mitocondrial están en diferentes 
posiciones correspondientes.

Como se usa en el presente documento, el término "proteína PPX" se refiere a una proteína que tiene homología e/o 
identidad de aminoácidos con una proteína 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 proteína PPX tiene un 70 10
%; 75 %; 80 %; 85 %; 90 %; 95 %; 96 %; 97 %; 98 %; 99 %; o 100 % de identidad con una proteína PPX específica, 
tal como, por ejemplo, la proteína mitocondrial Russet Burbank PPX o las proteínas plastídicas Russet Burbank PPX. 
En determinados ejemplos, la proteína 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 o 44.15

Como se usa en el presente documento, el término "proteína PPX mutada" se refiere a una proteína PPX que tiene 
una o más mutaciones en posiciones de aminoácidos relativas a una secuencia de aminoácidos de PPX de 
referencia, o en posiciones homólogas de parálogos de los mismos. En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada 
tiene una o más mutaciones relativas a una secuencia de aminoácidos de PPX de referencia, por ejemplo, una 
secuencia de aminoácidos de PPX de referencia que tiene SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 20
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 40, 42 o 44, o partes de los mismos. En determinados ejemplos, una proteína PPX mutada 
tiene una o más mutaciones relativas a una proteína de tipo silvestre correspondiente. En algunos ejemplos, una 
proteína PPX mutada tiene una o más mutaciones relativas a una proteína correspondiente que no es resistente a 
herbicidas. En algunos ejemplos, la proteína PPX se modifica con al menos una mutación. En otros ejemplos, la 
proteína PPX se modifica con al menos dos mutaciones. En otros ejemplos, la proteína PPX se modifica con al 25
menos tres mutaciones. En algunos ejemplos, una o más proteínas PPX mitocondriales están mutadas. En otros 
ejemplos, una o más proteínas PPX plastídicas están mutadas. En otro ejemplo más, una o más proteínas PPX 
mitocondriales y una o más proteínas PPX plastídicas están mutadas. En algunos ejemplos, la expresión proteína 
PPX mutada se refiere a una proteína PPX que tiene resistencia incrementada a uno o más herbicidas en 
comparación con una proteína de referencia.30

En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye una mutación en una o más posiciones de aminoácidos 
correspondientes a una posición 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 proteína 35
PPX mutada incluye una mutación en una o más posiciones de aminoácidos correspondientes a una posición 
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 protoporfirinógeno IX oxidasa (PPX) mutado en el que el gen codifica una proteína 40
que incluye una mutación en una o más posiciones de aminoácidos correspondientes a una posición 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, I485, D487, K490, L503, V508 y 1525 de 45
SEQ ID NO: 1. En algunos ejemplos, una planta o célula de planta puede incluir un gen de protoporfirinógeno IX 
oxidasa (PPX) mutado en el que el gen codifica una proteína que incluye una mutación en una o más posiciones de 
aminoácidos correspondientes a una posición 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, 50
D447, S448, V449, D451, D454, Y465, K470 y T500 de SEQ ID NO: 9. En algunos ejemplos, una proteína PPX es 
un parálogo de la proteína PPX de Arabidopsis thaliana (por ejemplo, la proteína PPX puede ser una proteína PPX 
plastidial de la patata) y la proteína PPX puede tener un N en la posición correspondiente a la posición 52 de la SEQ 
ID NO: 1, en la que el N está sustituido con un aminoácido distinto de N; una K en la posición correspondiente a la 
posición 272 de la SEQ ID NO: 1, en la que K está sustituido con un aminoácido distinto de K; una S en la posición 55
correspondiente a la posición 359 de la SEQ ID NO: 1, en la que S está sustituido con un aminoácido distinto de S; 
y/o una S en la posición correspondiente a la posición 525 de la SEQ ID NO: 1, en la que S está sustituido con un 
aminoácido distinto de S. En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye dos o más mutaciones, cuya al 
menos una mutación está en la posición de aminoácido correspondiente a una posición seleccionada de entre el 
grupo que consiste en G52, N85, N105, E111, G130, D139, P143, R144, F145, L147, F165, L167, 1170, A180, 60
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 
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NO: 1. En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye dos o más mutaciones, cuya al menos una mutación 
está en la posición de aminoácido correspondiente a una posición 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, I215, 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 5
proteína PPX es un parálogo de la proteína PPX de Arabidopsis thaliana (por ejemplo, la proteína PPX puede ser 
una proteína PPX plastidial de la patata) y la proteína PPX puede tiene dos o más mutaciones y tiene una o más de:  
(1) un N en la posición correspondiente a la posición 52 de la SEQ ID NO: 1, en la que el N está sustituido con un 
aminoácido distinto de N; (2) una K en la posición correspondiente a la posición 272 de la SEQ ID NO: 1, en la que K 
está sustituido con un aminoácido distinto de K; (3) una S en la posición correspondiente a la posición 359 de la SEQ 10
ID NO: 1, en la que S está sustituido con un aminoácido distinto de S; y/o (4) una S en la posición correspondiente a 
la posición 525 de la SEQ ID NO: 1, en la que S está sustituido con un aminoácido distinto de S. En algunos 
ejemplos, una proteína PPX mutada incluye tres o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en la posición 
de aminoácido correspondiente a una posición seleccionada de entre el grupo que consiste en G52, N85, N105, 
E111, G130, D139, P143, R144, F145, L147, F165, L167, I170, A180, P185, E192, S193, R199, V206, E212, Y219, 15
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 proteína PPX 
mutada incluye tres o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en la posición de aminoácido 
correspondiente a una posición seleccionada de entre el grupo que consiste en D58, E64, G74, G84, L93, K97, K98, 20
A101, S119, F121, T124, N139, E150, S151, Q157, V164, D170, C177, H187, L188, N195, P214, I215, 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 proteína PPX es un parálogo de 
la proteína PPX de Arabidopsis thaliana (por ejemplo, la proteína PPX puede ser una proteína PPX de la patata) y la 
proteína PPX tiene tres o más mutaciones y tiene una o más de: (1) un N en la posición correspondiente a la 25
posición 52 de la SEQ ID NO: 1, en la que el N está sustituido con un aminoácido distinto de N; (2) una K en la 
posición correspondiente a la posición 272 de la SEQ ID NO: 1, en la que K está sustituido con un aminoácido 
distinto de K; (3) una S en la posición correspondiente a la posición 359 de la SEQ ID NO: 1, en la que S está 
sustituido con un aminoácido distinto de S; y/o (4) una S en la posición correspondiente a la posición 525 de la SEQ 
ID NO: 1, en la que S está sustituido con un aminoácido distinto de S.30

Conjuntamente con los diversos aspectos, ejemplos, composiciones y procedimientos desvelados en el presente 
documento, una proteína PPX mutada incluye una o más mutaciones de aminoácidos seleccionadas de entre las 
Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye dos o más 
mutaciones de aminoácidos seleccionadas de entre las Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En algunos 
ejemplos, una proteína PPX mutada incluye tres o más mutaciones de aminoácidos seleccionadas de entre las 35
Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye una o más 
mutaciones de secuencia de ácido 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 proteína PPX mutada puede incluir una combinación de 
mutaciones; por ejemplo, una combinación de mutaciones seleccionadas de entre las Tablas 4a y 4b. En algunos 40
ejemplos, la proteína PPX mutada incluye una combinación de dos o más mutaciones; por ejemplo, combinaciones 
seleccionadas de entre las Tablas 4a y 4b. En algunos ejemplos, la proteína PPX mutada incluye una combinación 
de tres o más 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 proteína PPX puede ser un parálogo de la proteína PPX de Arabidopsis thaliana (por 45
ejemplo, la proteína PPX puede ser una proteína PPX mitocondrial de la patata) y la proteína PPX puede tener uno o 
más aminoácidos 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 más mutaciones en un 
gen PPX mutado pueden codificar una proteína PPX mutada que tiene una o más mutaciones, dos o más 
mutaciones, tres o más mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en una proteína PPX mutada puede incluir 50
una o más mutaciones en la posición de aminoácido correspondiente a una o más 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 55
presente documento, la célula de planta puede tener un gen PPX mutado. En determinados ejemplos, el gen PPX 
mutado codifica una proteína 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 reparación de gen (GRON); por ejemplo, usar una GRON con una mutación dirigida en un gen PPX. En
determinados ejemplos, la célula de planta producida por el procedimiento puede incluir un gen PPX capaz de 60
expresar una proteína PPX mutada. El procedimiento puede incluir además 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 catalítica en comparación 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 5
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 más células de plantas o a partir de tejido 
de plantas constituido por una o más 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 10
puede incluir introducir en una célula de planta una oligonucleobase de reparación de gen (GRON); por ejemplo, 
usando una GRON diseñada con una mutación dirigida en un gen PPX. El gen PPX mutado puede expresar una 
proteína PPX mutada. El procedimiento puede incluir además la identificación de una planta que tiene crecimiento 
normal y/o actividad catalítica en comparación 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. 15
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 proteína PPX mutada. En algunos 
ejemplos, la proteína PPX mutada puede ser resistente a un herbicida; por ejemplo, un herbicida inhibidor de PPX. 20
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 proteína PPX mutada; (b) la selección de una población resultante del cruce 25
para aumentar la resistencia a herbicidas; por ejemplo, resistencia incrementada a un herbicida inhibidor de PPX; (c) 
la selección de un miembro resultante del cruce que tiene resistencia a herbicida aumentada; y/o (d) la producción 
de semillas resultantes del cruce. En algunos ejemplos, se produce una semilla híbrida 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 30
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 35
del procedimiento, una o más 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 más 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 proteína PPX mutada. En algunos 
ejemplos, una más de las plantas en el campo es resistente a herbicidas; por ejemplo, resistente a un herbicida 40
inhibidor de PPX.

En otro aspecto, se proporciona un ácido nucleico aislado que codifica una proteína PPX o una porción de la misma. 
En algunos ejemplos, el ácido nucleico aislado incluye una o más de las mutaciones del gen PPX tales como se 
describe en el presente documento. En algunos ejemplos, el ácido nucleico aislado codifica una proteína PPX 
mutada como se desvela en el presente documento. En determinados ejemplos, el ácido nucleico aislado codifica 45
una proteína PPX que es resistente a herbicidas; por ejemplo, resistente a un herbicida inhibidor de PPX.

En otro aspecto, se proporciona un vector de expresión que contiene un ácido nucleico aislado de un gen PPX 
mutado. En algunos ejemplos, el vector de expresión contiene un ácido nucleico aislado que codifica una proteína 
PPX. En algunos ejemplos, el ácido nucleico aislado codifica una proteína que tiene una mutación 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 50
ácido nucleico aislado codifica una proteína que tiene dos o más mutaciones. En algunos ejemplos, las dos o más 
mutaciones se seleccionan de entre las Tablas 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 8a-f, 9a-d y 10. En determinados ejemplos, el 
ácido nucleico aislado codifica una proteína 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 química o sustancia 55
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 concentración de herbicida que normalmente mataría o 
dañaría 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 60
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un herbicida inhibidor de PPX. En algunos ejemplos, un herbicida inhibidor de PPX es un herbicida de una familia 
química seleccionada de entre el grupo de familias químicas enumeradas en la Tabla 5. En algunos ejemplos, un 
herbicida inhibidor de PPX es un herbicida de una familia química seleccionada de entre el grupo de familias 
químicas 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 5
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 10
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, maíz, algodón, soja, trigo, centeno, avena, arroz, colza, frutas, 
verduras, tabaco, cebada, sorgo, tomate, mango, melocotón, manzana, pera, fresa, plátano, melón, zanahoria, 
lechuga, cebolla, soja spp, caña de azúcar, guisante, haba común, álamo, uva, cítricos, alfalfa, centeno, avena, 
césped y pastos forrajeros, lino, colza oleaginosa, pepino, campanilla, bálsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, 15
repollo, margarita, clavel, petunia, tulipán, iris, lirio, y plantas productoras de nueces en la medida en que no se 
mencionen ya específicamente. 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 20
cultivada de patata Russet Burbank. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Russet 
Burbank. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Arabidopsis thaliana. En algunos 
ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Solarium tuberosum. En algunos ejemplos, un gen PPX 
mutado codifica una proteína PPX de Solanum phureja. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una 
proteína PPX de Zea mays. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Oryza sativa. 25
En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Amaranthus tuberculatus. En algunos 
ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Sorghum bicolor. En algunos ejemplos, un gen PPX 
mutado codifica una proteína PPX de Ricinus communis. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una 
proteína PPX de Brassica napus. En algunos ejemplos, un gen PPX mutado codifica una proteína PPX de Glycine 
max. En algunos ejemplos, un gen de PPX mutado At4g01690 codifica una proteína PPX de Arabidopsis thaliana. 30
En algunos ejemplos, un gen de PPX mutado At5g14220 codifica una proteína PPX de Arabidopsis thaliana.

En cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos o composiciones desveladas en el presente documento 
pueden incluir uno o más genes de PPX mutados. En algunos ejemplos, los procedimientos y composiciones 
implican uno o más genes de PPX mutados que codifican una o más proteínas PPX mitocondriales. En otros 
ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen uno o más genes de PPX mutados que codifican una o más 35
proteínas PPX plastídicas. En algunos ejemplos, los procedimientos y composiciones incluyen uno o más genes de 
PPX mutados que codifican una o más proteínas PPX plastídicas y proteínas 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 40
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 45
de control y codificación necesarias para la producción de un ARN, que puede tener una función no codificante (p. 
ej., un ARN ribosómico o de transferencia) o que pueden codificar un polipéptido o un precursor polipeptídico. El 
ARN o polipéptido puede estar codificado por una secuencia de codificación de longitud completa o por cualquier 
porción de la secuencia de codificación mientras se conserve la actividad o función deseada.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de un ácido 50
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 codificación incluyen exones en un ADN genómico o 
transcritos de ARN primarios inmaduros, que se unen entre sí mediante la maquinaria bioquímica de la célula para 
proporcionar un ARNm maduro. La cadena antisentido es el complemento de dicho ácido nucleico, y la secuencia de 
codificación puede deducirse de la misma.55

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia no codificante" se refiere a una secuencia de un 
ácido nucleico o su complemento, o una parte del mismo, que no se transcribe en aminoácidos in vivo, en la que el 
ARNt no interactúa para colocar o intentar coloca un aminoácido. Las secuencias no codificantes incluyen 
secuencias de intrón en ADN genómico o transcritos primarios de ARN inmaduros, y secuencias asociadas a genes 
tales como promotores, potenciadores, silenciadores, etc.60

Una nucleobase es una base, que en determinados ejemplos preferentes es una purina, pirimidina o un derivado o 
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análogo de la misma. Los nucleósidos son nucleobases que contienen un resto pentosefuranosilo, por ejemplo, un 
ribósido opcionalmente sustituido o 2'-desoxirribósido. El resto puede ser cualquier grupo que aumente la unión al 
ADN y/o disminuya la degradación de la nucleasa en comparación con un nucleósido que no tiene el resto. Los 
nucleósidos se pueden unir mediante uno de varios restos de enlace, que pueden contener o no fósforo. Los 
nucleósidos que están unidos por enlaces fosfodiéster no sustituidos se denominan nucleótidos. Como se usa en el 5
presente documento, el término "nucleobase" incluye nucleobases de péptidos, las subunidades de ácidos nucleicos 
peptídicos y nucleobases de morfolina así como también nucleósidos y nucleótidos.

Una oligonucleobase es un polímero 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 polímero. 10
Una cadena de oligonucleobase particular puede contener nucleobases de todos los tipos. Un compuesto de 
oligonucleobase es un compuesto que comprende una o más 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 halógeno. Las nucleobases de tipo desoxirribo son nucleobases distintas de las nucleobases de 15
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 5' 
y un extremo 3', y cuando una cadena oligonucleobase es coextensiva con una cadena, los extremos 5' y 3' de la 20
cadena también son extremos 5' y 3' de la cadena.

Como se usa en el presente documento, la expresión "oligonucleobase de reparación de gen" o "GRON" se refiere a 
oligonucleobases, que incluyen oligonucleótidos dúplex mixtos, moléculas que no contienen nucleótidos, 
oligodesoxinucleótidos monocatenarios y otras moléculas de reparación de genes.

Como se usa en el presente documento, el término "transgénico" se refiere a un organismo o célula que tiene ADN 25
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 extraño y/o una región 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 más mutaciones dirigidas introducidas artificialmente.30

Como se usa en el presente documento, el término "aislado", cuando se refiere a un ácido nucleico (p. ej., un 
oligonucleótido tal como ARN, ADN o un polímero mixto) se refiere a un ácido nucleico que está separado de una 
porción sustancial del genoma en el que se produce naturalmente y/o está sustancialmente separado de otros 
componentes celulares que acompañan naturalmente a dicho ácido nucleico. Por ejemplo, cualquier ácido nucleico 
que se ha producido sintéticamente (p. ej., mediante condensación de base en serie) se considera aislado. 35
Análogamente, los ácidos nucleicos que se expresan de forma recombinante, se clonan, se producen mediante una 
reacción de extensión 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 expresión "secuencia de aminoácidos" se refiere a un polipéptido o 
secuencia de proteína. La convención "AAwt ### AAmut" se usa para indicar una mutación que da como resultado el 40
aminoácido de tipo silvestre AAwt en la posición ### 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 
ácido 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.45

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

Como se usa en el presente documento, el término "codón" se refiere a una secuencia de tres nucleótidos 
adyacentes (ARN o ADN) que constituyen el código genético que determina la inserción de un aminoácido específico 50
en una cadena polipeptídica durante la síntesis proteica o la señal para detener la síntesis proteica. El término 
"codón" también se usa para referirse a las secuencias correspondientes (y complementarias) de tres nucleótidos en 
el ARN mensajero en el que se transcribe el ADN original.

Como se usa en el presente documento, el término "homología" se refiere a la similitud de secuencia entre proteínas 
y ADN. El término "homología" u "homólogo" se refiere a un grado de identidad. Puede haber homología parcial u 55
homología completa. Una secuencia parcialmente homóloga 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 más o 
menos 10 %. Por ejemplo, "aproximadamente 3 %" abarcaría 2,7-3,3 % y "aproximadamente 10 %" abarcaría 9-11 
%. Además, cuando en el presente documento se usa "aproximadamente" conjuntamente con un término 
cuantitativo, se entiende que además del valor más o menos 10 %, también se contempla y se describe el valor 
exacto del término cuantitativo. Por ejemplo, el término "aproximadamente el 3 %" contempla expresamente, 5
describe e incluye exactamente el 3 ".

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 es la secuencia de aminoácidos de una proteína PPX de cloroplasto (plastidio) de Arabidopsis 
thaliana (SEQ ID NO: 1).
La Figura 2 es la secuencia de ácido nucleico de un ADNc de PPX de cloroplasto de Arabidopsis thaliana10
(plastidio) (SEQ ID NO: 2).
La Figura 3 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Arabidopsis thaliana (SEQ ID 
NO: 3).
La Figura 4 es la secuencia de ácido nucleico de un ADNc de PPX mitocondrial de Arabidopsis thaliana (SEQ ID 
NO: 4).15
La Figura 5 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Amaranthus tuberculatus (SEQ 
ID NO: 5).
La Figura 6 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Amaranthus tuberculatus (SEQ 
ID NO: 6).
La Figura 7 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Solanum tuberosum StcPPX (SEQ 20
ID NO: 7).
La Figura 8 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Solanum tuberosum (SEQ ID NO: 
8).
La Figura 9 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Solanum tuberosum (SEQ ID 
NO: 9).25
La Figura 10 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum (SEQ ID 
NO: 10).
La Figura 11 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Zea mays (SEQ ID NO: 11).
La Figura 12 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Zea mays (SEQ ID NO: 12).
La Figura 13 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Zea mays (SEQ ID NO: 13).30
La Figura 14 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Zea mays (SEQ ID NO: 14).
La Figura 15 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Oryza sativa (SEQ ID NO: 15).
La Figura 16 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Oryza sativa (SEQ ID NO: 16).
La Figura 17 es la secuencia de aminoácidos del ADNc de proteína PPX mitocondrial de Oryza sativa (SEQ ID 
NO: 17).35
La Figura 18 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Oryza sativa (SEQ ID NO: 18).
La Figura 19 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 19).
La Figura 20 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 20).
La Figura 21 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 21).
La Figura 22 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Sorghum bicolor (SEQ ID NO: 40
22).
La Figura 23 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Ricinus communis (SEQ ID NO: 
23).
La Figura 24 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX plastidial de Ricinus communis (SEQ ID NO: 
24).45
La Figura 25 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Ricinus communis (SEQ ID NO: 
25).
La Figura 26 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Ricinus communis (SEQ ID 
NO: 26).
La Figura 27 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Solanum tuberosum StmPPX1 50
(SEQ ID NO: 27).
La Figura 28 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum StmPPX1 
(SEQ ID NO: 28).
La Figura 29 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.1 (SEQ ID NO: 29).55
La Figura 30 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.1 (SEQ ID NO: 30).
La Figura 31 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Solanum tuberosum
StmPPX2.2 (SEQ ID NO: 31).
La Figura 32 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX mitocondrial de Solanum tuberosum60
StmPPX2.2 (SEQ ID NO: 32).
La Figura 33 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Brassica napus BncPPX1 (SEQ ID 
NO: 33).
La Figura 34 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX de Brassica napus BncPPX1 (SEQ ID NO: 34).
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La Figura 35 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Brassica napus BncPPX2 (SEQ ID 
NO: 35).
La Figura 36 es la secuencia de ácido nucleico del ADNc de PPX de Brassica napus BncPPX2 (SEQ ID NO: 36).
La Figura 37 es la secuencia parcial de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Brassica napus BCLPPX3 
(SEQ ID NO: 37).5
La Figura 38 es la secuencia parcial de ácido nucleico del ADNc de PPX de Brassica napus BncPPX3 (SEQ ID 
NO: 38).
La Figura 39 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Glycine max GmcPPX1-1 (SEQ ID 
NO: 39).
La Figura 40 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Glycine max GmcPPX1-2 (SEQ ID 10
NO: 40).
La Figura 41 es la secuencia de ácido nucleico de la proteína PPX plastidial de Glycine max GmcPPX1 (SEQ ID 
NO: 41).
La Figura 42 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX plastidial de Glycine max GmcPPX2 (SEQ ID 
NO: 42).15
La Figura 43 es la secuencia de ácido nucleico de la proteína PPX plastidial de Glycine max GmcPPX2 (SEQ ID 
NO: 43).
La Figura 44 es la secuencia de aminoácidos de la proteína PPX mitocondrial de Glycine max GmcPPX (SEQ ID 
NO: 44).
La Figura 45 es la secuencia de ácido nucleico de la proteína PPX mitocondrial de Glycine max GmcPPX (SEQ 20
ID NO: 45).
La Figura 46 es una alineación de proteínas PPX de diversas especies de planta.
La Figura 47 es una tabla de posiciones homólogas de aminoácidos en secuencias de aminoácidos de PPX de 
plantas de diversas especies.
La Figura 48 es una tabla de posiciones homólogas de aminoácidos en secuencias de aminoácidos de PPX de 25
plantas de diversas especies.

Descripción detallada de la invención

Sistema de desarrollo de rasgos rápidos (RTDSTM)

En cualquiera de los diversos aspectos y ejemplos de las composiciones y procedimientos desvelados en el 
presente documento, pueden realizarse mutaciones en genes y proteínas usando, por ejemplo, la tecnología del 30
Sistema de Desarrollo de Rasgos Rápidos (RTDS™) desarrollado por Cibus. En combinación 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 homocigóticos o heterocigóticos para las mutaciones. Las mutaciones desveladas en el 
presente documento pueden estar en combinación con cualquier otra mutación conocida o con mutaciones 35
descubiertas en el futuro.

Como se usa en el presente documento, el término "heterocigótico" se refiere a que tiene alelos diferentes en uno o 
más locus genéticos en segmentos de cromosomas homólogos. Como se usa en el presente documento, 
"heterocigótico" también se puede referir a una muestra, una célula, una población de células o un organismo en el 
que pueden detectarse diferentes alelos en uno o más locus genéticos. Las muestras heterocigóticas también 40
pueden determinarse por procedimientos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, secuenciación de ácidos 
nucleicos. Por ejemplo, si un electroferograma de secuenciación muestra dos picos en un solo locus y ambos picos 
tienen aproximadamente el mismo tamaño, la muestra puede caracterizarse como heterocigótica. O bien, si un pico 
es más pequeño que otro, pero es al menos aproximadamente el 25 % del tamaño del pico más grande, la muestra 
puede caracterizarse como heterocigótica. En algunos ejemplos, el pico más pequeño es al menos 45
aproximadamente el 15 % del pico más grande. En otros ejemplos, el pico más pequeño es al menos 
aproximadamente el 10 % del pico más grande. En otros ejemplos, el pico más pequeño es al menos 
aproximadamente el 5 % del pico más grande. En otros ejemplos, se detecta una cantidad mínima del pico más 
pequeño.

Como se usa en el presente documento, "homocigótico" se refiere a que tiene alelos idénticos en uno o más locus 50
genéticos en segmentos de cromosomas homólogos. "Homocigótico" también puede referirse a una muestra, una 
célula, una población de células o un organismo en el que pueden detectarse los mismos alelos en uno o más locus 
genéticos. Las muestras homocigóticas pueden determinarse por procedimientos conocidos en la técnica, tales 
como, por ejemplo, secuenciación de ácidos nucleicos. Por ejemplo, si un electroferograma de secuenciación 
muestra un único pico en un locus particular, la muestra puede denominarse "homocigótica" con respecto a ese 55
locus.

El término "hemicigótico" se refiere a un gen o segmento de gen que está presente solo una vez en el genotipo de 
una célula o un organismo porque el segundo alelo está eliminado. Como se usa en el presente documento, 
"hemicigótico" también puede referirse a una muestra, una célula, una población de células o un organismo en el 
que pueden detectarse un alelo en uno o más locus genéticos solo una vez en el genotipo.60
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En algunos ejemplos, RTDS se basa en la alteración de un gen dirigido mediante la utilización del propio sistema de 
reparación de genes de la célula para modificar específicamente la secuencia del gen in situ y no insertar secuencias 
de control de expresión genética y/o ADN extraño. 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 integración de material genético extraño, ni queda ningún material genético extraño en la 5
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 patrón 
de expresión aleatorio, descontrolado o adverso.

El RTDS que efectúa este cambio es un oligonucleótido sintetizado químicamente (p. ej., usando una 
oligonucleobase de reparación de genes (GRON)) que puede estar compuesto de bases de ADN y de ARN 10
modificado así como de otros restos químicos, y está diseñado para hibridar en el emplazamiento del gen dirigido 
para crear un par de bases no coincidentes. Este par de bases no coincidente actúa como una señal para atraer el 
propio sistema de reparación de genes natural de la célula a ese sitio y corregir (reemplazar, insertar o eliminar) 
el(los) nucleótido(s) designados dentro del gen. Una vez que se completa el procedimiento de corrección, la 
molécula de RTDS se degrada y el gen ahora modificado o reparado se expresa bajo los mecanismos de control 15
endógeno normales de ese gen.

Oligonucleobases de reparación de genes ("GRON")

Los procedimientos y composiciones desvelados en el presente documento se pueden poner en práctica o fabricar 
con "oligonucleobases de reparación de genes", por ejemplo, que tienen las conformaciones y las químicas como se 
describe en detalle a continuación. Las "oligonucleobases de reparación de genes" tal como se contempla en el 20
presente documento también se han descrito en publicaciones científicas y literatura de patentes usando otros 
nombres que incluyen "oligonucleobases recombinagénicas"; "oligonucleótidos quiméricos de ARN/ADN"; 
"oligonucleótidos quiméricos"; "oligonucleótidos dúplex mixtos" (MDON); "oligonucleótidos de ADN de ARN (RDO)"; 
"oligonucleótidos dirigidos a genes"; "genoplastos"; "oligonucleótidos modificados monocatenarios"; "vectores 
mutacionales de oligodesoxinucleótidos monocatenarios" (SSOMV); "vectores mutacionales dúplex"; "vectores 25
mutacionales heterodúplex";

Las oligonucleobases que tienen las conformaciones y químicas descritas en la Patente de los EE.UU. n.º 5.565.350 
por Kmiec (Kmiec I)y la Patente de los EE.UU. n.º 5.731.181 por Kmiec (Kmiec II) son adecuadas para su uso como 
"oligonucleobases de reparación de genes" de la presente divulgación. Las oligonucleobases de reparación de 
genes en Kmiec I y/o Kmiec II contienen dos cadenas complementarias, una de las cuales contiene al menos un 30
segmento de nucleótidos de tipo ARN (un "segmento de ARN") que están emparejados a nucleótidos de tipo ADN de 
la otra cadena.

Kmiec II desvela que los nucleótidos que no contienen base de purina y pirimidina pueden sustituirse por 
nucleótidos. Las moléculas de reparación génica adicionales que se pueden usar para la presente divulgación 
incluyen, pero sin limitación, las descritas en las Patentes de los EE.UU. nº.s 5.756.325; 5.871.984; 5.760.012; 35
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.º 
PCT/US00/23457; y en las publicaciones de Patente Internacional n.ºs 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 reparación de genes puede ser un oligonucleótido dúplex mixto (MDON) 40
en el que los nucleótidos de tipo ARN del oligonucleótido dúplex 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 enseñados por Kmiec II. Los sustituyentes alternativos pueden 
incluir, pero sin limitación, los sustituyentes enseñados por la Patente de los EE.UU. n.º 5.334.711 (Sproat) y los 
sustituyentes enseñados por las publicaciones de Patentes EP 629 387 y EP 679 657 (colectivamente, las 45
Aplicaciones Martin).

Como se usa en el presente documento, un derivado de 2'-fluoro, cloro o bromo de un ribonucleótido o un 
ribonucleótido que tiene un 2'-OH sustituido con un sustituyente descrito en las aplicaciones Martin o Sproat se 
denomina ribonucleótido "2'-sustituido". Como se usa en el presente documento, la expresión "nucleótido de tipo 
ARN" significa un nucleótido 2'-hidroxilo o 2'-sustituido que está unido a otros nucleótidos de un oligonucleótido 50
dúplex mixto mediante un enlace fosfodiéster no sustituido o cualquiera de los enlaces no naturales enseñados por 
Kmiec I o Kmiec II. Como se usa en el presente documento, la expresión "nucleótido de tipo desoxirribo" significa un 
nucleótido que tiene un 2'-H, que puede unirse a otros nucleótidos de una oligonucleobase de reparación de genes 
mediante un enlace fosfodiéster no sustituido o cualquiera de los enlaces no naturales enseñados por Kmiec I o 
Kmiec II.55

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el 
presente documento, la oligonucleobase de reparación de genes puede ser un oligonucleótido dúplex mixto (MDON) 
que está unido únicamente por enlaces fosfodiéster no sustituidos. En ejemplos alternativos, el enlace es por 
fosfodiésteres sustituidos, derivados de fosfodiéster y enlaces no basados en fósforo tal como lo enseña Kmiec II. En 
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otro ejemplo más, cada nucleótido de tipo ARN en el oligonucleótido dúplex mixto es un nucleótido 2'-sustituido. 
Ejemplos preferentes particulares de ribonucleótidos 2’-sustituidos incluyen, pero sin limitación, 2'-fluoro, 2'-metoxi, 
2'-propiloxi, 2'-aliloxi,  2'-hidroxietiloxilo, 2'-metoxietiloxi, ribonucleótidos sustituidos con 2'-fluoropropiloxi y 2'-
trifluoropropiloxi. Ejemplos más preferentes de ribonucleótidos 2'-sustituidos son nucleótidos sustituidos con 2'-fluoro, 
2'-metoxi, 2'-metoxietiloxi y 2'-aliloxi. En otro ejemplo, el oligonucleótido dúplex mixto está unido por enlaces 5
fosfodiéster no sustituidos.

Aunque los oligonucleótidos dúplex mixtos (MDON) que tienen solo un único tipo de nucleótido de tipo ARN 2'-
sustituido se sintetizan más de manera práctica, los procedimientos desvelados en el presente documento pueden 
ponerse en práctica también con oligonucleótidos dúplex mixtos que tienen dos o más tipos de nucleótidos de tipo 
ARN. La función de un segmento de ARN puede no verse afectada por una interrupción causada por la introducción 10
de un desoxinucleótido entre dos trinucleótidos de tipo ARN, en consecuencia, la expresión 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 nucleótidos 2'-OH 
alternativos resistentes a la RNasa y no sustituidos. Los oligonucleótidos dúplex mixtos tienen preferentemente 
menos de 100 nucleótidos y más preferentemente menos de 85 nucleótidos, pero más de 50 nucleótidos. La primera 15
y la segunda cadenas son bases emparejadas de Watson-Crick. En un ejemplo, las cadenas del oligonucleótido 
dúplex mixto están covalentemente unidas por un engarce, tal como un hexa, penta o tetranucleótido monocatenario, 
de modo que la primera y la segunda cadenas son segmentos de una única cadena de oligonucleótidos que tiene un 
único extremo 3' y un solo 5'. Los extremos 3' y 5' pueden protegerse mediante la adición de un "capuchón de 
horquilla '' por la cual los nucleótidos 3' y 5' terminal son Watson-Crick emparejados a nucleótidos adyacentes. Un 20
segundo capuchón de horquilla puede, adicionalmente, colocarse en la unión 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 homólogas con dos fragmentos del gen objetivo, es 
decir, tienen la misma secuencia que el gen objetivo. Una región homóloga contiene los nucleótidos de un segmento 25
de ARN y puede contener uno o más nucleótidos de tipo ADN del segmento de ADN de conexión y también puede 
contener nucleótidos de tipo ADN que no están dentro del segmento de ADN intermedio. Las dos regiones de 
homología están separadas por, y cada una es adyacente a, una región que tiene una secuencia que difiere de la 
secuencia del gen objetivo, denominada "región heteróloga". La región heteróloga puede contener uno, dos o tres 
nucleótidos no coincidentes. Los nucleótidos no coincidentes pueden ser contiguos o como alternativa pueden 30
separarse por uno o dos nucleótidos que son homólogos con el gen objetivo. Como alternativa, la región heteróloga 
también puede contener una inserción o uno, dos, tres o cinco o unos pocos nucleótidos. Como alternativa, la 
secuencia del oligonucleótido dúplex mixto puede diferir de la secuencia del gen objetivo solo mediante la deleción 
de uno, dos, tres o cinco o algunos nucleótidos del oligonucleótido dúplex mixto. La longitud y posición de la región 
heteróloga es, en este caso, considerada como la longitud de la deleción, aunque no hay nucleótidos del 35
oligonucleótido dúplex mixto dentro de la región heteróloga. La distancia entre los fragmentos del gen objetivo que 
son complementarios a las dos regiones homólogas es idéntica a la longitud de la región heteróloga en la que se 
pretende una sustitución o sustituciones. Cuando la región heteróloga contiene una inserción, las regiones 
homólogas se separan de ese modo en el oligonucleótido dúplex mixto más lejos que sus fragmentos homólogos 
complementarios lo están en el gen, y el inverso es aplicable cuando la región heteróloga codifica una deleción.40

Los segmentos de ARN de los oligonucleótidos dúplex mixtos son cada uno una parte de una región homóloga, es 
decir, una región que es idéntica en secuencia a un fragmento del gen objetivo, cuyos segmentos juntos 
preferentemente contienen al menos 13 nucleótidos de tipo ARN y preferentemente de 16 a 25 nucleótidos de tipo 
ARN o aún más preferentemente 18-22 nucleótidos de tipo ARN o lo más preferentemente 20 nucleótidos. En un 
ejemplo, los segmentos de ARN de las regiones de homología están separados por, y adyacentes a, es decir, 45
"conectados por" un segmento de ADN intermedio. En un ejemplo, cada nucleótido de la región heteróloga es un 
nucleótido del segmento de ADN intermedio. Un segmento de ADN intermedio que contiene la región heteróloga de 
un oligonucleótido dúplex 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 reparación de genes (GRON) puede ser un vector de mutación de 50
oligodesoxinucleótidos monocatenario (SSOMV), por ejemplo, tal como se desvela en la Solicitud de Patente 
Internacional PCT/US00/23457, las Patentes de los EE.UU. n.ºs 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.ºs 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.sº WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 55
99/58702; y WO 99/40789. La secuencia del SSOMV contiene dos regiones que son homólogas con la secuencia 
objetivo separadas por una región que contiene la alteración genética deseada denominada región del mutador. La 
región del mutador puede tener una secuencia que tiene la misma longitud que la secuencia que separa las regiones 
homólogas en la secuencia objetivo, pero que tiene una secuencia diferente. Dicha región de mutador puede causar 
una sustitución. Como alternativa, las regiones homólogas en el SSOMV pueden ser contiguas entre sí, mientras 60
que las regiones en el gen objetivo que tienen la misma secuencia están separadas por uno, dos o más nucleótidos. 
Dicho SSOMV causa una deleción del gen objetivo de los nucleótidos que están ausentes del SSOMV. Por último, la 
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secuencia del gen objetivo que es idéntica a las regiones homólogas puede ser adyacente en el gen objetivo pero 
separada por uno, dos, o más nucleótidos en la secuencia del SSOMV. Dicho SSOMV causa una inserción en la 
secuencia del gen objetivo.

Los nucleótidos del SSOMV son desoxirribonucleótidos que están unidos por enlaces fosfodiéster no modificados, 
excepto que el enlace internucleotídico 3' terminal y/o 5' terminal o como alternativa los dos enlaces internucleótidos 5
3' terminal y/o 5' terminal pueden ser un fosforotioato o fosfoamidato. Como se usa en el presente documento, un 
enlace internucleotídico es el enlace entre nucleótidos del SSOMV y no incluye el enlace entre el nucleótido del 
extremo 3' o el nucleótido del extremo 5' y un sustituyente bloqueante. En un ejemplo específico, la longitud del 
SSOMV está entre 21 y 55 desoxinucleótidos y las longitudes de las regiones de homología son, en consecuencia, 
una longitud total de al menos 20 desoxinucleótidos y al menos dos regiones de homología debe tener cada una al 10
menos 8 desoxinucleótidos.

El SSOMV puede diseñarse para ser complementario a la cadena codificante o no codificante del gen objetivo. 
Cuando la mutación deseada es una sustitución de una única base, se prefiere que tanto el nucleótido mutador 
como el nucleótido dirigido sea una pirimidina. En la medida en que sea uniforme con lograr el resultado funcional 
deseado, se prefiere que tanto el nucleótido mutador como el nucleótido dirigido en la cadena complementaria sean 15
pirimidinas. Particularmente preferentes son los SSOMV que codifican mutaciones de transversión, es decir, un 
nucleótido mutante C o T no coincide, respectivamente, con un nucleótido C o T en la cadena complementaria.

Además del oligodesoxinucleótido, el SSOMV puede contener un sustituyente de bloqueo 5' que está unido a los 
carbonos 5' terminales a través de un engarce. La química del engarce no es crítica que no sea de su longitud, que 
preferentemente debe tener al menos 6 átomos de longitud y que el engarce debe ser flexible. Se puede usar una 20
diversidad de sustituyentes no tóxicos tales como biotina, colesterol u otros esteroides o un colorante fluorescente 
catiónico 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 incorporación a un oligonucleótido dan colorantes de indomonocarbocianina 
e indodicarbocianina tetrametil sustituidas con 3,3,3',3'-N,N'-isopropilo, respectivamente. Cy3 es particularmente 25
preferente. Cuando la indocarbocianina está sustituida con N-oxialquilo, puede unirse oportunamente al 5' terminal 
del oligodesoxinucleótido como un fosfodiéster con un fosfato 5' terminal. La química del engarce de colorante entre 
el colorante y el oligodesoxinucleótido no es crítica y se elige por conveniencia sintética. Cuando la fosforamidita Cy3 
disponible en el mercado se usa como se indica, la modificación 5' resultante consiste en un sustituyente bloqueante 
y un engarce juntos que son una N-hidroxipropil, N'-fosfatidilpropil 3,3,3',3'-tetrametil indomonocarbocianina.30

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

Las mutaciones descritas en el presente documento también podrían obtenerse mediante mutagénesis (aleatoria, 35
somática o dirigida) y cualquier otra tecnología de edición o recombinación de ADN que incluye, pero sin limitación, 
dirección de genes usando recombinación homóloga específica de sitio por nucleasas de dedo de cinc.

Entrega de oligonucleobases de reparación de genes en células de planta

Se puede usar cualquier procedimiento comúnmente conocido usado para transformar una célula de planta para 
administrar las oligonucleobases de reparación de genes. Los procedimientos ilustrativos se describen a 40
continuación.

Microvehículos y microfibras

El uso de microvehículos metálicos (microesferas) para introducir fragmentos grandes de ADN en células de plantas 
que tienen paredes celulares de celulosa mediante penetración de proyectiles es bien conocido por los expertos en 
la técnica relevante (en los sucesivo la entrega biolística). Las Patentes de los EE.UU. n.ºs 4.945.050; 5.100.792 y 45
5.204.253 describen técnicas generales para seleccionar microvehículos y dispositivos para proyectarlos.

Las condiciones específicas para usar microvehículos en los procedimientos desvelados en el presente documento 
se describen en la Publicación Internacional WO 99/07865. En una técnica ilustrativa, microvehículos en hielo frío 
(60 mg/ml), oligonucleótidos dúplex mixtos (60 mg/ml), CaCl2 2,5 M y espermidina 0,1 M se añaden en ese orden; la 
mezcla se agita suavemente, por ejemplo, agitando con formación de vórtice, durante 10 minutos y luego se deja a 50
temperatura ambiente durante 10 minutos, tras lo cual los microvehículos se diluyen en 5 volúmenes de etanol, se 
centrifuga y se resuspenden en etanol al 100 %. Pueden obtenerse buenos resultados con una concentración en la 
solución de adherencia de 8-10 µg/µl de microvehículos, 14-17 µg/ml de oligonucleótido mixto dúplex, CaCl2 1,1-1,4 
M y espermidina 18-22 mM. Los resultados óptimos se observaron en las condiciones de 8 µg/µl de microvehículos, 
16,5 µg/ml de oligonucleótido mixto dúplex, CaCl2 1,3 M y espermidina 21 mM.55

Las oligonucleobases reparadoras de genes también se pueden introducir en células de plantas para la práctica de 
la presente divulgación usando microfibras para penetrar en la pared celular y la membrana celular. La Patente de 
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los EE.UU n.º 5.302.523 de Coffee y col., describe el uso de fibras de carburo de silicio de 30 x 0,5 μm y 10 x 0,3 μm 
para facilitar la transformación de cultivos de maíz en suspensión de Black Mexican Sweet. Cualquier técnica 
mecánica que pueda usarse para introducir ADN para la transformación de una célula de planta usando microfibras 
se puede usar para entregar oligonucleobases de reparación de genes para la transmutación.

Una técnica ilustrativa para la entrega de microfibras de una oligonucleobase de reparación de genes es la siguiente: 5
Se suspenden microfibras estériles (2 μg) en 150 μl de medio de cultivo de plantas que contiene aproximadamente 
10 μg de un oligonucleótido dúplex mixto. Se deja sedimentar un cultivo en suspensión y volúmenes iguales de 
células compactadas y la suspensión de fibra/nucleótido estéril se agitan con formación 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, según sea adecuado para el rasgo particular.10

Electroporación de protoplastos

En un ejemplo alternativo, las oligonucleobases de reparación de genes se pueden entregar a la célula de planta por 
electroporación de un protoplasto procedente de una parte de la planta. Los protoplastos se forman por tratamiento 
enzimático de una parte de la planta, particularmente una hoja, de acuerdo con técnicas bien conocidas por los 
expertos en la técnica. Véase, p. ej., Gallois y col., 1996, en Methods in Molecular Biology 55: 89-107, Humana 15
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 electroporación. Las condiciones 
ilustrativas para la electroporación son 3 x 10 5 protoplastos en un volumen total de 0,3 ml con una concentración de 
oligonucleobase de reparación de genes de entre 0,6-4 μg/ml.

Captación de ADN mediada por PEG por protoplastos20

En un ejemplo alternativo, los ácidos 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. ej., Gharti-Chhetri y col., 1992; Datta y col., 1992).

Microinyección

En un ejemplo alternativo, las oligonucleobases reparadoras de genes pueden entregarse inyectándolas con un 25
microcapilar en células de plantas o en protoplastos (véase, p. ej., 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 proteínas usando, por ejemplo, tecnología 
transgénica. En algunos ejemplos, las composiciones y procedimientos incluyen una planta o célula de planta que 30
tiene una construcción de ácido nucleico transformada que incluye un promotor unido de forma operacional a un 
nucleótido de PPX desvelado en el presente documento. Los procedimientos desvelados en el presente documento 
pueden incluir la introducción de una construcción de ácido nucleico de PPX desvelada en el presente documento en 
al menos una célula de planta y la regeneración de una planta transformada a partir de la misma. La construcción de 
ácido nucleico comprende al menos un nucleótido que codifica una proteína PPX resistente a herbicida como se 35
desvela en el presente documento, particularmente las secuencias de nucleótidos de las expuestas en las Figuras 2, 
4, 6, 8, 10 y 12, y fragmentos y variantes de los mismos. Los procedimientos implican además el uso de un promotor 
que es capaz de conducir la expresión 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 40
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 45
una célula de planta con una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos unida de 
forma operacional a un promotor que conduce la expresión en una célula de planta y regenerar una planta 
transformada de dicha célula de planta transformada. La secuencia de nucleótidos se selecciona de entre aquellas 
secuencias de nucleótidos que codifican la PPX resistente a herbicidas desvelada en el presente documento, 
particularmente las secuencias de nucleótidos expuestas en las Figuras 2, 4, 6, 8, 10 y 12, y fragmentos y variantes 50
de los mismos. Una planta resistente a herbicidas producida por este procedimiento comprende una resistencia 
potenciada, en comparación 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 ácido nucleico desveladas se pueden usar en construcciones de ácido nucleico para la 
transformación de plantas, por ejemplo, plantas de cultivo, tales como Solanum tuberosum. En un ejemplo, dichas 55
construcciones de ácido nucleico que contienen las moléculas de ácido nucleico de la presente divulgación 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 
ácidos nucleicos se pueden usar en casetes de expresión, vectores de expresión, vectores de transformación, 
plásmidos y similares. Las plantas transgénicas obtenidas después de la transformación con dichas construcciones 
demuestran resistencia incrementada a herbicidas inhibidores de PPX tales como, por ejemplo, herbicidas de 
flumioxazina y sulfentrazona.5

Construcciones

Las moléculas de ácido nucleico desveladas en el presente documento (p. ej., genes de PPX mutados) pueden 
usarse en la producción de construcciones de ácido nucleico recombinante. En un ejemplo, las moléculas de ácido 
nucleico de la presente divulgación se pueden usar en la preparación de construcciones de ácido nucleico, por 
ejemplo, casetes de expresión para la expresión en la planta de interés.10

Los casetes de expresión pueden incluir secuencias reguladoras unidas de forma operacional a las secuencias de 
ácido 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 múltiples casetes de expresión.

Las construcciones de ácido nucleico pueden proporcionarse con una pluralidad de sitios de restricción para la 15
inserción de la secuencia de ácido nucleico PPX para estar bajo la regulación transcripcional de las regiones 
reguladoras. Las construcciones de ácido nucleico pueden contener adicionalmente moléculas de ácido nucleico que 
codifican genes marcadores seleccionables.

Cualquier promotor puede usarse en la producción de construcciones de ácidos nucleicos. El promotor puede ser 
nativo o análogo, o extraño o heterólogo, al huésped de la planta y/o a las secuencias de ácido nucleico de PPX 20
desveladas en el presente documento. Además, el promotor puede ser la secuencia natural o, como alternativa, una 
secuencia sintética. Cuando el promotor es "extraño" o "heterólogo" 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 "extraño" o
"heterólogo" a las secuencias de ácido 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 ácido nucleico PPX unidas de forma 25
operacional como se desvela en el presente documento. Como se usa en el presente documento, un gen quimérico 
comprende una secuencia de codificación unida de forma operacional a una región de iniciación de la trascripción 
que es heteróloga a la secuencia de codificación.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el 
presente documento, las secuencias de ácido nucleico de PPX desveladas en el presente documento pueden 30
expresarse usando promotores heterólogos, las secuencias promotoras nativas pueden usarse en la preparación de 
las construcciones. Dichas construcciones cambiarían los niveles de expresión de la proteína PPX en la planta o 
célula de la planta. Por lo tanto, el fenotipo de la planta o célula de planta está alterado.

Se puede usar cualquier promotor en la preparación de construcciones para controlar la expresión de la secuencia 
de codificación de PPX, tales como promotores que proporcionan promotores constitutivos, preferentes de tejido, 35
inducibles u otros promotores para la expresión 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.º 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: 40
581-588); MAS (Velten y col.,(1984) EMBO J. 3: 2723-2730); Un promotor (Patente de los EE.UU n.º 5.659.026) y 
similares. Otros promotores constitutivos incluyen, por ejemplo, las Patentes de los EE.UU. n.ºs 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 expresión de PPX dentro de un tejido de planta 
particular. Dichos promotores preferentes de tejido incluyen, pero sin limitación, promotores preferentes de hojas, 45
promotores preferentes de raíz, 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) 50
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 ácido nucleico también pueden incluir regiones de terminación de la transcripción. Cuando se 
usan regiones de terminación de la transcripción, se puede usar cualquier región de terminación en la preparación 55
de las construcciones de ácidos nucleicos. Por ejemplo, la región de terminación puede ser nativa de la región de 
iniciación de la transcripción, 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, heteróloga o extraña al promotor, la 
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molécula de ácido nucleico PPX de interés, el huésped de planta, o cualquier combinación de los mismos). Ejemplos 
de regiones de terminación que están disponibles para su uso en las construcciones de la presente divulgación 
incluyen aquellas del plásmido Ti de A. tumefaciens, tales como las regiones de terminación 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 5
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 ácidos nucleicos pueden optimizarse para una expresión incrementada en la planta 
transformada. Es decir, los ácidos nucleicos que codifican las proteínas PPX mutantes se pueden sintetizar usando 10
codones preferentes de plantas para una expresión mejorada. Véase, por ejemplo, Campbell y Gowri (1990) Plant 
Physiol. 92: 1-11 para un análisis sobre el uso de codones preferentes del huésped. Los procedimientos están 
disponibles en la técnica para sintetizar genes preferentes de plantas. Véase, por ejemplo, las Patentes de los 
EE.UU. n.ºs 5.380.831, y 5.436.391, y Murray y col.,(1989) Nucleic Acids Res. 17: 477-498.

Además, pueden realizarse otras modificaciones de secuencia a las secuencias de ácido nucleico desveladas en el 15
presente documento. Por ejemplo, se conocen modificaciones de secuencias adicionales para potenciar la expresión 
génica en un huésped celular. Estos incluyen la eliminación de secuencias que codifican señales espurias de 
poliadenilación, señales del sitio de corte y empalme exón/intrón, repeticiones similares a transposones y otras 
secuencias bien caracterizadas que pueden ser nocivas para la expresión génica. El contenido de GC de la 
secuencia también puede ajustarse a niveles medios para un huésped celular objetivo, calculado por referencia a 20
genes conocidos expresados en la célula huésped. Además, la secuencia puede modificarse para evitar las 
estructuras predichas de ARNm secundario en horquilla.

También pueden usarse otras secuencias de ácido nucleico en la preparación de las construcciones de la presente 
divulgación, por ejemplo para potenciar la expresión de la secuencia de codificación de PPX. Dichas secuencias de 
ácido nucleico incluyen los intrones del AdhI del maíz, el gen del intronl (Callis y col., (1987) Genes and 25
Development 1: 1183-1200), y las secuencias líder, (secuencia W) del virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del 
moteado clorótico del maíz 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 intrón del locus reducido de 
maíz 1 aumenta la expresión de genes en construcciones génicas quiméricas. Las Patentes de los EE.UU. n.ºs 
5.424.412 y 5.593.874 desvelan el uso de intrones específicos en construcciones de expresión génica, y Gallie y 30
col., ((1994) Plant Physiol. 106: 929-939) también han demostrado que los intrones son útiles para regular la 
expresión génica sobre una base específica de tejido. Para potenciar aún más u optimizar la expresión del gen PPX, 
los vectores de expresión de plantas desvelados en el presente documento también pueden contener secuencias de 
ADN que contienen regiones de unión a la matriz (MAR). Las células de plantas transformadas con dichos sistemas 
de expresión modificados, entonces, pueden mostrar sobreexpresión o expresión constitutiva de una secuencia de 35
nucleótidos de la divulgación.

Loas construcciones de expresión desveladas en el presente documento también pueden incluir secuencias de ácido 
nucleico capaces de dirigir la expresión de la secuencia PPX al cloroplasto. Dichas secuencias de ácido nucleico 
incluyen secuencias dirigidas a cloroplastos que codifican un péptido de tránsito de cloroplastos para dirigir el 
producto génico de interés a los cloroplastos de células de plantas. Dichos péptidos de tránsito son conocidos en la 40
técnica. Con respecto a las secuencias dirigidas a cloroplastos, "unidas de forma operacional" significa que la 
secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido de tránsito (es decir, la secuencia dirigida a cloroplastos) está 
unida a las moléculas de ácido 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. 45
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 proteínas PPX desveladas en el presente documento pueden incluir un péptido de tránsito 
de cloroplastos nativo, cualquier péptido de tránsito de cloroplastos conocido en la técnica puede fusionarse a la 
secuencia de aminoácidos de una proteína PPX madura uniendo de forma operacional una secuencia dirigida a 
cloroplastos al extremo 5' de una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína PPX madura.50

Las secuencias dirigidas a cloroplasto son conocidas en la técnica e incluyen la subunidad pequeña 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); triptófano 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 55
(Schmidt y col., (1993) J. Biol. Chem. 268 (36): 27447-27457); y la ligera recolección de la proteína de unión 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: 478-481.60

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el 
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presente documento, las construcciones de ácido nucleico pueden prepararse para dirigir la expresión de la 
secuencia de codificación PPX mutante del cloroplasto de la célula de la planta. Los procedimientos para la 
transformación 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 partículas que 5
contiene un marcador seleccionable y la dirección del ADN al genoma del plastidio mediante recombinación 
homóloga. Además, la transformación de plastidios se puede llevar a cabo mediante la transactivación de un 
transgén silencioso transportado por plastidios mediante la expresión 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: 7301-7305.10

Los ácidos nucleicos de interés para ser dirigidos al cloroplasto se pueden optimizar para la expresión en el 
cloroplasto para explicar las diferencias en el uso del codón entre el núcleo de la planta y este orgánulo. De esta 
manera, los ácidos nucleicos de interés pueden sintetizarse usando codones preferentes de cloroplastos. Véase, por 
ejemplo, la Patente de los EE.UU. n.º 5.380.831.

Las construcciones de ácidos nucleicos se pueden usar para transformar células de plantas y regenerar plantas 15
transgénicas que comprenden las secuencias de codificación de PPX mutantes. Numerosos vectores de 
transformación de plantas y procedimientos para transformar plantas están disponibles. Véase, por ejemplo, la 
Patente de los EE.UU. n.º 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) 20
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, CI 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 25
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 30
recombinación homóloga.

Las construcciones desveladas que comprenden las secuencias de ácido 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 proteínas mutantes 35
PPX desveladas en el presente documento, en las que la expresión del (os) ácido(s) nucleicos en la planta da como
resultado tolerancia a herbicidas en comparación con plantas de tipo silvestre o plantas de tipo mutante PPX 
conocidas que comprenden: (a) introducir en una célula de planta un vector de expresión que comprende ácido 
nucleico que codifica una proteína PPX mutante, y (b) generar a partir de la célula de planta una planta transgénica 
que es tolerante a herbicidas.40

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 reparación de genes para fabricar una mutación deseada en las secuencias cromosómicas 45
o episómicas de una planta en el gen que codifica una proteína PPX. La proteína mutada, que en algunos ejemplos 
puede mantener sustancialmente la actividad catalítica de la proteína 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 órganos, tejidos, o 
células en comparación con la planta de tipo silvestre independientemente de la presencia o ausencia del herbicida. 50
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, así como 
una planta resultante de un cruce usando una planta regenerada transgénica o no transgénica a una planta que 
tiene una mutación 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 55
de mamíferos.

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, procedimientos y/o composiciones desvelados en el 
presente documento, al menos una mutación de una proteína PPX mutada puede estar en la posición de aminoácido 
correspondiente a una posición 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, 60
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 proteína PPX 
mutada incluye una mutación en una o más posiciones de aminoácidos correspondientes a una posición 
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: 9.5

En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye dos o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en 
la posición de aminoácido correspondiente a una posición 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 10
ejemplos, una proteína PPX mutada incluye dos o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en la posición 
de aminoácido correspondiente a una posición 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 proteína PPX mutada incluye tres o más mutaciones, cuya al menos una mutación está 15
en la posición de aminoácido correspondiente a una posición 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 proteína PPX mutada incluye tres o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en la 20
posición de aminoácido correspondiente a una posición 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 25
presente documento, al menos una mutación de una proteína PPX mutada puede estar en la posición de aminoácido 
correspondiente a una posición 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, 30
D487, K490, L503, V508 y I525 de SEQ ID NO: 1. Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, ejemplos, 
procedimientos y/o composiciones desvelados en el presente documento, al menos una mutación de una proteína 
PPX mutada puede estar en la posición de aminoácido correspondiente a una posición 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, I215, K229, K230, C271, D274, F283, A292, S296, C307, N324, D330, 35
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 proteína PPX mutada incluye dos o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en 
la posición de aminoácido correspondiente a una posición 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: 1.40

En algunos ejemplos, una proteína PPX mutada incluye tres o más mutaciones, cuya al menos una mutación está en 
la posición de aminoácido correspondiente a una posición 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 45
presente documento, la proteína PPX mutada puede incluir una o más mutaciones seleccionadas de entre las 
mutaciones que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Mutaciones de aminoácidos en la proteína PPX de Arabidopsis thaliana.

G52K F145Y A2201 M228L S332C L393S Y426C Y426R

N85D A180T A220L S244G L357I L393V Y426F Y426T

R144C P185II A220T S244T K359R L403R Y426H Y426V

R144H P185R A220V Q272F K359T L403S Y426I F478S

F145L A220C L226M S305L L393M L424S Y426L I525T
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(continuación)

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 V444I D484A

Tabla 2: Resumen de mutaciones de nucleótidos/codones en el gen PPX plastidial de Arabidopsis que conducen a 
cambios de aminoácidos que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX. Los números de posición se basan en la 

numeración del número de gen PPX plastidial de Arabidopsis At4g01690 (SEQ ID NO: 1).5

AA mtn NA mtn
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(continuación)

AA mtn NA mtn

* "AA mtn" se refiere a la mutación de aminoácidos; "NA mtn" se refiere a la mutación de ácido nucleico

Tabla 3A: Resumen de mutaciones de nucleótidos/codones en el gen PPX plastidial de patata que conducen a 
cambios de aminoácidos que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX. Los números de posición se basan en la 

numeración del número de gen PPX plastidial de Arabidopsis At4g01690 (SEQ ID NO: 1).

AA mtn NA mtn
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(continuación)

AA mtn NA mtn
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(continuación)

AA mtn NA mtn

* "AA mtn" se refiere a la mutación de aminoácidos; "NA mtn" se refiere a la mutación de ácido nucleico

Tabla 3B: Resumen de mutaciones de nucleótidos/codones en el gen PPX mitocondrial de patata que conducen a 
cambios de aminoácidos que confieren tolerancia a los inhibidores de PPX. Los números de posición se basan en la 

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

AA mtn NA mtn
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(continuación)

AA mtn NA mtn

* "AA mtn" se refiere a la mutación de aminoácidos; "NA mtn" se refiere a la mutación de ácido 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 combinación de mutaciones, por 
ejemplo, dos o más, tres o más, cuatro o más, cinco o más o seis o más mutaciones en un gen PPX. En 
determinados ejemplos, la combinación de mutaciones se selecciona de entre las combinaciones de mutaciones que 5
se muestran en las Tablas 4a y 4b.

Tabla 4A: Combinaciones de mutaciones de aminoácidos (cada fila de cada una de las tres columnas agrupadas 
representa una combinación de mutaciones). Los números de posición se basan en la numeración del número de 

gen PPX plastidial de Arabidopsis At4g01690 (SEQ ID NO: 1)
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De acuerdo con una realización de acuerdo con la presente invención, una proteína PPX mutada incluye una 
arginina por cisteína en una posición correspondiente a la posición 144 de la SEQ ID NO: 1 y una alanina por 
treonina en una posición correspondiente a la posición 220 de la SEQ ID NO: 1. De acuerdo con otra realización de 5
acuerdo con la presente invención, una proteína PPX mutada incluye una arginina por histidina en una posición 
correspondiente a la posición 144 de la SEQ ID NO: 1 y una alanina por treonina en una posición correspondiente a 
la posición 220 de la SEQ ID NO: 1. De acuerdo con otra realización de acuerdo con la presente invención, una 
proteína PPX mutada incluye una arginina por leucina en una posición correspondiente a la posición 144 de la SEQ 
ID NO: 1 y una alanina por treonina en una posición correspondiente a la posición 220 de la SEQ ID NO: 1.10

Tabla 4B: Combinaciones de mutaciones de aminoácidos (cada fila de cada una de las dos columnas agrupadas 
representa una combinación de mutaciones). Los números de posición se basan en la numeración del número de 

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

G74C R98C
L93H V164A
R98L P214H
R98L T124I L188F K229Q
R98L T124I P214H K229Q
R98L T124I K229Q
S119N N139Y
F121L E150D
S151T K229E K230R
Q157L H187Q
C271R D274G
C307S A423V
S396L K4101
C434S T500S
D447G A292G
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(continuación)
S448A N324D
Y465F K470T
R98L P214H A243V
R98L T124I L188F K229Q A243V
R98L T124I P214H K229Q A243V
R98L T124I K229Q A423V
R98L P214H C307S
R98L T124I L188F K229Q C307S
R98L T124I P214H K229Q C307S
R98L T124I K229Q C307S
R98C P214H
R98C T124I L188F K229Q
R98C T124I P214H K229Q
R98C T124I K229Q
R98C P214H A423V
R98C T124I L188F K229Q A423V
R98C T124I P214H K229Q A423V
R98C T124I K229Q A423V
R98C P214H C307S
R98C T124I L188F K229Q C307S
R98C T124I P214H K229Q C307S
R98C T124I K229Q C307S
R98H P214H
R98H T124I L188F K229Q
R98H T124I P214H K229Q
R98H T124I K229Q
R98H P214H A423V
R98H T124I L188F K229Q A423V
R98H T124I P214H K229Q A423V
R98H T124I K229Q A423V
R98H P214H C307S
R98H T124I L188F K229Q C307S
R98H T124I P214H K229Q C307S
R98H T124I K229Q C307S

Parálogos

Las mutaciones objeto en el gen PPX generalmente se describen en el presente documento usando los genes y 
proteínas PPX plastidiales de Solanum tuberosum (véase, p. ej., las Figuras 8 y 7 respectivamente) con posiciones 5
de aminoácidos referenciadas a posiciones en Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO: 1). Las composiciones y 
procedimientos también abarcan genes y proteínas PPX mutantes de otras especies (parálogos). Sin embargo, 
debido a las variaciones en los genes PPX de diferentes especies, el número del resto de aminoácido que se cambia 
en una especie puede ser diferente en otra especie. No obstante, la posición análoga se identifica fácilmente por un 
experto en la técnica mediante homología de secuencia. Por ejemplo, la Tabla 6 resume las posiciones homólogas 10
de aminoácidos en diversos parálogos de secuencia de codificación de PPX de planta y la Figura 33 muestra una 
alineación de secuencia de aminoácidos de parálogos de PPX de diversas plantas. Por lo tanto, las posiciones 
análogas en estos y otros parálogos se pueden identificar y mutar.

Herbicidas

Las composiciones y procedimientos proporcionados en el presente documento incluyen genes PPX y proteínas 15
PPX que confieren resistencia a herbicidas inhibidores de PPX. En algunas realizaciones, los herbicidas inhibidores 
de PPX incluyen las familias químicas de difeniléteres, fenilpirazoles, N-fenilftalimidas, tiadiazoles, oxadiazoles, 
triazolinonas, oxazolidindionas, pirimidindionas. Ejemplos de principios activos herbicidas inhibidores de PPX y sus 
respectivas familias químicas se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Ejemplos de herbicidas inhibidores de PPX.20

Familia química Principio activo herbicida
Difeniléteres acifluorfen-Na

Bifenox
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(continuación)
Familia química 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 Azafenidina
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 5
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. 10
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 15
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 más mutaciones 
en el gen PPX, por ejemplo, tal como se desvela en el presente documento. En determinadas realizaciones, la planta 20
o célula de planta que tiene una o más 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 más mutaciones en un gen PPX puede mostrar un crecimiento o desarrollo sustancialmente normal de la 
planta, sus órganos, tejidos o células, en comparación con la planta o célula de tipo silvestre correspondiente. En 
aspectos y realizaciones particulares proporcionados son plantas transgénicas o no transgénicas que tienen una 25
mutación 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 más miembros de las familias químicas de 
herbicidas inhibidores de PPX, y pueden mostrar un crecimiento o desarrollo sustancialmente normal de la planta, 
sus órganos, tejidos o células, en comparación con la planta o célula de tipo silvestre correspondiente, es decir, en 
presencia de uno o más herbicidas tales como por ejemplo, flumioxazina, sulfentrazona y saflufenacilo, la proteína 30
PPX mutada tiene la misma actividad catalítica en comparación con la proteína 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 más mutaciones como se describe en el presente documento; preferentemente la planta 
mantiene sustancialmente la actividad catalítica de la proteína de tipo silvestre independientemente de la presencia o 
ausencia de un herbicida relevante. En determinadas realizaciones, los procedimientos incluyen introducir en una 35
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célula de planta una oligonucleobase de reparación de genes con una o más 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 5
presente documento, las plantas como se desvela en el presente documento pueden ser de cualquier especie de 
planta dicotiledónea, monocotiledónea o gimnosperma, incluyendo cualquier especie de planta leñosa que crezca 
como un árbol o arbusto, cualquier especie herbácea, o cualquier especie que produzca frutas, semillas o vegetales 
comestibles, o cualquier especie que produzca flores coloridas o aromáticas. 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 10
azucarera, maíz, algodón, soja, trigo, centeno, avena, arroz, colza, frutas, verduras, tabaco, cebada, sorgo, tomate, 
mango, melocotón, manzana, pera, fresa, plátano, melón, zanahoria, lechuga, cebolla, soja spp, caña de azúcar, 
guisante, haba común, álamo, uva, cítricos, alfalfa, centeno, avena, césped y pastos forrajeros, lino, colza 
oleaginosa, pepino, campanilla, bálsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, petunia, 
tulipán, iris, lirio, y plantas productoras de nueces en la medida en que no se mencionen ya específicamente. La 15
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 homólogas de aminoácidos en secuencias de aminoácidos de PPX de plantas de 20
diversas especies. Véase también las Figuras 47 y 48 para resúmenes adicionales de posiciones de aminoácidos 
homólogos.
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La oligonucleobase de reparación de genes se puede introducir en una célula de planta usando cualquier 
procedimiento comúnmente usado en la técnica, que incluye, pero sin limitación, microvehículos (entrega biolística), 
microfibras, captación mediada por polietilenglicol (PEG), electroporación y microinyección.

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 5
semillas, en los sucesivo una "planta fértil", y la producción 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 
aplicación 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 10
herbicida relevante a una planta o en el que el gen de PPX mutado tiene sustancialmente la misma actividad 
enzimática en comparación con PPX de tipo silvestre.

Selección de plantas resistentes a herbicidas y aplicación de herbicida

Las plantas y las células de plantas pueden someterse a prueba para resistencia o tolerancia a un herbicida usando 
procedimientos comúnmente conocidos en la técnica, p. ej., cultivando la planta o célula de la planta en presencia de 15
un herbicida y midiendo la tasa de crecimiento en comparación con la tasa de crecimiento en ausencia del herbicida.

Como se usa en el presente documento, el crecimiento sustancialmente normal de una planta, órgano de planta, 
tejido de planta o célula de planta se define como una tasa de crecimiento o tasa de división celular de la planta, 
órgano 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 división celular en una planta, órgano de planta, tejido de 20
planta o célula de planta correspondiente que exprese la proteína PPX de tipo silvestre.

Como se usa en el presente documento, el desarrollo sustancialmente normal de una planta, órgano de planta, tejido 
de planta o célula de planta se define como la aparición de uno o más eventos de desarrollo en la planta, órgano de 
planta, tejido de planta o célula de planta que son sustancialmente los mismos que ocurren en una planta, órgano de 
planta, tejido de planta o célula de planta correspondiente que exprese la proteína PPX de tipo silvestre.25

Conjuntamente con cualquiera de los aspectos, realizaciones, procedimientos y/o composiciones desvelados en el 
presente documento, los órganos de plantas proporcionados en el presente documento pueden incluir, pero sin
limitación, hojas, tallos, raíces, brotes vegetativos, botones florales, meristemos, embriones, cotiledones, 
endospermo, sépalos, pétalos, pistilos, carpelos, estambres, anteras, microesporas, polen, tubos de polen, óvulos, 
ovarios y frutos, o secciones, cortes o discos tomados de los mismos. Los tejidos de plantas incluyen, pero sin 30
limitación, tejidos callosos, tejidos triturados, tejidos vasculares, tejidos de almacenamiento, tejidos meristemáticos, 
tejidos foliculares, tejidos de brotes, tejidos radiculares, tejidos de agallas, tejidos tumorales vegetales y tejidos 
reproductivos. Las células de plantas incluyen, pero sin limitación, células aisladas con paredes celulares, sus 
agregados de diversos tamaños y protoplastos.

Las plantas son sustancialmente "tolerantes" a un herbicida relevante cuando se les somete y proporcionan una 35
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 requerirán más 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 necróticas, líticas, 40
cloróticas u otras, cuando se las somete a herbicidas en concentraciones y tasas que son típicamente empleadas 
por la comunidad agroquímica 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 proteína 45
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) mutación(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.50

Ejemplos

Los siguientes son ejemplos, que ilustran procedimientos para practicar la divulgación. 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: Clonación y caracterización del gen PPX plastidial y mitocondrial55
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Los genes PPX plastidial y mitocondrial se amplificaron a partir de ADNc y ADN genómico 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 único gen PPX en la patata. Dentro de la secuencia de codificación de 
aminoácidos, estos clones difieren en 10 polimorfismos, 3 de los cuales conducen a diferencias de aminoácidos, 
encontrándose solo dos en la proteína madura. Una diferencia de aminoácidos está en el péptido de tránsito del 5
cloroplasto. En uno de los clones StcPPX1.1, el intrón 3 no se empalmó.

Se obtuvo un clon genómico libre de errores de longitud completa del PPX plastidial. El análisis de aproximadamente 
5 Kb de secuencia genómica de 5 clones independientes y los resultados de secuenciación de ADNc de StcPPX 
indican que la variedad Russet Burbank sujeta a caracterización es heterocigótica, con muy pocos polimorfismos 
existentes entre los dos alelos.10

Primero, se clonaron y se secuenciaron cinco clones de ADN genómico StmPPX de longitud completa. Estos cinco 
representaron ambos alelos, teniendo los mismos PNU que se encuentran en el ADNc. Los fragmentos de ADN 
genómico de un amplicón más corto se clonaron y se secuenciaron para probar alelos adicionales. La clonación de 
este amplicón interno de la PPX mitocondrial indicó que había tres alelos; 6 de 22 clones tenían una deleción dentro 
de uno de los intrones y los otros 16 clones tenían una distribución uniforme de los dos alelos observados en los 15
clones de ADNc. A continuación, se secuenciaron otros 12 clones de ADN genómico StmPPX de longitud completa.

La secuencia completa de los genes PPX mitocondriales en la patata Russet Burbank indicó 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 inserción, 4 deleciones y 30 SNP, mientras que entre StmPPX1 y 
StmPPX2.2 hay 1 inserción, 4 deleciones y 29 PNU. Detalles adicionales se presentan en la Tabla 7.20

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

Tabla 7. Diferencias alélicas entre las formas mitocondriales de PPX en la patata Russet Burbank.25

Posición 
StmPPX nt

Gen nt 
1

Gen aa 
1

Gen nt 2 
Alelo 1

Gen aa 2 
Alelo 1

Gen nt 2 
Alelo 2

Gen aa 2 
Alelo 2

Posición 
StmPPX

Posición Atc 
PPX aa

Ejemplo 2: Complementación de PPX

StcPPX1, menos su péptido de tránsito de cloroplastos, se clonó a partir del ADNc en el vector de exploración 
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 homólogo bacteriano de PPX. Sin un gen complementario, los medios deben complementarse con 30
hematina para el crecimiento de E. coli. Los clones para el gen PPX plastidial (pACYStcPPX Col6) y el gen PPX 
mitocondrial (pACYStmPPX Col 6, 12 y 21) se transformaron y se demostró 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 35
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 transformó para complementar la cepa de E. coli mutante hemG y se 
seleccionó con una serie de concentraciones del principio activo para el herbicida inhibidor de PPX spartan 
(sulfentrazona-FMC) para determinar la concentración a la cual no crece la cepa HemG menos complementada. La 40
construcción de tipo silvestre no creció en sulfentrazona 2,5 mM, por lo tanto, la selección de mutantes tolerantes se 
realizó a esta concentración. Esto se refinó adicionalmente y también se usó sulfentrazona 0,75 mM para 
seleccionar la tolerancia. La construcción de tipo silvestre tuvo un crecimiento limitado a 10 mM de flumioxazina en 
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la selección líquida y ningún crecimiento a 0,3 mM de saflufenacilo. En la selección 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 selección de clones mutagenizados

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

Estandarización de selección líquida

Se desarrollaron condiciones de selección de cultivo líquido tanto para sulfentrazona como para flumioxazina. Se 
probaron cultivos de 1 ml de volumen con concentraciones de sulfentrazona y flumioxazina que oscilan entre 0 y 10 10
mM. Las muestras de 0 mM tenían 25 μl de DMSO (2,5 %) para imitar la concentración de DMSO en las muestras 
que contenían 10 mM de herbicida. Cada tubo se inoculó con 10 μl de un cultivo de células HemG de una noche 
complementado con el plásmido PPX de tipo silvestre para asegurar la uniformidad. Se tomaron lecturas 
espectrofotométricas (DO600) para cada muestra (dilución 1: 4) y una muestra de cada una se colocó en placas LB-
Chlor-IPTG para determinar si la DO600 se correlacionaba con el número de colonias viables. Se colocó en placas 15
una dilución al 10 % del cultivo de una noche para las células tratadas con sulfentrazona y se colocó en placas una 
dilución 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 líquido, 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 20
DO, sin embargo, la flumioxazina demostró una disminución constante del número 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 mutagenizó usando el kit de mutagénesis aleatorio Stratagene GeneMorph II y se 
clonó en XL-1 Blue para verificar la tasa de mutación. Los resultados mostraron que 14 de las 16 colonias 25
secuenciadas eran mutantes. Las placas XL-1 Blue al 90 % (aproximadamente 4000 colonias) se rasparon, se 
prepararon con plásmido 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 nucleótidos y aminoácidos 
encontradas en los clones tolerantes.30

Selección de clones mutagenizados

Los plásmidos mutagenizados al azar (extremos 5' y 3') se transformaron en células XL1-Blue de E. coli. Las 
colonias resultantes se combinaron, se aisló el ADN plasmídico y se transformó en células HemG (PPX mutante de 
E. coli). Para la selección con flumioxazina, las células se recuperaron durante 1 h en medio líquido mínimo seguido 
de la adición de herbicida y la recuperación de las células durante una noche. Al día siguiente, las células se 35
colocaron a una dilución adecuada en placas LB que contenían antibiótico para seleccionar el plásmido 
complementario. Las colonias de cada placa fueron secuenciadas. Después de la selección del líquido en 
flumioxazina 10 mM, aparecieron aproximadamente 30 colonias en placas con PPX de tipo silvestre (TS) en 
comparación con aproximadamente 200-1200 colonias con plásmidos mutagenizados. Para la selección de 
sulfentrazona, los cultivos se hicieron crecer en medios mínimos durante una noche, se diluyeron y se colocaron en 40
placas con 0 y 0,75 mM de concentración de sulfentrazona. Los recuentos de colonias se compararon entre los dos 
y la tolerancia a las mutaciones se determinó basándose en el porcentaje de colonias en las placas de sulfentrazona 
0,75 mM en comparación con las placas de 0 mM. El número de colonias que aparecen en las placas sirvió como un 
procedimiento para clasificar las mutaciones.

Mutagénesis en el extremo 3’45

La mutagénesis se realizó en el extremo 3' del gen PPX. Los clones se transformaron en HemG y se dejaron crecer 
durante una noche en 2,5, 5 y 10 mM de flumioxazina para su selección. La selección en flumioxazina 5 mM tenía 
muchas más colonias que en las placas de selección de 10 mM. La selección para clones mutagenizados usando 
flumioxazina 10 mM produjo cuatro clones. La selección 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 tamizó 50
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' evaluó 
la tolerancia a la sulfentrazona.

Ejemplo 4: Análisis de sustituciones de aminoácidos que confieren tolerancia

Se probó la tolerancia de todas las posibles sustituciones de aminoácidos en cada posición que exhibe tolerancia a 55
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la sulfentrazona o flumioxazina. A continuación, se combinaron subunidades de aminoácidos individuales en todas 
las permutaciones y combinaciones para evaluar la complementación y la tolerancia a herbicidas. Los resultados de 
combinaciones mutantes únicas y múltiples para flumioxazina se muestran en las Tablas 8a, 8b y 8c, en las que la 
última columna muestra el número de colonias indicadas para cada mutación en flumioxazina 10 mM. Los resultados 
de combinaciones mutantes únicas y múltiples para sulfentrazona se muestran en las Tablas 9a y 9b, en las que la 5
última columna muestra el número de colonias indicadas para cada mutación en sulfentrazona 0,75 mM. Los 
resultados de combinaciones mutantes únicas y múltiples para saflufenacilo se muestran en la Tabla 10, en la que la 
cuarta columna muestra el número de colonias indicadas para cada mutación en saflufenacilo 0,3 mM.

Tabla 8a. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
plastidial de patata a flumioxazina.10

Mutación Plásmido
N.º medio de clones resistentes a la 

flumioxazina
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Tabla 8b. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
plastidial de patata a flumioxazina.

Mutación Plásmido
N.º medio de clones resistentes a 
la flumioxazina

SD5011 CoI 1

F113

F76

SD5014 CoI 1

F72

SD5007 CoI 1

F96

S7

SD5012 CoI 1

S37

F114

SD5008 CoI 2

S32

SD5004 CoI 3

S120

SD5013 CoI 2

SD5016 CoI 1

SD5001 CoI 3

SD5005 CoI 1

F17

SD5002 CoI 1

SD5019 CoI 1

S118

F80

F7

SD5018 CoI 3

SD5010 CoI 4

SD5009 CoI 3

wt

Tabla 8c. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
plastidial de patata a flumioxazina.

Mutación Plásmido
N.º medio de clones resistentes a la 
flumioxazina
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(continuación)

Mutación Plásmido
N.º medio de clones resistentes a la 
flumioxazina

Wt

Tabla 8d. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
mitocondrial de patata a flumioxazina 5 mM

A404S

C271R D274G

C307S A423V

C434S T500S

C434Y

D330E

D447G A292G

D454N

N324K

R406K

S396L K410I

S448A N324D

Y465F K470T

Tabla 8e. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
mitocondrial de patata a flumioxazina 5 mM

A101V

C177S

D170E

D58N

E150K

E64V

F121L E150D
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(continuación)

G74C R98C

G84N

K97R

L93H V164A

N195K

P214S

Q157L H187Q

R98C

R98H

R98L

R98L P214H

R98L T124I L188F K229Q

S119N N139Y

S151T K229E K230R

V164F

Tabla 8f. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
mitocondrial de patata a flumioxazina 10 mM.

Mutante N.º de colonias con flumioxazina 10 mM

wt 42

R98L 83

P214H 51

R98L/P214H 88

R98L/P214H/T124I 110

R98L/P214H/T124I/K229Q 109

Tabla 9a. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
plastidial de patata a sulfentrazona.

Mutación Plásmido
Promedio sulf 

0,75 mM
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 2,1 %

F145Y Y426H SD5056 16 72 2,2 %

--- L403R F1155 16 72 2,2 %

R144C S525T SD5072 19 76 2,6 %

A220T L393V SD5094 20 55 3,6 %
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(ontinuación)

Mutación Plásmido
Promedio sulf 

0,75 mM
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 4,2 %

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 L403R 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 %

L226M L403R SD5119 252 75 33,8 %

R144C Y426F SD5082 400 117 34,3 %

S244G L393V SD5097 433 125 34,7 %

--- S525T F1061 278 79 35,3 %

A180T Y426H SD5053 331 80 41,4 %

R144C Y426H SD5052 709 125 56,6 %

--- — wt 0 85 0,0 %

Tabla 9b. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
plastidial de patata a sulfentrazona.

Mutación(es) Plásmido
N.º medio de clones resistentes a la 

sulfentrazona

R144C M228L SD5013 CoI 2 267

R144C A220T SD5011 CoI 1 260

F145Y S32 233

R144C L226M SD5012 CoI 1 186

A220T F113 149

P185R SD5016 CoI 1 133

R144C K272F SD5014 CoI 1 118

N52K SD5001 CoI 3 90

M228L S37 78

N85D A180T SD5005 CoI 1 75

S244G S120 68
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(continuación)

Mutación(es) Plásmido
N.º medio de clones resistentes a la 

sulfentrazona

R144H S332C F76 64

N85D F145Y SD5004 CoI 3 62

K272F F7 61

L226M F114 57

R144C S7 55

S244T SD5018 CoI 3 32

R144H S244T F96 31

F145L S118 29

S332C SD5019 CoI 1 28

N85D R144C SD5002 CoI 1 25

N85D A220T SD5007 CoI 1 19

N85D L226M SD5008 CoI 2 18

A180T F17 18

N52K R144H S244T F72 18

N85D M228L SD5009 CoI 3 12

N85D F80 6

N85D K272F SD5010 CoI 4 6

WT 23

Tabla 9c. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación 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 5,7 %

1,1 mM R98L/P214H 67 5,0 %

1,2 mM 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 7,1 %

1,1 mM R98L 76 4,9 %

1,2 mM R98L 54 3,5 %

0 mM R98L/T124I/K229Q 1220

0,5 mM R98L/T124I/K229Q 312 25,6 %
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(continuación)

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

0,9 mM R98L/T124I/K229Q 88 7,2 %

1,0 mM R98L/T124I/K229Q 66 5, 4%

1,1 mM R98L/T124I/K229Q 40 3,3 %

Tabla 9d. Tolerancia de combinaciones mutantes únicas y múltiples en la secuencia de codificación 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 124I/P214H/K229Q 1134

0,4 mM R98L/T124I/P214H/K229Q 724 63,8 %

0,5 mM R98L/T124I/P214H/K229Q 654 57,7 %

0,6 mM R98L/T124I/P214H/K229Q 402 35,4 %

0,7 mM R98L/T124I/P214H/K229Q 302 26,6 %

0,8 mM R98L/T124I/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 únicas y múltiples en la secuencia de codificación de PPX 
plastidial de patata a gsaflufenacilo medido por el número de colonias indicadas.

Mutación Plásmido
N.º medio de clones 
resistentes a saflufenacilo

Promedio 0 
mM 0,3 mM/0 mM

--- S525T F1061 0 69 0,0 %
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(continuación)

Mutación Plásmido
N.º medio de clones 
resistentes a saflufenacilo

Promedio 0 
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 selección de herbicidas para determinar la concentración de herbicida necesaria para 
matar microcallos procedentes de protoplastos en un período de tratamiento definido. A la luz de un resultado inicial 5
de curva de muerte en la que una concentración de 125 μM fue suficiente para matar todas las células en una 
semana, se diseñó una nueva curva de muerte usando concentraciones más bajas de flumioxazina con el objeto de 
determinar la concentración a la que se mata el 99 % de las células (véase la Tabla 11). El herbicida se suspendió 
en DMSO, siendo la concentración final de DMSO en los tratamientos herbicidas del 1 %. El desarrollo de las células 
se evaluó bajo el microscopio una vez a la semana. Exceptuando los tratamientos de control, se evitó la división en 10
todos los tratamientos con flumioxazina después de una semana y después de un mes no se desarrollaron 
microcallos a ninguna concentración probada. Una concentración 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 suspensión 
celular y protoplastos procedentes de punta de brote. Los protoplastos se expusieron a flumioxazina durante un 15

período de un mes.

Protoplasto no tratado + peg N.º de callos en tres cuentas Interrupción de GFC+ 
corrección de gron

N.º de callos en tres cuentas

Conc. de flumioxacina µM N.º % Conc. de flumioxacina µM N.º %

Control n.º 1* 185 Control 230

Control n.º 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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(continuación)

Protoplasto no tratado + peg N.º de callos en tres cuentas Interrupción de GFC+ 
corrección de gron

N.º de callos en tres cuentas

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 suspensión celular 
mostraron concentraciones de sulfentrazona 7,8 μM 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 más bajas 5
de 0, 0,5, 0,6, 0,7 y 0,8 μM 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 μM y 0,7 μM del herbicida.

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

período de un mes.10

Tratamiento con sulfentrazona [µM] Formación de microcallos

Control: 1* Sí, abundante

Control: 2** Sí, 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 suspensión 
celular y protoplastos procedentes de punta de brote. Los protoplastos se expusieron al herbicida durante un período 

de un mes.

Protoplasto no tratado + 
peg

N.º de callos en tres 
cuentas

Interrupción de GFC+ 
corrección de gron

N.º de callos en cuentas

Conc. de sulfentrazona µM N.º % Conc. de sulfentrazona µM N.º %

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 concentración de sulfentrazona que inhibirá la formación de callos en los explantes de 15
disco de hojas, los discos de hojas se perforaron con un punzón estéril desde plantas de patata cultivadas in vitro de 
5 semanas de edad. Los discos de hojas se cultivaron en placas de Petri que contenían medio de cultivo Haberlach 
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sólido que contenía diversas concentraciones de sulfentrazona en una concentración final de DMSO al 1 %. Seis 
discos de hojas se cultivaron en cada concentración 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 μM, la 
concentración más baja probada en ese experimento, fue suficiente para detener las formaciones de callos y 
blanquear todos los discos de hojas en 20 días. Los resultados de la curva de muerte con concentraciones más 5
bajas de sulfentrazona mostraron que una concentración de 3,0 μM de sulfentrazona fue suficiente para inhibir la 
formación de callos en casi todos los discos de hoja después de 20 días, mientras que el callo se inició después de 
13 días en las venas de las hojas de algunos discos de hojas cultivados en 2,0 μM de sulfentrazona. Se realizaron 
experimentos similares de curva de muerte de disco de hoja usando saflufenacilo en los que 0,5 μM de este 
herbicida fue suficiente para inhibir la formación de callos en casi todos los discos de hojas después de 20 días.10

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

Tabla 14. Secuencias de GRON

GRON Secuencia

StcPPX1144/C/47/5'Cy3/3'idC

StcPPX1144/NC/47/5'Cy3/3'idC

StcPPX1220/C/47/5'Cy3/3'idC

StcPPX1220/NC/47/5'Cy3/3'idC

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

Descripción del trabajo de cultivo celular. Los brotes, por ejemplo, procedentes de semillas, tubérculos, brotes 
axilares, hojas, vapores, raíces, callos o embriones procedentes de microesporas, se propagan en condiciones 15
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 rápido 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 jóvenes, 20
puntas de los brotes, raíces, microtubérculos o segmentos de tallo largo que poseen una hoja y brote axilar, así 
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 suspensión procedentes de hojas jóvenes, puntas de los 
brotes, raíces, microtubérculos o segmentos de tallo largo que poseen una hoja y brote axilar, así como callos 
procedentes de estos tejidos.25

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 días antes del aislamiento de protoplastos 
en la oscuridad, los brotes se pueden cortar en trozos pequeños con una bisturí en una placa de Petri con agua 
estéril. Después de cortar todas las puntas, el agua se reemplaza con medio de cultivo de protoplastos, 30
preferentemente BN (sales B5 y vitaminas (Phytotechnology Laboratories), glucosa 20 g/l, manitol 70 g/l, ácido alfa 
naftaleno acético 5 mg/l, CaCl2 adicional x 2H2O 600 mg/l, hidrolizado de caseína 250 mg/l, cisteína-HCl 10 mg/l, 
polivinilpirrolidona (PM 10.000) 5 g/l. Después de aproximadamente 1-2 h, el medio de cultivo de protoplastos se 
reemplaza con solución enzimática, 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 35
g/l de albúmina de suero bovino y 1 g/l de ácido 2-morfolinoetanosulfónico. La relación del número de puntas de 
brotes respecto al volumen de solución de enzima puede estar entre 10 y 16, preferentemente 13. La placa con 
trozos de punta de brote en solución 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 incubación durante una noche, la suspensión 
de protoplastos se purifica usando un gradiente de densidad de iodixanol (adaptado de Optiprep Application Sheet 40
C18; purificación de protoplastos de plantas intactas; Axis-Shield EE.UU., 10 Commerce Way, Norton, MA 02776). 
Después de la centrifugación 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 hemocitómetro. La densidad de proteoplastos se ajusta a 1 x 106/ml en medio BN que contiene 2 
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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:5

1. Se usan suspensiones celulares de crecimiento rápido, preferentemente tres días después de su último 
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 solución de enzima. 2. La purificación de protoplastos es seguida 
inmediatamente por el tratamiento GRON/PEG.

Introducción de oligonucleótidos de reparación de genes (GRON)10

La suspensión de protoplastos se mezcla con un volumen igual de medio W5, se transfiere a un tubo de centrífuga 
de 50 ml y se centrifuga durante 10 minutos en el ajuste más bajo de una centrífuga clínica (aproximadamente 50 x 
g). El sobrenadante se retiró y se reemplazó con medio de TM (Klaus, S. Markerfreie transplastome Tabakpflanzen 
(marcador libre de plantas de tabaco transplastómicas). PhD Dissertation, 2002, Ludwig-Maximilians-Universität 
München, 109 pp), ajustando la densidad de protoplastos a 5 x 106/ml. Alícuotas de 100 µl que contienen 5 x 10s15
protoplastos cada una se distribuyen en 12 ml de tubos de centrífuga de fondo redondo. Los GRON (tales como los 
que se muestran en la Tabla 14) dirigidos a una o más mutaciones en uno o ambos de los genes PPX mitocondriales 
y plastídicos se introducen luego en los protoplastos usando un tratamiento con PEG. Para introducir los GRON en 
los protoplastos, se disolvieron 12,5 μg de GRON en 25 μl de agua purificada y se añadió 125 μl de una solución de 
polietilenglicol (5 g de PEG PM 1500, 638 mg de manitol, 207 mg de CaNO3 x 4H2O y 8,75 ml de agua purificada; pH 20
ajustado a aproximadamente 9,0). Después de una incubación de 10-30 minutos en hielo, la suspensión de 
protoplastos-PEG se lava con medio W5 y se resuspende en medio BN. La suspensión se mantiene durante una 
noche en la oscuridad a temperatura ambiente.

Los GRON se pueden introducir en protoplastos mediante electroporación, lípidos catiónicos, nanopartículas, 
policationes como bromuro de hexadimetrina (polibreno) o espermidina, o mediante el uso de GRON formando 25
complejos con una diversidad de péptidos de penetración celular (PPC), que incluyen pero sin limitación, TAT, 
pVEC, transportan, nona-arginina, péptido inhibidor de BAX (VPMLK), o tales como los enumerados en Patel y col., 
péptidos penetrantes de células: vías intracelulares y perspectivas farmacéuticas. Pharmaceutical Research, 24 
(2007) 1977-1992, o Veldhoen y col., desarrollos recientes en la entrega de ácido nucleico basado en péptidos. 
Revista Internacional de Ciencia Molecular (2008) 1276-1320. En otro ejemplo, los GRON se introducen en 30
protoplastos a través de polímeros cargados negativamente que incluyen, pero sin limitación, dendrímeros tales 
como poliamidoamina (PAMAM).

Los GRON también pueden entregarse en tejidos o células completos usando procedimientos que pueden incluir 
microinyección, biolística con los GRON revestidos con soportes tales como oro o directamente en forma de gotitas 
de una suspensión de GRON, bigotes revestidos de GRON o mediante el uso de GRON formando complejos con 35
una diversidad de los polímeros de carga negativa de péptidos de penetración celular (CPP) como se menciona en 
el párrafo anterior. Otros ejemplos prevén el uso de ultrasonidos, la imbibición en soluciones que contienen GRON, o 
la permeabilización de las paredes celulares, por ejemplo a través de agentes tales como tolueno o saponina.

Incrustación de protoplastos en alginato de calcio

Un día después de la introducción de GRON, los protoplastos son incrustados en alginato de calcio. Se ha 40
demostrado que la incrustación de protoplastos en sustratos de gel (p. ej., agarosa, alginato) potencia la 
supervivencia de los protoplastos y aumenta las frecuencias de división 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: formación de brotes en menos de dos semanas. 
Protoplasma 204 (1998) 114-118).45

Cultivo de protoplastos y selección de callos resistentes a herbicidas

La selección de callos resistentes a herbicidas se lleva a cabo usando subcultivos secuenciales de los alginatos en 
medios líquidos de acuerdo con Pelletier y col., (1983). La selección puede comenzarse una semana después del 
tratamiento con PEG/GRON a una concentración adecuada de herbicida inhibidor de PPX; por ejemplo, 32 μM de 
flumioxazina, o 0,25 μM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 3 µM, 4 µM, 5 µM, 6 µM, 7 µM, 7,8 µM, 15,6 µM, 31,2 μM o 62,5 μM de 50
sulfentrazona.

Antes del final de la fase de selección en medio líquido, 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 líquido a sólido Cul (Haberlach y col., aislamiento, cultivo y 
regeneración de protoplastos de patata y varias especies de Solanum relacionadas. Plant Science, 39 (1985) 67-74), 55
la mayoría 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 selección solidificado (Cul + herbicida), la mayoría de los microcallos que todavía 
contienen células vivas pueden dejar de crecer y volverse de color marrón. El crecimiento limitado de callos 
individuales continúa 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 selección solidificado (ocasionalmente antes), 
los callos que crecen activamente pueden aparecer entre un fondo de células parduscas y microcallos.5

Se realiza la regeneración de plantas a partir de callos tolerantes a herbicidas procedentes de protoplastos, con una 
mutación confirmada en un gen PPX. Los callos tolerantes a herbicidas inhibidores de PPX que se desarrollan en un 
medio de selección solidificado y cuyo ADN tras el análisis muestra la presencia de una mutación se transfieren a un 
medio Cul sin herbicida para acelerar el desarrollo. Las líneas de callos individuales varían en sus tasas de 
crecimiento y morfologías. En general, el desarrollo hacia la regeneración de brotes sigue estas etapas:10
Callo verde indiferenciado → callo con áreas de color verde oscuro → desarrollo de las iniciales del brote → 
desarrollo de una planta.

El desarrollo de líneas de callos individuales es variable, pero a través de subcultivos continuos y multiplicación en 
medio Cul o cambiando la formulación de medios a medio de diferenciación que incluye, pero sin limitación, medio 
de diferenciación Haberlach, durante un período de tiempo aceptable (1-6 meses) seguido de la transferencia de las 15
líneas de callo a medios de regeneración que incluyen, pero sin limitación, medio de regeneración Bokelmann 
(Bokelmann GS y Roest S., Z. Pflanzenphysiol. vol 109, página 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 regeneración, se transfieren a un medio de 
propagación que incluye, pero sin limitación, medio MS. En este medio, con el tiempo, se desarrollan brotes y hojas 20
que son morfológicamente "normales". Después de que las plántulas in vitro producen raíces, se usan protocolos 
convencionales para la adaptación a las condiciones del invernadero.

Tamizado molecular

El uso de técnicas moleculares convencionales y tecnologías basadas en RCP más sensibles se puede utilizar para 
controlar la frecuencia de mutaciones PPX después de un tratamiento RTDS. Estas técnicas moleculares incluyen, y 25
sin limitación, RCP específica de alelo, secuenciación de ADN y otras tecnologías de identificación 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.30

Ejemplo 8: Pulverización 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:35

Flumioxazina 0,014 g de principio activo/m2 (g/m2)

Sulfentrazona 0,031 g p a/m2

Saflufenacilo 0,007-0,091 g p a/m2

Los herbicidas se aplican mediante pulverización foliar y las plantas de control no se pulverizan. Ensayos de 
herbicidas inhibidores de PPX se evalúan 14 días después de la pulverización usando una escala de daño de 1 a 10 
con 1 siendo los muertos y 10 siendo los controles no pulverizados no dañados. Las líneas de planta individuales se 
puntúan en cada tasa de pulverización en comparación con el rendimiento de los controles a esa tasa particular. Los 
herbicidas inhibidores de PPX tienen una ventana de aplicación potencialmente amplia y pueden usarse como una 40
aplicación "previa" o "posterior" para cultivos, incluida la patata. Las evaluaciones de herbicidas incluyen tanto 
aplicaciones de invernadero como de campo para controlar el daño 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 dañar los 
cultivos.45

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

Las invenciones descritas ilustrativamente en el presente documento se pueden poner en práctica adecuadamente 
en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitación o limitaciones, que no se divulgue específicamente en el 50
presente documento. Por lo tanto, por ejemplo, las expresiones "que comprende", "que incluye", "que contiene", etc. 
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se leerán de forma amplia y sin limitación. Además, los términos y expresiones empleados en el presente documento 
se han usado como términos de descripción y no de limitación, y no hay intención en el uso de dichos términos y 
expresiones de excluir cualquier equivalente de las características mostradas y descritas o partes de las mismas. Se 
reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del alcance de la invención reivindicada.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta resistente a uno o más herbicidas inhibidores de PPX, comprendiendo dicha planta un gen de 
protoporfirinógeno IX oxidasa (PPX) mutado, en la que dicho gen codifica una proteína que comprende una 
sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 144 de la SEQ ID NO: 1, y una sustitución en 
la posición de aminoácido correspondiente a la posición 220 de la SEQ ID NO: 1, en la que la sustitución en la 5
posición de aminoácido correspondiente a la posición 144 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitución de arginina por 
cisteína o leucina o histidina; y en la que la sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 
220 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitución de alanina por treonina, en la que la planta no se obtiene exclusivamente 
mediante un procedimiento esencialmente biológico.

2. Una célula de planta que comprende un gen de protoporfirinógeno IX oxidasa (PPX) mutado, en la que dicho gen 10
codifica una proteína que comprende una sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 144 
de la SEQ ID NO: 1, y una sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 220 de la SEQ ID 
NO: 1, en la que la sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 144 de la SEQ ID NO: 1 
es una sustitución de arginina por cisteína o leucina o histidina; y en la que la sustitución en la posición de 
aminoácido correspondiente a la posición 220 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitución de alanina por treonina, en la 15
que la célula de planta no se obtiene exclusivamente mediante un procedimiento esencialmente biológico.

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

4. La planta de la reivindicación 1 o 3, en la que dicha planta se selecciona de entre el grupo que consiste en patata, 
girasol, remolacha azucarera, maíz, algodón, soja, trigo, centeno, avena, arroz, colza, frutas, verduras, tabaco, 20
cebada, sorgo, tomate, mango, melocotón, manzana, pera, fresa, plátano, melón, zanahoria, lechuga, cebolla, soja 
spp, caña de azúcar, gusante, haba común, álamo, uva, cítricos, alfalfa, centeno, avena, césped y pastos forrajeros, 
lino, colza oleaginosa, pepino, campanilla, bálsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, 
petunia, tulipán, 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 25
planta es una variedad cultivada de patata Russet Burbank.

5. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 o 4, en la que dicha planta es resistente a uno o más 
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, 30
Sulfentrazona, Pentoxazona, Benzfendizona, Butafenacilo, Saflufenacilo, Pirazogilo, Profluazol, en particular, en la 
que dicha planta es resistente a uno o más herbicidas seleccionados de entre el grupo que consiste en flumioxazina, 
sulfentrazona y saflufenacilo.

6. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-5 o la célula de planta de la reivindicación 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.35

7. Un procedimiento de producción de una célula de planta no transgénica con un gen de PPX mutado, que 
comprende introducir en una célula de planta una oligonucleobase de reparación de genes (GRON) con una 
mutación dirigida en un gen de protoporfirinógeno IX oxidasa (PPX) para producir una célula de planta con un gen 
PPX que expresa una proteína PPX que comprende una sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a 
la posición 144 de la SEQ ID NO: 1, y una sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 40
220 de la SEQ ID NO: 1, en la que la sustitución en la posición de aminoácido correspondiente a la posición 144 de 
la SEQ ID NO: 1 es una sustitución de arginina por cisteína o leucina o histidina; y en la que la sustitución en la 
posición de aminoácido correspondiente a la posición 220 de la SEQ ID NO: 1 es una sustitución de alanina por 
treonina.

8. El procedimiento de la reivindicación 7, para producir un planta resistente a herbicidas, que comprende además45
identificar una célula de planta que tiene una tasa de crecimiento o tasa de división celular en presencia de un 
herbicida que es al menos el 35 % de la tasa de crecimiento o tasa de división celular en una planta correspondiente 
que expresa la proteína 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.50

9. El procedimiento de la reivindicación 7 u 8, en el que dicho gen de PPX mutado codifica una proteína 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, maíz, algodón, soja, trigo, centeno, avena, 
arroz, colza, frutas, verduras, tabaco, cebada, sorgo, tomate, mango, melocotón, manzana, pera, fresa, plátano, 55
melón, zanahoria, lechuga, cebolla, soja spp, caña de azúcar, guisante, haba común, álamo, uva, cítricos, alfalfa, 
centeno, avena, césped y pastos forrajeros, lino, colza oleaginosa, pepino, campanilla, bálsamo, pimiento, 
berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, petunia, tulipán, 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 más 
herbicidas inhibidores de PPX seleccionados de entre acifluorfen-Na, Bifenox, Clometoxifeno, fluoroglicofen-etilo, 5
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 más herbicidas seleccionados de entre el grupo que consiste en flumioxazina, 
sulfentrazona y saflufenacilo.10
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Figura 48
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