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mcemmmmmmmme
o imidazolinone herbicides

Fekd of the Invention

The present invention relates in general to plants having an Increased tolerance to iml-
dazolinone herbicides. More specifically, the present invention relates to rice plants
obtained by mutageneels and cross-breeding and transformation that have an in-
creased tolerance to imidazniinons herbicides.

Baciqground of the Invention

According to a farmer’s survey, the major consiraints 1o rice production are weeds (H-

daka of af, Agrochemicals Japan, 2000, 77: 21-28). Direct seeding has reduced the

labor problems of transplanting, however this technology has helped 1o increase the
wead problem. Herbicide use In rice crops is a common practice in moet of the rice
regions that direct seed rice crops and/or In developed countries that grow rice under
aither transplanting or direct seading aystems. Usually a graas and a broadieaf herbl-
cide are applied one or more imes In order to control weeds in rice crops.

QGrasses, sadges and weedy rice ("red rice™) have been the major groups of species
that possess high fitness 10 the same anviranments where rice Is grown. These weeds
mmmmwmmwmhmmmmm
longs to the same species as cultivated rice (Oryzs sativa L.). The genetic similarity of
red rice and commercial rice has made herbicidal control of red rice difficult. Several
cuftural practices ald In control of weeds and ars convenient for betier environmental
cars, such as land preparation, land leveling, levees and depth of water, land rotation,
certified seed, proper plant systems and dates of planting. Although these cultural prac-
tices may help to reduce the weed eead bank and the development of herbicide toler-
ant weeds, they iImpose certain restrictions and increass the cost of the crop.

In spite of the many recommendations for betier cuitural practicss, farmers etiil rely on
the use of herbicides as the main tool o control weeds. The use and abuse of some of
these chamicals hae resulted in the development of tolerant weeds iike Propanil and
Butachior resistant bamyardgrass (Echinochioa crus galll). in theso cases, It ls conven-
lent to have other herbickies with different modss of action with the abillty to control
most of these waed aspecies, ao that their appiication can be alternated with the herbl-
ddeamnmlyappled

wmmmuammmw&.

coded by the AHAS nuclelc acid, Is the first enzyme that catalyzes the biochemical
synthesis of the branched chain amino acida valine, lsucine, and Isoleucine (Singh B.
K., 1099, Biosynthesis of valine, isucine and isoleucine In: Singh B. K. (Ed) Plant amino

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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ackie. Marcel Deldear Inc. New York, New York. Pg 227-247). AHAS Is the alts of action
of four etructurally diverss herbicide families including the sulfonylureas (LaRossa RA
and Falco SC, 1884, Trends Blotechnol. 22158-181), the imidazolinonee (8haner of al,
1984, Plant Physiol. 78:545-548), the triaznlopyrimidines (Subramanian and Gerwick,
1888, Inhibition of acelolactats synthase by triazolopyrimidines in (Ed) Whitaker JR,
Sonnet PE Blocatalyeis in agricultural bictechnology. ACS Symposium Serles, Ameri-
can Chemical Soclety. Washingion, D.C. Pg 277-288), and the pyrimidyloxybenzoates
(Subramanian ef al, 1960, Plant Physiol. 04: 239-244.). Imidazolinone and sulfony-
lurea herbicides are widsly used in modem agricuiture due to their effectivenses at very
low application rates and relative non-toxdclty in animals. By inhiblting AHAS activity,
these families of herbickies prevent further growth and development of susceptible
plants Inciuding meny weed epecies. Several axampies of commercially avallabie im}-
dazolinone herbicides are PURSUITS (imazethepyr), SCEFTER® (imazaquin) and
ARSENAL® (imazapyr). Exampies of sulfonylurea herbicides are chiorsulfuron, metsul-

methyl, bensutfuron methyl, nicosulfuron, ethametauifuron methyt, rimsutiuron, triflusul-
furon methyl, triasulfuron, primisulfuron methy!, cinceulfuron, amidosulfuron, fuasuliu-
on, imazoauliuron, pyrazosulfuron ethyl, and halosuliuron.

‘Due to thelr high effectivenass and low toudcity, imidazolinone herbicides are favored
- for appiication by spraying over the top of a wide area of vegetation. The abillly to

apray an herbiciie over the top of a wide range of vegeiation decreases the costs as-
sociaied with planiation estabiishment and maintenance, and decreases the nesd for
shite preparation prior to use of such chemicala, Spraying over the top of a desired tol-
eant species aleo results in the abiiity to achleve maximum yieid potential of the de-
sired apecies due to the absence of competitive species. However, the abllity to uas
euch spray-over techniques [a dependent upon the presence of imidazolinone tolerant
species of the desired vegetation in the epray over aree.

Among the major agricultural crops, soma leguminous speciee such as soybean are
naturally resistant to Imidazolinona herbicides dus to their abliity to rapidly metabollze
the herbicide compoundsa (Shaner and Robson, 1685, Weed Scl. 33:489-471). Other
cropa such as com (Newhouse of af, 1082, Plant Physiol. 100:882-886) and rice (Bar-
rett &t al, 1989, Crop Sajeners for Herbicides, Academic Press New York, pp. 185-
220) ere susceptible 10 imidazolinone herbicides. The differential sansitivity to the Im}-
dazolinone herbicides is dependent on the chemical nature of the particular herbicide
and differential metebolism of the compound from a toede 1o @ non-iede form In sach
plant (Shaner ef al, 1984, Plant Physiol 78:545-548; Brown of 2/, 1987, Pestic. Blo-
chem. Physicl. 27:24-29). Cther plant physkilogical differences such as ebsorption and
fransiocation also play an important role In senaltivity (Shaner and Robson, 1885,
Weed Scl. 33:480-471).

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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3 :
Crop cultivars resistant to imidazolinones, sufontylurees and triazolopyrimidines

been successfully produced using seed, microapare, pollen, and callus mutagenesis In
Zoa mays, Bragsica napus, Giycine max, and Nicotiana iabacum (Sebastian of al,
1889, Crop Scl, 20:1403-1408; Swanson st al, 1989, Theor. Appl. Genet. 78:525-530;
Newhouse &t al., 1601, Theor. Appl. Genet. 63:65-70; Sathasivan et al, 1801, Plant
Physiol. §7:1044-1050; Mourand ef al, 1983, J. Heredlty 84:91-86). In all cases, a sin-
gle, partiafly dominant nuciear gene confemed resiatance. Four imidazolinone resistant
whaeat piants were aiso previously isolated following seed mutagenasie of Thiticum ase-
fivum L. ov Fidel (Newhouse ot a/,, 1882, Plant Physiol. 100:882-888). Inherftance atud-
les confirmed that & single, partially daminant gene conferred resistance. Based on
aliefic siudies, the authors concluded that the mutations In the four identified lines were
located at the same locus. One of the Fidel cultivar resistance genes was designated

F8-4 (Newhouse st al, 1992, Plant Physiol. 100:852-8688).

Computer-basad modeling of the thres dimensional conformation of the AHAS-inhibitor
compiex predicta several amino ackls in the proposed inhibitor binding pocket &s altes
where induced mutations would licely conder selactive resistance to imidazolinones (Ot
ot al., 1996, J. Mol. Blol. 263:350-308). Tobacco plants produced with some of these
rationally designed mutations in the propossd binding shtes of the AHAS enzyme have

". In fact exhibited epecific resistance to a single ciass of herbicides (Ott ef al, 1996, J.

Mol. Blol. 263:359-368).

Plant resiatance 1o imidazoiinone herbickies has also been reported in a number of
patents. U.S. Patent Nos. 4,781,373, 5,331,107, 5,304,732, 8,211,438, 6,211,439, and
6,222,100 generally deacsibe the use of an alterad AHAS nucielc acid to elict herbicide
resistance In plants, and apecifically diecioes certain imidazolinone resistant com fnes.
U.8. Patent No. 5,013,658 disclosss plants axhibiting herbicide resistance possessing
mutations in at least one amino acki in one or more conserved regions. The mutations
deecrbed therein encode elther cross-resiatance for imidazniinones and aulfonylureas
or sulfonyluree-specific resisiance, but imidazolinons-specific resistance is not de-
scribed. Additionally, U.8. Patent No. 5,731,180 and U.8. Patsnt No. 6,767,381 discuss
an isclated gene having a single amino acid subsiitution In a wild-type monocot AHAB
amino acid sequence that resuits in imidazolinone-specific resistance.

Transgenic and herbicide resisiant rice plants have also been described. A rice mutant
realstant to a suifonylurea herbiciie, derived by selective pressure on callus tissue cul-
ture was described, where resistance was attributed to a mutant AHAS enxzyme (Tera-
kawa &t al., "Rice Mutant Reslstant to the Herbicide Bensuifuron Msthyl (BSM) by in
vitro Selaction,” Japan. J. Breed., 1862 vol. 42:267-276). Other herbicide resistant rice
plant varieties have been deacribed in patents and patent applications, including WO
97/41218, WO 01/85870 and U.8. Pat. Nos. 5,545,822, 5,736,620, 5,773,704, U.S.
Pat. No. 5,773,703, 5,962,653, and 8,274,706, U.8. Pat. No. 5,545,822 diaciosee a lne

SUBSTITUTE SHEET (RULE 28)
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of rice plants having a metabolically-based resistance 1o herbicides that interfere with
the plant enzyme acstohydroxyacid synthase; Le., the herbicide resistance of theee
rice piants was not due 1o a resistant AHAS enzyme. WO 97/41218 disciosss one line
of rice plants having a varlant AHAS enzyme that le resistant to herbickies thet Interfere
with the wild-type plant enzyme acetohydroxyacid synthase. This Iine of rice plants wes
deveioped by exposing rice seeds fo the mutagen methenesutfonic acki sthyl eeter ©

" (EMS), and screening milions of progeny for herbicide resletance.

10

What Is needed In the art is the kientification of further rice [Ines compriaing Imidaxoll-
none resistance genee. What are 2iso needed In the art are rice plants having in-

creased tolarance to herbicides such as imidamiinone and containing at leest one al-
tered AHAS nucléic acid. Also needad are methods for controliing weed growth In the

- vicinlty of such rice plants. Thees compositions and methods would aliow for the use of

spray over techniques when spplying herbicides to areas containing rice piants.
&a_nmryol'ﬂlelmmﬂon

The presant invention provides rice plants comprising variant AHAS nuclelc acids,
whevein the rice piant has incressed tolerance 0 an imidazolinone herbicide as com-
pared to a wild-type variety of the plant. in one embodiment, the rice plant comprises a
varianm AHAS nucleic acld. In another embodiment, the variant AHAS nucieic acid en-
codes a variant AHAS protein compsising an alanine 0 threonine substitution ae com-
pared to a wild-iype AHAS proisin. Also providad are plant parta and plant seeds de-
rived from the rice planis deecribed herein.

The varant AHAS nucielc acids of the present invention can comprise a polynuciaatide
sequence selected from the group conslsting of- a polynuciectiie as defined in SEQ ID
NO:1; a polynucieciiie as defined In SEQ ID NO=3; a poiynuciectide as defined In 8EQ
ID NO:5; a polynuciectide as defined In SEQ ID NO:11; a polynucieatide sequence
encoding a polypepikie as defined kn SEQ ID NO=2; a polynuciectide sequence encod-
ing & polypepticde as defined in SEQ ID NO:4; a polynuciectide sagusnce encoding a
polypepiide as definad In 8EQ ID NO:S; a polynuciectide sequence encoding a poly-
peplide as defined In 8EQ 1D NO:12; a polynuclectkie comprising et least 80 consacu-
tive nucleoilides of any of the aforemantioned polynucisotides; and a polynuciectide
complementary 1o any of the aforementioned polynuciactides, whereln the variant
AHAS nucieic acid sncodes an AHAS polypeptide confening increased tolerance to an
imidazolinone herbicide as compared to a wikd-type AHAS polypeptide.

The plants of the present Invention can be transgenic or non-tranegenic. In one em-
bodiment, the plants of the pressnt invention are non-tranasgenic. Exampies of non-
tranagenic rice piants having increased tolerance 1o Imidazolinone herbicides include a
rice plant having NCIMB Patant Depoalt Designation Number NCIMB 41208, NCIMB

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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41207, or NCIMB 41208; or a mutant, recombinant, or genetically engineered derva-
five of the plant with NCIMB Pater Deposit Designation Number NCIMB 41208,
NCIMB 41207, or NCIMB 41208; or any progeny of the piant with NCIMB Patent De-
poalt Designation Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; or a plant
that ls a progeny of any of these plants.

In addiion 1o the compositions of the present invention, sversl methods are provided.

Described herein are methods of modifying a rice piant's tolerance 1o an imidazofinone
herbicide comprising modifying the expression of an AHAS nucisic acid in the plant.
Also described are mathods of producing a transgenic plant having increased toleiance
to an imidazolinone herbicide comprizing, fransforming a plant cell with an expression
vector comprising one or more variant AHAS nucielic acids encoding a variant AHAS
protein comprising an alanine fo threonine substitution as compared io & wikd-type
AHAS protein and generating the plant from the plant cail. The invention further In-
cludes a method of controling weeds within the vicinlly of a rice plant, comprising ap- -
plying an imidezolinone herbicide to the weeds and to the rice plant, wherein the rice
plant has increased tolerance 1o the imidaxolinone herbicide as compared to a wikd-
typs variety of the rice plant and wherein the plant comprises one or more AHAS nu-
cleic acids encoding a variant AHAS protein comprising an alanine to threonine substl-
fution as compared to a wid-iype AHAS protsin.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figuras 1A-B show the partial cDNA sequence of the IMINTA 1 AHAS nuciele acld
(S8EQ ID NO:1) and the deduced amino acid saquence thereol (SEQ ID NO:2). Figuree
1C-D show the partial cDNA saquence of the IMINTA 4 AHAS nuclelc ackl (SEQ ID
NO:3) and the deduced amino acld sequence thereof (SEQ ID NO:4). Figures 1E-F
show the partial cDNA ssquance of the IMINTA 6 AHAS nucielc acld (S8EQ ID NO:5)
and the deduced aminoe ackd sequence thareof (8EQ ID NO:6). Rgures 1G-H show the
mwmmdumwlmmmmw(smmmm
and the deduced amino acld sequence thereot (SEQ ID NO-8).

Figure 2 shows the cDNA sequence alignment of the AHAS gene ampiified from ge-
nomic DNA from the imidazolinone tolerant IMINTA 1 Ine (SEQ ID NO:1), the AHAS
gene ampiified from genomic DNA from the imidezolinone tolerant IMINTA 4 IIne (BEQ
ID NO:3), the AHAS gene amplified from genomic DNA from the Imidazciinone tolerant
IMINTA § ine (S8EQ ID NO:5), the AHAS gene ampiified from genomic DNA from the
IRGA 417 wild-iype rice line (SEQ ID NO:7), and a rice AHAS gene conssnsus s9-
quence (BEQ 1D NO:9). The nuclectide polymorphism conferting the imidazolinone
tolerance to the IMINTA 1, 4, and 5 Bnes s Indicated In bold.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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Fgure 3 shows the amino acid alignment of the deduced amino acld sequence of the
protain encodad by the AHAS gane from the imidazolinone tolerant IMINTA 1 Bne
(SEQ ID NO:2), the deduced amino acid sequence of the protein encoded by the A-
HAS gene from the imidazolinone tolerant IMINTA 4 line (SEQ ID NO:4), the deduced
amino acki sequance of the prolsin encoded by the AHAS gene from the Imkiazolinone
tolerant IMINTA 6 ine (B8EQ ID NO:6), the deduced amino ack] sequencs of the protein
encoded by the AHAS gene from the IRGA 417 wiki-ype rice Ine (SEQ ID NO:8), and
a rice AHAS amino acid consensus sequence (SEQ ID NO:10). The palymorphism
conferring the imidazolinone tolerance 1o the IMINTA 1, 4, and 5 fines is indicated In
boid.

Figure 4A ehows an exampie of a full iength cDNA of a variant AHAS nuclelc acld
(SEQ ID NO:11) and Figure 4B shows an exampie of the deduced amino acid se-
quence of the protain encoded by the AHAB gena shown In Figure 4A (SEQ ID NO: -

12), wherein the polypeptide confers tolerance to an imikiazolinone in comparisontoa -

wild-type AHAS polypeptide.

Figure & le a table showing the random block deeign for the fleld trlal of the IMINTA 1

ine and IRGA 417 varialy.

Fgure 6 Is & table showing the response of IRGA 417 and IMINTA 1 ines to treatment
by imidaznfinone.

Figure 7 is a table ehowing the grain yleld at 14% moisture for IRGA 417 and the IMIN-
TA 1 iines after imkiazolinone treatment. -

Figure 8 s a table showing the evaluation of the yleld components In IRGA 417 and
IMINTA 1 lines after imidazolinone treaiment.

Detalled Description

The present invention s directed to rice piants, rice plant parts and rice plant cells hav-
ing Increased tolerance to imidazolinons herbickies. The present invention also in-
cludes eceds produced by the rice plants deecribed herein and methoda for controlling
weeds In the vicinily of the rice plants described herein. It Is 10 be undersiood that as
used In the specification and in the claims, “a” or “an” can mean one or more, depand-
Ing upon the cohtext in which k Is used. Thus, for example, reference to “a cell” can
mean that at least cne cell can be uliized,

As usaed hereln, the tenm “rice plant” relers to a plant that is a member of the Orym

. genus. The rice plants of the present invention can be members of a Oryza genus In-

cluding, but not imited 1o, O. alis, O. australlenals, O. barth, O. brachyantha, O. elch-
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ingeri, O. giaberrime, O. glumsepatuls, O. grandiglumis, O. granulata, O. latiolla, O.
longiphumnis, O. longletaminats, O. meridionells, O. meyeriana, O. minute, O. nivara, O.
officinalls, O. punciais, O. rhizomaetls, O. rideyi, O. rufipogon, O. sativa, and O.
achiechier] and hybride thereo!. Examples of O. sathe subepecies included within the
present invention arg Japonice, and indica. A non-imiting cultivar of Japonics Is Nip-
pmhuo.mdamndhiﬂngmpbdhhhhﬂ-ﬂqﬂﬂm.

The term “fice piant’ Is intendad to encompass rice plants at any stage of mahuity or
development, as well as any tissuss or organs (plant parts) taken or derived from any
such plant unless otherwise cisarly Indicated by context. Plant parts include, but are
not Bmited fo, atems, roots, fiowers, ovules, siamens, leaves, embryos, mersiematic
regions, callus tissue, anther cultures, gemetophytes, sporophytes, polien, micro-
spores, protoplasts, and the ike. The present invention aiso includes seede produced
by the rice piants of the pressnt tnvention. In one embodiment, the seeds are true bree-

ding for an Increased folerance to an imidazalinone herbickie as compared o e wid- -

type variety of the rice piant seed.

The preaent invention deecribes a rice plant comprising at least one variant AHAS nu-
dleic acid, wherein the rice piant has increased tolerance to an imidaxolinone herbicide
as compared to a wild-type variety of the plant. As used herein, the term "AHAS gene

locus® refers to the position of an AHAS gene on a genome, and the terms “AHAS ge-
ne® and “AHAS nuclek: acid” refer to a nucisic acid encoding the AHAS enzyme.

As used hereln, the term "varlant AHAS nuclelc acld” refers to an AHAS nuclelc acid
having a sequence that is mutatad from a wild-type AHAS nucieic acid and thet confers
increased imidazolinone tolerance to a plant in which &t is expressed. As used herein,
the term “variant AHAS allele” refers to a single copy of a particular AHAS nucieic acki.

Accordingly, the pressnt invention includas a rice plant comprising a variant AHAS nu-
claic acid, wherein the rice plart has increased tolemancs 1o an imidazolinone hesbicide
as compared to a wild-type varisty of the plant and wherein the variant AHAS nucielc
acid encodes a variant AHAS protsin comprising an alanipe to threonine mutstion as
compared 1o a wild-type AHAS protsin. In a preferred embodiment, the alanine to thre-
onine mutation corresponds to poaition 98 of the AHAS amino acld sequence as shown
In 8EQ ID NO:12. In a preferred embodiment, the variant AHAS nucleic acld Is se-
locted from the group conststing of a polynuciectide sequence shown in 8EQ ID NO:1;
a polynucieotide sequence shown in SEQ ID NO:3; a polynucieotiie sequence shown
In 8EQ iD NO:5; a polynucleciide sequence shown in SEQ ID NO:11; a polynucieotide
encoding the polypeptide shown in SEQ ID NO=2; a polynuciectide encoding the poly-
pepiide shown In SEQ ID NO:4; a polynucieotide sncoding the polypepiide shown In
8SEQ ID NO:6; and a polynucieotide encoding the polypeptide shown in SEQ ID NO:12
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The presant invention includes rice piants comprising one or more AHAS alleles, -
wherein the rice plant has increased tolerance o an imidazolinone herbickde as com-
pered o a wild-type varisty of the piant. The AHAS alleles can compries a nuciectide
saguence selected from the group consiating of a polynucieotide sequence shown in
SEQ ID NO:1; a polynuaieotiie sequence shown in SEQ ID NO:3; a polynucieotide
sequence shown in SEQ ID NO:5; a polynuciectide sequence shown In 8EQ ID NO:11;
a palynucieotide encoding the polypeptide shown in S8EQ ID NO2; a polynucisotide
encoding the polypeptide shown in SEQ ID NO:4; a polynuciectide encoding the poly-
peptide shown in SEQ ID NO:6; a polynucieciide encoding the polypeptide shown in
8EQ ID NO: 12, a polynucieotiie comprising at least 80 consecutive nucieotides of any
dmmmmmm-mmwmunwd
the aforementioned polynuciectides.

ﬁnmunboanmmrbapummuimmmmmmm :

In ancther embodiment, the rice plant comprises one veriant AHAS nucisic acid, whe-
rein the nucielc acld comprisea the polynuciectide sequence of 8EQ ID NO:1; SEQ ID
NO=3; or 8EQ ID NO:5. Preferably, at least one of the variant AHAS nucisic acide

comprises a polynuciectide sequance eelected from the group consisting of SEQ ID
NO:1; 8EQ 1D NO:3; and S8EQ iD NO:5.

The imidazolinone herbicide can be eslected from, but is not Bmited to, PURSUIT®
{(wnazsthapyr), CADRE® (Imazepic), RAPTORD (imazamax), SCEPTER® (imazaquin),
ASSERT® (Imaxsthabenz), ARSENAL® (imazapyr), a derivative of any of the afore-
mentionad herbicides, or a mbdure of two or more of the aforementionad herbicides, for
example, Imazapyrimazamox (ODYSSEY®). More specifically, the imidazolinone her-
bicide can be selected from, but Is not Emited to, 2-{4-lsopropyl-4-methyl-5-cm-2-
imidiazofin-2-y1)-nicotinic acid, 2-{(4-tsopropyl)-4-methyl-5-0xo-2-imidazolin-2-y1)-3-
quinolinecarbaxyfic acid, 5-ethyl-2-{4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-
nicotinic acid, 2-{4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazoiin-2-yl)-6-(methoxymethyi)-
nicotinic acld, 2-{4-lsopropyl-4-matiyl-5-axo-2-imidazolin-2-yl)-5-methyinicolinic aclkd,
and a mixiure ol methyl 8-(4-lsopropyl-4-methyl-6-axo-2-imidazolin-2-7)-m-toluate and
methyl 2-(4-lsopropyl-4-methyl-5-con-2-imidezolin-2-yi)-p-toluats. The use of 5-ethyl-2-
(4-lsopropyl-4-methyl-6-cco-2-imidazolin-2-yi)-nicotinic acld and 2-(4-isopropyl-4-
methyl-5-0xo-2-midazolin-2-yi)-5-(methaxymethyl)-nicotinic acid Is preferred. The use
of 2-{4-lsopropyl-4-methyl-5-c0-2-Imidazolin-2-yl)-6-(methoxymethyl)-nicotinic ack ls
particularly preferred,

The rice plants descrbed herein can be elther tranagenic rice plants or non-transgenic
rice plants. As used herein, the term “transgenic® refers to any plant, piant cell, callus,
plant tiasue, or plant part, thet containa ail or part of at lsast one recombinant polynu-
clectide. In many cases, all or part of the recombinant polynucieotide Is stably inte-
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grated Invto.a chromosome or steble extra-chromosomal element, 8o that &t Is pasesd on
to successive generations. For the purposes of the invention, the term “recombinant
polynucieaiide® refors to a polynuciectide that has been altered, rearranged or modified
by genetic engineering. Exampies include any cloned polynucieotide, orpolynucieo-
tides, that are Bnked or joined 1o heterologous sequences. The term “recombinant”
does not refer to afterations of poiynuciectides that resut from naturally occuning
evenis, such as spontansous mutations, or from non-spontaneous mutagensels fol-
lowed by seleciive breeding. Flants containing mutations arising due o non-
epontaneous mutageneals and sslective breeding are refemred to harein as non-
transgenic piants and are inciuded In the present invention.

An exampile of a non-transgenic rice plant fine comprising one varant AHAS nucielc
acld is the plant ine deposited with the NCIMB having NCIMB Patant Deposit Designe-
tion Number NCIMB 41208, designaied herein as the AHAS IMINTA 1 rice ine. The
partial nucieoticde sequence coresponding to the IMINTA 1 AHAS gene s shown In
8EQ ID NO:1.

Ancther exampie of a non-transgenic rice plant ine comprising one AHAS nucielc acid
is the plant fine deposited with the NCIMB having NCIMB Patent Deposlt Designation
Number NCIMB 41207, designated herein as the AHAS IMINTA 4 rice Ine. The partial
nucieotide saquence corresponding to the IMINTA 4 AHAS gene ls shown In SEQ ID
NOR

Ancther eample of a non-tranagenic rice plant ine comprising one AHAS nucleic acid
is the plant line depoaltad with the NCIMB having NCIMB Patent Deposit Dealgnation
Number NCIMB 41208, designated herein as the AHAS IMINTA 6 rice Ene. The partial
nuciactide sequence coresponding o the IMINTA & AHAS gene le shown In BEQ ID
NO:5.

Saeparate deposits of about 2500 seeds each of the imidazolinone tolerant wheat finee
were made with the NCIMB, Aberdaen, Scotiand, UK on Dacamber 22, 2003. These
depoeite were made in accordance with the tarma and provisions of the Budapeet Trea-
ty relating to the depoait of microorpaniams. The depoeite were made for a tarm of at
least thirty years and at least five years after the most recent request for the fumishing
of a sample of the depoelt Is racelved by the NGIMB. The deposited seeds were accor-
déad Patent Deposit Designation Numbers NCIMB 41208, NCIMB 41207, and NCIMB
41208.

‘The present invention inchxies the rice plant having a Patent Deposit Designation
Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; a mutant, recombinant, or

genetically engineered derivative of the plant with Patent Deposit Designation Number
NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; any progeny of the plant with Patent
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Deposit Designation Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; and &
plant thet ia the progeny of any of theee plants. in a preferred embodiment, the rice
plant of the presant invention additionally has the harbicide tnlerance characteristics of
the plant with Patsnt Depoalt Designation Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, and
NCIMB 41208,

Also included in the present invention are hybrkis of the IMINTA 1, 4, and & rice plant
finea deecribed herein and hybrids of the IMINTA 1, 4, and 5 with another rice plant.

The terms "cultivar” and “varlely” refer to a group of piants within a species defined by
the sharing of a common set of characteristics or fralis accepiad by thoss skilled In the
art as sufficient to distinguish one cultivar or variety from ancther cultivar or variety.
There Is no Impication in elther term that all plants of any given cultivar or variety wil
be genetically identical at either the whole gene or molecular level or that any given
plant wit be homoxygous at all locl. A cuitivar or variety ls considered “rue breeding® -
for a particular trakt ¥, when the true-breeding cultiver or variety ls seit-poliinated, all of
the progeny contain the tralt. The tasms "breeding ine” or “line” refer t0 & group of
plants within a cultivar defined by the sharing of a common set of characierisiics or
tralts accepted by those skilled in the it as suilicient io distinguish one breeding ine or
ine from ancther breeding line or line. There is no implication in elther term that all
plants of any given breeding ine or (ine will be genetically identical at either the whole
gene or molecuiar level or that any given plant will be homazygous at all locl. A breed-
ing iine or line Is considered "rue breading” for a particular tralt f, when the true-
breading Ine or breading ine Is seli-pokinated, all of the progeny contain the trak. In
the preeent invention, the iralt arisea from a mutation in an AHAS gene of the rice plant
orssed -

it ls to be understood that the rice plant of the presant inverrion can comprise a wild-

- fype AHAB nudieic acid in addition fo a variant AHAS nucieic acid. As descrbed In Ex-

ampis 2, i {s contemplaied that the IMINTA 1, 4, and 6 rice finsa contain a mutation In
only one AHAS allele. Therefore, the presant Invention includes & rice plant comprising
at lsast one variant AHAS nucielc acld In addition o one or more wild-lype AHAB nu-

clelc acids,

In addition 1o rice plants, the preasnt invention encompassss leolated AHAS proteins
and nuclelc acids that preferably confer increased tolarance to an imidazoiinone herbi-
cide as compared to wild-type AHAS proteins and nucleic acids. Preferably, the lso-
lated AHAS nucielc acids encode a prolein having an alanine to threonine mutation.
Prefarably, the alanine to threonine mutetion Is located at an amino acid reeidue corre-
sponding to position 86 of SEQ ID NO:12. in one embodiment, the isclated nuclelc ac-
ida comprise & polynucisotide selected from the group consisting of a polynuciectide as
defined in S8EQ ID NO:1; a polynuciectide as defined in SEQ ID NO:3; a polynuciectide
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as dafined In SEQ ID NO:5; a polynucisotide s defined in SEQ ID NO:11; @ polynu-
cleoiide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID NO=2; a polynuciectide encoding
a polypepiide as defined in SEQ ID NO:4; a polynucieotide encoding a polypeptide as
defined in SEQ ID NO:8; a polynuciectide encoding & polypeptide as defined in SEQ ID
NO:12 a polynuciectide comprising at least 60 conascutive nucieotides of any of the
aforementioned polynuciectides; and a polynuciectide compiementary to any of the
aforemantioned polynucieotides. In a praferrad smbodiment, the lsclated AHAS nucieic

acid comprises a palynucieotide saquence of SEG ID NO:1; 8EQ ID NO:3, 8EQ ID
NO:5 or 8EQ ID NO:11.

The tarm "AHAS protein® or “AHAS polypeptide” refers to an acetohydraxyscid eyn-

thase protsin, and the terms “variant AHAS protetn” or “variant AHAS polypeptide” re-
fers 1o any AHAS protsin thal ls mutated from a wilkd-type AHAS protsin and that con-
fars Increased imidazoiinons tolerance to a plant, plant cell, plant part, plant seed, or

piant tissue when [t is epressed therein. in a prefered embodiment, the varlant AHAS -

mm:mmwnmﬂﬂ&mm
SEQ ID NO:1. In another preferred embodiment, the variant AHAS protein comprises a
polypepiide encoded by a polynuciactide sequence comprising SEQ ID NO-3. In an-
other preferred ambodiment, the variant AHAS protein comprigses a polypepltide en-
coded by a polynuctsolide sequence comprising SEQ 1D NO:5. In siill ancther pre-
ferrad embodiment, the variant AHAS protein comprises a polypeptide comprising SEQ
ID NOz2, SEQ ID NO4 or SEQ 1D NO:6.

Aleo as usad herein, the terms “nuclelc ackd® and “"polynuciectide™ refer to RNA or DNA
that Is inear or branched, single or double etranded, or a hybrid thereof. The term also
encompassea RNA/ONA hybride. These terma also encompass untransiated sequence
located at both the ¥ and 5° ends of the coding region of the gene: at lsast about 1000
nuciectidee of sequance upetream from the 5 end of the coding region and at least
about 200 nucisotides of sequence downstream from the 3 end of the coding region of
the gene. Loss common bases, such as inosine, S-methyicytosine, 6-methyladenine,
hypoxanthine and others can aleo be used for antisenss, dsRNA and ribozyme palring.
For exampla, polynucieotides that contain C-5 propyne analoguss of widine and *
cytidine have beaen shown to bind RNA with high affinity and to be potent antisense
inhibhore of gene expression. Other modifications, such as mocification to the phoe-
phodisster backbone, or the 2-hydroxy in the ribose sugar group of the RNA can aleo
be made. The antisense polynucieotides and ribaxymes can conaist entirely of rbonu-
cleotides, or can contain mbeed ribonuciectides and deaxyribonuciectidss. The polynu-
mdmmmumwmm.mmmpm
tions, cONA preparations, in vitro syntheals, RT-PCR and in vitro or in vivo tranecrip-
tion.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

P

T
)



10

16

WO 2005020673 PCT/ER2004009641

- 12
An “olated” nucieic ackd molecule is one that le substantially separated from other

“nuclelc acid molecules, which are present in the natural eource of the nucieic acid (Le.,

sequences encoding other polypaptidee). Preferably, an “solated” nuciel acid is free
of scme of the sequerices that naturally flank the nucielc acid (Le., sequences located
at the 5’ and 3 ends of the nucisic acid) in s naturally occurring replicon. For sxample,
a cloned nucielc acid s considered isciated. In various embodiments, the fsclated A-
HAS nucleic acld molecule can contaln less than about § kb, 4 kb, 3 kb, 2ib, 1 kb, 0.5
kb or 0.1 kb of nuclectide sequances which naturally flank the nucieic acid molecule In
genamic DNA of the cell from which the nuclelc acld Is derived (e.g., a O. sativa cell). A
nucielc acki Is also considered Isolated If & has been attered by human intervention, or
placed in a locus or location that ls not e hatural skte, or If It la introduced into a cell by
agroinfection, biclisiics, or any other method of plant transformation. Moreover, an “leo-
lated® nucisic acld moleculs, such as a cDNA molscule, can be free from some of the
other celluiar material with which R ls naturally associated, or culture medium when

produced by recombinant techniques, or chemical precursors or other chemicals when -

chemically synthesized.

Spacifically exciuded from the definition of lsciaied nucielc acide® are: naturally-
occurring chramosomaes (such as chromosome apreads), artificial chromosome lbrar-
les, genomic lbrarles, and cDNA ibrariss that exist efther as an in viro nucleic acld
preparation or as & transfected/transformed host cell preparation, whereln the host
celis are either an i1 vitro heterogensous preparation or plated as a heterogeneous
population of single colonles. Also specifically excluded are the above lbrarles whereln
a apacifiéd nucleic acki makes up lees than 5% of the number of nuclelc acid inserts in
the vecior molecules. Further epecifically exciuded are whole cell genomic DNA or
whole call RNA preparations (including whale cell preparaiions that are mechanically
sheared or enzymatically digestad). Even further epecifically excluded are the whole
call preparations found as elther an in vAro prapanation or as a heterogenaous mbxure
separaind by elecirophoresis wherein tha nucleic acid of the invention has not further
been separatsd from the heterclogous nucielc acids In the electrophoresis medium
(e.g., further separaiing by excieing a single band from a heterogeneous band popula-
tion In an agaroee gel or nylon bict).

A nuclelc acld molecule of the present invention, e.g., & nucielic acid molecule contain-
Ing a nucleotide saquence of SEQ ID NO:1, BEQ ID NO:38, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:11 or a portion thereol, can be lsolated using standard molacular blology tech-
niquea and the sequence information provided herein. For example, a O. sativa AHAS
cDNA can be Isolated from a O. sative ibrary using all or a portion of the sequence of
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, BEQ ID NO:5 or SEQ ID NO:11. Moreover, a nuclelc acid
molecule encompasaing all or a portion of 8£Q ID NO:1, SEQ ID NO23, 8EQ ID NO:=5
or SEQ ID NO:11 can be isolated by the polymerase chain reaction using oligonucieo-
tide primers designad based upon this sequance. For example, mRNA can be Isolated
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from plant ceBs (e.g., by the guanidinkum-thiocyanats extraction procedure of Chirgwin
6t al, 1979, Biochemistry 18:8204-5209), and cDNA can be prepered using reverss
tranacripiase (e.g., Molonsy MLV reverse transcriptass, avaliable from Glbco/BRL,
Betheads, MD; or AMV roverse franscripiase, avallable from Sellagala America, Inc.,
St. Petarsburg, FL). Synihetic oligonuciectide primers for polymerase chain reaction
ampiification can be designed based upon the nucisotide sequence shown in SEQ (D
NOz1, 8EQ: ID NO:3, 8EQ ID NO=5 or SEQ 1D NO:11. A nucleic acid molecule of the
Invention can be ampifiad using cDNA or, alteratively; genomic DNA, as a tampiate
and eppropriate oligonuciectide primers according to standard PCR ampiification tech-
niques. The nucisic acid molectle eo ampifiad can be cloned into an appropriate vec-
for and charactertzed by DNA sequence analysie. Furthermore, oligonucieotides corme-
sponding to an AHAB nuciectide ssquence can be prepared by etandard synthetic
tochniques, 8.g., Lsing an automatad DNA syntheeizer. -

The AHAS nucielc acide of the presant invention can comprice sequences encoding an
AHASB protein (l.e., “coding regions”), as well as 5 untransiated sequences and 3’ un-
transiated sequences. Altemstively, the nucielc acid molaculéa of the present invention
can comprise only the coding nagions of an AHAS gene, or can contain whole genomic
{ragments igolated from genomic DNA. A coding region of thess ssquences s indicated
as an "ORF position.” Moreover, the nucieic acki moiscuie of the Invention can com-
prise a poriion of a coding region of an AHAS gens, for axample, a fragment that can
be used ae a probe or primer. The nuclectide sequencea detarmined from the cloning
of the AHAS genee from O. sativa allow for the generation of probes and primere de-
signed for use In identifying and/or cloning AHAS homologs In other cell types and or-
ganiana, as well as AHAS homologs from other rice plants and related species. The
portion of the coding region can also encode a biclogically active fragmaent of an AHAS
protsin.

As used herein, the term “biclogically active portion of* an AHAS protein ls Intended to
include a portion, e.g., a domain/mo#, of an AHAS protein that, when produced in a
piant increases the plant’s tolerance to an imidazoiinone herbiciio as compared to a
wiki-type varialy of the plant. Methods for quantitating increassd tolerance to imidazol-
none herbicides are provided in the Exampiss below. Blologically active portions of an
AHAS protein Include peptides derived from SEQ ID NO-2, S8EQ ID NO:4, SEQ ID
NO:8, or 8EQ 1D NO:12 which include fewer amino acide than & full length AHAS pro-
tein and Impart increased tolerance to an imidazolinone herbicide upon expression in &
plant. Typically, biclogically active portions (e.g., peptides which are, for example, 5,
10, 18, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100, or more amino acids In length) comprise
a domain or motif with at least ong activity of an AHAS protsin. Moreover, other bio-
logically active portions in which other regions of tha polypeptide are deleted, can be
prepared by recombinant techniques and evaiuatad for ona or more of the activities
deacribed herein. Preferably, the biclogically active portions of an AHAS protsin include _
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one or more conserved domains selected from the group consisting of & Domain A, a
Domain B, a Domain C, a Domain D and a Domain E, wherein the conserved domain
contains a mutation.

The invention also provides AHAB chimeric or fualon polypeptides. As used herein, an
AHAS “chimeric polypeptide” or “fusion polypeptide® comprises an AHAS polypeptide
operatively linkad o a non-AHAS polypepiide. A "non-AHAS polypeptide” refers to a
polypeptide having an amino acid ssquence that [s not substantially identicel 1o an
AHAS polypeptide, e.g-, a polypepiide thet is not an AHAS lscenzyme, which peplide
performs a different funciion than an AHAS polypeptide. As used herein with respect to
the fusion palypeptide, the term “operativaly inkad” I intendad 1o indicate that the
AHAS polypeplide and the non-AHAS polypeptide are fused to each other 8o that bath
sequences fulfil the proposed function attributed to the sequence used. The non-AHAS
polypeptide can be fused to the N-terminus or C-terminus of the AHAS polypeptide. For
aampile; in one embodiment, the fusion polypeptide is a GST-AHAS fusion polypep- -

. fida in which the AHAS sequence ls fusad to the C-terminus of the GST sequence.

Such fusion polypeptides can iaciliate the purification of recombinant AHAS polypep-
tides. in another smbodiment, the fusion polypeptide s an AHAS polypeptide contaln-
Ing a heteroiogous aignal sequence at iis N-terminus. In certain host cells (e.g., mam-
malian host cells), axpression and/or sscretion of an AHAS polypeptide can be In-
creased through use of a heterologous signal sequence.

An Isglated nucisic ackd molaculs encoding an AHAS polypeptide having a certaln per-
cent sequence identfty to a polypeptide of SEQ ID NO=2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6,
or SEQ ID NO:12 can be created by introducing one or mors nuciectide substiutions,
additions, or deletions into a nucieotide eequence of SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:5, or 8EQ ID NO:11 such that ane or more amino acid subsiitutions, additions,
or deletions are introduced into the encoded polypeptide. Mutations can be introduced
into a sequence of BEQ 1D NO:1, 8EQ ID NO:3, 8EQ ID NO:5, or BEXQ 1D NO:11 by
standard techniques, such as site-directed mutagenesia and PCR-medinted-
mutagsneals. Freferably, conservative amino acid aubstihiions are made at one or
more predicted non-essential amino acid residuss.

A “conservaiive amino ack] substitution” is one In which the amino acid residus ls re-
placed with an amino ackd residue having a similar side chain. FamBles of amino acid
residues having eimilar side chaine have been defined in the art. These familiée include
amino acids with basic aide chains (e.g., lyeine, arginine, histidine), ackiic side chains
(e.g-, aspartic acid, giutamic acid), uncharged poler side chaine (e.g., glycine, aspar-
agine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine), nonpolar side chains (e.g.,
alanine, valine, leucine, Isclsucine, praline, phenylalanine, methionine, tryptophan),
beta-branched side chains {e.g., threarine, vaiine, iscisucing) and aromatic side chaine
(e-g-, tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). Thus, a precicted nonsssential
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amino acki realdus in an AHAS polypeptide s prefsrably replaced with another amino ’7
acid residus from the same siie chain familly. Alematively, In another embodiment,
muiations can be introduced randomiy along adl or past of an AHAS coding sequence,
mxch a8 by saturation mutagenesis, and the ssuliant mutants can be screensd for an
AHAS activity described herein to idenitly mutants that retain AHAS activily. Foliowing
mutagenesis of the sequence of SEQ ID NO:1, 8EQ ID NO:3, SEQ (D NO:5 or SEQ ID
NO:11, the encoded polypeptide can be expressad recombinantly and the activity of

* the polypeptide can be determined by.analyzing the imidazolinone tolerance of a plant
axpressing the polypeptide as described In the Examples below.

To determine the percent saquancs identity of iwo amino acid sequences, the se-
quences are aligned for apfimal comparison purposes (.g., gape can be introduced in
the saquence of one polypeptids for optimal alignment with the other polypeptide). The
amino acld residues at comesponding amino acid positions are then compared. When a
position in one saquence is occupled by the same amino acid residue as the corme- :
sponding position In the other sequence, then the molecules are identical at that pogl-
tion. The same type of comparieon can be made betwesn two nucielc acid secquences.
The percent sequencs identity betwoen the two sequences is a function of the number
of identical positions shared by the sequencss (L.e., percent sequence identily = num-
bere of identical positions/total numbers of positions x 100). For the purposes of the
invention, the percent sequences identity batween two nucleic acid or polypeptide se-
quences ls detarmined using the Vector NT1 6.0 (PC) soltware paciage (InforMax,
7600 Wiaconsin Ave., Bethesda, MD 20814). A gap opening penalty of 16 and a gap
extension penalty of 6.68 are usad for determining the percent kientity of two nuclelc
acids. A gap opening penalty of 10 and a gap axiension penalty of 0.1 are used for
dstermining the percent identity of two polypeplides, All other pararmetsrs are set at the
default seitings,

It ls to be understood that for the purposes of detarmining sequence identity, when
comparing a DNA sequence to an RNA sequence, a thymidine nucieotide is equivalent
io a uracll nuciectide. Preferably, the lsolated AHASB polypeptides iIncluded in the pre-
sent Invention are at least about 50-80%, proferably at least about 60-70%, and more
preferably at least about 70-75%, 76-80%, 80-85%, 85-80%, or 80-85%, and most pre-

" ferably at loast about 96%, 67%, 88%, 89%, or more identical to an entire amino ack]

ssquence shown In SEQ ID NO=2, 8EQ ID NO:4, SEQ ID NO:8, or SEQ ID NO:12. In
ancther embodiment, the lsclated AHAS polypeptides included in the present invention
are at least about 50-80%, preferably at least about 60-70%, and more preferably at
least about 70-76%, 76-80%, 80-85%, 85-80%, or 60-65%, and most preferably at le-
ast about 88%, 879%, 58%, 90%, or more kientical to an entire amino acid sequence
shown in SEQ ID NO2, BEQ ID NO:4, S8EQ.ID NO:8, or SEQ ID NO:12.
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Additionally, optimized AHAS nucielc acids can be created. Prefersbly, an optimized
AHAS nucleic acid encodes an AHAS polypepiide that modulates a plant's flerance to
imidazolinone herbicides, and more preferably increases a piant’s tolerance 1o an imi-
dezolinons herbicide upan s overapression in the plant. As used herein, “optimized”
refers to a nucieic acid thst ls ganstically snginesred to increase its expression in a
given plant or animal. To provide plant optimized AHAS nucieic acids, the DNA se-
quence of the gane can be modified to 1) comprise codons preferred by highly ex-
pressed plant genes; 2) comprise an A+T contant in nuciectide base compoeition to
that substantially found in plants; 3) form a piant initiation sequence, 4) eliminate se-
quencee that cause destabikzation, inappropriate polyadenylation, degradation and
termination of RNA, or that form secondary structure halrpins or RNA spiice slies. In-
creased axpression of AHAS nucisic ackis In plaris can be achieved by utiizing the
disbbution frequency of codon usage b plants in general or a particular piant. Methods
for optimbzing nuclelc acki expreesion In plants can be found in EPA 0350472; EPA
0385082; PCT Appiication No. WO 61/18432; U.8. Patent No. 5,380,631; U.8. Patert
No. 5,438,3981; Perlack of al, 1901, Proc. Nafl. Acad. Scl. USA 88:3324-3328; and
Murmay et al, 1989, Nucieic Acide Res. 17:477-408.

As used henein, “frequency of preferred codon usage” refers to the preference exhib-
lted by & specfic host cell In usage of nuciectide codons fo specily a given amino acld.
To datermine the frequancy of usage of a particular codon In a gene, the number of
occurrences of that codon in the gens is divided by the total number of occurrencés of
ail codons specllying the same amino acld in the gene. Simlarly, the frequency of pre-
ferred codon usage exhibitad by & host cell can be calculated by averaging frequency
of preferred codon usage in a large number of genes expressed by the host cel. it Is
preferable that this analysis be Smitad to genea that are highly expressed by the host
call. The percent deviation of the frequency of preferred codon usage for a synthetic
gene from that empioyed by a hoet cell is calculgied firet.by determining the percent
deviation of the frequency of usage of a eingie codan from that of the host cell followed
by obtaining the everage deviation over afl codona. As defined hereln, this calculation
includes unique codons (Ls., ATQ and TGQ). in genaral ierms, the overall average
deviation of the codon usage of an optimizad gene from that of a host cell le caiculated
using the equation 1A=n=1 zx.-v..x.mmozmx..-mdw
for codon n In the hoet cell; Y, = frequency of usage for codon n In the eynthetic gene,
n represents an individual codon thet specifies an amino acid and the total number of
codons Is Z. The overal deviation of the frequency of codon usage, A, for all amino
acida should preferably be less than about 25%, and mare preferably less than about
10%.

Honce, an AHAS nucielc acid can be optimized such thet ite distribution frequency of

codon usage deviaies, preferably, no more than 26% from that of highly expressed
plant genes and, more preferably, no more than about 10%. In adkiition, consideration
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is given to the percentage G+C content of the degenerate third bage (monocolyledons
appear to favor G+C in this position, whereas dicotyledons do nof). it Is also recog-
nized that the XCQ (where X is A, T, C, or @) nucieotide Is the least preferred codon in
dicots whereas the XTA codon Is avolded In both monocots and dicots. Optimized
AHAS nuclelc acids of this invention also preferably have CQ and TA doublet avoid-
ance Indices closely appraximating thoss of the chosen host plant (1.e., Oryzs sativa).
Mors preferably thees Indices deviate from that of the host by no more than about 10-
165%.

In addition 10 the nucielc ackd molecules encoding the AHAS polypeptides described
above, another aspect of the invention pertains to lsolated nucleic acid molecules that
are antisenss thereto. Antisense polyriuciectides are thought 1o inhiblt gene expression
of a target polynucieotide by specifically binding the target polynuciectide and interfer-
ing with tranacription, spiicing, traneport, transiation and/or stabilily of the target
polynuciectide. Methods are described In the prior art for targeting the antisense .
palynucieotide to the chromosomal DNA, to & primiary RNA frenscript or 10 a processed
mRNA. Preferably, the target regions inciude apiice sites, transiation initiation codons,
tranalation tsrminetion codons, and cther eequences within the open reading frame.

‘The tenm “antisense,” for the purposes of the invention, refers to a nucisic acid com-
prising a polynuciectide that s sufficianly compiementary to all or a portion of a genas,
primary transcript, or processed mRNA, s0 a8 1o interfare with expreesion of the en-
dogenous gene. “Complementary” polynuciectides are those that are capable of base
paking according to the standard Watson-Crick complementarity rules. Specifically,
purines will bass peir with pyrimidines to form a combination of guanine paired with
cytosine (G:C) and adenine paired with either thymine (A:T) in the case of DNA, or
adenine paired with uracl (A:U) in the case of RNA. It is understood that two polynu-
cleotides may hybridize to each other even If they are not compistely complemantary to

each other, provided that each has at least one region that ls substantially complemen-
tary 1o the ciher. The term “antisense nucieic acid” inciudes single atranded RNA as

well as double-siranded DNA expression casseiies that can be transcribed to produce
an antisense RNA. "Active” antisense nuclelc ackds are antisense RNA molecules that
are capebie of selactively hybridizing with a primary transcript or mRANA encoding a
polypeptide having at least 80% saquence identily with the polypeptide sequance of
SEQ ID NO2, 8EQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, or 8EQ ID NO:12,

in adition to the AHAS nucleic acids and polypeptides describad above, the present
invention encompasses these nucielc ackds and polypeptides attached to a molely.
‘These moieties include, but are not kmited to, detection moleties, hybridization mole-
ties, purification moleties, dellvery moleties, reaction molsties, binding moleties, and
the lke. A typical group of nuclalc acids having molsties etteched are probes and peim-
era. Probea and primers typically comprise a substantislly isolated oligonucieotide. The
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oligonucieotide typically comprises a region of nucieotide saquence thal hybridizes
under ebringent conditions to at least about 12, preferably about 255, more preferably

‘about 40, 60, or 76 consecutive nucieotides of a sense strand of the saquence set forth

in S8EQ ID NO:1, 8EQ 1D NO:3, 8EQ ID NO:5, or 8EQ 1D NO:11, an ant-eense se-
quence of the saquance eet forth SEQ ID NO:1, SEQ ID NO=3, 8EQ ID NO=5, or SEQ

'ID NO:11, or nadurally occurring mutants thereol. Primere based on a nucleotide se-

quence of 8EQ ID NO:1, SEQ iD NO:3, SEQ ID NO:5, or SEQ ID NO:11 can be used
In'PCR reactiona 10 clons AHAS homologs. Probea based on the AHAS nucieotide
eequances can be used to detact tranacripis or genomic sequences encoding the same
or homologous polypeptides. In preferred embodiments, the probe further comprisss a
label group attached therato, e.g. the label group can be & radicisotops, & fiuorescent
mﬂ.mmwmmﬂ.&ﬂu&oqhmﬁanmd
& genomic marker test kit for identlfying celis which axpress an AHAS polypeptide,
such as by measuring a level of an AHAS-encoding nucielc acid, in a sampls of celis,

8.g-, detecting AHAS mRNA levels or determining whather a ganomic AHAS gene has

been mutated or deleted.

The invention further provides an isclaied recombinant expreasion vector comprising
an AHAB nuclelc acki as described above, wherein epression of the vector in a host

cefl results In increased tolerancs 1o an imidazolinone herbicide as compared to a wild- .

type variaty of the host cell. As used hereln, the term “vector” refers 1o a nucleic acld
moleculs capabile of tranaparting another nucleic ackd 1o which it has been Inked. One
type of vector ks a “plasmid,” which refers to a circular double stranded DNA loop Into
which additional DNA segmenis can be igated. Another type of vecior Is a viral vector,
whesein additional DNA segments can be ligatad imo the viral genome. Cartain vectors
are capable of autonomous replication in a host cell into which they are introduced
(e.g-, bacterial vectors having & bacterial origin of replication and episomal memmalian
veciors). Other vectors (8.g., non-episomal mammalian vectors) are intagrated into the
genome of a host cell upon Introduction Into the host cell, and thereby are replicated |
along with the host genome. Moreover, certain vectora are capable of directing the ex-
preasion of genes 10 which they are operatively linked. Such vectors are refered to

- herain as "sxpression veciora." In genaral, expréssion vectors of ullllty in recombinant

DNA techniquse are often in the form of plasmida. In the present epecification, “plas-

mid® and "vecior” can be used Interchangaably as the plesmid Is the most commonly

used form of vector. However, the invention Is Intended 10 Include such other forme of
axpression vectors, such as viral vectors (e.9., replication defective retroviruses, ade-
novirusss, and adenc-associated viruses), which serve equivalent functions.

The recombinant expreasion veciors of the lnvention comprise a nucleic acld of the
invention in a form sultable for expression of the nuclelic acid in a host cell, which

means that the recombinant expression vectors inciude ane or mons regulatory ae-
quences, selected on the basia of the host calls to be used for exprassion, which is
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operatively iniad to the nuclelc acld sequence to be expressad. With respact to a re-
combinant expression vecior, “operatively inked” is intended 1o mean that the nucleo-
tide saquance of Intereet is inked 1o the reguiatory sequanca(e) in a manner which
allows for expreasion of the nuclectide sequance (e.g., In an in wiro tranacripiion/ trane-
lation systemn or In a hoat cell when the vector s introduced into the host cell). The term
“reguistory sequence” ls intended to Include promoters, enhancers, and ather expres-
slon controt elemants (6.g., polyadenylation signale). Such reguistory sequences are
described, for exampis, in Goaddel, Gene Expreasion Technology: Methods in Enzy-
mology 185, Academic Press, 8an Diego, CA (19680) end Gruber and Croeby, in: Me-
thods in Plant Molecular Blology and Blotechnology, Eda. Giick and Thompeon,
Chapter 7, 86-108, CRC Prees: Boca Raton, Florida, iInciuding the references therelri.
Regulatory sequences inciude those that direct constitutive exprassion of a nucleotide
sequence In many types of host cells and those that direct expression of the nucieotide
ssquence only in certain host celis or under certain conditions. it will be appreciated by
those sidiied in the art that the deeign of the expression vector can depend on such
factors ae the choice of the host cell to be transformed, the level of exprassion of paly-
pepiide desired, eic. The epreasion veciors of the invention can be Introduced Into
host cells to thereby produce polypeptides or peptides, Including fusion polypepiides or
peptides, encoded by nuclelc acids as described hereln (e.g-, AHAS polypeptides, fu-
slon polypeptides, etc.).

in a prefeired embodiment of the preeent invention, the AHAS polypeptides are ax-
presssd In plants and plants cells such as unicefular plant cells {(such as aigas) (See
Faiciatore et af, 1609, Marine Blotechnology 1(3)2239-261 and references therein) and
pant cells from higher plants (e.g., the spermatophytes, auch as crop plants). An AHAS
polynucieotide may be “introduced” Inio a plant cell by any means, inchading transfec-
tion, transformation or traneduction, electroporation, particle bombardment, agroinfec-
fion, biolistics and the fke.

Sultable methads for transforming or transfecting host cells including plant cells can be
found In Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Leboratory Press, Coid Spring Harbor,
NY, 1086) and other kaboratory manuais such as Methoda in Molecular Blology, 1986,
Vol. 44, Agrobacierium protocols, Ed: Gartland and Davey, Humana Press, Totowa,
New Jorsay. As increased tolerance to imidazolinone herbicides is & goneral tralt wis-
hed to be inherfted into & wiie varisty of pianis ks malzs, wheat, rye, oat, triticals, rice,
bariey, soybean, peanut, cotton, rapessed and canoia, manthot, pepper, sunflower and
tagetes, sclanaceous plents Kike potato, tobacco, eggplant, and tomato, Vicia species,
pea, alfalfa, bushy plants (coffes, caceo, tes), Saltx species, trees (ol paim, coconut),
perennial grasaes and forage crops, these crop plants are also preferred target plants
for a genetic engineering as one further ambodiment of the present invention. in a pre-
ferred embodiment, the plant le a rice piant. Forage crops include, but are not Emited
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imited to, Wheeigrass, Canarygrass, Bromegrass, Wikirye Grass, Bluegrass, Or-
chardgrass, Alfalfa, Salloin, Birdefoot Trefoll, Alslke Clover, Red Clover, and Sweet
Clover.

in one embodiment of the presant invertion, ransiection of an AHAS polynucieotide
into & piant Is achieved by Agrobacierken mediatad gene transier. One transformation
method known to those of akdll in the art is the dipping of a flowering plant ito an Agro-
bacieria solution, whereln the Agrobaciaria containa the AHAS nuclelc ackd, folowed
by breeding of the transformad gametes. Agrabacierium madiated plant transformation
can be performed using, for sxampie, the QV3101(pMPR0) (Koncz and Sched, 1686,
Mol. Gsn. Ganet. 204:383-306) or LBA4404 (Clontech) Agrobactarkan tumefaciens
etrain. Transformation can be performed by tandard transformation and regeneration
techniques (Deblasre of af, 1804, Nucl Ackis. Res. 13:4777-4788; Gelvin, Stanion B.
and Schilperoort, Robert A, Plant Molecular Biology Manual, 2 Ed. - Dordrecht : Kiu-

wer Academic Publ., 1886, - in Sect., Ringbuc Zsntrale Signatur: BT11-P ISBN 0-7623- -

2731-4; Qick, Bemard R and Thompson, John E., Methode in Piant Molecutar Blology
and Blotechnalogy, Boca Raton : CRC Preas, 1003 360 8., ISBN 0-8483-5184-2). For
example, rapessad can be transformed via cotyladon or hypocolyl transiormation (Mo-
fonay ef al, 1080, Piant Cell Report 8:238-242; De Block ot L, 1680, Plant Physiol.
91:604-701). Use of antibiotics for Agrabacterium end plant selection depends on the
binary veckr and the Agrobacieriurn strain used for transformation. Rapeseed selec-
tion ls normally performed using ianamycin as seisciabls plant marier. Agrobacterfum
mediated gene transfor to flax can be performad using, for exampis, a technique de-
scribed by Miynarova &t al., 1804, Plant Cell Report 13:282-285. Additionally, tranafor-
mation of soybean can be performed using for axampie a technique described in Euro-
pean Pgient No, 0424 047, U.S. Patent No. 5,322,783, European Patent No. 0397 887,
U.8. Patent No. 5,378,543, or U.S. Patent No. 6,168,770 Transtormation of malze can
be achieved by particie bombardmant, poiyetiylene giycol madiated DNA uptake or via
the siicon carbide fiber technique. (See, for mample, Freeling and Walbot “The maize
handbhook® Springer Veriag: New York (1963) 1SBN 3-640-07826-7). A specific exam-
ple of matre transformation fs found In U.8. Patent No. 5,960,387, and a specific ex-
ample of wheet transformation can be found In PCT Application No. WO 83007258,

According to the present Invention, the iniroduced AHAS polynuciectide may be main-
tainad In the piant cell stably if it Is Incorporated into a non-chromosomal autonomous
repiicon or integrated into the plant chromosomes. Alternatively, the introduced AHAS
polynucieoctide may be present on an exira-chromosomal non-replicating vector and be
transiently expressed or transiently active. In one embadiment, a homologous recom-
binant microorganism can be created whereln the AHAS polynucisotide Is integrated
into & chromoaome, a vecior is prepared which conlains ot least a portion of an AHAS
gena into which a deletion, addition or substitution has been Introduced to theraby ai-

ter, 6.g., functionally disrupt, the endogenous AHAS gens and to creats an AHAS ge-
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gene. To creats a point rutation via homologous recombination, DNA-RNA hybrkis
can be used In & technique known as chimenaplasty (Cole-Strauss et al, 1969, Nudleic
Acida Reesarch 27(5):1323-1330 and Kmiec, 1000, Gene therapy American Scientist
87(3):240-247). Other homologous recombination procedures in Oryza species are
also well known In the art and are contsmpiatad for use-herein.

In the hamologous recombinaiion vecior, the AHAS gene can be flanked at s 5’ and 3
ends by an additional nucielc acid molecule of the AHAS gene 10 allow for hamologous
recombination to occur between the exogenous AHAS gene canried by the vector and

an endoganous AHAS gene, in a microorganism or plant. The addiional flanking AHAS
nucleic acld molecule Is of eufficlent length for euccessiul homologous recombination

with the endogenous gane. Typically, several hundreds of base palrs up o kilobases of
flanking DNA (boih &t the 5’ and &' ends) are included In the vector (See, 6.g., Thomas,

K. R., and Capecchl, M. R., 1687, Cell 51:503 for a description of homologous recom-

bination vectors or Sirepp of al, 1988, PNAS, 05(8):4368-4373 for cDNA based re-
combination in Physcomiiralia patons). However, since the AHAS gene normaBy differs
from the AHAS gene at very few amino acids, a flanking saquance Is not always nec-
easary. The homologous reconibination vector Is introduced into a microorganism or
plant celf (e.g., via polyethylene giycol mediated DNA), and celis In which the intro-
duced AHAS gene has homologously recombined with the endogenous AHAS gene
are sslected using art-nown techniques.

In ancther embodiment, recombinant microorganisms can be produced thet contaln
eolectad systems that allow for reguiated expression of the introduced gene. For ex-
ampis, inciusion of an AHAS gene on a vecior piacing it under control of the Iac operon
permits exprassion of the AHAS gene only in the prasence of IPTQ. Such regulaiory
systems are well known In the art.

Whether prasent in an extra-chromosomal non-replicating vector or a vector that ls
integrated into a clyomosoms, the AHAS polynucieotids preferably reakiss In a plant
@pression casssiie. A plant expression casestis preferably contains reguiatory se-
quences capable of driving gens expression In plant cells that are openatively inked so
that each sequence can fulflll ita function, for emmpie, termination of transcription by
polyadenylation signais. Prefermed polyadenylation signale are thoee originating from -
Agrobacterkim iumefaciens t-DNA such as the gene 3 known as oclopine aynthase of
the THplasmid pTIACHS (Glelen ot al., 1684, EMBO J, 3:835) or functional equivalents
thereof, but also all other tsrminators funciionally active in plants are sultable. As plant
gene expression is very often not Emited on tranecriptional levels, & plant expression
cassetie preferably containg other operatively inked sequences ke tranelational en-
hancere such as the overdrive-saquence containing the §°-untransiated leader se-
quences from tobaceo mosaic virus enhancing the polypeptide per RNA refio (Galle ef
al, 1887, Nucl. Acide Research 156003-8711). BExamples of plant exprassion vectors
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inchude those detalled in: Becker, D. ef al, 1962, New plant binery vectors with select-
able merkera focatad pradmel to the left border, Plant Mol. Blol. 20:1168-1197; Bevan,
M.W., 1884, Binary Agrabacierium vectors for piant transformation, Nudl, Ackd. Ros.
128711-8721; and Vectors for Gane Transter In Higher Plants; in: Tranagenic Plants,
Vol. 1, Engineering and Utiization, eds.: Kung and R. Wu, Academic Prees, 1063, 8.
18-38.

Piant gene expression shoukd be operatively Anked 1o an appropriate promoter confer-
ring gene expreasion in a timely, cefll type-preferrad, or tissus-preferred manner. Pro-
moters useful in the axpression cassetiee of the invention include any promoler that le
capable of inttiaiing transcription i a plant cell. Such promoters [nclude, but are not
mited to thase thet can be abtalned from plants, plant viruses and bacteria thet con-

. fain genes that are expressed In plants, such as Agrobacierium and Rhizobium,

The promoter may be constitutive, inducible, developmental stage-preferred, cell type- -
prelerred, tissue-preferred or argan-preferred. Constitutive promoters are active under
moat conditions. Exampies of consifiutive promotars include the CaMV 198 and 358
promoters (Odell st &l., 1985, Nature 313:810-812), the X CaMV 358 promoter (Kay
ot al, 1887, Sclance 296:1268-1302) the Sep1 promater, the rice actin promoter
(McElroy et al, 1600, Plant Call 2:183-171), the Arabidopsis actin promoter, the ublg-
ultin promoter (Cluistensen st af., 1960, Plant Molec. Blol, 18:675-888); pEmu (Last ot
al., 1991, Theor. Appl. Qenet. §1:581-588), the figwart mosaic virus 358 promoter, the
Smas promotar (Veltan st al., 1884, EMBO J. 32723-2730), the GRP1-8 promoter, the
cinnamyl alcohol dehydrogenase promoter (U.8. Patent No. 5,683,439), promoters
from the T-DNA of Agrobacterium, such as mannopine synthass, nopaline eynthase,
and octopine synthass, the emall subunk of ribuiose biphosphate carboxylase (ssu-
RUBISCO) promater, and the lke.

inducihie promoters are active under cerialn enviranmental conditions, such as the
presence or abaence of a nutrient or metabolite, heet or cold, fight, pathogen attack,
anasobic conditions, and the lks. For @ample, the hep80 promoter from Srassice is
induced by heat shoci the PPDK promoter ls induced by Bght; the PR-1 promoter from
tobacco, Arabidopsis, and maixe are inducible by infection with a pathogen; and the
Adh1 promoter Is induced by hypcada and cold stress. Plant gene expression can also

. ba faciitated via an inducible promoter (For review, see Qatz, 1667, Annw. Rev. Plant
" Physiol. Plant Mal. Blol. 48:89-108). Chemically inducible promoters are eepecially

sullable I ime-apecific gene expreasion is desired. Bxampiss of such promotsrs are a
saficylic acid inducible promaler (PCT Application No. WO §5/10443), a tetracycine
inducible promoter (Gatz of al, 16092, Plent J. 2:387-404) and an sthanol inducible

" promoter (PCT Application No. WO 03/21334).
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' Developmental stage-prefeed promotars are preferentially expressed at certain sta-

ges of development. Tisiue and ompan preferred promoters inckude those that are
praferentially expreesed in certain tissuss or organs, such a8 leaves, roots, seeds, or
xylom. Eamples of issue prefeired and organ preferrsd promoters include, but are not
Imited to frult-preferred, ovule-prefermed, male tissue-preferied, ssed-preferred, in-
tsgument-prefermed, tuber-preferred, stalk-prefermed, pericam-preferred, and leal-
prelerrad, stigme-preferred, pollen-preferred, anther-preferrad, a petal-preferred, sepal-
preferred, pedicel-preferved, slique-prefered, stem-prefermed, rooi-profemmed promotars

- and the fke. Seed preferred promoters are preferentially sxpressed during seed devel-

opment and/or genmination. For exampie, eeed preferred promoters can be embryo-
prefemed, endosperm prefemed and esad coat-preferrad. S8ee Thompeon et al, 1869,
BioEssays 10:108: Exampies of seed preferrad promoters include, but are not Imited
1o cafhiose synthase (celA), Cim?1, gammarzein, globulin-1, makze 16 kD zwin (cZ1681)
and the like. ’

Other suftable tissue-prefermed or organ-preferrad pramoters include the napin-gene
promoler from rapessed (U.S. Patent No. 5,008,152}, the USP-promoter from Vicia
fabe (Basumiein ot al, 1901, Mol Gen Genetl. 225(3):458-87), the cleocsin-promoter
from Arabidopsis (PCT Application No. WO §8/45481), the phaseciin-promoter from
Phaseolus vuigaris (U.8. Paient No. 5,5604,200), the Beed-promotar irom Brassica
(PCT Application No. WO 01/13880), or the legumin B4 promoter (LeB4; Basumieln et
al, 1902, Plant Joumal, 2(2):233-9), as weall as promoters conferting seed apecific ex-
pression in monocot plants Tke malze, barley, wheat, rye, rice, eic. Sultable promoters
io note are the Ipt2 ar ipt1-gene promoter from barley (PCT Application No. WO
05/15389 and PCT Appiication No. WO 86/23230) or those deecribed in PCT Applica-
tion No. WO 06/16800 (promoters from the bariey hordein-gene, rice giutelin gene, rice
oryzin gene, rice prolamin gene, wheat gliadin gene, wheat ghutelin gens, oat giutelin
gena, Sorghuen kasirin-gane, and rye secalln gens).

Other promoters uselul in the axpression cassetias of the invention inckude, but are not
Gmtad tn, the major chiorophyll /b binding protein promatar, histons promnotars, the
Mm.hwm.hmm.mmmw
motar, the malze 18kD zein promoter, the 22kD zein promoter, the 27kD zain promoter,
the g~zsin promoter, the waxy, shrunken 1, shrunicen 2, and bronzs promoters, the
Zm13 promoter (U.S, Patent No. 5,006,1809), the malze polygalaciuronase promoters
(PQ) (U.8. Putont Noe. 8,412,085 and 5,845,648), and the 5GBS promoter (U.8. Pat-
ent No. 5,470,350), as well as synthetic or other netural promoters.

Additional fiexdbility in controfing heterologous gene expression In piants may be ob-

tained by using DNA binding domains and responee slements from heterclogous
sourcea (Le., DNA binding domains from non-plant sources). An axampie of such a
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Ptashne, 1085, Cell 43:720-730).

Another aspect of the invention pertains to host calls inio which a recombinant expres-
slon vecior of the invention has been Introduced. The térme "host cell® and “recombi-
nant host cell’ are used interchangeably herein. it Is understood that auch terma refer
not ohly to the particular subject cell but they aleo apply to the progeny or potential
progeny of such a cefl. Bocause certain modificetions may occur In succeeding genera~
fions due to either mutation or environmental influsnces, such progeny may not, in fact,
be identical 1o the parent cell, but are sill included within the scope of the tarm as used
herein. A host cell can be any prolaryotic or eularyotic cell. For exampis, an AHAS
polynucieotide can be expresaed In bacterial cells such as C. glutamicum, insect colls,
fungal celis, or mammalian calis (such as Chinese hamster ovary cells (CHO) or COS
cells), aigas, ciliates, piant cells, fungl or ather microorganiams e C. giviamicum.
Other suktable hoat calls are known 10 those eiilled in the art.

A hoet cell of the invention, such as a prokaryotic or sukaryotic host cell In culiure, can
be used o produce (L.e., express) an AHAS polynuciectide. Accordingly, the invention
further provides methods for producing AHAB polypeptides using the host cells of the
invention. in one embodiment, the method comprises culturing the host cell of invention
{into which a recombinant expreasion vecior encoding an AHAS polypeptide has been
introduced, or into which genoms has been infroduced & gene ancoding a wild-type or
AHAS polypepiide) In a aultable medium untit AHAS polypeptide Is produced. In an-
other embodimant, the method further comprises lsclating AHAS polypeptides from the
medium or the host cell. Another aspect of the Invention pertains 1o isolated AHAS
polypepiides, and blologically active portions thereol. An “Isolated” or “purified” poly-
peptide or biclogically active portion thereof is free of some of the cellular material
when produced by recombinant DNA tachnkjues, or chemical precursors or other che-
micals when chemically synthesized. The language “substantially free of cellular
material” includes preparations of AHAS polypeptide in which the polypeptide is sepe-
rated from some of the cellular components of the cella In which & s naturally or re-

" combinantly produced. In ons embodiment, the language “subsiantially fres of colular

material” includes preparations of an AHAS polypeptide having lesa than about 30%
(by dry weight) of non-AHAS material (also referred to hereln as a “contaminating poly-
peptide™), more preferably Jeas than about 20% of non-AHAS material, siff more pref-
erably leas than about 10% of non-AHAS material, and most preferably less than about
5% non-AHAS material.

When the AHAS polypeptide, or blologically active portion therect, la recombinantly

produced, It Is also preferably substantially free of culture medium, Le., culiure medium
represonta lass than about 20%, more preferably less than about 10%, and most pref-
erably lssa than about 5% of the valume of the polypeptide preparation. The language
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“substantially free of cheimical pracureors or other chemicels” includes preparations of
AHAS polypepiide in which the polypeptide Is separatad from chemical precureora or
other chemicals that are invoived In the synithesis of the polypepiide. In one embodi-
ment, the language “substantially free of chemical precurecrs or other chemicals” In-
cludes preparations of an AHAS polypepiide having less than about 30% (by dry
weight) of chemical precursors or non-AHAS chemicals, more preferably less than
about 20% chemical precursors or non-AHAS chemicals, still more preferably lesa than
about 10% chemical precursors or non-AHAS chermicala, and most preferably less than
about 5% chemical precurecrs or non-AHAS chemicals. In preferred embodiments,
Isolated polypeptides, or biologically active portions thereol, lack contaminating poly-
peptides from the same organism from which the AHAS polypeptide Is derived. Typl-
cally, such polypeptides are produced by recombinant expression of, for axample, a
Oryan sativa AHAS polypepiide In plants other than Oryzs sative or microorganisme
such as C. guiamicum, ciiaies, aigas, or fungl.

The AHAS polynucieotide and polypeptide sequances of the invention have a variely of
uses. The nucielc acld and amino acid sequences of the present invention can be used
fo transiorm plants, thereby modulating the plants tolerance to imidezolinone herbl-
cides. Accordingly, the invention provides @ method of producing a tranagsnic plant
having increased tolerance o an imidazolinone herbicide comprising, (a) trenaforming
a plant call with one or more expression vectors comprising one or more variant AHAS
nucielc acids, and (b) genemting from the plant cell a transgenic plant with an in-
creased tolerance ¥ an imkiazofinane herbicide as compared to a wik-iype variety of
the plant. in one embodiment, the variant AHAS nuclelc acld encodes a variant AHAS

polypeplide compriaing an alanine to threonine mutation as compared to a wild-type
AHAS polypeptids.

The present invention includas methods of moditying a plant’s folerance to an imida-
zolinone herbicide comprising modllying the expression of one or more variant AHAS
nucieic acids. The piant’s tolerance to the imidazolinons herbicide can be increased or
decreased as achieved by increasing or decreasing the expression of an AHAS
polynuclectide, respectively. Prefemably, the plant’s tolerance to the imidazolinone her-
bicide Is increased by increasing expression of an AHAS polynucieotide. iIncne em- -
bodiment, the variant AHAS nucieic acid encodes a variant AHAS polypeptide comprie-

- ing an alanine to thracnine mutation as compared to a wild-type AHAS polypeptide.

Expreasion of an AHAS polynucieotkie can be modified by any method known to those
of eidl In the art. The methoda of increasing expression of AHAS polynuciectides can
be used wherein the plant ls ekher transgenic or not transgenic. In cases when the
plant ls transgenic, the plant can be transformed with a vecior containing any of the
above described AHAS coding nucielo ackis, or the plant can be transformed with a
promoter that directs expression of endogenous AHAS polynucieotides in the plant, for
example. The Invention provides thet such a promoter can be tissue specific or devel-
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opmentally reguiated. Altematively, non-transgenic planis can have endogencus AHAS

" polynucieotide expression modified by Inducing a native promoter. The expression of

polynuciectides comprising a polynucisctide sequance as defined In SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO=5, or 880 ID NO:11 In targst plants can be accomplished
by, but is not Bmitad 10, one of the following examples: (a) constitutive promoter, (b)
chemicalHnduced promoter, and (c) engineered promoter over-expreasion with for ext-
ampile zinc-finger derived transcription factors (Grelsman & Pabo, 1997, Sclence
275:867). .

In & prefemed embodiment, transcription of the AHAS polynuclectide Is modulated us-

ing 2inc-finger derived transcription factors (ZFPs) as deacribed In Grelsman and Pabo,
1807, 8clence 275:657 and manufachured by Sangamo Biosciences, Inc. These ZFPs
comprise both a DNA recognition domain and & functional domain that causes activa-
tion or repression of a target nucielc acld euch as an AHAS nuclelc acki. Therefore,
activating and repressing ZFPe can be created that specifically recognize the AHAS
polynucisotide promoters described above and used to increase or decrease AHAS
polynucieotide expression in a plant, thereby modulating the herbiciie tolerance of the
plant. '

As describad in more detal above, the plants produced by the methods of the present
Invention can be monocots or dicots. The planta can be selected from maize, wheet,
rye, cat, triticals, rice, barfey, soybean, peantst, cotton, mpeseed, cancla, manthot,
pepper, sunflower, tagetas, solanaceous plants, potato, tobacco, eggplant, tomato,
Vicia species, pea, alfalfa, coffes, cacao, tea, Salx specios, off palm, coconut, peren-
nial grass and forage crope, for axample. in a preferred embodiment, the plant Is a rice
plant. Forage crops Inciude, but are not imited o, Wheeigrass, Canarygrass, Brome-
grass, Wikirye Grass, Biusgrass, Orchardigrass, Alfaifa, Salfoin, Birdsfoot Trefoll, Alsiks
Clover, Red Clover, and Sweet Clover. In each of the methoda described above, the
plant cell includes, but Is not imited to, a protoplast, gamete producing cell, and a coll
that regenerates into a whole plant. As used hereln, the term "tranegenic” refers 1o any
plant, plant cell, callus, plant tigsue, or plant part, that contains all or part of at laast one
recombinant polynucieolide. in many ceses, all or part of the recombinant polynucieo-
fide is stably intsgrated into a chromosome or stable exdra-chromosomal element, 80
that it ls passed on to succeesive generations.

Tissue culture of various tissues of rices and regeneration of pianis therefrom ls wel
known and widely published. For example, reference may be had to Chu, Q. R., ef al,
{1968) "Uee of brkiging parents with high anther cufturabiiity to improve plant regenera-
tion and breading value In rice”, Rice Blotechnology Quarterly 38:25-26; Chu, Q. R., ef
al, (1888), "A novel plant regeneration medium for rice anther culture of Southem U.8.
crosses”, Rice Biotéchnology Quarterly 35:15-16; Chu, Q. R., #f al,, (1887), "A novel
basat medium for embryogenic calius induction of Souther US crosses®, Rice Blotech-
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nology Quartsrly 32-19-20; and Oono, K., "Broadening the Genetic Varisbillty By Tie-
sue Cuiture Methods®, Jap. J. Breed. 33 (Suppl.2), S06-307, Elus. 1883, the disciosures
of which are hereby icorporatsd herein i thekr entirely by reference.

Mdoubedabwe hmﬂkmnﬂmmmmwmsﬂmuh
creasing the imkiaxolinons tolarance of a rice piant or seed 68.compared 10 & Wikd-type
variely of the plant or esed. In & preferred embodiment, the imidazolinone tolerance of
a rice plant or aced ls increased such that the plant or seed can withetand an imide-
zolinone herbloide appiication of preferably approaxdmately 10-400 g al ha', more pref-
erably 20-160 g al ha'*, and most praferably, 40-80 g al he™. Aa used herein, to *with-
stand” an imidazoiinone herbicida appiication means that the plant Is either not idlled or
not injured by such application.

Additionally provided herein Is a method of controliing weeds within the vicinity of a rice

plant, comprising applying an imidazolinone herbicide to the weeds and 10 the rice

plant, wherein the rice plant has increased tolerance to the imidazolinane herbicide a8

compared o a wild-type variaty of the rice plant, and wherein the imidazolinone tolerant
rice plant comprises at least ons variant AHAS nuclelc acld. In one embodiment, the
variant AHAS nucleic acid encodes a variant AHAS polypepiide comprising an alanine
to threonine mutation as compared to a wiid-type AHAS polypeptide. Preferably, the
mutation Is at an amino acid residue corresponding 1o position 88 of the sequence
shown In SEQ ID NO:12. By providing for rice plants having increased tolerance o
imidazoiinone, & wide variety of formulations can be ampioyed for protecting rice plants
from weeds, 80 as t0 enhance plant growth and reduce competition for nutrients. An
Iimidazolinons herbicide can be used by fteslf for pre-emergence, post-emergence, pre-
planting, and at-planting control of weeds in areas surrounding the rice planis de-
ecribed herein or an imidezolinone herbicide formulation can be used that contains
other additives. The imidaxoiinone herbickde can eieo be used as a seed treatment.
Adkitives found In an imidazolinone herbicide formulation include other heibicides, de-
tergents, adjuvants, spreading agents, sticking agenis, stabilizing agents, or the Ika.
The imidsaniinone herbicide formulation can be a wet or dry preparation and cen in-
clude, but s not imited 10, flowable powders, emulsifiable concentrates and liquid con-
centrates. The imidaxolinone herbickie and herbicide formulations can be applied in
accordance with conventional methods, for example, by spraying, Ivigation, dueting, or
the likes.

Throughout this application, various publications are refersnced. The disclosures of all
of thess publications and thoses referances cliud within thoss publications in their en-

tireties are hereby Incorporated by reference into this application in order 1 more fully
describe the state of the art to which this invention pertaine.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

3/



2

WO 2005020673 PCT/EPI004009641

10

16

»
it should alec be underetood thet the foregoing relates to prefemed embodiments of the
pressnt invention and that manerous changes may be made therein without departing

. from the scope of the invention. The Invention ls fusther [liustratéd by the following ax-

arnples, which are not 1o be construsd In any way as impoeing Omitations upon the

"ecopa thersof. On the contrary, It la to be clearly understood that resort may be had 1o

various other ambodiments, modifications, and equivaients therec!, which, sfter read-
ing the deecripiion herein, may suggest themasives i those siillad in the ast without
depariing from the epirkt of the present inverion and/or the scope of the appended
claima.

EXAMPLES

Example 1

Mutagenesis and Selection of imidazolinone Tolerant Rice Lines

Two samplas of seads (600 g each) of the rice cultivar IRGA 417 were treated with a
0.001 M sodium azide aqueous solution at pH 3 (phosphate buffer 0.067M) to produce
M1 ssed. This treaiment was appiled by soaking each sead-sample in a two-Hter Er-
lenmeyer coniaining one Rer of the sodium azide solution, undar conetant sheking, for
18 hours, at room temperature. Aflr treatment, the sseds were rinsed In tap wetsr
and, later on, the seeds were partially driad-aerated on biotiing paper sheets in order to
wxdract the moleture from the seads surface. Aiterwards, treated seeds were direclly
sown at the fleki nursery.

The M1 seeds were plantad in the field nursery with an experimental seed plantsr Win-
tersieiger at a reio of 50 plants per square metar. Check Bnes of a wild-type varlety
IRGA 417 were plantad with push type planter, The fines were grown under flooding
condiions uniil maiurity (26% grain molsiure) and were bulk harvested. The collectad
seed (M2) was dried in a convecior drier for 14 hours at 45°C. The M2 eseda were kapt
In ciose storage until the next season.

The seed from M1 mmmmmmmwmmu
hmmmvsc)mamdaommmdsrnmmm
comprising a poputation of @&x10" plants. Chack lines of & wikd-type varlety IRGA 417
were planted with a push type planter. The aniire area was subjected to & selsciion

. pressurs with & mbdure of two imidazolinone herbicides. Three separate applications of

the imidazolinone herbicides were performed with a commercial sprayer in different
directions fo prevent any escape and resulting in a 3X treatment. A total volume of 222
¥Yha wae sprayad at 50 pal, with Tesjets 8002 nozziee, In each application of imidazoil-
none herbicides.

The raie of the 1X treatment was a mixiure of Areenal (Imazapyr 76 g a.Vha) and
momuwgummammmammmﬂw
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at the rate of 0.25% (vA). The appiications were performed at the four leaf stage of the
rice planta. No reinfall was registered during the 7 days aftar reatments.

Observations were made at regular times to survey the entire area. After 80 days, the
surviving Individuals were labelsd and traneplanted to the greenhouse for assaal mul-
fiplication and saed production increasing. A total of 10 individual plants were grown,

and the seed was harveatad and driad in a ssed incubator for 7 days at 50 *C. No

Seed from salected M2 piants were planted in individual pots under greenhouse condl-
fions. A 2X treatment was appled with a backpack R&D Sprayer, divided In two appil-
cations of 1X rate of Aresnal (Iimezepyr 75 g aVha) and Cadre (Imazapic 24.86 g
a.Vha) In a waisr solution with a non-ionic surfactant (Cltowet) at the rale of 0.25%
(wv). Planis were grown untl maturity (26% grain moisture) and hand harveated. The
collected seed was subjeciad fo a dormancy breaking treaiment of 7 days at 50°C and -
prepared for a late season plenting in the north region.

Seed from the populations of three selectad tolerant plants grown in the greenhouse
was plantad in the fisid at Las Paimas Chaco for seed increasing. The three populs-
tions identifiad as tolerant to midazvinons herbicides wers named IMINTA 1, IMINTA
4 and IMINTA 5. They were piantad with a commercial rice planter at the rate of 50
ig/ha. A treatmant of 2X imidazoiinone herbicides, Arsenal (imezapyr 75 g a.lha) and
Cadre (Imazapic 24 g a.Vha) n a wadsr solution with a non-lonic surfaciant (Citowet) at
the rate of 0.25% (wv) was applied at the four 1o five leaf stage of the rice plants. No
phytotadc symptoms were cbeerved in any of the three populations. The three popula-
tions out yielded the check plot treated with a regular grass herbicide. No segreganis
were ocbearved and a highly hamogenous populstion sither in agronomic and tolerance
trafts was produced. .

Example 2
Molecular Characterization of IMINTA 1, IMINTA 4, end IMINTA 6

. Genomic DNA was extracted from loaves of greenhouse grown ssediinge from wild-

type and variant IMINTA 1, IMINTA 4, and IMINTA 5 rice (inea and the AHAS gens was
ampiified by PCA. The PCR product was sequenced using standard protocols. Se-
quence analysis revealed a single base pelr change in the coding region of the AHAS
gene thet caused an amino acki change from Alanine at amino acid 68 n the wild-type
ine to Threonine 66 In the mutant lings. This mutation cormesponds to an amino acld
change at Alanine122 in the Ambidopsis AHAS sequance to Threonine 122. The AHAS
nuclectide sequence for IMINTA 1, IMINTA 4, and IMINTA 6 are shown In Figuree 1A,
C, and E, respactively as SEQ ID NOx1, 3, and &; and the deduced AHAS amino acld
sequences of IMINTA 1, IMINTA 4, and IMINTA & are shown In Figures 1B, D, and F
as SEQ ID NOa:=2, 4, and 6, reapectively. The nucieotide and deduced amino acid se-
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quences of AHAS from the IRGA 417 wikd-ype rice strain are shown In Figures 1@ and
H, respectively, as SEQ ID NOe:7 and 8. Alignments of the AHAS nucleclide and
amino acld sequences for IMINTA 1, IMINTA 4, and IMINTA 5 are shown in Figuree 2
and Figures 3, respeciively. The rice AHAS gene consensus saquence ls shown as
8EQ ID NO:8, and the deduced amino acid sequence of the rice AHAS consensus
8equance Is shown as SEQ 1D NO:10. The polymerphism conferring the imidazolinons

tolerance 1o the IMINTA 1, 4, and 5 ines Is Indicated In boid.

An example of a full length cDNA of an AHAS nucieic acid encoding a polypeptide con-
ferving folerance to imidazniinone herbicides Is shown as S8EQ 1D NO:11, and the de-
duced amino acid sequence of the protein encoded by the AHAS gene Is shown as
SEQ ID NO: 12 in Figure 4.

Example 3
Tolerance to AHAS Herbicides Provided by tMINTA 1

A fleid irial was performed with the IMINTA 1 mutant Ene and IRGA 417 ine, comparing

performance In the presence and sbsence of imidezofinone treatment. The 1X imida-
zoiinone treatment consisted of Arsenal (imazapyr 76 g a.lha) and Cadre (imaxapic
24,85 g a./ha) In a water solution with a non-ionic surfactant (Ciiowet) at the rate of
0.25%. The varigties and treatments were set as indicated in Figure 5 as a mandom

block design with three replications.

The results of the treatmant are set out in Figure 8. There was no etatistical difference

.among treaiments In the number of plants/m”, thus showing that the 3X herbicide ap-

plicetion had no detrimental effect. Suscepiible check ines sown along the plots did not
survive the herbicide treatment. The higher value in the after freatmaent IMINTA 3X
plots could be dus to tilering. ‘

Graln yleid and yleid compananis were evaluated to understand the effect of the treat-
ment on the different physiological stages, and are shown In Figures 7 and 8, respec-
tively. No statistical differences were found among treatments, although the abeolute
values showed a better performance of the IMINTA 1 3X. The analysis of the yield
components showed a higher number of panicles per square meter and gplie- .
lete/panicle In the IMINTA 1 3X plats that have determined & higher yield than the cther
treatmants. In addition, a atrong blanidng percentage was cbearved due to iow tem-
peraturea belore and during flowaring. The cold days and nights reduced the seed set
and were the reason for low average yleids.

Although there was no siatistical differences amang treatments, thare was a higher

grain yield value of the IMINTA 1 3X. As mentionad, more panicies and epikeiets/ panl-
cle were found In thees plots. Obssivations on gther tolerant lines under higher appii-
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posaible effect of the herbickies on the differentiation process of iiers and flowers.

The IMINTA 4 and IMINTA 5 vaviotios are aleo fieid tested In the same manner a8 the

IMINTA 1 varlety. The grein yield and yleid components are found to be comparable to
the IMINTA 1 variety. '

Because the.iolerance In IMINTA 1, IMINTA 4, and IMINTA & Is due 1o a mutation in
the AHAS enzyme rendering It tolerant to inhibition by Imidezolinone herbicides, the in
vitro ectivity of AHAS axiracied from wild-type piants (not having the mutation for toler-
ance) ls compared {o the in vilro aclivily of AHAS exdracted from tolerant plants in the
pressnce of varying concentrations of an imidazoiinone herbicide..
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.CLAIMS

We Claim:

1.

A rice plant comprising a vartant AHAS nucleic acid, wherein the variant AHAS
nuclelc acid confers upon the piant increesed tolgrance 1o an Imidazolinone her-
bickie as compared to a wiki-type variety of the plant, wherein the variant AHAS
nuclelc ackd encodes a variant AHAS polypeptide comprising an elanine 1o
threonine substitution ae compared 1o & wikiype AHAS polypepiide.

Tha rice plant of claim1, whersein the alanine to threonine subatiution corme-
sponds to poaltion 98 of the AHAB amino acld sequence aa shown In SEQ ID
NO:12

The rice plant of claim 1, wherein the variant AHAS nucieic acid comprises a

polynucieotide sequence selectad fram the group consisting of:
(a) a polynucieotide as defined In SEQ ID.NO:1; SEQ ID NO:3 or SEQ ID

NO:ES; .

(b) = polynucieolide as defined in 8EQ ID NO:11;

(c) apolyhucieciide encading a polypeptide as defined in 8EQ ID NO=2, SEQ
ID NO:4 or 8EQ ID NO:8;

(d a polynucieotide encoding a polypeptide as definad In 8EQ ID NO:12;

(e) a polynuciectide comprising at least 60 consecutive nudlactides of any of a)
through d) above; and

(] l)Mthdedl)m
) above.

The rice plant of claim 1, wherein the variant AHAS: nucieic acid comprisss a
polynuciaotide sequence as dafined in SEQ ID NO:1.

The rice plant of claim 1, whenaln the at least one wariant AHAS nucleic acld
comprises a polynucisotide sequence as defined In SEQ ID NO=3.

The rice plant of claim 1, wharein the variant AHAS nucielc acld comprises a
polynucieciide sequance as defined In SEQ 1D NOS.

The rice plant of claim 1, wherein the plant is not transgenic.

The rice plant of claim 7, wherein the piant has a Patent Depoalt Designation
Nurnber NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; or Is a recombinant or
genetically engineered derivative of the piant with Patent Deposit Designation
Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; or of any progeny of
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NCIMB 41208; or is a plant that Is a progeny of any of these plenia.

The rice plant of claim 7, whersin the piant has a Patent Depoekt Designation
Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208, or !a a progeny of the
plant with Patent Deposit Designation Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or
NCIMB 41208,

The rice plant of claim 7, wherein the plant has the harbicide tolerance character-
Istice of the plant with a Patent Daposit Deeignation Number NCIMB 41208,
NCIMB 41207, or NCIMB 41208,

The rice piant of clalm 7, mmmmluumomm
Number NCIMB 41208, NCIMB 41207, or NCIMB 41208,

The rice piant of claim 1, wherein the imiiazolinone herbicide [s sslected from the

group conalsting of 2-{4-leopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imkiiazolin-2-y1)-nicotinic
adid, 2-(4-eopropyf)-4-methyi-5-ano-2-imidezoiin-2-y1)-3-quinclinecarboxyiic
acid, 5-ethyl-2-{4-lsopropyl-4-methyl-5-0x0-2-imidazolin-2-y1)-nicotinic acid, 2-(4-
Isopropyl-4-methyl-6-oxo-2-imidazolin-2-yi)-S-{methcxymethyl)-nicotinic acid, 2-
(4-lopropyl-4-methyl-5-cow-2-imidezoiin-2-yi)-5-methyinicotinic acld, and a mix-
fure of methyl 6-(4-isopropyi-4-methyl-5-cxo-2-imidazoiin-2-yi)-m-toluate and
methyl 2-{4-isopropyl-4-methyl-5-com-2-imidazolin-2-yi)-p-toluate.

The rice plant of clalm 1, wherein the imidazciinone herbicide Is 5-ethyl-2(4-
Wmmnmwmm

The rice plant of claim 1, wherein the imiiaxoiinone herbiciie la 2-{4-lsopropyl-4-
methyl-5-cen-2-midazolin-2-y)-5-{methtxymethyl)-nicotinic acid.

A plant past of the rice plant of claim 1.

A piant cell of the rice plant of claim 1.

A seed produced by the rice plant of claim 1.

The seed of claim 17, wherein the seed contains the variant AHAS nucleic acid
an wherein the seed is true breeding for an increasad tolerance to an imidazoii-
none herbicide as compared to a wiid-type variety of the rics plant seed.

The rice plant of claim 1, wharein the plant ls tranegenic.
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20. The transgenic rice piant of claim 19, whareln the veriant AHAS nucielc acld com- -38
prises a polynucisatide sequence selected from the group conelsting of:

21.

(a)

)
(©

()
(o)

o

a polynucisotide as defined in 8EQ ID NO:1; 8EQ ID NO:3 or 8EQ ID
NO:5; -

a polynucigotide as defined In SEQ ID NO:11;

& polynuciectide encoding a polypeptide as defined In 8EQ ID NO2, SEQ
ID NO:4 or SEQ ID NO™5; .

a polynucieotide encoding a polypeptide as defined In SEQ ID NO:12

a polynuclectide compriaing st least 60 conseculive nuciectides of any of )
through d) above; and
a)mmwbwmumawda)m
o) above.

The rice plant of claim 18, wherein the vartant AHAS nucieic acid comprisss a
polynucisciide sequence as defined in 8ECQ ID NO:1.

The rice plant of cialm 18, wherein the variant AHAS nucieic acid comprisss a
polynuciectide saquence as defined in B8EQ ID NO=3.

ﬁmmuwmo.-mnmmmwma
pelynucieotide sequance as defined in SEQ ID NO:5.

An lsciated AHAS nuclelc acid, wherein the nucielc acki comprises a polynucieo-
fide selected from the group consisting of:

(a)

)
c)

()
(o)

®

& polynucieotide as defined in 8EQ ID NO:1, 8EQ ID NO3, or SEQ ID
NO:5;

a polynucieotide as defined In SEQ ID NO:11;

a polynuciectide encoding a polypeptide as defined In SEQ ID NO=2, 8EQ
ID NOz4, or SEQ ID NO:S;

a polynuciectide encoding & polypeptide as defined In SEQ 1D NO:12;

a polynucieotide comprising at least 80 consecutive nucieotides of any of a)
through d) above; and

a polynucieotide complementiary to the polynuciaotide of any of a) hvough
@) above,

wherein the lsolated AHAS nuclelc acld encodes an AHAS polypeptide conferring Inc-
reasad tolerance 1o an imidazolinone herbicide as compared to a wild-type AHAS poly-
peplide.

25. mmmmwdaﬁammwmma
polynucieotiie as defined in SEQ ID NO:1.
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‘The lsolated AHAS nucieic acid of claim 24, wherein the nucieic acki compriese &

. polynucieotide as defined in SEQ ID NO:3.

. The isolated AHAS nucisic acid of claim 24, wherein the nuciaic acid comprises a

polynuciectide as defined in 8EQ ID NO:5.

The isciated AHAS nucleic acid of claim 24, wherein the nucieic acki comprises a
polynucieotide encoding a polypeptide as defined in 8£Q ID NO2.

The leolated AHAS nudleic ackd of clakm 24, whereln the nucleic ackd comprises
polynucieotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID NO:4.

The Isciated AHAS nucleic ackd of cleim 24, wherein the nucieic acld comprises a
polynucisotide encoding a polypeptikie as defined in SEQ ID NO=8.

. An leciated AHAS polypepiide, wherein the polypaptide [a sslectsd from the

group of polypeptide ssquances as defined in SEQ ID NO=2, 8EQ ID NO4, 8EQ
ID NO:8, and SEQ ID NO:12, wherein the polypeptide confers increased toler-
ance 1o an imkianiinone hesbicide as compared o a wild-type AHAS polypep-
tide.

The isolated AHAS polypeptide of clalm 31, mnhmmpﬂdomn
mumhssmnm

The lsolated AHAS polypeptide of claim 31, wherein the polypeptide compriess a
polypeptide as defined In SEQ ID NO:4.

The isolated AHAS polypepiide of claim 31, whereln the polypeptide comprises a
polypeptide as defined in SEQ ID NO:6.

A method of controling weeds within the vicinlty of & rice plant, comprising apply-
ing an imidazolinone herbicide to the weads and the plant, wherein the plant has
increasad tolerance to the imidazolinone herblcide as compared to a wild-type
variety of the plant, wherain the plant comprises a variant AHAS nuclek: acid en-
coding a variant AHAS polypeptide comprising an alanine to threonine substiiu-

" tion as compered to a wiki-yps AHAB polypeptice.

The method of claim 31, wherein the alanine to threonine substitution cotre-
sponds to position 66 of the AHAS amino acid sequence as shown In SEQ ID
NO:12.
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a7

0.

a0
The method of clalm 31, wherein the variant AHAS nuclelc acld is selectsd fram
the group consisting of:
(a) a polynuciectide as defined In 8EQ ID NO:1, 8EQ ID NO=3, or BEQ ID
(b) a polynucieotide as defined in 8EQ ID NO:11; _ '
(o) ammm-pumummssmnmsm
ID NO:4, or 8EQ ID NO:6;
(d) a polynucieciiie encoding a polypeptide as defined In 8EQ ID NO:12;
(e) = polynuciectide comprising at least 80 consecutive nucieotides of any of a)
through d) above; and
(N = polynucleotide complementary to the polynuciectide of any of a) through
) above.

A method of producing a transgenic plant having increased folerance to an

imidaxolinone herbicide comprising, .

{a) transforming a plant cel with one or more expression vectors compriaing at
least ane variant AHAS nucisic acid encoding & variant AHAB polypeptide
mmmhmmnumummmm
AHAS polypepiide; and

(b) genemating from the plant cell a tranagenic plant with an increased toler-
ance to an imidazaiinone herbicide as compared fo a wiki-lype variety of

the piant.

The method of Claim 38, wherein the alanine to threonine substitution corre-
sponds to position 88 of the AHAS amino acid saguence as shown In SEQ ID
NO:12

The method of Ciaim 38, whereln the at least one variant AHAS nucialc ackd

compiises a polynucieoiide sequence selecind from the group conelsting of:

(a) apolynucieoiids as defined In 8EQ ID NO:1, S8EQ ID NO=3, or SEQ ID
NOE; .

(b} a polynucieotide as defined In SEQ ID NO:11;

{c) a polynuclectide encoding a polypepiide as defined in SEQ ID NO:2, BEQ
ID NO:4, or SEQ ID NO:8;

(d) a polynucieotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID NO:12;

{a) a polynudectide comprising ut least 60 consecutive nuciectides of any of a)
through d) above; and

() a polynucleotide complementary o the polynuciectide of any of a) through
) above,

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 2005020673 - PCT/EP2004/009641

Figuze 1A
Partial AHAS nmuclectids sequance from IMINTA 1 rice line (SBED ID HO:l)
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Figuze 1B
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Partial AMAS nuolectids sequance fram IMINTA 4 rics lins (SEQ ID HD:3)

k4 LU

a
Figuze 1C
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Figure 1D
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&
Figumxs 18
Fartial ANAS mooleotids sequance from IMINTA 5 rice line (FEQ ID NO:5)
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Daduced Fartial AHAS smino acid sequence fram IMINTA 5 riocs lins (580 ID

N0:6)
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Fgee 10
AHAS mwlsotide sequence from wild type I47 rice lina (HEQ ID NO:7)
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Figors 1R
Deduced ANAS smind acid sequence from wild type I47 rice line (SEQ ID
HO18)
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Figure 2 : 4._17

Aligmeent of muoleotide ssquanceas of ININTA 1, IMINTA 4, and DONTA 5 with
wild-type rice AHAS sequances

1
I1_rice
- I4_xice
IS_xrice
wt_TI47
Conasnsus

I _xice
Id4_rice
T5_rioe

we_I47

Conaensus

I _rxice
I4 _xics
IS_xice
wt_T47
Consensus

(1)
(1)
(1)
(1)
1)

(20)
(a0)
{36)
(51)
(51)

{70)
(70)

(86) ©

(101)
{101}

{120)
{130)
(1385)
{151)
{131)

{170)
{170)
(186)
(ao1)
{201)

(220)
(220)
{238)
{251}
{am)

{270)
{270)
{ase)
{301}
{301}

(320)
(320)
(336)
(351)
(351)

{(370)
(370)

b R R b e ekt Rl A
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wt_I47
Consensus

I _xice
I35_xice
wt_T47
Consensus

I _xice
Id _xice
I5_ xice
wt_T47
Consensus

15 rice
wt_TX47
Consspngus
I1_xice

_I5.xice
wt_T47
Consensus

n.:u-'

Id_xice
IS rice
wi_Id7

I4_xlce
I3 xice
wt_IX47
Consensus

Il xice
Id_rice
IS xice
wt_I47
Consensus

I4 _rica
IS _rice
wt_TA47
Conasnsus

. _rice
I4 _xics
I8 rice
wt_IA47

PCT/EP2004/005641

1ot
(386) GOITCAAAIICTICFICICCACCTCOAICCCIEOGGCAACCAACCTCGTG
{401) GOFICOAIECTICTICACCACCTOCAGCCCOGGAACAACCANCCTCGTG
{401) GCUTCAGITCIACETTRCCACT TCCAGCCCNGUAICAMCCAMCTOTTG

{420) TCOGCACTCACOTACGCACTACTCAMTCCITCCCAATOTTCACCATCAL
(420) TCCOCGCTCACCOACOUACTACTCAACTCOFTCCCAATANTCQCCICAC
t“., -' N L c

(451)
{451)

(470) oGa
(470)
(486)
(301)
(501)

(320)
(320)
(336}
(551)
{551)

(570)
(370)
(588)
{601)
{601)

{620)
{6a0)
(636)
{631)
{651)

(§70)
(670)
(686)
{701)
(701)

(720)
{720)
{736) ATTGCACGOCTGCCCAMICCACCOGCRACAGAATIGCETGAGCAGHICTT
{751) ATTGCACGCCTGCCCAMICCACCCUCGACAGANTFOCTIGAGCACGTCTT
(751) ATTGCACGOCTOCCCAMICCACCORACAGA M TICTIGAGCAGITCTT

(770) GOEICTORTTGACGAGTCACIRCICCCIATTCICTATITCATTOITARCT
{770) GCEICTOIITAACGAGICACGUCICCOAMTTCTCTATITCOITOTTIAACT
(786) GCQTCTOGTTIGACAAITCACGACGCCCGATTCICTATTCATIGTIGGCT
(801) GCOTCTUGFIGGCGATICACIICGCCCaATCTICTATGTCIITOGTOECT
(801) GCOTCIGGTTOGCAAGTCACIRCACCCOMTTCICTATITCOGIGITRGCT

(820) GCTCTOCAICTOITGATGAMTGOGCTOGTTIUT TGAGCTGACCORCATC
{820) GCTCTACAICTOIIGATGAATTACGCCAITTTOTTGAGCTGACCUGCATC
(836) GCTCTACATCTORTEATGAM TACGUCIT T TG TGAGCTGACCUUCATC
(851) GOTCTUCATCTUITGAIGAATIACACCQFTIUTTGAGCTGACCOGCATC
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Il_rice
I4_xice
15 _xice
wt_147
Consensus

Il_xice
I xice

wt_147
Conasnsus

Il _rice
I4_rice
IS _rioe
wt_I47
Consensus

I _rxice

I3 _xice
wt_IA7
Consensus

I1_xice
I4_rice
IS _rioe
wt_T47
Consensus

- Il xice
I4_xice
IS rice

wt_T47

Il _rice
Id_rice
I8_rice
wt_I47
Conssnsus

Il _rice
I4_xice
IS _xlce
wt_147
Conssnsus

Il xice
I4_xice
I8 _rice

wt_TI47

_ PCT/ERF2004009641
1/

(851) GCTCTGCATCTOUIGATGAATTACACCARF FLTTGAGCTGACCIGCATC
901 950
(870) COAGTTACAACCACTCTGAGGGCCTCIGCAATTICCOCAGTGATGATCT
(670) CCAGTTACARCCACTCTGATGRGCCTCUGCAATTTCCOCAGTGRIGATCC
(886) COAGTTACAACCACTCIGATOGGCCTCAGCAMI TICCCCATGMIGATCC
(901) COAGTTACAACCACTCTGATGGACCTCAACAATTICCCCAITGATGATCS
(901) CCAGFTACAACCACTCIGATGOICCICACAATTICCCCAGTGATGATCC
951 : 1000
(920) GTIGTCCCTACACATOCTTOGRATACATGUCACOUTGTACGCAANYPATG
(920) QITUTCCCTACACATACTTIGGATGCATAGCACOUTGTACGCAANTTATG
(936) GTTIUICCCTOCACATACTIGAGATGCATGGCACIGTGTACGCAANITATG
{951) GTTGTCCCTOCACMIGCT IR GCATOGCACGITUTACGCAAATTATG
(951) GrIOTCCCTACICATACTIUGAAGCATGOCACOUTGEACGCAAMTTATG
1001 1050
(970) COGIGEATAAGGCTGACCTITTCTTGCATTTGGCTTGCOUT TTGAT AT
(970) COGTGAATAAGGCTUACCTIEIGCTIOCATTIUGCTUCOUTTIGATGAT
(986) CORTGEATAMGGCTGACCTT TICTTUCAT T TUGCITGCGI T TTGATRT
{1001) COUTUGATAAGGCTGALCTOI TACTIACATTTUGCITOCAGTTIGATGLT
{1001) COOTGGATAAGGCTGACCTGFTACTTGCATTTGACTTGCIGTETGATGATY
T 10m 1100
{1020) CUTGTGACAGGGAAAMTTUAGGCTTTTUCAAGCAGUUCCANGATTGTGCA
{1020) CUTUTGACAGIGAAAATTUAGGCTTTTGCAMGCAGGUCCAAMGATTUTGCA
(1036) CUTITGACAAGGAAAMNTTGAGGCTTTTGCAMGCAGGGCCAMGATTGTGCA
(1051) CUTOTGACAGGGAAAMPTGAGGICTTTTOCAAICAGGOCCAMGATTOPGCA
(1051) COTOTGACAIGGAAAMTTGAGGCTTTIGCAMCAGGGCCAMGNITATGCA
1101 1150
(1070) CATIEACMTGATCCAGCOGAGATTGEARAGAACAMICALCCACNIGTOT
(1070) CATYGACATTGATCCANCGUAGATTGGAMAGAACAMGCANCCRCNIGTOT
(1086) CATTGACATTGATCCAGCOGAGATTGGAMGAACAMICARCCACATGTGT
(1101) CATTGACATTOATCCAGCOGAMATTGGAMAGANCANGCAACCACATGTGT
(1101) CATTGACATTGAICCAGCOGAGATTOGAAAGAACAAGCAACCACATITGT
1151 1300
(1120) CAMTFTGCOCAGATGTTAAGCTTGCTITACAGGGCTTGANIGCTCTGCTA
{1120) CAMITTGCACAGATGITAMICTTIGCTITACASOUCTTGAATACTCTGCTA
(1136) CAATTTGCGCAGAIGTTAMICTTIGCTTTACAGGUCTTGAATGCTCTOCTA
(1151) CAATTTGCGCAGATOTTAMGCTTGCTTTACAIGGCTTGAAIGCTCTGCTA
(1151) CAATTTGCGCAGATGTEAMGCTTGCTTEACAGGGCTTGANTGCTCTOCTA
1201 1250
(1170) GACCAGAGCACAACAAMNGACANGTTCTGATTTEAGTUCHIGGCACANTGA
{1170) GACCAGAGCACAMCAANGACAAGTZCTGMITTTAGTGCGTGACACARTGA
(11686) GACCAGAGCACAACAAAGACAMGTICTGMTTTAGTGCYIGGACACAATGA
{1201) GACCAGAGCACAACAAAGACAMGYTCTGATTTTAGTGCGTGGCACAATGA
(1201) GACCAGAGCACAACAAAGACAMGTTCTGAITTTAGTGCGTGGCACANTGA
1281 *1300
{1220) GTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTTTCCTCTGGGITACAMGACTTTIGATG
(1220) GFYGGACCAGCAGAAGAGGEAITTTCCICTUGOFENCAAGACTTTIONG
(1236} GITGGACCAGCAGAAGAGUGAGTTTCCTCTGGUGTACAAGACTTTIONG
(1351} QTTGAACCAGCAGAMIAGGGAGTTICCICTGAGGTACAAGACTTTIONTG
(1251} GITGGACCAGCAGAAGAGOGAGTTICCTCTGGUITACAAGACTTTIONG
1301 1350
(1270) AAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGITGCTAGATGAGCTGACGAAL
(1270) AAGAGATCCCACCGCAATATGCZATTCAGITGCTAGATGAGCTGACGAAL
(1286) AAGAGATCOCACCGCAATATGCTATTCAGYTGCTUGATAAGCTGACGARA
(1301) AAGAGATCCCACCGCANEATGCTATTICAGITGCTGGATGAGCTGACGAAR
(1301) AMGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCAGITGCTGGATGAGCTGACGAAR
1351 1400
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Il rxice
I4_xloe
I5_rice

wt_X47

Consensus’

I _xice

* Id_xice
I8 _rice
wt_JA7
Consensus

T4 _xice
I8 _xice
wt_I47
Consensus

I4_rice

we_I47
Consengus

Il _rice
4 _rice
I% rice
we_I47,
Consensus

I1_rice
IS rice

wt_I47
Consenyus

Il_xice .

Id4_rice
IS _xice
wt_147
Conssnsus

Il_rice
X4 _xice
1% zrice
wt_I47
Consensyus

I _rice
I3_rice
wt_I47
Conssnsus

Il _rice
I4_rice

{1320)
{1330)
{1336)
{1351)
{1331)

(1370)
(1370}
{13e6)
{1401)
(1401)

{1420)
(1420)
{1436)
(1431)
(1431)

{1470)
(1470)
(1486)
{1501)
{1s01)

{1520)
{1320)
{1336)
{1551)
{1531)

{1370)
(1570)
{1386)
(1601)
{1801)

(1630)
(1620)
{1636)

{1651) °

{16831)

{1670)
{1670}
{1686)
{1701)
{1701)

(1720)
{1720)
{1736)
(1751)
{1751)

(1770)
{1770)
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IS xice
we_IA47

I1_xice
I4 xice
I3 _rice
* W _Te7
Consensus

I1_riceé

wt_IA7

I4_xice
IS5 _xioe
wt_T47

(1766) ARGMIGCTOR '
(1801) AAGMICTOEACCOTIAACEMACITITTORTMCATCITCCACA
{1801) AMETGCTOESACCCCANKKCATACTTOTTURTATCATOFICCCACA

{1820) CCMGAGCATGTUCTICCTAIGAYCCCAMITIGAACTCATTCAMIGACE
(1820) CCAGGAMICATGTGCTGCCTANIATCCCAMYTGGGGUCACATTCARGGACA
(1836) CCAGGAICATUTGCTGCCTATGATCCCAATGNGRGOSCATTCARGGACA
(1831) COAGGALCATOTUCTCEMINACCCAMITEGGOGCECATTCARGGACA
(1831) COAGGAGCATGTGCTUCCTATIATCCCAAGTUGGGGCACATTCARGGACA

(1870) TOATCCTOGATGUTGATGICAMGACTGTOTATTAATCTATAATCTOTIATG
{1870) TGATCCTOGATGGTGATUOCAGGACTGTGTATTAATCTATAATCTGEATG
{1886) . TOAICCTOEATOFTAATGGCMIGACTUT A~
{1501) mmmmmm
{1901) TGATCCTUGATIITGATAOCAGIACTUTGTATIAATCTATAATCTGTATG

{1920) TTOGCAAMICRCCAMICCCIN
{1920) TTOGCA-
{(1917)
(1951) TIGICAAAGCACCAGOCCUNCCEATOTTTEACCTGA
(1991) TIOICTAAMCACCAGCICGAC
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Aligmment of amino acid sequences of IMINTA 1, IMINTA 4, and DONTA 5 with

1421
Figuze 3

wild-type rice AHAS sequences

Il _rxice
I4_rice
IS_rice
rice_wt_T47

IS rice

Id_xica
IS rice
riom wt T47

Il rice
I4_xice
IS xrice
rice_wt_IA7

Il xice
I4_rice

1)
(L
(1)
(1)
(1)

(40) TPRETARFA:
(40) TPREVAIE:
(46) TPPERAYP:
{51)
(51)

(90)
(90)
{96)
(101}
(101)

(140}
(140)
(146)
{151)
(151)

{190)
{(190)
{196)
(201)
{a01)

{240)
(240)
(246)
{251)
(231)

{290)
(290}
{296)
{301)
(3nl)

(340)
(340)
(346)
(382)
{351)
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Flgaxa 48

Full-leagth AHAS miclectida sequence conferring resistanos to imidasoli-
none harbicidas (EEQ ID MD1l)
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Figuze 43
nqh:dtﬂll—lﬂthml_lﬂnolddlwm:uhmtn imi -
dagolinons barbicides (SEQ ID MO:12)
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<110>»

<120>

<130>

<150>
<l1l51>

<150>
<151>»

SEQUENCE LISTING

INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA
LIVORE, ALBERTO B.
PRINA, ALBERTO R.

BIRK, IWOHA
BIJAY

SINGH,

RICE PLANTS HAVING INCREASED TOLERANCE TO IMIDAZOLINONE

HERBICIDES
PF 55841

60/498,095
2003-08-29

60/533,105
2003-12-30

<160> 13

<170>

<210> 1

<211> 1940
<212> DNA -
<213>»

<400> 1

ccttgtcege
ttcecgeteg
cccegecgte
gcaagggege

cctacccggg-

ccaaccacct
cgtccggeceg
cegegetege
ccegeegeat
ccatcaccaa
aageccttctt
acatccagca
ttgcacgect
gcgagtcacg
tgcgecggtt
atttecccag
caaattatgc
gtgtgacagg
atccagcgga
ttgetttaca
ttagtgcgtg
cttttggtga
gggaggcaat
cctacaagcy
tgecctgetge
gggatggtag
cggtgaaggt
ggttttacas

PatentIn Ver.

Oryza sativa

cgccgecgacg
aggecgggtg
cocggcgeeqg
ggacatccte
cggcacgtcc
cttccgecac
cgteggggte
cgacgcgetg
gatcggcacce
gcacaattac

‘cctegegtee

gcagatggcet
gcccaagcoa
gcgeccgatt
tgttgagctg
tgatgatccg
ggtggataag
gaaaattgag
gattggaaag
gggcettgaat
gcacaatgag
agagatccca
catcgetact
gecacqgcag
agctggtgcet
cttcctecatg
gatggtgttg
ggcaaatagg

RTAO01/3198196v1

gccaagacceg
gg9gcggcag
ccggccacge
gtggaggege
atggagatcc
gagcagggcy
tgcgtecgeca
ctcgactceg
gacgccttce
cttgtcettg
tcgggecgte
gtgccagtet
cccgecgacag
ctctatgtcg
accggcatcc
ttgtecetge
gctgacctgt
gettttgecaa
aacaagcaac
gctetgetag
ttggaccagc
ccgcaatatg
ggtgttggac
tggectgtett
tctgtggcta
aacattcagg
aacaaccaac
gcgcatacat

gccgtaagaa
cggtcaggtg
cgctceggece
tggageggtg
accaggeget
aggegttege
cctecggece
tccegatggt
aggagacgcc
atgtggagga
ctggcecggt
gggacacctce
aattgettga
gtggtggetg
cagttacaac
gcatgecttgg
tgcttgecatt
gcagggccaa

.cacatgtgtc

accagagcac
agaagaggga
ctattcaggt
agcaccagat
cggctggtcet
acccaggtgt
agttggcatt
atttgggtat
acttgggcaa

1

ccaccagcga
ctcggeggtyg
gtgggggccg
cggegtcage
gacgcgctece
ggcgtceggy
cggggcaacc
cgecatcacg
catagtcgag
catccececcocge
gctggtcgac
gatgaatcta
gcaggtcttg
ctctgecatet
cactctgatg
gatgcatggc
tggegtgegy
gattgtgcac
aatttgcgca
aacaaagaca
gtttecctetg
gctggatgag
gtgggcggca
gggcgcaatg
cacagttgtt
gatccgcatt
ggttgtgcaa
cccagaatgt

caccacgtcet
teccceggtca
gccgagcccec
gacgtgtteg
ccggtcatca
tacgcgegeg
aacctegtgt
ggccaggtcc
gtcacccgect
gtcatacagy
atccccaagg
ccggggtaca
cgtctggttg
ggtgatgaat
ggcctcggea
acggtgtacg
tttgatgatc
attgacattyg
gatgttaagc
agttctgatt
gggtacaaga
ctgacgaaag
caatattaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
l13eo0

ggatttgggce 1440

gatattgatg
gagaacctce
tgggaggata
gagagtgaga

1500
1560
1620
1680



tatatccaga ttttgtgact attgctaaag ggttcaatat
agaagagtga agtccgtgee gecatcaaga agatgetcga
tggatatcat cgtcccacac caggagcatg tgctgectat
tcaaggacat gatcctggat ggtgatgqgca ggactgtgta
tggcaaagca ccagcccgge

<210> 2

<21l1l>
212>
<213>

<400> 2

Leu
1

His

Ile

Pro

Ala
145

val

Asp

Met
435

Ber

His

Ser

Pro
50

val

Ala

Thr

130

Leu

Ile

Pro
a1o0

Ala

633
PRT

Oryza

Ala

val

Ala

Val

Gly

Ile

Ser

115

Ser

Leu

Met

Pro
195

dly

Val

sativa

Ala
Phe
20

val

Glu

aly

Thr

100

Gly

Gly

Asp

Ile

Ber
180

Pro

RTAO1/3198196v1

Ala

Serx

Ala

Pro

Ser

Gly

165

Ile

Val

val

Val

Ala

Trp

70

Ser

His

aly

val
150

Ile

Leu

val
Gly
55

Glu

Met

Ala
135

Pro

Asgp

Gln

Val
215

Asp

Lys Thr

Gly Arg
a5

40

Pro Ala

Glu Ile

105

Ala 8er
120

Thr Asn

Met Val

Ala Phe

185

Glu Ala
200

Asp Ile

Thr Ser

Gly

10

val

Pro

alu

Gly

His

His

Gly

Leu

Ala

Gln

170

Fhe

Prxo

Met

Arg

Gly

Ber

Pro

Val

75

aln

Glu

val
Ile
155

alu

Lys

Asn
235

tecctgcagtc cgtgtaacaa
taccccaggg ccatacttgt
gatcccaagt gggggcgcat
ttaatctata atctgtatgt

Lys

Ala

Ser

Gln

Val

Ber

140

Thr

val
Leu
Asp
220

Leu

Ala
Ala

45
Lys
Asp
Leu
aly
aly
125
Ala
Gly
Pro
Leu
Ala
205

Ile

Pro

His Gln
15

Ala Val
30

Pro Pro

Gly Ala

val Phe

Glu Ala
110

val Cys

Leu Ala

Gln val

Ile val
175

Asp Val
190
Ser Ber

Gln Gln

Gly Tyr

5

§

Ala

Ber

Phe

Val

Asp

Pro

160

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile
240

1740
1800
1860
1920
1940



Ala Arg lLeu

Arg

Cys

Ile
Asp

Phe

Lys

Gln

Ber

Gly

val

Gly

465

Pro

Asp

Gln

Leu

Ber

Pro

Asp
Ile
Pro
370

Ala

Gln
450
Gln
Ala
Ile

Ile

His
530

Val
Ala
275

val

Ala
ASBp
Val
355

His

Ala

Lys
Asp
435

His

Ala

Asp

515

Leu

Pro
Oly
260

Ber

Ser

Val

340

His

Val

Leu

His

420

Glu

Gln

Leu

Ala

Gly

Ile

aly

RTA01/2198196v1

Lys
245

Glu

Ber

Gly Asp

Thr

Leu

Asp

325

val

Ile

Ber

Asn
405

Met

Ser

aly

Asp

Glu

Met

Thr

Arg
310

Lys

Asp
Ile
Asp
390

Glu

Gly

Trp
Ser
470
Ala
Gly

Asn

val

Pro
Arg
Glu
Leu
295
Met
Ala
Gly
Ile
378
Gln

Leu

alu

Ala
45%
Ala
Ser
Ser

Leu

val
535

Ala

Arg

Leu

Met

Leu

Asp

Lys

Asp

Ala

Ser

Asp

Glu

Gly

440

Ala

Gly

Val

Phe

Pro
520

Thr

Pro
265

Arg
Gly
Gly
Leu
Ile
345

Pro

Asp

Gln
Ile
425
Glu
Gln
Leu
Ala
Leu

Val

alu
250

Ile

Arg

Leu

Met

Leu

3y

Glu

Vval

aln
410

Pro

Ala

Gly
Asn
490

Met

Lya

Gln Trp Glu

Phe

Gly

His

315

Ala

Glu

Lyn

Lys

395

Lys

Pro

Ile

Ala
475
Pro
Asn

Val

Asp

Val

Asn

300

Gly

Ala

Phe

Ile

Leu
3a0

Gln

Ile

Met

Gly

Ile

Met

alu
Val
Glu

Phe

Phe

Ala

Gly

365

Ala

Ser

Glu

TyT

Ala
445

Tyr

Gly

Val

Gln

val
535

aln
Gly
270
Ieu
Pro
val

aly

Ber
aso

Lys

Ser

Phe

Ala

430

Lys

Phe

Thr

Glu

510

Leu

Arg Phe Tyr

540

val
a55
aly

Thr

Ser

Val

ABn

Gln

Asp

415

Ile

Gly

aly
Val
495
Leu

Asn

Lye

Leu

aly

Gly

Asp

Ala

2o

Ala

Lys

aly

Phe

400

Leu

Gln

val

Len

480

Val

Ala

Asn

Ala



®

Asn Arg Ala His Thr Tyr Leu

545

Tyr Pro Asp Phe Val Thr Ile

Arg Val Thr Lys Lys Ser Glu

Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu

His Val Leu Pro Met Ile Pro

610

Leu Asp Gly Asp Oly Arg Thr

<210> 3
<211> 1925
<212> DNA

615

<213> Oryza sativa

<400> 3

ccttgtcege
ttececegeteyg
cccecgecgtc
gcaagggcgc
cctaccceggg
ccaaccacct
cgtecggecg
ccgegetege
cccgececgeat
ccatcaccaa
aagccttett
acatccagca
ttgcacgeet
gcgagtcacg
tgegeecggtt
atttccecag
caaattatge
gtgtgacagg
atccagcgga
ttgctttaca
ttagtgcgtg
cttttggtga
gggaggcaat
cctacaagcg
tgectgetge
gggatggtag
cggtgaaggt
ggttttacaa
tatatccaga
agaagagtga
tggatatcat

cgccgegacy
aggccgggty
cccggegceeg
ggacatcctc
cggcacgtcc
cttecegecac
cgtcggggtc
cgacgcgctg
gatcggecacce
gcacaattac
cctegegtec
gcagatggcet
gcccaageoca
gcgecegatt
tgttgagctg
tgatgatceg
ggtggataag
gaaaattgag
gattggaaag
gggcttgaat
gcacaatgag
agagatccca
catcgctact
gccacggeag
agetggtgcet
cttcctcatg
gatggtgttg
ggcaaatagg
ttttgtgact
agtccgtgcec
cgtcccacac

RTAO1/2198196v1

gccaagaccg
ggggcygcyy
ccggccacgc
gtggaggcgce
atggagatcc
gagcaggycyg
tgcgtegcca
ctcgactccg
gacgccecttce
cttgtccttg
tegggccgte
gtgccagtct
cccgoegacag
ctctatgtcg
accggcatcce
ttgteecctge
gctgacctgt
gettttgeaa
aacaagcaac
gctctgctag
ttggaccage
ccgeaatatg
ggtgttggac
tggetgtett
tctgtggcta
aacattcagg
aacaaccaac
gcgecatacat
attgctaaag
gccatcaaga

caggagcatg

Gly Asn Pro Glu

Ala Lys Gly Phe

570

Val Arg Ala Ala
585
Leu Agp Ile Ile

Ser Qly Gly Ala

Val Tyr

gcecgtaagaa
cggtcaggtyg
cgctocoggce
tggagcggtg
accaggcgct
aggecgttege
cctceggccece
tccocgatggt
aggagacgcc
atgtggagga
ctggececggt
gggacaccte
aattgcttga
gtggtggetg
cagttacaac
gcatgecttgg
tgecttgcatt
gcagggccaa
cacatgtgte
accagagcac
agaagaggga
ctattcaggt
agcaccagat
cggctggtet
acccaggtgt
agttggcatt
atttgggtat
acttgggcaa
ggttcaatat
agatgctcga
tgctgectat

4

Cys Glu Ser Glu Ile

Asn Ile Pro Ala Val

575

Ile Lys Lys Met Leu
590

Val Pro His G1ln Glu

Phe Lys Asp Met Ile

ccaccagcga
ctcggeggtg
gtgggggceg
cggcgtcage
gacgcgcetcce
ggcgtccggyg
cggggcaace
cgcecatcacg
catagtcgag
catccccege
gctggtcgac
gatgaatcta
gcaggtettyg
ctctgcatct
cactctgatg
gatgcatgge
tggegtgegy
gattgtgcac
aatttgcgeca
aacaaagaca
gtttectetg
gctggatgag
gtgggcggea
gggcgcaatg
cacagttgtt
gatccgcatt
ggttgtgcaa
cccagaatqgt
tcetgeagtce
taccccaggg
gatecccaagt

caccacgtct
tecceccggtea
gccgagccecce
gacgtgttcg
ccggtcatca
tacgcgcgeg
aacctcgtgt
ggccaggtece
gtcaceceget
gtcatacaqy
atcecccaagg
ccggggtaca
cgtectggttg
ggtgatgaat
ggcctcggea
acggtgtacg
tttgatgatc
attgacattg
gatgttaaqgc
agttctgatec
gggtacaaga
ctgacgaaag
caatattaca
ggatttggge
gatattgatg
gagaacctec
tgggaggata
gagagtgaga
cgtgtaacaa
ccatacttgt
gggggcgeat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1520
1680
1740
1800
1860



tcaaggacat gatcctggat ggtgatggca gyactgtgta ttaatctata atctgtatgt 1920
tggca

<210> 4
<211> 633
<213> PRT
<213> Oryza

<400> 4
Lau Ser Ala

1

His

Cys

Ilea
65

Pro

Ala
145

Arg
Val
Asp
Arg

Mat
225

His

Ser

Leu

Val

Ala

130

Leu

Arg

Thr

Ile

Pro

al10

Ala

Vval
Ala

a5
Leu
Val
Gly
Ile
Ser
115
Ser

Leu

Met

Arg
Pro
195

Gly

val

Ala Arg Leu

sativa

Ala
Phe
20

val

Glu

aly

100

aly

Gly

Ile

Ser

180

Pro

Pro

Pro

RTAD1/2198196v1

Ala

5
Pro
Ber
Pro
Ala

Asn

Pro
Ber
aly
165
Ile
val

Val

val

Lys
245

Thr

Ala

Ber

His

Ala

aly

val
150

Ile

Leu

230

Pro

Ala

Arg

Val

aly

Glu

Met

Leu

Ala
135
Pro
Asp
Lys
gln
val
215

Asp

Pro

Lys

Gly

Pro

Glu

Phe

Ala

120

Thr

Met

Ala

His

Glu

Thr

Ala

Ile

105

Ber

Asn

Val

Phe

Asn

185

Ala

Ile

Ser

Gly Arg Lys

10

val

Glu

aly

His

His

aly

Leu

Ala

Gln

170

Phe

Pro

Met

alu
250

aly

Ser

Pro

Val

75

Gln

Glu

val

Ile
155

Glu

Phe
Lys
Asn

235

Leu

Ala

Ser

Ala

Gln

Val

Ser
la0

val
Leu
Asp
220

Leu

Leu

Asn

Ala

Ala
45

Lys

Asp

Gly
aly
125
Ala
Oly
Pro
Leu
Ala
205
Ile

Pro

Glu

His
Ala

30
Pro

Gly

Val

Glu
110

val

Gln

Ile

Asp

190

Ber

Gln

Gly

Gln

Gln

15

val

Ala

Phe

Ala

Cys

Ala

val

val

175

Val

Ber

aln

val
a55

Arg

Ala

Asp

Ala

Ber

Phe

val

Asp

160

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

240

Leu

1925



Arg

Cys

Ile

Asp

Phe

Lye

aln

Leu

Ber

aly

val

Gly

Asp

Gln

Leu

Ber

Pro

Pro

Asp

Ile

370

Aan

Ala

Qln
450

ala

Ile

Ile

Hia
530

val
Ala
275

Val

Ala
Asp
val
355

His

Ala

Lys
Asp
435

His

Ala

515

Leu

Asn Arg Ala

5458

aly

8er

Ser

val

340

His

Vval

Thr
420
Glu

Gln

Ala
Gly
500
Ile

Gly

His

RTA01/2198196v1

alu

aly

Asp
aas
Val
Ile
Ser
Leu
ABn

Phe

Mat
Ser
Gly
485
Asp
Glu

Met

Thr

Ser Arg Arg Pro

Asp

Thr

310

Lys

Asp

Ile

Asp

alu

aly

Thr

Trp

Ser

470

Ala

Gly

Asn

Val

Tyr
550

Glu
Leu
295
Met
Ala
aly

Ile

Cys
375
Gln
Leu
alu
Lys
Ala
455
Ala
Ber
Ber
Leu
vVal

535

Leu

Leu
280
Met

Leu

Asp

Asp
360
Ala
Ber
Asp
Glu
aly
440
Ala

Aly

val

Pro
520

Gln

aly

Arg

aly

Gly

Ile

345

Pro

Asp

Thr

Gln

Ile

alu

Gln

Leu

Ala

Val

Trp

Ile

Arg

Met
Leu
330
Glu

Ala

val

Gln
410
Pro
Ala
Tyr
Gly
Asn
490
Met
Lys

Glu

Pro

Leu Tyr Val

Phe

aly

His

315

Leu

Ala

Glu

Lys

Lya

Lys

Pro

Ile

Ala
475
Pro
Asn
val

Glu
555

val
Asn
300

Oly

Ala

Ile

Leu
380

Gln

Ile

Thr

Met

Gly

Ile

Met

540

Cys

Glu
285
Phe
Thr
Phe
Ala
Gly
365
Ala

Ber

Glu

Ala

445

Gly

Vval

Gln

val

Phe

alu

Gly
270
Leu
Pro
val
Gly
Ser

3iso

Lys

Ber

Phe

Ala

430

Lys

Phe

Qlu
510

Ser

Gly aly

Ser

Val
335

Arg

Gln
Asp
Pro
415

Ile

Gly

aly
val
495

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

Ala
320

Lys

Gly

Phe

400

Leu

aGln

Val

400

Vval

Ala

Asn

Ala

Ile
560

S8



Tyr Pro Asp Phe Val Thr Ile Ala Lys Gly Phe

570

Arg Val Thr Lye Lys Ber Glu Val Arg Ala Ala
585

Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ile Ile
595

His Val Leu Pxro Met Ile Pro Ser Gly Gly Ala

610

615

Leu Asp Gly Asp Gly Arg Thr Val Tyr
630

<210> 5

211> 1916
<212> DNA
<213>

<4005 §

geggccgceay
cagecgacacc
gcggtgtcecc
gggcceggeeg
gtcagegacg
cgcteccegg
tcegggtacg
gcaaccaacc
atcacgggce
gtcgaggtca
cccecgegtea
gtcgacatce
aatctaccgg
gtettgegte
gcatctggtg
ctgatgggce

catggcacgg’

gtgeggtttg
gtgcacattg
tgcgcagatyg
aagacaagtt
cctctggggt
gatqagctga
gcggcacaat
gcaatgggat
gttgttgata
cgcattgaga
gtgcaatqgy
gaatgtgaga
gcagtcocgtg
ccagggccat
ccaagtgggg

Ory=a sativa

ccgcecacctt
acgtctttee
cggtcaccec
agccccgeaa
tgttcgecta
tcatcaccaa
cgcgegegte
tcgtgteege
aggtcceccg
ccegetecat
tacaggaagc
ccaaggacat
ggtacattgc
tggttggcga
atgaattgcg
teggcaattt
tgtacgcaaa
atgatcgtgt
acattgatcc
ttaagettge
ctgattttag
acaagacttt
cgaaagggga
attacaccta
ttgggctgec
ttgatgggga
acctececggt
aggataggtt
gtgagatata
taacaaagaa
acttgttgga
gcgeattcaa

RTA01/21908196v1

gtcecgecgece
cgctegagge
gecegtcceeg
gggcgcggac
cccgggeggce
ccacctette
cggccgegte
getcgecgac
ccgcatgatc
caccaagcac
cttettecte
ccagcagcag
acgcctgece
gtcacggcge
ceggtttgte
ccccagtgat
ttatgeggtg
gacagggaaa
agcggagatt
tttacagggce
tgcgtggcac
tggtgaagag
ggcaatcatc
caagcggccea
tgctgcaget
tggtagcttc
gaaggtgatg
ttacaaggca
tccagatttt
gagtgaagtc
tatcatcgte
ggacatgate

gcgacggeca
c€gggtggggy
gegccgecgg
atcctecgtgg
acgtccatgg
cgccacgagc
ggggtctgeg
gcgectgeteg
ggcaccgacg
aattaccttg
gcgtectegg
atggctgtge
aagccacccg
ccgattetcet
gagctgaccy
gateccgttgt
gataaggctg
attgaggctt
ggaaagaaca
ttgaatgcte
aatgagttgg
atcccaccge
gctactaggtg
cggcagtggce
ggtgcttctg
ctcatgaaca
gtgttgaaca
aatagggcgc
gtgactatty
cgtgeegeca
ccacaccagg
ctggatggtyg

Asn Ile Pro Ala val

575

Ile Lys Lys Met Leu
590

Val Pro His Gln Glu

Phe Lys Asp Met Ile

agaccggccyg
cggcggeggt
ccacgccget
aggcgctgga
agatccacca
agggcgaggce
tcgceccaccte
actecgtccecc
ccttcecagga
tecttgatgt
gecegtoctgg
cagtctggga
cgacagaatt
atgtcggtgyg
gcatcccagt
ccctgegeat
acctgttget
ttgcaagcag
agcaaccaca
tgctagacca
accagcagaa
aatatgctat
ttggacagca
tgtettegge
tggctaaccce
ttcaggagtt
accaacattt
atacatactt
ctaaagggtt
tcaagaagat
agcatgtgct
atggcaggac

taagaaccac
caggtgctcg
ccggeegtagg
gcggtgeggce
ggcgctgacg
gttegeggeg
cggccccggy
gatggtcgee
gacgcccata
ggaggacatc
cccggtgety
cacctcgatg
gcttgagcag
tggctgetet
tacaaccact
gettgggatg
tgcatttggc
ggccaagatt
tgtgtcaatt
gagcacaaca
gagggagttt
tecaggtgetg
ccagatgtag
tggtetggge
aggtgtcaca
ggcattgatc
gggtatggtt
gggcaaccca
caatattcct
gctegatace
gcctatgatc
tgtgta

éa
120
180
240
300
aso
420
480
540
600
660
720
780
840
500
560
1p2¢&
1040
1140
1200
1260
1320
13iseo0
1440
1500
1560
1520
1680
1740
1800
1860
1916



<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6

Ala

Arg

Qly

Ser
Pro

65
val

Gln

Glu

val
145
Ile

Glu

Pha

Lys
225

Ala

Lys

Ala

Ser

Ala

Gln

val

130

Ser

val
Leu
210
Asp

Leu

Leu

638
PRT
Oryza

Ala
Asn
Ala

Ala

Lye

Asp

Leu

aly

115

aly

Ala

Gly

1985

Ala

Ile

Glu

sativa

Ala Ala
5

His Gln
20

Ala vVal

Pro Pro

Gly Ala

Val Phe
85

100

Glu Ala
Val Cys
Leu Ala
Gln Val

165
Ile val
180
Asp Val

Ser Ser

Gln Gln

Qly Tyr
245

Thr Leu

Arg His

Arg Cys

Ala Thr
55

Asp Ile
70

Ala Tyr

Ser Pro

Phe Ala

val Ala
135

Asp Ala
150

Pro Arg

Glu vVal

Glu Asp

Gly Arg
215

Gln Met
230

Ile Ala

Ser

His

Ber

40

Pro

Pro

val

Ala

120

Thr

Leu

Arg

Thr

Ile

Ala

Arg

Gln Vval Leu Arg Leu

RTAO1/2198196v1

Ala
Vval
25

Ala

Val
Gly
Ile
105

Ser

Ser

Met
185
Pro
Gly
Va}
Leu

Val
265

Ala
10
Phe

Val

Glu
aly

90
Thr
Gly
Gly
Asp
Ile

170

Ser

Pro
Pro
Pro

250

Gly

Ala

Pro

Ser

Pro

Ala

75

Pro

Ser

155

Gly

Ile

val

val

val
235

Lys

Glu

Thr

Ala

Pro

Ser

His

Gly
140
val

Thr

Ile

Trp

Pro

Ber

Ala

val

45

Gly

Glu

Met

Leu

125

Ala

Pro

Asp

Lys

Gln

Val

Asp

Arg

Lya
Gly

30
Thr
Pro
Arg
Glu
Phe
110
Ala
Thr
Met
Ala
His
150

alu

Asp

Arg
270

Thr
15

Arg

Pro

Ala

Cys

Ile
95

Arg

Ber

Asn

val

FPhe

175

Asn

Ala

Ile

Ber

Pro

aly

val

Pro

Glu

Aly

His

His

Aly

Leu

Ala

160

Gln

Phe
Pro
Met
240

Glu

Ile



Leu Tyr Val

Phe
aly
305

Hia

Glu
Lys
ass
Lys
Lys

Pro

Ile

Pro

Val

Asp
545

Val
290
Asn

Gly

Ala

Gln
Ile
450
Thr
Met
aly
Ile
Met

530

Arg

275

Glu

Phe

Phe

Ala

Gly

Ala

Ber

Glu

435

Ala

aly
Val
aln
515

Val

Phe

Glu Cys Glu

Qly Qly Gly Cya

Leu

Pro

val

Gly

Ber

Lys

Leu

Ber

Phe

Ala

Lys

Phe

Thr

Glu

Lau

Tyr

Ber

RTAO1/2198196v1

Thr

Ser

TyT
325

Val

Asn
aln
Asp
405
Pro

Ile

aly

Qly
485
val
Leu
AsBn

Lys

alu
565

Gly
Asp
310

Ala

Arg

Ala

Lys

aly

aso

Phe

Leu

Gln

val

Pro

470

Leu

val

Ala

Asn

Ala

Ile

Ile
295
Asp

Asn

Phe

Gln

375

Leu

Ser

Gly

Val

aly

Pro

Gln
535

TyT

Ber
280

Pro

Pro

Ile

360

Pro

Aan

Ala

Leu
440
aln

Gln

Ila
Ile
520

His

Arg

Pro

Ala

Val

Ala
ABp
345
Val

His

Ala

Lys

425

Asp

Hias

Trp

Ala

Asp

Leu

Ala

Asp

Bex

Ser

Val

His

Val

Leu

His

410

Glu

Gln

Ala

490

aly

Ile

aly

His

Phe
570

Gly Asp

315

Asp

val

Ile

Ber

395

Phe

Leu

Mot

Ber

475

Gly

Asp

aGlu

Met

Val

300

Lys
Thr
Asp
Ile
380
Asp

Glu

Gly

Trp
460
Ber
Ala
Gly

val
540

Glu

Met

Ala

Gly

Ile
365

Cys

Gln

Leu

Alu

Lys

445

Ala

Ala

Ser

Ber

val

Ile

Leu Arg Arg

Met

Leu

Asp

Lys

350

Asp

Ala

Ser

Asp

alu

430

Gly

Ala

Gly

Val

Phe

510

Gln

Gly

Ala

aly
aly
Leu
335
Ile

Pro

Asp

Gln
415
Ile
Glu
Gln

Leu

Ala

- 495

Leu

val

Trp

Asn

Lys
575

Leu

Met

320

Glu

Ala

Val

400

Gln

Pro

Ala

aly
480

Asn

Met

Lys

alu

Pro

aly



Phe Asn Ile Pro Ala Val Arg Val Thr Lys Lys Ser Glu Val Arg Ala
590

Ala Ile Lys Lys Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ile
595

Ile Val Pro His Gln Glu His Val Leu Pro Met Ile Pro Ser Gly Gly

6lo

615

Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp Gly Asp Gly Arg Thr Val
630

<210> 7
<211> 1986
<212> DRA

«<213> Oryza sativa

<400> 7

atggctacga
ggccgtaaga
gcggtcaggt
cegetcegge
ctggagcggt
caccaggcge
gaggcgttcg
acctccggee
gtccegatgg
caggagacgc
gatgtggagg
cctggccegyg
tgggacacct
gaattgcttg
ggtggtggcet
ccagttacaa
cgcatgcttg
ttgcttgeat
agcagggcca
ccacatgtgt
gaccagagca
cagaagaggyg
gctattcagg
cagcaccaga
teggectggte
aacccaggtg
gagttggcat
catttgggta
tacttgggca
gggttcaata
aagatgceteqg
gtgctgeccta
aggactgtgt
acctga

<210> 8
<211> 644

cecgeegegge
accaccagcg
gcteggeggt
cgtgggggcc
geggcgtcag
tgacgegcete
cggcgteegg
cecggggcaac
tcgecatecac
ccatagtega
acatcceccg
tgetggtcga
cgatgaatct
agcaggtett
gctctgeatce
ccactctgat
ggatgcatqgg
ttggcgtgeg
agattgtgca
caatttgcge
caacaaagac
agtttcctct
tgctggatga
tgtgggcggce
tgggcgcaat
tcacagttgt
tgatccgeat
tggttgtgca
acccagaatg
ttcctgcagt
ataccccagg
tgatcccaag
attaatctat

RTAD1/2198196v1

cgcggeegee
acaccacgte
gtcceceggte
ggeccegageec
cgacgtgtte
cccggteate
gtacgcgegce
caaccteqgtg
gggecaggte
ggtcacccge
cgtcatacag
catccccaag
accggggtac
gcgtotggtt
tggtgatgaa
gggcectcgge
cacggtgtac
gtttgatgat
cattgacatt
agatgttaag
aagttectgat
ggggtacaag
gctgacgaaa
acaatattac
gggatttggg
tgatattgat
tgagaacctc
atgggaggat
tgagagtgag
ccgtgtaaca
gccatacttg
tgggggcgea
aatctgtatg

635

accttgtccg
tttecegete
accccgeegt
cgcaagggcyg
gcctaccegg
accaaccacc
gecgtcoggec
tecegegeteg
cccegeecgea
tccatcacca
gaagcettet
gacatccagc
attgcacgce
ggcgagtcac
ttgcgeeggt
aatttcecca
gcaaattatyg
cgtgtgacag
gatccagcgg
cttgcttiac
tttagtgegt
acttttggtg
ggggaggcaa
acctacaagc
ctgcectgetg
ggggatggta
ccggtgaagg
aggttttaca
atatatccag
aagaagagtg
ttggatatca
ttcaaggaca
ttggcaaagc

10

ccgccgegac
gaggccgggt
cceccggcgec
cggacatcct
gcggegegte
tecttecgeea
gecgtcggggt
ccgacgegcet
tgatcggcac
agcacaatta
tcectcgegte
agcagatgge
tgcccaagcc
ggcgcecegat
ttgttgagct
gtgatgatcc
cggtggataa
ggaaaattga
agattggaaa
agggcttgaa
ggcacaatga
aagagatccc
tcatcgctac
ggccacggca
cagctggtge
gcttccteat
tgatggtgtt
aggcaaatag
attttgtgac
aagtccgtge
tecgtcccaca
tgatcctgga
accagcccqg

ggccaagacc
g9g9g99cggcy
gcecggecacy
cgtggaggeg
catggagate
cgagcagggc
ctgegtegee
gctegactee
cgacgecctte
ccttgteett
ctegggeegt
tgtgccagte
acccgegaca
tctctatgtce
gaccggcate
gttgtcecctg
ggctgacctg
ggettttgea
gaacaagcaa
tgctctgcta
gttggaccag
accgcaatat
tggtgttgga
gtggetgtet
ttetgtgget
gaacattceag
gaacaaccaa
ggcgcataca
tattgctaaa
cgccatcaag
ccaggagcat
tggtgatggc
cctatgtttyg

60
120
180
240
300
i&0
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
13a0
l13eo0
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
1586



«<212>» PRT
<213> Oryza sativa

<400> 8
Met Ala Thr Thr Ala Ala Ala

1

Thr

Ala

Pro

Trp

Ber

His

aly
145

Val

Ile

Leu
225

Pro

Ber

Ala Lys Thr
20

Arg Gly Arg
as

Val Thr Pro
50 .

Gly Pro Ala

Glu Aryg Cys

Met Glu Ile
100

Leu Phe Arg
115

Arg Ala Ser
130

Ala Thr Asn
Pro Met Val
Asp Ala Phe

1a0

Lys His Asn
195

Gln Glu Ala
210
Val Asp Ile

Asp Thr Ber

Pro Ala Thr
260

275

RTA01/2198196v1

Gly Arg Lys

Val Oly Ala
Pro Ser Pro
55

Glu Pro Arg
70

Gly Val Ser
as

His QGln Ala
His Glu Gln
Gly Arg Val

1315

Leu Vval Ser
150

Ala Ile Thr
165

Gln Glu Thr

Tyr Leu Val

215

Pro Lys Asp
230

Met Asn Leau
245

Glu Leu Leu

Ile Leu TyT

Ala

ABn

Ala

40°

Ala

Lys

Asp

Leu

Qly

120

Aly

Ala

Gly

Ala

Ile

Pro

Glu

Val
280

Ala

Hise

Ala

Pro

Gly

Val

105

Glu

Vval

Leu

aln

Ile

185

Asp

Ber

Gln

Gly

Gln

Gly

Ala Thr Leu
10

Gln Arg His

Val Arg Cys
Pro Ala Thr
60

Ala Asp Ile
75

Phe Ala Tyr
90

Arg Ber Pro
Ala Phe Ala
Cys Val Ala

140

Ala Asp Ala
155

Val Pro Aryg
170

Val Glu val

Val Glu Asp

Ser Gly Arg
220

Gln Gln Met
235

Tyr Ile Ala
250

Val Leu Arg

Gly Gly Cys

11

Ser Ala Ala
15

His val Phe
30

Ser Ala Val
45

Pro Leu Arg
Leu Val Glu
Pro Gly Gly

val Ile Thr
110

Ala Ser QGly
125

Thr Ser Gly

Arg Met Ile
175

Thr Arg Ber
190

Ile Pro Arg
205

Pro Gly Pro

Ala val Pro

Arg Leu Pro
255

Ala

Ber

Pro

Ala

Ala

Tyr

Pro

Ber

160

aly

Ile

val

val

val
240

Lys

Leu Val Gly Glu

270

Ber Ala Ser
285

aly



Thr
Asp
Ile
385
Asp

Glu

Gly

Trp
465

Ser

Vval
545

Qlu
290

Ala

Gly

Ile

370

Gln

Leu

Glu

Lys

Ala

Ala

Ber

Ser

Leu

530

Val

Lau

Ile

Leu Arg Arg Phe

Met

Asp
Lya
a5s
Asp
Ala
Ser
Asp
Glu
435
Gly
Ala
aly
Val
Phe
515
Pro
Gln

Gly

Ala

Gly

aly

340

Ile

Pro

Asp

Qln
420
Ile
Glu
Gln
Leu
Ala

val

Trp

Asn

Lys
580

RTA01/2190196v1

Leu Gly
310

Met His
aas

Leu Leu

Glu Ala
Ala Glu
Val Lysa

Thr Lys
405

Gln Lys

Pro Pro

Ala Ile
Tyx Tyr
470

Gly Ala
485

Asn Pro

Met ABn

Lys Val

Olu Asp
550

Pro Glu
565

Gly Phe

Val
295
Asn

Gly

Ala

Ile
375

Leu

Gln
Ile
455
Thr
Meat
Gly

Ile

Met
535

Arg
Cys

Asn

adlu

Phe

Thr

Ala
a60
aly
Ala

Ser

alu

Tyr
440

Ala

Gly

Val

Gln

val

Phe

Glu

Ile

Leu

val

Gly

345

Ser

Lys

Leu

Ber

Phe

435

Ala

Lys

Phe

Glu

Ser

Pro
585

Thr

Ser

Tyz
3a0

Val

ABn
Gla
Asp
410
Pro

Ile

aly

Gly
490

val

Asn
Lys
Glu

570

Ala

Gly
Asp
315

Ala

Ala

Lys
Gly
395

Phe

Qln
Val
Pro

475

val

Asn
Ala
555

Ile

val

12

Ile

ago

Asp

Asn

Phe

Lye

3ln

380

Leu

Ser

Gly

val

aly

Asp

Gln
540

TyT

Arg

Pro

Pro

Tyr

ABp
Ile
iés
Pro

Asn

Ala

445

Gln

dln

Ala

Ile

Ile

His

Arg

Pro

val

Val

Ala
Asp
350
Val

Hia

Ala

Lys
430
Asp

His

Ala

510

Leu

Ala

Thr
550

Thr

Ser

Val

335

His

Val

His
415
Thr

Glu

Gln

Ala
495
Gly
Ile
aly
His
Phe

575

Lys

Thr
Leu
320
Asp
Val
Ile
Ser
Leu
400
ABn
Pha
Leu
Met
Ber
480
Gly

Asp

Glu

Val

Lys

74



.8er Glu Val Arg Ala Ala Ile Lys Lys Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro

Tyr Leu Leu Asp Ile Ile vVal Pro His Gln Glu His val Leu Pro Met

610

615

Ile Pro Ber Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp Gly Asp Gly
630

Arg Thr Val Tyr

<210> 9
<211> 1956
<213> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

635

<223> Description of Artificlal Sequence: Oryza
consensus sequence

<400> 9

gcggccgcgg
cagcgacacce
gcggtgtcce
gggccggceyg
gtcagecgacg
cgctccccgg
tececgggtacg
gcaaccaacc
atcacgggce
gtcgaggtca
ccccgegtca
gtcgacatce
aatctaccgg
gtcttgegte
gcatctagtg
ctgatggygce
catggcacgg
gtgcggtttg
gtgcacattyg
tgcgcagatg
aagacaagtt
cctectggggt
gatgagctga
geggcacaat
gcaatgggat
gttgttgata
cgcattgaga
gtgcaatggg
gaatgtgaga
gcagtcecgtg
ccagggccat
ccaagtgggy
tctataatct

ccgocacett
acgtctttcec
cggtcacccce
agccccgcaa
tgttcgeeta
tcatcaccaa
cgcgegegte
tcgtgteecge
aggtcecccqg
ccegetocat
tacaggaagc
ccaaggacat
ggtacattgc
tggttggcga
atgaattgceqg
teggoaattt
tgtacgcaaa
atgatcgtgt
acattgatce
ttaagecttge
ctgattttag
Acaagacttt
cgaaagggga
attacaccta
ttgggetgcee
ttgatgggga
acctceeggt
aggataggtt
gtgagatata
taacaaagaa
acttgttgga
gcgcecattcaa
gtatgttggce

RTA01/2198196v1

gtcegecegece
cgctcgaggc
geccgtceccg
gggcgcggac
ccecgggegge
ccacctctte
cggcecgegtc
gctcgecgac
ccgcatgatc
caccaagcac
cttecttecte
ccagcagcag
acgectgcece
gtcacggege
ceggtttgtt
ccccagtgat
ttatgcggtyg
gacagggaaa
agcggagatt
tttacaggge
tgcgtggcac
tggtgaagag
ggcaatcatc
caagcggcca
tgectgeaget
tggtagctte
gaaggtgatg
ttacaaggca
tccagatttt
gagtgaagtc
tatcatcgtc
ggacatgatc
aaagcaccag

goegacggoeca
cgggtgggog
gcgcocgecgg
atcctegtgg
acgtccatgg
cgccacgagce
ggggtctgeg
gecgetgeteg
ggcaccgacqg
aattaccttg
gcgtcetcgg
atggctgtgce
aagccacccg
ccgattctct
gagctgaccyg
gatccgttgt
gataaggctg
attgaggctt
ggaaagaaca
ttgaatgcte
aatgagttqg
atcccaccge
gctactggtg
cggcagtgge
ggtgecttctg
ctcatgaaca
gtgttgaaca
aatagggcgce
gtgactattg
cgtgccgceea
ccacaccagg
ctggatqggtg
ccecggce

13

agaccggccyg
cggeggeggt
ccacgceget
aggcgctgga
agatccacca
agggcgaggc
tecgecaccte
acteccgtccce
ccttccagga
tccttgatgt
geccgteectgyg
cagtctggga
cgacagaatt
atgteggtgg
gcatcccagt
cocctgegeat
acctgttgcet
ttgcaagcag
agcaaccaca
tgctagacca
accagcagaa
aatatgctat
ttggacagca
tgtcttcgge
tggctaacce
ttcaggagtt
accaacattt
atacatactt
ctaaagggtt
tcaagaagat
agcatgtgct
atggcaggac

640

taagaaccac
caggtgctcg
ccggeegtgg
gecggtgegge
ggcgectgacy
gttcgeggeg
€ggcecccggy
gatggtcgec
gacgcccata
ggaggacate
cccggtgcetg
cacctcgatg
gecttgagcag
tggectgetet
tacaaccact
gcttgggatg
tgcatttgge
ggccaagatt
tgtgtcaatt
gagcacaaca
gagggagttt
tcaggtgetg
ccagatgtgy
tggtctggge
aggtgtcaca
ggcattgate
gggtatggtt
gggcaaccca
caatattect
gctcgatace
gcctatgatc
tgtgtattaa

60
120
180
240
300
&0
420
480
540
600
660
720
780
040
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
13ao
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
laco
1860
19520
1956



<210> 10
<211> 63

<212>
<213>

<2320>

«<233>

PRT
Artificial Sequence

Deacription of Artificial

consensus sequeance

«400> 10
Ala Ala Ala Ala

1

Arg

Lys

Gly Ala

Ber
Pro

65
val

Gln

Glu

Val
145

Ile

Qlu

Lys
225

Pro
50

Arg

Ser

Ala

aln

val

130

Ber

Thr

Thr

Vval

Leu

210

Asp

Asn
Ala

s
Ala
Lys
Asp
Leu
aly
115
Aly

Ala

Gly

195

Ala

Ile

His

Ala

Pro

aly

val

Thr

100

Glu

Val

Leu

Gln

Ile

180

Asp

Ser

Gln

RTA01/2198196v1

Ala Thr Leu Ser

@Gln Arg His His

Val Arg Cys Ber

Pro

Ala

Phe
85

Arg

Ala

Ala

Val

165

Val

val

Ser

Gln

Ala

70

Ala

Ser

Phe

val

Asp

150

Pro

Glu

dlu

Gly

aln
230

40

Thr Pro
55

Ile Leu

Pro vVal
Ala Ala
120

Ala Thr
135

Ala Leu

Arg Arg

Val Thr
Asp Ile
200

Arg Pro
215

Met Ala

Bequence: Oryza

Ala J\ia Ala Thr

val

Ala

Leu

val

Gly

Ile

105

Ser

Ser

Leu

Met

185

Pro

Gly

val

10

Phe

Val

Arg

Glu

aly

Thr

Gly

Gly

Asp

Ile

170

Ber

Pro

Pro
Ber
Pro
Ala

75

Thr

Asn

Ser
155
aly
Ile
val

val

val
235

14

Ala

Trp
60
Leu

Ser

His

Gly
140

val

Thr

Ile

Ala

Arg

Val

45

aly

Glu

Met

Leu

125

Ala

Pro

Asp

Lys

Gln

Val

Lys
Qly
30

Thr

Pro

Glu
Phe
110

Ala

Met
Ala
His
190

Glu

Asp

Trp Asp Thr

Thr
15

Arg

Ala

Cys

Ile

Ser

Val

175

Asn

Ala

Ile

Ber

Qly

Val

Pro

Glu

aly

His

His

Gly

Leu

Ala

160

Gln

Met
240



Leu

Leu

Gly
305

His

Ala

Glu

Lys

385

Lys

Lys

Pro

Ile

465

val

Leu

Leu

val
290
Asn
Gly
Ala

Fhe

Ile
a70

agln
Ile
450
Thr
Met
Gly

Ile

Met
530

Pro
Glu
Val

275

Glu

Thr

Phe

Ala

Gly

Ala

Ber

Glu

435

Ala

Gly
Val
Gln

515

val

Gly Tyr Ile Ala Arg Leu

Gln
460
Gly
Leu
Pro
val
Gly
340

Ser

Lys

Ber
Phe
420

Ala

Lys

Phe

alu

Leu

RTA01/21950196v1

245

val

Gly

Thr

Ser

val

Asn
Gln
Asp
405
Pro

Ile

Gly

Gly
485

Val

Asn

Leu Arg Leu

aly
aly
Asp

ilo

Ala

Lys
aly
390
Phe
Leu
Gln
val
Pro
470
Leu
Val

Ala

Asn

Cys
Ile
295
Asp
Asn
Phe
Lys
Gln
37s
Leu
Ser
Gly
val
aly
455
Pro
Asp

Leu

aln
535

Ber
280

Pro

Asp

Ile

Ala

Tyr

440

Gln

aln

Ala

Ile

Ile

His

val
265
Ala

val

Asp

345

val

His

Ala

Trp

Lys

425

Asp

His

TIp

Ala

Asp

Leu

Pro
250
aly

Ser

8er

val

k1)

His

val

Leu

His

410

AGlu

dln

Leu

Ala

Gly

Ile

aly

Lya

Glu

Qly

Leu

315

Asp

Val

Ile

Ser

ass

Asn

Phe

Leu

Met

Ber

475

Gly

Asp

.Glu

Met

15

Pro

Ser

300

Lyse

ABp
Ile
380
Asp

alu

Gly

Trp
460
Ser
Ala
Gly

Asn

val
540

Pro

Arg

Glu

Met

Ala

Gly

Ile
365

Cys

Gln

Leu

Glu

Lys

445

Ala

Ala

Ser

Ber

val

Ala

Arg
270
Leu
Met
Leu
ASp
Lys
350
Asp
Ala
Ser
Asp
alu
430
Gly
Ala
Qly
val
Pha
510

Gln

Thr
255

Pro

Arg
aly
Gly
Leu
335
Ile

Pro

Asp

aln
415
Ile

Glu

Gln

Ala
495

Val

Trp

alu

Ile

Arg

Leu

Met

alu

Ala

Val

400

gln

Pro

Ala

aly
480
Asn
Met

Lys

Alu



Asp Arg Phe Tyr Lye Ala Asn Arg Ala His

545

Glu Cys Glu Ser Glu

Phe Asn Ile Pro Ala

Ala Ile Lys
595

Ile Val Pro His Gln

610

Ala Phe Lys
625

<210> 11

<311> 1936
<312> DHA
<213>

<400> 11

atggctacga
ggccgtaaga
gcggtcaggt
ccgetecgge
ctggageggt
caccaggcge
gaggegtteg
acctcecggee
gtececegatgyg
caggagacgc
gatgtggagg
cctggcecgg
tgggacacct
gaattgecttg
ggtggtggct
ccagttacaa
cgcetgettg
ttgcttgeat
agcagggcca
ccacatgtgt
gaccagagca
cagaagaggy
gctattcagyg
cagcaccaga
tcggetggte
aacccaggtg
gagttggcat
catttgggta
tacttgggca

Lya Met

Asp Met

Val Arg Val Thr Lys

Thr
555

Ile Tyr Pro Asp Pha Val

570

Lys

615

Oryza sativa

ccgecgegge
accaccagcg
gcteggeggt
cgtgggggec
gcggcegtcag
tgacgegete
cggcgtecgg
ceggggcaac
tecgeccatcecac
ccatagtcga
acatcccccg
tgetggtega
cgatgaatct
agcaggtett
gctctgcate
ccactectgat
ggatgcatgg
ttggegtgeg
agattgtgca
caatttgcge
caacaaagac
agttteetet
tgctggatga
tgtgggcgge
tgggcgcaat
tcacagttgt
tgatccgcat
tggttgtgca
acccagaatg

RTA01/2198196v1

cgecggecgec
acaccacgtc
gtcceceggte
ggccgagece
cgacgtgtte
cccggteate
gtacgcgege
caacctcgtg
gggccaggtc
ggtcaccege
cgtcatacag
catccccaag
accggyggtac
gegtetggtt
tggtgatgaa
gggcetcgge
cacggtgtac
gtttgatgat
cattgacatt
agatgttaag
aagttctgat
ggggtacaag
gctgacgaaa
acaatattac
gggatttggg
tgatattgat
tgagaacctc
atgggaggat
tgagagtgag

Leu Asp Thr Pro Gly Pro

Glu His Val Leu Pro Met

Ile Leu Asp Gly Asp Qly

635

accttgtecg
tttcecegete
aceccgcoegt
cgcaagggeg
gcctacccgg
accaaccacc
gegteccggece
tccgegeteg
cccocgcegea
tccatcacca
gaagccttet
gacatccagc
attgcacgcc
ggcgagtcac
ttgcgeecggt
aatttececca
gcaaattatg
cgtgtgacag
gatccagecgg
cttgetttac
tttagtgegt
acttttggtg
ggggaggcaa
acctacaagc
ctgectgetg
ggggatggta
ccggtgaagg
aggttttaca
atatatccag

16

Tyr Leu Gly Asn Pro

Thr Ile Ala Lys Qly

575

Ber Glu val Arg Ala
590

Tyr Leu Leu Asp Ile

Ile Pro Ser Qly Gly

Arg Thr Val Tyr

ccgecgegac
gaggccgggt
ccceggegece
cggacatect
goggeacgte
tettecgeca
gcgtcggggt
cegacgeget
tgatcggcac
agcacaatta
tecctcgegte
agcagatggce
tgcccaagec
ggcgecccgat
ttgttgaget
gtgatgatce
cggtggataa
ggaaasattga
agattggaaa
aggygcttgaa
ggcacaatga
aagagatccc
tcatcgctac
ggccacggca
cagctggtgce
gcttecteat
tgatggtgtt
aggcaaatag
attttgtgac

ggccaagacc
g9999Cc99Ccq
gccggecacy
cgtggaggcg
catggagatc
cgagcagggc
ctgcgtegee
getegactee
cgacgcctte
ccttgtectt
ctcgggeegt
tgtgecagtc
acccgcgaca
tctctatgte
gaccggcatc
gttgtccectg
ggctgacctg
ggcttttgeca
gaacaagcaa
tgctctgcta
gttggaccag
accgcaatat
tggtgttgga
gtggctgtct
ttetgtgget
gaacattcag
gaacaaccaa
ggcgcataca
tattgctaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



gggttcaata ttcctgcagt ccgtgtaaca aagaagagtg aagtccgtgc cgccatcaag 1800
aagatgctcg ataccccagy gocatacttg ttggatatca tcgtcccaca ccaggagcat 1860

gtgctgcecta tgatcccaag tgggggegea ttcaaggaca tgatcctgga tggtgatgge 1920
aggactgtgt acctga 1936

<210> 12

<21l> 644

<212> PRT

<213> Oryza satlva

<400> 12

Met Ala Thr Thr Ala Ala Ala Ala Ala Ala Thr Lsu Ser Ala Ala Ala
1 5 10 18

Thr Ala Lys Thr Gly Arg Lys Asn His Gln Arg His His val Phe Pro
20 25 30

Ala Arg Gly Arg Val Gly Ala Ala Ala Val Arg Cys Ser Ala Val Ser
1 40 45

Pro Val Thr Pro Pro Ser Pro Ala Pro Pro Ala Thr Pro Leu Arg Pro
50 55 60

Trp Gly Pro Ala Glu Pro Arg Lys Gly Ala Asp Ile Leau Val Glu Ala
65 70 75 80

Lau Glu Arg Cys Gly Val Ser Asp Val Phe Ala Tyr Pro Gly Gly Thr
85 90 95

S8er Met Glu Ile His Gln Ala Leu Thr Arg S8er Pro Val Ile Thr Asn
100 105 110

His Leu Phe Arg His Glu Gln Gly Glu Ala Phe Ala Ala 8Ser Gly Tyr
115 120 125

Ala Arg Ala Ser GQly Arg Val Gly val Cys Val Ala Thr Ser Gly Pro
130 135 140

Gly Ala Thr Asn Leu Val Ser Ala Leu Ala Asp Ala Leu Leu Asp Ser
145 150 155 160

Val Pro Met Val Ala Ile Thr Gly Gln Val Pro Arg Arg Met Ile Gly
165 170 175

Thr Asp Ala Phe Gln Glu Thr Pro Ile Val Glu Val Thr Arg Ser Ile
180 185 190

Thr Lys His Asn Tyr Leu Val Leu Asp Val Glu Asp Ile Pro Arg Val
185 200 205

Ile Gln Glu Ala Phe Phe Leu Ala Ser Ser 4ly Arg Pro Gly Pro Val
210 215 220

Leu Val Asp Ile Pro Lys Asp Ile Gln Gln Gln Met Ala Val Pro Val
2325 230 2135 240

17
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Trp

Ser

Asp

05

Lys

ABD
Ile
385
Asp

Glu

aly

465

Ser

Pro

Glu

Met

Ala

aly

Ile

370

Gln

aGlu

Lys
450

Ser

Ber

Leu

Ala

275

Leu

Met

Leu

Asp

Lys

355

Asp

Ala

Ser

Asp

Glu

435

Gly

Ala

aly

Val

Phe
515

Ser

Gly
aly
Leu
340
Ile

Gln
420
Ile
Glu
Gln
Leu
Ala
500

Leu

val
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Met
245
Glu

Ile

Leu

Met

Leu

Glu

Ala

val

Gln

Pro

Ala

Gly
485
Asn

Met

Lys

Asn

Leu

Phe

aly

310

His

Leu

Ala

Glu

Lys

Lys

Lys

Pro

Ile

470

Ala

Pro

Aan

val

Leu

val
295
ABn
Gly
Ala
Phe
Ile

375

Leu

Gln
Ile
455
Met
Gly
Ile

Met
535

Pro
Alu
Vval
280
Glu

Phe

Thr

Ala
3&60
Gly
Ala

Ser

Glu

TYr
440

Ala

Tyr

aly

Val

Gln

Val

Gly

Gln
265

aly

val
Gly
345

Ser

Lys

Leu

Ser

Phe

Ala

Lya

Phe

Glu

Tyr
250

val

Gly

Ber

330

Val

Asn
Gln
Asp
410
Pro

Ile

aly

aly
450

val

Leu

Ile

Leu

Gly

Gly

Asp
315

Ala
Lys
Gly

Phe

Gln
val
Pro
475
Leu
val

Ala

Asn

18

Ala Arg Leu

Arg

Cys

Ile

Asp

Asn

Phe

Lys

Gln

Leu

Ser

aly

val

Gly

460

Pro

Asp

Leu

Gln
540

Leu
Ber
285

Pro

Asp
Ile
365
Pro

Asn

Ala

Leu
445

Gln

Gln

Ile

Ile
525

Hia

Val
270
Ala

val

Asp
350
val
His
Ala
Trp
Lys
430
Asp
His
Trp
Ala
Asp

510

Leu

aly

Ber

Thr

Ber

val

335

Hie

Val

Leu

His

415

Thr

Glu

aln

Leu

Ala

455

Gly

Ile

aly

Lys

Glu

Gly

Asp

Val

Ile

Berxr

Asn

Phe

Leu

Met

Ber

Qly

Asp

Glu

Met



Val Val @Gln Trp Glu
545

Tyr Leu Gly Asn Pro
565

Thr Ile Ala Lys Gly
580

Bar Glu Val Arg Ala
595

Tyr Leu Leu Asp Ile
610

Ile Pro Ser 'Gly aly
635

Arg Thr Val Tyr
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Asp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His
550 555

Glu Cys Glu Ber Glu Ile Tyr Pro Asp Phe
570 575

Phe Asn Ile Pro Ala Val Arg Val Thr Lys
585 590

Ala Ile Lys Lys Met Leu Asp Thr Pro Gly
600 605

Ile Val Pro His Gln Glu HEis Val Leu Pro
615 620

Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp Gly Asp
630 635

19

Val

Lys

Pro

Met

Gly
640

3
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PLANTAS DE ARROZ QUE TIENEN UNA TOLERANCIA INCREMENTADA A LOS

HERBICIDAS DE IMIDAZOLINONA

Campo de Ia Invencién

La presente invention se relaciona en general con plantas que tienen una tolerancia
incrementada a herbicidas de imidazolinona, Mas especificamente, la presente
invencion se relaciona con plantas de amoz obtenidas por mutagénesis e
hibridizaciéon y transi:onnaciOn Yy que tienen una tolerancia incrementada a los

herbicidas de imidazolinona
Antecaedentes de la Invencién

De acuerdo a un'a investigacion con finqueros, las mayores restricciones para la
produccién de arroz slon las malezas ( Hidaka et al. Agrochemical Japan, 2000, 77:
21 -29). El sembradoi directo ha reducido los trabajoh de transplantado, sin embargo
esta tecnologia ha ayudado a incrementar el problema de malezas. El uso de
herbicidas en los cultivos es una practica comidn en la mayor parte de las regiones
arroceras que siembran directamente el armoz y/o en palses en désarrollo que
cultivan el arroz o por transplantado o por sembrado directo. Usuaimente los
herbicidas para rastrojd's y malezas de hoja ancha son aplicados una o mas veces

para controlar las malezas en los cultivos de arroz.

Hierbas, junclas y arr;)z maleza ("arroz rojo") han sido las principales especies con
alta adaptacién a los mismos ambientes donde el arroz es cultivado. Estas malezas
se encuentran distribuidas en todo el mundo y son dificiles de controlar en los

cultivos de arroz. El amoz rojo pertenece a las mismas especies del arroz cultivado
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(Oryza sativa L). La simllaridad genética del arroz comercial y el arroz rojo ha hecho
dificil ql control con h?rblcldas del armoz rojo. Muchas préacticas de cultivo ayudan en
el control de malezas.y son convenientes para un mejor cuidado del medio ambiente,
tales como la preparacién de la tierra, la nivelacion de la tierma, diques y profundidad
del agua, la rotacién de la tierra, las semillas certificadas, sistemas de plantas
apropiados y las fechas de plantado. Aunque estas practicas de cultivo pueden
ayudar a reducir la acurlnulacit’m de semillas de malezas y el desarrollo de malezas

tolerantes a los hqrbicid.as'. ellas imponen clertas restricciones e incrementan el costo

de las cosechas.

A pesar de las muchds recomendaciones para una mejores practicas de cultivo, los
finqueros todavia confian en el uso de herbicidas como la mejor herramienta para el
control de malezas. El usos y abuso de algunos de estos quimicos ha resultado en el
desamollo de malezas tolerantes como |a grama de agua (bamyardgrass)
(Echinochioa crus galli) resistents al Propanil y Butachlor En .estos casos, 6s
convenlente tenerootros. he.rbicidas con diferentes modos de actuar y con la habilldad
para controlar la mayoria de estas especies de malezas, asi que su aplicacion puede

ser altemnada con los herbicidas comanmente usados.

La sintasa de acetohidroxiacido (AHAS; EC 4.1.3.18, sintasa de acetolactato (ALS)),
codificada por el acido nucleico de AHAS, es la primera enzima que cataliza la
sintesis bioquimica de la cadena ramificada de amino acidos valina, leucina e
isoleucina ( Singh B. K, 1?99. Biosintesis de valina, leucina e isoleucina en: Singh
B.K. (Ed) Plant Anf\ino Acids. Marcel Dekker Inc. New York, New York, Pg 227 — 247).
AHAS es el sitio de accién de cuatro familias de herbicidas estructuralmente diversas
que incluye las sulfon;ilureas (LaRossa RA and Falco SC, 1984, Trends Biotechnol.
2:158-161), las imida;olinonas (Shaner et al., 1984, Plant Physol. 76: 545-546), las

triazolopirimidinas en (ED) Whitaker JR, Sonnet PE Biocatalysis in agricultural
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biotechnology. ACS Su.m;_)osium Serles, American Chemical Society. Washington,
D.C pg 277 - 288) y las pirimidiloxibenzoatos (Subramanian et al., 1990, Plant
Physiol. 84: 239 - 244). Los herbicidas de Imidazolinona y sulfonilurea son
ampliamente empleai:los en la agricultlura modema debido a su efectividad con
aplicaciones muy baj;s y relativa no toxicidad a los animales. Al Inhibir la actividad
de AHAS, estas familias de herbicidas previenen el crecimiento y desamvllo de
plantas susceptibles incluyendo muchas especles de _malezas_. Algunos ejemplos de
herbicidas de imidazolinona disponibles comereialmen-t-e son PURSUlT_

(imazetabir) SCEPTER' ® (imazaquin) y ARSENAL ® (imazapir). Ejemplos de
herbicidas de sulfonllurea son el clorsulfuron, metsulfuron metil, sulfometuron metil,
clorimuron etil, tifesulfuron metil, tribenuron matil, bensulfuron metil, nicosulfuron,
etametsulfuron metil, frimsulfumn. triflusulfuron metil, triasulfuron, primisulfuron metil,

cinosulfuron, amidosulfuron, fluzasulfuron, imazosulfuron, pirazosuifuron etil y

Ihalosulfuron.

Debido a su alta efectlvidad y baja toxicidad, los herbicidas de imidazolinona son
favoracid'os para su aplicacién por roclado sobre ireas amplias de vegetacion. La
posibilldad de rocllar ol herbicida sobre un 4rea amplia de vegetacién disminuye el
costo asociado con lel establecimiento de la plantaclén y su mantenimiento, y
disminuye la necasldq?d de preparacién del sitio, antén'or al uso de esos quimicos. El
rociado sobre las especies tolerante objetivo también conduce a poder alcanzar un
méximo potencial de rendimiento de las especies objetivo debido a |a ausencia de

especies compelitivas. Sin embargo, la posibilidad de usar esas técnicas de rociado

depende de la presencia de especies tolerantes a la imidazolinona en la vegetacion

deseada en las &reas dé rbciado.

Entre los cultivos agricolas principales, algunas especies tales como la soya son

naturaimente resistentes a los herbicidas de imidazolinona debido a su capacidad
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para metabolizar rapidamente los compuestos del herbicidas ( Shaner y Robson,
1985, Weed Sci. 33: 468-471) . Otros cultivos tales como el malz (Newhouse et al.,
1992, Plant Physiol. 10‘6:882 — 886) y amoz (Barret et al., 1989, Crop Safeners for
Herbicides, Academic press New York, pp. 195 — 220) son susceptibles a los
herbicidas de imidasmlinona. La sensitividad diferencial a los herbicidas de
imidazolinona es dependiente de la naturaleza quimica del herbicida particular y el
metabolismo diferencial del compuesto de una forma téxica a no toxica en cada
planta (Shaner et al., 1984, Plan Physiol. 76: 545-546, Brown et al., 1987, Pestic.
Biochem. Physiol. 27:24-28). Otras diferencias fisiolagicas de las plantas tales como
absorcion y tmnslocacit?n también juegan un papel importante en la sensitividad
(Shaner and Robson, 1985, Weed Sci. 33:480 — 471).

Variedades de cultivos resistentes a las imidazolinonas, sulfonilureas vy
trizolopirimidinas han sido exitosamente producidos usando semilla, microsporo,
polen y mutaganesis de callos en Zea mays, Brassia napus, Glycine max, y Nicotiana
tabacum (sebastlan et al., 1989, Crop Scl. 29: 1403 — 1408); Swanson et al., 19889,
Theor. Apli. Gnet. 78: 525-530; Newhousse et al., 1991, Theor. Appl. Gnet. 83:65-70;
Sathaslvan et al., 19891, Plan Physiol. 97:1044-1050; Mourand et al., 1993, J Heredity
84:81- 96). En todos los casos, un gen nuclear parcialmente dominantse, singular,
confirié la resistencia. Cuatro plantas de trigo resistentes a la imidazolinona fueron
también praviamente: aisladas siguiendo mutagénesis de semillas de Triticum
aestivum L. Cv Fidel (;ﬂewhouse et al., 1993, Plan Physil. 100:882 —886). Estudios de
herencia confirmaron que un gen nuclear parciaimente dominante, singular, confirié
la resistencia. Basado en estudios alélicos, los autores concluyeron que las
mutaciones en las cuatro lineas Identificadas fueron localizadas en el mismo lugar.
Uno de los genes resistentes de la variadad- Fidel fue designado FS-4 (Newhouse et
al., 1992, Plan Physlol. 100: 882-886).
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Modelacién basada en computador de las conformaciones tridimensionales del
complejo inhibidor de AHAS predice numerosos amino acidos en el bolsillo fijador
inhibidor propuesto como sitios donde las mutaciones inducidas conferifan la
resistencia selectiva a las Imidazolinonas (Oit et al., 1996, J. Mol. Biol. 263: 359 -
368). Plantas de tabaco producidas con algunas de estas mutaciones racio_nalmente
disefladas en los sitios de filacibn propuestos de la enzima de AHAS han
efectivamente exhibkf:o una resistencia especifica a un clase singular de herbicidas
(Ott ey al., 1996, J. Mol. Biol. 263: 359 — 368).

La resistencia de las plantas a los herbicidas de imidazolinona ha sido también
reportada en numerosas patentes. Patentes US No 4,761,373, 5,331,107, 5,304,732,
6.211,43.8. 6,211,439 y 8,222,100 describen en general el uso de una &cido nucleico
de AHAS alterac'!o para obtener resistencia a los herbicidas en plantas, y

especialmente descubren ciertas Iineas de malz resistentes a la imidazolinona. La

Patente US No 5,013,650 descubre plantas que axhiben resistencia a los herbicidas

que poseen mutaciones en al menos un amino écido en una o mas regiones
conservadas. Las mutaclones descritas alli incorporan o resistencia cruzada para
imidazolinona y sulfonilureas o resistencia especifica para sulfonilurea, pero
resistenc_ia especifica para imidazolinona no es descrita. Adicionalmente, la Patente
US No 5.731.180‘y la Patente US No 5,767,631 analizan un gen aislado que tiene
una sustitucién singular de amino acido en una secuencia de amino acido de AHAS
de monocot de tipq salvaje que resulta en una resistencia especifica a la

imidazolinona. .

Plantas de arroz trasgénico y resistente a los herbicidas han sido también descritas.
Un amoz mutante resistente al herbicida sulfonllurea, derivado por presion selectiva
en tejida calloso cultivado fue descrito, donde la resistencia fue atribuida a una

enzima de AHAS mutada’ (Terakawa et al., "Rice mutant Resistant to the herbicide
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Bensulfuron Methyi (B.SM) by in vitro selection” Japan . J. Breed., 1982 vol. 42. 267 —
275). Otras variedades de plantas de amoz resistentes a los herbicidas han sido
descritas en las patentes y aplicaciones de patentes, incluyendo WO 97/41218, WO
01/85970 y las Patentes US Nos. 5,545,822, 5.736.62'9. 5,773,704 , Patente US No
5,773,703, 5,952, 553, 3{6.274.796. La patente US No 5,55.822 descubre una linea
de plantas de arroz qL;e tienen una resistencia a los herbicidas metabbl.icamante
basada que interfiere con la enzima de la planta sintasa acetohidroxiacida; es decir,
la resistencia al herbicida de estas plantas de arroz no es debida a una enzimg de
AHAS resistente. La'WO 97/41218 descubre una linea de plantas de amoz que
tienen una variante de enzima de AHAS que es resistente a los herbicidas que
interfiere con la enzima de la planta de tipo-salvaje sintasa acetohidroxiacida. Esta
linea de plantas de amoz fue desarrollada exponiendo las semillas de amoz al
mutdgeno de ester etil de acido metalsuifonico (EMS) y s-aparando millones de

progenies resistentes al herbicida.

Lo que es requerido: en el arte es la identificacibn de més lineas de aroz que
incorporen genes resfstentas a la imidazolinona. También son requeridas en el arte
plantas de amoz que tengan una mayor tolerancia a los herbicidas tales como
imidazolinona y que contengan al menos un écido nucleico de AHAS alterado. Son
también requeridos métodos para controlar el crecimiento de las malezas alrededor
de las plantas de arroz, E.stos compuestos y métodos permitirdn el uso de técnicas

de sobre rociado para la aplicacién de herbicidas a areas de armoz.

Resumen de la Invencién
La presente invencion proporciona plantas de armoz que tienen variantes de écidos
nucleicos de AHAS, las cuales tienen una mayor tolerancia a' los herbicidas de

imidazolinona en comparacién con una variedad tipo-salvaje de la planta. En una

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)



T @

L=

incorporacién, la planta de arroz incluye una variante de 4Acido nucleico de AHAS. En
otra inoorpomcIIOn. Ia!l variante de &cido nucleico de AHAS codifica un variante de
proteina de AHAS qut.a incluye una sustitucién de alanina a treonina en comparacién
a una proteina de AHAS de tipo salvaje. También son proporcionadas partes de

planta y semillas de la planta derivadas de la plantas de arroz descritas aqul.

La variaﬁto de écido nucleico de AHAS de la presente invencién puede incluir un
secuencia polinuciebﬁda seleccionada de un grupo a;nsistenta de : un polinucledtido
como se define en SEIQ 1D NO:1; un polinucieétido como se define en SEQ 1D NO:3;
un polinucledtido comfo se define en SEQ ID NO:5; un polinucledtido como se define
en SEQ ID NO:11, una secuencla polinucieétida que codifica un polipéptido como se
define en SEQ ID NO: 4;. una secuencia polinucledtida que codifica un polipéptido
como se define en SEQ ID NO: 6; una secuencia polinucledtida que codifica un
pollpéptic_lo como se define en SEQ ID NO: 12; un polinucleétido que comprende al
menos 60 nuclettidos - consecutivos de cualquiera de los polinucleéﬁdos
anteriormente ma;mionados ; Y un polinucledtidos compiementario a cualquiera de
los polinucledtidos anteriormente mencionados, donde la variante de acido nucleico
de AHAS codifica unipolipéptido de AHAS que oonﬁare una mayor tolerancia a un
herbicida de imidazolinona en comparacién a un polipéptido de AHAS del tipo

salvaje.

Las plantas de la presente invencién pueden ser trasgénicas o no trasgénicas . En
una incorporacit'm= las p'iar'ltaa de la presente invencion son no trasgénicas. Ejemplos
de plantas no trasgénicas de amoz que tienen una mayor tolerancla a los herbicidas
de imidazolinona incluyen plantas de amoz que tienen NCIMB namero de
designacion de depdsito de patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, o NICMB 42208; o
un mutante, recombinado, o un derivado genéticamente intervenido de una planta

con NCIMB nimero de designacién de depésito de patente NCIMB 41207, o NICMB
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42208; o cualquier proderiié de la planta con nimero de designacién de depdsito de 99

patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, o NICMB 42208, o una planta que es progenie
de cualquiera de estas plantas.

En adicion a las composiciones de la presente invencién.- muchos métodos son
provistos. Descritos aqui hay métodos de modificar la tolerancia de las plantas de
arroz a los herbicidas de imidazolinona que incluyen la modificacion la expresion de
un acido nucleico de AHAS en la planta. También se describen rnétodos_ para
producir plantas tmagé.nit':as que tienen un mayor tolerancia a los herbicidas de
imidazolinona que comprenden, transformar una céluila de la planta con un vector de
exp;asién que comprpnde uno o mas variedades de acido nucleico de AHAS que
codifican una variedad de protelna de AHAS y generar la planta a partir de la célula
de la planta. La invencion incluye ademés un método para controlar malezas en la
vecindad de la plania de amoz, que incluye la aplicacibn de un herbicida de
imidazolinona a las malezas y a la planta de arroz, donde la planta de armoz tienen un
mayor tolerancia al he[bigida de imidazolinona en comparacion una variedad tipo
salvaje de armoz Y donde la planta incluys uno o mas acidos nucleicos de AHAS que
codifican una variante de proteina de AHAS que Incluye una sustitucion de alanina a

treonina al comparars'b con la proteina de AHAS del tipo salvaje.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1 A-B muestran la sacuencia de cADN parcial del acido nucleico de
IMINTA 1 AHAS (SEQ:IQ NO:1) y la sacuencia de amino 4cido deducida de elia
(SEQ ID NO:2). Las Figuras 1 C-D muestran la secuencia de cADN parcial del acido
nucleico de IMINTA 4 AHAS (SEQ ID NO:3) y la secuencia de amino écido deducida
de ella (SEQ ID No:4i. Las Figuras 1 E-F muestran la secuencia de cADN parcial del
acido nucleico de IMINTA 5 AHAS (SEQ ID NO:5) y la secuencia de amino acido
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deducida de ella (SEQ ID NO:8). Las Figuras 1 G-H muestran la secuencia de cADN
parcial d.el acido nucleica del tipo salvaje IERGA 417 AHAS (SEQ ID NO:7) y la
secuencia de amino &cido deducida de ella (SEQ ID NO:8)
La Figura 2 muestra Iél alineamiento de la secuencia de cADN de un gen amplificado
de AHAS de ADN gendmico de un iinea IMINTA 1 tolerante a ia imidazolim;na (SEQ
ID NQ:1), el gen de AHAS amplificado de ADN genémico de la linea IMINTA 4
tolerante a la imidazolinona (SEQ 1D NO:3), el gen de AHAS amplificado de ADN
gendmico de la linea IMINTA 5 tolerante a la imidazolinona (SEQ ID NO:5), el gen de
- AHAS ampilificado de ADN gendmico de la linea de amoz tipo-salvaje IRGA 417
(SEQ ID NO:Q).‘ El polimorfismo nucledtido que confiere la tolerancia a la
imidazolinona a la Ilne!as IMINTA 1,4 y 5 es Indicado en negrita.
La Figura 3 muestra el alineamiento de amino acidos de la secuencia de amino acido
deducida de la protelna codificada por el gen de AHA_S de la linea IMINTA 1 tolerante
a la imidazolinona (SEQ ID NO: 2), la secuencia de amino acido deducida de la
proteina , codificada por el gen de AHAS de la linea IMINTA 4 tolerante a la
imidazolinona (SEQ ID ilslc'): 4), la secuencla de .émlno dcido deducida de la protelna
codificada por el gen de AHAS de la linea IMINTA 5 tolerante a la imidazolinona
(SEQ ID NO: 6), la sa:puencia de amino acido deducida de la proteina codificada por
ol gen de AHAS de la linea de arroz tipo-salvaje IRGA 417 (SEQ ID NO:8), y un
secuencia de consenso de aminc‘) acldo de AHAS de amoz (SEQ ID NO: 10). El
polimorfismo que confiere la tolerancia a la imidazolinona a las lineas IMINTA 1,4y S

es indicado en negrita.

La Figura 4 muestra un e.jemplo de cADN de longitud completa de un variante de
acido nucleico de AHAS (SEQ ID NO: 11) y la Figura 4 B muestra un ejemplo de la

saecuencia de amino écidos deducida de la proteina.codificada por el gen de AHAS
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mostrado en la Figura 4 A (SEQ ID NO: 12), donde el polipéptido confiere tolerancia
a una imidazolinona en comparacion con el polipéptido de AHAS del tipo salvaje.

La Figura 5 es ung tabla q'ua muestra el disefio de bloque aleatorio para el ensayo de
campo de la linea IMINTA 1y la variedad IRGA 417.

La Figura 6 es una tabia que muestra la respuesta de las lineas IRGA 417 e IMINTA

1 al tratamiento con imidazolinona.

La Figura 7 es una tabla que muestra el rendimiento de grano a un 14 % de
humedad para las llneas IRGA 417 e IMINTA 1 después del tratamiento con

imidazolinona. °*

La Figura 8 es una tabla que muestra al evaluacion de los componentes de
rendimiento en las lineas IRGA 417 e IMINTA 1 después del tratamiento con

imidazolinona.

Descripcion Detallada

La presents invencion esta dirigida a plantas de amoz, partes de plantas de arroz y
células de plantas de amoz que tienen una mayor tolerancia a los herbicidas de
imidazolinona. La pre%ente invencién también incluye las semillas producidas por las
plantas de aroz descritas aqul y los métodos para controlar las malezas en
vecindades de las plantas de armoz descritas ‘aqui. Debe entenderse que como se
usa en la especificacion y en las reivindicaciones, “un” o “una® puede significar uno o

mas, dependiendo del contexto en el cual es usado. Asl, por ejemplo , referencia a *

una célula” puede significar que al menos una célula puede ser utilizada.
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Como se usa aqui, el término "planta de amoz" se refiere a una planta que es un
miembro del genero Oryza. Las plantas de arroz de la presente invencién pueden ser
miembros del genero Oryza, pero no limitados a, O.alta, O. Australiensis, O. Barthii,
" O. Brachyantha, O. Eichingeri, O. Glaberrima, O. Glumaepatula, O. Grandiglumis, O.
Granulata, O. L?tifolld: O. longiglumis, O. longistaminate, O. meridionalis, O.
meyeriana, O. minuta, O. nivara, O. officinalis, O. punctata, O. rhizomatis, O. ridleyi,
O. nufipogon, O. sa!‘iva. y O. shiechteri e hlbridos de ‘ellos. Ejemplos de las
subespecias de O. Sa.iﬂva incluidos dentro de la prasente invencidn son Japbnig:a e
indica. Una variedad no limitante de Japonica es Niponbare, y un ejemplo no

limitantes de /ndica es la variedad 93-11.

El término “planta de amoz® busca incorporar plantas de armoz en cualquier etapa de
madurez de su dpsant‘)llld. asl como cualquier tejido u érgano (partes de plantas)
tomadas o derivadas de cualquiera de tales plantas a menos que se indique
claramente de otra manera por el contexto. Las partes de planta incluyen, pero no se
limitan a tallos, ralces, flores, dvulos, estambres, hojas, embriones, regiones
meristematicas, tejido calloso, cultivos de anteras, gametofitos, esporofitos, polen,
microporos, protoplastos y similares. La presente invencién también incluye semillas
producidas por las plantas de armoz de la presente invencion. En una incorporacion,
las semillas son crias verdaderas de una mayor tolerancia al herbicida de
imidazolinona en compa.racién con las variedades de semillas de planta de amoz del
tipo salvaje.

La presente invenciét'\ describe una planta de arroz que comprende al menos una
variedad de acido nucleico de AHAS, donde la planta de arroz ha aumentado su

tolerancia al herbicida de imidazolinona en comparacién con la variedad tipo salvaje

de la planta. Como se emplea aqui, el t'ermino “ lugar del gen de AHAS" se refiere a
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la posicion de un gen de AHAS en un genoma, y los términos " gen de AHAS" y &cido

nucleico de AHAS" se refieren a un acido nucleico que codifica la enzima AHAS.

Como se emplea aqul, el termino “variante (variedad) de acido nucleico de AHAS" se
refiere a un écido nucleico de AHAS que tiene una secuencia mutada de un acido
nuclelco.de AHAS del 'tipo salvaje y que confiere a una planta en la cual esta
expresada una ma‘lyor tolerancia a la imidazolinona. Como se emplea aqul, el tdrmino
“ variante de allele de‘ AHAS" se refiere a un copia singular de un &cido nucleico de

AHAS particular.

Concordantemente, la presente invencién incluye una planta de amoz que
comprende una variedad de &cido nucleico de AHAS, planta que tiene un mayor
toleranci_a al herbiclda de imidazolinona en comparacion a una variedad de la planta
del tipo salvaje y donde'lavariedad de &cido nucleico de AHAS codifica una variante
de la protelna d‘e AHAS que incluye una mutacién de alanina a treonina en
comparacion a la pro1':elna de AHAS de tipo salvaje. En una incorporacion preferida ,
la mutacién de alaniﬁa a treonina comresponde a la .posicién 96 de la secuencia de
amino acido de AHAS como se muestra en el SEQ ID No:12. En una incorporacioén
preferida'. la variante de éacido nucleico de AHAS es seleccionada de un grupo
integrado de una secuencia polinucledtido mostrada en SEQ ID NO: 1; una
secuencia polinucledtido mostrada en SEQ 1D No:3; una secuencia polinucledtido
mostrada en SEQ ID N"o:B: una secuencla polinucleétido mostrada en SEQ ID No:
11; un polinucledtido que codifica el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 2; un
polinucledtido que c:!ocliﬁca el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 4; un
polinucledtido que cbdifica el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 8; y un
polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 12.
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La presente invencion incluye partes de plantas de amoz que incluyen una o mas
alleles de AHAS, dopde las plantas de arroz han incrementado su tolerancia al
herbicida de imidazolinona en comparacién a una variedad de la planta del tipo
salvaje. Las alleles de AHAS pueden incluir una secuencia nucleotoide seleccionada
de un grupo consistente de una secuencia polinuciedtido mostrada en SEQ ID NO: 1;
una secuencia polinucleétido mostrada en SEQ ID No:3; una secuencia
polinucledtido mostrada‘en SEQ ID No:5; una secuencia polinucledtido mostrada en
SEQ ID No: 11; un poI;m;cIGOtido que codifica el polipéptido mostrado en SEQ ID
NO: 2; un polinucleétido que codifica el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 4 un
polinuciedtido que cpdifica el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 6; y un
polinucledtido que codifica el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 12; un
polinucledtido que comprende al menos 60 nucledtidos consecutivos de cualquiera
de los polinucledtidos anteriormente mencionados; y un polinucleétido

complementario de cualquiera de los polinucleétidos anteriormente mencionados.

En una Incorporacion, las plantas de armoz comprenden dos variedades diferentes de
acido nucleido de AHAS. En otra incorporaciéon la planta de arroz incluye una
variante de Acido n:l.lcleico de AHAS, donde el -éacido nucleico comprende la
secuencia polinucleé.tlda de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o SEQ ID NO:5.
Preferiblemente, al menos una de las variedades de acido nucleico de AHAS
comprende una secuencia pdlinucledtida seleccionada de un grupo consistente de
SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:5.
El herbicida de imidazolinona puede ser selaccionado pero no se limita a , PURSUIT
(imazetapir), CADRE ® (imazapic), RAPTOR ® (imazamox), SCEPTER ®
(imazaquin), ASSER'Ii' ® (imazetabenz), ARSENAL ® (imazaplir), un derivado de
cualquiera de los herbicidas anteriormente mencionados, o un mezcla de dos o mas

de los herbicidas antes mencionados, por ejemplo, imazapir/imazamox (ODYSSEY
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®). Mas éapaciﬁcamenta. el ﬁerbicida de imidazolinona puede ser seleccionado, pero
no se limita a , acldo 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-i1 }-nicotinico; acido
2-(4-isopmpil)-4-meti|-|5-oxo-2-imidiazolina-2-i1)-3-quino||nacarboxilico. acido 5-etil-2-
(4-isopropil-4-meti|-5-<f>xo-2—imidlazollna-2-i1 }-nicotinico, acido 2-{4-isopropil-4-metil-
5-oxo-2-imidiazolina-2-i1)-5-(metoximetil)-nicotinico, &acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-
oxo-2-imidiazolina-2-i1)}-5-metilnicotinico y una mezcla de metil 6-(4-isopropil-4-metil-
5-oxo-2-imidazolina-2-il}-m-toluato y metil 2-(4-isoprpil-4-metil-5-oxo-2-imidazolinona-
2-II)-p-toI!.|ato. El uso de 4cido 5-etll-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolinona-2-il)-
5-(metoximetil)-nicotinico es particularmente preferido.

Las plantas de arroz descritas aqui pueden ser o plantas de arroz trasgénico o
plantas de arroz no :trasgénico. Como se emplea ;iqul el término “trasgénico” se
refiere a cualquier planta, célula de planta, callos, tejido de planta, o parte de planta,
que contiene todas o al menos parte de un polinucledtido recombinado. En muchos
casos, todas o parte del polinucledtido recombinado esta establemente integrado
dentro de un cromosoma o un elemento extra.-cromosomal estable, asi que es
pasado a generat‘:lonas" sucesivas. Para los propdsitos de la invencién, el tdrmino
"polinuciedtido recombinado” se refiere a un polinucledtido que ha sido alterado ,
reameglado o mod'rﬁc:ado por ingenieria genética. L'os ejemplos incluyen cualquier
polinucleétido clonade, o polinucleétidos, que estén ligados o unidos a secuencias
heterSlogas. El término “recombinado” no se refiere a alteraciones de polinucledtidos
que resultan de eventos que ocumren naturalmente, tales como las mutaciones
espontaneas, o de mutagénesis no espontdnea saguida por una crianza selectiva.
Las plantas que contllenen mutaciones que se derivan de mutagénesis no
espontanea y criapza séle'ctiva son referidas aquf como plantas no trasgénicas y son

incluidas en la presente invencion.
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Un ejemplo de una planta de amoz no trasgénico que comprende una variedad de
acido nucleico de_ AHAS es la linea de planta depositada con el NCIMB que tiene un
Namero NCIMB de Designacion de Depéito de Patente NCIMB 41206, designado
aqul como la linea de armoz AHAS IMINTA 1. La secuencia pc-alinudeétida parcial que
corresponde al gen dé AHAS IMINTA 1 es mostrado en SEQ ID NO:1.

Otro ejemplo de una planta de amoz no trasgénico que eomprende una Acido
nucleico de AHAS es la linea de planta depositada con eI NCIMB que tnene un
Ndmero NCIMB de Designacion de Depdsito de Patente NCIMB 41207, designado
aqul como la linea de arroz AHAS IMINTA 4. La secuencia polinucleétida parcial que
corresponde al geh de AHAS IMINTA 4 es mostrado en SEQ ID NO:3.

Otro ejemplo de una élanta de arroz no trasgénico que comprende un &cido nucleico
de AHAS es la Ilnea' de planta depositada con el NCIMB que tiene un Nimero
NCIMB de Designacion de Depdsito de Patente NCIMB 41208, designado aqui como
la linea de amoz AHAS IMINTA 5. La secuencla polinucledtida parcial que
comresponde al gen de AHAS IMINTA 5 es mostrado en SEQ ID NO:5.

Depdésitos separa&os de cerca de 2500 semlilas de las lineas de trigo tolerantes ala
imidazolinona fueron hechos en el NCIMB, Aberdeen, Scotland, UK en diciembre 22
de 2003. Estos deébshs fueron realizados de acuerdo con los términos y
provisiones del Tratado de Budapest en relacibn con el depdsito de
microorganismos. Los depdsitos fueron hechos por el tdrmino de al menos treinta
afios y al menos cinco afios después del mas reciente requerimiento para el
suministro de una muestra del depdsito es recibido por el NCIMB. Las semillas
deposita;las fueron de* acuerdo a los Nimeros de Designacion de Depdsito de
Patente NCIMB 4‘;206. NCIMB 41207, y NCIMB 41208.
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La presente invencién incluye ias plantas de arroz que tienen un Numero de

Designacion de Depdsito de Patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, o NCIMB 41208;

un mutante, un recombinado o un derivado genéticamente intervenido de la planta -

Nuimero -de Designaciéh de Depdsito de Patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, o
NCIMB 41208; otllalquler progenie de al planta con Nimero de Designacion de
Depésito de Patente .NCIh-dB 41206, NCIMB 41207, o NCIMB 41208; y una planta
que es la progenie dei cualquiera de estas plantas. En una incorporacién preferida, la
planta de arroz de la presents invenci6n adicionalmente tiene las caracteristicas de
tolerancia a los herbicidas de ia planta con Numero de Designacién de Depésito de

Patente NCIMB 41206, NCIMB 41207, y NCIMB 41208.

También estan incluidd's en la presente invencién hibridos de las lineas de armoz

IMINTA 1, 4 y 5 descritas aqul e hibridos de IMINTA 1,4y 5 coﬁ otras planta de

amnmoz.

Los términos “variedad de cultivo (cultivar) " y “variante™ se refieren a un grupo de
plantas dentro un especie, definidos por compartir un grupo comin de caracteristicas
0 rasgos aceptados por expertos en el arte como suficientes para distinguir un
“variedad de un cultivo® o variedad de otro cultivo o variedad. Con ninguno de los
términos se implica que:toiias las plantas de cuaiquier variedad sean genéticamente
idénticas respecto del gene total o molecular o que cua_lquler planta dada sea un
homozigus en todas !as posiciones. Una variedad es considerado “cria verdadera”
para un rasgo particular si, cuando el cultivar o variedad es auto-polinizado, todos los
progenies contienen el rasgo. El término “linea de crianza® o “linea” se refiere a un
grupo de plantas dentro de una variedad definida por el compartir un grupo de
caracteristicas o rasgos aceptados por los expertos en el arte como suficientes para

distinguir una linea de crianza o linea de otra linea de crianza o linea. En ninguno de

los términos se implica que todas las plantas de una linea de crianza o linea sean
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genéticamente idénticas al riivel del gene total 0 molecular o que cualquier planta sea
un homozigus en todos las posiciones. Una linea de crianza o linea es considerada
una “crianza verdadera® para un rasgo particular si, la linea de crianza verdadera es
auto-polinizada, todos los progenies contlenen el rasgo. En la presente invencion, el
rasgo se deriva de una Tutaclén en un gen de AHAS de la planta de armoz o semilla.
Debe entenderse que la planta de amoz de la_presente invencién puede incluir un
acido nucleico de AHAS del tipo salvaje en adicion a una :rarl.edad de acido huc!eioo
de AHAS. Como se d.escribe en el Ejemplo 2, se contempla que las lineas de armoz
IMINTA 1, 4 y 5 contengan una mutacidn en solo un allele de AHAS. En
consecuencia, la presente invencién incluye una planta de aroz que comprende al
menos una variedad de acido nucleico de AHAS en adicién a uno o mas acidos
nucleicos de AHAS del fipo salvaje.

Adicionalmente a las plantas de arroz, la presente invencién involucra proteinas de
AHAS aisladas y ait:idos nucleicos que preferiblemente confieren una mayor
tolerancia a los herbicidas de imidazolinona en comparacién con las proteinas de
AHAS del tipo salvaje. Preferiblemente, los acidos nucleicos de AHAS aislados
codifican una protelna que tienen una mutacion de alanina a treonina.
Preferiblemente, la mutacidn de alanina a treonina esta localizada en un residuo de
amino é.cido que corresponde a la posicién 96 de la SEQ ED NO:12. En una
incorporacion, el é'cido nucleioc; aislado incluye un polinucledtido seleccionado de un
grupo consistente del un polinucledtido como se define en la SEQ ED NO:1; un
polinucledtido como sa define en la SEQ ED NO:3; un polinucledtido como se define
en la SEQ ED NO:5; un polinucledtido como se define en la SEQ ED NO: 11; un
plonucle-otido que codifica un polipéptido como se definién en la SEQ ID NO: 2; un
plonucledtido que codifica un polipéptido como se define en la SEQ ID NO: 4; un

plonucledtido que codifica un polipéptido como se define en la SEQ ID NO: 6; un
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plonucleétido que co:!iﬁca un polipéptido como se define en la SEQ ID NO: 12; un
pliﬁucIMide que coé'ltlene al menos 60 nucleétidoé oonsecutivoé de cualquiera de
los polinuclestidos anteriormente mencionados; y un polinucleétido compleméﬁtan‘o
de cualquiera de los polinucleétidos anteriormente mencionados. En la presente
incorporacién, el é&cido nucleico de AHAS aislado incluye una secuencia

polinucleptida de SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6.
También como s; emplea aqul, el témino "acido nucleico” y “polinucledtido” se
refieren a RNA o ADl'iI que es recto o ramificado, de trenzado dobie o simple o un
hibrido de ellos. El té;'mino también involucra hlbﬁdc;s de RNA/ADN. Estos términos
también involucran secuencias no-traducidas localizadas en ambos extremos 3" y 5°
de la region de codificacidn y al menos 200 nucledtidos de secuencia por debajo del
extremo 3" de la regién de codificacién del gen. Bases menos comunes, tales como
inosina, 5-metilcitosina, 8-metiladenina, hipoxantina y otras pueden ser usadas para
antisentido, dsRNA y er;l1p'arejamiento con ribozima. Por ejemplo, polinucleétidos que
contienen C-5 propina anélogos de uridina y citidina han mostrado fijar RNA con gran
afinidad y ser poteqtes inhibidores antisentidg de la expresion del gen. Otras
modificaciones, tales ‘como modificaciones a la columna fosfodiéster, o el 2°-hidroxi
en el grupo de azicar ribosa del RNA pueden también ser realizadas. Los
polinucledtidos antisentido y ribozimas pueden consistir enteramente de
ribonucledtidos, o pueden contener rinonucledtidos mezclados y
deoxiribonucledtidos. Los polinucleétidos de la invencién pueden ser producidos por
cualquier medio, hduy;n;lo preparacién genémica, preparacion cADN, sintesis in-
vitro, RT-PCR y transcripcién en-vitro o en vivo.
i
Una molécula de &cido nucleico "aislada” es una que esta sustancialmente separada

de otras moléculas de acido nucleico, las cuales estan presentes en la fuente natural

de 4cido nucleico (por ejemplo, secuencias que codifican otros polipéptidos),
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Preferiblemente, un acido nucleico “aislado” esta libre de algunas de las secuencias
que naiuralment_e flanquean el acldo nuclelco (por ejemplo, secuencias localizadas
en los extremos 5" y 3° del &cido nucleico) an su replicdn de ocurrencia natural. Por
ejemplo, un écido' nucleico clonado es consideracio aislado. En varias
incorporaciones, la molécula de écido nucleico de AHAS aislada puede contener
menos de cerca de 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb 0 01 kb de secuencias
nucledtidas que naturalmente flanquean la molécula de ac'!d:o nucleico en el ADN
gendmico de la célula de Ig cual el écido nucieico es derivado '(por ejemplo, un o@lula
de O. Sativa). Uh 4cido nucleico es también considerado aislado si el ha sido
alterado por intervencién humana, o colocado en unas posiciones o Jocalizaciones

que no son su sitio natural, o si es introducido dentro de una célula por agroinfeccion,

biolistica, o cualquier otro método de transformacion de plantas. Mas aun, una .

molécula de acido nucleico “aislado”, tal como una molécula cADN, puede estar libre
de alguno de los otros materiales celulares con los cuales esta naturalmente
asociada, o del medio de cultivo cuando es producida por técnicas de recombinacion,
ode los ﬁrecursores quimicos u otros quimicos cuando es quimicamente sintetizada.
Especificamente o'xcluidos de la definicion de “acidos nucleicos aislados” estan : los
cromosomas de ocun:ancia natural ( tales como los esparcidores de cromosomas),
las bibliotecas de crorinosomas artificiales, las bibliotecas gendmicas, y las bibliotecas
de cADN que existen o como una preparacion de acido nucleico in vitro o0 como una
preparacion de célula anfitriona transfectada/transformada, donde la célula anfitriona
es 0 una preparacidon heterogénea In vitro o plateada como una poblacion
heterogé-nea de colonias individuales. También estan especificamente excluidas las
bibliotecas anteriores donde un écido nucleico espacifico 60nstituye menos del 5%
de un nimero de' insertos de &cido nucleico en las moléculas vectores. Ademas
especificamente exclt,_pidas ADN gendmico de célula completa y la preparaciones de
RNA de célula comp;eta ( incluyendo las preparacitl:nes de células completas que

son mecanicamente cizalladas o digeridas enzimaticamente) Aun mas excluidas
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especlﬁc.aments estan las preparaciones de célula completa encontradas o en una
preparacién In vitro o como'una mezcla heterogénea separada por electroforesis
donde el acido n:xcleico de la invencién no ha sido separado mas de los acidos
nucleicos hetertlogos en el medio de electroforesis (por ejemplo, separando mas por
escision una banda In:dlvidual de una poblacion de b.anda heterogénea en un gel de

agarosa o un secado (blot) de nylon)

Una molécula de &acido nucleico de la presenta invencion, es decir, un rnolécul:_a de
&cido nucleico que contiene una secuencia nucleétida de SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:3, SEQID r:IO:S.'. SEQ ID NO:11 o una’porcién de ellas, puede ser aislada
usando ‘técnicas de biologia molecular estandar y la informacion de secuencia
provista aqul. Por eje|lnplo. un ADN de AHAS de O. S_ativa puede ser aislado de una
biblioteca de O. Sativ;l usando una porcion de la secuencia de SEQ ID NO:1, SEQ
IDNO:3, SEQIDNO:50 SEQID NO:11. Mas adn, una molécula de écido nucleico
que involucra toda o una porcion de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQID NO:50
SEQ ID NO:11 puede ser aislada por reaccién en cadena de polimerasa usando
primers de oligonucledt‘ldos disefiados con base en esta secuencia. Por ejemplo,
m_RNA puede ser ,aislacio ;de células de la planta ( por ejemplo, por el procedimiento
de extraccion guanidinium-tiocianato de Chirgwin et al., 1979, Biochemistry 18:5294-
52089), y cADN puedp ser preparado usando transcriptasa reversa ( por ejemplo,
transcriptasa reversa 'MLV de Moloney, disponible de Gibco/BRL, Bethesda, MD; o
transcriptasa reversa AMV, disponible de Seikagaku America, Inc., St. Petesburg ,
FL). Primers de oligonucledtidos sintéticos para la amplificacion de la reaccion en
cadena de polimerasa pueden ser diseflados basado en la secuencia nucledtida
mostrada en SEQ ID NS):1, SEQ ID NO:3, SEQIDNO:50 SEQID NO:11. Una
molécula de acido nuclaic;o de la invenclén puede sér amplificada usando cADN o,
altemativamente, ADN genémico, como una plantilla y primers de oligonucledtidos

aproﬁiados de ,acuard'o a las técnicas de amplificacién estandar PCR. La molécula
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de &cido nucleico ampliada de esta manera puede ser clonada dentro de un vector
apropiado y caracteriizada por un anélisis de secuencia de ADN. Adicionalmente,
oligonucledtidos que t.:on'esponden a un secuencia nucledtida de AHAS pueden ser
preparados por técnicas estandar sintéticas, por ejemplo, usando un sintetizador de

ADN automatizado.

Los écldc.aa nucleicos de AHAS de la presente invencién pueden incluir un secuencia
que codifica una 'protelna de AHAS (es decir, “regiones codificadoras”), asl como
secuencias no traduclldas 5" y 3°. Altemnativamente , las moléculas de &cido nucieico
de la presente Invencifon pueden Incluir solo las rogldnes codificadoras de un gen de
AHAS, o puedan contener fragmentos gendomicos completos aislados de ADN
genémloo Una roglon codificadora de estas secuencias es indicada como una *
posicion ORF*" . Mas aun, la molécula de écido nucleico de la invencion puede incluir
una porr;ldn de una regién de codificacién de un gen de AHAS, por ejemplo, un
fragmento puede ser usado como un punta de prueba o primer. Las secuencias
nucleétidas deter;ninadas de la clonacién de los genes de AHAS de O. Sativa
permiten la genamclbp de puntas de prueba y pnmors disefiados para ser usados en
la identificacién y/o clonado de homdlogos de AI-IAS en otra tipo de células y
organismos, asl como homélogos de AHAS de otras plantas de amoz y especies
relacionadas. La parte de la region codificadora puede también codificar un
fragmento bioclégicamente activo de una proteina de AHAS.

Como es usado qqul. 'el término “parte biolégicamente activa de” una protefna de
AHAS hace referencia a una parte, por ejemplo, un dominit;;motiff. de una proteina
de AHAS que, cuando se produce en una planta incrementa la tolerancia de la planta
a los herbicidas de imidazolinona en comparacién con la variedad tipo salvaje de la
planta. Métodos para cuantificar el incremento de la tolerancia a los herbicidas de

imidazolinona son provistos en los ejemplos que se dan mas adelante. Porciones
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biolégicamente activas de una proteina de AHAS incluyen péptidos derivados de
SEQID NO:2, SEQIDNO:40 SEQID NO:6 o SEQ ID NO:12, las cuales incluyen
menos amino Acidosique una proteina de AHAS ds longitud total e imparten una
mayor tolerancia del herbicida de imldazollnor;a una vez 8e expresan en una planta.
Tipicamente, porciones activas bioldgicamente ( por ejem|')lo. péptidos que son, por
ejemplo, 5, 10, 15, 20, 30, 35,36,37, 38, 39, 40, 50, 100, o mas amino &cidos en
longitud) incluyen un dominio o motiff con al menos una actividad de una protelna de
AHAS. Mas aun, otras Bartes biolégicamente activas en las cuales otras regiones del
polipéptido son eliminadas, pueden preparadas por técnicas de recombinacién y
evaluadas para una o mas de las actividades descritas aqul. Preferiblemente, las
porciones bioIngcamBnte activas de una proteina de AHAS incluyen uno o mas
dominios consarvado;z seleccionados de un grupo consistente de un Dominio A, un

Dominio B, un Dominio C, un Dominio D y un Dominio E, donde el dominio

conservado contiene una mutacion.

La Invencién también prpporciona quimérico de AHAS o polipéptidos fusién. Como se
emplea aquif, un "pollpéptido quimérico” de AHAS o “polipéptido fusién® incluye un
polipéptido de AHAS operativamente conectado a un polipéptido de no AHAS. Un
“polipéptido de no-AHfAS" se reflere a un polipéptido que tiene una secuencia amino
acida que no es sustancialmente idéntica a un polipéptido de AHAS, por ejemplo, un
polipéptido que no es una isoenzima de AHAS, el cual desempefia una funcién
diferente que un polipéptido de AHAS. Como se emplea aqui con relacion aun
polipéptido fusion, el término “operativamente conectado® pretende indicar que el
polipéptit.io de AHAS y el polipéptido de no AHAS estén fusionados entre sl asl que
ambas secuencias; satisfacen la funcion propuesta atribuida a la secuencia usada. El
polipéptido de no AHAS puede ser fusionado a un terminal N o un terminal C de un
polipéptido de AHAS. Por ejemplo, en una Incorporaclén el polipéptido fusién es un
polipéptido fusion GST-AHAS en la cual la secuencia de AHAS es fusionada al
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terminal .C de la secuencia GST. Tales polipéptidos de fusién pueden facilitar la
purificacién de pollpép'tidoa de AHAS recombinados. En otra Incorporacion, el
polipéptido de fus‘ion es un polipéptido de AHAS que contiene una secuencia de
sefial heterdloga en s!a terminal N. En clertas células anfitonas (por ejemplo, células
‘anfitrionas mamlferas.). la expresion y/o secrecién de. un polipéptido de AHAS ‘puede
ser incrementada a través del uso de una secuencia de sefial heterdloga.

Una molécula de &cido nucleico aislada que codifica un poli;éptido de AHAS que
tiene un clerto porcentaje de identidad de secuencia con un polipéptido de SEQ ID
NO:2, SEQ ID. NO::II 0 SEQ ID NO#8 o SEQ ID NO:12 puede ser creada
introduciendo una o mas sustituciones, adiciones, o eliminaciones de nucleétidos
dentro de la secuenci? de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, éEQ IDNO:50 SEQID
NO:11 tal que una o mas de las sustituclones, adiciones o eliminaciones de amino
acidos son introducidas en los polipéptidos codificados. Mutaciones pueden ser
introducidas en las secuencias de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 0
SEQ ID NO:11 por técnicas estdndar, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis PCR- mgdiada. Preferiblemente, sustituciones de amino &cidos
conservadoras son real.izﬁdas en uno mas residuos de amino acidos no esenciales
predichos.

Una "lsustituciOn de amino 4cido conservadora® es una en la que el residuo de amino

4cido es reemplazado con un residuo de amino acido que tiene una cadena lateral

similar. Familias de amino &cidos que tienen cadenas laterales similares han sido

_definidas en el arte. Estas famillas incluyen amino 4cldos con cadenas laterales

basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acldas (por
ejemplo, &cido aspértico, 4cido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas
(por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina),

cadenas laterales nd| polares ( por ejemplo, alanina, valina, leuclna, isoleucina,
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prolina, fenilalanina, metionina, triptofan) cadenas laterales beta-ramificadas (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, trlptofan histidina). Asl, un residuo de amino &cido no esencial
predicho en un pollpéptldo de AHAS es prafenblemente reemplazado con otro
residuo de amino acido de la misma familia de cadena lateral. Alternativamente, en
otra Incorporacién, mutaciones pueden ser introducidas aleatoriamente a lo largo de
todo o parte de una s'ecuencia codificadora da AHAS, tal como por mutagénesis de
saturacién, y los mutantes resultantes pueden ser separados para una actividad de
AHAS descrita aqul para identificar mutante que retienen actividad de AHAS. Luego
de la mutagénesis de la secuencia de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5
o SEQID NO:11, el palipéptido codificado puede ser expresado recombinadamente
y la actividad del’polipéptido puede ser determinada analizando la tolerancia a la
imidazolinona de la planta que expresa el polipéptido como se describe en los
ejemplos de mas adeflante.

Para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de dos secuencias de
amino acidos, las secuencias son alineadas para una optima comparacion (por
ejemplo, brechas pueden ser introducidas en la secuencia de un polipéptido para un
alineami'ento Optimo cdn.el otro polipéptido). Los residuos de amino 4cidos en
posiciones de am'ino écidos correspondientes son luego comparadas. Cuando una
posicién en una seculencia es ocupada por el mismo residuo de amino acido que en
la posicién con'esponéliente de la otra secue‘ncia. las moléculas son idénticas en esa
posicion. EI mismo tipo de comparacién puede ser hecha entre dos secuencias de

acido nucleico. El porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias es

‘funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por la secuencias (por

ejemplo, porcentaje de- identidad de secuencia = namero de posiciones

idénticas/namero de poélciones totales X 100). Para los propésitos de la invencion, el

porcentaje de secuencia idéntica entre dos &acidos nucleicos o secuencias de
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polipéptidos es determinado usando el programa Vector NTI 6.0 (PC) (InforMax,
7600 Wisconsin Ave, Bethesda, MD 20814). Una pena de abertura de brecha de 15y
una pena de extension de brecha 6.66 son usadas para determinar el porcentaje de
identidad de dos écidos nucleicos. Una pena de abertura de brecha de 10 y una pena
de extensi6n de brecha ';:Ie' 0.1 son usadas para determinar el porcentaje de identidad
de dos polipéptidos. Todos los deméas parametros son establecidos en los ajustes
defecto. '

Debe entenderse que para el propdsito de determinar la secuencia de identidad,
cuando se compara una secuencia de ADN con una secuencia de RNA, un
nucleétido de timidina es equivalente a un nucledtidos de uracil. Preferiblemente, los
polipéptidos de AHAS aislados inciuidos en la presente invencion son por lo menos
cerca de 50 —60 %, pr;fe.rlblemente al menos 60 — 70%, y mas preferiblemente al
menos 70 -75 %, 75 — 80%, 80 — 85 %, 85 — 90%. 0 90 — 95 % y mas
preferiblemente cerca;de 96%, 97 %, 88%, 89%, 0 mas idénticos a la integridad de la
secuencia de amino cidos mostrados en SEQ (D NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID
NO:6 o SEQ ID NO:12. En otra incorporacion, los polipéptidos de AHAS aislados
incluidos en la presente invencién son al menos 50 —60 %, preferiblemente al menos
60 — 70%, y mas preferiblemente al menos 70 —75 %, 75 — 80%, 80 — 85 %, 85 -
80%, 090 -85% y mas preferiblemente cerca de 96%, 97 %, 98%, 99%, o mas
idénticos a la Intdgridad de la secuencia de amino éacidos mostrados en SEQ D

NO:2, SEQIDNO:4 o SEQ ID NO:6 o SEQID NO:12.

Adicionalmente, acid'os nucleicos de AHAS optimizados pueden ser creados.
Preferiblemente, un acido nucleico de AHAS optimizado codifica en polipéptido de
AHAS que modula la tolerancia de la planta a los herbicidas de imidazolinona, y mas
preferiblemente incrementa la tolerancia de la planta a los herbicidas de

imidamliﬁona con su. sobre-expresién en la planta. Como se emplea aqul
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."optimizado® se reﬁeria a un 4cido nucleico que es genéticamente ingeniado para

incrementar sus expresion en una planta o animal dado. Para proporcionar écidos
nucleicos de AHAS optimizados, la secuencia de ADN del gen puede ser modificada
a 1) incluir codones preferidos para genes de plantas expresados altamente; 2)
incluir un contenido A+T en la composicion base de nucleétido a aquel
sustancialmente encontrado en plantas , 3) formar una secuencla de iniciacién de
planta, 4) elimil;ar secuencias que causan desestabilizacién, poliadenilacién
inadecuada, degradacion y terminacion de RNA, o que forman ganchos de estructura
secundaria o sitios de: empalme de RNA . Mayores éxpmiones de écidos nucleicos
de AHAS en las plantas pueden ser alcanzados utilizando la distribucion de
frecuencia de uso de codones en plantas en general 0 una planta en particular:
Métodos para optimizar la expresién de acidos nucleicos en plantas pueden ser
encontrados en EPA 0358472; EPA 0385962; Aplicacion PCT No WO 91/16432,
Patente US No. 5..:-!80.8’.:‘}1': Patente US No. 5,436,391; Perlack et al. 1891, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 88:3324-3328; y Murray et al., 1989, Nucleic Acid Res. 17:477-498.

Como se em'plea aqul, “frecuencia de uso de codones preferida” se refiere a la
preferencia exhibida por una célula anfitién especlfica al uso de codones de
nucledtidos para especificar un amino acido dado. Para determinar la frecuencia de
uso de un codon particular en un gen, el nimero de ocumencias de tal codon en el
gen es dividido por °|. nimero total de ocumrencias de todos los codones que
especifican el migmo a;niﬁo acido en el gen. SIhiIarmente. la frecuencia de uso de
codones preferida exhjbida por una célula anfitrién puede ser calculada promediando
del uso de codones pteferida en una gran nimero de genes expresados por la célula
anfitrion. Es preferible que este andlisis se limite a genes que estén altamente
expresados por la célula anfitriona. El porcentaje de desviacion de la frecuencia de

uso de codones preferida para un gen sintético respecto del empleado por una célula

anfitrion es calculado primero mediante la determinacion del porcentaje de
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desviacién de la fracuencia. de uso de un codon singular respecto del de la célula
anfitrién seguido de obtener la desviacién promedio sobre todos los codones. Como
se define aqul, este calculo incluye codones Unicos (por ejemplo, ATG y TGG). En
términos generales, la desviacion promedio total del uso de codones de un gen
optimizado respecto de aquel de la célula anfitrién es calculado usando la eéuacién 1
A=n=12ZX,—Yn X, vaces 100 Z donde X, = frecuencia de uso de codone:ns parala
célula anfitrién; Y, = frac.:u?ncia de uso de codones n en el gen sintético, n representa
un codon individual que especifica un amino acido y el niimero total de codones es Z.
La desviaciéon total de la frecuencia de uso de codones, A; para todos los amino
acido debe preferibleinente ser menor del 35%, y mas preferiblemente menor de
10%. ' |

Por lo tanto, un acido nucleico de AHAS puede ser optimizado asl que su distribucién
de uso de codones se desvia, preferiblemente, no mas d.el 25% respecto de aquella
originalniante expresada en los genes de la planta y, mas preferiblemente, no mas
de cerca del 10%. Adicionalmente, se da consideracién al porcentaje de contenido G
+ C de la tercera base degenerada (los monocotiledones parecen favorecer G + C

en esta poslicion, miéntras que los dicotiledones no). También se reconoce que el

nucledtido XCG (donde X es A, T,C o G) es el codon menos preferido en dicot

" mientras que el codon XTA es evitado en ambos monocot y dicot. Los acidos

nucleicos optimizados de esta invencién también preferiblemente tienen indices de
evitado doble CG y TA aproximéndose cercanamente a aquellos de la planta
anfitriona escogida. (por ejempo, Oryza Sativa)-. Mas preferiblemente estos indices
so desvian de aqt;ellos en el anfitridn en no mas del 10 — 15 %.

En adicién a las moléi:ulas de acido nucleico que oociiﬁcan los polipéptidos de AHAS
descritos antes, otro aspecto de la invencidon hace relacion a moléculas de _écido

nucleico aisladas que son antisentido alli mismo. Se piensa que los polinucleétidos
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antisentido inhiben la e'xpresion de un polinucledtido objetivo mediante la fijacion
especificamente 'del polinuclettido objetivo e interfiiendo con la trascripcion,
empaime, transporte, traduccién y/o estabilidad del polinucledtido objetivo. Se
describen métodos e!n el arte previo para apuntar -al polinucledtido antisentido al
ADN cromosomal, a un trascriptor RNA primario o0 a un mRNA procesado.
Preferiblemente, las regiones objetivo incluye sitios de insercién, codones de
iniciacién de traducclén, codones de terminacion de traduccién, y otras secuencias

dentro del marco de lectura abierto.

El término “antisentido” para los propésitos de la presente invencién , se refiere a loa
écidos nucleicos que incluyen un polinucledtido que es suficientemente
complementario a todo o a una parte del gen, trascriptor primario, 0 mMRNA
procesado, asi que interfiere con la expresion del gen endégeno. Polinuclettidos
‘complementarios® son aquellos que son capaces de emp;rejamiento de base de
acuerdo con | las reglas de complementariedad de Watson-Crik estandar.
Especificamente, las purinas se emparejan de base con pirimldinas para formar una
combinacién de guanin.a émparejada con citosiﬁa (G:C) y adenina emparejada con
cualquiera timina (A:T) en el caso de ADN, o adenina emparejada con uracil (A:U) en
el caso de RNA. Se entiende que dos polinycledtidos pueden hibridizarce
mutuamente aun si ellos no son completamente complementarios entre si, sismpre
que cada uno tenga al meﬁos una regién que sustanciaimente complementaria una
de la otra.El término “ 4cido nucleico antisentido™ incluye RNA de trenzado simple
asl como casetes de expresion de ADN de doble trenzado que pueden ser trascritos
para producir un RN@ antisentido. Acidos nucleicos antisentido "activos® son
moléculas de RNA antisentido que son capaces de hibridizarce selectivamente con
un trascriptor primario 0 mRNA que codifica un polipéptido que tiene al menos 80%
de identidad de secuéncia con la secuencia de polipéptido de SEQ ID NO:2, SEQ

ID NO:4 0 SEQ ID NO:6 o SEQ ID NO:12.
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En adicion a los 4cido nucleicos &e AHAS y a los polipéptidos descritos arriba, la
presente invencién invqlupra estos acldos nud_eicos y polipéptidos anexados a un
moiety. Estos moibties Incluyen, pero no se limitan a, moleties de deteccién, moieties
de hibridizacion, moieties de purificacién, moieties de entrega, moieties de reaccion,
moieties de fijacién ; simllares. Un grupo tipico de écidos nucleicos que tienen
moieties anexados sc:n puntas de prueba y primers. Las puntas de prueba y primers
tipicamente Incluyen un oligonuciedtido sustancialmente aislado. El oligonucleétido
tipicamente incluye una regién de secuencia oIigonucIeth;la que hibridiza bajo
condiclones rigurosas al menos cerca de 12, preferiblemente cerca de 25. mas
prefalible-mente cerca de.40, 50 o 75 nucledtidos consecutivos de una trenza de
sentido de la secuencia establecida en SEQID NO:1, SEQID NO:3, SEQID NO:5
o SEQID NO:11; una secuencia antisentido de la secuencia establecida en SEQ ID
NO:1, SEQID N0:3i. SEQ ID NO:50 SEQ ID NO:11, o mutantes de ocurrencia
natural de ellos. Primers basados en la secuencia nucleétida SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:5 0 SEQ ID NO:11 pueden ser usados en reacciones de PCR
para clonar homodlogos de AHAS. Puntas de prueba basadas en la secuencia de
nuclebtid_o de AHAS pueden ser usadas para detectar trascriptores o secuencias
gendémicas que codifican los mismos polipéptidos homélogos. En incorporaciones
preferidas, la punt?a de pmepa comprende un grupo marcador anexo, por ejempio el
grupo marcador puedp ser un radioisétopo, un compuesto fluorescente, un cofactor
enzimatico . Tales pu:ntas de prueba pueden ser usat:las como parte de un equipo de
prueba de marcador gendémico para identificar células que expresan un polipéptido
de AHAS, tal como midiendo un nivel de acido nucleico que codifica AHAS, en una

muestra células, por ejemplo, detectando niveles de AHAS mRNA o determinando si

un gen de AHAS gendmico ha sido mutado o eliminado.

La invencién provee ademés un vector de expresién recombinado aislado que

incluye &cido nucleico de AHAS como el descrito antes, donde la expresion del
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vector en un célula anfitrién resulta en un incremento de la tolerancia a los herbicidas
de imidazolina en comparacién a una variedad del tipo salva-je 'de la célula anfitridn.
Como es empleado aqul, el término “vector” se refiere a una molécula de &cido
nucleico bapaz de traspprtar otro &cido nucleico al cual ha sido conectada. Un tipo de
vector s un “plasmido” el cual se refiere a un aro de ADN de doble trenza circular
dentro del cual segmentos adicionales de ADN pueden ser ligados. Otro tipo de
vector es el vector vili'al. donde segmentos adicionales de ADN pueden ser ligados
dentro de un genoma viral. Ciertos vectores son capaces de ra-plicaciOn auténoma en
una célula anfitrién en la cual han sido introducidos (por ejemplo, vectores bacteriales
que tienen una replicacidon de origen bacterial y vectores episomales mamiferos).
Otros vectores (por ejemplo, vactore_s no-episomales mamiferos) estdn integrados
dentro d.el genoma de una célula anfitrién una vez introducidos dentro de la célula
anfitrién, y en oon'secuencia son replicados conjuntamente con el genoma anfitrién.
Mas aun, ciertos veclpras son capaces de conducir la expresién de los genes a los
cuales estan operaiiviamente conectados. Tales veétores son referidos aqul como
“vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas
de ADN recombinado son a menudo en la forma de plasmidos. En la presente
especificacion, “plamido” y “vector” pueden ser usados de manera intercambiada ya
que el plasmido es la fomna de vector mas usada. Sin embargo, el invencion esta
formulada para incfluir otraa formas de vectdras de expresién, tales como los vectores
virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos de replicacién, adenovirus, y virus adeno-
asociédoa) los cuales :sirven funciones equivalentes.

Los vectores de expresién recombinados de la invencién incluyen un acido nucleico
de la invencion en un forma adecuada para la expresioén del acido nucleico en una
célula anfitriona, lo que significa que los vectores de expresion recombinados
incluyen .uno o mas secuencias regulatorias, seleccionadas sobre la base de las

células anfitrionas a sar. usadas para expresion, la cual es operativamente conectada
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a la secuencia de acido nucleico a ser expresado. Con respecto a un vector de
expresion recombinado, "operativamente conectado” es usado para indicar que la
secuencia nucledtida de interés es conectada a la secuencia (s) regulatorias en una
forma que permite la expresion de la secuencia rucledtida (por ejempio, en una
trascripcion in vitro/sistema de traduccién o en una célula anfitrion cuando el vector
es introducido dentro d; eila). El término “secuencia ra.gulatoria" es usado para incluir
promotores, incrementadores y otros elementos de control de expresion (por ejemplo
sofiales de poliadenilacién). Tales secuencias ragulatoria.s son descritas, por
ejemplo, en Goeddel: Gene Expression Technology: Methods.in Enzymology .185,
Academic Press, San Diego, CA (1990) y Gruber and Crosby, en : Methods in Plant
Molecular Biology and Biotachnology, Eds. Glick and Thompson, Capitulo 7, 80 —108,
CRC Press: Boca Raton, Florida, incluyendo las referencias en ellos. Las secuencias
reguladoras incluyen esas que conducen explgsién constitutiva de una secuencia
nucledtida en muchos tipos de células anfitrionas y esas que conducen expresién de
una secue.ncla nucledtida solo en ciartas células anfitionas o bajo ciertas
condiciones. Sera apr|hciado por aquellos experimentados en el arte que el disefio de
los vectores de exp'ra.sibn puede depender en factores tales como la escogencia de
la célula anfitrion a ser trasformada, el nivel de expresion de polipéptido deseado,
etc. Los vectores de expresion de la invencidn pueden ser introducidos dentro de
células anfitrionas para asl producir polipéptidos o péptidos, incluyendo polipéptidos
o péptid;:s de fusién, codificados por &cldo nucleico como el descrito aqul. (por
ejemplo, polipéptidos de AHAS, polipéptidos de fusion).

En una inoorporacién:: preferida de la presente Invencidn, los polipéptidos de AHAS
son expresados en plantas y células de plantas tales como células de planta
unicelular (tal como algas) (ver Falciatore et al., 1889, Marine Bioltechnology 1(3):
239 — 252 y referencias alll) y células de plantas de plantas mas latas (por ejemplo,

los espermatofitos, tales como plantas de cosecha). Un polinucledtido de AHAS
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puede ser introducido en una planta por cualquier medio, incluyendo trasfeccion,

trasformaci6n o traduccion, electroporaclién, bombardeo de particulas, agroinfeccién,

biolistica y similares.

Métodos adecuados para transformar o trasfectar células anfitrionas incluyendo
células de plantas pueden ser encontrados en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Prass.' Cold Spring Harbor, NY, 1989) y otros manuales de Iabora@orio
tales como Métodos en Biologla Molecular, 1955, Vol 44, Agrobacterium protocols,
Ed: Gratland _and.daveiiy. Humana Press, Totowa, New Jersey. Como el incremento a
la tolerancia a los herbicidas de imidazolinona es un rasgo general que se desea sea
heredado en una amplia variedad de plantas como malz, trigo, centeno, avena,
sorgo, amoz, cebada, soya, manl, algodén, rapeseed y canola, manihor, pimienta,
girasol y tagetes, plantas solandceas como papa, tabaco, berenjena y tomate,
especies Vicia, arveja, "alfafa. plantas arbustivas (café, cacao, te), especies Salix,
arboles (palma d; acelite, coco), pastos permanentes y cultivos de foraje, estas
plantas de cultivo 301:1 también plantas objetivo para una ingenieria genética como
una incorporaciéon ma.s de la presente invencién. En. una incorporacién preferida, la
planta es de amoz. Cultivos de forraje incluyen, pero no se limitan a millo, alpiste ,
cebadilla, pastura de centeno, bluegras , hierba de huerto, alfalfa, salfoin, pie de

péjaro, trébol de semradela, trébol alsike, trébol rojo, y uébol dulce.

En una incorporacion d:e la presente invencion. Trasfeccién de un polinucledtido de
AHAS dentro de una planta es logrado por transferencia de gen mediada por
Agrobacterium. Un m_ﬁndo de trasformacién conocido a aquellos expertos en el arte
es el sumergir un planta florecida en una solucién de Agrobacteria, donde la
Agrobacteria contiene el dcido nucleico de AHAS, seguido por la cria de los gametos

trasformados. La transformacién de la planta mediada por Agrobacterium puede ser
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realizada usando, ,por o].er;lplo. el GV3101 (pMPQO) (Koncz y Schell, 1988, Mol. Gen.
Genet. 204:383-396) o LBA4404 (Clontech) variedad Agrobacterium tumefaciens .
La trasformacion puéde ser realizada por técnicas de trasformacion estandar y
regeneracion (Dablaere et al., 1994, Nucl. Acid. Res. 13:4777-4788; Gelvein,
Stanton B and Shilperbot. Robert A, Planta Molecular Biology Manual, 2nd Ed. -
Dordrecht: Kluwer Academic Publ. 1995, - In Sect., Ringbuc Zentrale Signatur: BT11-
P ISBN 0-7923-2731-4; Glick, Bemard R. And Thomson, John E. Methods in Planta
Molecuiar Biology and Blotechnology, Boca Raton: CRC Press, 1993 360 S, ISBN 0-
8493-5164-2). Por ejemplo, canola puede ser trasformada via cotiledén o
transformacion dé hipocotil (Moioney et al, 1989, Plant Cell Report 8:238-242; De
Block et al, 1889, Plant Physiol, 91:684- 704).- E! uso de antibidticos para
Agrobacternium y sele;:cién de la planta depende del vector binario y la variedad de
Agrobacterium empleada en la trasformacién. La seléccibn de canola es
normalmente realizada usando kanamicina como un marcador de planta
seleccionable. La transferencia de gen por Agrobacterium a la linaza puede ser
realizada usando, por ejemplo, una técnica descrita por Miynarova et al., 1994, Plant
Cell Report 13:262 —285. Adicionalmente la trasformacién de la soya puede ser
realizada usando por ejemplo la técnica descrita en la Patente Europea No. 0424
047, la Patente US N%). 5,322,783, la Patente Europea No 0397 687, la Patente US.
No 5,376,543, o la Patente US No 5,1689,770. La trasformacion del maiz puede ser
lograda por bombardeo de particulas, toma de ADN mediada por polietileno glicol o
via una técnica de fibra de carburo de silicio. (ver, por ejemplo, Freeling and Walbot
“The maize handbook” Springer Verlag: New York (1983) ISBN 3-540-97826-7). Un
ejemplo .aspeclﬂco de trasformacion de maiz es encontrado en la Patente U.S No
5,990,387, y un eiemplo especifico de trasformacién de trigo puede ser encontrado
en la aplicacién PCT No WO 93/07256. '
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De acuerdo a la presente mvenctbn el polinucleédtido de AHAS introducido puede ser
mantenido en la pélula de Ia planta establemente si es incorporado dentro de un
replicobn autdnomo no-cromosomal o integrado dentro de los cromosomas de la
planta. Altemativaments, el polinucledtido de AHAS puede estar presente en un
vector no-replicante ‘ extra-cromosomal y ser expresado translentemente o
transientemente activo. En una incorporacién, un microoorganismo rect;mbinado
homologo puede sel: creado donde el polinucieétido de AHAS es integrado dentro de
un cromosoma, un vector es preparado el cual contiene al menos un porcién de un
gen de AHAS denim. del cual una ehmmamén adicibn o sustitucién ha sido
introducida para asl altarar por ejemplo, perturbar funcionaimente, el gen de AHAS
endégeno y crear un gen de AHAS. Para crear un mutacién puntual via
recombinacién homéléga. hibridos de ADN-RNA pueden ser usados en una técnica
conocida como quime;raplastl (Cole- Strauss et al., 1998, Nucleic Acids Research 27
(5) :1323 — 13330 abd Kmiec,1999, Gene Therapy American Scientist 87(3):240 -
247). Otros procedimientos de recombinacién homologa es especies de son también
conocidos en arte y son contemplados para usar aqul.

En el vector de récombinacién homdlogo, el gen de AHAS puede ser flanqueado a
sus extremos 5"y 3° por una molécula de acido nucleico adicional del gen de AHAS
para permnitir que Ia': recombinacion homéloga entre el gen de AHAS exdgeno

trasportado por el vector y el gen de AHAS enddgeno, en un microorganismo o

‘planta. La molécula de acido nucleico de AHAS adiclonal que flanquea es de

suficiente longitud para un exitosa recombinacién homéloga con el gen enddgeno.
Tipicaments, cientos de parejas de base hasta kilobases de ADN flanqueado.(a
ambos e;(tmmqs 5° y 3°J estan incluldos en el vector ( ver, por ejemplo, Thomas K. R,
and Capecchi, N'I.R. 1987, Cell 51:503 para una descripcion de vectores de
recombinacién homéllogos. o Strepp et al., 1998, PNAS, 95(8) 4368 — 4373 para

recombinacién basadél en cADN en Phycomitrella pétonts) Sin embargo, puesto que
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el gen de AHAS normalmente difiere del gen de AHAS en unos pocos amino acidos,
una secuer!cia deé flanqueo no siempre es necesarla. El vector de recombinacion
homoélogo es introducido- dentro del microorganismo o célula de la planta (por
ejemplo, via ADN 'mediado por poli-etileno glicol), y las células en las cuales el gen de
AHAS introducido se ha recombinado homélogamente con el gen de AHAS

endogeno son seleccibnadas usando técnicas bien cﬁnocidas.

En otra incorporacion, microorganismos recombinados pueden ser producjdos
conteniendo sistemas seleccionadas que permiten una expresion regulada de | gen
introducido. Por ejemplo, la inclusion de un gen de AHAS sobre un vector
colocandolo bajo ?ontrdll del operon lac permite’ la expresién del gen de AHAS solo
en presencia de IPGT. Tales sistemas regulatorios son blen conocldos en el arte.

Ya sea presente en llm vector no replicante extra cromosomal 0 en un vector que
esta integrado en un cromosoma, el polinucleétido de AHAS preferiblemente reside
en un casete de expresion de la planta. Un casete de expresién de la planta
preferiblemente contiene secuencias reguladoras capaces de manejar expresiones
del gen en células de la' planta que estdn operativamente conectadas asi que cada
secuencia pude rgallza; su funcién, por e]empld. la terminaclén de trascripcidén por
sefiales de poliadenilacion. Las sefiales de poliadenilacion preferidas son aquellas
que se originan de Agrobacterium tumefaciens t-ADN tal como el gen 3 conocido
como octopina sintasa del Ti-plasmido pTIACHS5 (Gielen et al, 1984, EMBO, J 3: 835)
o equivalente funcionales de el, pero también otros destructores funcionalmente
activos en plantas son adecuados. Como la expresion del gen de las plantas es a
menudo no limitado en niveles de trascripcidn, un casete de expresion de la planta
contiene’ praferiblemer}te otras secuencias operativamente conectadas como

ampliadoras de traduccién tal como la secuencia sobre-conducida que contiene la

secuencia lider no traducida 5° del virus mosaico del tabaco ampliando la razén
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polipéptido por RNA (gallié et al., 1987, Nucl. Acids. Research 15. 8693-8711).
Ejemplos de vectores de expresién de plantas incluyen esos detallados en; Becker,

D. et al., 1992, Nuevos vectores binarios de pIantas- con marcadores seleccionables
localizados préximos al borde izquierdo, Plant Mol. Bio. 20:1195-1197; Bevan, M.W.

1984, Binary Agrobacterium vectors for plant trasformation, Nucl. Acid. Res. 12:8711-

8721; and Vector for Gene Trasfer in Higher Plants; in: Transgenic Plantas, vol 1,
Engineering and Utiltion. ads: Kung and R, Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38)

La expresién del gen de plantas dqbe estar operativamente conectada a un promotor
apropiado que confiera una expresién del gen en una manera oportuna, tipo célula-
preferido o tejido-preferido. Los promotores iitiles en los casetes de expresion de la
Invencit':l:l incluyen cualquier promotor que sea capaz de inlciar trascripcién en una
célula de una pla;1ta. Tales promotores incluyen, pero no se limitan a aquellos que
pueden ser obtenido's de las plantas, virus de plantas y bacterias que contienen

genes que estan expr:esados en plantas, tal como Ag'mbaderium y Rizoblum.

El promptor puede ser constitutivo, inducible, desamrollado-preferido, tipo célula-
preferido, tejido-preferido u oérgano-preferido. Los promotores constitutivos son
activos l?ajq la mayoria de las condiciones. Ejemplos de promotores constitutivos
incluyen los promotores" CaMV 19S y 35S (Odell et al, 1985, Nature 313: 810 — 812),
el promotor X Ca' MV 35 S (kay et al., 1987, Science 236: 1299 —1302) el promoror
Sept 1, el promotor q‘ctina de arroz (McEroy et al., 1990, Plant cell 2:163 —171), el
promotor actina Arab;'dopais , 6 promotor ubiquitina. (christensen el al., 1989, Plan
Molec. Bilo. 18: 675 — 688); pEmu (Last et al., 1991, Theor. Appl. Gnet. 81;581 -
588) el promotor 35 S de virus mosaico figwort , el promotor Smas (Velten et al., 184,
EMBO. J. 3: 2723 - 2730), el promotor GRP1-8, el promotor de deshidrogenasa de
alcohol cinamil (Patente US No 5, 683, 439), promotores del T-ADN de

Agrobacterium, tal oom_i‘: manopina sintasa, nopalina sintasa y octapina sintasa, el
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promotor de Ia peciuena sub-unidad carboxiladas de bifosfato ribulosa (ssu-
RUBISCO) y similares.

Los promotores inducibles son activos bajos ciertas condiciones ambientales, tales
como |a presencia o ausencia de un nutriente o metabolito, calor o frio, luz, ataque
patégeno, condlcltl:)nes élnherbbhas. y similares. Por ejemplo, el promotor ﬁpsBO de
Brassica es inducido por impactos de calor; el promotor PDDK es inducido por luz; el
promotor PR-1 del tgbaoo. Arabidopsis, y maiz son Inducliblos por infeccién con
patdgenos; y el promotor Adh1 es inducido por hipoxia y tensiones de frlo. La
expresion de un gen de planta puede también ser facilitada a través de un promotor
inducible (Par revisién, ver Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol, Plant Mol . Biol. 48:
89 —-108). Promotores Inducibles quimicamente son especialmente adecuados si una
expresion del gen especl:lﬁca en el tiempo s deseada. Ejemplos de tales promotores
@s un promotor de écid.o éalicllico (Aplicacion PCT No WO 95/1 9443) o el promotor
iducible de tetracicina ( Gatz el al., 1892, Plant J. 2:397 — 404) y un promotor
induclble de etanol (Aplicacién PCT No. WO 93/21334)

Promotores desarrollo-orientados son preferenciaimente expresados en ciertas
etapas de desarmollo. Promotores tejido y érgano-preferidos incluyen @508 que son
preferiblemente expresados en clertos tejidos u 6rganos, tales como hojas, raices,
semillas o xylem . Ejem.plos de promotores tejido y érgano-preferidos incluyen, pero
no se limitan a prumotoras. fruto-preferido, évulo-preferido, tejido masculino-preferido,
semilla-preferido, tegumento-preferido, tubérculo-preferido, tallo-preferido, pericarpio-
preferido, y hoja-praf'brido. estigma-preferido;, polen-preferido, antera-preferido, un
pétalo-preferido, sé‘palo-preferido. pedicelo-preferido, silique-preferido, tallo-
preferido, raiz-preferido y similares. Los promotores de semilla-preferido son
expresados preferiblemente durante el desamollo de la semilla y/o germinacioén, Por

ejemblo, los promotores preferidos de semilla pueden ser embri6n-preferidos,
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endoesperma-preferidos y cobertura de semilla-preferidos. Ver Thomson et al, 1989,
BioEssays 10:108 . Ejemplos de promotores de semilla preferidos incluyen, pero nos
se limitan a celulosa sintasa (celA), Clim 1, gamma-zelna, globulina-1,; malz 19 kD

zein a(cZ19B1) y similares.

Otros promotores adecuados tejido-preferido u érgano-preferido incluyen el promotor
de gen-n.apina, de canola(Patente US No. 5,608, 152), el promotor USP de Vicia faba
(Baeumiein et al..' 1991, Mol Gen Genet, 225-(3): 459-67|). el ;Jromotor oleosina de
Arabidopsis (Apllcack?n PCT No. WO 88/45461), el promotor faseoclin de Phaseoius
Vulgaris (Patente US i\lo. 5,504, 200), el promotor Bce-4 de Brassica (Aplicacién PCT
No. WO 91/13980), y el promotor legumina B4 (LeB4; Baeumiein et al., 1992, Plant
Joumal, 2(2) 233-8), asl como promotores que confieren expresiones especificas de
semillas en planfas monocot como malz, cebada, trigo, centeno, arroz, etc.
Promotor:es adecuados para notar son el gene Ipt2 o Ipt1 de cebada (Aplicacién PCT
No. WO 95/15389 y Aplmclén PCT No. WO 85/23230), o aquellas descritas en la
aplicacion PCT N:J WO 99/16890 (promotores del gen hordeina de cebada, gen de
gluteina de arroz, gerlp de orizina de amoz, gen prolamina de armroz, gen gliadina de
trigo, gen gluteina do. trigo, gen gluteina de avena; gen kasirina de sorgo, y gen

secalina de centeno).

Otros promotores titiles en el casete de expresion de la invencién incluyen, pero no
se limitan a, el promotor principal de proteina fijadora a/b de clorofila, promotores de
histona, el promotor A;;IS.'eI bromotor B-conglicina, el promotor napina, el promotor
de lectina de soya, el promotor de zeina 15 kD de malz, el promotor de zeina 22 kD,
el promotor de zeinq_ 27 kD, el promotor de zeina g, los promotores encerados,
encogido-1, encogido-2 y bronce, el promotor Zm13 (Patente US No. 5, 086, 2169),

los promotores poligalacturonasa de malz,(PG) (Patentes US No. 5, 412,085 y
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5.545,546) y el prpmotér SGB6 (Patente US No. 5, 470,359), asl como promotores

sintéticos u otros naturales.

i .

Flexibilidad adicional para controlar expresién de gen heterélogo en plantas puede
se obtenida usando dominios fijadores de ADN y elementos de respuesta de fuentes
heterdlogas (por ejemplo, dominios fiiadores de ADN de fuentes que no son plantas).
Un ejemplo de tal dominio fijador de ADN es el dominio fijlador de ADN LexA (brent
and Patshne, 1985, Cell 43:729 —736).

Otro aspecto de la invencién hace relacion a las células anfitrionas dentro de las
cuales un vector de,expresién recombinado de la invencién es introducido. Los
términos “célula anfitiona® y “célula anfitriona recombinada” son usados de manera
intercambiable aqul. Se entiende que tales términos se refieren no solo a la célula
objeto particular pero que también se aplican al progenie o progenie potencial de tal
célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones
sucesivas debido a mut?clbn o influencias ambientales, tal progenie puede no ser, de
hecho, idéntica a {a célula parental, pero estan .todavlal incluidas dentro del alcance
de los términos usados aqul. Una célula anfitribn puede ser cualquier célula
procaridtica o eucaritica. Por ejempio, un polinucledtido de AHAS puede ser
expresado en una elélula bacterial tal como C. giutamicum, células de insectos,
células de hongos, y células de mamiferos { tales como células de ovarios de
hamster Chino (CHO) o células COS), lagas, ciliatos, células de plantas, hongos y
otros microorganismos como C. glutamicum. Otras células anfitrionas adecuadas son
bien conocidas para aquellos experimentados en el arte.

Una céiula anfitriona de ia invencion, tal como una célula anfitriona procariética o

eucaridtica en culﬁvé. puede ser usada para producir (es decir, expresar) un

polinucledtido de AHAS. Concordantemente, la Invencion provee' ademas métodos
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para producir polipéptidos de AHAS usando las células anfitriona de la invencion. En
una Inc&pomclén. el método comprende cultivar la célula anfitriona de la invepc_ién
(dentro de la oual' un vector de expresion que codifica un polipéptido de AHAS ha
sido introducido, o de|l1tm de cuyo genoma ha sido introducido un gen codificando un
polipéptido de tipo aialvaje 0 de AHAS ) en un fnedlo adecuado hasta que el
polipéptido de AHAS es producido. En otra incorporacion, el método incluye ademés
el aislamiento de polipéptidos de AHAS del medio o de la céluia anfitriona. Otro
aspecto de la invencién hace relacidn a polipéptidos de AHAS éislados. y partes
biclégicamente activas de ios mismos. Un polipéptido “aislado”™ o “purificado” o parte
biolégicamente at':tlva i':le' el esta llbre de algo del material celular cuando es
producido por técnicas de ADN recombinado, o precursores quimicos u otros
quimicos cuando es qlulmicamente sintetizado. El lenguaje " sustanciaimente libre de
material celular” inclu-lye preparaciones de polipéptidos de AHAS en los cuales el
polipéptido es separado de alguno de los componentes celulares de la célula en la
cual es natural o recombinadamente producido. En una incorporacion el lenguaje “
sustancialments libre de material celular ® incluye la preparacion de un polipéptido de
AHAS que tiene menos del 30% (en peso seco) de material no-AHAS (también

referido aqul como un - polipéptido contaminante”), mas preferiblemente menos de

20% de material no AHAS, todavia mas preferido menos de 10% de material no

AHAS, y mas praferlbl_pmente menos de cerca de 5% de material no AHAS.
Cuando el polipéptido de AHAS, o una parte biolégicamente activa de 6l es
producido por recombinacién, esta también sustancialmente libre del medio de
cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de cerca del 20%, mas
preferiblemente menos de 10% y méas prefenblemente menos de 5% del volumen de
la preparacion de pollpép’udo El lenguaje sustancialmente libre de precursores
quimicos y otros quimicos” incluye preparaciones de polipéptidos de AHAS en los

cuales el polipéptido 88 soparado de los precursores quimicos u otros quimicos que
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estan involucrados en la sintesis del polipéptido. En una incorporacién, el lenguaje “
sustanciaimente libre de precursores quimicos u _otros quimicos™ incluye
preparaciones de un polipéptido de AHAS que tiene menos del 30% (en peso seco)
de precursores qulmioo_p de no AHAS, mas preferiblemente de cerca de 20% de
precursores quimicos de no AHAS, todavia mas preferido menos de 10% de
precursores quimicos de no AHAS, y mas preferiblemente menos de 5% de
precursores quimicos 'tle no AHAS. En incorporacionas preferidas, los polipéptidos, o
partes bioléglcam_enté activas de ellos, carecen de polipéptidos contaminantes del
mimos organismo a parir del cual el polipéptido de AHAS es preparado.
Tipicamente, tales polipéptidos son producidos por expresiones recombinadas de,
por ejemplo, un polipéptido de AHAS de Oryza sative en plantas diferentes de Oryza
sativa o rhicroorganismqs tales como C. glutanium, cillatos, lagas u hongos.

Las secuencias de polipéptidos y polinucledtidos de AHAS de la invencion tienen una
variedad de usos. Laé secuencias de &cldo nucleico y amino 4cidos de la presente
invencién pueden ser usadas para trasformar plantas, de esta forma modulando la
tolerancia de la planta a herbicidas de imidazolinona. Concordantemente, la
invencion provee un método para producir plantas trasgénicas que tienen una mayor
tolerancia a los herbicidas de imidazolinona que Iincluyen (a) transformar fa célula de
una planta, con uno o mas vectores de exprasion que incluyen uno o mas variedades
de Acidos nucleic;:s de AHAS, y (b) generando desde la célula de la planta una
planta trasgénica con una tolerancia incrementada a los herbicidas de imidazolinona
en comparacion a un;a variedad tipo salvaje de la pianta. En una incorporacién , la
variante de aci;lo nucleico de AHAS codifica una valilante de polipéptido de AHAS

que incluye una mutacién de alanina a treonina en comparacioén con un polipéptido

del tipo salvaje.
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La presente invencién incluye métodos de modificar la tolerancia de la planta a los
herbicidas de imidazolinona que incluye modificar la expresion de uno o mas
variedades de acidos nucleicos de AHAS. La tolerancia de la planta a los herbicidas
de imidazolinona puede ser aumentada o disminuida por el aumento o disminucién
de la expresion de polinucleétidos de AHAS, respectivamente. Preferiblemente, la
tolerancia de la pianta 8 los herbicidas de imidazolinona es incrementada por el
aumento de la expresion .de un polinucledtido .de AHAS. En una incorporacion, la
variante de acidos nucleicos de AHAS codifica una variante de polipéptido de AHAS
que incluye una mutation de alenina a treonina en comparacién con un polipéptido
del tipo salvaje. La e;tprasiOn de un polinucledtido de AHAS puede ser modificada
por cualquier método conocido para aquelios expertos en el arte. Los métodos para
incrementar la expresion de polinucledtidos de AHAS pueden ser usados si la planta
es trasgénica o no trasgénica. En los casos cuando la planta es trasgénica, la planta
puede ser trasformada gon un vector que contiene cualquiera de los antes descritos
acidos nucleicos ‘codificando AHAS, o la planta puede ser trasformada con un
promotor que dirige Ia expresion de polinucléotidos enddgenos en la planta, por
ejemplo. La mvenaén pmvee que tal promotor pueda ser tejido especifico o regulado
por el desarrollado. Alternativamente , las plantas no trasgénicas pueden tener una
expresion de polinucledtidos de AHAS endbégenos modificada por la Induccién de un
promotor nativo. La expresion de polinucledtidos que incluyen una secuencia
polinucledtida como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQID NO:5 0
SEQ ID NO:11 en plantas objetivo puede ser lograda por, pero no se limita a, uno de
los sigulentes ejal'nplos: (a) un promotor constitutivo; (b) un promotor quimicamente
inducido; (c) expresi(lm por un promotor ingeniado con por ejemplo factores de

trascripcion derivados:de dedos de zinc. (Greisman &' pabo, 1997, Science 275 :657).

En una incorporacion preferida , la trascripciéon de los polinuciéotidos de AHAS es
modulada usando factores de trascripcidn derivados de dedos de zinc (ZFPs) como
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es descrito en Gnalsma'n 'an.Pabo. 1997, Science 275:657 y manufacturado por
Sangamo Boisciences, Inc. Estos ZFPs comprenden ambos, un dominio de
reconocimiento de AQN y un dominio funcional que causa la activacién o represion
de un acido nuclei;ao objetivo tal como un dcido nucleico de AHAS. En consecuencia,
ZFPs activantes o represores pueden ser creados que reconocen especificamente
los promotores de polinuclettidos de AHAS descritos antes y usados para
incrementar o reducir la expresién de polinucledtidos de AHAS en una planta, de esta
manera modulando la to.lerancla de la planta a ios herbicidas.
Como se describe en mas detalle adelante, las plantas producidas por los métodos
de la presente invaricién pueden ser monocot o dicot. Las plantas pueden ser
seleccionadas de ma]z. trigo, centeno, avena, sorgo, amoz, cebada, soya, manlf,
algodon, rapeseed y canola, manihor, pimlenta, girasol y tagetes, plantas solanéceas
como papa, tabaco, berenjena y tomate, especies Vicia, arveja, alfafa, café, cacao,
te), especies Salix, palma de acelte, coco), pastos permanentes y cultivos de forraje,
por ajamblo. En una incprporacién preferida, la planta es de arroz. Cultivos de forraje
incluyen, pero no se limitan a. millo, alpiste , cebadilla, pastura de centeno, bluegras
, hiema de huerto, alfaifa, salfoin, ple de pajaro, trébol de serradela, trébol alsike,
trébol rojo, y trébol dufica.

En cada uno de los métodos descritos arriba, las células de la plantas incluyen, pero

no se limitan a, un protoplasto, una célula productora de gameto, y una célula que

se regenera en una planta completa. Como se emplea aqul, el tdrmino “trasgénico”

$0 mﬁer-e a cualquler p’lgnta. célula de planta, .callos, tejido de planta, o parte de

planta, que oonﬁt;na todo o parte de al menos un polinucledtido recombinado. En

muchos casos,. todol o parte del polinucleédtido racombinado. esta establemente
;

integrado dentro de ur;| cromosoma o un elemento extra cromosomal estable, asi que

es pasado a generaciones sucesivas.
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Cultivo de tejidos o de varios tejidos de amoz y regeneracion de plantas a partir de
ellos es bien conacido i; ampllamente publicado. Por ejemplo, referencia puede ser
hecha a Chu, Q. R, et al., (1999) “ Use of Bridging parents with high anther
culturability to imprqve plant regeneration an b_reeding- value in ric_e'. Rice
Biotechnology Quartdrly 38:25-26; Chu. Q. R et al., (1998) * A novel planta
regeneration medium for rice anther culture of Southem US crosses® Rice
Biotechnology Quarterly 35:15-18; Chu. Q. R et al., (1997) “ A novel basal medium for
embryogenic callus induction of Souther US crosses®, Rice Biotechnology Quaterly
32: 19 ~ 20; and Oono, K., "Broadening the Genetic Variability By Tissue Culture
Methods" Jap. J. Breed. 33 (Suppl.2), 306 ~307, llus. 1983, cuyas exposiciones son
en consecuencia incorporadas aqul en su Integridad por referencia.

Como se describié an'tes. la presente invencion ensefia compuestos y métodos para
incrementar la tolerancia a los herbicidas de imidazolinona de las plantas de arroz o
semillas en comparacién a una variedad del tipo salvaje de.la planta o la semilla. En
una incorporacién preferida , la tolerancia a la imidazolinona de una planta de armoz o
semilla es incrementadg en tal forma que la pl_anta o semilla pueden soportar una
aplicacién de herbicida de imidazolinona de preferiblemente aproximadamente 10 -
40 g.a.i — ha™ mas preferiblemente de 20 — 160 g.a.i — ha™! y mas preferiblemente ,
40 - 80 g.a.i—ha™. c&lamo $0 emplea aqul, “ soportar” una aplicacién de herbicida de_

imidazolinona significa que la planta ni es destruida ni lesionada por la aplicacion.

Adicionalmente se provee aqul un método de controlar malezas en la vecindad de
una planta de armmoz , que incluye la aplicacion de un herbicida de Imidazolinona a las
malezas-y a la planta de arroz, la cual tiene un tolerancia incrementada al herbicida
de imidazolinona en comparacién con una variedad del tipo salvaje de la planta de

amoz, y donde la planta de amoz tolerante a la imidazolinona incluye al menos una

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26}



H 45—

Z | - pb
variante de acido nucleico de AHAS que codifica una variante de polipéptido de
AHAS. Preferiblemente, la mutacion es en un residuo de amino &cido que
corresponde a la posicion 69 de la secuencia mostrada en SEQ ID NO; 12. Al
proveer una tolerancia incrementada a la im.idazolinona a las plantas de armoz , una
gran variedad de fonnul‘lac'ionés pueden ser empleadas para proteger las plantas de
ammoz de las malezas, para asl aumentar el crecimiento de la planta y reducir la
competencia por los quhientes. Un herbicida de imidazolinona puede ser usado por
si solo para pre-apari¢ién, post-aparicién, preplantado, y pata control en pIantqcién
.de malezas en é&reas que rodean las plantas de amoz descritas aqul o una
~ formulacién de herbicida de imidazolinona puede ser usado y que contiene otros
aditivos. El herbicida de imidazolinona puede también ser usado como un tratamiento
de semillas. Los 'adili\lros encontrados en las formulaciones de herbicida de
imidazolinona incluyen. oiros herbicldas , detérgentes. adyuvantes, agentes de
esparcimiento, agentes de pegado, agentes estabilizantes o similares. La formulacién
de herbicida de imidaizolinona puede ser una preparacién seca o himeda y puede
incluir, pero no se limita a, polvos fluibles, concentrados emulsificables y
concentrados liquidos. El herbicida de imidazolinona y las f&rmulaciones de herbicida

de imidazolinona pueden ser aplicados de acuerdo con métodos convencionalés ,

por ejemplo, por rociado, irrigacién, expolvoreo, o similares.

A fravés de estas aplicaciones, varias publicaciones son referenciadas. Las
exposiciones de todas estas publicaciones y esas referencias citadas dentro de esas
publicaciones son aqtii incorporadas en su integridad por referencia dentro de esta

aplicacién para describir mas completamente el estado del arte con el cual se

relaciona la invencion.

Debe entenderse que lo anterior se relaciona con incorporaciones preferidas de la

invencioﬁ Y que numerasaos cambios pueden ser realizados a ellos sin apartarse del
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alcance de la invengidn. La invencidn es ilustrada ademés por los siguientes
. ejemplos, que no hani de ser constituidos en manera. alguna como limitadores sobre
el alcance de ellos. Por el contrario, debe entenderse claramente que pueden
concurrirse a varias otras incorporaciones, modificaciones y equivalente de ellas,
que después de leer esta descripcién pueden surgir por si mismas a aquellos
expertos en el arte, sin apartarse del espiritu de |a presente invenclén y/o el alcance
de las relvindicaciones dnexas.

EJEMPLOS .

Ejemplo 1

Mutagenesis y Seleccién de las lineas de Amoz Tolerantes a la Imidazolinona

Dos muestras de semillas (600 g cada una) del la variedad de arroz IRG417 fueron
tratadas .con una solt.llcién acuosa 0.01 M de azida de sodio a un pH 3
(amortiguadora de, fosfa.to'0.0STM) para producir la semilla M1. Este tratamiento fue
" aplicado empapando cada muestra de semilia en un Edenmeyer de dos litros que
contenla un litro de sqluclbn de azida de sodio, bajo agitacién constante, durante 18
horas, a temperatura ambiente. Después del tratamiento, las semillas fueron
enjuagadas en agua de la llave, mas tarde, las semillas fueron parcialmente secadas
al aire sobre hojas de papel secante para extraer la humedad de la superficie de las
semillas. Después, las semillas tratadas fueron plantadas directamente en el vivero
de campo.

Las semillas M1 fueron plantadas en el vivero con un sembrador experimental
Wintersteiger a una tasa de 50 plantas por metro cuadrado. Lineas de chequeo de la
variedad tipo salvaje 'IRGA 417 fueron plantadas con sembrador de empuje. Las
lineas fueron cultivadas bajo condiciones de inundacién hasta madurez (26 % de

humedad de grano) y fueron cosechadas en volumen. La semilla recogida (M2) fue
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secada én un secador de conveccién durante 14 horas a 45 °C. Las semillas M2
fueron mantenidas en almacenamiento hasta la siguiente estacién.

Las semillas de las iplantas M1 (semillas M2) fue plantada con un sembrador
experimental pafa grandes dreas (AVEC) a una tasa de 50 kg/ha. Un estimado de 3
ha fue finaimente definido que indula un poblacién de 6 X 10° plantas. Lineas de
chequeo de la varledad tipo salvaje IRGA147 fueron plantadas con un sembrador de
empuije. -La totalidad del 4rea fue sometida a una presién de selecciéon con una
mezcla de dos herbicidas de imidazolinona. - Tres separaciones separadas de
herbicidas de im'idazolinona fueron realizadas con un rociador comercial en
diferentes direcciones:para prevenir cualquier escape y resultar en un tratamiento 3X.

Un volumen total de 222 /ha fue rociado a 50 psi, con boquillas de chommos T 8002,

en cada aplicacion de herbicida de imidazolinona.

La tasa dolltratamiento 1X fue una mezcla de Arsenal (imazapir 75 g a.i’/ha) y Cadre
(imazapic 24.85 g a./ha) en una soluciébn acuosa con un surfactante no-ibnico
(Citowet) a la tasa de 0."25% (viv). Las aplicaciones fueron realizadas en la etapa de
la cuarta hoja de las plantas de ammoz. No se registrd lluvia durante los 7 dias
después del tratamlen;to.

Las observaciones fueron hechas a intervalos regulares para investigar la totalidad
del area. Después de 90 dlas, los individuos sobrevivientes fueron marcados y
transplantados a un invemadero para multiplicacion asexual e incremento de la
produccién de semilla. .U" total de 10 plantas individuales fueron crecidas, y las
semillas fueron cqsecha;da's y secadas en un incubador de semilla durante 7 dfas a

50 °C . Ninguna planta de las lineas de chequeo sobrevivid después del tratamiento

con herbicida. y
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Las semillas de las plantas seleccionadas M2 fueron sembradas en materas
individuales bajo condiciones de invemadero . Un tmiamlanto 2X fue aplicado con un
rociador R&D de espalda, dividido en dos aplicaciones de 1X por tas de Arsenal
(imazapir 75 g a.ilha) y Cadre (imazapic 24.85 g a.i’ha) en una solucidon acuosa con
un surfactante no idnico (Citowet) a una tasa de 0.25 (viv) Las plantas fueron
cosechadas hasta ma:duraz {26% de humedad de grano) y recogidas a mano. La
semilla recolectada fu.e sometida a un tratamiento de rompimiento en latencia de 7

dias a 50 °C y preparado para una sesion tardia de plantado en la regién norte.

Semilla de la poblacion de las tres plantas tolerantes seleccionadas crecidas en el
invemadlero fueron plasitadas en el campo en. EI Chaco de Las Palmas para el
incremento de s'emllla. Las tres poblaciones identificadas como folerantes a
herbecidas de imidaz?Iinona fueron denominadas IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5.
Ellas.fueron pIantadasf con un sembradar comercial de amoz a una tasa de 56 kg/ha.
Un tratamiento de 2 X de herbicidas de imidazolinonas, Arsenal (Imazapir 75 g a.i/ha)
y Cadre (Imazapic 24 g a.i’ha) en una soluclén acucsa con un surfactante no idnico
(Citowet) a una tasa de 0.25% (v/v) fue aplicado a la etapa de la cuarta a quinta hoja
de ias plpntas de arroz. Ningin sintoma fitotéxico fue observado en cualquiera de
las tres poblaciones. Lab tres poblaciones rindieron por encima del drea de chequeo
tratada con un he'rbicida regular. No se observaron segradantes y uﬁa poblacion
altamente homogéneql tanto en rasgos agronémico y tolerar!cia fue producida.
Ejemplo 2

Caracterizacion Molacutar de IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5

ADN genémico fue extraldo de las hojas de semillas crecidas en invemadero de las
variedades salvaje y las lineas de armoz IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5 y el gen de
AHAS fue amplificado r;lleﬂiante PCR. El producto de PCR fue secuenciado usando

protocolos estAndar. Los anélisis de secuencia revelaron un cambio de pareja de
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base singular en la regidn de codificacién del gen de AHAS que caus® un cambio de
amino écido de alanina en el amino acido 96 en el linea tipo salvaje a Treonina 96 en
las lineas mutadas. Esta mutaciébn comesponde a un cambio de amino acido en
Alanina 112 en la secuencia de AHAS de Arabidopsis a Treonina 122. La secuencia
nucledtida de AHAS para IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5 son mostradas en las
Figuras 1 A, C y E respectivamente como SEQID Nos 1,3y 5; y las secu;ncias de
amino acidos de AHAS deducidas son mostradas en la Figuras 1B, D y F como SEQ
IDNos:2,4y6 mspéctivamente. Las secuencias de nucieétidos y amino écido_s de
AHAS deducidos de ;a variedad de arroz de tipo salvaje IRGA 417 son mostradas
en la Figuras 1G y H respectivamente, como SEQ ID Nos 7 y 8. Los alineamientos de
las secuencias de nucledtidos y amino acidos de AHAS para IMINTA 1, IMINTA 4 e
IMINTA & son mostrados en las Figuras 2 y Figura 3 res.spectivaments. La secuencia
de oonse.nso del gen de AHAS de amoz es mostrada en la SEQ ID hio: 9, vyla
secuencia de amino écido deducida de la secuencia de consenso de AHAS de arroz
es mosirada como SlEQ ID NO: 10. El polimorfismo que confiere la tolerancia a la

imidazolinona a las Ilnfeas IMINTA1,4 yS5es indicada en negrita.

Un ejemplo de un cADN de longitud completa de un écido nucleico de AHAS que
codifica un polipéptido que confiere tolerancia a los herbicidas de imidazolinona es
mostrado_ en la SEQ ID NO: 11, y la secuencia de amino écido deducida de la
protelna codificada por"er gen de AHAS es mostrado en la SEQ ID NO.12 en la

Figura 4.

Ejemplo 3 ;

* Tolerancia a AHAS Herbicidas provelda por IMINTA 1

Una prueba de campo fue realizada con la linea mutada IMINTA 1 y la linea IRGA
417, comparando el desempefioc en la presencia y ausencia del tratamiento de

imidazolinona. El tratamiento 1X de imidazolinona consistié de Arsenal (Imazapir 75
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g a.iha) y Cader (imazpic 24,85 g a.ilha)-eﬁ una solucién con un surfactante no
ibnico (Citowst) a la tasa de 0.25 %. Las variedades y el tratamiento fueron
establecidas como se Indica en la Figura 5 como un diseflo de bloque aleatorio con

tres.replicaciones.

Los resultados del tratamiento son mostrados en la Figura 6. No hubo diferencia
estadistica entre los tmt?mientos en el nimero t.:le plantas Inzz ; rpostrando asl que la
aplicacion de herbicida 3X no tuvo efectos dafiinos. Lineas de cr;equeo sembradas a
lo largo de los lotes no sobrevivieron al tratamiento de herbicida. El valor méas alto en
los lotes 3X de IMINT'A después del tratamiento podia ser debido a la labranza.

El rendimiento de grano y los componentes de rendimiento fueron evaluados para
entender el efecto del tratamiento sobre las diferentes etapas fisiolégicas , y son
mostrados en las figura 7 y 8, respectivaments.. No se encontraron diferencias
estadlstléas. entre tratamlentos, aunque los valores absolutos mostraron un mejor
desempefio de IMINTA 1 3 X. El andlisis de los oomponent_e:s de rendimiento mostré
un mayor nimero de paniculas por metro cuadrado y espiguillas/paniculas en los
lotes de IMINTA 1 3)5( que ha determinado un mas alto rendimiento que los otros
tratamientos. Adicionaimente, un fuerte porcentaje de perturbacion fue observado
debido a las bajas temperaturas antes y durante el fiorecimiento. Los dias y noches
frios redujeron el desamolio de la semilla y fueron la raz6n para los bajos

rendimientos promedio.

Aunque no hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos, hubo un valor mas
alto rendimiento de grano de la IMINTA 1 3X. Como se mencioné, mas paniculas y

espiguillas/paniculas :fue encontrado en estos lotes. Observaciones sobre otras

lineas tolerantes bajo mas attos tratamientos de aplicacion mostraron mas altos tallos
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y niimero de espiguillas/paniculas sugiriendo un posible efecto de los herbicidas en

los procesos de diferenciacion de tallos y flores

Las variedades IMINTA 4 e IMINTA 5 fueron también ensayadas en campo en la
misma manera que la variedad IMINTA 1. El rendimiento de granp y de componentes

de rendimiento fueron oon';parables alos encont:ados para la variedad IMINTA 1.

Debido a que la tolefancia en IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA 5 es deb}da ala
mutacién en la enzima de AHAS haciéndota tolerante a inhibicion por los herbicidas
de imidazolinona, la actividad in vitro de AHAS extralda de la variedad tipo salvaje de
la planta (no teniendo la mutacién para tolerancia) es comparada a la actividad in
vito de AHAS extralda de plantas tolerantes en la presencia de varias

concentraciones de un herbicida de imidazolinona.
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REIVINDICACIONES

Nosotros reivindicamos

1. Una planta de ammoz que incluye una variante de acido nucleico de AHAS,
donde la variante de écido nu'clelco de AHAS le confiere a la planta una mayor
tolerancia a un Iherbielda de Imida-zolinona en _c_omparacién a la de una
variedad dg la pI;lnia del tipo salvaje. Donde la variante de acido nucleico de
AHAS codifica una variante de polipéptido de AHAS que incluye una
sustitucién de yna alanina a treonina en comparacion al polipéptido de AHAS

del tipo salvaje.

2. La planta de arroz de la reivindicacidon 1, donde la sustitucion de alanina a
treonina comresponde a la posicibn 96 de la secuencia de amino acido de
AHAS como se n:,uestra en SEQ ID NO:12.

3. La planta de arroz de la relvindicacion 1, donde la variante de acido nucleico
de AHAS inclu'ye una secuencia polinuciedtida seleccionada de un grupo
consistente de:'

(a) un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o
SEQID NO: 5;

(b)  un polinucleotéido como se define en SEQ ID NO:11;

(c)  un polinuclectsido que codifica un polipéptido como se define en SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, 0 SEQ ID NO: 6;

(d) un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ
ID N0:1il:

(8) wun polim;cleotéldo que Incluye al menos 80 nucleétidos consecutivos en

cualquiera de hasta (a) hasta (d) anteriores; y
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A
(.  un polinucledtido complementario al polinucleétido de cualquiera de
haste (a) h'tlasta (d) anteriores.

La planta de amoz de la reivindicacidon 1, donde la variante de acido nucleico

de AHAS incluye una secuencia polinuciedtida como se define en SEQ 1D
NO:1.

La planta de amoz de la reivindicacibn 1, donde al menos una valiantg de
acido nucleico de AHAS Incluye una secuencia polinucleétida como se define

en SEQ ID NO:3.

La planta de arroz de la reivindicaclén 1, donde la varlante de acido nucleico
de AHAS Incluye una secuencia polinucledtida como se define en SEQ ID
NO:5.

- La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde la planta no es trasgénica.

La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde la planta tiene un Numero de
Designacién de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM
41208; o o8 un recombinado o un derivado genéticamente ingeniado de un

planta con Nomero de Designacién de Depésito de Patente NCIBM 41208,

"NCIBM 41207, o NCIBM 41208; o de cualquier progenie de la plaﬁta de

Namero de Designacion de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM
41207, o NCIBM 41208; o es una planta que es una progenie de cualquiera de

es'tas. plantas.

La planta de amoz de la reivindicacién 7, donde la planta tiene un Nimero de

Designacion de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)
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1.

12,

13.

14.

41208; o es una. progenie de la planta con Nimero de Designacién de
Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM 41208.

La planta de a'rréz de la reivindicacibn 7, donde la planta tiene las
caracteristicas de tolerancia a herbicida de la planta con un Nimero de
Designacion dg Depésito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM
41208. )

La planta de arroz de la reivindicacion 7, donde la planta tiene un Namero de
Designacion de Depésito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207

La planta de amoz t;le la relvindicaclén 1, ldondo ol herbicida de Imidazolinona
es seleccionado de un grupo consistente de acido 2-{4-isopropil-4-metil-5-oxo-
2-imidiazolina-2-i1 )-nicotinico; acido 2-(4-isopropil}-4-metil-5-oxo-2-
imidiazolina-2-i"| y-3-quinolinocarboxilico, &cido 5-etil-2-{4-isopropil-4-metil-5-
oxo-2-imidiazolina-2-i1)-nicotinico, &cido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-
imidiazolina-2-il)-5-(metoximetil}-nicotinico, écido 2-{4-isopropil-4-metil-5-oxo-
2-imidiazolina-2-il}-5-metilnicotinico y una mezcla de metil 6-{4-isopropil-4-
méul-'s-oxo-z-imiqagolina-z-n)-m-toluato y metll 2-(4-isoprpil-4-metil-5-ox0-2-

imidazolinona-2-il}-p-toluato.

La planta de arroz de la relvindicacién 1, donde el herbicida de imidazolinona
es acido 5-etil-2-(4-isopropil-4 -metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-i1)-nicotinico.

La planta de amoz de la reivindicacién 1, donde el herbicida de imidazolinona
es acido  2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-Imidiazolina-2-il}-5-{metoximetil)-

nicotinico. v

' HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)
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186.

17.

18.

19.

20.

5 _ /"5é

Una parte de la:planta de arroz de la reivindicacién 1.
Una célula de la planta de amoz de la reivindicacion 1..

Una semilla producida por la planta de arroz de la relvindicacion 1.

La semilla de la reivindicacién 17, donde la semilla contiene la variante de
acido nucleico de AHAS y donde la semilla es una crfa verdadera péra_una
mayor tolerancia a un herbicida de imidazolinona en comparacién con una

variedad de la semilla de la planta de amoz de tipo salvaje.

La planta de amoz de la reivindicacién 1. donde la planta es trasgénica.

La planta tlasgénic;a de arroz de la reivindicacion 19, donde la variante de

acido nucleico de AHAS incluye una secuencia polinucledtida seleccionada de

un grupo consistente de: |

(@) un polim.lcleotbido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o
SEQ ID NO: 5;

(b) un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;

(¢) un polinucleotdido que codifica un polii:éptid-o como se define en SEQ

~ IDNO:2, SEQID NO:4, 0 SEQ ID NO: 6;

(d) un pblinucieotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ
ID NO:12;

(8) wun pollmicleotéido que incluye al menos 80 nucledtidos consecutivos en
cualquie;a de hasta (a) hasta (d) anteriores; y

() un polinucledtido complementario al polinuclettido de cualquiera de

hasta (a) hasta (d) anteriores.
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22,

23.

24,

La planta de arroz de la reivindicacién 19, donde la variante de 4cido nucleico

de AHAS incluye una secuencia polinucleétida como se define en ‘SEQ ID
NO:1.

La planta de armmoz de la reivindicacion 19, donde la variante de acido nucleico
de AHAS Incluye una secuencia polinuciedtida como se define en SEQ ID
NO:3. '

La planta de armroz de la relvindicacién 19, donde la variante de &cido nucleico
de AHAS inclu'ye una secuencia polinucledtida como se define en SEQ ID
NO:5.

Un écido nucleico de AHAS aislado , donde el acido nucleico incluye un
polinucledtido seleccionado de un grupo integrado por:

(a) un pblinucleotdido como se define en SEQ_ID NO:1, SEQ ID NO:3, o
SEQ ID NO: 5;

{(b) un polimicleotéido como se define en SEQ ID NO:11;

{(¢) un polim.lcleotOido que codiﬁcé un polipéptido como se define en SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, o SEQ ID NO: 6;

(d) wun pt;linucleowido que codlifica un polipéptido como se define en SEQ
ID NO:12;

(e) un polinuclbatdido que incluye al menos 60 nucledtidos consecutivos en
cualciuiera de hasta (a) hasta (d) anteriores; y

(N wun polimlxcleétido complementario al polinucleétido de cualquiera de

hasta (a)i hasta (d) anteriores.

. HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)
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26.

27.

28,

29.

30.

31.

ST 2’
Donde el acido nucleico aislado codifica un polipéptido de AHAS que confiere

una mayor ,tolerandla a un herbicida de imidazolinona en comparacién a un

polipéptido de AHAS de tipo salvaje.

El acido nucleico de AHAS aislado de la relvindicacién 24, donde el acido '

nucleico incluye un polinucleétido como se define en SEQ ID NO:1.

El 4cido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacion 24, donde el acido
nucleico incluye un polinuciestido como se define en SEQ ID NO:3.

El 4cido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 24, donde el Acido
nucleico Incluyo' un polinucledtido como se define en SEQ ID NO:5.

El acido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacion 24, donde el Acido
nucleico incluye un polinucleétido que codifica un polipéptido como se define
en SEQ ID NO:2.

El 4cido ndcleico de AHAS aislado de la reivindicacién 24, donde el acido
nucleico incluye un polinucledtido que codifica un polipéptido como se define
en'SEQ ID NO.

El acido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 24, donde el acido
nucleico incluye un polinucledtido que codifica un polipéptido como se define

en SEQ ID NO:6.

Un polipéptido de AHAS aislado, donde el polipéptido es seleccionado de un
grupo de secuencia de polipéptido como se definen en SEQ ID NO:2, SEQ iD

'NO:4, SEQID IEIO:B y SEQ ID NO:12, donde ol polipéptido confiere una mayor
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33.

35.

36.

37.

58—
/.—3
tolerancia a un herbicida de imidazolinona en comparacién al polipéptido de

AHAS del tipo salvaje.

El polipéptido aislado de la raivindlcacion. 31, donde el polipéptido incluye un
polipéptido como se define en SEQ ID NO:2.

El polipéptido aislado de la reivindicacién 31, donde el polipéptido incluye un
polipéptido como se define en SEQ ID NO4.

El polipéptido alslado de la reivindicacién 31, donde el pc;lipéptido incluye un
polipéptido como se define en SEQ ID NO8.

Un método para controlar malezas dentro de la vecindad de una planta de
arroz, que comi:rande la aplicacién de herbicida de imidazolinona a la maleza
y a la planta, .donde la planta tiene una mayor tolerancia al herbicida de
imidazolinona en comparacion a una variedad de la planta del tipo salvaje,
donde la planta incluye una variedad de acido nucleico de AHAS que codifica
una variedad de polipéptido de AHAS que incluye una sustituciéon de alanina a
trebnina en comparacién con el polipéptido de AHAS de tipo salvaje.

El método de la reivindicaciéon 31, donde la sustitucion de alanina a treonina

corresponde a ia posicién 96 de la secuencia de amino acido de AHAS como

se muestra en SEQ ID NO:12.

El método de la reivindicacién. 31, donde la variedad de acido nucleico de

AHAS es seleccionada de un grupo integrado por:

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)
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39.

(a)

(b)
(€)

(d)

(e)

M

; . AP
un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o
SEQ ID NO: 5;
un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;
un polinucieotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, 0 SEQ ID NO: 6;
un polinuc;ao.téido que codifica un polipéptidc como se define en SEQ
ID NO:12;
un polincleottido que incluye al menos.60 nucledtidos conse_cufivog en
cualquiell'a de hasta (a) hasta (d) anteriores; y
un polinucledtido complementario al polinucledtido de cualquiera de

hasta (a) hasta (d) anteriores.

Un método de Qroduqir una planta trasgénica que tiene -una tolerancia al

herbicida dé imidazolinona Incrementada que comprende

(a)

(b)

Transforilnar una célula de la planta con uno o mas vectores de
exprasio;-\ que Incluyen al menos una variedad de acido nucleico que
codifica una variedad del polipéptido de AHAS -que incluye una
sustitucién alanina a treonina en comparacién con un polipéptido de
AHAS del tipo salvaje; y

Generar a partir de la célula de la planta una planta trasgénica con una

toleréncia a un herbicida de imidazolinona incrementada en

comparacion a una variedad de la planta del tipo salvaje.

El método de la reivindica_cién 38, donde la sustitucion de alanina a treonina

corresponde a la posicion 96 de una secuencia de amino acido de AHAS

como se muestra en la SEQ ID NO:12
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El método de la relvindicacion 38, donde al menos una variedad del acido

nucleico de AHAS incluye una secuencia polinucitida seleccionada de un

grupo consistente de :

(a)

(b)
(c)

(d)

(@)

0

un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o
SEQ ID NO: 5;

un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;

un p9|inucl:odibido que codifica un polipéptido como se define en _SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, o SEQ ID NO: 6;

un polinyclectdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ
ID NO:12;

un polinucleotbido que incluye al menos 80 nucledtidos consecutivos en
cualquiera de hasta (a) hasta (d) anteriores; y

un polinucledtido complementario al polinucleétido de cualquiera de
hasta (a) hasta (d) anteriores.
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i Figura 1 A
Secuencia parcial de ‘nucledtido de AHAS de la linea de Aoz IMINTA 1 (SEQ ID

NO:1)

' HOJA DE ENMIENDA (REGLA 286)
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Secuencia 'parciél deducida de amino &cido de AHAS de linea de amoz

Figura 1B

IMINTA 1 (SEQ ID NO:2)

10  SALADALLDSVIMVAITGOVPREMIGTOAPQETRIVEVIRITIXENYLVL,

16 DOSTIXTSANFSANENRLDQOENEYPLOYRTFGREIPFQYATOVLORLTE
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' Figura1C
Secuencia parcial de nucleétido de AHAS de linea de armmoz IMINTA 4 (SEQ ID

NO:3) 1
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S Figura 1 D

Secuencla parcial deducida de amino é&cido de AHAS de linea de amoz

IMINTA 4 (SEQ ID NO:4)

10

- 18
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Figura 1E

Secuencia pardial de nuclettido de AHAS de linea de arroz IMINTA 5 (SEQ 1D

NO:5)
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Figura 1F |47

Secuencia parcial deducida de amino acido de AHAS de linea de amoz

IMINTA 5 (SEQ ID NO:6)

10  DVRDIPRVIQEANFLASSGRIGPVIVOIPKDIQOGMAVEVMDTGARLPGY

16  GEAIIATGVODEOMAMYTTYKRERWNLESAGLAAMGEGLIAAGASVA

! HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)



Figura 1G

/‘Z'B

Secuencia de nucledtido de AHAS de una linea de arroz del tipo salvaie 147

(SEQ ID NO:7)

10

18
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Figura 1-¥ '

Secuencia deducida de amino acido de AHAS de una linea de arroz del tipo

salvaje 147 (SEQ 1D NO:8)

10

18
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Figura 2

Alineamiento de una secuencia nucleStida de IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA S

con secuencia e AHAS del amoz tipo salvaje -

10

T5_zice

I8 _zice

. (70)

- - ——

(1)
(1)
£}

{1}

(20)
(20)
(38)
(s1)
(s1)

(70)
(79)
(86)
{101)
(101)

{1a20)
{120)
{13%)
(131)
(151)

(170)

(1e8)
tao1)
{am)

(220)
{220}
{236)
{a51)
(231)

(270}
1270)
(as6)
{301)
{(301)

(320
: {320)
(336)
(382)
(381)

{370) GOVTCTRAGIICIACIICACCACKTCORICCCCAIICARCCANCCTCTO

samds womesmmEa. —-— 5
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wt_I47

I4 xice
IS xica
we_I47

|S]

(386)
(401} -
(401)

431 _ 500

{420)
{430}
(436)
(451}
{451)

{470)
{(470) @

(301) @

(320)
(520) COMBAPICGAGPICACCCICTCCATCACCAMICACAATTACCTTOTCCTT
(536) COAMAGICAAIGTCACOCACTCCATCACCARGCACAATTACCTTOTCCTT
(351) CCATAPICGAGGTCACCCOCTCCATCACCARGCACAMATTACCTTGTCCTT
(551) COATAQTCGAGGTCACCCOCTCCATCACCAMICACAATTACCTTONCCTT

(370) GAIGTOGMIECATOCCCOICOTCNIACAGEAMICCTTCT TCCTCACATe
(370) GAIGTOGAGGEACATCCCCCUCTTCATACAGGANICCTTCTTOCTCRCATC
(586) EATOTOGAGGACNTCCCCCIORTCNEACAGGANICCTTCTTCCTORCATC !
(601) GATUTOGAGGACATCCCCCOCOTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTOUCGTC
(601) GATUTGEAOGACATCCCCCOCIITATACAGGANGCCTTCTTOCTCRCOTC

{420) CTCGIGCCATCCTAICCCAFIGCTRATCGACATCCCCAAGGACATCOAGS

'(620) CICOGACCOTCCIOICCOUITOCTORT CAACATCCOCAAGGACATORAGC

(636) CTCORECCIICCTGRCCCOGTACTOITCAACATCCCCAMGGACATCCAGE
{651) CICHEACCITCCTANCCCITIGCTARTCAEACATCCCCANGGACALCCAGE
(651) CICOGGCCTICCIGECCCUFTACTAGTCAACATCCUCAAGGACATCCAGC

(670) AGCAGAIGGCTTGCCAITCTOGGACACCTCGATGANTCTACOGGAGTAC
{670} AGCMIAFOICTITACCAGTCTGIGALACCTCONTGANICTACCAAOFTAC
{686) AGCAGASGACTITACCARTCTAOGACACCTCOATGAMI CTACCIGIGTAC
{701) AGCAGATOGCTOIACCATICIGOEACACCTCONIGANTCTACCOGRTAC
(701) AGCAGNIGGCTETOCCANYCTGUGACACCTCAMGANICTACCOGOOTAC

{720) ATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTUCTIGAGCAGGTCTT
{720) ATTOCACGCCTACCCAMGCCACCCUCUACARANTTOCTTGAGCAGOTCTT
(736) ATTOCACGCCTGCCCAMGCCACCCACGACAGAATTOCTTANGCAGOTCTT
{731) NIFIGCACOCCTOCCCAMICCACCCGCGACAGANTIOCTTGAGCAGUTCTT
{751) MFTOCACECCTUCCCAMCCACCCACEACAMIANTTOCTIGAICAGITCTT

{170) GCOICTOFTTAACAAITCACIUCGCCGATTCTICTATOICOITGITIGCT
(770) GCOICTGIFIGGCGAGICACIACACCCOATICTCTATOTCAUTORTAGCT
(786) GOGTCTORITAGCGAGTCACGACGCCCOATTCTCTATQTCGUTGITAGCT
(801) GCEICTOGTTOGCGAGTCACIGCOCCCAATTCICTATGTCGFIOATACCT
(801} GCGTCTARTTAACGAITCACGACGCCCIATTCTCINTGICGITOUTGGCT
B 11 : 300
(820) GUICTECATCTGUTGMIGAATTOCOCCAGTITIGTIGAGCTGACCGUCATC
(820) QCTCTACAACIGOTGATGAATTACUCOAGT TTOTTGAGCTUACCUGCATC

~ tese) Wm

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)



10

16

11 _rice
I4_rica
I _rics
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* I xice

I8 _xica
wt_147

Ii_xios
Ii_xice
I3 xice

wt_T4?

Il xice
Id_xice

wt_T47

{1320)
{1320)
{1336)

GIGARAMCNICGC I IO IOaACACACCAGATITOEC0AC
GI0GAAIANICATCOCTACTOGIITORMACAGCACCAGATIIONICARC
{1351} GOGGAGOCAMCATCOCTACTGOIOLIGAACAIACCAIATYIGG000GC
GAIGAGCAMICAICGCTACTGTOTTORACAGCACCAGATITO0ACH0C

(13m)

(1370) ACAMSAFEACACCTACAMICUGUCACOGCAGIUGCTRICTICMGICTONTC
(1370) ACAATAFEACACOTACAAGCAGCCACGICAGTANCTRTCTICUGCTOUTC
(1386) ACAMRTEACACCTRCAMGCAICCACGICAYI GO TGICTIORCTORIC
(1401) ACAMEMTEACACCTACAMGCUGCCACGOCAGTAGCTAICTTCRACTORTC
(1401} ACAMATTACACCTACAMCUGCCACTICATIGGCTATCTICUICTGRIC

{1420) TOGACACANIGGEMITIGIACTACCTACTACAACTOIIACTICTITOUCT
(1420) TAGCBCANMOGIAS T TGHGC TACCTACTACAIC TUGTCTICTATUGCT
(1436) TOGICICAMUGIAT FIGIACTACCTOCTACACTORTACTICTIIORCT
{1481) TOSGCACAAIGIGMT FINGECTUCCIICTRCAGCTAFIGCTICTOTGACT
(1451) TEGACGEANIGOGATTIGEACTOCCTACTACAICTOMIGCTTCIIINGCT

1502 1350
(1470) AACCCAGGIGICACAGTIOTIGATATIGAT GO GITAGCTICCTCAT
(1470) AACOTAGUTGICACAGTIUTTGATATTGAIGOGGATGITAOCTTCOTCAT
(1486) AACCCAGRTUTCACAT TUTTUATAITGATOGGGIATGITAGCTICCICAT
11301) AACCCAGGTOICACAGTTIITGATATTGATGOAGATGITAGCTTCCTCAT
(1501) AACCCAGITOICACAGT TGP IGATAT TEALGAGGATGFEAGCTTCCTCAT

1351 1600

{1520) GAACATTCAGIAGTIOGCATTGATCCOCATTEAGAACCTCCCROTGAAGG
(1520) GAACATTCAGEAGPIGUCATTGATCOMCATGAGAACCTCCCOGTGANGT
(1536) GAACKITCAGGAGTTGICATIGAZCCGUATIGAGAMCCTCCCGOTGALGG
{1551) GAMCATTCAIGANTTGUCATTGATCCACATIGAGAACCTCCCOITGAMGS
(1551) GAACMTCASGAGTTGICATTAMYCOCATIGAACCTCCCOOTGAMGG
1601 1650

(1570) TOMNGTOFIGAACAACCAMNITIGGITATGUTTGTGCAATGOGAGGAT
(1570) TCATGIUFIGANCAACCAACHTTIGUITATOITICTGCANIGGGRAGAT
(1586) TOATOGTOFIGAACAACCAM NI PIGGUENIGUTTOTUCANTGOUAGEAT
{1601) TOATOGOPFIGAMAACCAACATTIONIIAIOUTIGYACANIGOINIOMY
{1601) TEMIGOTAFTGAACAACCAACATTIGOFIATGATTUTOCANIGGGAGENT
1682 1700

. {1630) ASGTTTEACAAGICAAATAGIGCGCATACASNCTTIOGACAACCCAGRATG
(1630) AGOTTFEACAMIGCAAMTAGIOCGCATACATACYTIGGACAACCCAGAATG
(1636) AQOTTFIEACAMGGCAAMIAGUGCICATACATACT TUNICAACCCAGARTG
(1631) AGITTTTACAAGGCAAATAGIGCGCATACATACTTOGUCAACCCAGANYG
{1691) AGFTTIEACAMIGCAANEMGOGCACATACATACTTIOGACANCCCAGANTO
1701 1750

(1670}

TEAGAGTOAGNEATATCCAGATTTIGTGACTATIGCTAAAGGITTCAATA
(1670) TAAGAITGAGATATATCCAGAMTTTTOTGACTATTOCTAAMIGGTTCATA
{1686) TCAGAOTGAGATATATCCAMTTTIGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATA
(1701) TCMGAGTGAGMEATATCCAGATTTIGTGACTATIGCEAAAGGOTTCAATA
{1701} TOAGMITGAGATSATATCCAGATTTTUTUACTATIOCTAAAGGOTTCAATA

1751 1800
(1720) TICCNCATICCHTUIAACAMGAMGMITGAMITCCTTUCCICCATCAMG
{1720) TICCTUCAZICCOTUIANCAANGAMIITGAAITCCETGCCACCATCAMG
(1736) TTCCTACAITCCOTOTAACAAAGAMGAGTUAMITCCGTOCCACCATCAAG
(1751) TTCCTOCAGICCOTUTAACAAMGAAGMITGAMIICCUTGCCUCCATCANG
(1791) TICCTACAFICCATTHAACAAMAAGNITIAMNITCOTTICCACCATCANG
1801 1880

(1770)

i S et st i rh b AT o

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)



10

ce. (1788}

(a01)°
(1s01)

1851
(1930) 1900
(1320)
(1836)
(1051)
(1851) CCAGRAGCATGTUCYACCEATGNICCCAAGTGGOIGCACATTCALAGACA
1901
(1970) mmrmnnm::::
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Figura 3

Alineamiento de una secuencia amino écida de IMINTA 1, IMINTA 4 e IMINTA

5 con secuencias de AHAS del arroz tipo salvaje

10

16

(1) ~emee e LAAAMTGREINOREHVF PARGRVOARAVACAVESY

(1) mmmmn
51 o VY

100

(46)
{51)

(90}
(90)
(96)
{101)
" {101)

(140)
(140)
{148)
(181)
(151)

(190}
(190}
(196)
{201)
(201) DVEDTYRVIQEAPFLASSGARGPVLVDIFEDIOQUMAVIVNDTEMRLIGY

{240)
(240)
(346)
(2s1)
consenso ' (251)

(2190)
{290)
{298)
zice wt,I47 (301)
H {301)

Tl _xice

I _xice
I5_xics
zica_wt_IXA47

(340)
{340)
(346)
(381)
(381)

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 28)
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IS xios (396)
ricawt_X47 (401}
Consansus (“1'

) '] . 00
II_xiaa (440)
I xice (440) _
IS xice (446)
rioe wt_I47 (481)
consenso (491}
s01 330

Il.xice (490)
IA_rios {430) NPGVTVVDIDGDGEFLAMINELALINIENLEVEVNVLMIQHLOMVVOMED
I8 _rias (496) -

rioe wt 147 (301) NRGVIVVIIDEGEVLMNIQRLALIRTERLIVEVMYLIRIQHLOMYVONED
consense  (501) MPGVIVVDIDGDGAVLMNTGRLALTRENNLPVEVMVLEMOULGUVVOWED

7_rlcé (340)
+ Y4 _rlioe (m_)

RPN AR YL GV RCRSETY PDF VETARGPI I PAVEVTEKERVRAATX
RFIANRART LRV ICESETYPIF VT IARGYNI PAVRVTXREEVRAATX
IS xice (546) IFEXANRARTYILGNPECESETYPONVITAKGFREIFAVRVTEEREVRAALK
R ANRART YL AP ECES I Y FDFVETAKGRN IPAVRVTEEREVEAATE
R YRANRANTTL.ONPECRERTY PN VT IAKIF NI PAVRVIEESEVRAATK

rice_wt_I47 (551)

consenso (351)

Il'rice (590} MOTIGEYLLLTIVRIEEVIIMIPIGGAFEIMILIGDGRTYVY
Tdurics (590) RMLDTPGRYLLOIIVIEEMVLIMIINGGAVEIMILOGDGRMVY
IS rice (3596) NMODFPGIYLIDIIVIHOREVLPMIPHGGAFXDMIL.DODGRTV -
ricewr_147 (601) DOIGPYLIOTIVFEQRNVLIMIPSUGAFKINILDGOGRTVY
consenso {s01)

i

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)
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Secuencia de Jongitud completa de nucledtido de AHAS que confiere la -

Figura4 A

resistencia a los herbicidas de imidazolinona (SEQ 1D NO:11)

" HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)
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. Figura4 B | \-g

Secuencia deducida de longitud completa de amino 4cido de AHAS que

confiere la resistencia a la herbicidas de imidazolinona (SEQ ID NO:12)

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)



FIGURA 5
' ] n
Iminta 1 no {ratado IRGA 417 Iminta 1 no tratado
iminta 1 3X Iiminta 1 no tratado iminta 1 3X
IRGA 417 iminta 1 3X IRGA 417
d FIGURA 6 -
Tratamientos No de Plantas No de Plantas
' Promedio/m2 antes de | Promedio/m2 después
tratamiento de tratamiento
Iminta 1 3X 171 179
Iminta 1 no tratado 168 164
IRGA 417 150 140

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 26)



FIGURA 7
RENDIMIENTO DE GRANO 14% DE HUMEDAD

Rendimiento Promedio
Tratamientos de Grano
y . Kg/ha
Iminta 1 3X 3323 a
iminta 1 prueba 2908 a
1RGA 417 2796 a
1.8d 763
c.V.% 11.2
p= 0.244
g FIGURA 8
Componentes de rendimiento
Tratamlentos | ooniculas im2 | Peso de 1000 % de Espigullas | Espiguillas
granos perturbacion /paniculas Im2
Iminta 1 3X 4538 21.7567 a 37.26 50238 | 26804m
Iminta 1 prueba | 405 ap' - | " 21.25871 37.05 5160b | 21145ab
IRGA 417 307 b 22,1087 8 27.99 62108 19061 b
i.6d 118 0.4366 148 329 6880
c.v.% 13.2 09 19.2 2.52 13.6
p= 0.057 0.014 0.257 0.002 0.076

HOJA DE ENMIENDA (REGLA 28)
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In writien format
E In compuiar readable form
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Box No.iV _ Taxt of the stetract (Continuation of e 5 of the frat shesd |6

The present invention is directed to plants having increased tolerance to an
imidazolinone herbicida. More particularly; the present invention includes rice
plants containing at least one variant AHAS pucleic acid euch as an
imidazolinone tolerant IMINTA 1, 4 or 5 lines comprising an alanine to threonine
substitution as compared to the wild-type AHAB. The present invention also

includes seeds produced by these rice plants and methods of controlling weeds in
tha vicinity of these rice plants.
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1PC 7 CI2N .

Documanistion ssarched other than minimusm documentation io tha exisnt thad such documants am included h!uhlhl-dm
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7 May 1991 (1991-05-07) 15-40

cited in the application
column 21, 1ine 60 - column 22, 1ine 17

A EP 0 461 355 A2 (AMERICAN CYANAMID 1-40.
COMPANY) 18 December 1991 (1991-12-18)
the whole document

A WO 01/82685 Al (AMERICAN CYANAMID COMPANY; 1-40
PENG, JIANYING: HIRAYAMA, LYNNE;

LOCHETTO,) 8 November 2001 (2001-11-08)
the whole document
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fling daie

1" documenl which nallmchuﬂon claimis) or
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othar maans
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Date of the actusl compistion of 1ha intermational saarch Dute of maling of the temationsl ssarch repoi
2 February 2005 10/02/2005
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Europasn Patent Office, 5. 5816 Pataniiaan 2
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#3 PATENT COOPERATIONAREATY &3

From the :
INTERNATIONAL SEARCI-IING AI.ITHORITY l 6&
To:

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASA220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Daie of malling

| {dupinonitvyear) see form PCTASARIO (sacond sheet)
Applicants or agent’s fiis refarence
860 form PCTASAR20 gn"'m"m""fmm"
Interational application No. imemationsl filng date (dayinanthjear) Priceity dute (dapinonthimar)
PCT/EP2004009641 30.08.2004 20.06.2009

internationsl Piant Ciassification {IPC) or both national classification and IPC
AD1H500, C12N1529, C12N1580, C12N988

Appiicant
BASF AKTIENGESELLSCHAFT

This gpinion contains indications relating to the following tems.

& Box No. | Basis of the opinion

[ BoxNe. Il Priority

O BoxNo.Ml  Non-establshment of opinion with regard o novelly, inventive step and indusirial applicabifity
] BoxNo.IV  Lack of unlty of invention

& BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventive stap or indusiria)
applicablity; citations and expianations supporting such statement

] BoxNo. ¥l  Certain documents cited

O Box No. Vii Cerinin defects In the intemational appiication

0 Box No. VIl Certain observationa on the intarnational application
FURTHER ACTION

i a demand for International preliminary examination is made, this apinion will iaually be considered to be a
written opinion of the International Prelminary Examining Authority ("IPEA"). However, this doas not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
international Bureau under Rule 88.14is(b) that written opinlons of thie Intemational Searching Authortty

wil not be 50 conaidered.

if this opinion s, as provided above, conskiered to be a written opinion of the IPEA, the appiicant is invited to
submtt to the IPEA & written eply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of three

months from the date of maliing of Form PCTASAZ20 or before the explration of 22 ronths from the priorily date,
whichever expires later.

For further options, ese Form PCTASAZ220.
For further detalls, see nates to Form PCTASARZ20. -

Name and maiiing address of the ISA: Authorized Oficer

D-80298 Munich Bilang, J I,
Tol. +49 892300 -0 Tx: & qrmd 1»\
Fax; +40 89 2399 - 4405 Telephone No. +49 89 2380-8707
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WRITTEN OPINION OF THE intenational application No. ’{
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT. EP2004009641 \b

Box No.| Basls of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the intemational application in

the language in which it was flled, unless ctherwise indicated under this itam.

0 ThlsoplnlonnnmmonmamhManMﬁommmmmmmmmm

language , which is the language of a translation fJumished for the purpoges of intemational search
(under FIulae 12.3 and 23.1(b)).

. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the intemational application and

necassary 1o the claimed Invention, this opinion has been established on the basis of:
a. type of material:
B asequence listing
O table(s) related 1o the sequence listing
b. format of material:
B in written format
B in computer readable form
¢. time of fllingfumighing:
O contained in the intemational application as ﬂad
O fied together with the intemational application in computer readabie form.
B fumished subsaquently to this AuthorRy for the purposas of search.

3. B In addhion, lnlhomemnnmmnnohawmbnoreopydasmmlktmnmmubb relating thereto

has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsequent or addhional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were fumighed.

4. Additional comments:
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WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Intemational application No
PCT/EP2004/009641 lﬁli

Box No. V nenonodmmmd.rmmm1 wlﬂingmtonovonylmnm.
mmwhl-ppllelbnny'mandnph -J(;wnhg such statement stop or

. 1. Statement

Novelty (N)
inventive step (1S)

Industrial applicability {1A)

2. Citations and explanations
800 soparato sheet

:, Claims

Claims

Claims
Claims

: Claims

Claims

1-14, 18-40
1517

7-14
1-6, 1540

140
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WRITTEN OPINION OF THE . - " International application No.
INFERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/009641

1. The present application discloses a rice mutant resistant to imidazolinone herbicides
due to a mutation in the acetohydroxyacid synthase (AHAS; also known as
acetolactate synthase) at amino acid position 96.

2. . Therice plant of claim 1 does not need to be transgenic for all cells and plant tissues.
Claims 15 to 17 thus embrace wild-type plant parts and therefore lack novelty (Article
33(2) PCT). .

3. D1 (US 2003/0097692) discloses a mutated Arabidopsis AHAS having resistance to
imidazolinone herbicides. The AHAS is mutated at position 122, which was known to
be conserved between different AHAS and to be involved in herbicide sensitivity (see
also D2: US 5,013,659, passage bridging col..21 and 22). One of the specific

_mutations is from alanine to threonine. Position 122 of the Arabidopsis AHAS
corresponds to position 96 of the rice enzyme.

4. The subject-matter of claims 1-6 and 15-40 is not considered to be based on an
inventive activity (Article 33(3) PCT). It was known that the amino acid corresponding
to amino acid 96 of the rice ‘AHAS was involved in susceptibility to herbicides.
Position 96 thus was an obvious choice for the skilled person who wanted to create a
AHAS which is resistant to imidazolinone herbicides. it does not require inventive
activity to repeat the disclosure of D1 with AHAS isolated from another source.

5. It should furthermore be noted that the subject-matter of claim 1 is not considered to
be supported over its entire range. The claim embraces any mutation in the
numerous alanine residues. The application, however, only discioses one mutation at

- a specific position.

The same argument applies to claim 7. The application only discloses one specific
mutant.

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Shest 1) (EPO-January 2004)
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The demand sust bu fiad directly with ¥in conpaters international Preliminary Bcusining Auhority Asthorities are competest
wizh the one chosen by the qpplicast. MHHGMﬂdHMQHJ?:;Ghzh l?o

rEA’ EP

PCT CHAPTER II
DEMAND
mdnA:hchSlofﬂsPMCoqﬂmm
mwmuhw I:nlhlll:goetof
internationsl preliminary examinstion Cooperation Treaty
For Intomational inary Exemining Authority use caly
Identifieation of IPEA Dato of raceipt of DEMAND

Applicant’s or agent’s file reference

BexNo.I IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APFLICATION w4p1 52-PCT

Internatiopat spplication No. International filing date (awimonthiear) | (Barliest) Priosity dete (dayimorshpear)
PCT/EP2004/009641 30 August 2004 zemzous
Title of invention

RICE PLANTS HAVING INCREASED TOLERANCE TO IMIDAZOLINONE HERBICIDES

BexNe.II AFPLICANTY(H)

Name and adédreas —mﬂ:‘:-u flﬂd-.-u Telephons No.
BASF Aktiengeselischaft [ Facsimile No.
D-67058 Ludwigshafen [ Teloprinter No.
Applicant s egiatration No_ with the Offico |

Stxte fthat {5, country) of nationality: Stete (thot is, country) of residence:
DE DE

Name snd addrear: (Fonily sans filewad by gn s for o gl sty A offisiel desiguation. The adirexy sucst ncluds posinl oods sl wams of comivy)
LIVORE, Alberto, B.

Dr. Scelzl 27577

Concepclon del Uruguay

3260 Entrs Rlos -

Argentina

Stare (that {3, counery) of netionality: Sante (Vhat i3, conntry) of reaidence:
AR AR

Name o address: Family nane followad by giom nong A o el sl foll offivial delyasion. The bz wnot Inchals el cack sad sswer of cuniry)

PRINA, Alberto, R.

Calle 18 No. 328

Mercedes, 8600 Pcla. de Buenos Aires
Argentina

State (that iz, coumiry) of nationality: State (that is, coumiry) of residence:
AR AR

Purther applicants are indicated on a continmation sheet.
Form PCT/TPEA/OL (first sheet) (Jamry 2004) Sew Notez 10 the demand form




Intomstional spplication Ne.
SwemtPe. .2 PCT/EP2004/009641

Contimmtion off Bea No.II  APFLICANT(H)
{f meme of the following meb-baxu is v, this shost should mot be inchaded tn the demend.

Nemo and address: (Finally s fifowad by gien nuse; fir o Ingel astty, /il official dasigaesion. The sskivars vt inchade poatal code and ame of cswry)
BIRK, iwona

2608 Sunnystone Way

Ralelgh

NC 27613

USA

Stnte (that is, coumtry) of nationallity: Sinte fthar i, country) of residemce:
us us :

Name and address: (Fgnlly same fllssnd by givee pumy; for 2 lgel antity, full qfficial dedgpation. The asbivezy st ivcluds postal ccale ared mame of comiry)
SINGH, Bljay
301 Connemara Drive

Cary
NC 27518
USA

State (that iz, cowntry) of vationality: State fti i country} of residence:
us ' Us

Name aud addroas: (Fanily nas oo’ by gine nane; fir o gl ey, il i designation. The adkbezs s lnchl postel code and meams of coumiey)

State (that I, commtry) of nationality: Stuio (that s, cowntry) of residence:

Name and address: Py sams falload by gives nems; ¢ @ lngal sty A fichel donigration. The scbivezy st incily postel cods and memes of comtry)

Stato {thet i, country) of nationality: St that s, coamtyy) of residence:

] Purther spplicants are indicated on suother continostion sheet.

Form PCT/IPBAMO1 (continuation sbeet) (January 2004) ’ See Noex 1o tha denand form




Intenatiosal spplication No.
St M. 3, PCT/EP2004/009841

BexNo.IIl AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The Sllowing pexson is agent [} common represcamtive

uD T been sppointed smticr aod reprovents the appiicant(s) also for intsrationn] profimisary cxaminetion.
umwuquﬂ-wdmwymmhmm

& ) | \}), ' >x

D :..:-ay mpupwuwmmm.hmb

Nm-dnuu.mn- givan name; p-mmﬂ“m Telepbone No.
LTSI +49 (0) 80 8983870
Raltstitter, Kinzebach & Partner (GbR) [ Fucatumile No.
Patent Attorneys +49 (0) 89 987304
Stemwartstrale 4 Toleinter No. -
D-816879 Munich
s e
Reltstdtter-Kinzebach(Z.217

D A e et s iiooie & spocil entum o wWhLSS Corrempmiones Siotis Do gy o eppoisted nd the

Box Na. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Stateusont concarniny amendweniys®
1. .The spplicant wishes fhe internationsl prefiminery cxaminstion te stirt on tie busls oft
] the internations] application s originally filed
the description aa criginally filed
m smepded under Anticle 34
s origizally filed
a3 amended wnder Articla 19 (together with any accompanying siahernent)
a8 smended under Article 34

as originally filed
an amended under Asticle 34

the claims

the dmwings

O &0 O

2 D The applicant wishes any amendment to the clatms under Asticle 19 to be considered as revorsed.
wishos the piart of tho intermational prellninery examintion te be pesipensd untll the oxpirxtion of the
» qﬂﬂ-n thnoe limit wnder Rulo 69.1(d). "

internationa] prelimingry examinstion suriier then at the expimtion of the
tD qﬂmmmmmxm fo start "

* Wheve no check-box is marked, pdhnmnﬂmm'ﬂllltuhhﬁofﬁlhwm
» Mu.whnqldm wnder Asticle 19 md/or smendmenty of the internstionsl application
“Iho Bxamining Awthority before it has begun to draw up a written opinion
or

muupwdwmmm english . e
which is the Isnguage In which the interoational spplicstion was filed.
[T] whichis e languags of s translation firnished for the purposes of interationsl sesrch.
{T] which is the langaags of publication of the internatioral application.
[[] which is the language of the tranalation (to be) farnished for the purposes of intermational preliminary cxamination.

Bax No.¥V ELECTION OF STATES

The filing of this demand constitutes the election of all Contracting States which are designated and are bovnd by Chapter 11 of the
PCT.

Form PCT/IPEA/401 (socond sheet) {Jamury 20048) Ses Notes 10 the damand form



Shest Mo .4 PCT/EP2004/009641
Bex Ne. VI CHECK LIST
"The demand is accompanied by the fillowing clements, in the lsngeage reflrred to i For International
numw.hmmb:ﬁmmpdmm e Bxamiting Authority uee oaly
recaived not recelved
I. tmnalation of international spplication sheets a 0
2. snondments under Aricle 34 9 shests D D
3. copy (or, where required, translation) of
smendments onder Articls 19 shesty D D
4, copy (or, whers required, transistion) of
statement under Articls 19 sheets {1 (I
S. letter 4 sheets O O
6. other fpectfy) :hd-upvmhndﬂn 10 sheets 3 |
s

1. [} o calenlation shest
2 [] original separwtn power of stiomey
3.[] oviginel general power of sttomey

4.5 copy of generl power of sttomey;
refarence sumber, ifany: AV 35038

The daoand is also acoampenied by the item(s) warked below:

5. ) steinment explaining lack of dgnaturs

6.[] seqoence listing in computer readsble form

1. tablea In readable form rolated
O i -

8.0 other (apecify):

Bax Ne. VII SIGNATURE OF AFPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Nt 1o onch siguaturs, indicats the nume of the pervon siguing and ihe copaciy in wiich the persou sigas (f sch capacity is wot obwisus from rasiing the demand).

Munich, June 298, 2005

Dr. Thomas Wolter

1. Duto of nctual receipt of DEMAND:

For Inteynationa) Preliminary Bxaraluing Anthority use caly

2 Adjusted dato of receipt of demand doe
0 CORRECTIONS under Ruls 60.1(b)

The date of receipt of the demand is AFTER the
expimtion of 19 monthe flom the pricrity date and
item 4 or 5, below, doos not spply.

D The spplicant has been informed accordingly.

4 D Tha date of! of the demand 1s WITHIN tha time

J.D

8. D The date of receipt of the denend is AFTER tw
ofthe tims limit under Rulo S4bir. 1(a) and
item 7 ar §, below, doea not apply.

1. D ‘The dats of receipt af the dexnand s WITHIN the tme
m%‘mm.lmumddwﬁud'

limitof 19 fyom the priority dete s extended

P i | ] S i s

Al the dats of receipt of the is after N .
5‘D °f|’m'mmnﬂ. . “mz in arrival is EXCUSED pursusnt to Rule

i arrival ls EXCUSED pursusct 0 2.
For Insraatiops] Burean nae only

Desoand received from IPHA onc
Form PCT/IPBA/MOL (last sheet) (Jansmry 2004) Sea Notes 10 the dumand form
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vo: Reitatotter, Kingobach & Pat. | PCT

WOLTER, Thomas ch -
Reltstotter, Kinzebach & Parter (@ | Eng. 074 No¥. 2005

Stemwartstr. 4 ICATION OF TRANSMITTAL OF
81679 Ml:lmhen Semenist. 4 §-81678 MindtliE INTERNATIONAL PRELIMINARY
ALLEMAGNE REPORT ON PATENTABILITY
(PCT Rule 71.1)
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0000085841 M I6152-PCT IMPORTANT NOTIFICATION
imemational applicaion No- inmemational filing date {dminonihjear) Priority dade (dayinonifviesr)
PCT/EP2004000841 90.08.2004 20.08.2003
Applioant

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al.

Intemational preliminary report on patentabiiity and ka annexes, if any, asteblished on the
application.

2. Amdﬂwmdwhm.ﬂw.hwmmmwhlmmmmm
communication to all the elected Offices. )

3. Where required of the elected Offices, thelntorruﬂonnlBunauwllprapamanEnglhhtmﬂuﬂunol
mmmn&yﬂumm)mmnmmmmmaomom

mappnmmmunmrunmuomlmbdomeaeh electad Office by performing certain acts {fling
translations and paying naticnal fees) within 30 months from the prioifty date (or iater in some Offices)
(Article 39(1)) (see also the reminder sent by the intemational Bureau with Form PCTABS01).

WMnmmmmmmmwmmmmmwummmmm
must contain a transiation of any annexes to the intemational prefiminary report on patentabllity. &t Is the
applicant’s responsibllity to prepare and fumish such transiation directly to each elacted Office concemed.

Forﬁhr&hhmmmmummmmmmmdﬂummluvaumndm
PCT Applicant'’s Guide.

mm’:mnﬂonhdmmbArﬂdaSS(S).thpmvﬁuMﬂneﬂhﬂadmﬂy.Mnﬂwdap

described in Article 33{2) to (4) merely satve the purposes of itemational
prallmharymanﬂnabonnndﬁﬂ "any Contracling State may apply additional or different criterla for the
purposes of deciding whather, in that Stats, hgunedkwmomhpatonhbloormt'(mnbom
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, o exemptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

Name and adkress of the imemational
peolieninary authorty:

P EE

Tel. mum 0 Tx 523658 eprmu d
=== Fax +40 00 2360 - 4485
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1.  This report Is the international examination esinblished by thie intemational Preliminary Examining

mummswnmummmmbmn
This REPOAT conelate of A tpia) of 5 sheels, Including this coversheet. - . .. -

This report Is also accompaniad by ANNEXES, compriaing:
a B sent 1o ihe appiicant and io the Intamational Bureau)} a Iotal of 9  shasts, as follows:

El sheets of the description, claime andior drawings which have been amended and are the basis of this report
mmmmmwud’mﬁ(mmn1ﬂummdu
Administrative Instructions).

(N mmmmmmmmummmmmmmm
WhmmmiMMmh&muMuMhm4olﬂmNo.luﬂh

b. D mnm&mmmmnwamwwmamwm , contalning a
sequence lsling andbr tables reinted thereto, in computer readable form only, as indicated In the slpplummll
Box Relating to SBaquence Lisiing (see Secion 802 of the Adminigirative Instructions).

This report contalns indications miating 1o the following oma:

& BoxNo.!  Basis of the opinion

0] BouNo.!  Prioitty

O BoxNo.lll  Non-establiishment of opinion with regard 1o novelly, inventive step and industrial applicabillty

[0 BoxNo.IV  Lack of unity of invention

& BoxNo.V  Reasoned sislament under Asticle 35(2) with regard io novelty, inventive step or industrial

applicablRty; cliations and explanations eupporting such statement

{] Box No.VI Caertain documents clted

[0 BoxNo.Vil Gertain defects in the intemational appiication

O Box No. VIl Certain cbeervations on the intemational application
Do of ibmission of 1he demand Date of Gomplation of #ia teport
20.08.2005 31.10.2005

muum Authortzed Officer
‘ Bilang, J ‘\
Pt 60 2308 - -0 Txc 529658 apmu d ’l

—5F_ . Fax +49 89 2390 - 4485 Telephone No. +40 80 2399-8707 —




- INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT

ON PATENTABILITY PCTEP2004.009541

-+ Box No.| Basls of the report - : i

1. With regard to the language, this report is based on the intemational appiication in the language In which it was
filed, unless otherwise Indicated under this item.

1 Thie report is based on transiations from the into the following languags ,
Mbhhmg:ndamhﬂonfunm m
O intermnational search {under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the Intemational application (under Rule 12.4)
8] hmMmhinnw axamination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regasd to the elemenis” of the intemnational application, this report Is based on (repiacement sheets which
have been furnished fo the receiving Office in response o an invitation under Article 14 are referred 10 in this
report as “originally filed” and are not annexad io this report):

[

Description, Pages

1-31 ae oliginally filed

e it . —-

140 recsived on 29.08.2005 with lster of 20.08.2006
Drawings, Bhests

212121 as originaly flled

B a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Lieting

8. O The amendments have resulted In the canceliation of:

. 0O the description, pages
O the claims, Nos.
O the drawings, sheetafigs
DO the sequencs Risting (apecify):
O any tebia(s) related to sequence listing (speciy):

4. 0 mmmmmuu(mmmmmmwmmmmm
had not besn mads, since they have besen considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the

Supplemental Box (Rule c))-
a Medewrbﬂon.
O the claims, Nos.
O the drmawings, sheetad!
O the sequence listing (apeciiy):
O any table(s) related to secuence listing (specify):

* If item 4 applies, soms or all of these sheets may be marked "supersedsd.”



INTERNATIONAL PHELIHINARY REP RT

* * NPATENTABILITY
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T

-Bullo.v Reasoned statement undaer Article with rd to Inventive industrial .
bty; ot u m) rega noveity, step or

1. Siatement
Novelty (N) Yes: Claims
No: Clalma
Inventive step (IS) Yos: Clalme
No: Claims
industrial applicabliity (1A) Yea: Cialms
No: Claima

2. Chatlons and explanations (Rule 70.7):
aeo separate sheot

1-48

6-13, 23-30, 46
1.6, 14-22, 3145

1-46
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INTERNATI NAL PRELIMINARY REPORT intsmational egipcation No
* " N PATENTABILITY _ PCTEP2004009641
Supplemental Box-relating to-Sequence Listing .. - . e
Continuation of Box L lem 2: ’

1. With regard 1o any nuclectide andbr amino acld sequence disclosed In the Intemational application and
necessary to the claimed invention, this report has been established on the basis of:

a. type of material:
B asequence listing
0 table(s) related to the sequence lsting
b. format of material;
@ i writton formet
& in computer readable form
cllmoﬂlnulunﬁhlng. )
" ‘D ‘contained i the Intemational application es fled
[0 filed together with the International application in computer readable form
B furnished subsequently to this Authority for the purposes of search andbr examination
E recelved by this Authority as an amendment on

2. B In addition, hﬂnmﬂutmmﬂmnonsvambnoreopydauqumlsﬂngandbrhbh(z):ﬂaﬂng
ﬂnmhuboonﬂedul‘umlahd the required staternents that the Information In the subsequent or
mmnmwummmm»m«mmmwmwm»m
a8 appropriate, were furnished. .

3. Additional observations, f necessary:
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* * INTERNATIONAL PRELIMINARY International appiication No.

REPORT ON PATENTABILITY
. (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/009641

T oelhugd . o &,

1. Thepmwﬂappllcaﬂondmheesaﬂcemuhrﬂmsbmmolmidazommhamwidee
due to a mutation in the acetohydroxyacid synthase (AHAS; also known as
acetolactate synthase) at amino acid position 96.

2. D1 (US 2003/0097692) discloses a mutated Arablidopsis AHAS having resistance to
imidazolinone herbicides. The AHAS is mutated at position 122, which was known to
be conserved between different AHAS and to be involved in herbicide sensitivity (see
also D2: US 5,013,859, passage bridging col. 21 and 22). One of the specific
mutations is from alanine to threonine. Position 122 of the Arabidopsis AHAS
cormmeeponds to position 96 of the rice enzyme.

3 The subject-matter of claims 1-5, 14-22, and 3145 Is not considered to be based on
.. . --. &ninventive activity (Articie 33(3) PCT). -

it was known that amino acid residue 122 of the Arabidopels AHAS protein was
involved In susceptibliity to herbicides. Amino acid resldue 122 of Arabldopels
corresponds to amino acid position 96 of the rice AHAS. Posltion 86 thus was an
obvious choice for the skilled person who wanted to create a AHAS which is resistant
to imkiazolinone herblcides. It does not require inventive activity to repeet the
disciosure of D1 with AHAS isolated from another source.

4. -The applicant argued that it was not possible to conclude from D1 or D2 thata . .
mutation at position 86 of the rice AHAS would result In a herbicide tolerant
phenotype.

This authority is not convinced by the arguments of the applicant. A simple sequence
comparison between the known AHAS proteins of Arabidopsis and rice indicates that
the two enzymes are well conserved in their primary etructure. The skilled person
thue would expect that a mutation at positions corresponding to position 122 of th
Arabidopsis AHAS would result in a herbicide tolerant enzyms.

it should be noted that position 122 of the Arabldopsis AHAS was even predicted to
be involved In herbicide sensitivity based on theoretical considerations (D2). The
confirmation of these conslderations by D1 would suggest to the skilled person that
this (conserved) position is involved in sensitivity to herbicides in other plant species
as well.

Form PCT/Baparaie Sheet/400 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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* We Claim:

1. Amﬂdwamﬂlﬂ&m&e“wﬁmhm
-AHASmnlncmdeonfmmﬁephntmundmlmbmmdmﬂm
herbicide as compared to a wild-type variety of the plant, wherein the variant AHAS
nucleic acid encodes a variant AHAS polypeptide comprising an alanine to threonine
substitution as compered to a wild-type AHAS polypeptide and wherein the alanine to
threonine substitution corresponds to position 96 of the AHAS amino scid sequenceas
shown in SEQ ID NO:12.

2. The rice plant of claim 1, wherein the variant AHAS nucleic acid

o comprises a polynucleotide sequence selected from the group consisting oft
(a) apolynucleotide as defined in SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:3 or
SEQ ID NO:5; .
(b) & polymucleotide as defined in SEQ ID NO:11;
© a polynucleotide encoding s polypeptide as defined in SEQ ID

NO:2, SEQ ID NO:4 or SEQ ID NO:6;

(@ apolynucleotide encoding & polypeptide as deliriéd‘lia SEQ ID ekt
NO:12;

() apolynucleotide comprising at lcast 60 consecutive nucleotides of
my of a) through d) sbove; and

()  apolynucleotide complementary to the polynucleotide of any of a)
through ¢) above.

'3, Therice plant of claim 1, wherein the variant AHAS nucleic acid
comprises a polynucleotide sequence as defined in SEQ ID NO:1.

4, The rice plant of claim 1, wherein the at least one variant AHAS nucleis
acid comprises a polynucleotide sequence as defined in SEQ ID NO:3.



5. The rice plant of claim 1, wherein the variant AHAS nucleic acid
comprises a polynucleotide sequence as defined in SEQ ID NO:5.

6.  Therice plant of claim 1, wherein the plant is not transgenic.

7. The rice plant of claim 6, wherein the plant has a Patent Deposit
Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; orisa
recombinant or genetically engincered derivative of the plant with Patent Deposit
Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; or of any
mofﬂ:eplﬂofhtmth:ontDmhonNmchClMBﬂMNﬂMB

41207, wNCIMBHZOB.muanMn;myp{moEﬂmeplmﬂ.

8. The rice plant of claim 6, wherein the plant has a Patent Depoait
Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208, or is a progeny
of the plant with Patent Deposit Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or
NCIMB 41208.

9. The rice plant of claim 6, wherein the plant has the hesbicide tolerance
chnlcuilﬁmofthephntwithaPmendtDuipﬁoﬁNmbuNcndBu'zos. i
NCIMB 41207, or NCIMB 41208.

10.  The rice plant of claim 6, wherein the rice plant has a Patent Deposit
Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208.

11,  Therice plant of claim 1, wherein the imidazolinone berbicide is selected
from the group consisting of 2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidiazolin-2-y1)-
nicotinic acid, 2-{(4-isopropyl)4-methyl-5-oxo-2-imidezolin-2-y1)-3-quinolinecarboxylic
acid, S-ethyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-nicotinic acid, 2-(4-
isopropyl-4-methyl-S-oxo-2-imidazolin-2-y1)-5-(methoxymethyl)-nicotinic scid, 2-(4-

- isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-S-methylnicotinic acid, and a mixture of



methyl 6-(4-isopropyl-4-methy}-S-oxo-2-imidazolin-2-y1)-m-toluate and méthiy 2-(4-
isopropyl-4-methyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yI)-p-toluste. : '

.34

| 12 Therico plant of claim 1, wherein the imidazolinone herbicide is S-ethyl-
2-(4-isopropyl-4-methyl-5-ox0-2-imidazolin-2-y1)-nicotinic acid.

‘13, Therice plant of claim 1.wh-einmeimidmﬁmmh=bioiuhz-(4
isopropyl-4-methyl-5-ox0-2-imidszolin-2-y1)-5-(methoxymethyl)-nicotinic acid.

14, A plant part of the rice plant of claim 1, wherein the plant part comprises .
the variant AHAS nucleic acid.

15. A plant cell of the rice plant of claim 1, wherein the plant cell comprises
the variant AHAS nucleic acid.

16.  Aseed produced by the rice plant of claim 1, wherein seed plant part

17.  The seed of claim 16, wherein the seed contains the variant AHAS nucleic
acid snd wherein the seed is true breeding for an increased tolerance to an imidezolions ~ *= -
herbivide as compared to a wild-type variety of the rice plant seed.

18.  Therice plant of claim 1, wherein the plant is transgenic.

19. -The transgenic rice plant of claim 18, wherein the variant AHAS nucleic
ﬁdmﬁmaplpwnﬁdewm&mhmwoﬁ
() 2 polynucleotide as defined in SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:3 or
SEQ ID NO:S;
(b) apolynucleotide as defined in SEQ ID NO:11;
(c) apolynucleotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4 or SEQ ID NO:6;



0 &

@ apolynuclouideue_odingapolypeptideudaﬁnedinSBQID

NO:12;

() apolynucleotide comprising at least 60 consecutive nucleotides of
any of =) through d) above; and _

(0 apolynucleotide complementary to the polynucleotide of any of &)
through &) above.

20. Therice plant of claim 18, wherein the variant AHAS nucleic acid
comprises a polynucleotide sequence as defined in SEQ ID NO:1.

21, Therice plant of claim l&whﬂmmevmmmsmwluemd
eumpnnulpolymnlmdeleqmeudeﬁndeBQmNO}

22. Therice plant of claim 18, wherein the variant AHAS nucleic acid
comprises a polynucleotide sequence as defined in SEQ ID NO:5.

23. A rice plant having the harbicide tolerance chamcteristics of the plant with
a Patent Deposit Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208,
and wherein the plant is selected from the group consisting of:

(a) aplant having a Patent Deposit Designation Namber NCIMB Bt
41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208;

(b)  aplant that is a recombinant or genetically engineered dexivative of
the plant with Patent Deposit Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or
NCIMB 41208;

(c) smyprogeny of the plant of Patent Deposit Designation Nomber
NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208; or

(d) aplant that is a progeny of any of the plants of the plants of ()
throngh (c).

24. Therice plant of claim 23, wherein the imidazolinone herbicide is selected
from the group consisting of 2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidiszolin-2-y1)-




. A
nicotinic acid, 2-(4-isopropyl)-4-methy}-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-3-quinolinecarboxylic | "
ecid, 5-cthyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidaznlin-2-y1)-nicotinic acid, 2-(4-
isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-5-(methaxymethyl)-nicotinic acid, 2-(4-
isopropyl-4-methyl-S-oxo-2-imidazolin-2-y1)-5-methylnicotinic acid, and a mixture of
methyl 6-(¢-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidaznlin-2-y1)-m-toluate and methyl 2-(4-
isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-p-toluate.

25. ‘Therico plant of claim 23, wherein the imidazolinone herbicide is 5-ethyl-
2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-y1)-nicotinic acid.

26. Therice plant of claim 23, whﬂunﬂ:cmndmhmelnrbmdouz-G-
w-f-meﬂnyl S-oxo-z-mdnmlnrz-yl)-s-(methmymeﬂwl)-mm

27. A plant part of the rice plant of claim 23, wherein the plant part comprises
the varisnt AHAS nucleic acid.

28. A plant cell of the rice plant of claim 23, wherein the plant cell comprises
the variant AHAS nucleic acid.

29. A sced produced by the rice plant of claim 23, wherein soad plantpart - o ¢ R
comprises the variant AHAS nucleic acid.

30.  Theseed of claim 29, wherein the sced contains the variant AHAS nucleic
acid and wherein the seed is trus breeding for in incressed tolerance to an imidazolinone
herbicide as compared to a wild-type variety of the rice plant seed.

31.  Anisolated AHAS nucleic acid, wherein the nucleic acid comprises a
polynucleotide sclected from the group consisting of:
(a) apolynuclectide as defined in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, or
SEQ ID NO:5; '
(b) s polynucleotide as defined in SEQ ID NO:11;
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(c)  apolynucleotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4, or SEQ ID NO:6;
(d) apolynucleotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID

'NO:12;

(¢) s polynucleotide comprising at least 60 consecutive oucleotides of
any of a) through d) above; and

D npolynuhuﬁdeemplunmmhpglynudwﬁdeofmyoh)
through o) above,
wherein the isolated AHAS nucleic acid encodes an AHAS polypeptide conferring
increased tolerance to an imidazolinone hexbicide as compared to a wild-type AHAS
polypeptide.

32.  The isolated AHAS nucleic acid of claim 31, wherein the nucleic acid
comprises a polynuclcotide as defined in SEQ ID NO:1.

33.  The isolated AHAS nucleic acid of claim 31, wherein the nucleic acid
compriscs a polynucicotide as defined in SEQ ID NO:3.

34. Theisolated AHAS nucleic acid of claim 31, wherein the nucleic acid
comprises a polynucleotide as defined in SEQ ID NO:S5.

35. Theisolated AHAS nucleic acid of claim 31, wherein the nucleic acid
comprises a polynucleotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID NO:2.

36. Theisolated AHAS nucleic acid of claim 31, wherein the nucleic acid
compriscs a polynucleotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID NO4.

37.  The isolated AHAS nucleic acid of claim 31, wherein the nucleic acid
comprises a polynucleotide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID NO=6.
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38. Anisolated AHAS polypeptide, wherein the polypeptide is selected from
the group of polypeptide sequences as defined in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, and SEQ ID NO:12, wherein the polypeptide confers incressed tolerance 1o an
imidazolinone hesbicide as compared to a wild-type AHAS polypeptide,

39. Theisolated AHAS polypeptide of claim 38, wherein the polypeptide
comprises a polypeptide s defined in SEQ ID NO:2.

40.  The isolated AHAS polypeptide of claim 38, whevein the polypeptide
comprises a'polypeptide as defined in SEQ ID NO:4.

41 Theisolsted AHAS polypeptide of claim 38, wherein the polypeptide_.
comprises a polypeptide as defined in SEQ ID NO:6.

42. A method of controlling weeds within the vicinity of a rice plant,
comprising applying an imidarolinone herbicide to the weeds and the plant, wherein the
plant bas increased tolerance to the imidazolinone herbicide as compared to & wild-type
variety of the plant, wherein the plant comprises a variant AHAS nucleic acid encoding a
variant AHAS polypeptide comprising an alanine to threonine substitution as compared
to a wild-type AHAS polypeptide and wherein the alaniné o threonine substitution
. corresponds to position 96 of the AHAS amino acid sequence as shown in SEQ ID
NO:12.

43, The method of claim 42, wherein the variant AHAS nucleic acid is
selected from the group consisting of:
(a) = polynucleotide a3 defined in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, or
SEQ ID NO:5;
(b) apolynucleotide as defined in SEQ ID NO:11;
(c) s polynuclectide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4, or SEQ ID NO:6;

)35?



(d)  apolynucleotide encoding & polypeptide as defined in SEQ ID

NO:12;

(¢) apolynucleotide comprising at least 60 consecutive nucleotides of
myofn)ﬂmughd)tbwe;lnd

(0 apolymcleotide complementary to the polynucleotide of sty of a)
through ¢) above.

44. A method of producing a tranagenic plant having increased tolerance to an

. (v) transforming a plant cell with one or more expression vectors _

mmmd“mmmsmhcmdmlmmwm

'twnumdmobﬂmemmuwmpudwamld-wm .

-'polypqmde.whumthnlumetoﬂnmenhhmOnmupmdlmpodum%of
the AHAS amino scid sequence as shown in SEQ ID NO:12.; and

(b)  genemating from the plant cell a transgenic plant with an increased

tolemnce to an imidazolinone herbicide as compared to a wild-type variety of the plant.

45. The method of Claim 44, wherein the at least one variant AHAS nucleic

acid comprises a polynucleotide sequence selected from the group consisting off

(a) apolynucleotide as defined in SEQ ID NO:i, SBEQ 15 NO:3, or
SEQ ID NO:5;

(b)  apolynucleotide as defined in SEQ ID NO:11;

()  apolynuclectide encoding a polypeptide as defined in SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4, or SEQ ID NO:6;

{(d) apolynuclectide encoding » polypeptide as defined in SEQ ID
NO:12;

(e)  apolynucleotide comprising at least 60 consecutive nucleotides of
any of a) through d) above; and

() apolynuclectide complementary to the polynucleotide of any of a)
through ¢) sbove.

yﬂ e



46. A method of controlling weeds within the vicinity of a rice plant,
comprising applying an imidazolinone herbicido to the weeds and the piant, wherein the
phntcwnpﬁm'ﬂuhﬂbieideblumechmﬂuiaﬁuofﬁeplmwithlhmbqnﬁt
Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208, and wherein the
plant is selected from the group consisting oft

(s)  aplant having a Patent Deposit Designation Number NCIMB
41206, NCIMB 41207, or NCIMB 41208;

(b)  aplant that is s recombinant or genetically engineered derivative of
the plant with Patent Deposit Designation Number NCIMB 41206, NCIMB 41207, or
NCIMB 41208;

(c) lnymofﬂ:ophntofPltmtDepontDmpmonNmbu

' _—'_'NCIMB 41206, NCIMB 41207, orNClMB 41208,

_ (d) aplmﬂlnulmpnyofmyoftheplmhofﬁophnbof(l)
QO = though(o).

-
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SOBRE ESTAS REIVINDICACIONES SE DEBE HACER EL EXAMEN DE , ?0

PATENTABILIDAD

Una planta de arroz que incluye una variante de 4cido nucleico de AHAS, donde la

variante de écido nucleico de AHAS le confiere a la planta una mayor tolerancia a un

herbicida de imidazolinona en comparacién a la de una variedad de la planta del tipo

salvaje. Donde la variante de dcido nucleico de AHAS codifica una variante de

polipéptido dc AHAS que incluye una sustitucidn de una alanina a treonina en

comparacién al polipéptido de AHAS del tipo salvaje y en donde la sustitucién de alanina

a treonina corresponde a la posicién 96 de la sccuencia de amino &cido de AHAS como sc

muestra en SEQ ID NO:12.

La planta de amroz de la reivindicacién 1, donde la variante de écido nucleico de AHAS

incluye una secuencia polinucleétida seleccionada de un grupo consistente de:

() un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o SEQ ID
NO: §;

(b) un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;

(c) un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, o SEQ ID NO: 6;

(d) un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:12;

(¢) un polinucleotdido que incluye al menos 60 mucleétidos consecutivos en

cualquicra de hasta (a) hasta (d) anteriores; y
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()  un polinucledtido complementario al polinucledtido de cuslquiera de hasta (a)
hasta (¢) anteriores.

La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde la variante de dcido nucleico de AHAS

incluye una secuencia polinucleétida como se define en SEQ ID NO:1.

La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde al menos una variante de 4cido nucleico

de AHAS incluye una secuencia polinucledtida como se define en SEQ ID NO:3.

La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde la variante de ficido nucleico de AHAS

incluye una secuencia polinucletida como se define en SEQ ID NO:S.

La planta de arroz de la reivindicacion 1, donde la planta no cs trasgénica.

La planta de arroz de la reivindicacién 6, donde 1a planta tiene un Niimero de Designacién

de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM 41208; o0 es un

recombinado o un derivado genéticamente ingeniado de un planta con Nimero de

Designacién de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM 41208; o

de cualquier progenie de la planta de Niimero de Designacién de Depdsito de Patente

NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM 41208; o0 ¢s una planta que es una progenie de

cualquiera de estas plantas.

La planta de arroz de la reivindicacién 6, donde la planta tiene un Niimero de Designacién

de Depégito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM 41208; o es una

progenie de la planta con Niimero de Designacién de Depésito de Patente NCIBM 41206,

NCIBM 41207, o NCIBM 41208.

La planta de arroz de la reivindicacién 6, donde la planta tiene las caracteristicas de

tolerancia a herbicida de la planta con un Niimero de Degignacién de Depésito de Patente

NCIBM 41206, NCIBM 41207, o NCIBM 41208,
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La plenta de amroz de Ia reivindicacién 6, donde Ia pianta tiene un Nmero de Designacién
de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207 o NCIBM 41208.

La planta de amoz de Ia reivindicacion 1, donde el herbicida de imidszolinona es
seleccionado de un grupo consistente de #cido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo0-2-
imidiazolina-2-y1)-nicotinico; &cido 2-{d-isopropil)-4-metil-5-oxo-2-imidiazolins-2-y1)-
3-quinolinocarboxilico, #cido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-i1)-
nicotinico, dcido  2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-y1)-5-(metoximetil)-
nicottnico, dcido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-y1)-S-metilnicotinico y
una mezcla de metil 6-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolina-2-y1)-m-toluato y metil
2-(4-isoprpil-4-metil-5-oxo-2-imidszolinona-2-y1)-p-toluato.
upla:;ndemdeureivindiunion 1, donde el herbicida de imidazolinona es icido 5-
etil-2-(4-isopropil-4 -metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-y1)-nicotinico.

La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde el hesbicida de imidazolinona es dcido 2-
(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-y1)-5-(metoximetil)-nicotfnico.

Una parte de la planta de arroz de la reivindicacién 1, donde la parte de 1a planta presenta
la variante de écido nucleico de AHAS.

Una célula de la planta de arroz de la reivindicacién I, donde la célula de la planta
presenta la variante de écido nucleico de AHAS.

Una semilla producida por la planta de arroz de Ia reivindicacién 1, donde Ia semilla de la
planta presenta la variante de écido nucleico de AHAS.

La semilla de la reivindicacién 16, donde la semilla contiene la variante de dcido nucleico

de AHAS y donde la semilla ¢s una cria verdadera para una mayor tolerancia a un
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herbicida de imidazolinona en comparacién con una variedad de la semilla de 1a planta de

arroz de tipo salvaje.

La planta de arroz de la reivindicacién 1. donde la planta es trasgénica.

La planta trasgénica de arroz de la reivindicacién 18, donde la variante de icido nucleico

de AHAS incluye una secuencia polinucledtida seleccionada de un grupo consistente de:

(8) un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o SEQ ID
NO: 5;

(d)  un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;

(c) un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ lD NO:2,
SEQ ID NO:4, o SEQ ID NO: 6;

(d) unpolinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:12;

(¢) un polinucleotdido que incluye al 60 nucletidos consecutivos en
cualquiera de hasta (a) hasta (d) anteriores; y

D un polinucledtido complementario al polinucleétido de cualquiera de hasta (a)
hasta (d) anteriores.

La planta de arroz de la reivindicacién 18, donde la variante de écido nucleico de AHAS

incluye una secuencia polinucleétida como se define en SEQ ID NO:1.

La planta de arroz de 1a reivindicacién 18, donde Ia variante de dcido nucleico de AHAS

incluye una secuencia polinucleétida como se define en SEQ ID NO:3.

Laplantademozdelan-:ivindicacién 18, donde la variante de écido nucleico de AHAS

incluye una secuencia polinucledtida como se define en SEQ ID NO:5.
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Una planta de arroz que presenta la caracterfstica de. tolerancia a herbicidas que presenta

la planta con Nimero de Designacién de Depésito de Patente NCIBM 41206, NCIBM

41207 o NCIBM 41208 y en donde 1a planta se escoge de un grupo que consiste de:

8) la planta que presenta Niimero de Designacién de Depésito de Patente NCIBM
41206, NCIBM 41207 0 NCIBM 41208

b) Una planta que es el recombinante o el derivado genético de la planta con Niimero
de Designacién de Depésito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207 o NCIBM
41208 -

c) Cualquier progenie de la planta que presenta Niimero de Designacién de D-epésito
de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207 o NCIBM 41208; o

d) La planta que es progenie de cualquiera de 1as plantas de a) a c)

La planta de arroz de la reivindicacién 1, donde el herbicida de imidazolinona es

scleccionado de un grupo consistente de é4cido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo0-2-

imidiazolina-2-y1)-nicotinico; dcido 2-(4-isopropil)-4-metil-5-oxo0-2-imidiazolina-2-y1)-

3-quinolinocarboxilico, 4cido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-yI)-

nicotinico, 4#cido  2-(4-isopropil-4-metil-5-0x0-2-imidiazolina-2-y1)-5-(metoximetil)-

nicoﬁnicb, écido 2-(4-isopropil-4-metil-5-0x0-2-imidiazolina-2-y1)-5-metilnicotinico y

une mezcla de metil 6-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolina-2-y1)-m-toluato y metil

2-(4-isoprpil4-metil-5-oxo0-2-imidazolinone-2-y1)-p-toluato. '

La planta de arroz de la reivindicacién 23, donde el herbicida de imidazolinona es 4cido

5-etil-2-(4-isopropil-4 -metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-y1)-nicotinico.

La planta de arroz de la reivindicacién 23, donde el herbicida de imidazolinona es écido

2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidiazolina-2-y1)-5-(metoximetil)-nicotinico.
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Una parte de 1a planta de arroz de la reivindicacién 2, donde Iz parte de la planta presenta
la variante de écido nucleico de AHAS.
Unacéluladelaphntademozdehreivindicacidnzlm donde la célula de la plenta
presenta la variante de Acido nucleico de AHAS.
Una semilla producida por la planta de arroz de la reivindicacién 23, donde la semilla de
la planta presenta la variante de dcido nucleico de AHAS.
La semilla de la reivindicacién 29, donde la semills contiene la variante de écido nucleico _
deAHASydondehs.emiﬂaeaumcdaverdadmpmmmnwrtolmcinaun
herbicida de imidazolinona en comparacién con una variedad de la semilla de hpiantade
arroz de tipo salvaje.
Un écido nucleico de AHAS aislado , donde el &cido nucleico incluye un polinucledtido
seleccionado de un grupo integrado por:
(8) un polinucleotéido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o SEQ ID
NO: §;
(b) un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;
(c un polin.ucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, o SEQ ID NO: 6;
(d) un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:12;
(¢) un polinucleotéido que incluye al menos 60 nucleéﬁ&s consecutivos
cualquiera de hasta (a) hasta (d) anteriores; y
(f) un polinucleétido complementario al polinucle6tido de cualquiera de hasta (a)

hasta (d) anteriores.
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Donde el 4cido nucleico aislado codifica un polipéptido de AHAS que confiere una mayor
tolerancia a un herbicida de imidazolinona en comparacién a un polipéptido de AHAS de
tipo salvaje.

El dcido nucleico de AHAS aislado de 1a reivindicacién 31, donde el &cido nucleico
incluye un polinucledtido como se define en SEQ ID NO:1.

El cido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 31, donde el dcido nucleico
incluye un polinucleétido como se define en SEQ ID NO:3.

El 4cido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 31, donde el dcido nucleico
incluye un polinuclestido como se define en SEQ ID NO:5. | |

El é&cido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 31, donde el dcido nucleico
incluye un polinucledtido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:2.

El 4cido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 31, donde el écido nucleico
incluye un polinucledtido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:4.

El écido nucleico de AHAS aislado de la reivindicacién 31, donde el écido nucleico
incluye un polinucleétido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:6.
Un polipéptido de AHAS aislado, donde el polipéptido es seleccionado de un grupo de
secuencia de polipéptido como se definen en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6
y SEQ ID NO:12, donde el polipéptido confiere una mayor tolerancia a un herbicida de
imidazolinona en comparacién al polipéptido de AHAS del tipo salvaje.

El polipéptido aislado de la reivindicacién 38, donde el polipéptido incluye un polipéptido
como se define en SEQ ID NO:2.

El polipéptido aislado de la reivindicacién 38, donde el polipéptido incluye un polipéptido

como se define en SEQ ID NO:4.
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El polipéptido aislado de 1a reivindicacién 38, donde el polipéptido incluye un polipéptido

como se define en SEQ ID NO:6.

Un método para controlar malezas dentro de la vecindad de una planta de armroz, que

comprende la aplicacién de herbicida de imidazolinona a 1a maleza y & la planta, donde la

planta tiene una mayor tolerancia al herbicida de imidazolinona en comparacién & una

variedad de la planta del tipo salvaje, donde la planta incluye una variedad de écido

mucleico de AHAS que codifica una variedad de polipéptido de AHAS que incluye una

sustitucién de alanina a treonina en comparacién con el polipéptido de AHAS de tipo

salvaje, y dondelamﬁmciéndealanimauwnimoonupondellapoliciénéﬁdeln

gecuencia de amino dcido de AHAS como se muestra en SEQ ID NO:12.

El método de la reivindicacién 42, donde la variedad de &cido nucleico de AHAS es

seleccionada de un grupo integrado por:

() un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o SEQ ID
NO: 5;

(b)  un polinucleotéido como se define en SEQ ID NO:11;

(c) un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:2,
SEQID NO:4, 0 SEQIDNO: 6;

(d) unpolinucleotéido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:12;

(¢) un polinucleotéido que incluye al menos 60 nucledtidos consecutivos en
cualquiera de hasta () hasta (d) anteriores; y

() un polinucleétido complementario al polinucledtido de cuslquiera de hasta (a)

hasta (d) anteriores.
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Un método de producir una planta trasgénica que tiene una tolerancia al herbicida de

imidazolinona incrementada que comprende

8) Transformar una célula de la planta con uno o mas vectores de expresién que
incluyen al menos una variedad de 4cido nucleico que codifica una variedad del
polipéptido de AHAS que incluye una sustitucién alanina a treonina
comparacién con un polipéptido de AHAS del tipo salvaje; y donde la
sustitucién de alanina a treonina corresponde a la posicién 96 de una secuencia
de amino écido de AHAS como se muestra en 1a SEQ ID NO:12; y

(b)Gmmrapu'tirdelacélulndelapllntaunaplmntmsgéﬁcaoonunamle;mciaa
un herbicida de imidazolinona incrementada en comparacién a una variedad de

la planta del tipo salvaje.

El método de la reivindicacién 44, donde al menos una variedad del dcido nucleico de

AHAS incluye una secuencia polinucldtida seleccionada de un grupo consistente de :

(a)

(®)
(©

@
(e)

®

un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, o SEQ ID
NO: §;

un polinucleotdido como se define en SEQ ID NO:11;

un polinucleotdido que codifica un polipéptido se define en SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, o SEQ ID NO: 6;

un polinucleotdido que codifica un polipéptido como se define en SEQ ID NO:12;

un p.olinucleotéido que incluye al menos 60 nucledtidos consecutivos
cualquiera de hasta (a) hasta (d) anteriores; y

un polinucledtido complementario al polinucleétido de cualquiera de hasta (a)

hasta (¢) anteriores.
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46. Un método para controlar malezas dentro de la vecindad de una planta de arroz, que
comprende la aplicacién de herbicida de imidazolinona a 1a maleza y a la planta, donde Ia
planta tiene una mayor tolerancia al herbicida de imidazolinona caracteristico de la planta
con Nimero de Designacién de Depésito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207, o
NCIBM 41208, y donde la planta es selccionada del grupo que consiste en:

2) la planta que presenta Niimero de Designacién de Depdsito de Patente NCIBM
41206, NCIBM 41207 o NCIBM 41208

b) una planta que es ¢l recombinante o ¢l derivado genético de 1a planta con Niimero
de Designacién de Depdsito de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207 o NC]BM
41208

c) cualquier pr;agenie de la planta que presenta Niimero de Designacién de Depdsito
de Patente NCIBM 41206, NCIBM 41207 o NCIBM 41208; o

d) 1a planta que es progenie de cualquicra de las plantas de a) a c).
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