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PLANTASRESITENTESAL GLIFOSATO Y METODOSASOCIADOS

CAMPO TECNICO
[0001] La presente divulgacion trata de la biotecnologia vegetal. Casos particulares
relacionados con los polipéptidos nuevos involucrados en € metabolismo de N-(fosfonometil)
glicina, un &cido nucleico gque codifica dichos polipéptidos. Casos particulares relacionados con
plantas, partes de la planta 'y células vegetales que comprenden polipéptidos y/o acidos nucleicos

anteriores.

GENERAL

[0002] Las diferentes especies de maeza sempre han sido un problema en los campos
cultivados. Aungue e control de la maleza puede ser una operacion intensa, ésta se ha visto
facilitada gracias a la disponibilidad de herbicidas quimicos que acaban con ésta El uso de
herbicidas, junto con variedades mejoradas de cultivo y fertilizantes, implica una importante
contribucion a la "revolucion verde" en la agricultura. Son especialmente Utiles los herbicidas
gue poseen un amplio espectro de actividad herbicida. Desafortunadamente, los herbicidas de
amplio espectro tienen un efecto perjudicia en los cultivos expuestos a herbicida. Una manera
de solucionar este problema seria produciendo plantas de cosecha tolerantes a un amplio abanico
de herbicidas.

[0003] Un gemplo de herbicida de amplio espectro es N-fosfonometilglicing, también
conocido como glifosato. El glifosato ha sido muy utilizado por los agricultores de todo € mundo
para controlar la maleza antes de la siembra, por giemplo, en la agricultura sin labranza. Ademas, €l
glifosato es un medio eficaz para controlar la maleza entre los ciclos de produccion y rotaciones
de la cosecha. El glifosato no se transmite a los suel os después de su uso y es considerado como
uno de los herbicidas quimicos mas seguros para el medio ambiente y mas efectivos disponibles
para su uso en laagricultura.

[0004] El glifosato mata las plantas inhibiendo la via metabdlica del acido siquimico. Esta
via lleva a una biosintesis de componentes arométicos, incluyendo aminoacidos, vitaminas y
hormonas vegetales. El glifosato bloguea la condensacion de &cido fosfoenol piravico (PEP) y é&cido
3-fosfosiquimico a &cido 5-enol piruvil-3-fosfosiquimico uniéndose a una actividad inhibidora de



la sintesis de la enzima 5-enol piruvilsiquimato-3-fosfato, cominmente conocida como "sintesis
EPSP" y "EPSPS'.

[0005] Desafortunadamente, no se conoce ningun cultivo vegetal naturalmente tolerante al
glifosato y por lo tanto, el uso de dicho herbicida para el control de la maleza en campos cultivados,
esta limitado. Un método para producir un cultivo tolerante al glifosato es introduciendo un gen que
codifica una forma de gen EPSPS tolerante al glifosato en la planta de cultivo usando la técnica
de ingenieria genética. Usando mutagénesis quimica, se han producido EPSPS en bacterias
tolerantes al glifosato y los genes heterélogos fueron introducidos en las plantas para producir
plantas tolerantes a glifosato. Véase, por jemplo, Comai et al. (1983) Science 221:370-71. Los
genes EPSPS heterdlogos pueden estar sobreexpresados en |as plantas de cultivo para obtener el
nivel de tolerancia deseado.

[0006] Losegemplos anteriores de las técnicas y limitaciones relacionadas estan pensados
para ser ilustrativos y no exclusivos. Otras limitaciones de las técnicas relacionadas resultaran

evidentes para los expertos tras leer |as especificaciones.

BREVE RESUMEN

[0007] En la presente se describen los polipéptidos aislados con un minimo de 90% de
identidad a N° ID DE SEC: 1y é&cidos nucleicos que codifican un polipéptido con un minimo de
90% de identidad a N° ID DE SEC: 1 (por gemplo., N° ID DE SEC: 2-4). También se describen
plantas, partes de plantas, 6rganos vegetales, semillas y células vegetales que comprenden un
polipéptido heterélogo con un minimo de 90% de identidad aN° ID DE SEC: 1.

[0008] Algunas redlizaciones incluyen una planta, una parte de una planta, un érgano
vegeta, una semilla y/o una célula vegetal que comprende un acido nucleico que codifica un
polipéptido con un minimo de 90% de identidad aN° ID DE SEC:1. En particular, € écido nucleico
heter6logo comprende una secuencia de nucledtidos con un minimo de 80% de identidad de
secuenciaa N° ID DE SEC: 2 o N° ID DE SEC: 3. Algunas redlizaciones incluyen una planta, una
parte de una planta, un érgano vegetal, una semilla y/o una célula vegetal que comprende un acido
nucleico heterdlogo que hibridiza a otro acido nucleico teniendo N° ID DE SEC: 2 0 N° ID DE SEC:
3 bgjo condiciones exigentes. Ejemplos. la planta, la parte de una planta, e 6érgano vegetd, la
semillay/o la cdula vegetal que comprende un &cido nucleico heterlogo que hibridiza a otro é&cido

nucleico con N° ID DE SEC: 2: o N° ID DE SEC: 3 bgjo condiciones exigentes, comprende un



polipéptido codificado por € &cido nucleico heterélogo que confiere tolerancia a glifosato (o
aumenta la tolerancia a glifosato) a la planta, parte de la planta, 6rgano vegetal, semillay/o célula
vegetal.

[0009] En més usos, la divulgacion se relaciona con los métodos de generar una planta,
parte de una planta, 6rgano vegetal, semillay/o célula vegetal resistente a glifosato que comprende:
transformar una planta, parte de una planta, érgano vegetal, semilla y/o célula vegetal con un acido
nucleico que codifica un polipéptido con un minimo de 90% de identidad aN° ID DE SEC:1; y que
expresa e &cido nucleico para producir € polipéptido con un minimo de 90% de identidad a N° ID
DE SEC:1.

[0010] Otros usos incluyen vectores que comprenden un acido nucleico que codifica un
polipéptido con un minimo de 90% de identidad a N° ID DE SEC: 1. Ejemplos incluyen vectores
que comprenden un &cido nucleico que codifica un polipéptido con un minimo de 95% de identidad
aN°ID DE SEC: 1. Por gemplo, un vector puede comprender una secuencia de &cido nucleico con
un minimo de 90% de identidad aN° ID DE SEC: 2 0 N° ID DE SEC: 3.

[0011] Usos particulares incluyen plantas y células vegetales tolerantes a glifosato que
cuentan con un polipéptido heterdlogo con un minimo de 90% de identidad aN° ID DE SEC: 1.

[0012] Usos adiciondes incluyen métodos para controlar la maleza en un campo o area
bajo cultivo que contiene plantas resistentes a glifosato. Dicho método comprende: plantar una
planta o semilla que comprenda un &cido nucleico que codifique un polipéptido heterélogo con un
minimo de 90% de identidad N° ID DE SEC: 1 en € campo o é&rea de cultivo y aplicar en dicho
campo o &rea, suficiente glifosato para controlar lamaleza sin afectar demasiado ala planta.

[0013] En algunos casos, la descripcion serefiere alas células regenerables para su uso en
el cultivo de tgidos de plantas resistentes a glifosato. Dichos cultivo de tegjidos podria regenerar
plantas con caracterigticas fisiolégicas o morfoldgicas de las anteriores plantas resistentes al
glifosato y también regenerar plantas con € mismo genctipo de las plantas resistentes al glifosato.
Las cdlulas regenerables en dichos cultivos de tgidos podrian ser, por gemplo, embriones,
protoplastos, células meristeméticas, callos, polen, hojas, anteras, raices, puntas de raices, flores,
semillas, vainas y talos. Casos particulares relacionados con plantas regeneradas a través de un
cultivo de tejido de acuerdo con |o anterior.

[0014] En algunos modos de redlizacidn,, la presente descripcion hace referencia a las

células que no son regenerables para producir plantas, por jemplo, para su uso en la produccion de



lineas celulares de plantas resistentes a glifosato. En otros modos de realizacién, la descripcion hace
referencia alas plantas que comprenden tales células de forma parcial.

[0015] En determinados modos de realizacidn, la presente descripcidn hace referenciaala
aplicacion de muiltiples herbicidas a cosechas plantadas en un area bgo cultivo. La aplicacion
excesva de glifosato, ademas de multiples herbicidas, aprovecha las distintas propiedades
herbicidas, de forma que se obtiene control de las semillas con una combinacién mejorada de
flexibilidad y economia. Por gemplo, los herbicidas individuales pueden poseer distintas
longevidades en e area bgjo cultivo, es decir, agunos herbicidas pueden persistir y ser efectivos
durante un periodo de tiempo relativamente prolongado una vez aplicados en € érea, mientras que
otros pueden degradarse en otros y/o en compuestos no activos. Un sistema de aplicacion de
herbicida mejorado de acuerdo con determinados modos de realizacion permite €l uso de glifosato y
multiples herbicidas, de forma que € productor puede adaptar la seleccidn de herbicidas concretos
para su uso en una situacion determinada.

[0016] En agunos modos de redizacion, la presente divulgacion relacionada con los
métodos y composicion para hacer y usar una planta tolerante a mas de un herbicida o clase o
subclases de herbicida, tal y como se describe a continuacién. En casos particulares, la planta es
tolerante a glifosfato y a otro herbicida (o clase o subclase de herbicida) o producto quimico (o
clase 0 subclase de producto quimico) (por gemplo, fungicidas, insecticidas, reguladores de
crecimiento de plantas y similares). Dichas plantas pueden usarse, por gemplo, en métodos que
comprendan tratamiento de cultivo con varios herbicidas. Por |o tanto, la descripcion proporciona
plantas resistentes a herbicidas que toleran e tratamiento con un herbicida o combinacion de
herbicidas (incluyendo una combinacion de herbicidas que actlian de un modo diferente) o que
toleran @ tratamiento con una combinacion de a menos un herbicida 'y un producto quimico. De
esta manera, se describen méodos mejorados de cultivo de plantas en los que la maeza esta
sel ectivamente controlada.

[0017] Una planta resistente a herbicidas, de acuerdo con algunas formas de realizacién,
puede comprender una molécula de é&cido nucleico que codifica un polipéptido heterdlogo que
confiere tolerancia a glifosato y una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que
confiere toleranciaal &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). De acuerdo con los pérrafos anteriores,
se proporcionan plantas que comprenden al menos una tercera molécula de &cido nucleico que

codifica un polipéptido que proporciona a la planta un rasgo seleccionado del grupo que consiste en



tolerancia a herbicida, resistencia a insectos; un rasgo agronémico; resistencia a enfermedades, un
rasgo modificado de &cido graso y un rasgo de fitato reducido.

[0018] En agunos gemplos, la planta resistente a herbicidas comprende una molécula de
&cido nucleico que codifica un polipéptido que confiere tolerancia a glifosato y una molécula de
&cido nucleico que codifica un polipéptido que confiere tolerancia d glufosinato. Algunos jemplos
incluyen plantas resistentes a herbicidas que comprenden una molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido que proporciona a la planta un rasgo seleccionado del grupo que consiste en
tolerancia a herbicida, resistencia a insectos; un rasgo agronémico; resistencia a enfermedades, un
rasgo modificado de &cido graso y un rasgo de fitato reducido.

[0019] En agunos gemplos en particular, la planta resistente a herbicidas comprende una
molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que confiere tolerancia a glifosato y una
molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido que confiere tolerancia a un herbicida que
inhibe la acetolactato sintasa (ALS) (Lee et al. (1988) EMBOJ. 7:1241), también conocida como
acetohidroxi&cido sintasa (AHAS) (Miki et al. (1990) Theor. Appl. Genet. 80:449). Algunos
gjemplos incluyen plantas resistentes a herbicidas que comprenden una molécula de écido nucleico
que codifica un polipéptido que proporciona a la planta un rasgo seleccionado del grupo que
consiste en tolerancia a herbicida, resistencia a insectos; un rasgo agrondmico; resistencia a
enfermedades, un rasgo modificado de &cido graso y un rasgo de fitato reducido.

[0020] En agunos casos, € acido nucleico puede combinarse (0 "apilarse”) en una planta
con cualquier otra molécula de &cido nucleico y sin limitacion para proporcionar una resistencia o
tolerancia adicional a glifosato u otro herbicida, para proporcionar, entre otras cosas resistencia a
ciertos insectos o enfermedades, mejoras nutricionales, caracteristicas agrondmicas mejoradas, una
proteina u otro producto Gtil en usos dimenticios, industriales, farmacéuticos u otros. Los gjemplos
incluyen € apilamiento de dos 0 mas acidos nucleicos dentro del genoma de una planta. Este
"gpilamiento de genes' puede conseguirse a través de un cultivo tradiciond de plantas utilizando
dos 0 mas casos, la transformacién de una planta con un constructo que contiene las secuencias de
interés, la retransformacion de una planta transgénica, o la adicion de nuevos rasgos a través de la
integracion dirigida a través de una recombinacién homdloga. Ejemplos de dicho apilamiento
incluyen una combinacién de lo siguiente: un t28 &cido nucleico dg; un &cido nucleico Cry34Abl;
un &cido nucleico Cry35Abl; un &cido nucleico CrylF; un &cido nucleico CrylAc; un 12 &cido

nucleico aad; un 1 &cido nucleico aad; un acido nucleico pat; y un 2 acido nucleico DSV.



[0021] Ademés de los aspectos gjemplares y casos descritos anteriormente, otros aspectos

y casos seran evidentes tras €l estudio de las siguientes descripciones.

BREVE DESCRIPCION DE LASFIGURAS

[0022] FIG. 1 Incluye una alineacion de la secuencia parcia de g emplares de enzimas
sintasa EPSP (es decir., DGT-28, DGT-32, DGT-33, y otros). Estos tres gemplares de enzimas
DGT comparten una alanina conservada en la posicion del aminoacido de la enzima sintasa 96
EPSP aroA. La ubicacién de este aminoécido se indica mediante un asterisco y € residuo de
aminoécido esta subrayado.

[0023] FIG. 2 Incluye un dineacion del gemplar de la enzima DGT (es decir, DGT-1,
DGT-3, y DGT-7). La ubicaciéon del residuo dd aminoacido mutado que fue cambiado de una
glicina a una aanina esta indicada con e primer asterisco. La ubicacion del residuo del segundo
aminoécido mutado que fue cambiado de unatreonina a una isoleucina esta indicada con el segundo
asterisco. La ubicacion del residuo del tercer aminoéacido mutado que fue cambiado de una prolinaa
una serina esta indicada con el tercer asterisco.

[0024] FIGURAS 3-30 Incluye mapas de varios plasmidos gemplares. pDAB107527
(FIG. 3); pDAB105530 (FIG. 4); pDAB105531 (FIG. 5); pDAB105532 (FIG. 6); pDAB105533
(FIG. 7); pDAB105534 (FIG. 8); pDAB4104 (FIG. 9); pDAB102715 (FIG. 10); pDAB107532
(FIG. 11); pDAB107534 (FIG. 12); pDAB102785 (FIG. 13); pDAB100445 (FIG. 14);
pDAB102946 (FIG. 15); pDAB100469 (FIG. 16); pDAB102028 (FIG. 17); pDAB102029 (FIG.
18); pDAB102032 (FIG. 19); pDAB102034 (FIG. 20); pDAB100429 (FIG. 21); pDAB100442
(FIG. 22); pDAB100430 (FIG. 23); pDAB102036 (FIG. 24); pDAB102038 (FIG. 25);
pDAB102040 (FIG. 26); pDAB102042 (FIG. 27); pDAB107712 (FIG. 28); pDAB107713 (FIG.
29); and pDAB107714 (FIG. 30).

[0025] FIG. 31 Incluye valores ICsy obtenidos tras la introduccidn de varias mutaciones
en DGT-1 (A) y DGT-7 (B) usando 1 mM PEP. ParalaFIG. 31(A) y FIG. 31(B) curvas I Cso, l0s
tridngulos cerrados representan € tipo salvagje, los circulos cerrados representan mutantes GA, los
cuadrados abiertos representan mutantes GAPS y los cuadrados cerrados representan mutantes
TIPS

[0026] FIGURAS 32-46 Incluye mapas de varios plasmidos g emplares. pDAB102719
(FIG. 32); pDAB102718 (FIG. 33); pDAB107663 (FIG. 34); pDAB107664 (FIG. 35);



pDAB107665 (FIG. 36); pDAB107666 (FIG. 37); pDAB109812 (FIG. 38); pDAB101556 (FIG.
39): pDAB107698 (FIG. 40); pDAB108384 (FIG. 41); pDAB108385 (FIG. 42); pDAB108386
(FIG. 43); pDAB108387 (FIG. 44); pDAB102716 (FIG. 45); pDAB102717 (FIG. 46);
pDAB110828 (FIG. 47); pDAB110827 (FIG. 48); pDAB107545 (FIG. 49); pDAB107548 (FIG.
50); pDAB107553 (FI G. 51); pDAB102792 (FI G. 52); pDAB107602 (FIG. 53); and pDAB107533
(FIG. 54).

DESCRIPCION DETALLADA

l. Resefia

[0027] En € presente documento se dan a conocer polipéptidos nuevos que actlan en €
metabolismo de la N-(fosfonometil) glicina, y los é&cidos nucleicos que codifican dichos
polipéptidos. En agunos gemplos, dichos polipéptidos confieren tolerancia (o aumentan la
tolerancia) a glifosato en una célula de una planta, con una expresion heteordloga del polipéptido,
por gemplo sin afectar adversamente la unién de EPSP sintasa con su sustrato natura,
fosfoenol piruvato (PEP).

. Términos

[0028] A fin de aclarar més detalladamente € acance de esta divulgacion, se
proporcionan las siguientes definiciones, términos 'y abreviaturas especificos.

[0029] A menos que se defina especificamente de otro modo, todos los términos técnicos
y cientificos aqui empleados tienen el mismo significado que usualmente les asigna una persona con
experiencia en la materia. A menos que resulte claro de algin otro modo en € contexto en que
aparecen, los términos en singular incluyen € plura y se entiende que los términos en plural
incluyen € singular. Por lo tanto, los articulos indefinidos “un” y “una’ utilizados antes de un
elemento o componente no son restrictivos respecto de la cantidad de instancias del elemento o
componente. En agquellos casos en que se indican intervalos numéricos (p. €., “menos que alrededor
de X”, “menos que X”, y “por gemplo, X;... y X2"), se entiende que los intervalos incluyen todos
los valores e intervalos de valores dentro del intervalo indicado, como s estos valores e interva os
incluidos hubiesen sido indicados expresamente.

[0030] Todas las publicaciones, patentes y otras referencias agui mencionadas se

incorporan por referencia en su totalidad a todos los efectos, como s se indicase que cada



publicacion o solicitud de patente individual se haincorporado de manera especificae individual por
referencia, a menos que se indique que solamente se incorporan por referencia secciones de patentes
0 publicaciones de patentes.

[0031] Tda como se entiende en € presente documento, los términos “comprende’,
“incluye’, “tieng” y “contiene’, y las variaciones de estos, no son restrictivos (es decir, no son
exclusivos). Por g emplo, una composicién o un método que comprende una lista de elementos no se
limita solamente a dichos dementos. Dicha composicion o méodo puede incluir (o puede no
incluir) otros elementos no enumerados de manera expresa o inherentes ala composicién o método.
Asimismo, a menos que se indique expresamente |o contrario, la conjuncion “o0” se utiliza en sentido
inclusivo (y no es exclusiva). Por gemplo, una condicién “A o B” se satisface por medio de
cualquiera de los siguientes. A es verdadero (o esta presente) y B es falso (0 no esta presente), A es
falso (0 no esta presente) y B es verdadero (0 est4 presente), y tanto A como B son verdaderos (o
estan presentes).

[0032] Planta: en d presente documento, € término “planta’ incluye una planta enteray
todos sus descendientes, células, tgidos o partes de una planta. El término “partes de plantas’
incluye todas las partes de una planta, incluidos, a modo de giemplo y sin limitaciones. semillas
(incluidas semillas maduras y semillas inmaduras), un corte de una planta, una célula de una planta,
un cultivo de una célula de una planta, un érgano de una planta (p. €., polen, embriones, flores,
frutos, brotes, hojas, raices, tallosy explantes). Un tgjido de una planta u érgano de una planta puede
ser una semilla, protoplasto, callo o cualquier otro grupo de células de planta que esté organizado en
una unidad estructura o funcional. Una célula o un cultivo de tgjido de una planta tener capacidad
para regenerar una planta que tenga las caracteristicas fisiol6gicas y morfol égicas de las plantade la
que se obtuvo la célula o tgido, y de regenerar una planta que tenga sustancialmente e mismo
genotipo que dicha planta. En contraposicidn, algunas células de planta no tienen la capacidad de ser
regeneradas para producir plantas. Las céulas regenerables de una célula o un cultivo de tejido de
una planta pueden ser embriones, protoplastos, células meristematicas, callos, polen, hojas, anteras,
raices, puntas de raices, estigmas, flores, niicleos, espigas, mazorcas, glumas o tallos.

[0033] Las pates de plantas incluyen partes cosechables y partes Utiles para la
propagacion de progenie de plantas. Las partes de plantas que son Utiles para la propagacion
incluyen, a modo de gemplo y sin limitaciones: semillas, frutos, un recorte, una plantula 'y un

rizoma. Una parte cosechable de una planta puede ser cualquier parte Util de una planta, incluidos, a
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modo de gemplo y sin limitaciones: flores, polen, plantulas, tubérculos, hojas, talos, frutos,
semillasy raices.

[0034] Una cdlula de una planta es la unidad estructural y fisioldgica de la planta, que
comprende un protoplasto y una pared celular. Una célula de una planta puede tener laforma de una
célula Unica aidada o de un conjunto de células (p. §., un calo friable y una célula cultivada) y
puede ser parte de una unidad organizada superior (p. §., un tgiido de una planta, érgano de una
planta y planta). Por lo tanto, una célula de una planta puede ser un protoplasto, una céula
productora de gametos o una cédlula o un grupo de células que pueden regenerarse en una planta
nueva. En este sentido, una semilla, que comprende muiltiples células de plantay puede regenerarse
en una planta entera, se considera una “célula de planta’ en las redizaciones en & presente
documento.

[0035] Resistencia/tolerancia a los herbicidas: cuando se indica que las plantas son
resistentes o tolerantes a glifosato, significa que la aplicacion de una cantidad determinada de
glifosato en la planta no la afecta de manera significativa o la mata, mientras que una planta de tipo
dlvestre de la misma especie se veria afectada de manera significativa o moriria a causa de la
aplicacion de esa cantidad de glifosato. Una planta puede ser naturalmente tolerante a un herbicida
en particular, o una planta puede considerarse tolerante a un herbicida como resultado de
ingenieria genética, como por gjemplo, cria selectiva, transformacion genética y/o laintroduccion
de un transgén dentro del genomade la planta. Lafrase “plantaresistente a glifosato” serefiere a
una planta que contiene un polipéptido o molécula de &cido nucleico que confiere tolerancia a
herbicida cuando se administra a una planta heterdloga u otro organismo que la expresa (es decir,
hace que la planta u otro organismo sea tolerante a herbicida).

[0036] Una planta que es resistente o tolerante a glifosato puede mostrar algunos efectos
minimos debido a la aplicacidn de glifosato a la planta. Por ggemplo, puede haber una ateracion en
el crecimiento o desarrollo norma de la planta, por € cual la planta puede demostrar sefides o
sintomas que se relacionan con € estrés o una enfermedad. Dichos impacto minimo resultante de la
aplicacion de glifosato en las plantas que son resistentes o tolerantes d glifosato contrasta con €
efecto adverso que causa la aplicacion de glifosato en plantas que son susceptibles a este. Una
persona experta en la materia puede distinguir entre las plantas que son resistentes a glifosato y las
plantas que son susceptibles a glifosato. La aplicacion de glifosato alas plantas que comprenden un

acido nucleico que confiere resultados de tolerancia a glifosato ocasiona un efecto mucho menor
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que la aplicacion de la misma cantidad de glifosato a un planta de la misma especie que no
comprende un &cido nucleico que confiere toleranciaa glifosato.

[0037] Una planta que es tolerante a un herbicida u otro producto quimico muestra una
mejor tolerancia que una planta de control apropiada. Los dafios resultantes del tratamiento con
un herbicida u otro producto quimico se pueden evaluar considerando cualquier parametro de
crecimiento o bienestar de las plantas. Dichos pardmetros son conocidos para los expertos en la
materia, y su seleccion queda a discrecion de la persona experta. El dafio ocasionado a la planta
se puede evaluar por inspeccién visua y/o andlisis estadistico de un pardmetro adecuado o mas
de crecimiento o bienestar de la planta en plantas individuales o0 un grupo o grupos de plantas.
Por lo tanto, el dafio se puede evaluar considerando parametros que incluyen, a modo de gjemplo
y sin limitaciones: atura de la planta, peso de la planta, color de las hojas, largo de las hojas,
floracion, fertilidad, formacién de estigmas, rendimiento y produccion de semillas. Los dafios
también se pueden evaluar estudiando el plazo transcurrido hasta una etapa determinada del
desarrollo (p. €., formacién de estigmas, floracion y liberacién de polen) o € plazo transcurrido
hasta que la planta se ha recuperado del tratamiento con un producto quimico y/o herbicida
especifico.

[0038] Al hacer evaluaciones de dafos, se pueden asignar valores a determinados
grados de dafios a fin de poder realizar un andlisis estadistico o comparaciones cuantitativas. El
uso de intervalos de valores para describir grados particulares de dafio resulta conocido en la
materia, y se puede usar cualquier intervalo o escala adecuados. Por gjemplo, se pueden asignar
puntgjes de dafios por herbicidas (también denominados puntgjes de tolerancia). Asimismo, la
tolerancia a un herbicida se puede indicar por medio de otras clasificaciones de esta escala, en las
gue una planta de control apropiada (0 grupo de plantas de control) exhibe un puntaje
estadisticamente méas bajo en la escala en respuesta a un tratamiento con herbicida que un grupo
de plantas sujeto.

[0039] Losdafios causados por un herbicida u otro producto quimico se pueden evaluar
en diferentes momentos después de que una planta ha sido tratada con un herbicida. A menudo,
los dafios se evallan alrededor del mismo momento en que la planta de control exhibe € dafio
maximo. A veces, |os dafios se evalUan después de un plazo durante el cual una planta de control
que no se tratd con un herbicida u otro producto quimico ha crecido y/o se ha desarrollado de

manera mensurable en comparacion con el tamafio que tenia o la etapa en que se encontraba
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cuando se administré el tratamiento. Los dafios se pueden evaluar a diferentes intervalos
adecuados, talescomo alas 12 horas, alos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 y/o 14 dias, alas
3 y/o 4 semanas 0 a interval os mas prolongados, después de que una planta sujeto ha sido tratada
con herbicida. Cuaquier plazo de evaluacion es adecuado, siempre que permita detectar una
diferenciaen larespuestaal tratamiento de las plantas de pruebay de control.

[0040] Un herbicida no “afecta de manera significativa’ una planta cuando no tiene
ningun efecto en la planta, cuando tiene un cierto efecto en la planta del cual esta luego se
recupera o bien cuando tiene un efecto en la planta que es perjudicial pero que se ve compensado,
por giemplo, con € efecto del herbicida especifico en las malezas. Por ende, por emplo, una
planta de cultivo puede no verse “afectada de manera significativa’ por un herbicida u otro
tratamiento si la planta demuestra una disminucion de menos de alrededor del 25 %, menos de
alrededor del 20 %, menos de alrededor del 15 %, menos de alrededor del 10 %, menos de
alrededor del 9 %, menos de alrededor del 8 %, menos de alrededor del 7 %, menos de alrededor
del 6 %, menos de alrededor del 5 %, menos de alrededor del 4 %, menos de arededor del 3 %,
menos de alrededor del 2% o0 menos de alrededor del 1% en por lo menos un parametro
adecuado que seaindicativo de la salud y/o reproductividad de la planta, en comparacién con una
planta de control apropiada (p. ., una planta no tratada de la misma especie). En realizaciones
especificas, una planta es tolerante a un herbicida u otro producto quimico si muestra dafios en
comparacion con una planta de control apropiada que sean menores que los dafios que muestra la
planta de control en por lo menos el 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90
%, 100 %, 150 %, 200 %, 250 %, 300 %, 400 %, 500 %, 600 %, 700 %, 800 %, 900 % o 1000 %
0 mas. Una planta de cultivo que no se vea afectada de manera significativa por un herbicida u
otro tratamiento puede mostrar una disminucién en por o menos un parametro, pero la
disminucion es de indole temporal, y la planta se recupera por completo en el plazo de, por
giemplo, alrededor de una semana, alrededor de dos semanas, arededor de tres semanas,
alrededor de 4 semanas o alrededor de 6 semanas. En realizaciones especificas, una planta que es
tolerante a un herbicida u otro producto quimico se puede caracterizar por € hecho de que la
planta no se vea afectada de manera significativa por la aplicaciéon del herbicida u otro producto
quimico.

[0041] Los parametros adecuados que son indicativos de la salud y/o productividad de

la planta incluyen, a modo de gemplo y sin limitaciones: altura de la planta, peso de la planta,
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largo de las hojas, plazo transcurrido hasta una etapa especifica del desarrollo, floracién,
rendimiento y produccién de semillas. La evaluacion de un parametro se puede efectuar por
medio de inspeccion visual y/o por medio del andlisis estadistico del parametro. Unavez que este
se evallia en una planta sujeto y una planta de control, se puede hacer una comparacion para
determinar si la planta sujeto se ve afectada de manera significativa por el herbicida y otro
tratamiento.

[0042] Entre las plantas de control apropiadas que se pueden usar para determinar la
resistencia a un herbicida (u otro producto quimico) se incluyen plantas de la misma especie que
no comprenden un acido nucleico y/o polipéptido heterdlogo putativo de toleranciaa herbiciday
plantas que comprenden el acido nucleico y/o polipéptido heterdlogo putativo de tolerancia a
herbicida pero que no han sido tratadas con el herbicida.

[0043] Herbicida: un “herbicida’ es un producto quimico que causa lesiones temporales o
permanentes a una planta. En otras partes del presente documento se enumeran y tratan con mas
detalle algunos gemplos no excluyentes de herbicidas. Un herbicida se puede incorporar en una
planta 0 sus células, o bien puede actuar sobre la planta o las células sin que se lo incorpore. Un
“ingrediente activo” es un producto quimico de la férmula de un herbicida que es responsable de la
fitotoxicidad de laformula. Los ingredientes activos de las formulas de |os herbicidas comerciales se
identifican por lo general como un ingrediente activo en la etiqueta del producto. Lainformacion de
las etiquetas de producto esta disponible en la Agencia de Proteccién Ambiental de los EE. UU., y

se actualiza en Internet en oaspub.epa.gov/pestiabl/ppls.own. La informacion de las etiquetas de

[0044] Cuando se utiliza en relacidn con un herbicida, € término “equivalente acido” se
refiere alatasa o cantidad como é&cido original activo del herbicida.

[0045] Aidado: un componente bioldgico “aidado” (tal como un &cido nucleico o
polipéptido) ha sido separado de manera materia, producido de manera separada o purificado lgos
de otros componentes bioldgicos de la cdula del organismo en que € componente se presenta en
forma natural (es decir, otros DNA y RNA cromosdmicos 0 extracromosomicos, y proteinas) que
produce un cambio quimico o funcional en e componente (p. g., un &cido nucleico se puede aidar
de un cromosoma rompiendo los enlaces quimicos entre € &cido nucleico y € DNA restante en €l
cromosoma). Las moléculas de &cido nucleico y las proteinas que se han “aidado” incluyen

moléculas de &cido nucleico y proteinas purificadas por medio de métodos de purificacion estandar.


http://www.cdms.net
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El término también abarca &cidos nucleicos y proteinas preparados por una expresion recombinante
en una célula huésped, asi como moléculas de acido nucleico, proteinas y péptidos sintetizados por
métodos quimicos.

[0046] Acido nucleico: los términos “polinucledtido”, “&cido nucleico” y “molécula de
&cido nucleico” se usan en @ presente como equivalentes, y comprenden un &cido nucleico Unico,
acidos nucleicos multiples, un fragmento, variante o derivado de un &cido nucleico y constructo de
acido nucleico (p. g, RNA mensgjero [NRNA] o DNA plasmidico [pDNA]). Un polinucledtido o
&cido nucleico puede contener la secuencia de nucledtido de una secuencia de cDNA de longitud
completa, 0 un fragmento de esta, incluidas secuencias no traducidas de 5' y/o 3' y una secuencia o
secuencias de codificacion. Un polinucledtido o &cido nucleico puede estar compuesto por cual quier
polirribonucledtido o polidesoxirribonucledtidos, que pueden incluir ribonucledtidos o
desoxirribonucledtidos no modificados o ribonucledtidos o desoxirribonucl edtidos modificados. Por
giemplo, un polinucledtido o &cido nucleico puede estar compuesto por DNA de trenzado Unico y
doble, DNA que es una mezcla de regiones de trenzado Unico y de trenzado doble, RNA de trenzado
unico y doble y DNA que es una mezcla de regiones de trenzado Unico y de trenzado doble. Las
moléculas hibridas que comprenden DNA y RNA pueden ser de trenzado Unico, de trenzado doble o
una mezcla de regiones de trenzado Unico y de trenzado doble. Los términos precedentes también
incluyen formas modificadas quimicamente, enziméticamente o metabdlicamente de un
polinuclettido o acido nucleico.

[0047] Se entiende que un DNA especifico se refiere también a complemento de este,
cuya secuencia se determina conforme a las reglas de apareamiento de base de los
desoxirribonucledtidos.

[0048] Tal como se usaen € presente documento, e término “gen” se refiere a un écido
nucleico que codifica un producto funcional (RNA o polipéptido/proteina). Un gen puede incluir
secuencias reguladoras anteriores (secuencias no codificantes de 5') y/o posteriores (secuencias no
codificantes de 3') ala secuencia que codifica el producto funcional.

[0049] Como seusaen € presente documento, € término “secuencia de codificacion” se
refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacido especifica. Una
“secuencia reguladora’ se refiere a una secuencia de nuclettido situada después (p. €., secuencias
no codificantes de 5'), dentro de o antes de (p. g., secuencias no codificantes de 3') una secuencia de

codificacién, que incluyen en la transcripcion, procesamiento o estabilidad del RNA, o traduccion
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de la secuencia de codificacion relacionada. Las secuencias reguladoras incluyen, a modo de
gemplo y sin limitaciones. promotores, secuencias lider de traduccion, intrones, secuencias de
reconocimiento de poliadenilacion, sitios de procesamiento de RNA, sitios de union de efectores y
estructuras de bucle con tallo.

[0050] Como se usa en € presente documento, e término “degeneracion de codén” se
refiere a una redundanciaen e codigo genético que permite la variacion de una secuencia especifica
de nucledtido sin afectar la secuencia de aminoacido del polipéptido codificado. Dado que cada
codon consta de tres nucledtidos, y que los nucledtidos que comprenden DNA estén restringidos a
cuatro bases especificas, hay 64 posibles combinaciones de nucledtidos, 61 de estas codifican
aminoécidos (los tres codones restantes codifican sefides que finalizan la traduccion). Por lo tanto,
muchos aminoéaci dos estén designados por mas de un codédn. Por ejemplo, los aminoacidos alaninay
prolina estén codificados por cuatro tripletes, la serina y la arginina por seis, mientras que €
triptéfano y la metionina estén codificados por solo un triplete. El “codigo genético” que muestra
qué codones codifican cada aminoécido resulta conocido para los expertos en la materia. La
degeneracion de este permite que las bases de un DNA varien dentro de un amplio intervalo sin
alterar la secuencia de aminoécidos de las proteinas codificadas por € DNA.

[0051] En agunas redlizaciones en e presente, cuando se disefia una secuencia de
codificacion para mejorar la expresion en una célula huésped, e gen se disefia de maneratal que la
frecuencia de uso de codones en esta se aproxime a la frecuencia del uso de codon preferido de la
céula huésped. Por consiguiente, € término “optimizacion por codones’ se refiere a genes o
secuencias de codificacion de &cidos nucleicos para la transformacion de diversos huéspedes, en la
que los codones del gen o secuencia de codificacion se han modificado parareflgjar € uso de codén
tipico del organismo huésped sin aterar € polipéptido codificado por € &cido nucleico. En los
gemplos, dicha optimizacion incluye €l reemplazo de por |0 menos uno de los codones, méas de un
codon, una cantidad importante de codones y/o todos los codones del gen o secuencia de
codificacion con un codén 0 mas que usan mas frecuentemente en los genes de dicho organismo.

[0052] Muchos organismos presentan sesgo en e uso de codones especificos para
codificar paralainsercion de un aminoécido en particular en una cadena de péptidos en crecimiento.
La preferencia de codones, 0 sesgo en € uso de codones (es decir, las diferencias en € uso de
codones entre organismos) es posible gracias a la degeneracion del cddigo genético, y esta bien

documentada entre muchos organismos. El sesgo en € uso de codones a menudo se correlaciona
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con la eficiencia de la traduccion del RNA mensagjero (MRNA), que a su vez se cree que depende,
entre otras cosas, de |as propiedades de |os codones que se traducen y la disponibilidad de moléculas
especificas de RNA de transferencia (tRNA). La predominancia de los tRNA seleccionados en una
célula generdmente reflgja los codones usados mas frecuentemente en la sintesis de péptidos. Por
consiguiente, los genes se pueden gustar o disefiar para la expresion éptima del gen en un
organismo dado sobre la base de la optimizacién de codones.

[0053] Consderando lagran cantidad de secuencias de genes disponibles para una amplia
variedad de especies de animales, plantas y microbios, se pueden calcular las frecuencias relativas
de uso de codones. Hay tablas de uso de codones disponibles, por gemplo, en la base de datos de
uso de codones (“Codon Usage Database”) disponible en Internet en kazusa.or.jp/codor/; estas
tablas se pueden adaptar de diversas maneras. Véase Nakamura et al. (2000) Nucl. Acids Res.
28:292. Utilizando una tabla de uso de codones, una persona experta en la materia puede aplicar las
frecuencias correspondientes a una especie dada a cualquier secuencia de polipéptidos dada, para
disefiar y producir un fragmento de acido nucleico sintético de una region de codificacién
optimizada por codones que codifica € polipéptido, pero usando los codones Optimos para la
especie.

[0054] El sesgo de uso de codones se refleja en la composicion base media de | as regiones
de codificacion de proteinas. Por gjemplos, los organismos que tienen genomas con contenidos de
G+C bgjos utilizan més codones que tienen A o T en la tercera posicién de codones sinénimos,
mientras que aquellos que tienen contenidos de G+C mas altos utilizando mas codones que tienen G
o C en latercera posicién. Asimismo, se cree que la presencia de codones “menores’ dentro de un
MRNA puede recudir la tasa de traduccion absoluta de dicho mRNA, especiamente cuando la
abundancia relativa del tRNA cargado correspondiente a codon menor es bgja De este
razonamiento puede inferirse que la disminucién de la tasa de traduccion por los codones menores
individual es seria por [o menos aditiva para codones menores multiples. Por lo tanto, los mMRNA que
tienen contenidos relativamente altos de codones menores tendrian las correspondientes tasas de
traduccion bajas. Esta tasa se podria reflgar en niveles correspondientemente bajos de la proteina
codificada.

[0055] El sesgo de uso de coddn se puede calcular como la frecuencia en que se usa un
anico cododn en relacion con los codones para todos |os aminoacidos. Como aternativa, dicho sesgo

se puede calcular como la frecuencia con que se usa un Unico codon para codificar un aminoacido
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en particular en relacion con todos los restantes codones para dicho aminoacido (codones
sinénimos).

[0056] El término “porcentgje de identidad” se refiere a una relacion entre dos 0 méas
secuencias de polipéptidos (0 secuencias de polinucledtidos), segin se determine por medio de la
comparacion de secuencias. El porcentgje de identidad puede expresar € grado de relacion de
secuencias entre secuencias de polipéptidos (0 polinucledtidos), seglin se determine por la
coincidencia entre las cadenas de dichas secuencias. En generd, la identidad se refiere a una
correspondencia exacta de nucledtido a nucledtido o de aminoécido a aminoécido de dos secuencias
de polinucledtidos o polipéptidos, respectivamente. El porcentaje de identidad de dos secuencias, ya
sean secuencias de acido nucleico o de aminoacidos, es & nimero de coincidencias exactas entre
dos secuencias aineadas divididas por lalongitud de las secuencias mas cortas y multiplicadas por
100. Véase Russell y Barton (1994) J. Mol. Biol. 244:332-50.

[0057] Las técnicas para linear secuencias de &cido nucleido y aminoacidos y para
determinar la identidad son bien conocidas entre los expertos en la materia, e incluyen, a modo de
gemplo y sin limitaciones, aguellas indicadas en: Computational Molecular Biology (1988) (Lesk,
A. M., Ed) Oxford University, NY; Biocomputing: Informatics and Genome Projects (1993)
(Smith, D. W., Ed.) Academic, NY; Computer Analysis of Sequence Data, Part | (1994) (Griffin, A.
M., y Griffin, H. G., Eds.) Humania, NJ; Sequence Analysis in Molecular Biology (1987) (von
Heinje, G., Ed.) Academic, NY; y Sequence Anaysis Primer (1991) (Gribskov, M. y Devereux, J.,

Eds.) Stockton, NY. Una técnica para determinar € porcentgje de identidad entre dos secuencias

puede incluir proporcionar la secuencia de nucledtido de un mRNA o gen y/o proporcionar o inferir
la secuencia de aminoécido codificaday comparar |a(s) secuencia(s) con una segunda secuencia de
nucledtido y/o aminoécido. Las secuencias gendmicas también se pueden determinar y comparar de
este modo.

[0058] Ademés, varios programas de software de computacion publicamente disponibles
incluyen méodos para dinear secuencias de &cido nucleico y aminoéacidos y determinar la
identidad. Se pueden redlizar aineamientos de secuencias y caculos de porcentge de identidad
usando, por eiemplo, el programa AlignX ™ de la suite Vector NTI® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.
UU.) o € programa MegAlign™ de la suite LASERGENE™ de computacidn para bioinformatica
(DNASTAR™ Inc., Madison, WI, EE. UU.). Se pueden redizar mdltiples aineamientos de

secuencias usando € méodo Clustal™, que abarca diversas variedades de un agoritmo de
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alineamiento, incluidos Clusta™ V y Clustal™ W (Higgins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-3;
Higgins et al. (1992) Comput. Appl. Biosci. 8:189-91). Para los alineamientos multiples en
Clustad™ V, los valores por defecto que se pueden usar incluyen GAP PENALTY (Penalizacion de
espacio)=10 y GAP LENGTH PENALTY (Pendizacion de longitud de espacio)=10. Los
parametros por defecto para los aineamientos muditiples en Clusd™ W incluyen (GAP
PENALTY=10, GAP LENGTH PENALTY=0.2, Delay Divergen Seqs(%) (Retardo secuencias
divergentes)=30, DNA Transition Weight [Peso DNA transicion]=0.5, Protein Weight Matrix
[Matriz de pesos de proteinas|=Serie Gonnet, DNA Weight Matrix [Matriz de pesos de
DNA]=IUB). Los parametros de alineamientos para alineamiento por paresy caculo de porcentgje
de identidad entre secuencias de proteinas que se pueden usar en un método Clusta™ son
KTUPLE=1, GAP PENALTY=3, WINDOW =5y DIAGONALS SAVED =5. Para los &cidos
nucleicos estos pardmetros pueden ser KTUPLE=2, GAP PENALTY=5, WINDOW=4 y
DIAGONALS SAVED=4. Después de dinear las secuencias usando un programa Clustal™, se
puede obtener un “porcentgje de identidad” visualizando la tabla de “ distancias entre secuencias’ del
misSmo programa.

[0059] En agunos cuerpos, un &cido nucleico codifica un polipéptido que tiene una
identidad de secuencia (cuando se compara con un polipéptido de referencia; por gemplo, un
polipéptido DGT) de, por giemploy sin limitarse: al menos un 55% aproximadamente, al menos un
60% aproximadamente, al menos un 65% aproximadamente, al menos un 70% aproximadamente, a
menos un 75% aproximadamente, al menos un 80% aproximadamente, a menos un  85%
aproximadamente, a menos un 90% aproximadamente, y a menos un 95% aproximadamente, tiene
la misma funcién o similar que & polipéptido de referencia. Por consiguiente, cualquier porcentaje
entero de identidad de entre, por gemplo, del 55% a 100% puede ser Util en la descripcion de
acidos nucleicos especiaes en e presente escrito, por gemplo y sin limitacion:  55%, 56%, 57%,
58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99%. Algunos fragmentos de acido nucleico no sdlo
tienen la identidad de la secuencia anterior, sSino que pueden codificar un polipéptido que tiene, por
gemplo y sin limitacion: a menos 50 aminoacidos, a menos 100 aminoacidos, a menos 150
aminoacidos, a menos 200 aminoacidos y a menos 250 aminoacidos. Los cuerpos especiaes

incluyen un &cido nucleico que tiene al menos una identidad de aproximadamente € 90% de SEQ
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ID NO: 1 (por gemplo, una identidad de aproximadamente & 89%; una identidad de
aproximadamente e 90%; una identidad de aproximadamente € 91%; una identidad de
aproximadamente € 92%;una identidad de aproximadamente e 93%; una identidad de
aproximadamente e 94%; una identidad de aproximadamente e 95%; una identidad de
aproximadamente e 96%; una identidad de aproximadamente e 97%; una identidad de
aproximadamente e 98%; una identidad de aproximadamente € 99%; y una identidad de
aproximadamente el 99,5%;).

[0060] El término "software de andlisis de secuencid' se refiere a un algoritmo
computacional o programa de software que es Util para e andisis de secuencias de nucledtidos o de
aminoacidos. El "software de andlisis de secuencias' puede adquirirse en el mercado o desarrollarse
de formaindependiente. Los g emplos no limitantes de software de andlisis de secuencia incluyen:
la suite de programas GCG (Wisconsin Package Version 9,0, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, WI); BLASTP™, BLASTN™ y BLASTX ™ (Altschul et al (1990) J. Mol. Biol. 215:403
10); DNASTAR ™ (DNASTAR ™, Inc. Madison, WI); Sequencher™ (Gene Codes Corporation,
Ann Arbor, Ml), y € programa FASTA™ que incorporad agoritmo de Smith-Waterman (Pearson
(1994) Comput._Methods Genome Res. [Proc. Int. Symp.], fecha de reunién, 1992 (Suhai y Sandor,
Eds.), Plenum: New York, NY, paginas 111-20). Donde € software de andlisis de secuencia se ha

utilizado para andizar una secuencia de nucledtidos o aminoéacidos del presente trabgjo, los
resultados del andlisis que se muestran se han generado utilizando los valores por defecto del
programa de referencia, a menos que se especifique lo contrario. Tal como se utiliza agui, €
término "valores por defecto” se refiere a un conjunto de valores o parametros que originalmente se
carga con el software de andlisis de secuencia cuando se inicializa por primeravez.

[0061] Hibridacién: un é&cido nucleico que comprende toda o parte de una secuencia de
nucledtidos puede ser utilizado como una sonda que “hibrida’ selectivamente a secuencias de
nucledtidos presentes en una poblacién de fragmentos de ADN gendmico clonado o fragmentos de
ADNCc (por gemplo, gendmico o bibliotecas de ADNc a partir de un organismo elegido) que tienen
una cantidad significativa de identidad de secuencia a la de secuencia de la sonda. Una sonda de
hibridacion puede ser un fragmento de ADN gendémico, un fragmento de ADN plasmidico, un
fragmento de ADNCc, un fragmento de ARN, un fragmento de ADN amplificado mediante PCR, un
oligonucledtido, u otro polinucledtido; una sonda puede marcarse con un grupo detectable (por

ejemplo, *P ), o con cualquier otro marcador detectable. Asi, por ejemplo y sin limitacion, una
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sonda de hibridacion puede hacerse mediante e etiquetado de un oligonuclettido sintético que en el
presente trabajo se hibrida especificamente a un &cido nucleico (por g emplo, un acido nucleico que
tiene al menos un 90% de identidad de la SEQ ID NO: 1). Los métodos para la preparacion de
sondas de hibridacion, y para la construccion de de ADNc y bibliotecas gendmicas, son conocidos
en lamateria. Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Una guia extensa sobre la

hibridacién de écidos nucleicos se puede encontrar en Sambrook et al. (1989), supra, y Ausubel et
al. (1997) Short Protocolsin Molecular Biology, Tercera Edicion, Wiley, Nueva Y ork, Nueva Y ork,

péginas 2-40.

[0062] En agunos cuerpos, la hibridacion de acido nucleico (por gemplo, d ADN
amplificado) se puede utilizar paraidentificar la presencia de un evento transgénico en una muestra.
Las moléculas de é&cido nucleico o fragmentos de las mismas son capaces de "hibridar
especificamente" a otra molécula de &cido nucleico en algunas circunstancias. En algunos ejemplos,
un &cido nucleico hibrida especificamente a un acido nucleico meta en condiciones estrictas. Como
Se usa agui, dos moléculas de acido nucleico se dice que son capaces de hibridarse especificamente
entre si s las dos moléculas son capaces de formar una estructura anti-paralela de doble hélice de
&cido nucleico en condiciones estrictas (por gjemplo, altarestrictividad).

[0063] Un &cido nucleico se dice que es € "complemento” de otra molécula de &cido
nucleico s las dos moléculas de &cido nucleico exhiben complementariedad de secuencia completa.
Como se usa en este trabgjo, los acidos nucleicos se dice que presentan "complementariedad
completa’ cuando cada nucledtido de una de las moléculas es complementario a un nucledtido de la
otra. Las moléculas que exhiben complementariedad completa generalmente se hibridan entre si
con una estabilidad suficiente que les permitird permanecer unidas entre si bajo condiciones de "alta
restrictividad” convencionales. Estas condiciones son descritas por Sambrook et al. (1989), supra.

[0064] Dos moléculas se dice que presentan "complementariedad minima' s pueden
hibridar entre si con suficiente estabilidad como para permitir que permanezcan unidas entre si al
menos bgos condiciones de "bgja restrictividad” convencionales. Estas condiciones también son
descritas por Sambrook et al. (1989), supra. Para que una molécula de &cido nucleico pueda servir
de cebador 0 sonda, sblo es necesario exponer la complementariedad minima de la secuencia para
poder formar una estructura estable de doble hélice bajo concentraciones concretas de solvente y sal.
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[0065] Losfactores que afectan alarestrictividad de la hibridacion son bien conocidos por
los expertos en la materia e incluyen, por g emplo: temperatura, pH, fuerzaionica'y concentracion
de disolventes organicos (por gemplo, formamida y dimetilsulfoxido). Como es conocido por los
expertos en la materia, la restrictividad de hibridacion se incrementa por temperaturas més altas,
menor fuerza idnica, y concentraciones més bajas de disolvente. Las condiciones redtrictivas
también se pueden alcanzar con la adicion de agentes desestabilizantes tales como la formamida.

[0066] EI concepto "condicionesrigurosas’ o0 "condiciones de restrictividad” se define con
respecto ala hibridacion de un &cido nucleico a otro &cido nucleico meta (es decir, a una molécula
de &cido nucleico que comprende una secuencia particular de nucledtidos de interés) mediante €
procedimiento especifico de hibridacion descrito en Sambrook et al. (1989), supra (at 9.52-9.55).
Véase también Sambrook et al. (1989) en 9.47-9.52 y 9.56-9.58.

[0067] La especificidad en muchas aplicaciones se relaciona con las condiciones de
lavados post-hibridacion, en los que se incluyen factores como la fuerzaidnicay temperatura de la
solucion de lavado. Para los hibridos ADN-ADN, € punto de fusion térmico (Ty) se puede
aproximar a partir de la ecuacion:

Tm = 81.5°C+16.6 (logM)+0.41(%GC)-0.61(%form)-500/L, (1)

donde M es lamolaridad de cationes monovalentes, % GC es € porcentaje de nucledtidos de
guanosina y citosina en € ADN, % form es e porcentge de formamida en la solucion de
hibridacion, y L es la longitud del hibrido en pares de bases. Meinkoth and Wahl (1984) And.
Biochem. 138:267-84.

[0068] LaTmeslatemperatura(bajo unafuerzaionicay un pH determinados) en €l que el
50% de una secuencia complementaria meta hibrida a una sonda perfectamente empargjada. LaTn,
se reduce aproximadamente 1°C por cada 1% de empargjamiento equivoco. Por lo tanto, la T, la
hibridacién y/o las condiciones de lavado se pueden gjustar para las secuencias de la identidad
deseada que se van a hibridar. Por gjemplo, si se busca la hibridacion de las secuencias con 90% de
identidad, la T, se puede disminuir 10 °C (bgo una fuerza ionica'y un pH determinado). Las
condiciones restrictivas pueden seleccionarse por gjemplo, para ser aproximadamente 5 °C inferiores
a punto de fusion térmico (T para una secuencia especifica'y su complemento, bgjo una fuerza
idnicay pH definidos. Sin embargo, las condiciones severamente restrictivas pueden utilizar una

hibridacion y/ o lavado 1, 2, 3, 0 4 °C por debgjo de la Tr,; las condiciones moderadamente
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restrictivas pueden utilizar una hibridacion y/ o lavado 6, 7, 8, 9, o 10°C por debgjo de la T, las
condiciones de baja restrictividad pueden utilizar una hibridaciéon y/ o lavado de entre 11 a 20°C por
debgodelaTn.

[0069] En agunos gemplos, las condiciones restrictivas son aquellas en las que la
concentracion de sal es inferior a aproximadamente 1,5 MNa' (por gemplo, entre un 0,01 y un 1,0
M Na’) en un pH entre 7,0 y 8,3, y la temperatura es de d menos unos 30°C para los écidos
nucleicos cortos (por gemplo, entre 10 y 50 nucledtidos de longitud) y de a menos unos 60°C para
sondas largas (por gemplo, més de 50 nucledtidos de longitud). Las condiciones de baa
restrictividad incluyen a modo de ejemplo la hibridacion con una solucién reguladora/buffer de entre
30% y 35% de formamida, 1,0 M NaCl, 0,1% de dodecilsulfato sddico (SDS) a 37°C, y un lavado
en 1X a 2X SSC (20X SSC = NaCl 3,0 M / 0,3 M citrato trisddico) entre 50 y 55°C. Las
condiciones de restrictividad moderada incluyen a modo de gemplo la hibridacion en formamida
entre 40% y 45%, 1,0 M NaCl, 0,1% de SDSa 37°C, y un lavado en 0,5 X a 1X SSC entre 55°C y
60°C. Las condiciones de dta restrictividad incluyen a modo de egemplo la hibridacién en
formamida a 50%, un 1,0 de sal MNa, un 0,1% de SDS a aproximadamente 37°C, y un lavado en
un 0,1 X SSC entre 60°C y 65°C aproximadamente.

[0070] Tda como se utiliza agqui, € término "polipéptido” incluye un polipéptido en
singular, polipéptidos en plural, y fragmentos de los mismos. Este término se refiere a unamolécula
compuesta por monémeros (aminoécidos) linealmente unidos por enlaces amida (también conocidos
como enlaces peptidicos). El término "polipéptido” se refiere a cualquier cadena o cadenas de dos o
més amino&cidos, y no se refiere a una longitud especifica o € tamafio del producto. Por
consiguiente, los péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, proteina, cadena de aminoacidos, y
cualquier otro término usado para referirse a una cadena o cadenas de dos 0 mas aminoacidos, se
incluyen dentro de la definicidn de "polipéptido”, y en € presente trabgjo |os términos anteriores se
emplean indigtintamente como "polipéptido’. Un polipéptido puede ser aidado de una fuente
bioldgica natural o producido por tecnologia recombinante, pero un polipéptido especifico no se
traduce necesariamente a partir de un acido nucleico especifico. Un polipéptido puede ser generado
mediante cual quier manera apropiada, incluyendo, por gemplo y sin limitacion, la sintesis quimica.

[0071] Enddgenoy heterdlogo: como se usaaqui, €l término "nativo" se refiere alaforma
de un polinucledtido, gen o polipéptido que se encuentra en la naturaleza con sus propias secuencias
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reguladoras, s esta presente. El término "enddgeno” se refiere ala forma nativa del polinucleétido,
gen o polipéptido en su ubicacion natural en el organismo o en el genomadel organismo.

[0072] En contraste, € témino "heterdlogo” se refiere a un polinucledtido, gen o
polipéptido que no se encuentra normalmente en su ubicacion en e organismo de referencia (host).
Por gemplo, un &cido nucleico heterdlogo puede ser un &cido nucleico que se encuentra
normalmente en & organismo de referencia en una ubicacion gendmica diferente. A modo de
giemplo adicional, un &cido nucleico heterdlogo puede ser un &cido nucleico que no se encuentra
normamente en & organismo de referencia  Un organismo huésped que consta de un
polinucledtido, gen o polipéptido heterdlogo puede ser producido mediante la introduccion del
polinucledtido, gen o polipéptido heterdlogo en el organismo huésped. En g emplos particulares, un
polinucledtido heterélogo consta de una secuencia codificante nativa, o parte de la misma, que es
reintroducida en un organismo fuente en una forma que es diferente a la del polinucledtido nativo
correspondiente.  En gjemplos concretos, un gen heterdlogo consta de una secuencia codificante
nativa, o parte de la misma, que es reintroducida en un organismo fuente en una forma que es
diferente a la del gen nativo correspondiente. Por gemplo, un gen heterdlogo puede incluir una
secuencia codificante nativa que es una porcion de un gen quimérico que incluye regiones
reguladoras no nativasy que se vuelve aintroducir en el huésped nativo. En gjemplos concretos, un
polipéptido heterdlogo es un polipéptido nativo que se vuelve a introducir en un organismo fuente
en unaforma que es diferente ala del polipéptido nativo correspondiente.

[0073] Un gen o polipéptido heterélogo puede ser un gen o polipéptido que consta de una
secuencia de &cidos nucleicos o polipéptido funciona que codifica un polipéptido funcional que esté
fusionado con otros genes o polipéptidos para producir un polipéptido quimérico o de fusion, o un
gen que codifica e mismo. Los genesy proteinas de cuerpos particulares incluyen secuencias y
porciones de longitud completa, segmentos, fragmentos (incluidos los fragmentos contiguos y
supresiones internas y/ o terminades en comparacion con las moléculas de longitud completa),
variantes, mutantes, quiméricos y fusiones especificamente gy emplificados de estas secuencias.

[0074] Moadificacion: Como se emplea en € presente trabgo, & término “modificacion”
puede referirse a un cambio en un polinucledtido de referencia particular que tiene como resultado
una actividad reducida, eliminada sustancialmente, o eliminada de un polipéptido codificado por €
polinucledtido de referencia. Una modificacion también puede referirse a un cambio en un

polipéptido de referencia que tiene como resultado una actividad reducida, eliminada
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sustancialmente, o diminada del polipéptido de referencia.  Alternativamente, € término
“modificacion” puede referirse a un cambio en un polinucledtido de referencia que tiene como
resultado un aumento de la actividad de un polipéptido codificado por € polinucledtido de
referencia, asi como un cambio en un polipéptido de referencia que resulta en un aumento de la
actividad de la polipéptido de referencia.  Cambios como los anteriores pueden ser realizados
mediante uno de los varios métodos bien conocidos en este campo, entre los que se incluyen, por
gemplo y sin limitacion: borrar una parte de la molécula de referencia, mutar la molécula de
referencia (por gjemplo, através de la mutagénesis espontanea, a través de la mutagénesis aleatoria,
a través de la mutagénesis causada por genes mutadores, o a través de la mutagénesis con
transposones), sustituir una parte de la molécula de referencia, insertar un elemento en la molécula
de referencia, disminuir la expresiéon de la molécula de referencia; dterar la ubicacion celular de la
molécula de referencia; dterar € estado de la molécula de referencia (por giemplo, a través de la
metilacion de un polinucledtido de referencia, y a través de la fosforilacion o ubiquitinacion de un
polipéptido de referencia), eliminar un cofactor de la molécula de referencia, introducir un
ARN/ADN antisentido dirigido a la molécula de referencia, introducir un ARN/ADN de
interferencia dirigido a la molécula de referencia; modificar quimicamente la molécula de
referencia; modificar covalentemente la molécula de referencia; irradiar la molécula de referencia
con radiaciéon UV o rayos X; recombinacion homéloga que dtera la molécula de referencia;
recombinacion mitética que aterala molécula de referencia; sustituir € promotor de la molécula de
referencia, y/ o combinaciones de cualquiera de |os métodos anteriores.

[0075] Laorientacion para determinar qué nucledtidos o residuos de aminoécidos pueden
ser modificados en un gjemplo concreto se puede encontrar mediante la comparacion de la secuencia
dd polinucledtido o polipéptido de referencia con la secuencia de |os polinucledtidos o polipéptidos
(por gemplo, levadura homologa o bacteriand) homdlogos, y maximizando € numero de las
modificaciones redlizadas en regiones de alta homologia (regiones conservadas) o secuencias de
CONSeNnso.

[0076] Derivativo y variante: € término “derivado”, como se usa aqui, se refiere a una
modificacion de una secuencia de gemplo del presente trabgjo. Tales modificaciones incluyen la
sustitucion, insercién y/ o supresion de una 0 més bases de una secuencia de codificacion del
presente trabgo que preserva, dtera ligeramente o aumenta la funcion de la secuencia de

codificacién en una especie de cultivo. Tales derivados puede determinarlos féacilmente cuaquier



25

experto en la materia, por gemplo y sin limitacion, mediante e uso de técnicas de modelado por
ordenador para predecir y optimizar la estructura de secuencia. Asi, € término “derivado” incluye
también acidos nucleicos heterdlogos que constan de una secuencia que tiene una identidad de
secuencia sustancial con una secuencia ejemplar en el presente trabajo, de tal manera que puede que
tengan la misma, o ligeramente alterada o aumentada funcionalidad de uso en expresar e DGT-28
en una planta de cultivo.

[0077] Taly como se viene empleando en el presente documento, €l término "variante”" se
refiere a un polipéptido que se diferencia de un polipéptido de muestra, tal como se presenta aquii,
por inserciones, deleciones, mutaciones y/o sustituciones de aminoacidos, como podria presentarse
empleando, por gemplo, y sin ningun tipo de limitacion, técnicas de ADN recombinante. La
orientacion ala hora de determinar qué residuos de aminoécidos pueden ser reemplazados, afiadidos
o eiminados dentro de una secuencia de aminoéacidos de referencia, puede encontrarse al comparar
la secuencia del polipéptido de referencia con la de otros polipéptidos homdélogos y minimizando €
nimero de cambios redlizados en la secuencia de aminoécidos en regiones con ata homologia
(regiones conservadas), 0 bien, reemplazando aminoacidos con una secuencia consenso.  Un
polipéptido variante puede haber sustituido aminoacidos y, aln asi, conservar la misma actividad
funciona que € polipéptido de referencia. Los genes "variantes' se componen de una secuencia de
nucledtidos que codifica e mismo polipéptido como un gen de referencia o un polipéptido
equivalente que tiene una actividad equivalente o similar ala del polipéptido de referencia.

[0078] En dgunas versiones, los genes variantes pueden emplearse para producir
proteinas variantes y los huéspedes recombinantes pueden emplearse para producir las proteinas
variantes. Por giemplo, los genes y las proteinas variantes pueden unirse de manera que contengan
residuos contiguos (de aminoéacidos o nucledtidos) de cualquiera de las secuencias g emplificadas en
este documento. Un gen o proteina variante puede tener, por giemplo, y sin limitacion: 3, 4,5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151,
152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
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172,173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191,
192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231,
232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251,
252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271,
272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291,
292 y 293 residuos contiguos (de aminoacidos o nucledtidos) que se correspondan con un segmento
(dd mismo tamaiio) de la secuencia gemplificada. Los segmentos con un tamafio similar,
especiamente aquellos de las regiones conservadas, pueden emplearse también como sondas y/o
cebadores.

[0079] Aquellos versados en esta ciencia, deduciran que dtos niveles de identidad de
secuencia son Utiles ala hora de identificar polipéptidos (p. g. de otras especies) que tienen igua o
similar funcién o actividad que un polipéptido de referencia. En algunas versiones, un polipéptido
variante que tenga unaidentidad de secuencia (en comparacion con un polipéptido de referencia; p.
g. un polipéptido DGT-28) de, por gemplo, y sin limitacion: a menos un 55% aproximadamente,
a menos un 60% aproximadamente, a menos un 65% aproximadamente, ad menos un 70%
aproximadamente, a menos un 75% aproximadamente, al menos un 80% aproximadamente, a
menos un 85% aproximadamente, al menos un 90% aproximadamente, y a menos un 95%
aproximadamente, tiene la misma funcion o similar que €l polipéptido de referencia.

[0080] Las estrategias para disefiar y construir genes y proteinas variantes que se
compongan de residuos contiguos de una molécula concreta pueden determinarse obteniendo y
examinando la estructura de una proteina de interés (p. g. coordenadas de una estructura atbmica 3-
D [tridimensional] de una estructura cristalinay/o un modelo molecular). En algunos g emplos, una
estrategia puede ir dirigida a determinados segmentos de una proteina que sean idoneos para su
modificacion, tal como los segmentos expuestos en la superficie, y no segmentos internos, ya que
conllevan, estos Ultimos, plegamiento de proteinas e integridad estructural esencia 3-D. La patente
de los EE.UU. No. 5.605.793, por gemplo, estd relacionada con los méodos para generar
diversidad molecular adiciona empleando € reensamblgje del ADN tras fragmentaciones aleatorias
o dirigidas. Este procedimiento es conocido como "transposicion genética' que, generamente,
implica el mezclar fragmentos (del tamafio que se desee) de dos 0 més moléculas de ADN, seguidas

de varias secuencias de renaturalizacion. Este proceso puede meorar la actividad de una proteina
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codificada por un gen sujeto. El resultado una proteina quimérica que haya mejorado su actividad,
alterado el sustrato especifico, aumentado su estabilidad enzimética, alterado su estereoespecificidad
y otra serie de caracteristicas.

[0081] Una"sugtitucion" de aminoacidos, puede ser € resultado de haber reemplazado un
aminoacido en una secuencia de referencia por otro aminoacido que tenga una estructura y/o
propiedades quimicas similares (p. g. sustitucion conservadora de aminoacidos), o puede ser €
resultado de haber reemplazado un aminoacido en una secuencia de referencia por un aminoacido
que tenga una estructura y/o propiedades quimicas diferentes (p. g. sustitucion no conservadora de
aminoécidos). Los aminoacidos pueden dividirse en las siguientes categorias y/o estructuras
quimicas. no polares, polares sin carga, basicos y acidos. En consecuencia, las sustituciones
"conservadoras' de aminoacidos pueden realizarse sobre la base de coincidencias en polaridad,
carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad o sobre la naturaleza anfipética de los residuos
involucrados. Por gemplo, los aminoécidos no polares (hidréfobos) incluyen la glicina, danina,
leucina, isoleucina, valing, prolina, fenildanina, triptéfano y metionina; los aminoacidos neutros
polares sin carga incluyen la sering, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; los
aminoéacidos con carga positiva (basicos) incluyen la arginina, lisina e histidina; y los aminoacidos
con carga negativa (&cidos) incluyen e &cidos aspartico y € é&cido glutamico. De manera
dternativa, las sugtituciones "no conservadoras’ de aminoéacidos pueden redlizarse eligiendo las
diferencias en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y en la naturaeza
anfipética de cualquiera de estos aminoacidos. Las"inserciones' o0 "deleciones’ pueden estar dentro
del rango de variacion si son estructural o funcional mente toleradas por las proteinas recombinantes.

[0082] En agunas versiones, una proteina variante es "truncada’ respecto de una proteina
de longitud completa de referencia. En algunos g emplos, |a proteina truncada conserva la actividad
funcional de la proteina de referencia.  Por proteina "truncada’ se entiende que una parte de la
proteina puede haberse dividido, por gjemplo, conservando y mostrando la proteina fragmentada
sobrante la actividad deseada tras la fragmentacion. La fragmentacion puede conseguirse por medio
de varias proteasas. Es mas, pueden producirse con éxito proteinas fragmentadas empleando
técnicas de biologia molecular, en las que las bases dd ADN que codifican una porcién de la
proteina son eliminadas del codigo de secuencia, bien sea por medio de la digestion con
endonucleosis restrictiva 0 por medio de otras técnicas que conozca € experto en € terreno. Una

proteina truncada puede expresarse en un sistema heterélogo, como E. cali, baculovirus, sistemas
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virales basados en plantas y levadura. Las proteinas truncadas que presentan tolerancia a los
herbicidas pueden confirmarse empleando € sistema heterélogo que expresa la proteina en un
ensayo hiolégico de tolerancia a herbicida, como se describe en este estudio. Dentro de esta
disciplina, es sabido que se pueden producir satisfactoriamente proteinas truncadas de manera que
conserven la misma actividad funcional que la proteina de longitud completa de referencia.  Por
giemplo, las proteinas Bt pueden emplearse en forma truncada (nucleoproteina); Véase, g., Hoftey
Whiteley (1989) Microbiol. Rev. 53(2):242-55; y Adang et al. (1985) Gene 36:289-300.

[0083] En agunos casos, especidmente en la expresion genética en plantas, puede ser
ventgjoso emplear genes truncados que expresen proteinas truncadas. L os genes truncados pueden
codificar un polipéptido compuesto, por gemplo, del 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78,
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de la proteina de
longitud completa.

[0084] Los genes y proteinas variantes que conservan la funcién de la secuencia de
referencia a partir de la cua fueron disefiados, pueden ser determinados por una persona con
conocimientos en esta ciencia; por g emplo, evaluando las variantes recombinantes para la actividad.
S esta evaluacion de la actividad se conoce y esta descrita, entonces para la determinacion de las
variantes funcionales se precisan Gnicamente experimentos rutinarios.

[0085] Pueden realizarse cambios especificos en e centro activo de una enzima para
afectar a su funcionalidad inherente respecto a su actividad o estereoespecificidad. Véase Muller et.
al. (2006) Protein Sci. 15(6):1356-68. Por eemplo, la estructura de la proteina Tau D se ha
empleado como dioxigenasa de muestra para determinar residuos de centros activos mientras
permanece unida a su sudtrato inherente, la taurina.  Véase Elkins et al. (2002) Biochemistry
41(16):5185-92. Para més informacion en relacion ala secuencia de optimizacion y designabilidad
de laenzima, los centros activos se pueden encontrar en Chakrabarti et al. (2005) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 102(34):12035-40.

[0086] Pueden modificarse varias propiedades estructurales y rasgos tridimensionales de
una proteina sin afectar de manera negativa a la actividad/funcionaidad de dicha proteina. Las
sugtituciones conservadoras de aminoacidos pueden hacerse de manera que no afecten
negativamente a la actividad y/o a la configuracion tridimensional de la molécula (sustituciones

"toleradas'). Las proteinas variantes pueden disefiarse también de manera que difieran en el nivel de
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secuencia de la proteina de referencia, pero que conserven la misma 0 parecida estructura
tridimensional esencial en su conjunto, distribucion de carga superficial y aspecto Véase, g.,
Patente de EE.UU. 7,058,515; Larson et al. (2002) Protein Sci. 11:2804-13; Crameri et al. (1997)
Nat. Biotechnol. 15:436-8; Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-51; Stemmer
(1994) Nature 370:389-91; Stemmer (1995) Bio/Technology 13:549-53; Crameri et al. (1996) Nat.
Med. 2:100-3; and Crameri et al. (1996) Nat. Biotechnol. 14: 315-9.

[0087] EIl disefio computacional de 5-UTR y 3-UTR (p. §. horquillas para € pelo
sintéticas) es apto para su uso en un constructo de expresion (p. €. constructo de expresion DGT-
28), y puede también llevarse a cabo y emplearse para disefiar elementos dentro de los acidos
nucleicos de ciertas muestras.  Los modelos computacionales, UTRS y las técnicas de disefio
computacional que se emplean en la prediccién/evaluacion de derivadas de 5-UTR y 3-UTR
incluyen, por egemplo, y sin limitacioness MFoLd™ verson 3.1 (disponible en Genetics
Corporation Group, Madison, Wisconsin; véase Zucker et al. “ Algorithms and Thermodynamics for
RNA Secondary Structure Prediction: A Practicd Guide” en RNA Biochemistry and
Biotechnology, 11-43, J. Barciszewski & B.F.C. Clark, eds., NATO ASl Series, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, NL, 1999; Zucker et al. (1999) J. Mal. Biol. 288:911-40; Zucker et al. “RNA
Secondary Structure Prediction,” en Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, S. Beaucage,

D.E. Bergstrom, G.D. Glick, and R.A. Jones. Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry. Nueva
York: John Wiley & Sons, 11.2.1-11.2.10, 2000; y COVE™ (RNA structure analysis using
covariance models (stochastic context free grammar methods)) v.2.4.2, (Eddy and Durbin (1994)
Nucl. Acids Res. 22:2079-88), que se distribuye gratuitamente como codigo fuente y puede
descargarse accediendo a la pagina web genetics.wustl.edu/eddy/software/; y FOLDALIGN™
(véase Gorodkin et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25(18):3724-32 y Gorodkin et al. (1997)
Proceedings International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology ISMB
International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology 5:120-123), distribuido
también gratuitamente y disponible para su descarga en la pagina web, foldalign.ku.dk/software/
index.html.

[0088] Promotor: @ término "promotor” hace referencia a una secuencia de ADN capaz
de controlar la expresion de un codigo de secuencia de &cido nucleico o ARN funciona. En los
gemplos, @ codigo de secuencia controlado esta situado a 3' de una secuencia promotora. Un

promotor puede derivar en su totalidad de un gen nativo y puede estar compuesto por diversos
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elementos que procedan de promotores distintos que se encuentran en la naturaleza, o bien, un
promotor puede incluso comprimir segmentos sintéticos de ADN. Aquellos versados en la materia,
sabran que distintos promotores pueden dirigir 1a expresion de un gen en diferentes tgjidos o tipos de
células, en digtintas etapas de su desarrollo 0 como respuesta a diversas condiciones
medioambientales 0 psicolégicas. Ejemplos de todos los promotores descritos hasta ahora son bien
conocidos, y se emplean en la ciencia de controlar la expresion de los écidos nucleicos heterdlogos.
A los promotores que dirigen la expresion de un gen en muchos tipos de células y en la mayoria de
los casos, se los conoce como "promotores constitutivos'. Asimismo, mientras ha habido personas
que han tratado de delimitar (en muchos casos sin éxito) los limites exactos de las secuencias
reguladoras, ha llegado finalmente a entenderse que fragmentos de ADN de diferentes longitudes
pueden tener la misma actividad promotora. La actividad promotora de un &cido nucleico concreto
puede analizarse empleando técnicas que le sean conocidas a la persona encargada del andlisis.

[0089] Operacionamente ligado: e concepto "operacionalmente ligado" hace referenciaa
una asociacion de secuencias de &cidos nucleicos en la que una de dichas secuencias puede afectar la
funcion de otra. Por giemplo, un promotor esté operacionalmente ligado a un codigo de secuencia
cuando € promotor es capaz de afectar ala expresion de ese codigo de secuencia (p. §. s € cddigo
de secuencia se encuentra bajo e control transcripciona del promotor). Un codigo de secuencia
puede ser operacionalmente ligado a una secuencia reguladora con orientacién sentido o antisentido.

[0090] Expresion: d término "expresion”, como se usa aqui, puede referirse a la
transcripcion y acumulacion estable ded ARN sentido (ARNmM) o antisentido derivado de un ADN.
Expresion también puede referirse alatraduccién del ARNm en un polipéptido. Tal como se utiliza
aqui, e término "sobreexpresion” se refiere a la expresién que es més dta que la expresion
endégena del mismo gen o un gen relacionado. Asi, un gen heterélogo se "sobreexpresa’ s su
expresion es mayor que la de un gen endégeno comparable.

[0091] Transformacion: tal como se utiliza aqui, € término "transformacion” se refiere a
la transferencia y la integracion de un acido nucleico o un fragmento del mismo en un organismo
huésped, resultando en una herencia genéticamente estable. Los organismos huéspedes que
contienen un &cido nucleico transformante se conocen como organismos “transgénicos’,
"recombinantes’ o "transformados'. Los métodos conocidos de transformacion incluyen, por
giemplo: Transformacion mediada de agrobacterium tumefaciens - o A. rhizogenes; transformacion

de fosfato de calcio; transformacion de polibreno; fusién de protoplastos; e ectroporacion; métodos
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ultrasbnicos (por eemplo, sonoporacion); transformacion de liposoma; microinyeccion;
transformacion con ADN desnudo; transformacion con vectores plasmidicos; transformacion con
vectores virales, transformacion biolistica (bombardeo con microparticulas); transformacion
mediada por WHISKERS de carburo de silicio; aerosol radiante; y transformacion mediada por
PEG.

[0092] Introducido: tal como se utiliza aqui, e término "introducido” (en el contexto de la
introduccién de un écido nucleico en una cdlula) incluye la transformacion de una célula, asi como
el cruce de una planta que comprende el &cido nucleico con una segunda planta, de tal maneraque la
segunda planta contiene € &cido nucleico, tal como se puede redizar utilizando técnicas
convencionales de fitomegjoramiento. Dichas técnicas son conocidas en € ambito. Para una
discusion de técnicas de meora vegetal, véase Poehlman (1995) Breeding Field Crops, 42 edition,
AVI Publication Co., Westport CT.

[0093] Los métodos de retrocruzamiento se pueden usar para introducir un &cido nucleico

en unaplanta. Esta técnica ha sido utilizada durante décadas para introducir rasgos en plantas. Un
gemplo de una descripcion de retrocruzamiento (y otras metodologias de fitomeoramiento) se

puede encontrar en, por gemplo, Poedman (1995), supra; and Jensen (1988) Plant Breeding

Methodology, Wiley, New York, NY. En un gemplo de protocolo de retrocruzamiento, una planta
originaria de interés ("padre recurrente”) se cruza con una segunda planta (“padre no recurrente")
que lleva e un &cido nucleico a ser introducido. La progenie resultante de este cruce se cruzo de
nuevo con € progenitor recurrente, y el proceso se repitio hasta que se obtuvo una planta convertida,
en gue esencia mente todas las caracteristicas deseadas morfoldgicas y fisiolOgicas del progenitor
recurrente se recuperan en la planta convertida, ademas del &cido nucleico del padre no recurrente.
[0094] Plasmido / vector: los términos "plasmido” y "vector", como se usa en la presente
memoria, se refieren a un demento cromosdmico extra que puede llevar uno 0 més genes que no
son parte del metabolismo central delacélula. Los plasmidosy vectores son tipicamente moléculas
de ADN de doble cadena circulares. Sin embargo, los plasmidos y vectores pueden ser &cidos
nucleicos lineales o circulares, de una sola o0 de doble cadena de ADN o ARN, y pueden ser
derivados de cualquier fuente, en la que un nimero de secuencias de nucledtidos se han unido o
recombinado en una construccién Unica, que es capaz de introducir un fragmento promotor y una
secuencia de ADN que se codifica junto con la secuencia no traducida 3' apropiada en una célula.
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En los gemplos, plasmidos y vectores pueden incluir secuencias de replicacion auténoma,

secuencias de genoma de integracion, y / 0 secuencias de nuclettidos o fagos.

[1. DGT-28 y secuencias de codificacion de DGT-28

[0095] Algunas realizaciones aqui proporcionan un polipéptido aidado que tiene a
menos aproximadamente 90% de identidad (por gemplo, 89%, a menos 90%, a menos 91%, d
menos 92%, a menos 93%, al menos 94%, a menos 95%, al menos 96%, a menos 97%, al menos
98%, y d menos 99% de identidad) ala N° ID DE SEC: 1. Tal polipéptido se conoce aqui como
polipéptido DGT-28. Algunas formas de realizacion aqui proporcionan un &cido nucleico que
codifica un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 90% de identidad con la N° ID DE
SEC:1. Ejemplos particulares de tal &cido nucleico se denominan agui &cido nucleico "dgt-28". Los
&cidos nucleicos dgt-28 pueden ser Utiles en cualquiera de una amplia variedad de aplicaciones (por
giemplo, la introduccion de resistencia a glifosato) en la que se desea un metabolismo del glifosato
modificado en una célulavegetal.

[0096] [0002] Los gemplos particulares de &cidos nucleicos dgt-28 proporcionados para
fines ilustrativos en este documento son las N° ID DE SEC:2 y 3. Por consiguiente, algunas
realizaciones proporcionan un &cido nucleico que comprende una secuencia de nuclettidos que tiene
a menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia (por gemplo, 79%, a menos 80%, d
menos 81%, a menos 82%, al menos 83%, al menos 84% , a menos 85%, a menos 86%, al menos
87%, a menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, a menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, d
menos 94% , a menos 95%, a menos 96%, al menos 97%, a menos 98%, y la identidad de d
menos 99%) ala N° ID DE SEC:2 o N° ID DE SEC:3, en los cuales € &cido nucleico codifica un
polipéptido que tiene al menos 90% de identidad con la N° ID DE SEC:1. Ejemplos particulares de
acidos nucleicos dgt-28 incluyen acidos nucleicos que se hibridan especificamente a un &cido
nucleico con la N° ID DE SEC:2 o N° ID DE SEC:3 bago condiciones severas (por gemplo muy
severas).

[0097] En agunas redizaciones, se proporcionan acidos nucleicos dgt-28 de codon
optimizado. Por gemplo, para obtener una elevada expresién de un gen heterélogo en una planta,
puede ser deseable disefiar y someter are-ingenieriaa gen, para que se exprese mas eficientemente
en una célula vegetal. Esta estrategia puede ser particularmente deseable en la circunstancia en la

que se desea que un gen bacteriano se exprese en una célula vegetal.
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[0098] Asi pues, adgunos gemplos del presente documento proporcionan un gen vegetal-
optimizado que codifica una proteina DGT-28, y los métodos para € disefio de los mismos, para
generar una secuencia de ADN que se puede expresar de manera éptima en las plantas
dicotiledéneas 0 monocotileddneas, y en € que las modificaciones de la secuencia no obstaculicen
la traduccion o la transcripcion. El disefio de un gen dgt-28 para la expresion de la misma proteina
DGT-28 tanto en plantas monocotileddneas como dicotiledoneas se g emplifica en este documento
por medio de la re-ingenieria de la regidén de este gen que codifica proteinas para una optima
expresion. Aqui los &cidos nucleicos dgt-28 € emplares optimizados para plantas incluyen N° ID DE
SEC: 2y N°ID DE SEC:3.

[0099] Al usar métodos de ingenieria para obtener un gen que codifica la expresién de una
proteina DGT-28 para su expresién en plantas dicotiledéneas 0 monocotiledoneas (por gemplo,
algodon, canola, tabaco, maiz, soja, trigo y arroz), € sesgo del codon de la futura planta(s) huésped
puede determinarse, por gemplo, a través del uso de bases de datos de secuencias de ADN
disponibles d publico para encontrar informacién sobre la distribucion de los codones de los
genomas vegetales o | as regiones codificadoras de proteinas de varios genes vegetales.

[00100] En d disefio de las regiones de codificacion en un écido nucleico parala expresion
de una planta, deben determinarse los codones principales (“primera opcion™) preferidos por la
planta, como puede ser la segunda, tercera, cuarta, etc. eleccion de codones preferidos cuando
existen multiples opciones.. Una nueva secuencia de ADN puede ser disefiada que codifica la
secuencia de aminoécidos del péptido mismo (por gemplo, una proteina DGT-28), pero la nueva
secuenciade ADN se diferencia de la secuencia de ADN original mediante la sustitucién de codones
de la planta (primera preferida, segundo preferida , tercera preferidas, o cuarta preferidas, etc.) para
especificar el aminoacido en cada posicidn dentro de la secuencia de aminoacidos.

[00101] Lanueva secuencia puede ser analizada para determinar si hay sitios de restriccion
enzimética que pueden haberse creado a realizar las modificaciones. Los sitios identificados pueden
modificarse més aln a reemplazar |os codones con codones preferidos de primera, segunda, tercera
0 cuarta eleccion. Otros sitios en la secuencia que pueden afectar la transcripcion o traduccion del
gen de interés son las estructuras del tallo-bucle, uniones exon:intron (5' o 3'), sefides adicionales
poli A, y sefides de terminacion de ARN polimerasa; estos sitios pueden quitarse por medio de la
sustitucion de codones vegetales. La secuencia puede ser analizada y modificada maés alin para

reducir la frecuencia de dobletes TA o CG. Ademas de dobletes, blogues de secuencia G o C que
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tienen mas de unos seis residuos igual es pueden afectar la transcripcion o traduccion de la secuencia.
Por tanto, estos bloques se pueden modificar reemplazando los codones de primera o segunda
eleccidn, etc. por € proximo codédn preferido de eleccidn.

[00102] N° ID DE SEC: 2 (dgt-28 (v5)) se optimizO para su expresién en plantas
dicotiledoneas. N° ID DE SEC: 3 (dgt-28 (v6)) se optimizO para su expresién en plantas
monocotiledoneas. El uso de codones en estas secuencias sintéticas se seleccionan en base d uso de
codones preferido, es decir, los productos de expresidon de cada uno estan codificadas por codones
que tienen un sesgo hacia su uso en las monocotiledoneas o las dicotiledoness, y las secuencias
perjudicidles y sitios de restriccion superfluos se diminaron para aumentar la eficiencia de la
transcripcion / traduccion del polipéptido DGT-28 y para facilitar 1os pasos de la manipulacion del
ADN.

[00103] Del mismo modo, lamoléculade écido nucleico dela SEQ ID NO: 4 (dgt-28 (v1))
se ha optimizado para mejorar la expresion en Escherichia coli. El uso de codones en la SEQ ID
NO:4 se sdecciond basdndose en e uso de codones preferido E. coli, la proteina expresada es
codificada por los codones que tienen un sesgo hacia € uso de E. coli. Durante € redisefio,
secuencias perjudicides y stios de restriccion superfluos fueron eliminados para aumentar la
eficacia de la transcripcion / traduccion de la secuencia de codificacion DGT-28 y para facilitar los
pasos de manipulacién del ADN. Asi, la expresion de DGT-28 a partir de un &cido nucleico que
comprende la SEQ ID NO:4 en E. coli puede resultar en la robusta expresién de proteinas, por
gjemplo, parala caracterizacion enzimética de DGT-28.

[00104] Una vez que una secuencia optimizada de ADN optimizado (por eemplo,
optimizada en una planta) se ha sido disefiado en el papel, o in silico, las moléculas reales de
ADN se pueden sintetizar en el laboratorio como para corresponder precisamente a la secuencia
de la secuencia disefiada. Tales moléculas sintéticas de moléculas de &cido nucleico pueden ser
clonadas y manipuladas como s se derivaran de fuentes naturales o nativas.

[00105] Un &cido nucleico aqui puede ser clonado dentro de un vector para la
transformacién en células procariotas 0 eucariotas para replicacion y / o expresion. Los vectores
pueden ser vectores procariotas, por gemplo, plasmidos, o vectores transportadores, vectores de
insectos, o vectores eucaridticos. Un &cido nucleico en e presente documento también puede ser
clonado en un vector de expresion, por g emplo, para la administracion a una célula vegetal. En

ciertas aplicaciones, puede ser preferible tener vectores que son funcionales en E. coli (por
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gjemplo, produccion de proteinas para la produccion de anticuerpos, andlisis de secuencia de
ADN, construccion de insertos, obtener cantidades de écidos nucleicos).

[00106] Para expresar una proteina DGT-28 en una célula, un &cido nucleico que
codifica la proteina normalmente se subclond en un vector de expresion que contiene un
promotor para la transcripcion directa. Adecuados promotores bacterianos y eucariotas son bien
conocidos en latécnicay se describen, por ejemplo, en Sambrook y otros, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (2 2 ed 1989; 3 2 ed, 2001..); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A
Laboratory Manual (1990), y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel y otros, supra.).
L os sistemas de expresion bacterianos para expresar un acido nucleico agqui estan disponibles en,
por gjemplo, E. coli, Bacillus sp., and Salmonella (Palvay otros., Gene 22:229-235 (1983)). Kits
para tales sistemas de expresion estan disponibles comercialmente. Sistemas de expresion
eucarioticos para células de mamiferos, levaduras, y células de insecto son bien conocidos por los
expertos en latécnicay estan también disponibles comercialmente.

[00107] EIl vector de expresion particular usado para transportar la informacion genética
en la célula se selecciona con respecto a la utilizacion prevista de la proteina DGT-28 (por
giemplo, la expresion en plantas, animales, bacterias, hongos y protozoos). Los vectores estandar
de expresion bacterianos y animales son conocidos en la técnica y se describen en detale, por
gemplo, U.S. Patent Publication 20050064474A1 and International Patent Publications WO
05/084190, W0O05/014791 and WO03/080809. Los métodos estandar de transfeccion se pueden
utilizar para producir lineas de células bacterianas que expresan grandes cantidades de proteina,
que puede luego purificarse utilizando técnicas estandar.

[00108] Laseleccion de un promotor usado paradirigir laexpresion de un acido nucleico
en este documento depende de la aplicacion particular. Se pueden emplear en realizaciones en
este documento un nimero de promotores que dirigen la expresion de un gen en una planta. Tales
promotores se pueden seleccionar de entre promotores constitutivos, quimicamente regulados,
inducibles, tejido especificos, y preferidos de las semillas. Por gemplo, un promotor constitutivo
fuerte adecuado para la célula huésped puede usarse parala expresion y purificacion de proteinas
DGT-28. Los gemplos no limitantes de promotores de plantas incluyen secuencias promotoras
derivadas de A. thaliana ubiquitina-10 (ubi-10) (Callisy otros, 1990, J. Biol. Chem., 265:12486-
12493); A. tumefaciens manopina sintasa (Amas) (Petolino y otros, Patente de EE.UU. N °
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6.730.824.), y / o del virus del mosaico de las nervaduras de la yuca (CsVMV) (Verdaguer y
otros, 1996, Plant Molecular Biology 31:1129-1139.).

[00109] Los promotores congtitutivos incluyen, por ggemplo, € virus nicleo del mosaico
de la califlor promotora 35S (Odell y otros. (1985) Nature 313:810-812); Promotor de la actina
del arroz (McElroy y otros. (1990) Plant Cell 2:163-171); el promotor de ubiquitina del maiz
(Patente de EE.UU. NUmero 5.510.474; Christensen y otros (1989) Plant Mol Biol.12:619-632 y
Christensen y otros. (1992) Plant Mol Biol. 18:675-689); promotor pEMU (Last y otros. (1991)
Theor. Appl. Genet. 81:581-588); promotor ALS (U.S. Patent Number 5,659,026); promotor de
la histona del maiz (Chabouté y otros. Plant Molecular Biology, 8:179-191 (1987)); y otros
similares.

[00110] El rango de promotores de plantas compatibles disponibles incluye tegido
especifico y promotores inducibles. Un elemento regulador inducible es uno que es capaz de
activar directa o indirectamente la transcripcién de una o més secuencias de ADN o0 genes en
respuesta a un inductor. En la ausencia de un inductor las secuencias de ADN 0 genes no serén
transcritos. Tipicamente, €l factor proteina que se une especificamente a un elemento regulador
inducible para activar la transcripcion esta presente en una forma inactiva, que luego es
convertida directa o indirectamente en la forma activa por € inductor. El inductor puede ser un
agente quimico tal como una proteina, metabolito, regulador de crecimiento, herbicida o
compuesto fendlico o un estrés fisioldgico impuesto directamente por calor, frio, sal o elementos
téxicos o indirectamente mediante la accién de un agente patégeno o enfermedad tal como un
virus. Tipicamente, e factor proteina que se une especificamente a un elemento regulador
inducible para activar la transcripcién esta presente en una forma inactiva que luego es
convertida directa o indirectamente en la forma activa por €l inductor. Una célula de planta que
contiene un elemento regulador inducible puede estar expuesta a un inductor aplicando
externamente €l inductor a la célula o planta tal como por pulverizacion, riego, calentamiento o
métodos similares.

[00111] Cualquier promotor inducible puede usarse en realizaciones en este documento.
Ver Ward y otros. Plant Moal. Biol. 22: 361-366 (1993). Los promotores inducibles incluyen, por
giemplo y sin limitacién: los promotores de los receptores de la ecdisona (patente de EE.UU.
nimero 6.504.082); promotores del sistema ACEL que responden al cobre (Mett y otros PNAS
90: 4.567-4.571 (1993)); In2-1 y In2 -2 gen del maiz que responde a protectores herbicidas de
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bencenosulfonamida (Patente de EE.UU. NUmero 5.364.780; Hershey y otros, Mol Gen.Genetics
227: 229-237 (1991) y Gatz y otros, Mol Gen.Genetics 243: 32-38 (1994)); represor Tet de Tn10
(Gatz y otros, Mol. Gen.Genet. 227: 229-237 (1991); promotores de un gen de la hormona
esteroide, la actividad transcripcional de la cual es inducida por una hormona
glucocorticosteroide, Schenay otros, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 88: 10421 (1991) y McNellisy
otros, (1998) Plant J. 14 (2) :247-257; el promotor GST del maiz, que es activado por
compuestos el ectrofilicos hidréfobos que se utilizan como herbicidas de pre-emergencia (véase la
patente de EE.UU. N °© 5.965.387 y la solicitud de patente internacional, publicacion No.WO
93/001294); y €l promotor del tabaco PR-1a, que es activado por acido sdlicilico (ver Ono S,
Kusama M, Ogura R, Hiratsuka K., “Evaluation of the Use of the Tobacco PR-1a Promoter to
Monitor Defense Gene Expression by the Luciferase Bioluminescence Reporter System,” Biosci
Biotechnol Biochem. 2011 Sep 23;75(9):1796-800). Otros promotores de interés regulados
quimicamente incluyen promotores inducibles por tetraciclina y reprimibles por tetraciclina
(véase, por gemplo, Gatz y otros., (1991) Mol. Gen. Genet. 227:229-237, y patentes de EE.UU.
5.814.618 'y 5.789.156).

[00112] Otros promotores regulables de interés incluyen un elemento regulador sensible
a frio o un elemento regulador de choque térmico, cuya transcripcién puede efectuarse en
respuesta a la exposicion a frio o calor, respectivamente (Takahashi y otros., Plant Physiol.
99:383 -390, 1992), el promotor del gen de la alcohol deshidrogenasa (Gerlach y otros, PNAS
EE.UU. 79:2081-2985 (1982).;.Walker y otros, PNAS 84 (19) :6624-6628 (1987)), inducible por
condiciones anaerobias, el promotor inducible por laluz derivado del gen rbcS del guisante o gen
psaDb del guisante (Yamamoto y otros. (1997) Plant J. 12 (2) :255-265.); un elemento regul ador
inducible por la luz (Feinbaum y otros., Mol. Gen. Genet. 226:449, 1991;Lam y Chua, Ciencia
248:471, 1990; Matsuoka y otros. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(20):9586-9590; Orozco
y otros. (1993) Plant Mol. Bio. 23 (6) :1129-1138); un elemento regulador inducible por una
hormona vegetal (Yamaguchi-Shinozaki y otros, Plant Mol. Biol. 15:905, 1990;Kares y otros .,
Plant Mol. Biol. 15:225, 1990), y similares. Un elemento regulador inducible también pueden ser
los genes promotores del maiz In2-1 o In2-2, que responden a herbicidas fitoprotectores de
bencenosulfonamida (Hershey y otros., Mol. Gen. Gene. 227:229-237, 1991; Gatz y otros., Mol.
Gen. Genet. 243:32-38, 1994), y el Tet represor del transposon Tnl0 (Gatz y otros., Mol. Gen.
Genet. 227:229-237, 1991).
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[00113] Los promotoresinducible por estrés incluyen promotores inducibles por € estrés
sal / agua tales como P5CS (Zang y otros. (1997) Plant Sciences 129:81-89); promotores
inducibles por € frio, tales como corl5a (Hajelay otros. (1990) Plant Physiol. 93:1246-1252),
corl5b (Wilhelmy otros. (1993) Plant Mol Biol 23:1073-1077), wsc120 (Ouellet y otros. (1998)
FEBS Lett. 423-324-328), ci7 (Kirch y otros. (1997) Plant Mol Biol. 33:897-909), y ci21A
(Schneider y otros. (1997) Plant Physiol. 113:335-45); promoters inducibles por la sequia, tales
como Trg-31 (Chaudhary y otros (1996) Plant Mol. Biol. 30:1247-57) y rd29 (Kasuga y otros.
(1999) Nature Biotechnology 18:287-291); promoters inducibles osmoticamente, tales como
Rabl17 (Vilardell y otros. (1991) Plant Mol Biol 17:985-93) y osmotina (Raghothama y otros.
(1993) Plant Mol Biol 23:1117-28);. promotores inducibles por el calor, tales como proteinas de
choque térmico (Barrosy otros. (1992) Plant Mol. 19:665-75; Marrsy otros. (1993) Dev. Genet.
14:27-41), smHSP (Waters y otros. (1996) J. Experimental Botany 47:325-338), y € elemento
inducible por el choque térmico a partir del promotor de ubiquitina del pergjil (WO 03/102198).
Otros promotores inducibles por €l estrés incluyen rip2 (Patente de EE.UU. N © 5.332.808 y
EE.UU. publicacion N © 2003/0217393) y RD29A (Y amaguchi-Shinozaki y otros. (1993) Mal.
Gen. Genetics 236:331-340). Algunos promotores son inducibles por heridas, incluso el promotor
de Agrobacterium PMAS (Guevara-Garciay otros. (1993) Plant J. 4 (3) :495-505) y €l promotor
ORF13 de Agrobacterium (Hansen y otros., (1997) Mol. Gen. Genet. 254 (3) :337-343).

[00114] Promotores preferidos por los tejidos pueden ser utilizados para apuntar a una
mayor transcripcion y / o expresion en un tgjido de planta particular. Ejemplos de estos tipos de
promotores incluyen la expresion preferida de la semilla, tal como la proporcionada por €l
promotor de faseolina (Bustos y otros.1989. The Plant Cell Vol. 1, 839-853), y € gen de la
globulina-1 del maiz, Belanger, y otros. 1991 Genetics 129:863-972. Para dicotileddneas, los
promotores de semilla preferidos incluyen, pero no se limitan a, la -faseolina del poroto, napina,
B-conglicinina, lectinade la soja, crucifering, y similares. Para monocotiledoneas, 10s promotores
preferidos de semilla incluyen, pero no se limitan a los del maiz 15 kDa, 22 kDa zeina, 27 kDa
zeina, y-zeina, ceroso, encogido 1, encogido 2, globulina 1, etc. Los promotores preferidos de
semilla también incluyen aquellos promotores que dirigen la expresion génica
predominantemente a tejidos especificos dentro de la semilla tal como, por g emplo, el promotor
del endospermo preferido de la y-zeina, el promotor criptico del tabaco (Fobert y otros. 1994.

Marcado con T-ADN de un promotor criptico especifico de la cubierta de la semilla en €l tabaco.
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Plant J. 4: 567-577), €l promotor del gen P del maiz (Chopray otros. 1996. Alelos del gen P del
maiz con especificidades tisulares distintas codifican las proteinas homologas Myb con
reemplazos de terminales C. Plant Cell 7:1149-1158, Erratum in Plant Cell.1997, 1.109), €l
promotor globulina-1 del maiz (Belenger y Kriz.1991. Bases moleculares para € polimorfismo
alélico del gen de laglobulina-1 del maiz. Genetics 129: 863-972), y los promotores que dirigen
la expresion de la cubierta de la semilla o €l casco de granos de maiz, por emplo, el promotor
especifico del pericarpio de la glutamina sintetasa (Muhitch y otros, 2002 | solation of a Promoter
Sequence From the Glutamine Synthetase;., Gene Capable of Conferring Tissue-Specific Gene
Expression in Transgenic Maize. Plant Science 163:865-872).

[00115] Ademas del promotor, un vector de expresion contiene tipicamente una unidad
de transcripcion o casete de expresion gue contiene todos los elementos adicionales requeridos
para la expresion del &cido nucleico en células huésped, ya sean procariotas o eucariotas. Un
casete de expresion tipico contiene por o tanto un promotor ligado operativamente, por ejemplo,
a una secuencia de &cidos nucleicos que codifican la proteina, y sefiales requeridas, por gjemplo,
para la poliadenilacion eficiente del transcrito, terminacion de la transcripcion, sitios de unién de
ribosomas, o terminacion de latraduccién. Elementos adicionales de |a casete pueden incluir, por
gjemplo, potenciadores y sefiales heterdlogas de empalme.

[00116] Otros componentes del vector pueden estar incluidos, también segin e uso
previsto del gen. Los gemplos incluyen marcadores seleccionables, de focalizacion o de
secuencias reguladoras, secuencias tales como la secuencia del péptido de transito optimizado
(véase la patente de EE.UU. nimero 5.510.471), secuencias estabilizantes tales como RB7 MAR
(véase Thompson and Myaitt, (1997) Plant Moal. Biol., 34: 687-692 y WO9727207) o secuencias
lideres, intrones, etc. descripciones generales y ejemplos de vectores de expresion de plantas y
genes reporteros pueden ser encontrados en Gruber, y otros,, “Vectors for Plant Transformation”
in Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Glick y otros eds;, CRC Press pp. 89-
119 (1993).

[00117] La seleccidn de un vector de expresion apropiado dependera del huésped y del

método de introduccion del vector de expresiéon en e huésped. El casete de expresion puede
incluir, en & extremo 3 'de una secuencia de nucledtidos heterdlogos de interés, una region de
terminacion transcripcional y traduccional funcional en plantas. La region de terminacion puede

ser nativa con la secuencia de ADN de interés o puede ser derivada de otra fuente. Regiones de
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terminacion convenientes estan disponibles a partir del plasmido Ti de A. tumefaciens, tales
como las regiones de terminacion de la octopina sintasa y de la hopalina sintasa (nos) (Depicker
y otros., Mol. and Appl. Genet. 1:561-573 (1982) and Shaw y otros. (1984) Nucleic Acids
Research vol 12, N ° 20 pp7831-7846 (NOS));.. véase también Guerineau y otros. Mol. Gen.
Genet. 262:141-144 (1991); Proudfoot, Cell 64:671-674 (1991); Sanfacon y otros. Genes Dev.
5:141-149 (1991); Mogen y otros. Plant Cell 2:1261-1272 (1990); Munroe y otros. Gene 91:151-
158 (1990); Ballasy otros. Nucleic Acids Res. 17:7891-7903 (1989); Joshi y otros. Nucleic Acid
Res.. 15:9627-9639 (1987).

[00118] Un casete de expresion puede contener una secuencia lider 5°. Tales secuencias
lideres pueden actuar para mejorar la traduccién. Los lideres de traduccién son conocidos en la
técnica e incluyen a modo de egemplo, los lideres de picornavirus, lider de EMCV
(encefalomiocarditis regién 5 'no codificante), Elroy-Stein y otros. Proc. Nat. Acad. Sci. EE.UU.
86:6126-6130 (1989); lideres potivirus, por gemplo, lider de TEV (Virus del Grabado del
Tabaco) Carrington y Freed Journa of Virology, 64:1590-1597 (1990), MDMV lider (virus del
mosaico enano del maiz), Allison y otros, Virology 154:9-20 (1986);. inmunoglobulina humana
de cadena pesada de |a proteina de union (BiP), Macegjak y otros. Nature 353:90-94 (1991); lider
no traducido del ARNm de la proteina de la cubierta del virus del mosaico de la afalfa (AMV
RNA 4), Jobling y otros. Nature 325:622-625 (1987); lider del virus del mosaico del tabaco
(TMV), Galliey otros. (1989) Molecular Biology of RNA, paginas 237-256, y lider del virus del
moteado clorético del maiz (MCMV) Lommel y otros. Virology 81:382-385 (1991). Véase
también Della-Cioppay otros. Plant Physiology 84:965-968 (1987).

[00119] EI constructo también puede contener secuencias que potencian la estabilidad de
latraduccion y / o ARNm tales como intrones. Un gjemplo de uno de tales intrones es del primer
intron del gen de la histona |1 variante H3.111 de Arabidopsis thaliana. Chaubet y otros. Journal
of Molecular Biology, 225:569-574 (1992).

[00120] En aquellos casos en los que es deseable tener el producto expresado de la
secuencia del nucledtido heterdélogo dirigida a un organulo particular, particularmente el plastido,
amiloplasto, o a reticulo endoplasmico, o0 secretado en la superficie de la célula o
extracelularmente, el casete de expresion puede comprender ademas una secuencia codificante
para un péptido de transito. Tales péptidos de transito son bien conocidos en la técnica e

incluyen, pero no estan limitados a, €l péptido de transito para la proteina transportadora de acilo,
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la subunidad pequeiia de RUBISCO, la sintasa vegetal EPSP y Helianthus annuus (ver Lebruny
otros. Patente de EE.UU. 5.510.417), Zea mays Brittle-1 chloroplast transit peptide (Nelson y
otros. Plant Physiol 117(4):1235-1252 (1998); Sullivan y otros. Plant Cell 3(12):1337-48;
Sullivan y otros., Planta (1995) 196(3):477-84; Sullivan y otros., J. Biol. Chem. (1992)
267(26):18999-9004) y similares. Ademas, |os péptidos quiméricos de trénsito a cloroplasto son
conocidos en la técnica, tales como el péptido de transito optimizado (véase, patente de EE.UU.
numero 5.510.471). Se han descrito péptidos de transito al cloroplasto adicionales en la Patente
de EE.UU. nuimero 5,717,084; 5,728,925. Una persona familiar con la técnica facilmente
comprendera las muchas opciones disponibles para expresar un producto en un organoide en
especia. Por gemplo, la secuencia de la alfa amilasa de la cebada se utilizaa menudo paradirigir
laexpresion a reticulo endoplasmatico. Rogers, J. Biol. Chem. 260:3731-3738 (1985).

[00121] Los expertos en la técnica comprenderan que € uso de tecnologias de ADN
recombinante pueden mejorar e control de la expresion de moléculas de &cido nucleico
transfectadas mediante la manipul acién de, por gjemplo, €l nimero de copias de las moléculas de
acido nucleico dentro de la célula huésped, la eficiencia con la que estas moléculas de &cidos
nucleicos se transcriben, la eficiencia con la que los transcritos resultantes se traducen, y la
eficiencia de las modificaciones postraduccionales. Ademas, la secuencia promotora puede
manipularse genéticamente para mejorar € nivel de expresion en comparacion con e promotor
nativo. Las técnicas recombinantes Utiles para controlar la expresion de moléculas de acido
nucleico incluyen, pero no se limitan a, la integracién estable de las moléculas de é&cidos
nucleicos en uno 0 méas cromosomas de la célula huésped, adicion de secuencias de estabilidad de
vectores a plasmidos, sustituciones o modificaciones de sefiales de control de transcripcion ( por
giemplo, promotores, operadores, potenciadores), sustituciones 0 modificaciones de sefiales de
control de traduccion (por gemplo, sitios de union a ribosomas , 0 secuencias de de Shine-
Dalgarno o de Kozak), modificacion de moléculas de acido nucleico que corresponden al uso del
coddn de la célula huésped, y la supresién de secuencias que desestabilizan transcripciones.

[00122] Losgenesindicadores o marcadores parala seleccion de células transformadas o
tgjidos 0 partes de plantas o plantas pueden ser incluidos en los vectores de transformacion.
Ejemplos de marcadores seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a los anti-
metabolitos tales como herbicidas o antibiéticos, por gemplo, la dihidrofolato reductasa, que

confiere resistencia a metotrexato (Reiss, Plant Physiol. Meijer y otros, Plant Mol Biol 16:807-
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820, 1991);.neomicina fosfotransferasa, que confiere resistencia a los aminoglucdsidos
neomicina, kanamicina y paromicina (Herrera-Estrella, EMBO J. 2:987-995, 1983 y Fraley y
otros Proc Natl Acad Sci EE.UU. 80:4803 (1983)); la higromicina fosfotransferasa, que confiere
resistencia a la higromicina (Marsh, Gene 32 :481-485, 1984, véase también Waldron y otros,
Plant Mol. Biol. 5:103-108, 1985; Zhijian y otros, Plant Science 108:219-227, 1995);. trpB, que
permite a las células utilizar indol en lugar de triptéfano; hisD, que permite a las células utilizar
histinol en lugar de histidina (Hartman, Proc Natl Acad Sci, EE.UU. 85:8047, 1988); manosa-6-
fosfato isomerasa que permite a las células utilizar manosa (WO 94/20627); ornitina
descarboxilasa, que confiere resistencia a inhibidor de la ornitina descarboxilasa, 2
(difluorometil)-DL ornitina (DFMO; McConlogue, 1987, En: Current Communications in

Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed); y |la deaminasa del Aspergillus terreus,

gue confiere resistenciaalablasticidina S (Tamura, Biosci. Biotechnol. Biochem. 59:2336-2338,
1995).

[00123] Los marcadores seleccionables adicionales incluyen, por eemplo, una
acetolactato sintasa mutante, que confiere resistencia a la imidazolinona o sulfonilurea (Lee y
otros., EMBO J. 7:1241-1248, 1988), un mutante psbA, que confiere resistencia a la atrazina
(Smed4 y otros.,, Plant Physiol. 103:911-917, 1993), o un mutante de la oxidasa del
protoporfirindgeno (véase la patente de EE.UU. n. No. 5, 767, 373), o de otros marcadores que
confieren resistencia a un herbicida tal como e glufosinato. Ejemplos de genes marcadores
seleccionables incluyen, pero no estdn limitados a, genes que codifican resistencia al
cloranfenicol (Herrera Estrella y otros, EMBO J. 2:987-992, 1983.); estreptomicina (Jones y
otros, Mol. Gen. Genet. 210:86-91, 1987); espectinomicina (Bretagne-Sagnard y otros.,
Transgenic Res. 5:131-137, 1996); bleomicina (Hille y otros, Plant Mol. Biol. 7:171-176);
sulfonamida (Guerineau y otros, Plant Mol. Biol. 15:127-136, 1990); bromoxinil (Stalker y otros,
Science 242:419-423, 1988); glifosato (Shaw y otros, Science 233:478-481, 1986); fosfinotricina
(DeBlock y otros., EMBO J. 6:2513-2518, 1987), y similares.

[00124] Una de las opciones para € uso de un gen selectivo es un ADN que codificala
resistencia a glufosinato y en una realizacion puede ser la fosfinotricina acetil transferasa (pat),
gen pat 0 gen bar optimizados del maiz bajo e control del promotor del virus de las nervaduras
de la yuca. Estos genes confieren resistencia a bialafos. Ver, (ver, Wohlleben y otros, (1988)
Gene 70. 25-37); Gordon-Kamm vy otros, Plant Cell 2:603; 1990; Uchimiya y otros,
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Biotechnology 11:835, 1993; White y otros., Nucl. Acids Res. 18:1062, 1990; Spencer y otros.,
Theor. Appl. Genet. 79:625-631, 1990; y Anzai y otros., Mol. Gen. Gen. 219:492, 1989). Una
version del gen pat es el gen pat optimizado del maiz, que se describe en la patente de EE.UU. N
©6.096.947.

[00125] Ademas, pueden emplearse marcadores que faciliten la identificacion de una
célula vegetal que contiene e polinucledtido que codifica el marcador. Son (tiles los marcadores
puntuables o rastreables, en los cuales la presencia de la secuencia produce un producto medible
y puede producir € producto sin destruccion de la célula vegetal. Los gjemplos incluyen una f3-
glucuronidasa, o gen uidA (GUS), que codifica una enzima para la que diversos sustratos
cromogeénicos son conocidos (por ggemplo, las Patentes de EE.UU. 5.268.463 y 5.599.670); la
cloranfenicol acetil transferasa (Jefferson y otros. The EMBO Journal vol. 6 No. 13 pp. 3901-
3907); y fosfatasa alcalina. En unarealizacion preferida, el marcador utilizado es €l beta-caroteno
o provitamina A (Yey otros, Science 287:303-305-(2000)). El gen ha sido utilizado para mejorar
la nutricion de arroz, pero en este caso se emplea como un marcador detectable, y la presencia
del gen ligado a un gen de interés se detecta por €l color dorado que proporciona. A diferenciade
la situacion en la que se utiliza el gen para su aporte nutricional a la planta, una cantidad mas
pegueiia de las proteinas es suficiente para los propositos de marcacion. Otros marcadores
detectables por escreening incluyen los genes antocianina / flavonoides en genera (véase la
discusion en Taylor y Briggs, The Plant Cell (1990) 2:115-127) incluso, por ejemplo, un gen R-

locus, que codifica un producto que regula la produccion de pigmentos de antocianina (color

rojo) en tegjidos vegetales (Dellaporta y otros., in Chromosome Structure and Function, Kluwer
Academic Publishers, Appels and Gustafson eds., pp. 263-282 (1988)); los genes que controlan
la biosintesis de pigmentos flavonoides, tales como el gen C1 del maiz (Kao y otros., Plant Cell
(1996) 8: 1171-1179; Scheffler y otros. Mol. Gen. Genet. (1994) 242:40-48) y C2 del maiz
(Wienand y otros., Mol. Gen. Genet. (1986) 203:202-207); el gen B (Chandler y otros., Plant Cell
(1989) 1:1175-1183), € gen pl (Grotewold y otros, Proc. Natl. Acad. Sci USA (1991) 88:4587-
4591; Grotewold y otros., Cell (1994) 76:543-553; Sidorenko y otros., Plant Mol. Biol. (1999)
39:11-19); los genes del locus bronce (Ralston y otros, Genetics (1988) 119:185-197; Nash y
otros, Plant Cell (1990) 2 (11): 1039-1049), entre otros.

[00126] Otros g emplos de marcadores apropiados incluyen la proteina fluorescente cian
del gen (CYP) (Bolte y otros (2004) J. Cell Science 117: 943-54 y Kato y otros. (2002) Plant
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Physiol 129: 913-42), € gen de la proteina fluorescente amarilla (PHIYFP™ de Evrogen; ver
Bolte y otros. (2004) J. Cell Science 117: un gen lux, que codifica una luciferasa, la presencia de
la cual puede ser detectada mediante, por ejemplo, peliculas de rayos X, contadores de centelleo,
espectrofotometria fluorescente, camaras de video de poca luz , camaras de conteo de fotones o
luminometria de multiples pocillos (Teeri y otros (1989) EMBO J. 8:343); un gen (GFP) de una
proteina verde fluorescente (Sheen y otros., Plant J. (1995) 8(5):777-84); y DsRed2 con €l cual
las células vegetal es transformadas con e gen marcador son de color rojo, y por tanto detectables
asimple vista (Dietrich y otros. (2002) Biotechniques 2(2):286-293). Otros gjemplos adicionales
incluyen un gen para la [3-lactamasa (Sutcliffe, Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.S.A. (1978) 75:3737),
que codifica una enzima con varios sustratos cromogenos conocidos (por ejemplo, PADAC, una
cefalosporina cromogena); un gen xylE (Zukowsky y otros., Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.SA.
(1983) 80:1101), que codifica una catecol dioxigenasa que puede convertir a los catecoles
cromoégenos: un gen a-amylasa (Ikuta 'y otros., Biotech. (1990) 8:241); y un gen de la tirosinasa
(Katz y otros, J. Gen. Microbiol (1983.).129:2703), que codifica una enzima capaz de oxidar la
tirosina a DOPA y dopaguinona, que a su vez se condensa para formar el compuesto melanina
fécilmente detectable. Evidentemente, muchos de tales marcadores estan disponibles y son
conocidos por |os expertos en la técnica.

V. Las célulasy los organismos que comprenden DGT-28

[00127] En agunas modalidades, se proporciona una célula u organismo (por g emplo, una
célula vegeta o planta) que comprende un polipéptido heterélogo con a menos 90% de identidad
con la SEQ ID NO: 1. En modalidades particulares, una célula u organismo esta previsto que
comprenda un écido nucleico heterélogo que codifique un polipéptido con a menos 90% de
identidad con la SEQ ID NO: 1; por gemplo, un &cido nucleico dgt-28. Algunas modalidades
incluyen una célula u organismo que comprenda un &cido nucleico heter6logo que se hibrida con
otro &cido nucleico que contenga SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3 bgo condiciones de dta
astringencia

[00128] Unacéulade planta, parte de planta o la planta pueden modificarse genéticamente
para comprender un polipéptido heterélogo (por gjemplo, una proteina DGT-28) 0 un &cido nucleico
heterdlogo (por gemplo, un acido nucleico dgt-28) por cualquiera de los diferentes métodos para

introducir una molécula heteréloga que se conozca en € oficio. En modalidades particulares en este
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documento, una molécula heterdloga se introduce en una célula de planta, parte de planta o la planta
por un método seleccionado, por gemplo, pero sin limitarse a transformacion y cria selectiva (por
gjemplo, criaen cruzamiento retrogrado).

[00129] Cualquier especie de planta o cdlula de planta puede modificarse genéticamente
para comprender un polipéptido heterédlogo o un &cido nucleico en este documento. En algunos
modos de realizacion, la célula de la planta modificada genéticamente no tiene la capacidad de
regeneracion para producir una planta. En algunas modalidades, las plantas que se modifican
genéticamente de acuerdo con la presente descripcion (por eiemplo, las células de la planta huésped)
incluye, pero no se limita a, una planta superior, una planta dicotiledonea, plantas monocotileddnesas,
una planta consumible, una planta de cultivo y una planta que se utilice por sus aceites (por g emplo,
una planta oleaginosa). Tales plantas incluyen, por gemplo y sin limitacion: afafa, soja, agodon,
semilla de colza (canola), semilla de lino, maiz, arroz; brachiaria; trigo, cartamo, sorgo, remolacha
azucarera, girasol, tabaco y pastos (por giemplo, € césped). En gemplos particulares, una célula
vegeta o planta genéticamente modificada en este documento incluye, por gemplo, pero sin
limitarse a Brassica napus, mostaza india (Brassica juncea), mostaza etiope (Brassica carinata),
nabo (Brassica rapa), repollo (Brassica oleracea), Glycine max, Linum usitatissmum, Zea mays,
Carthamus tinctorius, Helianthus annuus, Nicotiana tabacum; Arabidopsis thaliana, la nuez de
Brasil (Betholettia excelsa), ricino (Ricinus communis), coco (Cocus nucifera), cilantro
(Coriandrum sativum); Gossypium spp, mani (Arachis hypogaea), jojoba (Simmondsia chinensis),
aceite de pama (Elaeis guineeis ), olivo (Olea eurpaea), Oryza sativa, caabaza (Cucurbita
maxima), cebada (Hordeum wulgare), cafia de azlcar (Saccharum officinarum), Triticum spp
(incluyendo Triticum durumy Triticum aestivum) y lentgja de agua (Lemnaceae sp.). En algunas
modalidades, la planta podria tener antecedentes genéticos particulares en cuanto a cultivares de
élite, cultivares de tipo salvagey las variedades comercialmente diferenciables.

[00130] Los é&cidos nucleicos que se introducen en una célula vegetal podrian utilizarse
para conferir rasgos deseados en esencialmente cualquier planta. Una amplia variedad de plantas y
sistemas de células vegetales podrian manipularse para obtener las caracteristicas fisioldgicas y
agronomicas deseadas descritas en este documento utilizando un acido nucleico que codifique un
polipéptido DGT y diversos méodos de transformacion. Las modalidades en este documento
podrian utilizar cualquiera de los muchos métodos para la transformacion de plantas (y la

produccion de plantas modificadas genéticamente) que se conocen en € oficio. Se han desarrollado
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numerosos métodos para la transformacion de plantas, incluyendo protocolos de transformacion
biologicay fisica para las plantas dicotiledoneas, asi como para las plantas monocotiledéneas (Vea,
por g emplo, Goto-Fumiyuki et al. (1999) Nat. Biotechnol. 17:282-6; Miki et al. (1993) Methods in
Plant Molecular Biology and Biotechnology (M étodos en biologia molecular y biotecnologia de las
plantas) (Glick, B. R. y Thompson, J. E., Eds)), CRC Press, Inc., Boca Raton, FL, pp. 67-88).

Ademés, se describen los vectores y los métodos de cultivo in vitro para las células vegetaes y

transformacion y regeneracion de tgjidos de plantas, por gemplo, en Gruber et al. (1993), supra, en
pégs. 89-119.

[00131] Las técnicas de transformacion de plantas disponibles para introducir un &cido
nucleico en una célula vegetal huésped incluyen, por gemplo, pero no se limitan a la
transformacion con ADN-T desarmado usando Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes como
agente de transformacion, transfeccion con fosfato de calcio, transformacion con polibreno; fusion
de protoplastos, electroporacion (D'Halluin et al. (1992) Célula vegeta 4:1495 505); métodos
ultrasdnicos (por gemplo, sonoporacion), transformacion de liposoma; microinyeccidn, contacto
con € ADN desnudo, contacto con vectores plasmidicos, contacto con vectores viraes; biolistica
(por giemplo, bombardeo de particulas de ADN (vea, por gemplo, Klein et al. (1987) Naturaeza
327:70-3) y bombardeo de microparticulas (Sanford et al. (1987) Part. Sci. Technol. 5:27; Sanford
(1988) Trends Biotech. 6:299, Sanford (1990) Physiol. Plant 79:206; and Klein et al. 1992)
Biotechnology 10:268); transformacion con WHISKERS de carburo de silicio (Kaeppler et al.
(1990) Rep. de cdlulas vegetdes 9:415-8); transformacion de nanoparticulas (vea, por gemplo,
Publicacion de Patente de EE.UU. N © US2009/0104700A1); aerosol radiante y captacion con
polietilenglicol (PEG). En gemplos especificos, un &cido nucleico heterdlogo puede introducirse
directamente en el ADN genomico de una célula vegetal.

[00132] Un méodo ampliamente utilizado para introducir un vector de expresion en una
planta se basa en @ sistema naturd de transformacion de Agrobacterium. Horsch et al. 1985)
Science 227:1229. A. tumefaciens y A. rhizogenes son bacterias terrestres patdgenas vegetales
conocidas por ser Utiles paratransformar genéticamente las células vegetales. Los plasmidos Ti y Ri
de A. tumefaciens 'y A. rhizogenes, respectivamente, portan genes responsables de la transformacion
genética de la planta. Kado (1991) Crit. Rev. Plant. Sci. 10:1. Detalles relativos a los sistemas de
vector Agrobacterium y méodos para transferencia de genes con Agrobacterium también estén
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disponibles en, por gemplo, Gruber et al, supra, Miki et al, supra, Moloney et al. (1989) Plant Cell
Reports (Informes de células vegetales) 8:238, y la patente de EE.UU. N°. 4,940,838 y 5,464,763.
[00133] S se utiliza Agrobacterium para la transformacion, e ADN que se insertara
tipicamente se clona en plasmidos especial es, ya sea en un vector intermedio 0 en un vector binario.
Los vectores intermedios no pueden replicarse en Agrobacterium. El vector intermedio podria
transferirse a A. tumefaciens mediante un plasmido auxiliar (conjugacion). El sistema superbinario
de The Japan Tobacco es un g emplo de dicho sistema (revisado por Komari et al. (2006) Methods
in Molecular Biology (Métodos en biologia molecular) (K. Wang, ed.) No. 343; Agrobacterium

Protocols (Protocolos de Agrobacterium), 2da Edicién, Vol. 1, Humana Press Inc., Totowa, NJ,
pp.15-41; y Komori et al. (2007) Plant Physiol. 145:1155-60). Los vectores binarios pueden

replicarse tanto en E. coli como en Agrobacterium. Los vectores binarios comprenden un gen

marcador de seleccion y un enlazador o polienlazador, que estan enmarcados por las regiones de los
bordes derecho e izquierdo del ADN-T. Se pueden transformar directamente en Agrobacterium
(Holsters, 1978). ElI Agrobacterium comprende un plasmido que lleva unaregion vir. El plasmido Ti
o Ri también comprende la region vir necesaria para la transferencia del ADN-T. La regién vir es
necesaria paralatransferenciadel ADN-T en lacélulavegetal. Puede contener ADN-T adicional.

[00134] Lasfuncionesde virulenciadel huésped de Agrobacterium tumefaciens dirigiran la
insercién de unahebra T que contiene el marcador de constructo y adyacente en el ADN delacélula
vegeta cuando la célula esté infectada por las bacterias usando un vector binario de ADN-T (Bevan
(1984) Nuc Acid Res. 12:8711 21) o & procedimiento de cocultivo (Horsch et al. (1985) Ciencia
227:1229-31). Por lo generd, € sistema de transformacion de Agrobacterium se utiliza para disefiar
plantas dicotiledéneas. Bevan et al. (1982) Ann. Rev. Genet 16:357-84; Rogers et al. (1986)
Methods Enzymol. 118:627-41. El sistema de transformacion de Agrobacterium también podria
utilizarse para transformar, asi como transferir, los &cidos nucleicos a las plantas monocotiledoneas
y las cdulas vegetaes. Veala Patente de EE.UU. N °©5.591.616; Hernalsteen et al. (1984) EMBO J
3:3039-41; Hooykass-Van Sogteren et al. (1984) Nature 311:763-4; Grimdey et al. (1987) Nature
325:1677-9; Boulton et al. (1989) Plant Moal. Biol. 12:31-40; and Gould et al. (1991) Plant Physiol.
95:426-34.

[00135] Las manipulaciones genéticas de un huésped recombinante en el presente se puede
redlizar utilizando técnicas y pruebas estdndar de genética, y se pueden llevar a cabo en cualquier

célula huésped que sea adecuada para la manipul acidn genética. En algunas modalidades, una célula
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huésped recombinante podria ser cualquier organismo o microorganismo huésped adecuado para la
modificacion genética o expresién de genes recombitantes. En algunas modalidades, un huésped
recombinante podria ser una planta. EI ADN recombinante estandar y las técnicas de clonacion
molecular utilizadas aqui son bien conocidas en € oficio y se describen en, por gemplo, pero no
limitado a2 Sambrook et al. (1989), supra; Silhavy et al. (1984) Experiments with Gene Fusions
(Experimentos con fusiones de genes), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,

NY; y Ausube et al. (1987) Current Protocols in Molecular Biology (Protocolos actuales en la
biologia molecular), Greene Publishing Assoc. y Wiley-Interscience, New York, NY.

[00136] Después de la introduccién de un &cido nucleico en una célula vegetal, se puede
cultivar la célula vegetal, y a aparecer € tgido diferenciador, como brotes y raices, es posble
generar las plantas maduras. En agunas modalidades, es posible generar una pluralidad de plantas.
Las metodologias para regenerar plantas son conocidas en € hacer habitua del oficio y se pueden
encontrar, por geemplo, en Plant Cell and Tissue Culture (La célula vegeta y € cultivo de tgjidos),
1994, Vas| and Thorpe Eds. Kluwer Academic Publishers y en: Plant Cell Culture Protocols
(Protocol os de cultivo de la célula vegetal) (Methods in Molecular Biology (Métodos en la Biologia
Molecular) 111, 1999 Hall Eds Humana Press). Las plantas modificadas genéticamente que se
describen en este documento se pueden cultivar en un medio de fermentacion o hacer crecer en un
medio adecuado como € suelo. En algunas modalidades, un medio de crecimiento adecuado para
las plantas superiores puede ser cualquier medio de crecimiento para plantas, incluyendo, pero no
limitado a, tierra, arena, cualquier otro medio particulado que soporte € crecimiento de la raiz (por
gemplo, vermiculita, perlita, etc.) o cultivo hidropdnico, asi como una luz adecuada, agua y
suplementos nutricionales que facilitan e crecimiento de la planta superior.

[00137] Las células vegetales transformadas que se producen por cualquierade las técnicas
de transformacién anteriores se pueden cultivar para regenerar una planta entera que posea €
genotipo transformado y, por tanto, el fenotipo deseado. Dichas técnicas de regeneracion se basan en
la manipulacion de ciertas fitohormonas en un medio de crecimiento de cultivo de tejido,
tipicamente dependen de un marcador biocida o herbicida que se ha introducido junto con las
secuencias de nucledtidos deseadas. La regeneracion de plantas a partir de protoplastos cultivados se
describe en Evans, et al., "Protoplasts Isolation and Culture” (Aislamiento y cultivo de protoplastos)
en Handbook of Plant Cell Culture (Manual de cultivo de células vegetales), pp 124-176,
Macmillian Publishing Company, New York, 1983; y Binding, Regeneration of Plants, Plant
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Protoplasts (Regeneracion de plantas, Protoplastos vegetales), pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton,
1985. La regeneracion también puede obtenerse a partir de calos de plantas, explantes, 6rganos,
polen, embriones o partes de los mismos. Dichas técnicas de regeneracion se describen
generalmente en Klee et al. (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486.

[00138] En otros modos de redizacion, las células transformadas de la planta no tienen la
capacidad de regeneracion para producir una planta. Tales células pueden emplearse, por g emplo,
para desarrollar una célula de planta que disponga del fenotipo pertinente como, por gemplo,
resistenciaal herbicida.

[00139] Una céula vegetd, cdlo, tgido o planta transformada puede identificarse y
aidarse mediante la seleccion o cribado del material de la planta transgénica para los rasgos
codificados por |os genes marcadores presentes en € ADN transformante. Por giemplo, la seleccion
se puede redlizar mediante € cultivo del material de planta transgénica, en medios que contienen
una cantidad inhibidora del antibiético o herbicida a cual la construccion del gen transformador
confiere resistencia. Ademés, las plantas transformadas y las céulas vegetdes también pueden
identificarse mediante la deteccidn de las actividades de cual esguiera genes marcadores visibles (por
gemplo, la 3-glucuronidasa, genes de luciferasa, 0 de gfp) que pudieran estar presentes en los
constructos de &cidos nucleicos recombinantes. Dicha seleccion y las metodol ogias de deteccion son
bien conocidas paralos expertos en la técnica.

[00140] Una planta transgénica que contiene una molécula heterdloga en € presente puede
producirse a través de reproduccion selectiva, por gemplo, cruzando sexuamente una primera
planta parental que contenga la molécula con una segunda planta parental, produciendo de ese modo
una pluralidad de plantas de primera progenie. Una planta de primera progenie se seleccionara
posteriormente, esta debe ser resistente a un marcador seleccionable (por gemplo, glifosato,
resistencia que se le pueda conferir a la planta progenie mediante la molécula heterdloga agui
descrita). La planta de primera progenie puede entonces autofecundarse, produciendo de ese modo
una pluralidad de plantas de segunda progenie. Luego, una planta de segunda progenie puede
seleccionarse, esta debe ser resistente al marcador seleccionable. Estos pasos pueden incluir ademas
el retrocruzamiento de la planta de primera progenie o la planta de segunda progenie a la segunda
planta parental 0 unatercera planta parental.

[00141] También debe entenderse que dos plantas transgénicas diferentes también pueden

acoplarse para producir descendencia que contenga dos genes exodgenos, agregados,
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independientemente segregantes. La autofecundacion de la progenie apropiada puede producir
plantas que son homocigaticas para |os genes tanto exdgenos como afiadidos. El retrocruzamiento a
una planta parental y € cruzamiento de especies distintas con una planta no transgénica también se
contemplan, ya que es una propagacion vegetativa. Otros métodos de reproducciéon usados
comunmente para diferentes rasgos y cosechas se conocen en € oficio. El retrocruzamiento se ha
utilizado para transferir genes para un rasgo heredado de manera sencillay atamente heredable en
un cultivar homocig6tico deseable o linea pura, que es € padre recurrente. La planta resultante se
espera que tenga los atributos del padre recurrente (por gemplo, cultivar) y e rasgo deseable
transferido desde € padre donante. Después ddl cruce inicia, los individuos que posean € fenotipo
dd padre donante se seleccionan y cruzan repetidas veces (cruzamiento retrogrado) con € padre
recurrente. El padre resultante se espera que tenga los atributos del padre recurrente (por g emplo,
cultivar) y el rasgo deseable transferido desde el padre donante.

[00142] Un &cido nucleico también se puede introducir en un area predeterminada del
genoma de la planta a través de la recombinacion homdloga. Dentro de la técnica se han descrito
los métodos para integrar de manera estable una secuencia de polinucledtidos dentro de un sitio
cromosomico especifico de una célula vegetal mediante la recombinacién homadloga. Por
gjemplo, la integracion especifica del sitio, como se describe en la Publicacién de la Solicitud de
la Patente de EE.UU. N° 2009/0111188 A1, implica €l uso de recombinasas o integrasas para

mediar la introduccién de una secuencia de polinucledtido donante en un objetivo cromosdmico.
Ademés, La Solicitud de Patente Internacional N° WO 2008/021207, describe la recombinacion
homdloga con dedo de zinc para integrar de manera estable una 0 més secuencias de
polinucledtidos donantes dentro de las ubicaciones especificas del genoma. El uso de
recombinasas, como FLP/FRT que se describe en la Patente de EE.UU. N° 6.720.475, o
CRE/LOX que se describe en |la patente de EE.UU. N° 5.658.772, se puede utilizar para integrar
de manera estable una secuencia de polinucledtido en un sitio cromosdmico especifico.
Finamente, & uso de meganucleasas para dirigirse a los polinucledtidos donantes en una
ubicacion cromosomica especifica se describe en Puchta et al., PNAS EE.UU. 93 (1996) pp
5055-5060).

[00143] Otros métodos diferentes para la integracion especifica del sitio dentro de las
células vegetales se conocen y aplican de manera general. (Kumar et al., Trendsin Plant Sci. 6(4)

(2001) pp. 155-159). Ademas, los sistemas de recombinacion especificas a sitio que se han
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identificado en varias organismos procariotas y eucariotas inferiores se pueden aplicar para su
uso en plantas. Ejemplos de dichos sistemas incluyen, pero no se limitan a el sistema
recombinasa R/RS del pldsmido pSR1 de la levadura Zygosaccharomyces rouxii (Araki et al.
(1985) J. Mal. Biol. 182: 191-203), y Gin/gix system of phage Mu (Maeser y Kahlmann (1991)
Mol. Gen. Genet. 230: 170-176).

[00144] En algunas modalidades, un acido nucleico heterdlogo que codifique un
polipéptido con a menos 90% de identidad con la SEQ ID NO:1 se puede combinar
opcionalmente con otro &cido nucleico en la célula u organismo huésped. Por gjemplo, en ciertas
modalidades, €l acido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido con al menos 90% de
identidad con SEQ ID NO:1 se puede combinar o "apilar" con otro que proporcione una
resistencia o tolerancia adicional a glifosato u otro herbicida, u otro que proporcione resistencia
a insectos o enfermedades seleccionadas, 0 mejoras nutricionales, 0 mejora de las caracteristicas
agronémicas, u otro gque proporcione las proteinas u otros productos Utiles en la alimentacion,
alimentos, usos industriales, farmacéuticas o de otra indole. El "apilamiento” de dos o mas
secuencias de é&cido nucleico de interés dentro de un genoma vegetal se puede conseguir, por
gemplo, mediante € cultivo tradicional de plantas utilizando dos o mas eventos, la
transformacién de una planta con un constructo(s) que contiene(n) los &cidos nucleicos,
retransformacion de una planta transgénica o la adicion de nuevos rasgos a través de la
integracion dirigida mediante recombinacion homaologa.

[00145] Los é&cidos nucleicos que pueden “apilarse” con una codificacion de &cido
nucleico heteréloga, un polipéptido que tiene a menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1
incluyen, por giemplo pero sin limitarse &

[00146] Genes 0 Secuencia de codificacién (por €. iRNA) que confieren resistencia a

pestes o0 enfermedades

(A) Genes resistentes a enfermedades de plantas. Las defensas de las plantas suelen
activarse mediante interaccion especifica entre el producto del gen de resistencia ala enfermedad
(R) en laplantay € producto del gen de la antivirulencia correspondiente (Avr) en el patégeno.
Una variedad de planta puede transformarse con un gen de resistencia clonado para crear plantas
que sean resistentes a cepas patdgenas especificas. Ejemplos de dichos genesincluyen, el gen Cf-
9 del tomate para la resistencia a Cladosporium fulvum (Jones et al., 1994 Science 266:789), €l

gen Pto del tomate, que incluye una proteina cinasa para resistencia a Pseudomonas syringae pv.
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tomate (Martin et al., 1993 Science 262:1432), y el gen Arabidopsis RSSP2 para la resistencia a
Pseudomonas syringae (Mindrinos et a., 1994 Cell 78:1089).

(B) Una proteina del Bacillus thuringiensis, un derivado de ello o un polipéptido sintético
modelado del mismo, como una secuencia nucledtida de un gen Bt d-endotoxina (Geiser et al.,
1986 Gene 48:109), y un gen de insecticida vegetativo (VIP) (ver, por g., Estruch et a. (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94). Ademas, la codificacion de los genes de las moléculas de
ADN d-endotoxin puede comprarse de la American Type Culture Collection [ATCC] (Rockville,
Md.), bajo los nimeros de acceso 40098, 67136, 31995y 31998 de laATCC.

(C) Una lectina como las secuencias nucledtidas de varios genes Clivia miniata de lectina
de union amanosa (Van Damme et a., 1994 Plant Molec. Biol. 24:825).

(D) Una proteina vinculante de vitamina, como avidina'y sus homdlogos, que son Utiles
como larvicidas contra pestes de insectos. Consulte Pat. N.° 5.659.026 de EE. UU.

(E) Un inhibidor de enzima, por €., un inhibidor de proteasa o un inhibidor de amilasa.
Ejemplos de dichos genes incluyen e inhibidor de proteinasa cisteina del arroz (Abe et al., 1987
J. Biol. Chem. 262:16793), un inhibidor de proteinasa del tabaco | (Huub et al., 1993 Plant
Molec. Biol. 21:985), y un inhibidor de a-amilasa (Sumitani et al., 1993 Biosci. Biotech.
Biochem. 57:1243).

(F) Una hormona o feromona especifica de insecto como ecdisteroide y hormona juvenil,
una variante de ella, una mimética basada en la misma o un antagonista o agonista de ella como
la expresion de baculovirus de esterasa de hormona juvenil clonada, un desactivador de hormona
juvenil (Hammock et al., 1990 Nature 344:458).

(G) Un péptido o neuropéptido especifico de insecto que, a expresarse, interrumpe la
fisiologia de la peste afectada (J. Biol. Chem. 269:9). Los g/ emplos de dichos genes incluyen un
receptor de hormona diurética de insecto (Regan, 1994), una al ostatina identificada en Diploptera
punctata (Pratt, 1989), y neurotoxinas paraliticas especificas del insecto (Pat. N.° 5.266.361 de
EE. UU.).

(H) Un veneno especifico de insecto producido en la naturaleza por una serpiente, una
avispa, etc. como un péptido insectotdxico de escorpion (Pang, 1992 Gene 116:165).

(1) Una enzima responsable de una hiperacumulacion de monoterpeno, un sesquiterpeno,
un esteroide, acido hidroaxamico, un derivado de fenilpropanoide u otra molécula no proteica

con actividad insecticida.
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(J) Una enzima involucrada en la modificacion, incluyendo la modificacion de una
molécula bioldgicamente activa, por gemplo, enzima glicolitica, una enzima proteolitica, una
enzima lipolitica, una nucleasa, una ciclasa, una transaminasa, una esterasa, una hidrolasa, una
fosfatasa, una quinasa, una fosforilasa, una polimerasa, una elastasa, una chitinasa y una
glucanasa, ya sean naturales o sintéticas. Ejemplos de dichos genes incluyen, un gen callas
(aplicacion publicada por PCT W093/02197), secuencias de codificacion de chitinasa (que
pueden obtenerse, por gemplo, de la ATCC bagjo los nimeros de acceso 3999637 y 67152),
chitinasa anquilostoma del tabaco (Kramer et al., 1993 Insect Molec. Biol. 23:691), y gen ubi4-2
poliubiquitina del pergjil (Kawalleck et al., 1993 Plant Molec. Biol. 21.673).

(K) Una molécula que estimula la transduccién de sefiales. Ejemplos de dichas moléculas
incluyen secuencias nuclettidas para clones cADN calmodulina de frijoles chinos (Botella et al.,
1994 Plant Molec. Biol. 24:757) y una secuencia nucleétida de clon cCADN calmodulina del maiz
(Griesset d., 1994 Plant Physiol. 104:1467).

(L) Un péptido de momento hidrofébico. Consulte Pat. N.%° 5.659.026 y 5.607.914; esta
ultima ensefia | os péptidos sintéticos antimicrobial es que confieren resistencia ala enfermedad.

(M) Una permeasa de membrana, un formador de canal o bloqueador de canal, como un
analogo de péptido litico cecropina-3 (Jaynes et a., 1993 Plant Sci. 89:43) que hace resistentes a
las plantas de tabaco transgénico para Pseudomonas solanacearum.

(N) Una proteinaviral invasiva o unatoxina compleja derivada de la misma. Por g emplo,
la acumulacion de proteinas de recubrimiento viral en células de planta transformadas imparten
resistencia a la infeccion virésica y/o desarrollo de enfermedad efectuado por €l virus de cual
deriva €l gen de proteina que recubre, a igua que los virus relacionados. Se ha conferido la
resistencia de la proteina por medio del recubrimiento a plantas transformadas contra € virus
mosaico de la alfalfa, virus mosaico del pepino, virus cepadel tabaco, virus X de la papa, virus Y
de la papa, virus etch del tabaco, virus cascabeleo del tabaco y virus mosaico del tabaco.
Consulte, por ggemplo, Beachy et al. (1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28:451.

(O) Un anticuerpo especifico de insecto 0 una inmunotoxina derivada del mismo. Asi, un
anticuerpo orientado a una funcién metabdlica critica en las entrafias del insecto desactivariaala
enzima afectada, matando al insecto. Por gemplo, Taylor et a. (1994) Abstract #497, Seventh
Int'l. Symposium on Molecular Plant-Microbe Interactions shows enzymatic inactivation in

transgeénic tobacco via production of single-chain antibody fragments.
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(P) Un anticuerpo especifico de virus. Consulte, por ejemplo, Tavladoraki et al. (1993)
Nature 266:469, que muestra que las plantas transgénicas que expresan genes de anticuerpos
recombinantes estan protegidas contra atagues de virus.

(Q) Una proteina de desarrollo lento producida en la naturaleza por un patdégeno o
parésito. Asi, la poligaacturonasas fungicas a-1,4-D facilitan la colonizacion fungica y la
liberacién de nutrientes de planta al solubilizar la pared celular de la planta galacturonasa homo-
a-1,4-D (Lamb et al., 1992) Bio/Technology 10:1436. La clonacion y caracterizacién de un gen
que codifica un proteina inhibidora de endopoligalacturonasa del frijol es descripta por Toubart
et al. (1992 Plant J. 2:367).

(R) Una proteina de desarrollo lento producida en la naturaleza por una planta, como €l
gen de desactivacion de ribosoma de la cebada que entrega una resistencia superior a las
enfermedades fungicas (Longemann et al., 1992). Bio/Technology 10:3305.

(S) Interferenciade ARN, en la gue una molécula de ARN se usa parainhibir la expresion
del gen objetivo. Una molécula de ARN en un gjemplo es parcia o totalmente trenzada, lo que
activa una respuesta silenciosa, resultando en una grieta de dsARN en pequefios ARN
interferentes, que son incorporados en un complgo de objetivos que destruye los ARN
homdlogos. Consulte, por €. Fire et a., Patent 6,506,559 de EE.UU.; Graham et al.6,573,099.

[00147] Genes que confieren resistencia a un herbicida

(A) Genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que inhibe € punto de
crecimiento o meristema, como una imidazalinona, sulfonanilida o herbicida sulfonilurea. Genes
ilustrativos en este codigo de categoria para una enzima ALS mutante (Lee et al., 1988 EMBOJ.
7:1241), que también se conoce como enzima AHAS (Miki et al., 1990 Theor. Appl. Genet.
80:449).

(B) Uno o mas genes adicionales que codifiquen resistencia o tolerancia a glifosato
impartido por la sintasa EPSP mutante y genes aroA, o mediante la desactivacion metabdlica por
parte de genes como GAT (acetiltransferasa de glifosato) 0 GOX (oxidasa de glifosato) y otros
compuestos fosfono como glufosinato (genes pat y bar; DSM-2), y écidos
ariloxifenoxipropiénicos y ciclohexanodionos (genes codificadores del inhibidor ACCase).
Consulte, por gemplo, Pat. N.°. 4.940.835 de EE. UU., que revela la secuencia nuclebtida de una
forma de EPSP que puede conferir resistencia a glifosato. Una molécula de ADN que codifica

un gen aroA mutante puede obtenerse bajo el nimero de acceso 39256 de ATCC, y la secuencia
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nucledtida del gen mutante se divulga en Pat. N.°© 4.769.061 de EE. UU. La aplicacion de patente
europea N.° 0 333 033 y la Pat. N.° 4.975.374 de EE. UU. muestran secuencias de nucleétidos de
genes de sintetasa de glutamina que confieren resistencia a herbicidas como L-fosfinotricina. La
secuencia nucledtida del gen de fosfinotricinacetil-transferasa esté publicada en la aplicacion
europea N.°© 0 242 246. De Greef et al. (1989) Bio/Technology 7:61 describe la produccién de
plantas transgeénicas que expresa la codificacion de los genes quimeéricos bar parala actividad de
fosfinotricina acetil transferasa. Los genes ilustrativos que confieren resistencia a los acidos
ariloxifenoxipropidnicos y ciclohexanodionicos, como setoxidima y haloxifop, son los genes
Accl-S1, Accl-S2 y Accl-S3 descriptos por Marshall et al. (1992) Theor. Appl. Genet. 83:435.

(C) Genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que inhibe la fotosintesis,
como latriazina (psbA y gst+ genes) y un benzonitrilo (gen nitrilasa). Przibilla et a. (1991) Plant
Cell 3:169 describe €l uso de plasmidos que codifican genes psbA mutantes para transformar
Chlamydomonas. Las secuencias nucledtidas para genes de nitrilasa se divulgan en Pat. N.°
4.810.648 de EE. UU., y las moléculas de ADN que contienen estos genes estan disponibles bajo
los nimeros de acceso 53435, 67441 y 67442 de ATCC. La clonacion y expresion de la
codificacion del ADN para una glutationa S-transferasa se describe en Hayes et a. (1992)
Biochem. J. 285:173.

(D) Los genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que unido a
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), enzimas que catalizan la reaccion en la que € para-
hidroxifenilpiruvato (HPP) se transforma en homogentisato. Esto incluye herbicidas como
isoxazoles (EP418175, EPA70856, EPA487352, EP527036, EP560482, EP682659, Pat. N.C.
5.424.276 de EE. UU.), en particular isoxaflutole, que es un herbicida selectivo para € maiz,
diketonitrilos (EP496630, EP496631), en particular 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-SO2CH3-4-CF3
fenil)propano-1,3-diona y 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-SO2CH3-4-2,3Cl 2fenil)propano-1,3-diona,
triketonas (EP625505, EP625508, Pat. N.° 5.506.195 de EE. UU.), en particular sulcotriona, y
pirazolinatos. Un gen que produce una superabundancia de HPPD en plantas puede brindar
tolerancia o resistencia a dichos herbicidas, incluyendo, por gemplo, a los genes descriptos en
Patente N.*° 6.268.549 y 6.245.968 de EE. UU., y Aplicacion de Patente, Publicacion N.°
20030066102.

(E) Genes que codifican resistencia o tolerancia a herbicidas fenoxi auxinos, como acido

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y que también pueden transferir resistencia o tolerancia a
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herbicidas de ariloxifenoxipropionato (AOPP). Ejemplos de dichos genes incluyen el gen de la
enzima a-quetoglutarato-dependiente dioxigenasa (aad-1), descriptos en Patente N.° 7.838.733
de EE. UU.

(F) Genes gue codifican resistencia o tolerancia a herbicidas fenoxi auxinos, como acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y que también pueden conferir resistencia o tolerancia a
herbicidas de piridiloxi auxina, como fluoroxipir o triclopir. Ejemplos de dichos genes incluyen
el gen de la enzima dioxigenasa dependiente de a-quetoglutarato (aad-12) , descriptos en WO
2007/053482 A2.

(G) Genes que codifican resistencia o tolerancia a dicamba (consulte, por €. Publicacion
de Patente N.° 20030135879).

(H) Genes que brindan resistencia o tolerancia a herbicidas que inhiben la
protoporfirinogen oxidasa (PPO) (consulte Pat. N.° 5.767.373 de EE. UU.).

(I) Genes que brindan resistencia o tolerancia a herbicidas triazina (como atrazina) y
herbicidas derivados de urea (como diuron) que se unen alas proteinas nlcleo de los centros de
reaccion del fotosistema Il (PS 11) (Consulte Brussian et al., (1989) EMBO J. 1989, 8(4): 1237-
1245.

[00148] Genes que confieren o contribuyen a un rasgo con valor agregado

(A) Metabolismo de &cidos grasos modificado, por gemplo, transformando € maiz o
Brassica con un gen antisentido o desaturasa estearoil-ACP para incrementar el contenido de
&cido estedrico de la planta (Knultzon et al., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89:2624.

(B) Contenido de fitato disminuido

(2) Introduccion de un gen codificador de fitasa, como el gen de fitasa Aspergillus
niger (Van Hartingsveldt et al., 1993 Gene 127:87), mejora la disociacién de fitato, agregando
mas fosfato libre ala planta transformada.

(2) Se puede introducir un gen que reduzca el contenido de fitato. En maiz, esto,
por ejemplo, puede lograrse clonando y luego reintroduciendo ADN asociado con el alelo simple
gue es responsable de los mutantes de maiz caracterizados por bajos niveles de &cido fitico
(Raboy et al., 1990 Maydica 35:383).

(C) Composicion de carbohidrato modificada efectuada, por gemplo, transformando
plantas con una codificacion de gen para una enzima que altere €l patron de ramificacion del

almidon. Ejemplos de dichas enzimas incluyen, gen de fructosiltransferasa Sreptococcus mucus
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(Shiroza et al., 1988) J. Bacteriol. 170:810, gen de levansucrasa Bacillus subtilis (Steinmetz et
al., 1985 Mol. Gen. Genel. 200:220), Bacillus licheniformis a-amilasa (Pen et al., 1992
Bio/Technology 10:292), genes de tomate invertasa (Elliot et al., 1993), gen amilasa de cebada
(Sogaard et a., 1993 J. Biol. Chem. 268:22480), y enzima de ramificacion del amidon de
endospermalll (Fisher et a., 1993 Plant Physiol. 102:10450).

[00149] Se pueden emplear varios ensayos en conexion con la molécula de &cido
nucleico de ciertas materializaciones de la divulgacion. Las siguientes técnicas son Utiles en una
variedad de situaciones, y en una materializacion, son Utiles para detectar la presencia de la
mol écula de &cido nucleico y/o del polipéptido codificado en una célula de planta.  Por gjemplo,
la presencia de la molécula puede determinarse en una variedad de formas, incluyendo el uso de
una sonda o cebo de la secuencia, € ensayo ELISA para detectar la proteina codificada, un
Western blot (inmuno-ensayo) para detectar la proteina o un Northern o Southern blot para
detectar ARN 0 ADN. Se pueden emplear ensayos enzimaticos para detectar enzima DGT-28.
También, se puede generar un anticuerpo que pueda detectar la presencia de la proteina DGT-28
usando procedimientos reconocidos por el arte. Técnicas adicionales, como la hibridizacion in
situ, manchado de enzima e inmunomanchado, también pueden usarse para detectar la presencia
u expresion de la construccién recombinante en 6rganos y tejidos especificos de la planta. Un
transgén puede expresarse selectivamente en algunos tejidos de la planta o en algunas etapas de
desarrollo, o0 €l transgén puede expresarse en sustancialmente todos los tejidos de la planta,
sustancialmente a lo largo de su vida. Sin embargo, también se aplica cualquier modo de
expresion combinatoria.

[00150] El andisis Southern es un método de deteccion usado cominmente, en el cual
en ADN se corta con restriccion endonucleosa y fraccionado en un gel agaroso para separar €
ADN mediante peso molecular y después transferirlo a membranas de nylon. Luego se hibridiza
con e fragmento de sonda que se etiquet6 radioactivamente con *P (o otras etiquetas de sonda) y
lavado en una solucion SDS.

[00151] Similarmente el andlisis Northern emplea un protocolo similar, en e que €l
ARN se corta con restriccion endonucleosa y fracciona en un gel agaroso para separar el ARN
mediante peso molecular y después transferirlo amembranas de nylon. Luego se hibridiza con el
fragmento de sonda que se etiqueté radioactivamente con *P (o otras etiquetas de sonda) y

lavado en una solucion SDS. El andlisisde ARN (por g. mARN) aislado de los tgjidos de interés
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puede indicar niveles de expresion relativos. Por 1o general si el mARNesta presente o la
cantidad de mARN aument6, puede asumirse que el transgén correspondiente esta siendo
expresado. El andlisis Northern, u otros protocolos analiticos de mMARN puede usarse para
determinar |os niveles de expresion de un transgén introducido o gen nativo.

[00152] En el andlisis Western, en lugar de aislar e ADN/ARN, la proteina de interés se
extrae y ubica en un gel acrilamida. La proteina se transfiere a una membranay contactada con
una sustancia clasificada. Consulte por g. Hood et a., “Commercial Production of Avidin from
Transgénic Maize; Characterization of Transformants, Production, Processing, Extraction and
Purification” Molecular Breeding 3:291-306 (1997); Towbin et a, (1979) “Electrophoretic
transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some
applications” Proc Natl Acad Sci USA 76(9): 4350-4354; Renart et al. “ Transfer of proteins from
gels to diazobenzyloxymethyl-paper and detection with antisera: a method for studying antibody
specificity and antigen structure” Proc Natl Acad Sci USA 76(7): 3116-3120.

[00153] Los acidos nucleicos aqui, 0 segmentos de los mismos, pueden usarse para
disefiar cebadores para amplificacion PCR. Al realizar la amplificacion PCR, puede tolerarse un
cierto grado de desguste entre € cebador y la plantilla. Las mutaciones, inserciones y
eliminaciones pueden producirse en un cebador dado mediante métodos conocidos por un
artesano habilidoso.

[00154] Otro gjemplo de método de deteccidn es la técnica de pirosecuenciado como la
describe Winge (Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). En este método, se disefia un
oligonucledtido que solapa al ADN gendmico adyacente e inserta una unién de ADN. El
oligonucledtido se hibridiza a un producto PCR de una sola cepa desde la region de interés (un
cebador en la secuencia insertada y uno en la secuencia gendmica de flanco) e incubado en
presencia de una polimerasa de ADN, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5'
fosfosulfato y luciferina.  Se agregan DNTP individuamente y la incorporacion resulta en una
sefid leve que se mide. Una sefial leve indica la presencia de una secuencia de flanco/inserto de
transgén debido a una amplificacion exitosa, hibridizacion y extension de base mdltiple.

[00155] Se describieron las balizas moleculares para uso en deteccion de secuencia.
Escuetamente, una sonda oligonucledtida FRET esté disefiada para que solape a genoma de
flanco e inserte launion de ADN. La Unica estructura de la sonda FRET resulta en la contencién

de una estructura secundaria que mantiene las fracciones de enfriamiento y fluorescencia en la
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cercania. La sonda FRET y los cebadores PCR (un cebador en la secuencia de ADN de inserto y
uno en la secuencia gendémica de flanco) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y
dNTP. Tras una exitosa amplificacion PCR, la hibridizacion de la(s) sonda(s) FRET a la
secuencia objetivo resulta en la eliminacién de la estructura secundaria de la sonda y la
separacion espacial de las fracciones de enfriamiento y fluorescencia. Una sefia fluorescente
indica la presencia de la secuencia de inserto de transgén/genémica debido a la amplificacion e
hibridizacion exitosa.

[00156] El ensayo de sonda de hidrélisis, también conocido como TAQMAN® (Life
Technologies, Foster City, Calif.), es un método para detectar y cuantificar la presencia de una
secuencia de ADN. Brevemente, una sonda oligonucledtida FRET esta disefiada con un oligo
dentro del transgén y uno en la secuencia gendémica de flanco para deteccién de evento
especifico. La sonda FRET y los cebadores PCR (un cebador en la secuencia de ADN de inserto
y uno en la secuencia gendémica de flanco) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable
y dNTP. La hibridizacién de la sonda FRET resulta en una grieta y liberacion de la fraccion
fluorescente de la fraccion de enfriamiento de la sonda FRET. Una sefial fluorescente indica la
presencia de la secuencia insertada de transgén/de flanco debido a la amplificacion e
hibridizacion exitosa.

[00157] ELISA oinmunoensayo vinculado alaenzima se conoces desde € afio 1971. En
general, los antigenos solubilizados en una solucion amortiguadora son revestidos en una
superficie plastica. Cuando se agrega suero, |os anticuerpos pueden unirse a antigeno en la fase
solida. La presencia o ausencia de estos anticuerpos puede demostrarse cuando se conjuga a una
enzima. Agregar e sustrato adecuado detectara la cantidad de conjugado unido que puede
cuantificarse. Un ensayo ELISA comun es aquel que usa anticuerpos policlonales anti (proteina)
biotinilada. Por gemplo, ELISA usado para determinacién cuantitativa de niveles de laccasa
puede ser un ensayo sandwich de anticuerpo que utiliza anticuerpos de conegjo policlonales
obtenidos comercialmente. El anticuerpo se conjuga a fosfatasas alcalinas para su deteccion. En
otro ggemplo, un ensayo ELISA para detectar tripsina o tripsinégeno usa anticuerpos pliclonaes
antitripsinégeno o antitripsinay conjugado de fosfatasa al calina estreptavidina.

[00158] Ciertas materiadizaciones se relacionan a proceso de hacer cruces usando una
planta de una materializacion de esta divulgacion como al menos un padre. Por gemplo, las

materializaciones particulares se relacionan a una planta hibrida F; que tenga uno o ambos padres
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como los aqui especificados. Otras materializaciones se relacionan con la semilla producida por
dichos hibridos F,, Otra materializacion se relaciona con € método de producir una semilla hibrida
F1 cruzando una planta giemplificada con una planta diferente (por g. origen enddcrino) y cosechar
la semilla hibrida resultante. Otras materializaciones se relacionan con una planta jemplificada que
es padre hembra o macho. Las caracteristicas de las plantas resultantes pueden meorarse mediante

una consideracion cuidadosa de las plantas padres.

V. Tolerancia al glifosato mediada por DGT-28

[00159] Los polipéptidos que tengan a menos un 90% de secuencia de identidad de SEQ
ID NO:1 pueden tener actividad enzimética EPSPS. Por |o tanto, los polipéptidos que tienen al
menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1, é&cidos nucleicos que codifican a un polipéptido que
tengan a menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1 (por g. SEQ ID NOs 2-4), y &cidos
nucleicos que se hibridicen en un &cido nucleico que tenga SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3 bgo
condiciones de ata astringencia pueden usarse en algunas materializaciones para entregar tolerancia
a glifosato a una célula u organismo (por €. una célula de una planta o una planta). Siempre que
una planta o una célula de una planta sea resistente a formulas herbicidas de glifosato puede ser Util
en una variedad de aplicaciones, donde esas células de planta que tengan dicha resistencia puedan
tolerar la exposicion a una cantidad suficiente de glifosato que se usa para controlar a menos
algunas malezas en un area bajo cultivo.

[00160] El glifosato, una composicién que contiene N- (fosfonometil) glicina, es un
componente muy usado en herbicidas. El glifosato se formula como una sal en concentrado liquido
acuoso, un concentrado solido, una emulsién o una microemulsiéon. El glifosato puede aplicarse
sobre |as plantas desde su nacimiento y alo largo de las diferentes etapas del desarrollo de la planta.

[00161] Las variedades de plantas tolerantes a glifosato usadas en combinacién con las
formulaciones herbicidas de glifosato se convirtieron en € programa estandar para € mango de
malezas en la produccion de cultivos en Estados Unidos y en todo € mundo. La principal ventgja
para los productores al usar plantas resistentes a glifosato es que permite aplicacion smple y
conveniente del glifosato, un espectro amplio, herbicida post aparicién, para controlar plantas y
pastos no deseados (por . “malezas’) con excelente seguridad del cultivo y menor dependencia de
aplicaciones herbicidas previas a la planta.  Otros beneficios incluyen una mejor adecuacion a

sistemas de labranza reducidos. Los cultivos resistentes a glifosato expandieron las opciones para



61

el mango de malezas y facilitd mucho e control de malezas, ya que es mas barato y més flexible.
Los productores informaron que realizan menos recorridas por € campo para aplicar herbicidas y
menos Vvigies de cultivo, que ahorra combustible y reduce la erosién del suelo. Los cultivos
resistentes al glifosato, por lo tanto, reducen los riesgos ambientales planteados por |os herbicidas,
mientras que incrementa la eficaciadel control quimico de malezas necesario.

[00162] Asi, algunas materidizaciones aqui funcionan para controlar maezas
selectivamente en un area bgjo cultivo que contenga una planta con un polipéptido que tenga al
menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1, un &cido nucleico que codifique un polipéptido que
tenga a menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1, y/o un &cido nucleico que se hibridice a un
acido nucleico que tenga SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3 bgjo condiciones de dta astringencia, en
donde la planta incrementd su resistencia a glifosato cuando se la compara con una planta de la
misma especia que no tenga &cido(s) nucleico(s) y/o polipéptido. En algunos g emplos, un método
provisto aqui comprende la aplicacion de suficiente cantidad de glifosato herbicida a follgje del
cultivo y malezas para controlar el crecimiento de estas Ultimas.

[00163] Las materializaciones particulares agqui, proveen un método para matar o controlar
malezas 0 vegetacion no deseada en un area de cultivo que contenga un cultivo (por g. una planta
que contenga un polipéptido que tenga a menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1, un &cido
nucleico que codifique un polipéptido que tenga a menos un 90% de identidad de SEQ ID NO:1,
y/o un acido nucleico que se hibridice a un acido nucleico que tenga SEQ ID NO:2 0 SEQ ID NO:3
bajo condiciones de dlta astringencia). En algunos g emplos, e méodo comprende la aplicacion de
glifosato a cultivo y/o a érea de cultivo, por gemplo, aplicar una cantidad de glifosato d follgje de
la planta cultivada y simultaneamente a las malezas que crecen cerca de €ella, donde la cantidad es
suficiente para que controle las malezas o la vegetacion no deseada, mientras deja la planta cultivada
sustancialmente ilesa.

[00164] Una composicién de glifosato puede aplicarse a plantas a un indice de aplicacion
suficiente para entregar resultados biologicos deseados, por gemplo, control de crecimiento de
malezas sin afectar significativamente a las plantas cultivadas resistentes al glifosato. Estas tasas de
aplicacion se expresan por lo general como cantidad de glifosato por unidad de érea tratada, por §.
gramos por hectérea (g/ha). Lo que constituye un “efecto significativo” varia segiin las normas y
précticas de quienes investigan, desarrollan, comercializan y usan composiciones y la seleccion de
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indices de aplicacion que son significativamente efectivas para una composicion esta dentro de la
habilidad de aquellos que son capaces en €l arte.

[00165] En ciertos g emplos, la cantidad de composicion de glifosato aplicada por unidad
de &rea para dar un 85% de control de una especie de maleza como la medida por la reduccién del
crecimiento o mortalidad se usa para definir un indice de aplicacion. La seleccion de un nimero de
indices de aplicacion de herbicida glifosato suficiente para controlar malezas en un érea de cultivo
estd dentro de la habilidad de un cientifico agricultor ordinario. Aquellos habiles en € arte
reconocerdn del mismo modo que las condiciones de plantaindividuales, € climay las condiciones
de crecimiento, junto con los ingredientes activos especificos y su indice de peso en la composicion,
puede influenciar el grado de efectividad del herbicida en una aplicacion particular.

[00166] En algunas materializaciones, una composicion de glifosato acuoso puede
aplicarse a los tgidos foliares de plantas para matar o controlar € crecimiento de una amplia
variedad de plantas no deseadas, incluyendo pasto anual o perenne y especies de malezas de hoja
ancha, aplicando composiciones de glifosato acuoso a los tegjidos foliares de plantas. La cantidad
relativa de glifosato presente en una composicion herbicida contemplada (por €. un concentrado
sdlido particulado, concentrado liquido, composicién lista para usar y composicion de mezcla en
tanque) puede variar dependiendo de muchos factores, incluyendo, por gemplo, la especie de
maeza a controlar y e méodo de aplicacion. Generamente hablando, sin embargo, la
concentracion de glifosato y opcionalmente un surfactante y/o algun otro adyuvante o aditivo (como
se describié en otro lado aqui) usado en la composicién herbicida es suficiente para controlar
malezas dentro de un érea de cultivo.

[00167] Una composicién herbicida de pulverizador puede aplicarse como una solucion
acuosa o dispersion, mientras la composicion se fabrica lista para aplicacion o los resultados de la
posterior disolucion de un concentrado de glifosato liquido o la adicién de agua a un concentrado de
glifosato sdlido particulado. Sin embargo, € término “acuoso” como se usa agui, incluye
composiciones que comprenden una pequefia cantidad de solvente no acuoso, sempre que €
solvente predominante sea agua. Una composicion de pulverizador herbicida puede aplicarse a
follaje de plantas a tratar mediante cual quiera de los métodos adecuados que son bien conocidos por
aguellos que tienen habilidad en € arte, incluyendo técnicas de aplicacion agreay terrestres (por .
barra pulverizadora terrestre, un pulverizador manual, y un aplicador de mecha).
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[00168] En agunos gemplos, una composicion de concentrado liquido se formula para
incluir al glifosato en una concentracion de al menos alrededor de 50 gramos, a menos arededor de
75 gramos, 0 a menos arededor de 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 310, 320, 330, 340,
350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540,
550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690 o 700 gramos
(equivaente &cido o a.e)) por litro o mas. El rango de concentracion de glifosato puede ser, por
gemplo, desde alrededor de 50 a cerca de 680 gramos (a.e.) por litro (gpl) desde arededor de 100 a
cerca de 600 gpl, desde alrededor de 250 a cerca de 600 gpl y desde alrededor de 360 a cerca de 540
gpl.

[00169] Cuando se expresa como un porcentge en peso basado en € peso total de
concentrado del glifosato, un concentrado liquido puede tener, por gjemplo, a menos cercade 10 %
en peso de glifosato (a.e.), al menos arededor de 15 % en peso, y al menosun 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 0 68 % en peso 0 més. El rango de
concentracion de glifosato puede ser, por gemplo desde cerca del 10% en peso hasta alrededor de
70% en peso a.e. desde cercadel 20% en peso hasta alrededor de 68% en peso o desde cerca de 25%
en peso hasta arededor de 45% en peso.

[00170] Si se aplica d glifosato como una composicion lista para usarse, la concentracion
dd glifosato puede ser, por gemplo, de alrededor del 1% en peso hasta cerca del 3% en peso ae. y
desde cerca del 1% en peso hasta el 2% en peso.

[00171] Las composiciones de los pulverizadores puede formularse para aplicacion de por
giemplo, a menos cerca de 1 gadn de composicion de pulverizador por acre, a menos 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 gaones por acre y més. El volumen de
pulverizacion de la composicion de pulverizador puede variar, por g emplo de arededor de 1 gaon
hasta cerca de 100 galones, de arededor de 2 galones hasta cerca de 40 galones por acre y desde
arededor de 2 galones hasta drededor de 5 galones por acre para aplicacion de aérea, y desde 5
galones hasta cerca de 20 galones por acre para aplicacion terrestre.

[00172] En agunos gemplos, una formulacién de concentrado liquido que tenga una fase
acuosa donde € glifosato esté presente predominantemente en la forma de una sa y una fase no
acuosa gue contenga opcional mente un segundo ingrediente herbicida activo que sea relativamente

insoluble en agua puede emplearse. Dichas formulaciones pueden incluir por geemplo, emulsiones
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(incluyendo macroemulsiones y microemulsiones, agua en aceite, aceite en agua y tipos en agua)
suspensiones y suspoemulsiones. La fase no acuosa puede comprender en ciertas instancias un
componente microencapsulado (por €. un herbicida microencapsulado). En formulaciones que
tengan fase no acuosa, la concentracion de glifosato a.e. en la composicion como un todo puede sin
embargo estar dentro de los rangos gjemplares particulares recitados aqui para formulaciones de
concentrado acuoso.

[00173] Las formas de sal adecuadas de glifosato que pueden usarse segun cuaquiera de
las formulaciones incluyen, por gemplo, sdes metdlicas acalinas, por gemplo, sades de sodio y
potasio, sales de amonio, sales de di-amonio como dimetilamonio, sales acalinas, por gemplo,
dimetilamina y sales de isopropilaminag, sales alcanolaminas, por gemplo, saes de etanolaming,
sales de aquilsulfonio, por gemplo, sales de trimetilsulfonio, sales de sulfoxonio y mezclas o
combinaciones del tipo. Algunos gemplos de formulaciones comerciaes de glifosato incluyen sin
restriccion: GLYPHOMAX™, GLYPHOMAX™ XRT, GLYPHOMAX™ PLUS, DURANGO™,
ROUNDUP™ ULTRA, ROUNDUP™ ULTRAMAK, ROUNDUP™ CT, ROUNDUP™ EXTRA,
ROUNDUP™ BIOACTIVE, ROUNDUP™ BIOFORCE, RODEO™, POLARIS™, SPARK™,
ACCORD™ SP, ACCORD™ XRT, y ACCORD™ CONCENTRATE, todos los cuales contienen
glifosato en su sa de isopropilamonio (IPA); ROUNDUP™ DRY y RIVAL™, que contienen
glifosato como su sal de amonio; ROUNDUP™ GEOFORCE, una formulacion de glifosato sodico;
TOUCHDOWN™, una formulacion de sal de glifosato trimeso, TOUCHDOWN™ 1Q, una
formulacién de sa de glifosato de di-amonio, TOUCHDOWN™ TOTAL 1Q, una formulacion de
glifosato potésico, y RUNDUP™ WEATHERMAX, una formulacion de glifosato potésico. Las
formulaciones de glifosato pueden incluir agentes de seguridad, surfactantes y/o adyuvantes.

[00174] S sedeses, € usuario puede mezclar uno 0 més adyuvantes con una composicion
de glifosato y e agua de la disolucion cuando prepara una formulacion para aplicar. Dichos
adyuvantes pueden incluir surfactante adiciona y/o una sal inorganica (por €. sulfato de amonio)
con el objetivo de mejorar mas la eficacia del herbicida

[00175] S lo desea, € usuario puede también emplear agentes de seguridad adecuados en
la formulacién de glifosato para proteger més a las plantas y/o agregar resistencia cruzada a més
herbicidas. Los agentes de seguridad que reducen la fitotoxicidad de herbicidas para las plantas
cultivadas mediante un mecanismo molecular o fisioldgico, sin comprometer |a eficacia del control

de malezas. L os agentes aseguradores suelen actuar paraincrementar el sistemainmunol6gico de la
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planta activando/expresando cP450. Los agentes aseguradores gjemplares incluyen sin limitarse a
benoxacor, cloquintocet, ciometrinil, diclormida, dicoclonona, dietolato, fenclorazole, fenclorim,
flurazole, fluxofenim, furilazole, isoxadifen, mefenpyr, mefenato, anhidrido naftalico y oxabetrinil.

[00176] Los agentes aseguradores pueden usarse para proteger cultivos de pasto de muchas
semillas, por gemplo y sin limitarse a, maiz, sorgo granifero y arroz sembrado en humedal, contra
herbicidas aplicados antes de la aparicion e incorporados antes de la planta de las familias de
tiocarbonato y cloroacetanilidas. Los agentes aseguradores también se desarrollaron para proteger
los cultivos de cered invernales como € trigo, contra aplicaciones de postemergencia de herbicidas
sulfoniluera'y ariloxifenoxipropionato. El uso de agentes aseguradores para la proteccion del maiz
y @ arroz contra herbicidas de sulfoniluera, imidazolinona, cicloexanediona, isoxazolay triketona
también esta bien establecido.

[00177] Los activadores de planta (una nueva clase de componentes que protegen a las
plantas activando sus mecanismos de defensa) también pueden usarse en las materializaciones aqui
descriptas. Los activadores de plantas gjemplares incluyen acibenzolar y probenazole.

[00178] Las materiaizaciones de la invencion presente se definen mas en los siguientes
gemplos. Debe entenderse que estos gemplos se dan solamente como ilustracion. Desde la
discusion anterior y de estos gemplos, una persona habil en € arte puede determinar las
caracteristicas esenciales de esta invenciéon y sin apartarse del espiritu y € alcance, puede realizar
diferentes cambios y modificaciones de las materializaciones de la invencién para adaptarla a los
multiples usos y condiciones. Asi, las diferentes modificaciones de las materidizaciones de la
invencion, ademés de las mostradas y descriptas aqui, serén aparentes a aquellos hébilesen € arte a
partir de la siguiente descripcion. Dichas modificaciones también estan intencionadas para que
entren en e acance de las declaraciones anexadas. Lo siguiente se incluye como ilustraciéon y no

limitael alcance delainvencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Materialesy métodos

[00179] Las materidizaciones de la presente publicacion se describen con mayor
profundidad en los siguientes g emplos, que se ofrecen como ilustraciéon y no limitan lainvencion de

cualquier manera.



66

[00180] Unamutacion de aminoacido simple (G96A) en la enzima 5-enolpiruvil shikimato-
3- fosfato sintasa (EPSPS) de Escherichia coli puede resultar en insensibilidad a glifosato (Padgette
et al., (1991); Eschenburg et al., (2002); Priestman et al., (2005); Haghani et al., (2008)). Mientras
que esta mutacion confiere resistencia a glifosato, también se la conoce por afectar negativamente a
la unién de sintasa EPSP con su sustrato natural, fosfoenolpiruvato (PEP). El cambio resultante en
la eficiencia de union de sustrato puede resultar en una enzima mutada no apta para dar resistencia
in planta al glifosato.

[00181] La base de datos de NCBI Genbank se buscd in silico para proteina de sintasa
EPSP y secuencias polinucledtidas que contienen naturalmente una alanina en una posicion andoga
dentro de la enzima EPSP sintasa como la mutacion G96A que se introdujo en laversion E. coli de
laenzima (Padgette et al., (1991); Eschenburg et al., (2002); Priestman et al., (2005); Haghani et al.,
(2008)).

[00182] Una enzima que se identifico como que contiene una danina natura en esta
posicion fue DGT-28 (GENBANK ACC NO: ZP 06917240.1) de Sreptomyces sviceus
ATCC29083. Mayor busqueda de informacion in glico reveld otras tres enzimas Streptomyces
Unicas con mayor homologia a DGT-28; DGT-31 (GENBANK ACC NO: YP_004922608.1);
DGT-32 (GENBANK ACC NO: ZP_04696613); y DGT-33 (GENBANK ACC NO: NC_010572).
Cada una de estas enzimas contiene una alanina natural en una posicion and oga dentro de laenzima
de sintasa EPSP como la de la mutacién G96A que se introdujo en la version E. coli de la enzima.
FIG. L

[00183] Debido a que las proteinas de sintasa EPSP de los distintos organismos son de
largos diferentes, € nimero de la mutacion para la versién E.coli de la enzima de sintasa EPSP no
necesariamente corresponde con & nimero de la mutacién para las enzimas de sintasa EPSP de los
otros organismos. Estas enzimas de sintasa EPSP identificadas no se caracterizaron previamente en
relacion aresistencia a glifosato o afinidad a sustrato PEP. Incluso, estas enzimas de sintasa EPSP
representan una nueva clase de enzimas de sintasa EPSP y no contienen motivos de secuencia que se
hayan usado para caracterizar los descriptos previamente Clase | (secuencias de planta derivadas
descriptas con mayor detalle en la Patente N.° RE39247 de EE. UU.), |l (secuencias derivadas de
bacterias descriptas con mayor profundidad en la Patente N.° RE39247 de EE. UU.), y IlI
(secuencias derivadas de bacterias descriptas con mayor profundidad en la patente International
Patent Application WO 2006/110586) enzima de sintasa EPSP.
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[00184] Las nuevas enzimas DGT-28, DGT-31, DGT-32, y DGT-33 se caracterizaron
como resistentes al glifosato y con afinidad al sustrato PEP en comparacion con las enzimas de
sintasa EPSP de Clase I.Las siguientes enzimas de Clase I; DGT-1 de Glycine max, DGT-3 de
Brassica napus (GENBANK ACC NO: P17688), y DGT-7 de Triticum aestivum (GENBANK
ACC NO: EU977181) se usaron para comparacion. Las enzimas de sintasa EPSP de Clase | y las
variantes mutantes en adelante se sintetizaron y evaluaron. Una mutacion introducida en las
enzimas de sintasa EPSP de la planta consistié con la mutacion de glicina a alanina realizada dentro
de la enzima de sintasa EPSP en una ubicacion similar a la de la mutacion G96A de la version E.
coli delaenzima. Ademas, se introdujeron mutaciones de Treonina a Isoleucinay Prolina a Serina
dentro de estas enzimas de sintasa EPSP de Clase | en posiciones andlogas alas del aminoacido 97
(T al) y aminoécido 101 (P a S) en la sintasa EPSP de E. coli como se describe en Funke et al.,
(2009).

[00185] FIG. 1 muestra una aineacion parcial de secuencia de DGT-28, DGT-31, DGT-
32, y DGT-33 a otras enzimas de sintasa EPSP. Las cuatro enzimas DGT comparten una aanina
conservada en la posicion 96 de aminoacido aroA de la enzima de sintasa EPSP. La ubicacion de
este aminoacido esté indicada por un asterisco y €l residuo del aminoécido esta subrayado.

[00186] FIG. 2 muedtra la dineacién de las enzimas DGT-1, DGT-3, y DGT-7. La
ubicacion del residuo de aminoacido que se mutd de glicina a alanina se indica con € primer
asterisco. La ubicacion del residuo de aminoacido que se mutd de treonina a isoleucina se indica
con e segundo asterisco. La ubicacion del tercer residuo de aminoécido que se muté de prolina a
serinaseindica con € tercer asterisco. Estas mutaciones se introdujeron en diferentes versiones de
DGT-1, DGT-3, y DGT-7. Las diferentes versiones (v1, v2, v3... VN) de los genes que contienen

las mutaciones se describen con mayor detalle a continuacion.

Ejemplo 2: Optimizacion de la Secuencia parala Expresion en Plantasy Bacteria

[00187] Optimizacion de Plantas El codon parcia para dicotileddéneas y monocotiledoneas
(maiz) fue calculado como la frecuencia en la cua un Unico codon es usado relativamente a los
codones para todos los aminoacidos. Cuadro 1. Alternativamente, € codon parcia puede ser
calculado como la frecuencia en la cua un solo coddn es usado para codificar un aminoécido en
particular, relativo a todos los otros codones para € aminoéacido en cuestion (condones sindnimos).

En e disefio de las regiones de codificacion para la expresion en plantas, € codén primario ("la
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primera eleccion”) preferido por la planta fueron determinados, asi como el segundo, tercero, cuarto,
etc.; y son elecciones de los codones preferidos cuando multiples el ecciones existen.

[00188] Andisis de la secuencia de codificacion DGT-28 desde Ssviceus revel6 la
presencia de varias secuencias de motivos que pueden ser perjudiciaes a la dptima expresiéon de la
planta, asi como la composicién de un codén no-6ptimo para la expresion en plantas dicotiledoneas
y monocotiledoness.

[00189] Tabla 1. La representacion del coddn sinénimo de las regiones codificadoras de
los genes de plantas monocotiledoneas (maiz %) y dicotiledoneas (dicot %), se encuentran en las
columnas D, E, | y J. Los vdores de un conjunto de representaciones del codon parciamente

equilibrado para un gene sintético optimizado para planta se encuentran en las columnas C y H.

A B C D E F G H I J
Amino Peso Maiz | Dicot || Amino Peso Maiz | Dicot
Acido Codon | Promedio | % % Acido Codon | Promedio | % %
ALA (A) | GCA 25,5 18 25 LEU(L) | CTA DNU 8 8
GCC 35,6 34 27 CTC 34,3 26 19
100 GCG DNU 24 6 CTG DNU 29 9
GCT 39,0 24 42 100 CTT 34,3 17 28
ARG (R) | AGA 27,4 15 30 TTA DNU 5 10
AGG 31,5 26 25 TTG 31,4 15 26
CGA DNU 9 8 LYS(K) | AAA 30,6 22 39
100 CGC 21,7 24 11 100 AAG 69,4 78 61
CGG DNU 15 4 MET (M) | ATG 100 100 | 100
CGT 19,4 11 21 PHE(F) | TTC 63,2 71 55
ASN (N) | AAC 61,4 68 55 100 TTT 36,8 29 45
100 AAT 38,6 32 45 PRO(P) | CCA 41,4 26 42
ASP (D) | GAC 52,6 63 42 cce 25,3 24 17
100 GAT 47,4 37 58 100 CCG DNU 28 9
CYS(C) | TGC 61,8 68 56 CCT 33,3 22 32
100 TGT 38,2 32 44 SER(S) | AGC 26,0 23 18
FIN TAA 20 48 AGT DNU 9 14
100 TAG 21 19 100 TCA 22,4 16 19
TGA 59 33 TCC 26,3 23 18
GLN (Q) | CAA 48,4 38 59 TCG DNU 14 6
100 CAG 51,6 62 41 TCT 25,4 15 25
GLU (E) | GAA 38,8 29 49 THR(T) | ACA 28,0 21 27
100 GAG 61,2 71 51 ACC 39,5 37 30
GLY (G) | GGA 28,5 19 38 100 ACG DNU 22 8
GGC 29,0 42 16 ACT 32,5 20 35
101 GGG 16,0 20 12 TRP (W) | TGG 100 100 | 100
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GGT | 26,6 20 33 TYR(Y) | TAC 65,0 73 57
HIS (H) | CAC 54,1 62 | 46 100 TAT 35,0 27 43
100 CAT 45,9 38 54 VAL (V) | GTA DNU 8 12
ILE() | ATA 15,9 14 18 GTC 28,7 32 20
100 ATC 47,9 58 37 100 GTG | 38,0 39 29
ATT 36,4 28 | 45 GTT 33,3 21 39
*DNU = No usar

[00190] Paradisefiar los genes optimizados de plantas que codifican una proteina DGT-28,
las secuencias de ADN fueron disefiadas para codificar las secuencias de aminoacidos, utilizando un
codigo redundante genético establecido desde la tabla parcia de codones compilada a partir de la
proteina de las secuencias de codificacion, paralas plantas huéspedes particulares. EnlaTabla 1, las
columnas D y | presentaron las distribuciones (en % de uso de todos los codones para ese
aminoacido) de codones sinénimos para cada aminoacido, como se encuentran en las regiones
codificantes de plantas monocotiledoneas (maiz). Las columnas E y J presentaron |as distribuciones
(en % de uso de todos los codones para ese aminoacido) de codones sinénimos para cada
aminoécido, como se encuentran en las regiones codificantes de plantas dicotiledoneas. Algunos
codones sinbnimos, para algunos aminoécidos, raramente se encuentran en 10s genes de plantas (por
g. CGG). Por lo general, un codon es consideradoa que se utiliza raramente, s esta representado en
alrededor de 10% o menos del tiempo para codificar e aminoécido correspondiente en los genes de
cualquier tipo de planta (indicado por DNU en las columnas Cy H delaTabla 1). Paraequilibrar la
distribucion de las elecciones de codones restantes para un aminoacido, una representacion

promedio para cada codon se calcul 6 usando la siguiente formula:

Promedio Ponderado % de C1 = 1/(%C1 + %C2 + %C3 + etc.) x %C1 x 100, (1)
donde C1 es  coddn en cuestion, y %C2, %C3, etc. representan € promedio de los valores de %
para dicots de los condones sinGnimos restantes (valor % promedio para codones relevantes son
tomados de las Columnas Cy H) de Tabla 1.

[00191] El % de valor medio ponderado para cada codon se da en las columnas Cy H de
laTablal.
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[00192] Utilizando & procedimiento anterior, una nueva secuencia de ADN que codifica
esencia mente la secuencia de aminoacidos de la proteina DGT-28, fue disefiado para la expresion
Optima en plantas dicotiledéneas, usando una distribucion equilibrada de codones utilizados con
frecuencia encontrados en genes de plantas dicotiledoneas. Una segunda secuencia de ADN que
codifica esencidmente la secuencia de aminoécidos de la proteina DGT-28 fue disefiado para la
expresion optima en plantas dicotiledoneas, usando una distribucion equilibrada de codones
utilizados con frecuencia encontrados en genes de plantas monocotiledéneas. Las dos nuevas
secuencias de ADN difieren de las secuencias originales de ADN que codifican el dgt-28 por la
sustitucién de la planta (primera, segunda, tercera, o cuarta eleccion de preferencia) para especificar
codones del aminoacido apropiados en cada posicion dentro de la secuencia de aminoacidos de
proteinas.

[00193] Disefio de las secuencias de ADN optimizados de plantas se iniciaron por la
traduccion-invertida de las secuencias de la proteina DGT-28 (Numero de Acceso Genbank:
ZP 06917240.1). SEQ ID NO: 1 fue traducido invertidamente utilizando una tabla parcial de codén
dicotiledonea construida a partir de la Tabla 1, columnas E y J. Una segunda traduccion invertida de
SEQ ID NO:1 se complet6 usando unatabla parcial de codones monocotiledones construida a partir
delaTabla1; ColumnasD el.

[00194] Las secuencias iniciaes de traduccién invertida fueron modificados por medio de
la compensacion en los cambios del codon (manteniendo a mismo tiempo la representacion global
media ponderada), quitando o agregando sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, y
eliminando estructuras secundarias intracatenarias altamente estables y otras secuencias que podrian
ser perjudiciales para manipulaciones de clonacion o expresion del gen modificado en plantas. La
secuencia de ADN se volvié a andizar para los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion
gue podrian haberse creado por las modificaciones. Los sitios identificados fueron modificados
mediante la sustitucion de los codones relevantes con codones de primera eleccidn, o de segunda,
tercera, 0 cuarta preferencia. Otros Sitios en las secuencias que podrian afectar a la transcripcion o
traduccion del gen de interés, incluyen € exon: cruces de intrones (5 'o 3), poli A sefides de
adicién, y los sefiales de terminacion de ARN polimerasa. Las secuencias modificadas fueron
andizadas y modificadas alin mas para reducir la frecuenciade TA o dobletes CG, y para aumentar
la frecuencia de dobletes TG o CT. Ademas de estos dobletes, |os blogques de secuencia que tienen

mas de seis residuos consecutivos de [G + C] o [A + T] pueden afectar a la transcripcion o
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traduccion de la secuencia. Por lo tanto, estos bloques de secuencias también se modificaron
mediante la sustitucion de los codones de la primera 0 segunda eleccion, etc.; con otros codones
preferidos de eeccion. Codones raramente utilizados no se incluyeron en un grado sustancia en €
disefio de genes, se utiliza sblo cuando sea necesario para dar cabida a un criterio de disefio diferente
de composicién de codones, per se (por §g., adicion o eliminacion de sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccion).

[00195] El recién disefiado, secuencia optimizada de poli nucledtidos dgt-28 v5 de planta
dicotileddnea optimizada, estd enumerada en la SEQ ID NO:2. El recién disefiado, secuencia
optimizada de poli nucledtidos dgt-28 v6 de planta monocotileddnea, esta enumerada en la SEQ ID
NO:3; esta secuencia se modifico ligeramente mediante la inclusion de una alanina en la segunda
posicion del amino &cido para introducir un sitio de enzima de restriccion. Las secuencias de ADN
resultantes tienen un mayor grado de diversidad de codones, una composicion de bases deseable,
contiene sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion estratégicamente ubicados, y carece de
secuencias que pueden interferir con la transcripcion del gen, o con la traduccion del producto
ARNmM.

[00196] Sintesis de fragmentos de ADN que comprenden SEQ ID NO:2y SEQ ID NO: 3
contienen secuencias adicionales, tales como marcos-de-6-paradas (codones de parada situados en
los seis marcos de lectura que se agregan a extremo 3' de la secuencia codificante), y un sitio 5' de
restriccion para la clonacién fueron realizados por proveedores comerciales (DNA2.0, Menlo Park,
CA). La molécula de acido nucleico sintética se cloné después en vectores de expresion y
transformada en plantas o bacterias como se describe en |os Ejemplos a continuacion.

[00197] Estrategias similares de optimizacion de los codones fueron usadas para disefiar
dgt-1, dgt-3 V2 (G173A), dgt-3 v3 (G173A; P178S), dgt-3 v4 (T174l; P178S), dgt-7 v4 (T168l;
P172S), dgt-32 v3, dgt-33 v3, y dgt-33 v3. La version del coddn optimizado de estos genes son
listados como SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, and SEQ ID NO:144, respectivamente.

[00198] Optimizacion Bacteriana Una nueva secuencia de ADN que codifica la proteina

DGT-28 de SEQ ID NO:1 que esta optimizada para la expresién en células in Escherichia coli fue
disefiada. Disefio de la secuencia optimizada del ADN de E. coli-de fue iniciada por traduccion
inversa de la secuenciade la proteina de SEQ ID NO:1, utilizando una propiedad de un protocolo de

optimizacion del codon de GeneArt (Regensburg, Alemania). La secuencia inicia fue optimizada
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por medio de la compensacion en los cambios del codon (manteniendo a mismo tiempo la
representacion global media ponderada), quitando o agregando sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccion, y diminando estructuras secundarias intracatenarias adtamente estables y otras
secuencias que podrian ser perjudiciales para manipulaciones de clonacién o expresion del gen
modificado. Un g.emplo de tal secuencia perjudicial paraevitar dentro de unaregion de codificacion
es una secuencia de union a RNA ribosomico 16S ("Shine-Dalgarno”), tales como AGGAGG, lo
gue podria codificar, por g emplo, dos aminoacidos consecutivos de arginina, pero que también
podria servir como un sefia intragénico (y por lo tanto indeseable) de iniciacion de traduccion. La
secuenciade ADN E. coli-parcial dgt-28 (dgt-28 v1) que codificala proteina de SEQ ID NO: 1 seda
como SEQ ID NO: 4.

[00199] Para facilitar la clonacion y para asegurar la iniciacion de la traduccion eficiente,
una secuencia de reconocimiento & termina 5 ' de la enzima de restriccion Ndel se coloca d inicio
de la traduccion ATGcodon. También para facilitar la clonacion, y para asegurar la adecuada
traduccion en la terminacion, las bases que codifican a dos traducciones TAA paran alos codonesy
un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Xhol se incluyeron en € extremo 3' de la
region codificante. Sintesis de un fragmento de ADN que contiene SEQ ID NO: 4 fue efectuado por
el proveedor comercial, GeneArt™.

[00200] Estrategias similares ala optimizacion del codédn E. coli fueron usados para disefiar
dgt-1 v5, dgt-1 v6 (G112A), dgt-1 v7 (G112A; P117S), dgt-1 v8 (T113l; P117S), dgt-3 v6 (G105A),
dgt-3 v7 (G105A; P112S), dgt-3 v8 (T1061; P112S), dgt-7 v5, dgt-7 v6 (G113A), dgt-7 v7 (G113A;
P117S), dgt-7 v8 (T114l; P117S), dgt-32 v5, y dgt-33 v5. Las secuencias de las versiones dgt-1, dgt-
3, y dgt-7 fueron modificadas por la extraccion de la secuencia de direccion a cloroplasto. La
verson del codon-E. coli optimizado de estos genes son listados como SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, y SEQ ID NO:24,
respectivamente.

Ejemplo 3: Vectores parala Expresiéon Bacteriana de Genes de Tolerancia a Glifosato
[00201] Construccion del Vector de la Expresion pET, dgt-28 para la Expresion E. coli
Para pruebas in vitro, la secuencia del gene optimizado dgt-28 v1 E.coli (SEQ ID NO:4) fue

sintetizado y clonado por GeneArt™. La secuencia de genes sintetizada dgt-28 vl fue clonada al
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vector de la expresion pET28 via la adicion de sitios de restricciones de Nde | y Xho |. La
construccion resultante present6 una N-terminal 6X Hisy se marcé como pDAB100445. FIG. 14.

[00202] Mutagénesis dirigida d sitio de la dgt-28 v1. Mutagénesis dirigida a sitio se llevo

a cabo en dgt-28 vl para evauar € papel de la danina en la posicion 84 en la prestacion de
tolerancia a glifosato. Esta adanina natural fue mutada a glicina para determinar s el cambio
reducirialatolerancia de la enzimaaglifosato o afinidad por el PEP. Este residuo de aminoéacido fue
seleccionado, ya que corresponde con la mutacion G96A que se introdujo en la sintesis EPSP de E.
coli como se ha descrito previamente.

[00203] El kit Quick Change II™ de Stratagene™ (Santa Clara, CA) fue usado para
efectuar la mutagénesis. Las reacciones PCR fueron establecidas de acuerdo al protocolo
QuickChange™ usando pDAB100445 (dgt-28 vl) como ADN moddo. La construcciéon que
contiene la secuencia del gen mutado dgt-28 v2 fue designado pDAB102946 (FIG. 15) y
confirmado via secuenciacion de ADN. Los siguientes cebadores se disefiaron para hacer € cambio

de aminoécidos:

[00204] Una segunda ronda de mutagénesis se llevo a cabo en dgt-28 v2 en un intento de
reducir alin mas su tolerancia a glifosato. Una segunda mutacién T172A, fue presentado a la ya
mutagenizada dgt-28 v2. La aanina reciproca a la mutacion de treonina de la EPSP sintetiza en esta
posicion, se ha descrito anteriormente en Haghani et al., (2008), que dio lugar alainsensibilidad a
glifosato. El resultado final fue la produccion de un A84G doble, T172A mutante que fue designado
como dgt-28 v3. Las reacciones PCR fueron establecidas de acuerdo a protocolo QuickChange™
usando pDAB100445 (dgt-28 v2) como ADN modelo. La construccién que contiene la secuencia
del gen mutado dgt-28 v3 fue designado pDAB100469 (FIG. 16). Los siguientes cebadores fueron

usados para producir lamutacion T172A:

[00205] Construcciones Adicionales, Vector de Expresién pET para la Expresion de E.
Cali. Para pruebas in vitro, las secuencias de genes dgt-1 v5, dgt-1 v6, dgt-1 v7, dgt-1 v8, dgt-3 v6,
dgt-3 v7, dgt-3 v8, dgt-7 V5, dgt-7 v6, dgt-7 v7, dgt-7 v8, dgt-32 v5, and dgt-33 v5 fueron
sintetizadas y clonadas (GeneArt™). Los genes sintetizados fueron clonados en e vector de

expresion pET28. Las construcciones resultantes fueron etiquetadas como pDAB102028 (FIG. 17)
gue contiene dgt-1 v5, pDAB102029 (FIG. 18) que contiene dgt-1 v6, pDAB102032 (FIG. 19) que
contiene dgt-1 v7, pDAB102034 (FIG. 20) que contiene dgt-1 v8, pDAB100429 (FIG. 21) que
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contiene dgt-3 v6, pDAB100442 (FIG. 22) que contiene dgt-3 v7, pDAB100430 (FIG. 23) que
contiene dgt-3 v8, pDAB102036 (FIG. 24) que contiene dgt-7 v5, pDAB102038 (FIG. 25) que
contiene dgt-7 v6, pDAB102040 (FIG. 26) que contiene dgt-7 v7, y pDAB102042 (FIG. 27) que
contiene dgt-7 v8.

[00206]

[00207] Clonaciéon de DG-32, y DGT-33. Para pruebas in vitro, los siguientes genes de
optimizacién a plantas, dgt-32 v3, y dgt-33 v3 fueron amplificados fuera de los vectores binarios
pDAB107532 (FIG. 11) y pDAB107534 (FIG. 12), respectivamente. Los siguientes grupos
cebadores fueron usados:

PMALDGT32R (SEQ ID NO:30; GATATCCTATTATTAACGACCTTCCAG para dgt-32, y
PMALDGTS33F (SEQ ID NO:31; CATATGGGTGCAGT TACCGTTATTGA),

[00208] Entonces, secuencias amplificadas fueron subclonadas a pMAL-c5X para que
cada gene fuese una fusién dentro del marco con la secuencia codificada malE. Las expresiones

finales construidas fueron pDAB107713 (FIG. 29) que contenian dgt-32 v3, y pDAB107714 (FIG.
30) que contenian dgt-33 V3.

Ejemplo 4. Ensayo Cinético I n-Vitro Bioquimico Enzimatico

[00209] La Sobreexpreson Y Purificacion De Enzimas Recombinantes DGT. Las

proteinas recombinantes DGT fueron sobreexpuestas en cdlulas Rosetta2™ (DE3) (Novagen™,
Madison, WI) a partir de las construcciones descritas anteriormente. Una Unica colonia fue usada
para inocular 50 mL culturas iniciales de LB, conteniendo cloranfenicol (25 pg/mL) y kanamicina
(50 pg/mL), las cuales fueron cultivadas durante la noche a una temperatura de 37°C. Las culturas
nocturnas fueron usadas para inocular 1L de LB conteniendo cloranfenicol (25 pg/mL) vy
kanamicina (50 pg/mL ). Las culturas fueron cultivadas a una temperatura de 37 °C para un O.D.epo
= 0.6 y entonces ubicadas en agua helada por 10 minutos. La expresién de las proteinas objetivas fue
lograda por medio de la adicion de IPTG a una concentracion final de 500 uM.

[00210] Lainduccién fue permitida para continuar durante la noche a una temperatura de
20°C, seguida por la cosecha via centrifugacion a 8,000 rpm durante 20 minutos. Los sedimentos
celulares se amacenaron a -80 °C hasta que sea necesario para la purificacion. Todos los pasos de
purificacion fueron llevados a cabo a una temperatura de 4 C. Los sedimentos celulares de culturas
de 1L fueron resuspendidos en & Buffer A de 20-30mL (50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KClI, 2
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mM DTT, 1 mM EDTA, 20 mM imidazol, y 5% glicerol). El cocktail inhibidor de la proteasa
COMPLETE™ (1 tableta/50 mL, Roche, Indianapoalis, IN) y lisozima (1 mg/mL, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) fueron adicionados y la suspension fue mezclada por 20 minutos. La lisis celular se
realizd con un Branson™ Sonifier™ 250 (3 x 60 segundos) seguida por la eliminacién de los restos
celulares por centrifugacién a 16,000 rpm durante 45 minutos.

[00211] Enzimas DGT se purificaron hasta homogeneidad en un solo paso a través de
cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) utilizando una columna cruda HisTrap 5
ml FF. La columna fue equilibrada en € Buffer A y la muestra fue cargada en e mismo buffer. La
columna entonces fue lavada con una columna de 10 volumenes del Buffer A, seguida por la
evolucion en un Buffer B a 0-100 % (50 mM HEPES pH 7.5, 200 mM KCI, 2 mM DTT, 1 mM
EDTA, 500 mM imidazol, y 5% glicerol) de gradiente linear sobre 25 volUmenes de columna. Las
fracciones conteniendo las proteinas objetivas, asi como juzgadas por € andisis SDS-PAGE, fueron
concentradas a 2.5mL usando un dispositivo Millipore de ulracentrifugacion equipado con un 10
kDA de peso molecular de corte (MWCO). Las enzimas DGT purificadas fueron intercambiadas en
el buffer usando columnas PD-10 (GE Hedthcare) a 50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCl, 2 mM
DTT, y 5% glicerol y subsecuentemente concentradas ~1 mL. Las amuestras fueron tipicamente
diluidas 1:50 y e espectro UV-visible fue registrado a partir de 240-700 en un espectrofotémetro
Cary50™ Bio UV-visible. Un coeficiente de extincion tedrico se utiliz6 a continuacidn para cal cular
la concentracion de proteinas basada en la absorbancia a 280 nm (ExPASy, Geneva, Suiza).

[00212] Expresion y Purificacion de Recombinantes DGT-32 y Fusiones DGT-33. Las
enzimas DGT-32 y DGT-33 fueron construidas para contener la fusién de maltosa locdizada en €
término del aminoécido de la enzima. Céulas Escherichia coli transformadas con pDAB107712
(Fig. 28), pDAB107713, y pDAB107714 fueron aidadas y confirmadas. Una sola colonia de cada
cepa bacteriana se utilizé parainocular 50 ml de LB conteniendo 100 pug/pL de carbenicilinay 25
pg/pL de cloranfenicol. El cultivo iniciador se cultivé durante lanoche a37 ° Cy posteriormente, se
utilizé parainocular 600 ml de LB suplementado con 0,2% de glucosa, 100 pg/pL de carbeniciling,
y 25ug/uL de cloranfenicol. Las culturas fueron cultivadas a 37°C a un ODgy = 0.4 y en ese
momento, IPTG fue agregado a la concentracion final de 50 uM IPTG. Las culturas fueron
inducidas por 15 horas a 18°C. Al dia siguiente las culturas fueron cosechadas por medio de la
centrifugacion a 8,000 rpm por 20 minutos para sedimentar las células. La pasta celular se almaceno

a-80°C hasta que sea necesaria la purificacion.
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[00213] Granulos congelados se resuspendieron en 20-30 ml del Buffer A (50 mM HEPES
pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 5% glicerol, y 1 mM DTT) y 1 tableta de inhibidor de la
proteasa (Roche Complete). Unavez que e sedimento se resolubilizé completamente a 1 mg/ml de
lisozima fue agregado y la muestra se mezclé a 4 °C durante 15-20 minutos. Después de la
incubacion con la lisozima de la muestra se transfirié a un tubo de centrifuga de 50 ml y se colocd
en hielo. La muestra fue entonces sometida a ultrasonidos por intervalos de 1 minuto, seguidos por 4
minutos de refrigeracion. Este paso fue repetido dos o més veces, llegando a un total de tres ciclos
de ultrasonidos. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 16,500 rpm durante 45
minutos y € sobrenadante se cargd en un circuito de inyeccion de 50 ml. El lisado bruto fue
aplicado a una columna de amilosa, la cual fue lavada por 7 volimenes de columna con buffer A, y
se duyd en 100% buffer B (Buffer A 'y 10 mM de matosa). La proteina objetivo fue reuniday se
concentrada a 2,5 mL usando un centricon 30 kDa MWCO. La proteina purificada fue e buffer
intercambiado a 50 mM HEPES pH 7.5, 100 mM KCI, y 5% glicerol usando una columnade gel de
filtracion PD-10. Las concentraciones de la proteina fueron determinadas via € ensayo Bradford
usando BSA como predefinicion. La proteina pura fue congelada en nitrégeno liquido y almacenado
a-80°C.

[00214] Caracterizacién Cinética In Vitro De La Planta Y Las Enzimas Bacterianas DGT.
Las actividades enziméticas de dgts de tipo salvgie (WT) y mutantes DGTs fueron medidos por la

produccion de fosfato inorganico (P) en un procedimiento modificado descrito por Lanzetta et al.
(1979) Anal. Bioch. 100:95-7. Ensayos fueron llevados a cabo en 96-well plate format con un total
de 50, en un lector de placas SpectraeMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvae, CA). Ensayos
tipicos contenian 50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT, y 1 mM S3P. Concentraciones
de PEPy glifosato fueron variadas como indicadas. Glifosato fue obtenido de Sigma como € écido
libre y fue resuspendido en ddH,O. Glifosato fue solubilizado por la adicién de KOH hasta que la
mezcla llego a un pH neutro. Ensayos fueron iniciados por la adicion de la enzima DGT en
concentraciones que variaban entre 0.01-1 uM. Las reacciones fueron finaizadas por la adicion de
235 UL de una mezcla 3:1 de verde maaguita: solucion de molibdato de amonio. Después del
desarrollo completo del color (~1 minuto), & cambio de la absorcién en 660nm fue registrado y €
vaor de P, formado fue calculado desde una curva predefinida. Las reacciones controladas que no
tenian enzimas fueron usadas para corregir absorbancia de fondo. Altas concentraciones de PEP (>2

mM) y glifosato (>30 mM) contribuyeron un vaor importante de absorbancia de fondo usando este
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método de deteccidn. La informacion digitada a la ecuacién Michaelis-Meten, la cua permitio la
determinacion de Ky Vimax (Ecuacion 3) mientras que € 1Csp fue determinado en la Ecuacion 4,
donde y es la actividad relativa y s es € coeficiente Hill. La informacion fue analizada usando €
software GraFit™ version 5 (Erithacus Software Limited, Horley, U.K.).

:Vmax.[S]
Ky, +[S] 3)
_ 100%
1+( X JS
IC,, )

[00215] ElI vaor ICsp para un inhibidor competitivo cambiara dependiendo de la
concentracion del substrato, por latanto los valores de | Csp en la Tabla 2 fueron obtenidos en 1mM
PEP y en 60 pM PEP (una estimativa de las concentraciones del PEP intracelular en plantas).
Unicamente los valores |Csp medidos en la misma concentracion de PEP deben ser comparados
(determinaciones K., para DGT-32 y DGT-33 fueron determinadas en 100 uM PEP).
Adicionamente, los valores 1Csy dtamente tolerantes a enzimas no pudieron ser determinados
correctamente por el método Lanzettay por lo tanto, fueron estimados tomando en base la actividad
relativa.

[00216] Cinética de las Plantas DGTs. Dos enzimas con secuencias nativas no-mutables,

DGT-1 v5y DGT-7 v5, fueron probadas primeramente para establecer 1os pardmetros base para la
sensibilidad del glifosato. Ambas proteinas mostraron un bagjo valor Ky, para PEP (=70 pM) y
estaban sengibles a glifosato con valores ICsy de ~20 uM (Tabla 2) en 1 mM PEP. Como fue
observado para DGT-1 v6, DGT-3 v6 y DGT-7 v6, un Unico punto de mutacién de G a A mgoré
significativamente latolerancia a glifosato (valores 1Csy de 8-21 mM) pero también aumentaron el
Kmpor PEP ~8-veces. La mutacion doble (GAPS), paratodoslos DGT derivados de plantas (DGT-1
v7, DGT-3v7, y DGT-7 v7), también megoraron la tolerancia a glifosato pero una vez mas resulto
en un considerable aumento en € PEP K, Tabla 2. Los TIPS mutantes (DGT-1 v8, y DGT-7 v8)
fueron tolerantes a concentraciones modestas de glifosato (3-6 mM) pero en contraste d GA y
GAPS mutantes, los niveles de Ky, permanecieron cerca dd tipo-salvgje de proteinas entre 60-200
M. FIG. 31 demuestra los cambios en la tolerancia de glifosato para DGT-1 (A) y DGT-7 (B)

sobre la introduccién de las mutaciones especificadas. La concentracion PEP fue mantenida a 1mM
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para los experimentos resultando en la informacion exhibida in FIG. 31, que probablemente
condujo al elevado |Csp (>80mM) para DGT-7 v8. Mas procedimientos fueron llevados a cabo para
determinar s los niveles mas bgjos de PEP dteraron la tolerancia relativa a glifosato. Los niveles
fisiolégicos relevantes del PEP varian entre 560 pM. Con 60uM PEP, € valor IC disminuyo
significativamente (3.6mM) sugiriendo que la determinacién inicia fue influenciada por € exceso
de PEP, como era esperado de la cinética Michaelis-Meten eindicado en € Cuadro 2.

[00217] FIG. 31 exhibe los vaores obtenidos después de la introduccion de varias
mutaciones dentro del DGT-1 (A) y DGT-7 (B) usando 1 mM PEP. Paraambos, A y B, lacurvadel
I Cso con tridngulos cerrados representan € tipo-salvaje, circulos cerrados representan GA mutantes,
cuadrados abiertos representan GAPS mutantes y cuadrados cerrados representan TIPS mutantes.

[00218] Cuadro 2. Estado estacionario, parametros cinéticos de las enzimas DGT. Los
valores de I1Csp mayor que 50 son estimaciones debido alas limitaciones del método utilizado. *1Csg
para glifosato fue determinado en 100 uM PEP.

ICso (MM Glifosato)

Proteina Version | ICspen 1 | ICs en Ky TEF Kea! Km
dela mM PEP | 60 pM (M) ish
Secuencia PEP

Enzimas | Soja DGT-1v5 | Nativo 0,0 0,0 73,0 7.41E+04
de DGT-1v6 GA 21,1 17,3 608,2 1.34E+04
Plantas DGT-1v7 GA PS >80.0 >80.0 1291,2 6.67E+03
DGT-1v8 TIPS 13,3 59 151,4 1.23E+04
Canola DGT-3v6 GA 15,8 8,7 1073,4 1.39E+04
DGT-3v7 GA PS >50.0 42,0 2728,3 2.28E+03
DGT-3v8 TIPS 13,3 4.8 196,8 3.29E+04
Trigo DGT-7v5 Nativo 0,0 0,0 75,6 2.15E+05
DGT-7 v6 GA 8,1 151 538,2 1.61E+04
DGT-7 v7 GA PS 19,7 154 1103,2 1.46E+04
DGT-7v8 TIPS >80.0 3,6 60,5 1.36E+04
Enzimas Bacterianas | DGT-28v1l | Nativo >80.0 >80.0 91,6 1.32E+05
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DGT-28v2 | AG >50.0 2,2 161,5 6.86E+04
DGT-28v3 | AGTA >50.0 5,2 27,3 6.01E+02
DGT-32 Nativo -- >50.0* 139,8 1.30E+03
DGT-33 Nativo -- >50.0* 114,2 2.40E+03

[00219] LaCinéticaBacteriana de DGTSs. De las enzimas bacterianas, € DGT-28 v1 posee
los parédmetros cinéticos generales mas favorables (ICsp Elevado y los valores ke/Km). La enzima

fue tolerante a glifosato en concentraciones >80 mM y exhibi6 una eficiencia catalitica de 1.32 x 10°
M? s, Lamutacion A—G en DGT-28 v2 disminuy6 € 1Cs a2.17 mM (en 60 pM PEP) y causd
una leve elevacion en € K, para PEP (161 uM). Esta enzima mutante sostiene la ata eficiencia
cataliticaen DGT-28 v1. Aun con un I1Cs; reducido, esta enzima mutante es adecuada para proveer
una tolerancia al glifosato in planta en ciertas aplicaciones. La informacion sugiere que en esta
nueva clase de sintesis EPSP, la alanina no es la Unica determinante para la tolerancia al glifosato.
Para explorar otros determinantes posibles una variante adicional fue construida, DGT-28 v3 (A84G
T172A doble mutante). Esta enzima exhibi6 una tolerancia reducida al glifosato con un valor 1Csg
de 5.15mM (en 60 M PEP). Lareduccion en | Cso por DGT-28 v3 fue acompafiada por un aumento
de eficiencia catalitica de 200 veces, sugiriendo que la segunda mutacion llevo efectos no
intencionados (Cuadro 2). La mayor identidad de DGT-28 v1 homologa (~75 % identidad amino
&cida), DGT-32 y DGT-33, tienen un bgo Ky 's para PEP (~114 - 139 uM), pero la eficiencia
cataitica fue 100 menor a la DGT-28 v1. Esta caida en eficiencia catalitica es probablemente
derivada de la fusion de la proteina de union con la maltosa. Las enzimas también son insensible al
glifosato mostrando vaores de 1Csy mayores a 50 mM. Como resultado de estos ensayos in vitro,
que indicaron varias enzimas DGT que proporcionaron la tolerancia a glifosato, las enzimas DGT
fueron probadasin planta.

Ejemplo 5: Clonacién de vectores de transformacién de plantas

[00220] Vector de Construccién de planta binaria.  Se utilizaron métodos de clonacion

estdndar en la construccion de vectores de entrada que contienen una secuencia de polinuclettido
péptido de transito cloropléstico unido a dgt-28 como estructura de fusion. Los vectores de entrada

que contiene un péptido de trénsito (TRAP) fusionados a dgt-28 fueron ensamblados utilizando la
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IN-FUSION™ Advantage (Clontech, Mountain View, CA). Como resultado de lafusion, € primer
aminoécido, metionina, se elimind de dgt-28. Peéptidos de transito TraP4 v2 (SEQ ID NO:33),
TraP5 v2 (SEQ ID NO:34), TraP8 v2 (SEQ ID NO:35), TraP9 v2 (SEQ ID NO:36), TraP12 v2
(SEQID NO:37), y TraP13 v2 (SEQ ID NO:38) fueron sintetizados cada uno por DNA2.0 (Menlo
Park, CA) y fusionados a fragmento finades de 5 'de dgt-28, hasta e incluyendo un Unico
emplazamiento de reconocimiento de endonucleasa de restriccidn de Accl.

[00221] Plésmidos binarios que contenian varias Trap y casetes de expresion de dgt-28
fueron impulsados por el promotor de ubiquitina 10 de Arabidopsisthaliana (AtUbi10 v2; Callis, et
a, (1990) J. Biol. Chem., 265: 12486-12493) y flanqueados por los Agrobacterium tumefaciens
abren una regién no traducida de estructura de lectura de veintitrés 3' (AtuORF23 3 UTR v1; U.S.
Pat. No. 5,428,147).

[00222] La Trap montaday las casetes de expresion de dgt-28 fueron disefiadas utilizando
GATEWAY® Technology (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se transformaron en plantas a través de la
transformacion de plantas mediante Agrobacterium. Las endonucleasas de restriccidn se obtuvieron
del New England Biolabs (laboratorio de biologia de Nueva Inglaterra (NEB; Ipswich, MA) y se
utilizé ligasade ADN T4 (Invitrogen) paralaligadura de ADN. Reacciones de entrada se realizaron
utilizando GATEWAY® LR CLONASE® enzyme mix (Invitrogen) para e montaje de un vector de
entrada en un Unico vector de destino, que contenia el seleccionable promotor del mosaico virico de
la mandioca del casete marcador (CsVMV v2;. Verdaguer et a, (1996) Plant Mol. Bial., 31: 1129-
1139) — DSM-2 (U.S. Pat. Appx. 124862007) - Agrobacterium tumefaciens abren una regién no
traducida de estructura de lectura de 3' (AtuORF1 3' UTR v6; Huang et al., (1990) J. Bacteriol.
172:1814-1822). Preparaciones de plasmidos se realizaron utilizando NUCLEOSPIN® Plasmid Kit
(Macherey-Nagel Inc., Bethlehem, PA) o & Midi Kit pldsmido (Qiagen) siguiendo las instrucciones
de los proveedores. Los fragmentos de ADN fueron aidados utilizando QIAquick ™ Kit de Gel de
Extraction (Qiagen) después de la electroforesis de gel de agarosa de tris-acetato.

[00223] Colonias de todos los plasmidos montados fueron examinados iniciadmente por
digestion de restriccion de ADN miniprep. El ADN plasmidico de los clones seleccionados se
secuenciaron por un proveedor comercia de secuenciacion (MWG Eurofins ™ Operon, Huntsville,
AL). Los datos de secuencia fueron reunidos y andizados mediante e SOFTWARE
SEQUENCHER™ (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI).
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[00224] Las construcciones binarias siguientes expresan las diversas TraP. secuencias de
genes de fusion dgt-28: pDAB107527 (FIGURA 3) contiene TraP4 v2:dgt-28 v5 (SEQ ID NO:79);
pDAB105530 (FIGURA 4) contiene TraP5 v2: dgt-28 v5 (SEQ ID NO:80); pDAB105531
(FIGURA 5) contiene TraP8 v2: dgt-28 v5 (SEQ ID NO:81); PDAB105532 (FIGURA 6)
contiene TraP9 v2: dgt-28 v5 (SEQ ID NO:82); pDAB105533 (FIGURA 7) contiene TraP12 v2:
dgt-28 v5 (SEQ ID NO:83); y pDAB105534 (FIGURA 8) contiene TraP13 v2:dgt-28 v5 (SEQ 1D
NO:84). Lasecuenciadgt-28 v5 de pDAB105534 fue modificada en el que el primer codon (GCA)
se cambi6 a (GCT).

[00225] Adiciona Vector de Construccion de planta binaria Estrategias de clonacion

smilares a las descritas anteriormente se utilizaron para congtruir los plésmidos binarios que
contienen dgt-31, dgt-32, dgt-33, dgt-1, dgt-3 y dgt-7.

[00226] Los genes derivado de microbios; dgt-3, dgt-32, y dgt-33, se fusionaron con
diferentes péptido de trénsito del cloroplasto que el descrito anteriormente. L os péptidos de transito
de cloroplasto siguientes se utilizaron; TraP14 v2 (SEQ ID NO:39), TraP23 v2 (SEQ ID NO:40),
TraP24 v2 (SEQ ID NO:41). pDAB107532 (FIGURA 11) contiene dgt-32 v3 fusionado a TraP14
v2 (SEQ ID NO:42), pDAB107534 (FIGURA 12) contiene dgt-33 v3 fusionado a TraP24 v2 (SEQ
ID NO:43), y pDAB1017533 (FIGURA 54) contiene dgt-33 vl fusionado a TraP23 v2 (SEQ ID
NO:143). Los casetes de expresion de dgt fueron impulsados por € promotor de ubiquitina 10 de
Arabidopsis thaliana (promotor AtUbi10 v2) y flanqueados por los Agrobacterium tumefaciens
abren una region no traducida de estructura de lectura de veinte y tres 3' (AtuORF23 3 UTR v1).
Un casete de marcador seleccionable de DSM-2 que contiene promotor mosaico virico de la
mandioca (CsVMV v2) — DSM-2 — Agrobacterium tumefaciens abren una region no traducida de
estructura de lectura de 3' (AtuORF1 3" UTR v6) también estaba presente en el vector binario.

[00227] Binarios adicionaes se construyen en € que dgt-31 v3, dgt-32 v3, y DGT-33 v3se
fusionan con las anteriormente descritas secuencias de péptido de transito cloroplasto. Por gemplo,
la secuencia de TRAP8 v2 se fusiona a dgt-31 v3, dgt-32 v3, y dgt-33, y se clonan en vectores
binarios como |os descritos anteriormente.

[00228] Los vectores binarios que contienen los genes de clase | (dgt-1, dgt-3, y dgt-7)
fueron construidos. Los vectores binarios siguientes expresan las diversas TraP. secuencias de
genes de fusiéon dgt-28: pDAB4104 (FIGURA 9),que contiene la secuencia dgt-1 v4 como se
describe en la publicacion N © 2011/0124503 de Solicitud de patente de EE.UU., que esta
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flanqueada por las secuencias de Nicotiana tabacum osmotina como se describe en la publicacion
N © 2009/0064376 de Solicitud de patente de EE.UU.; pDAB102715 (FIG. 10); pDAB102716
(FIGURA 45); pDAB102717 (FIGURA 46); y pDAB102785 (FIGURA 13). Los diversos
péptidos de trénsito de cloroplasto de Trap que se fusionaron a dgt-28, dgt-31, dgt-32 y dgt-33 no se
han afiadido a los genes de clase |, ya que estas secuencias derivadas de plantas poseen péptidos
transito del cloroplasto de plantas nativas. Estos vectores se describen con més detalle en la Tabla 3.

[00229] Tabla 3. Descripcion de los vectores hinarios que contienen un gen clase | de
sintasade EPSP (esdecir, dgt-1, dgt-3, o dgt-7).

Mutacion
Nombre Descripcion EPSPS
RB7 MAR V2 :: CSVMV promotor v2/ NtOsm 5 UTR v2/ dgt-
1v4/NtOsm 3 UTRv2/AtuORF24 3 UTR V2 :: AtUbi10
pDAB4104 promotor v4 / pat v3/ vector binario AtuORF1 3 UTR v3 TIPS
AtUbi 10 promotor v2 / dgt-3 v2/ AtuORF23 3 UTR v1 :
CsVMV promotor v2 / pat v9 / vector binario AtuORF1 3'UTR
pDAB102715 | v6 GA
AtUbi 10 promotor v2 / dgt-3 v3/ AtuORF23 3 UTR vl :
CsVMV promotor v2 / pat v9/ vector binario AtuORF1 3'UTR
pDAB102716 | v6 GA PS
AtUbi10 promotor v2 / dgt-3 v4 / AtuORF23 3 UTR vl ::
CsVMV promotor v2 / pat v9 / vector binario AtuORF1 3'UTR
pDAB102717 | v6 TIPS
AtUbi10 promotor v2 / dgt-7 v4 / AtuORF23 3 UTR :: CSVMV
pDAB102785 | promotor v2 /DSM-2 v2 / vector binario AtuORF1 3'UTR v6 TIPS

Ejemplo 6: Transformacién en Arabidopsisy Seleccidn
[00230] Transformacion Arabidopsis thaliana. Arabidopsis se transformé utilizando €

método de inmersion floral de Clough y Bent (1998). Una colonia de Agrobacterium seleccionada
que contiene uno de los plédsmidos binarios descritos anteriormente se utilizd para inocular uno o
mas pre-cultivos de caldo Y EP de 100 ml que contiene espectinomicina (100 mg /L) y kanamicina
(50mg/L). El cultivo seincub6 durante lanoche a 28 ° C con agitacion constante a 225 rpm. Las
células se sedimentaron a aproximadamente 5000 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
se descart6 el sobrenadante resultante. El sedimento celular se resuspendio suavemente en un medio
de 400 ml de Dunking que contiene: 5% (w/v) sacarosa, 10 pg/L 6-benzylaminopurine, y 0.04%
Silwet™ L-77. Plantas aproximadamente de 1 mes de edad se sumergieron en el medio durante 5-

10 minutos con agitacion suave. Las plantas fueron colocadas de lado y cubiertas con bolsas de
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pléstico transparentes u opacas durante 2-3 horas, y luego se coloca en posicion vertical. Las plantas
se cultivaron a 22 ° C, con luz durante 16-horas / 8-horas a oscuro.  Aproximadamente 4 semanas
después de lainmersidn, las semillas se cosecharon.

[00231] Seleccion de plantas transformadas. Semillas recién cosechadas T1 [que contiene

dgt y casetes de expresén DSM-2] se dgaron secar durante 7 dias a temperatura ambiente.
Semillas T1 se sembraron en bandgjas de germinacion de 26,5 x 51-cm , recibiendo cada uno una
parte aicuota de 200 mg de semillas T1 estratificadas (~10.000 semillas) que habia sido
previamente suspendida en 40 ml de solucion a 0,1% de agarosay se almacend a4 ° C durante 2
dias para completar los requisitos de latencia y garantizar la germinacion sincronizada de las
semillas.

[00232] Sunshine Mix LP5 estaba cubierto con vermiculita fina y sub-irrigacion con
solucion de Hoagland hasta su humidificacion, después ocurrié el drengje por gravedad. Cada parte
adicuota de 40 ml de semilla estratificada se sembrd uniformemente sobre la vermiculita con una
pipetay se cubrid con cubiertas de humidificacion durante 4-5 dias. Las cubiertas se eliminaron 1
dia antes de la seleccion inicial transformante utilizando una pulverizacion de post-emergencia
glufosinato (seleccionar parael DSM-2 gen co-transformado).

[00233] Siete dias después de lasiembra (DAP) y de nuevo 11 DAP, plantas T1 (cotiledon
y etapa 2-4-LF, respectivamente) se pulverizaron con una solucién de 0,2% de herbicida Liberty
(200 g a / L glufosinato, Bayer Crop Sciences, Kansas City, MO) en un volumen de pulverizacion
de 10 ml / bandga (703 L / ha) utilizando una boquita de pulverizacién DeVilbiss de aire
comprimido para proporcionar una tasa efectiva de 280 g de glufosinato ai / ha por aplicacion. Las
sobrevivientes (plantas en crecimiento activo) se identificaron 4-7 dias después de la pulverizacion
final y se trasplantaron individualmente en potes de 3 pulgadas preparados por medio de macetas
(Metro Mix 360). La plantas trasplantadas se cultivaron en € invernadero (22 + 5 ° C, 50 £ 30%
HR, 14 h luz: 10 oscuridad, minimo 500 naturales pE/m2sl + luz suplementaria). El andlisis de
confirmacion molecular se complet6 en las plantas T1 supervivientes para confirmar que € gen de
toleranciaa glifosato se habiaintegrado de forma estable en el genoma de las plantas.

[00234] Confirmacion Molecular . La presencia del dgt-28 y de los transgenes DSM-2 sin

el genoma de las plantas Arabidopsis que fueron transformados con pDAB107527, pDAB105530,
pDAB105531, pDAB105532, pDAB105533, o pDAB105534 fue confirmado. La presencia de

estas secuencias de polinucledtidos que se confirmo a través de ensayos con sondas de hidrdlisis, la
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casete de expresion de genes de PCR (también descrito como unidad de transcripcion de planta PCR
- PTU PCR), andlisis de Southern blot y analisis cuantitativos de PCR de transcripcién inversa.

[00235] Las plantas T1 de Arabidopsis fueron seleccionados inicialmente mediante un
ensayo de sonda de hidrdlisis, andoga a TAQMAN ™, para confirmar la presencia de DSM-2 y
transgenes DGT-28. Eventos se cribaron a través de PCR de casete de expresién gen para
determinar s € casete de expresidon de dgt esta completamente integrado en los genomas de las
plantas sin reordenamiento. Los datos generados a partir de estos estudios se utilizaron para
determinar el nimero de copias de transgenes e identificar algunos eventos de Arabidopsis para la
autofecundacion 'y € avance de lageneracion T,. Las avanzadas plantas T, de Arabidopsis también
fueron examinados a través de ensayos con sondas de hidrélisis para confirmar la presencia y
estimar e nimero de copias de los genes DSM-2 y de dgt dentro del cromosoma de la planta.
Finamente, un ensayo de transferencia Southern blot se usa para confirmar el nimero de copias
estimado en un subconjunto de las plantas T; de Arabidopsis.

[00236] Ensayos similares se utilizaron para confirmar la presencia de transgén DGT-1de
plantas transformadas con pDABA4101, la presencia del transgén dgt-32 a partir de plantas
transformadas con pDAB107532, la presencia del transgén dgt-33 a partir de plantas transformadas
con pDAB107534, la presencia de la dgt-3 transgén de plantas transformadas con pDAB102715, la
presencia de la dgt-3 transgén de plantas transformadas con pDAB102716, |a presencia del transgén
dgt-3 de plantas transformadas con pDAB102717, y la presencia del transgén dgt-7 desde plantas
transformadas con pDAB102785.

[00237] Prueba de sonda Hydrolysis. NUmero de copias se determind en las plantas T, y

T, de Arabidopsis utilizando la prueba de sonda de hidrdlisis descrita a continuacion. Las plantas
con numeros variables de transgenes se identificaron y se adelantaron para posteriores estudios de
toleranciaal glifosato.

[00238] Las muestras de tejido se recogieron en placas de 96 pocillosy se liofilizé durante
2 dias. Lamaceracion del tejido se realizo con un pulverizador de tejido KLECO ™ y los granos de
tungsteno (Environ Meta Inc., Sweet Home, Oregon). Después de la maceracion del tgido, €
ADN gendmico se aidd con dto rendimiento usando € kit Plant Biosprint ™96 (Qiagen ™,
Germantown, MD) segun € protocolo sugerido por € fabricante. EIl ADN gendmico se cuantifica
mediante KIT DE PRUEBA DE QUANT-IT™ PICO GREEN DNA (Sondas Moleculares,
Invitrogen, Carlsbad, CA). ADN gendémico fue cuantificado a alrededor de 2 ng / | parala prueba de
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sonda de hidrdlisis usando un manipulador de liquidos automatizado BIOROBOT3000 ™ (Qiagen,
Germantown, MD). Determinacion de niumero de Copia Transgene mediante el ensayo de hidrdlisis
de la sonda se rediz6 por PCR en tiempo real utilizando € LightCycler ® 480 sistema (Roche
Ciencias Aplicadas, Indiangpolis, IN). Los ensayos fueron disefiados para € DSM-2, dgt-28 y €
gen de referenciainterna, TAFI115 (GenBank ID: NC 003075; Duarte et &l ., (201) BMC Evol. Bial.,
10:61).\

[00239] Para amplificacion, LIGHTCY CLER®480 Sondas Master Mix (Roche Applied
Science, Indiangpolis, IN) se prepard a una concentracion finad 1X en un volumen de reaccion
multiplex 10 pL que contiene 0.1 uM de cada cebo para DSM-2 y 28-dgt, 0,4 M de cada cebo para
TAFI115y 0.2 uM de cada sonda. Tabla 4. Unareaccién de dos etapas de amplificacion serealizd
con una extension a 60 ° C durante 40 segundos con adquisiciéon de fluorescencia. Todas las
muestras fueron redlizadas y la media de los vaores de ciclo umbra (Ct) se utilizaron para €
andlisis de cada muestra. El andlisis de datos PCR en tiempo red se redizo utilizando €l
softwarel,5 liberaciéon LightCycler ™ usando e mddulo de quant relativo y se basa en € método
AACt. Para esto, una muestra de ADN gendmico a partir de un Unico calibrador de copiay un
control conocido de copia 2 seincluyeron en cada gjecucion. Los resultados de nimero de copias de
la pantala de sonda de hidrdlisis se determinaron para las plantas T1 y T2 de Arabidopsis
transgénicas.

[00240] Tabla 4. Informacion de cebo y de sonda para € ensayo de sonda de hidrélisis
DSM-2, dgt-28 y € gen dereferenciainterna (TAFII15).

Nombre de cebo Secuencia

DSM2A (SEQ ID NO:44) 5 AGCCACATCCCAGTAACGA 3

DSM2S (SEQ ID NO:45) 5 CCTCCCTCTTTGACGCC3

SondaDSM2 Cy5 (SEQ ID NO:46) 5 CAGCCCAATGAGGCATCAGC3
DGT28F (SEQ ID NO:47) 5 CTTCAAGGAGATTTGGCGATTTGT 3
DGT28R (SEQ ID NO:48) 5 GAGGGICGGECATCGTAT 3

Sonda UPL 154 Cat# 04694406001 (Roche, Indianapalis, IN)
Sonda TAFFY-HEX (SEQ ID N0:49) | 5 AGAGAAGI TTCGACGGATTTCGEGEC 3
TAFI115-F (SEQ ID NO:50) 5 GAGGATTAGGGT TTCAACGCGAG 3
TAFII115-R (SEQ ID NO:51) 5 GAGAATTGAGCTGAGACGAGG 3

[00241] Confirmacion de integracidn de dgt-28 via Andlisis de Southern Blot. Andlisis de

Southern blot se utilizé para establecer € patron de integracion del fragmento de hebra-T de ADN
insertado e identificar los eventos que contenian DGT-28. Los datos fueron generados para
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demostrar la integracién y la integridad de las inserciones de transgenes en € genoma de
Arabidopsis. Los datos de Southern blot se utilizaron para identificar la smple integracion de una
copiaintactadel ADN delahebraT. El andisis detallado de Southern blot se llevd a cabo usando
una sonda amplificada de PCR especifica para el casete de expresion del gen dgt-28. La hibridacion
de la sonda con e ADN gendmico que habia sido digerido con fragmentos de ADN genémico de
enzimas identificadas de restriccion especifica, los patrones que se utilizaron para identificar la
longitud completa, eventos T1 transgénicas de smples insercidén para € avance a la siguiente
generacion.

[00242] Las muestras de tgjido se recogieron en 2 ml de tubos cénicos (Eppendorf ™) y se
liofilizo durante 2 dias. Lamaceracion del tejido se realizd con un pulverizador de tejido KLECKO
™ y granos de tungsteno. Después de la maceracion del tgido, € ADN gendmico se ado
utilizando un procedimiento de aidamiento de CTAB. El ADN gendmico fue purificado utilizando
el kit de Tips gendmicos de Qiagen ™. El ADN gendmico se cuantifica mediante kit de prueba de
Quant-IT™ Pico Green DNA (Sondas Moleculares, Invitrogen, Carlsbad, CA). ADN gendmico
cuantificado se gjust6 a4 g para una concentracion constante.

[00243] Para cada muestra, 4 ug de ADN gendmico se digirié completamente con la
enzima de restriccion Swal (New England Biolabs, Beverley, MA) y se incubaron a 25 ° C durante
la noche, luego Nsil se afladio a la reaccion y se incubaron a 37 ° C durante 6 horas. El ADN
digerido se concentré por precipitacion con solucién de precipitacion Quick ™ (Edge Biosystems,
Gaithersburg, MD) seguin el protocolo sugerido por € fabricante. EIl ADN gendmico se resuspendio
luego en 25 L de agua a 65 ° C durante 1 hora. Muestras resuspendidas se cargaron en un gel de
agarosa 0,8% preparado en 1X TAE y sometidas a electroforesis durante lanochea 1,1 V / cm en
1X tampdén TAE. El gel fue sometido de forma secuencial a la desnaturalizacion (0,2 M NaOH /
NaCl 0,6 M) durante 30 minutos, y la neutralizacién (0,5 M TrissHCI (pH 7,5) / NaCl 1,5 M)
durante 30 minutos.

[00244] Latransferenciade fragmentos de ADN a membranas de nylon se llevé a cabo por
solucién capilaridad pasiva 20 X SSC durante la noche através del gel sobre IMMOBILON tratada
™ NY + transferencia de la membrana (Millipore, Billerica, MA) mediante €l uso de una mecha de
papel de cromatografia y todlas de papel. Después de la transferencia, la membrana se lavd
brevemente con 2X SSC, reticulado con € Stratalinker ™ 1800 (Stratagene, La Jolla, CA), y €

vacio al horno a 80 ° C durante 3 horas.
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[00245] Los blots se incubaron con solucién de pre-hibridacion (Hyb Perfect plus, Sigma,
S. Louis, MO) durante 1 horaa 65 ° C en frascos rotatorios de vidrio utilizando un modelo 400 de
incubadora hibridacion (Robbins Scientific, Sunnyvale, CA). Las sondas se prepar6 a partir de un
fragmento de PCR que contiene la secuencia codificadora completa. La amplificacion de PCR se
purifico utilizando el kit de extraccion de gel QIAEX™ |1 y se marcaron con dCTP-a*P através del
kit Random Prime RT IT ™ (Stratagene, La Jolla, CA). Los blots se hibridaron durante la noche a
65 ° C con sonda desnaturalizada afadio directamente a tampdn de hibridaci dn a aproximadamente
2 millones de conteos por transferencia por ml. Después de la hibridacion, las transferencias se
lavaron secuenciamente a 65 °C con 0.1X SSC / 0.1% SDS durante 40 minutos. Por dltimo, los
blots fueron expuestos a pantallas de imagenes de almacenamiento de fosforo y usando sistema de
formacion de imagenes de Molecular Dynamics Storm 860 ™.

[00246] Los andlisis de Southern blot completados en este estudio se utilizaron para
determinar € nimero de copias y confirmar que los eventos seleccionados contenian € transgén
dgt-28 dentro del genoma de Arabidopsis.

[00247] Confirmacion de casete de expresén de dgt-28 via Andisis de PCR. La

presencia de expresion de la casete del gen dgt-28 contenida en los eventos de plantas T1 fue

detectada por un punto fina de reaccion de PCR. Los cebos (Tabla 5) especifico para el promotor
AtUbi10 v2 y regiones vl AtuORF23 UTR 3 'del casete de expresion del gen dgt-28 fueron
utilizados para la deteccion.

[00248] Tabla 5. Los cebos de oligonucledtidos utilizados para la confirmacidn de casete
de expresion del gen dgt-28.

Nombre de cebo Secuencia

Sonda TAFFY-HEX (SEQID

NO:52) 5 CTGCAGGTCAACGGATCAGGATAT 3
Oligo revertido (SEQ ID NO:53) | 5 TGEGCTGAATTGAAGACATGCTCC3

[00249] Las reacciones de PCR se requiere un estandar de protocolo de tres pasos de ciclo
de PCR para amplificar € casete de expresidn de gen. Todas las reacciones de PCR se redlizaron
utilizando las siguientes condiciones de PCR: 94 ° C durante tres minutos, seguido por 35 ciclos de
94 ° C durante treinta segundos, 60 ° C durante treinta segundos, y 72 ° C durante tres minutos. Las
reacciones se terminaron mediante el kit EX-TAQ ™ PCR (Takara Biotechnology Inc. Otsu, Shiga,

Japon) seguin las instrucciones del fabricante. Después del ciclo final, lareaccion seincub6éa72° C
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durante 10 minutos. La electroforesis de gel TAE de agarosa se utilizo para determinar e tamafio
del amplicdn de PCR. Amplicones de PCR de un tamafio esperado indicd la presencia de un casete
de expresiéon de longitud completa del gen, estaban presente en € genoma de los eventos de
Arabidopsis transgénicos.

[00250] Confirmacién relativa de la transcripcion de dgt-28 a través del andisis de

transcripcion cuantitativa reversa de PCR. Las muestras de tgjido de plantas transgénicas dgt-28 se

recogieron en placas de 96 pocillosy se congelaron a80 ° C. La maceracién del tejido se realiz6 con
un pulverizador de tgjido KLECO ™ y granos de tungsteno (Environ Metal Inc., Sweet Home,
Oregodn). Después de lamaceracion del tejido, el RNA total se aisl6 en formato de alto rendimiento
usando € kit Plant Biosprint ™96 (Qiagen ™, Germantown, MD) segun € protocolo sugerido por
el fabricante que incluye € tratamiento opcional DNasel en la columna.. Este paso fue seguido
posteriormente por un adicional tratamiento de ADNasal (Ambion ™, Austin, TX) del total delos
eluidos ARN. lasintesis de ADNc se redlizo utilizando €l total de ARN como molde con € kit de
la transcripcion inversa de dta capacidad de cDNA ™ (Applied Biosystems, Austin, TX) segun la
técnica recomendada por € fabricante con la adicién del oligonucledtido, TVN. Cuantificacion de
la expresion se completd mediante € ensayo de hidrdlisis de la sonda y se redizd por PCR en
tiempo real utilizando € LightCycler ® 480 sistema (Roche Ciencias Aplicadas, Indiangpolis, IN).
Los ensayos fueron disefiados por € dgt-28 y € gen de referenciainterna, TAFII15 (GenBank ID:
AT4G24610) utilizando & Software Probe Design 2.0 LIGHTCYCLER®. Para amplificacion,
Sondas Master Mix LIGHTCY CLER®480 (Roche Applied Science, Indiandpoalis, IN) se prepar6 a
una concentracion final 1X en un volumen de reaccion multiplex 10 pL que contiene 0.4 uM de
cadaceboy 0.2 UM de cada sonda. Tabla 6.

[00251] Tabla 6. Los cebos PCR utilizados para € andisis de la transcripcion inversa
cuantitativa PCR de dgt-28.

Nombr e de cebo Secuencia
AT26410LP (SEQ ID NO:54) 5 CGTCCACAAAGCCTGAATGTG3

AT26410RP (SEQID NO:55) | 5 CGAAGICATGGAAGCCACTT3’

UPL 146 Cat# 04694325001 (Roche, Indiangpolis, IN)
DGT28F (SEQ ID NO:56) 5 CTTCAAGGAGATTTGCGATTTGT 3’
DGT28R (SEQ ID NO:57) 5 GAGGGTCGGCATCGTAT 3

Sonda UPL 154 Cat# 04694406001 (Roche, Indianapolis, IN)
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[00252] Se redlizd una reaccion de amplificacion de dos pasos con una extension de 60 °C
durante 40 segundos con adquisicion de fluorescencia. Todas las muestras se realizaron por
triplicado y se emplearon los valores medios del ciclo umbral (Ct) para e andlisis de cada muestra.
Se realiz6 una reaccion de transcripcion inversa menos para cada muestra para asegurarse que no se
encontraba presente contaminacion alguna del gADN. Se realiz6 un andlisis de los datos PCR en
tiempo real basandose en el método CTAA. Este ensayo se usO para determinar la expresion relativa
de eventos dgt-28 en  Arabidopsis transgénica que se determinaron eran hemicigéticos y
homocigdticos. Los niveles de transcripcion relativos ddd mARN dgt-28variaban desde un
plegamento de 2,5 a un plegamento de 207,5 mayor que € control interno. Estos datos indican que
las plantas transgénicas dgt-28 contenian una casete de expresion genética funciona del dgt-28 y
que las plantas eran capaces de transcribir el transgén dgt-28.

[00253] Andlisis de Western Blot. Se detecté DGT-28 en muestras de hojas obtenidas de

plantas Arabidopsis thaliana transgénicas. Los extractos de plantas procedentes de plantas
transgénicas dgt-28 y los esténdares de proteina DGT-28 se incubaron con una solucion tamponada
de muestra NUPAGE® LDS (Invitrogen, Carlsbad, CA) que contenia DTT a 90 °C durante 10
minutos y se separé electroforéticamente en un gel prefabricado de acrilamida.  Posteriormente las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa usando el protocolo del fabricante.
Tras bloquearlo con la mezcla de bloqueo WESTERNBREEZE® (Invitrogen) se detect la proteina
DGT-28 mediante un antisuero anti-DGT-28 seguido por antifosfatasa de cabra anti-congjo. La
proteina detectada se visualiz6 mediante € reactivo de andlisis Western BCIP/NBT de sustrato de
quimioluminiscencia (KPL, Gaithersburg, MD). La produccion de proteina DGT-28 intacta via
Western Blot indicaba que las plantas transgénicas dgt-28 que fueron sometidas a ensayo
expresaban la proteina DGT-28.

Ejemplo 7: Tolerancia al glifosato

[00254] Las plantas transgéenicas T, Arabidopsis que contenian € transgén dgt-28 fueron
pulverizadas con diferentes tasas de glifosato. Se aplicaron tasas elevadas en este estudio para
determinar los niveles de resistencia relativos (105, 420, 1,680 o 3,360 g ae/ha). Unatasade uso 1X
tipica de glifosato que controlarala Arabidopsis es 420 g ae/ha. Las formulaciones de glifosato con
la incorporacion de sulfato de amonio se aplicaron a las plantas con un rociador automético
calibrado en 187 L/ha. Las plantas T, Arabidopsis que se usaron en este estudio presentaban un
nimero de copias variable del transgén dgt-28. Las plantas con una copia bgja de dgt-28 T,
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Arabidopsis presentaban autopolinizacion y se empleaban para producir plantas T,. Latabla 7
muestra la comparacion de plantas transgénicas dgt-28, extraidas de un gen con resistencia a
herbicidas con glifosato, dgt-1, y controles de plantas naturales. La tabla 8 muestrala comparacion
de plantas transgénicas dgt-32, y dgt-33extraidas de un gen con resistencia a herbicidas con
glifosato, dgt-1, y controles de plantas naturales. La tabla 9 muestra la comparacion de enzimas
sintasa EPSP bacterianas noveles con enzimas sintasa Clase | EPSP 'y los controles con una tasa de
glifosato de 1,680 g ae/ha.

[00255] Resultados de la seleccion de dlifosato de plantas dgt-28 Arabidopsis

transformadas Se eligieron en primer lugar los transformantes del Arabidopsis T; a partir de la
naturalidad de semillas sin transformar usando un esquema de seleccion de glifosinato.  Se
analizaron tres planos 0 30.000 semillas de cada elemento T1. Las plantas T arriba seleccionadas
estaban caracterizadas molecularmente y e nimero de plantas con copias se trasplantd
posteriormente a macetas individuales y se pulverizaron con varias tasas de glifosato comercia
descrito previamente. La respuesta de estas plantas se presenta en términos de % de lesiones
visuales 2 semanas después dd tratamiento (WAT). Los datos se presentan en una tabla que
muestra las plantas individuaes que no presentan lesiones o lesiones pequefias (<20%), lesiones
moderadas (20-40%) o lesiones graves (>40%). Se presenta una media aritméticay una desviacion
esténdar de cada dementos usado para la transformacion de Arabidopsis. La variedad en la
respuesta individual se indica asmismo en la dltima columna de cada tasa y transformacion. La
Arabidopsis natural, no -transformada (c.v. Columbia) funcionaba como control sensible al
glifosato.

[00256] El nivel de respuestade la plantavariaba. Esta variacion puede atribuirse al hecho
de que cada planta representa un evento de transformacion independiente y asi € niimero de copias
dd gen de interés varia de planta a planta.  Se observé que agunas plantas que contenian €
transgén no toleraban e glifosato; no se completd un andisis completo para determinar S estas
plantas expresaban € transgén. Es probable que la presencia de un nimero de copias eevado del
transgén en las plantas T, Arabidopsis provocara una silenciacion de transgén u otros efectos
epigenéticos que provocaron sensibilidad al glifosato, a pesar de la presenciadel transgén dgt-28.

[00257] Se presenta una media de lesiones de la poblacion generd segun tasas en la Tabla
9 para tasas de glifosato de 1,680 g ae/ha para demostrar la notable diferencia entre las plantas

transformadas con dgt-3, dgt-7, dgt-28, dgt-32, y dgt-33 frente alos controles dgt-1 y naturales.
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[00258] La tolerancia que ofrece las dintasas bacterianas noveles EPSP variaba
dependiendo de las enzima especifica. DGT-28, DGT-32, y DGT-33 inesperadamente ofrecieron
una notable tolerancia al glifosato. Los genes dgt impartian resistencia ad herbicida a plantas
individudes T, Arabidopsis en todos los péptidos de transito testados. Como tales, € uso de
péptidos de transito para su importacién a cloroplastos adicionales (esto es, TraP8 — dgt-32 o TraP8
— dgt-33) ofrecerian proteccion a glifosato con niveles de lesiones similares a los reportados dentro
del tratamiento dado.

[00259] Tabla7. Larespuestadel dgt-28 transformado T, Arabidopsis a unadiversidad de
tasas de glifosatos aplicados postemergencia, en comparacion con una poblacion de dgt-1 (Ta)

resistente a los homocigotos, y un control no transformado. % de lesiones visuales a 14 dias tras la

aplicacion.

pDAB107527: TraP4 v2 --
dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
Medias <20% 20-40% | >40% | | Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 4 0 0 3.8 7.5 0-15
420 g ae/ha glifosato 2 1 1 288 | 281 0-65
1.680 g ae/ha glifosato 0 2 2 55.0 | 26.8 35-85
3.360 g ae/ha glifosato 0 2 2 43.8 | 18.0 30-70
pDAB105530: TraP5v2 --
dgt-28 vb % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
Medias <20% 20-40% | >40% | | Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 6 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 2 2 2 393 | 374 8-100
420 g ae/ha glifosato 1 4 1 33.0 | 26.6 8-85
1.680 g ae/ha glifosato 0 4 2 475 | 275 25-85
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 6 76.7 | 13.7 50-85




pDAB105531: TraP8v2 --
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dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
Medias <20% 20-40% | >40% | | Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 3 1 0 10.8 | 104 0-25
420 g ae/ha glifosato 3 0 1 228 | 186 8-50
1.680 g ae/ha glifosato 4 0 0 53 |38 0-8
3.360 g ae/ha glifosato 0 4 0 293 | 6.8 22-35
pDAB105532: TraP9 v2 --
dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv. | Gama
Medias <20% 20-40% | >40% Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 3 0 1 175 | 28.7 0-60
420 g ae/ha glifosato 1 1 2 395 | 251 18-70
1.680 g ae/ha glifosato 3 0 1 263 | 36.1 5-80
3.360 g ae/ha glifosato 3 0 1 258 | 329 875
pDAB105533: TraP12v2--
dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv. | Gama
Medias <20% 20-40% | >40% | | Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 5 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 4 1 0 10.0 | 10.0 0-25
420 g ae/ha glifosato 1 1 3 53.6 |34.6 8-85
1.680 g ae/ha glifosato 4 1 0 110 |82 0-20
3.360 g ae/ha glifosato 0 2 3 55.0 | 255 25-80
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pDAB105534: TraP13v2--
dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
Medias <20% 20-40% | >40% Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 5 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 4 0 1 14.0 | 20.6 0-50
420 g ae/ha glifosato 3 1 1 176 | 195 0-50
1.680 g ae/ha glifosato 3 0 2 39.0 | 471 5-100
3.360 g ae/ha glifosato 2 2 1 312 | 223 18-70
pDAB4104: dgt-1 (control
transformado) % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
Medias <20% 20-40% | >40% Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 5 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 0 0 4 80.0 |00 80
420 g ae/ha glifosato 0 0 4 80.0 |00 80
1.680 g ae/ha glifosato 0 0 4 80.0 |00 80
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 813 |25 80-85
WT (control no transformado) | % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
Medias <20% 20-40% | >40% Med. | Est. (%)
0 g ae/haglifosato 5 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 | 0.0 100
420 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 | 0.0 100
1.680 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 | 0.0 100
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 | 0.0 100

[00260] Tabla 8. La respuesta del dgt-32, y dgt-33 transformado Ti aravidopss @ Una

diversidad de tasas de glifosatos aplicados postemergencia, en comparacion con una poblacion de
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dg-1 (T4) resistente a los homocigotos, y un control no transformado. % de lesiones visudes a 14

diastrasla aplicacion.

pDAB105532; TraP14 v2 -- dgt-32
v5 % de lesiones % de lesiones

<20 Desv.
Medias % | 20-40% | >40% | | Med. | Est. Gama (%)
0 g ae/lhaglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 4 0 0 00 |00 0
420 g ae/ha glifosato 2 0 2 30.0 | 294 0-60
1.680 g ae/ha glifosato 3 0 1 175 | 218 5-50
3.360 g ae’ha glifosato 0 3 1 350 | 300 20-80
pDAB105534: TraP24 v2 -- dgt-33
v5 % delesiones % de lesiones

<20 Desv.
Medias % | 20-40% | >40% | | Med. | Est. Gama (%)
0 g ae/lhaglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 2 2 0 21.3 | 149 5-40
420 g ae/ha glifosato 1 1 2 46.3 | 30.9 5-70
1.680 g ae/ha glifosato 1 0 3 62.5 | 38.8 5-90
3.360 g ae/ha glifosato 1 0 3 62.0 | 36.0 8-80
pDAB4104: dgt-1 (control
transformado) % de lesiones % de lesiones

<20 Desv.
Medias % | 20-40% | >40% | | Med. | Est. Gama (%)
0 g ae/lhaglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 0 2 3 425 | 150 20-50
420 g ae/ha glifosato 0 1 2 388 | 111 25-50
1.680 g ae’ha glifosato 0 0 4 79.0 | 194 50-90




3.360 g ae/ha glifosato 0 ‘ 0 ‘ 4 50.0 ‘ 0.0 ‘ 50
WT (control no transformado) % de lesiones % de lesiones
<20 Desv.
Medias % 20-40% | >40% Med. | Est. Gama (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 00 |00 0
105 g ae/ha glifosato 0 0 4 85.0 |00 85
100.
420 g ae/ha glifosato 0 0 4 0 0.0 100
100.
1.680 g ae/ha glifosato 0 0 4 0 0.0 100
100.
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 0 0.0 100

[00261] Tabla9. Larespuestadel dgt-28, dgt-32, dgt-33, dgt-3, y dgt-7 transformado T1

Arabidopsis & Qlifosatos aplicados postemergencia a 1,680, en comparacion con una poblacion de gg-1

(T4) resistente a los homocigotos, y un control no transformado. % de lesiones visuaes a 14 dias

tras laaplicacion.

% de lesiones % de lesiones
20- Desv. | Gama
<20% | 40% | >40% Med. | Est. (%)
Enzimas TraP4 v2 -- dgt-
bacterianas | pDAB107527: | 28 v5 0 2 2 55.0 |26.8 | 3585
TraP5 v2 -- dgt-
pDAB105530: | 28 v5 0 4 2 475 | 275 | 2585
TraP8 v2 -- dgt-
pDAB105531: | 28 V5 4 0 0 53 |38 0-8
TraP9 v2 -- dgt-
pDAB105532: | 28 V5 3 0 1 26.3 |36.1 |580
TraP12 v2 --
pDAB105533: | dgt-28 v5 4 1 0 11.0 |82 0-20
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TraP13v2 --
pDAB105534: | dgt-28 v5 3 39.0 (471 |5-100
TraP14 v2 --
pDAB107532: | dgt-32 v5 3 175 | 218 |550
TraP24 v2 --
pDAB107534: | dgt-33 v3 625 | 388 |590
Enzimas pDAB102715: | dgt-3 v2 4 42 48 0-100
clasel pDAB102716: | dgt-3 v3 14 23 0-40
10-
pDAB102717: | dgt-3 v4 28 35 100
pDAB102785: | dgt-7 v4 45 21 30-60
dgt-1 (control
pDAB4104. transformado) | O 80.0 | 0.0 80
WT (control no
- transformado) | O 100.0| 0.0 100

[00262] dgt-28 como un marcador seleccionable. El uso de dgt-28 como un marcador

sdleccionable como agente de sdleccidon de glifosato se testd con las plantas transformadas
Arabidopsis descritas arriba. Aproximadamente se mezclaron 50 semillas T de 4 generacion
Arabidopsis (homocigotas para dgt-28) en aproximadamente 5,000 semillas naturales (sensibles al
glifosato). Las semillas se germinaron y las pléantulas se pulverizaron con una dosis seleccionada de
glifosato. Se compararon varios tratamientos de glifosato; cada bandegja de plantas recibié bien una
o dos temporalizaciones de aplicacion de glifosato en uno de los siguientes programas de
tratamiento: 7 DAP (dias tras su plantacion), 11 DAP o 7 seguido de 11 DAP. Como todas las
plantas asimismo contenian un gen de resistencia al glifosato en el mismo vector de transformacion,
que contenian las plantas seleccionadas con glifosato dgt-28 se pudieron comparar directamente con
plantas seleccionadas con glufosinato que contenian DSM-2 o pat.

[00263] Los tratamientos con glifosinato se aplican con una punta de pulverizador
DeVilbiss™, tal como se ha descrito previamente. Las plantas transgénicas que contienen dgt-28 se
identifican como "resistentes’ 0 "sensibles’ a 17 DAP. Los tratamientos de glifosato 26.25-1680 g
ae/ha que se aplican 7 y 11 dias después de la plantacion (DAP) muestras una seleccidn efectiva de
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plantas transgénicas Arabidopsis que contienen dgt-28. Se contaron las plantas sensibles y
resistentes y se descubrié que & nimero de plantas sensibles a glifosato se relacionaba con €
nimero original de semillas transgénicas que contenian € transgén dgt-28 que se plant6. Estos
resultados indican que € dgt-28 se puede usar de forma efectiva como un marcador seleccionable
alternativo para una poblacién de Arabidopsis transformadas.

[00264] Heredabilidad. Los eventos de T; Arabidopsis transgénicos confirmados se
autopolinizaron para producir semillas T.. Se testé a la progenie de estas semillas aplicando €
herbicida Ignite™ que contiene glufosinato (200 g ag’ha) en 100 descendientes T, aleatorias. Cada
planta individual T, se transplanté a macetas de 7.5 cm2 antes de la aplicacion de la pulverizacion
(pulverizadores a una tasa de aplicacion de 187 L/ha). Las familias T, (plantas T,) se separaron en
Resistentes 3 anticipadas: 1 modelo sensible para un Unico locus predominantemente heredado con
herencia mendeliana tal y como lo determina e andlisis chi cuadrado (P > 0.05). El porcentgje de
familias T1 que se separaron con la herencia mendeliana esperada aparece ilustrado en la Tabla 10,
y demuestra que la caracteristica dgt-28 se transmite via herencia mendeliana ala generacion de To.
Se recogieron semillas desde 5 a 15 individuos de T, (semillas T3). Veinticinco hermanas de T3 de
cada 3-4 familias de T, seleccionadas aleatoriamente se testaron de forma progénica tal y como se
ha descrito previamente. Los datos no mostraron ninguna separacion y asi demostraron que dgt-28
y dgt-3 se integran de forma estable con € cromosoma y se heredan de forma menddliana en a
menos tres generaci ones.

[00265] Tabla 10. Porcentgje de familias T1 (plantas T,) que se separan como herencia

simple mendeliana en un test de progenie de 100 plantas.

Gen deinterés Familias T1 testadas que se

separan a 1 locus (%)

dgt-3 v2 64%
dgt-3v3 60%
dgt-3v4 80%
dgt-7 v4 63%

TraP5 v2 -- dgt-28 v5 100%
TraP8 v2 -- dgt-28 v5 100%
TraP9v2 -- dgt-28 v5 100%
TraP12 v2 -- dgt-28 v5 50%
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TraP13 v2 -- dgt-28 v5 75%
yfp Plantas de control 100%

transgénicas

[00266] Datos de T, Arabidopsis. Las plantas de segunda generacion (T2) de eventos

seleccionados T, Arabidopsis que contenian unos nimeros bajos de copias del transgén dgt-28 se
caracterizaron més por su tolerancia d glifosato. Se seleccionaron veinticinco plantas por linea con
glufosinato, como se ha descrito anteriormente, y lineas de cada constructo probado no se
segregaron para € gen marcador seleccionable. El glifosato se aplicO como se describe
anteriormente. La respuesta de estas plantas se presenta en términos de % de lesiones visuales 2
semanas después dd tratamiento (WAT). Los datos se presentan en una histograma de individuos
gue no presentan lesiones o lesiones pequefias (<20%), lesiones moderadas (20-40%) o lesiones
graves (>40%). Se presenta unamedia aritméticay una desviacion estdndar de cada elemento usado
para latransformacion de Arabidopsis. La variedad en larespuestaindividual se indicaasimismo en
la dltima columna de cada tasa y transformacion. El Arabidopsis natura sin-transformar  (cv.
Columbia) sirvié como un control sensible a glifosato. En la generacion T, se disponian de plantas
hemicigotos y homocigotos para las pruebas en cada evento y por lo tanto, se incluyeron para cada
tasa de glifosato ensayada. L as plantas hemicigotas contienen dos alelos diferentes en un solo lugar,
en comparacion con las plantas homocigoticas que contienen los mismos dos alelos en un lugar. La
variabilidad de larespuesta a glifosato se espera en la generacion T,, como resultado de la diferencia
en la dosis génica para hemicigotos en comparacion con las plantas homocigotas. La variabilidad en
larespuesta a glifosato se refleja en la desviacion estandar y la amplitud de respuesta.

[00267] Enlageneracion T, tanto |os eventos de una Unica copia como |os de multicopia de
dot-28 se caracterizaron por la tolerancia a glifosato. Dentro de un evento, las plantas con una
Unica copia mostraron niveles de tolerancia similares a glifosato. Los datos caracteristicos de los
eventos de una Unica copia de T, se presentan en la Tabla 11. aquellos eventos que contenian dgt-
28 vinculados con TraP5 v2 no ofrecieron una gran tolerancia a glifosato en comparacién con los
elementos dgt-28 que contenian otros péptidos de trénsito TraP. No obstante, 1os elementos TraP5
dgt-28 ofrecieron un nivel bajo de tolerancia a glifosato en comparacién con € control Columbia
sn transformar. Hubo gemplos en € que se demostré que los eventos que contenian dos 0 méas

copias de dgt-28 era méas susceptibles de presentar tasas elevadas de glifosato (los datos no 1o
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confirman). Este incremento en la sensibilidad al glifosato es similar a los datos descritos
previamente en las plantas T, que asimismo contenian un alto nimero de copias del transgén dgt-28.
Es probable que la presencia de un nimero de copias elevado del transgén en las plantas
Arabidopsis provocara una silenciacion del transgén u otros efectos epigenéticos que provocaron
sensibilidad al glifosato, a pesar delapresenciadel transgén dgt-28.

[00268] Estos eventos contenian dgt-28 vinculado con TraP5 v2 (pDAB105530), TraP12
v2 (pDAB105533) y TraP13 v2 (pDAB105534).

[00269] Ademés de dgt-28, los eventos T, Arabidopsis transformados con dgt-3 se
presentan en la Tabla 12. Al igua que se describe para los eventos de dgt-28 en la Tabla 11, la
tabla de datos contiene un evento representativo que es caracteristico de la respuesta al glifosato de
cada demento. Para la caracterizacion del dgt-3 los elementos que contenian una PTU Unica
(unidad de transformacion de plantas) con € gen dgt-3 impulsado por € promotor AtUbil0
(pDAB102716, FIG. 45y pDAB102715, FIG. 10) se compararon con elementos con el mismo gen
que contenian 2 PTU del gen (pDAB102719, FIG. 32; pDAB102718, FIG. 33). Los eementos
gue contenian 2 PTU usaban & promotor AtUbi10 para impulsar una copia del gen 'y € promotor
CsVMYV paraimpulsar la otra copia. Se incorpor6 € uso del PTU doble para comparar las plantas
transgénicas con dgt-3 con las plantas transgénicas con dgt-28 que contenian dos copias del
transgén. Los datos demostraron que los eventos de una Unica copia de T dgt-3 con un Unico PTU
era mas susceptibles a glifosato que aquellos eventos de una sola copia de dgt-28 testados, pero
eran mas tolerantes que los del control sin transformar. Las familias de T; que contenian 2 PTU del
gen dgt-3 ofrecieron un mayor nivel de tolerancia visud a glifosato en comparacion con los
elementos de 1 PTU. En ambos gemplos, se compararon las familias de T, con dgt-1 y con
controles naturales. Los datos de T, demuestran que € dgt-28 ofrece una gran tolerancia a igual
que los eventos de una Unica copia.

[00270] Tabla 11 Respuesta de los eventos individuales seleccionados de T, Arabidopsis
que contienen dgt-28 al glifosato aplicado postemergencia a tasas variables, en comparacién con una
poblacion de dgt-1 (T,) resistente al homocigoto, y control sin transformar. % de lesiones visuales a
14 diastras la aplicacion.

pDAB105530: TraP5
v2 - dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones
Desv.
1 copia <20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)
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0 g ae/lhaglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 0 0 4 75.0 17.8 50-90
840 g ae/ha glifosato 0 0 4 80.0 20.0 50-90
1.680 g ae/ha glifosato 0 0 4 75.0 10.8 60-85
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 76.3 4.8 70-80
pDAB105531: TraP8
V2 - dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv.
1 copia <20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 4 0 0 0.5 1.0 0-2
840 g ae/ha glifosato 4 0 0 1.3 2.5 0-5
1.680 g ae/haglifosato | 4 0 0 7.5 5.0 5-15
3.360 g ae/ha glifosato 4 0 0 7.5 6.5 0-15
pDAB105532: TraP9
V2 - dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv.
1 copia <20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)
0 g ae/ha glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 4 0 0 2.0 4.0 0-8
840 g ae/ha glifosato 4 0 0 9.0 2.0 8-12
1.680 g ae/haglifosato | 4 0 0 7.3 4.6 2-12
3.360 g ae/ha glifosato 4 0 0 11.0 1.2 10-12
pDAB105533:
TraP12 v2 - dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv.
1 copia <20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
840 g ae/ha glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
1.680 g ae/haglifosato | 4 0 0 0.0 0.0 0
3.360 g ae/ha glifosato 3 1 0 13.3 7.9 8-25
pDAB105534:
TraP13 v2 - dgt-28 v5 % de lesiones % de lesiones

Desv.
1 copia <20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 3 1 0 5.0 10.0 0-20
840 g ae/ha glifosato 3 1 0 5.0 10.0 0-20
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1.680 g ae/ha glifosato 2 2 0 10.0 11.5 0-20
3.360 g ae/ha glifosato 2 2 0 15.0 12.2 5-30
WT (control no
transformado) % de lesiones % de lesiones

Desv.

<20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)

0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 0.0 100
840 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 0.0 100
1.680 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 0.0 100
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 100.0 0.0 100
pDAB4104: dgt-1
(control transformado) % de lesiones % de lesiones

Desv.
1 copia <20% | 20-40% | >40% Med. Est. Gama (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
420 g ae/ha glifosato 0 4 0 375 2.9 35-40
840 g ae/ha glifosato 0 0 4 45.0 0.0 45
1.680 g ae/ha glifosato 0 0 4 475 2.9 45-50
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 50.0 0.0 50

[00271] Tabla 12. Respuesta de los eventos seleccionados de T, Arabidopsis

transformados con dgt-3 al glifosato aplicado postemergencia a tasas variables. % de lesiones
visuales a 14 dias tras la aplicacion.
pDAB102716: dgt-3
v3 (1 PTU) % de lesiones % de lesiones
Desv. Gama
1 copia segundo <20% | 20-40% | >40% Med. Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0 0 0
420 g ae/ha glifosato 1 1 2 39 25 15-65
840 g ae/ha glifosato 0 2 2 50 23 30-70
1.680 g ae/ha glifosato 0 1 3 69 19 40-80
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 79 6 70-85
pDAB102719: dgt-3
v3 (2 PTU) % de lesiones % de lesiones
Desv. Gama
1 copia segundo <20% | 20-40% | >40% Med. Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0 0 0
420 g ae/ha glifosato 0 4 0 20 0 20
840 g ae/ha glifosato 0 3 1 38 5 35-45
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1.680 g ae/ha glifosato 3 1 0 15 7 10-25
3.360 g ae/ha glifosato 2 2 0 21 8 15-30
pDAB102715: dgt-3
V2 (1 PTU) % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
1 copia segundo <20% | 20-40% | >40% Med. Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0 0 0
420 g ae/ha glifosato 2 2 0 26 16 10-40
840 g ae/ha glifosato 0 2 2 55 17 40-70
1.680 g ae/ha glifosato 0 2 2 56 22 3575
3.360 g ae/ha glifosato 0 0 4 65 17 50-80
pDAB102718: dgt-3
V2 (2 PTU) % de lesiones % de lesiones

Desv. Gama
1 copia segundo <20% | 20-40% | >40% Med. Est. (%)
0 g ae/haglifosato 4 0 0 0 0 0
420 g ae/ha glifosato 4 0 0 5 7 0-15
840 g ae/ha glifosato 2 2 0 23 10 15-35
1.680 g ae/ha glifosato 3 0 1 20 20 5-50
3.360 g ae/ha glifosato 1 1 2 36 22 15-60

[00272] Datos de Arabidopsis T3 Las plantas de tercera generacion (T3) de eventos de

Arabidopsis T, seleccionados que contenian un bajo nimero de copias del transgén dgt-28 se
caracterizan ademés por su tolerancia a glifosato. Veinticinco plantas por hilera se seleccionaron
con glufosinato, tal y como se ha descrito, y las hileras de cada constructo examinado no se
segregaron para el gen marcador seleccionable. Se aplico glifosato seguiin se describi¢ anteriormente.
La respuesta de las plantas se presenta en términos de % de lesion visual 2 semanas después del
tratamiento (WAT). Los datos se presentan como un histograma de los individuos que exhiben
pocas 0 ninguna lesion (<20%), lesion moderada (20-40%), o lesién grave (>40%). Se presentan una
media aritmética y desviacion estandar para cada constructo utilizado para la transformacion de
Arabidopsis. También se indica en la Ultima columna el rango en respuesta individual para cadatasa

y transformacién. La Arabidopsis no-transformada (cv. Columbia) tipo silvestre sirvié como un

control sensible a glifosato.
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[00273] Tabla 13.Respuesta de eventos individuales de Arabidopsis T3 seleccionados que
contienen dgt-28 a glifosato aplicado postemergencia a diferentes ratios, en comparacion con una
poblacién resistente homocigota dgt-1 (T4) y un control no transformado. Porcentaje de lesion

visual 14 dias después de la aplicacion.

Rango % de Lesiones (No.
Replicados Andlisis % de Lesion
Rango % de Lesiones (No.
Replicados Andlisis % de Lesion
Rango % de Lesiones (No.
Replicados Andlisis % de Lesion
<20% | 20-40% >40% Med | D.Est. | Rango (%)
Rango % de Lesiones (No.
Replicados Andlisis% de Lesion
<20% | 20-40% >40% Med | D.Est. | Rango (%)




104

Rango % de Lesiones (No.

Replicados

Andlisis% de Lesidon

<20% | 20-40% >40%

Med | D.Est. | Rango (%)

Rango % de Lesiones (No.

Replicados

Andlisis% de Lesidon

<20% | 20-40% >40%

Med | D.Est. | Rango (%)

Rango % de Lesiones (No.

Replicados

Andlisis% de Lesidon

<20% | 20-40% >40%

Med | D.Est. | Rango (%)

Rango % de Lesiones (No.

Replicados

Andlisis% de Lesion

<20% | 20-40% >40%

Med | D. Est. Rango (%)

Rango % de Lesiones (No.

Replicados

Andlisis% de Lesion




105

Rango % de Lesiones (No.
Replicados Andlisis% de Lesion
<20% | 20-40% >40% Med | D.Est. | Rango (%)

[00274] Sdleccion de plantas transformadas. Semillas T, [dgt-31, dgt-32, y dgt-33 gen vl]
recién cosechadas se dgjaron secar a temperatura ambiente y se enviaron a Indiangpolis para

pruebas. Las semillas T, fueron sembrada en bandejas de germinacion de 26.5 x 51cm (T.O. Plastics
Inc., Clearwater, MN), cada una recibiendo aicuotas de 200 mg de semillas T; edtratificadas
(~10.000 semillas) que habian sido previamente suspendidas en 40 ml de solucién de agarosa d
0.1% y dmacenadas a 4 °C durante 2 dias para completar |os requisitos de latencia 'y asegurar una
germinacion sincrona de las semillas.

[00275] Sunshine Mix LP5 (Sun Gro Horticulture Inc., Bellevue, WA) fue cubierta con
vermiculita fina y subirrigada con solucion de Hoagland hasta humedecerse, después se le dgjo
drenar por gravedad. Cada dicuota de 40 ml de semilla estratificada fue sembrada de forma
uniforme sobre la vermiculita con una pipeta 'y cubierta con domos de humedad (Kord™ Products,
Bramalea, Ontario, Canada) durante 4 a 5 dias. Los domos fueron retirados una vez que las plantas
habian germinado, antes de la sdleccién de transformante inicia utilizando pulverizacion
postemergencia de glufosinato (seleccionando para el gen dsm-2 co-transformado).

[00276] Seis dias después de la siembra (DAP) y nuevamente 10 DAP, las plantas T,
(cotiledon y etapa 2-4-If, respectivamente) fueron pulverizadas con una solucion a 0.1% de
herbicida IGNITE™ (280 g ai/l de glufosinato, Bayer Crop Sciences, Kansas City, MO) a un
volumen de pulverizacién de 10 mi/bandgja (703 I/ha) utilizando una punta de pulverizacion de aire
comprimido DeVilbiss™ para entregar una tasa efectiva de 200 g ae/ha de glufosinato por
aplicacion. Los sobrevivientes (plantas en crecimiento activo) fueron identificadas de 4 a 7 dias
después de la pulverizacién final. Las plantas sobrevivientes fueron trasplantadas individua mente

en macetas de 3 pulgadas preparadas con medio de cultivo (Metro Mix 360™). Las plantas criadas
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en e invernadero a menos 1 dia antes de la toma de muestras de tejidos para €l andlisis de nimero
de copias.

[00277] Se tomaron muestras de plantas T, y se completaron los andisis de nUmero de
copias para € gen dgt-31, dgt-32, y dgt-33 v1. Las plantas T, fueron luego asignadas a diferentes
tasas de glifosato de modo que hubo una variedad de copias entre cada tasa. Para Arabidopsis, 26.25
g ae/hade glifosato es una dosis eficaz para distinguir |as plantas sensibles de aquellas con niveles
de resistencia significativos. Se aplicaron tasas elevadas para determinar los niveles relativos de
resistencia (105, 420, 1680, 0 3360 g a.e./ha). La Tabla 15 muestra las comparaciones hechas a dgt-
1

[00278] Todas las aplicaciones de herbicida de glifosato fueron hechas con pulverizador de
carril en un volumen de pulverizacion de 187 I/ha. El glifosato utilizado fue de la formulacion sal
dimetilamina Durango comercial (480 g a.e/l, Dow AgroSciences, LLC). Se accedié ademés a
plantas T, de copia baja que exhibieron tolerancia a glufosinato o glifosato en la generacion To.

[00279] Las primeras transformaciones de Arabidopsis se realizaron utilizando dgt-31, dgt-
32, y dgt-33 v1. Los transformantes T, fueron seleccionados primero desde el fondo de las semillas
no transformadas usando un esquema de seleccion de glufosinato. Tres pisos 0 30,000 semillas
fueron analizadas para cada constructo Ti. Se caculd la frecuencia de transformacion y los
resultados de los constructos T1 dgt-31, dgt-32, y dgt-33 se enumeran en la Tabla 14.

[00280] Tabla 14. Frecuencia de transformacion de constructos Arabidopsis T1 dgt -31,
dgt-32, y dgt-33 seleccionados con glufosinato para la seleccién del gen marcador seleccionable
DSM-2.

Constructo Cartucho Frecuencia de Transformacion
(%)
pDAB107532 AtUbi10/TraP14 dgt-32 v1 0.47
pDAB107533 AtUbi10/TraP23 dgt-31 v1 0.36
pDAB107534 AtUbi10/TraP24 dgt-33 v1 0.68

[00281] Las Plantas T, seleccionadas lineas arriba fueron posteriormente trasplantadas a
macetas individuales y pulverizadas con diferentes tasas de glifosato comercia. La Tabla 15
compara la respuesta de dgt-31, dgt-32, y dgt-33 v1 y genes de control para impartir resistencia a

glifosato a transformantes de Arabidopsis T;. La respuesta se presenta en términos de % de lesién



107

visual 2 WAT. Los datos se presentan como un histograma de los individuos que exhiben pocas o
ninguna lesiones (<20%), lesién moderada (20-40%), o lesion grave (>40%). Se presenta una media
aritmética y desviacion estandar para cada tratamiento. También se indica en la Ultima columna €
rango en respuesta individua para cadatasay transformacion. La Arabidopsis no-transformada (cv.
Columbia) tipo silvestre sirvié como un control sensible a glifosato. EI gen DGT-31 (v1) con
péptido de transito TraP23 impartié una leve tolerancia a herbicidas a plantas de Arabidopsis T,
individuales en comparacion con € control negativo, pero el gen exhibido megjor™ o latolerancia con
el péptido de transito TraP8. Tanto DGT-32 como DGT-33 demostraron una robusta tolerancia a
glifosato a las tasas probadas con TraP8 y su respectivo péptido de transito del cloroplasto distinto
(TraP14 y TraP24 respectivamente). Dentro de un tratamiento dado, € nivel de respuesta de la
planta varia mucho, lo cua puede atribuirse al hecho de que cada planta representa un evento de
transformacion independiente y, por lo tanto, € nimero de copias del gen de interés varia de una
planta a otra. Es importante notar que en cada tasa de glifosato probada, habia individuos que eran
més tolerantes que otros. Un promedio de lesiones de la poblacién total por tasa se presenta en la
Tabla 15 para demostrar laimportante diferencia entre las plantas transformadas con dgt-31, dgt-32,
y dgt-33 v-1 frente adgt-1 v1 o controles de tipo silvestre.

[00282] Tabla 15. dgt-31, dgt-32, y dgt-33 v1 transformaron la respuesta de Arabidopsis T,
a una variedad de tasas de glifosato aplicadas postemergencia, en comparacion con una poblacién
resistente homocigota dgt-1 (T4), o un control no transformado. Porcentgje de lesion visua 2

semanas después del tratamiento.

TraP23 dgt-31 % delesion % delesion
Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango
Est. (%)
0 gae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
105gae/ha 0 0 4 813 |25 80-85
420gae/ha 0 0 4 973 |49 90-100
1680 g ae/ha 0 0 4 900 |71 85-100
3360gae/ha 0 0 4 913 |63 85-100
TraP14 dgt-32 % de lesion % delesion
Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango
Est. (%)
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0 gae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
105gae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0
420gae/ha 2 0 2 300 |294 0-60
1680 g ae./ha 3 0 1 175 | 218 5-50
3360 g a.e/ha 0 3 1 350 |300 20-80
TraP24 dgt-33 % de lesion % delesion
Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango

Et. (%)
Ogae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
105gae/ha 2 2 0 21.3 | 149 5-40
420gae/ha 1 1 2 46.3 | 30.9 5-70
1680 g a.e/ha 1 0 3 625 |38.8 5-90
3360 g a.e/ha 1 0 3 62.0 | 36.0 8-80
TraP8 dgt-31 % de % de

lesién lesion

Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango

Est. (%)
Ogae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0
105gae/ha 0 1 3 43.8 17.0
420 g a.e/ha 1 2 1 43.8 325
1680 g ae/ha 0 1 3 71.3 27.8
3360 g ae/ha 0 0 4 81.3 8.5
TraP8 dgt-32 % de % de

lesion lesion

Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango

Est. (%)
0 g ae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0
105gae/ha 4 0 0 0.0 0.0




420 g ae/ha 4 0 0 7.5 5.0
1680 g ae/ha 3 1 0 10.8 9.6
3360 gae/ha 4 0 0 12.8 3.2
TraP8 dgt-33 % de % de
lesion lesion
Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango
Est. (%)
0gae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0
105gae/ha 4 0 0 0.0 0.0
420 g ae/ha 4 0 0 2.5 3.8
1680 g ae/ha 4 0 0 6.3 25
3360 g ae/ha 3 1 0 20.0 135
dgt-1 (control % delesion % delesion
transformado)
Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango
Est. (%)
0 g ae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
105gae/ha 0 1 3 425 | 150 20-50
420 g ae/ha 0 2 2 388 |111 25-50
1680 g a.e/ha 0 0 4 79.0 | 194 50-90
3360 g a.e/ha 0 0 4 500 |0.0 50
WT (control no % delesion % delesion
transfor mado)
Promedios <20% | 20-40% | >40% | Med | Desv. Rango
Est. (%)
0 g ae/hadeglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
105gae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
420gae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
1680 g a.e/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
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3360 g a.e/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100

TraP23 dgt-31 % delesion % delesion

Promedios <20% | 20- >40% | Med Desv. Rango (%)
40% Est.

0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

105 g ae/ha 0 0 4 81.3 25 80-85

420 g ae/ha 0 0 4 97.3 4.9 90-100

1680 g ae/ha 0 0 4 90.0 7.1 85-100

3360 g ae/ha 0 0 4 91.3 6.3 85-100

TraP14 dgt-32 % delesion % delesion

Promedios <20% | 20- >40% | Med Desv. Rango (%)
40% Est.

0 g ae/lhaglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

105 g ae/lha 4 0 0 0.0 0.0 0

420 g ae/ha 2 0 2 30.0 29.4 0-60

1680 g ae/ha 3 0 1 175 21.8 5-50

3360 g ae/ha 0 3 1 35.0 30.0 20-80

TraP24 dgt-33 % delesion % delesion

Promedios <20% | 20- >40% | Med Desv. Rango (%)
40% Est.

0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

105 g ae’ha 2 2 0 21.3 14.9 5-40

420 g ae/ha 1 1 2 46.3 30.9 5-70

1680 g ae/ha 1 0 3 62.5 38.8 5-90

3360 g ae/ha 1 0 3 62.0 36.0 8-80

dgt-1 (transformed % delesion % de lesion

control)

Promedios <20% | 20- >40% | Med Desv. Rango (%)
40% Est.
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0 g ae/haglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

105 g ae/ha 0 1 3 425 15.0 20-50

420 g ae/ha 0 2 2 38.8 111 25-50

1680 g ae/ha 0 0 4 79.0 194 50-90

3360 g ae/ha 0 0 4 50.0 0.0 50

WT (non-transformed % delesion % delesion

control)

Promedios <20% | 20- >40% | Med Desv. Rango (%)
40% Est.

0 g ae/lhaglifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

105 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

420 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

1680 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

3360 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

Ejemplo 8: dgt-32 y dgt-33 como M ar cador es Seleccionables

[00283] dgt-32 y dgt-33 v1 se utilizan como marcadores seleccionables con glifosato como
el agente de seleccion. El rendimiento de estos marcadores se analiza con Arabidopsis transformada.
Aproximadamente 50 semillas de Arabidopsis generacién T4 (homocigotas para dgt-32 y dgt-33 v1)
se adicionaron a aproximadamente 5,000 semillas de tipo silvestre (sensibles). Varios tratamientos
son comparados, cada bandgja de plantas recibieron una o dos temporizaciones de aplicacion de
glifosato en uno de los siguientes regimenes de tratamiento: 7 DAP, 11 DAP, o 7 seguido de 11
DAP. Puesto que todos los individuos también contienen € gen dsm2 en € mismo vector de
transformacion, dgt-32 y dgt-33 seleccionados con glifosato pueden ser directamente comparados
con dsm-2 seleccionado con glufosinato.

[00284] Los tratamientos se aplican con una boquilla de pulverizacion DeVilbiss™. Las
plantas son identificadas como Resistentes o Sensibles 17 DAP. Los tratamientos de 26.25 a 280 ¢
ae/ha 2,4-D aplicados 7 y 11 dias después de la siembra (DAP), son iguamente eficaces en
frecuencia de seleccion. Estos resultados indican que dgt-32 y dgt 33 v1 pueden ser utilizados
eficazmente como un marcador seleccionable.
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[00285] Heredabilidad. Una variedad de eventos T, fueron autopolinizados para producir
semillas To. Se probd la progenie de estas semillas aplicando IGNITE™ (200 g a.e/ha) a 100
hermanos T, aleatorios. Cada planta T, individual fue trasplantada a macetas de 7.5 cm cuadrados
antes de la aplicacion por pulverizacion (pulverizador de carril atasa de aplicacion 187 I/ha). Las
familias T, (plantas T») que segregan en € modelo 3Resistente:1 Sensible anticipado para un locus
individual heredado dominantemente con herencia mendeliana segiin se determina por andisis chi
cuadrado (P > 0.05) son determinadas.

[00286] Las semillas se recolectaron de 5 a 15 individuos T, (semillas T3). Veinticinco
hermanos T3 de cada una de tres familias T, seleccionadas a azar son probados en progenie. Los
datos que no muestran segregacion demuestran que dgt-32 y dgt-33 v1 estén cada uno integrado de
forma estable y heredado de forma mendeliana a por |0 menos tres generaciones.

[00287] Caracterizacion de Tolerancia a Herbicida Adiciona de lineas DGT Ti. Las

semillas de aranidopsis generacion T3 estan edtratificadas, y se siembran en bandejas de seleccion. Una
linea de control transformada que contiene dgt-1 y e control no transformado se plantan en una
manera smilar. Las plantulas se transfieren a macetas individuales de 3 pulgadas en € invernadero.
Todas las plantas son pulverizadas con € uso de un pulverizador de carril fijado en 187 |/ha. Las
plantas son pulverizadas con una variedad de glifosato de 420 a 3360 g ae/ha (DURANGO™
DMA, Dow AgroSciences). Todas las aplicaciones son formuladas en agua. Cada tratamiento se

repite 4 veces, y las plantas son evaluadas alos 7 y 14 dias después del tratamiento.

Ejemplo 9: Transformacién de Especies de Cultivos Adicionales

[00288] La soja es transformada con dgt-28, dgt-31, y/o dgt-33 (con o0 sin un péptido de
transito del cloroplasto) para proporcionar atos niveles de resistencia a glifosato herbicida,
utilizando un método conocido para los expertos en la materia, por g emplo, sustancialmente las
mismas técnicas descritas anteriormente en el Ejemplo 11 o Ejemplo 13 de la Publicacion de Patente
Internacional PCT N° WO 2007/053482, referencia que es incorporada en este documento por esta
referencia en su totalidad.

[00289] EIl algoddn es transformado con dgt-28, dgt-32, y/o dgt-33 (con o sin un péptido de
trénsito del cloroplasto) para proporcionar atos niveles de resistencia a glifosato herbicida,
utilizando un método conocido para los expertos en la materia, por gemplo, sustancialmente las

mismas técnicas descritas anteriormente en e Ejemplo 14 de la Patente EE.UU. 7,838,733, o en €
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Ejemplo 12 de la Publicacién de Patente Internacional PCT N° WO 2007/053482, cada una de cuyas
referencias son incorporadas en este documento por esta referencia en su totalidad.

[00290] La colza es transformada con dgt-28, dgt-31, y/o dgt-33 (con 0 sin un péptido de
trénsito del cloroplasto) para proporcionar atos niveles de resistencia a glifosato herbicida
utilizando un método conocido para los expertos en la materia, por gemplo, sustancialmente las
mismas técnicas descritas anteriormente en e Ejemplo 26 de la Patente EE.UU. 7,838,733, o en €
Ejemplo 22 de la Publicacién de Patente Internacional PCT N° WO 2007/053482.

Ejemplo 10: Transformacion del Maiz

[00291] Condgructos de ADN para Transformacién del Maiz. Como se describe lineas

arriba, se utilizaron métodos estdndar de clonacion en la construccion de vectores binarios para uso
en transformacion de maiz mediada con Agrobacterium tumefaciens. La Tabla 16 enumera los
vectores que fueron construidos para la transformacion del maiz. L os siguientes elementos genéticos
fueron utilizados en los vectores que contenian dgt-20; € promotor Zea mays Ubiquitina 1
(ZmUbi1; Patente EE.UU. No. 5,510,474) se utilizd para accionar la secuencia de codificacion dgt-
28 que esta flanqueada por una region no traducida Zea mays Lipasa 3' (ZmLip 3 UTR; Patente
EE.UU. No. 7179902), & cartucho marcador seleccionable consiste en e promotor Zea mays
Ubiquitina 1 que se utilizd para accionar la secuencia de codificacion aad-1 (Patente EE.UU. No.
7,838,733) la cua esta flanqueada por una region no traducida Zea mays Lipasa 3'. La secuencia de
codificacion aad-1 confiere tolerancia a los herbicidas de auxina fenoxi, tales como, &cido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y a herbicidas aril oxifenoxipropionatos (AOPP) .

[00292] Los constructos dgt-28 fueron construidos como vectores binarios esténdar y
vectores de sistema superbinario Agrobacterium (Japan Tobacco, Tokio, JP). Los vectores binarios
estdndar incluyen: pDAB107663, pDAB107664, pDAB107665 y pDAB107665. Los vectores de
sistema superbinario Agrobacterium incluyen pDAB108384, pDAB108385, pDAB108386 y
pDAB108387.

[00293] Se completaron constructos adicionales que contienen un gen reportero de proteina
fluorescente amarilla (yfp; Solicitud Patente EE.UU. 2007/0298412). pDAB109812 contiene un
cartucho de gen reportero yfp que es accionado por el promotor Zea mays Ubiquitina 1 y flanqueado
por la region no traducida Zea mays por 5 3 ' (Zm per5 3' UTR; Patente EE.UU. No. 7179902), €

cartucho marcador seleccionable consiste en e promotor del virus baciliforme de la cafia de azlcar
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(SCBV; Patente EE.UU. No. 5,994,123) que se utiliza para accionar la expresion de aad-1 y esta
flanqueado por la region no traducida Zeamays Lipasa 3'. . pDAB101556 contiene un cartucho de
yfp que es accionado por el promotor de Zea mays Ubiquitina 1 y flanqueado por €l Zea mays por la
region 5 3' no traducida, el cartucho de marcador seleccionable consiste en el promotor de Zea mays
Ubiquitina 1 que se utiliza para gecutar la expresion de aad-1 y esta flanqueado por la region no
traducida de Zea mays Lipasa 3. pDAB107698 contiene un cartucho dgt-28 que es accionado por €l
promotor Zea mays Ubiquitina 1 y esta flanqueado por una region no traducida Zea mays Lipasa 3’
un cartucho yfp que fue accionado por e promotor Zea mays Ubiquitina 1 y flanqueado por la
region no traducida Zea mays por 5 3', € cartucho de marcador seleccionable consiste en €
promotor de virus baciliforme de la cafia de azlicar que es usado para accionar la expresion de aad-1
y esta flanqueado por laregién no traducida Zea mays Lipasa 3'. Estos tres constructos son vectores
binarios estandar.
[00294] Tabla 16. Vectores de Transformacion del Maiz

Figura
No. plasmido | No: Descripcion de Elementos Génicos

34 ZmUbil/TraP4 dgt-28/ZmLip 3'UTR :: ZmUbil/aad-1/ZmLip
pDAB107663 3'UTR vector binario

35 ZmUbi1/TraP8 dgt-28/ZmLip 3 UTR :: ZmUbil/ aad-1/ZmLip
pDAB107664 3 UTR vector binario

36 ZmUbi1/TraP23 dgt-28/ZmLip 3 UTR :: ZmUbil/ aad-1 /ZmLip
pDAB107665 3 UTR vector binario

37 ZmUbi1/TraP5 dgt-28/ZmLip 3 UTR :: ZmUbil/ aad-1/ZmLip
pDAB107666 3 UTR vector binario

38 ZmuUbi Lyfp/ZmPer5 3 UTR :: SCBV / aad-1 /ZmLip 3' UTR vector
pDAB109812 binario
39 ZmUbi lyfp/ZmPer5 3 UTR :: ZmUbil/ aad-1/ ZmLip 3 UTR

pDAB101556 vector binario
40 ZmUbi L/TraP8 dgt-28/ZmLip 3 UTR :: ZmUbi L/yfp/ZmLip
pDAB107698 3 UTR::SCBV/ aad-1/ZmLip 3UTR

41 ZmUbil/TraP4 dgt-28/ZmLip 3 UTR:: ZmUbil/ aad-1/ZmLip
3'UTR supervector binario

42 ZmUbil/TraP8 dgt-28/ZmLip 3 UTR :: ZmUbil/ aad-1/ZmLip
3'UTR precursor superbinario

43 ZmUbil/TraP23 dgt-28/ZmLip 3 UTR :: ZmUbil/ aad-1/ZmLip
3'UTR precursor superbinario

44 ZmUbiY/TraP5 dgt-28/ZmLip 3' UTR::ZmUbil/ aad-1 /ZmLip
3'UTR precursor superbinario

pDAB108384

pDAB108385

pDAB108386

pDAB108387
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[00295] Esterilizacién de mazorca y aidamiento de embrion. Para obtener embriones

inmaduros de maiz, plantas de la linea endogamica Zea mays B104 fueron cultivadas en €
invernadero y fueron autopolinizadas o polinizadas por hermanos para producir mazorcas. Las
mazorcas se cosecharon aproximadamente 9 a 12 dias después de la polinizacion. En € dia
experimental, la superficie de las mazorcas fue esterilizada mediante inmersion en una solucién a
20% de hipoclorito de sodio (5%) y agitado durante 20-30 minutos, seguido de tres enjuagues en
agua estéril. Después de la esterilizacion, embriones cigéticos inmaduros (1.5 a 2.4 mm) fueron
diseccionados asépticamente de cada mazorca y distribuidos aeatoriamente en tubos de
microcentrifuga conteniendo medios de infeccion liquidos (Medio LS Basal, 4.43 gm/I; Solucién
de Vitamina N6 [1000X], 1,00 ml/Il, L-prolina, 700,0 gm/l; Sacarosa, 68.5 gm/l, D(+) Glucosa,
36.0 gm/I; 10mg/ml de 2.4-D, 150 pl/l). Para un conjunto dado de experimentos, se utilizaron los
embriones agrupados de tres mazorcas para cada transformacion.

[00296] Iniciacion de Cultivo Agrobacterium :

[00297] Stocks de glicerol de Agrobacterium conteniendo los vectores de transformacion
binarios descritos lineas arriba fueron sembradas en placas de medio minimo AB conteniendo
antibi 6ticos apropiados y fueron cultivados a 20°C durante 3 a 4 dias. Una sola colonia fue recogida
y sembrada en placas de Y EP conteniendo los mismos antibiéticos y fue incubada a 28°C durante 1
a2dias.

[00298] Cultivo y Co-cultivo Agrobacterium. Colonias de Agrobacterium fueron tomadas

de la placa Y EP, suspendidas en 10 ml de medio de infeccion en un tubo desechable de 50 ml, y la
densidad celular se gusté a ODgyo NmM de 0.2-0.4 usando un espectrofotémetro. Los cultivos de
Agrobacterium se colocaron en un agitador rotatorio a 125 rpm, atemperatura ambiente, mientras fe
realizada la diseccion de embriones. Embriones cigoticos inmaduros de tamario entre 1.5y 2.4 mm
fueron aidados de los granos de maiz esterilizados y colocados en 1 ml del medio de infeccion) y
lavados una vez en e mismo medio. La suspension de Agrobacterium (2 ml) fue afiadida a cada
tubo y los tubos fueron colocados en la plataforma de un agitador durante 10 a 15 minutos. Los
embriones fueron transferidos a medios de co-cultivo (MS Sdlts, 4,33 gm/l, L-prolina, 700,0 mg/l;
Myo-inositol, 100.0 mg/l; hidrolizado enzimético de caseina 100.0 mg/l; 30 mM Dicamba-Koh, 3.3
mg/l; sacarosa, 30.0 gm/l; Gelzan™, 3.00 gm/l; MS-Vitamina Modificada [1000X], 1.00 ml/l; 8.5
mg/ml de AgNogz, 15.0 mg/l; DM SO, 100 pM), orientados con el escutelo hacia arriba e incubados a
25°C, bajo luz las 24horas aintensidad de luz 50 p mol m? seg™ durante 3 dias.
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[00299] Seleccion de Cdlos y Regeneracion de Eventos Putativos. Tras € periodo de co-

cultivo, los embriones fueron transferidos a medios de reposo (MS Salts, 4.33 g/l de L-prolina;,
700.0 mg/l; 1,2,3,5/4,6 - hexahidroxiciclohexano, 100 mg/l; MES [(&cido 2 - (N-morfolino)-
etanosulfonico), &cido libre] 0.500 gmvl; hidrolizado enzimético de caseina 100.0 mg/l; 30 mM
Dicamba-KOH, 3.3 mg/l; Sacarosa, 30.0 gm/l; Gelzan 2.30 gm/l; MS-Vitamina Modificada
[1000X], 1.00 mi/I; 8.5mg/ml AgNo3, 15.0 mgm/I; Carbenicilina, 250.0 mg/l) sin agente selectivo e
incubados bajo luz las 24 horas aintensidad de luz de 50 pmoles m 2 seg™ y a 25°C durante 3 dias.

[00300] Los experimentos de respuesta de dosificacion de inhibicién del crecimiento
sugirieron que concentraciones de glifosato de 0.25 mM y superiores eran suficientes parainhibir el
crecimiento celular en la linea de maiz B104 no transformada. Los embriones fueron transferidos a
medios de Seleccion 1 conteniendo 0.500 mM de glifosato (MS Sdlts, 4.33 g/l de L-prolina;, 700.0
mg/l; Myo-inositol, 100.0 mg/l; MES [écido (2 - (N-morfolino)-etanosulfonico), écido libre] 0,500
gm/l; hidrolizado enzimético de caseina 100.0 mg/l; 30 mM Dicamba-KOH, 3.3 mg/l; Sacarosa,
30.0 gm/l; Gelzan™ 2.30 gnvl; MS-Vitamina Modificada [1000X], 1.00 ml/l; 8.5mg/ml AgNo3,
15.0 mg/l; Carbeniciling, 250.0 mg/l) e incubados bajo oscuridad y/o | bao luz de 24 horas a
intensidad de luz 50 pmoles m?seg ™ durante 7 a 14 dias a 28°C.

[00301] Seleccion de Cdlos y Regeneracion de Eventos Putativos. Tras € periodo de co-

cultivo, los embriones fueron transferidos a medios de reposo (MS Salts, 4.33 g/l de L-prolina;,
700.0 mg/l; 1,2,3,5/4,6 - hexahidroxiciclohexano, 100 mg/l; MES [(&cido 2 - (N-morfolino)-
etanosulfénico), acido libre] 0.500 gm/l; hidrolizado enziméatico de caseina 100.0 mg/l; 30 mM
Dicamba-KOH, 3.3 mg/l; Sacarosa, 30.0 gm/l; Gelzan 2.30 gm/l; MS-Vitamina Modificada
[1000X], 1.00 mi/I; 8.5mg/ml AgNo3, 15.0 mgm/l; Carbenicilina, 250.0 mg/l) sin agente selectivo e
incubados bajo luz las 24 horas aintensidad de luz de 50 pmoles m  seg™ y a 25°C durante 3 dias.
[00302] Los experimentos de respuesta de dosificacion de inhibicion del crecimiento
sugirieron que concentraciones de glifosato de 0.25 mM y superiores eran suficientes parainhibir el
crecimiento celular en la linea de maiz B104 no transformada. Los embriones fueron transferidos a
medios de Seleccion 1 conteniendo 0.500 mM de glifosato (MS Sdlts, 4.33 ¢/l de L-prolina;, 700.0
mg/l; Myo-inositol, 100.0 mg/l; MES [&cido (2 - (N-morfolino)-etanosulfonico), acido libre] 0,500
gm/l; hidrolizado enzimético de caseina 100.0 mg/l; 30 mM Dicamba-KOH, 3.3 mg/l; Sacarosa,
30.0 gm/l; Gelzan™ 2.30 gnvl; MS-Vitamina Modificada [1000X], 1.00 ml/l; 8.5mg/ml AgNo3,
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15.0 mg/l; Carbeniciling, 250.0 mg/l) e incubados bajo oscuridad y/o | bajo luz de 24 horas a
intensidad de luz 50 pmoles m?seg™* durante 7 a 14 dias a 28°C.

[00303] Los cadlos embriogénicos proliferantes se transfirieron a medio Seleccion 2
conteniendo 1.0 mM de glifosato (MS Sdlts, 4.33 gm/l; 1,2,3,5/4,6 - hexahidroxiciclohexano,
100mg/l; L-prolina, 700.0 mg/l; MES [(&cido 2 - (N-morfolino)-etanosulfonico), &cido libre] 0.500
gm/l; hidrolizado enzimético de caseina 100.0 mg/l; 30 mM Dicamba-KOH, 3.3 mg/l; Sacarosa,
30.0 gm/l; Gelzan™ 2,30 gnvl; MS-Vitamina Modificada [1000X], 1.00 ml/l; 8.5 mg/ml AgNo3,
15.0 mg/l; Carbenicilina, 250.0 mg/l; &cido R-haoxifop 0.1810 mg/l), y se incubaron en oscuridad
y/o bajo luz las 24 horas con intensidad de luz 50 pmol m™ seg durante 14 dias a 28°C. Este paso
de seleccidn permitié a callo transgénico proliferar y diferenciarse. El periodo de seleccién de callo
durd de tres a cuatro semanas.

[00304] Los calos embriogénicos proliferantes se transfirieron a medio PreReg 2
conteniendo 0.5 mM de glifosato (MS Sdlts, 4.33 gm/l; 1,2,3,5/4,6 - hexahidroxiciclohexano,
100mg/l; L-prolina, 350.0 mg/l; MES [(&cido -2 - (N-morfolino)-etanosulfénico), acido libre] 0.250
gm/l; hidrolizado enzimatico de caseina 50.0 mg/l; NAA-NaOH 0.500 mg/l; ABA-EtOH 2.50 mg/l;
BA 1.00 mg/l 250 mM Dicamba-KOH, 1.00 mg/l; Sacarosa, 45.0 gm/l; Gelzan™ 2,50 gm/l; MS-
Vitamina Modificada [1000X], 1.00 ml/I; 8.5 mg/ml AgNo3, 1.00 mg/l; Carbenicilina, 250.0 mg/l),
y se incubaron en oscuridad y/o bajo luz las 24 horas con intensidad de luz a 50 umol m? seg
durante 7 dias a 28°C.

[00305] Calos embriogénicos con yemas similares a brotes se transfirieron a medios de
Regeneracion conteniendo 05 mM de glifosato (MS Sdts, 433 gm/l; 1,235/4,6 -
hexahidroxiciclohexano, 100.0 mg/l; Sacarosa, 60.0 ¢/l; Gellan Gum G434™ 3.00 gm/l; MS
Vitamina Modificada [1000X], 1.00 ml/l, Carbenicilina, 125.0 mg/l) y se cultivaron bajo 24 horas
de luz aintensidad de laluz 50 micromoles m™ seg™ durante 7 dias.

[00306] Pequefios brotes con raices primarias se transfirieron a medios de enraizamiento
(MS Sdts, 433 gm/l; MSVitamina Modificada [1000X], 1.00 mil/l; 1,235/46 -
hexahidroxiciclohexano, 100 mg/l; sacarosa, 60,0 gnVl; Gelan Gum G434™ 3.00 gm/l;
Carbenicilina, 250.0 mg/l) en fitobandgas y se incubaron bajo 16/8 h. de luz/oscuridad a intensidad
de luz 140-190 pmoles m? seg™ durante 7 dias a 27°C. Plantulas transgénicas putativas fueron
analizadas en busca del nimero de copia del transgén usando |os protocol os descritos anteriormente

y setransfirieron a suelo.
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[00307] Confirmacion Molecular de la Presencia de |os transgenes dgt-28 y aad-1 dentro de

las Plantas de Maiz. La presencia de las secuencias de polinucledtidos dgt-28 y aad-1 fue

confirmada via ensayos con sonda de hidrdlisis. Plantas de maiz Ty aidadas fueron cribadas
inicialmente mediante un ensayo de sonda de hidrdlisis, andogo a TAQMAN™, para confirmar la
presencia de transgenes aad-1 y dgt-28. Los datos generados a partir de estos estudios se utilizaron
para determinar e nimero de copia ddl transgén y se utilizaron para seleccionar eventos de maiz
transgénico para retrocruzamiento y avance alageneracion Ti.

[00308] Se recogieron muestras de tejido en placas de 96 pocillos, la maceracion del tejido
se realizd con un pulverizador de tejidos KLECO™ vy perlas de acero inoxidable (Hoover Precision
Products, Cumming, GA), en solucién tampon RLT Qiagen™. Después de la maceracion del tgjido,
el ADN gendmico fue aislado en formato de alto rendimiento usando €l kit de planta Biosprint 96™
(Qiagen, Germantown, MD) seguin € protocolo sugerido por € fabricante. EIl ADN genodmico fue
cuantificado mediante kit de ensayo de ADN Quant-IT™ Pico Green (Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, CA). El ADN gendmico cuantificado fue gustado a alrededor de 2ng/uL para € ensayo
de sonda de hidrdlisis usando un manipulador de liquidos automatizado BIOROBOT3000™
(Qiagen, Germantown, MD). La determinacién del nimero de copia transgén mediante €l ensayo de
sonda de hidrdlisis, andlogo a ensayo TAQMAN?®, fue realizado por PCR en tiempo real utilizando
e sistema LIGHTCY CLER®480 (Roche Applied Science, Indiandpolis, IN). Los ensayos fueron
disefiados para aad-1, dgt-28 y unainvertasa de gen de referencia interna (GenBank Accesion No:
U16123.1) utilizando & LIGHTCYCLER® Probe Design Software 2.0. Para amplificacion,
LIGHTCY CLER®480 Probes Master mix (Roche Applied Science, Indian4palis, IN) fue preparado
a concentracion final de 1X en un volumen de 10pL de reaccion multiplex conteniendo 0.4 uM de
cadainiciador paraaad-1y dgt-28y 0.2 UM de cada sonda (T abla 17).

[00309] Una reaccion de amplificacion de dos etapas fue readlizada con una extension a
60°C durante 40 segundos con adquisicién de fluorescencia. Todas las muestras fueron promediadas
y los valores de umbra de ciclo (Ct) se utilizaron para € andlisis de cada muestra. El andlisis de
datos PCR en tiempo real serealizo utilizando software LightCycler® version 1.5 usando € médulo
quant relativo y esta basado en € méodo AACt. Los controles incluyeron una muestra de ADN
genodmico de un de cdibrador de copia Unicay dos copias de control conocido que se incluyeron en
cada pasada. L a Tabla 18 enumera | os resultados de |os ensayos de sonda de hidrdlisis.



119

[00310] Tabla 17. Las secuencias de iniciador y sonda utilizados para e ensayo de sonda

de hidrdlisis de aad-1, dgt-28 y referenciainterna (Invertasa).

Nombrede Gen NO ID SEC:
Oligonuclettido | Detectado Oligo Secuencia
aad-1 58
iniciador
GAADI1F delantero TGITTCGGTTCCCTCTACCAA
GAAD1P aad-1sonda | 59 CACAGAACCGTCGCTTCAGCAACA
aad-1 60
iniciador
GAADIR iNnverso CAACATCCATCACCTTGACTGA
Sonda 61
IV-Probe invertasa CGAGCAGACCGCCGTGTACTTCTACC
I niciador 62
delantero
FIV-Tag invertasa TGGECGGACGACGACTTGT
Iniciador 63
inverso
IVR-Tag invertasa AAAGTTTGGAGGCTGCCGT
dgt-28 64
iniciador
zmDGT,8 F delantero TTCAGCACCCGTCAGAAT
zmDGT,8 FAM | dgt-28 sonda | 65 TGCCGAGAACT TGAGGAGGT
dgt-28 66
iniciador
zmDGT.8 R inverso TGGICGCCATAGCTTGT

[00311] Tabla 15. Ty resultados de cantidad de copia para eventos dgt-28. Eventos de baja
copia consistieron en 1-2 copias de transgenes, los nimeros de copia Unica se enumeran entre

paréntesis. Eventos de alta copia contenian 3 0 més copias de transgenes.

Plasmidousado | #deEventosde

parala Baja Copia # de Eventosde
transformacion (copia unica) Alta Copia
pDAB107663 43 (312) 10
pDAB107664 30 (24) 5
pDAB107665 40 (27) 10
pDAB107666 24 (12) 12
pDAB109812 2(1) 0
pDAB101556 25 (15) 10
pDAB107698 3(2) 2
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Ejemplo 11: Tolerancia al herbicida en maiz transfor mado dgt-28

[00312] A eventos de transformacion de Zea mays dgt-28 (To) se les permitié aclimatarse
en € invernadero y se cultivaron hasta que las plantas transcionaron de tgiido de cultivo a
condiciones de crecimiento en invernadero (es decir, 2.4 hojas nuevas, de aspecto normal,
emergieron de la fronda). Las plantas fueron cultivadas a 27 °C bagjo condiciones de 16 horas de
luz:8 horas de oscuridad en € invernadero. Las plantas fueron entonces tratadas con formulaciones
comerciales de DURANGO DMA™ (que contiene € herbicida glifosato) con la adicion de sulfato
de amonio a 2% m/v. Las aplicaciones de herbicida se hicieron con un rociador automéatico a un
volumen de rocio de 187 L/ha, aturade rocio de 50 cm. Las plantas fueron rociadas con un rango de
glifosato desde 280 hasta 4480 g de glifosato ag/ha, que es capaz de causar dafio significativo a
lineas de maiz sin transformar. Una dosis letal se define como la tasa que causa >95% de dafio ala
B104 end6gama.

[00313] Los resultados de las plantas de maiz Ty dgt-28 demostraron que la tolerancia a
glifosato se alcanzd a tasas de hasta 4480 g ae/lha. Un tipo de medio especifico se usd en la
generacion To, EIl minimo retraso en e crecimiento y € crecimiento genera de las plantas
transformadas en comparacion con las plantas de control no transformadas demostraron que dgt-28
proporciona una robusta tolerancia a glifosato cuando se liga a los péptidos de trénsito del
cloroplasto TraP5, TraP8y TraP23.

[00314] Plantas seleccionadas T son autosembradas o retrocruzadas para una mayor
caracterizacion en la siguiente generacion. 100 lineas el egidas de dgt-28 incluyendo a las plantas T,
son rociadas con 140-1120 g ae/ha de glufosinato o 105-1680 g ag/ha de glifosato. Tanto e
marcador seleccionable como e gen resistente a glifosato estan incluidos en @ mismo plasmido.
Por lo tanto, si un gen tolerante al herbicida es seleccionado a rociarlo con un herbicida, se presume
gue ambos genes estan presentes. 14 dias después ddl tratamiento, las plantas resistentes y sensibles
se cuentan para determinar € porcentgje de lineas que se segregaron como una sola caracteristica
dominante Mendeliana de locus Unico (3R:1S), determinada por un andlisis de chi cuadrada. Estos
datos demuestran que dgt-28 es hereditario como un gen robusto de resistencia a glifosato en una
especie monocotiledonea. Tasas mayores de glifosato se aplican alas sobrevivientes de T, 0 F; para
caracterizar alin més latoleranciay proteccidn que proporciona el gen dgt-28.

[00315] La tolerancia a herbicida post-emergencia en dgt-28 transformé a maiz Ty, Los
eventos To de dgt-28 enlazados con TraP4, TraP5, TraP8 y TraP23 fueron generados por la
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transformacion de Agrobacterium y se les permitié aclimatarse bajo condiciones controladas de
camara de crecimiento hasta que de 2-4 hojas nuevas, de aspecto normal, habian emergido de la
fronda. A las plantas se les asignaron nimeros de identificacion individuaes y se tomaron muestras
para andlisis del nimero de copias tanto de dgt-28 como de aad-1. Con base en los andlisis del
nimero de copias, se seleccionaron plantas para andlisis de expresion de proteinas. Las plantas se
trasplantaron a macetas mas grandes con nuevo medio de cultivo y se cultivaron a 27°C bajo
condiciones de 16 horas de luz:8 horas de oscuridad en € invernadero. Las plantas restantes de las
gue no se tomaron muestras para expresion de proteinas fueron entonces tratadas con formulaciones
comerciales de DURANGO DMA™ (glifosato) con la adicion de sulfato de amonio al 2% m/v. Los
tratamientos se distribuyeron de modo que cada grupo de plantas contenia eventos Ty con un
nimero variable de copias. Las aplicaciones de herbicida se hicieron con un rociador automatico a
un volumen de rocio de 187 L/ha, dtura de rocio de 50 cm. Las plantas fueron rociadas con un
rango de glifosato desde 280 hasta 4480 g ag/ha de glifosato, capaz de causar dafio significativo a
lineas de maiz sin transformar. Una dosis letal se define como la tasa que causa >95% de dafio ala
B104 endégama. B104 era el origen genético de | as plantas transformadas.

[00316] Los resultados de las plantas de maiz Ty dgt-28 demostraron que la tolerancia a
glifosato se acanzd hasta a 4480 g aeflha. Tabla 16. EIl minimo retraso en € crecimiento y €
crecimiento genera de las plantas transformadas en comparacion con las plantas de control no
transformadas demostraron que dgt-28 proporciona una robusta toleranciaa glifosato cuando se liga
aTraP5, TraP8y TraP23.

[00317] Tabla 16. Respuesta de los eventos Ty dgt-28 con nimero variable de copias a
tasas de glifosato de entre 280 y 4480 g ag/ha + sulfato de amonio a 2.0% m/v 14 dias después del

tratamiento.
TraP4 dgt-28 % Dafio % Dafio
Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a
0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
280 g ae/ha 0 0 1.0 2.2 0-5
560 g aelha 6 0 0 2.0 4.0 0-10
1.120 g ae/ha 12 0 0 13 31 0-10
2.240 g ae/ha 7 0 0 17 4.5 0-12
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4.480 g ae/ha 7 0 0 11 30 0-8

TraP8 dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 6 0 0 0.0 0.0 0

280 g ae/ha 5 1 0 6.7 8.8 0-20

560 g ae/ha 0 2 0 200 |0.0 20

1.120 g ae/ha 7 0 0 14 24 0-5

2.240 g ae/ha 3 1 0 7.5 15.0 0-30

4.480 g ae/ha 6 0 0 17 4.1 0-10

TraP23 dgt-28 % Dafio % Darfio

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 6 0 0 0.8 2.0 0-5

280 g ae/ha 7 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 1.3 25 0-5

1.120 g ae/ha 10 2 0 3.3 7.8 0-20

2.240 g aelha 6 0 0 13 3.3 0-8

4.480 g ae/ha 6 1 0 4.3 7.9 0-20

TraP5 dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

280 g ae/ha 7 1 0 5.0 141 0-40

560 g ae/ha 8 0 0 0.6 1.8 0-5

1.120 g ae/ha 7 1 0 5.0 141 0-40

2.240 g aelha 8 0 0 0.0 0.0 0

4.480 g ae/ha 8 0 0 0.0 0.0 0
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[00318] Los andliss de expresion de proteinas por medio de un ELISA esténdar
demostraron un rango de medias de la proteina DGT-28 de 12.6 a 22.5 ng/cm® en todas las
construcciones probadas.

[00319] Confirmacidn de tolerancia a glifosato en la generacion F; bajo condiciones de

invernadero. Plantas T de una sola copia que no fueron rociadas fueron retrocruzadas con €l origen
B104 no transformado para mayor caracterizacion en la siguiente generacion. En la generacion Ty,
latolerancia d glifosato fue evaluada para confirmar la herencia del gen dgt-28. Para plantas T4, se
aplico € herbicida ASSURE 1™ (35 g ae/ha de quizalofop-metil) en la etapa de crecimiento V1
para seleccionar para la proteina AAD-1. Tanto € marcador seleccionable como e gen resistente a
glifosato estan incluidos en € mismo plasmido. Por lo tanto s se selecciona un gen, se asume que
ambos genes estan presentes. A 7 dias después del tratamiento, se contaron las plantas resistentes y
sensiblesy se retiraron las plantas nulas de la poblacién. Estos datos demuestran que dgt-28 (v1) es
hereditario como un gen robusto de resistencia a glifosato en una especie monocotiledonea. Se
tomaron muestras de las plantas para caracterizacion de la proteina DGT-28 por ELISA estéandar y
nivel de transcripcion de RNA. Las plantas resistentes fueron rociadas con 560—4480 g ae/ha de
glifosato como se describid anteriormente. Los datos demuestran una robusta tolerancia de dgt-28
ligada con |os péptidos de trénsito del cloroplasto TraP4, TraP5, TraP8 y TraP23 hasta 4480 g ae/ha
de glifosato. Tabla 17.

[00320] Tabla 17. Respuesta de F; dgt-28 con una sola copia a tasas de glifosato de entre
560y 4480 g ae/ha + sulfato de amonio al 2.0% m/v 14 dias después del tratamiento.

B104 / TraP4::dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae’lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 9.0 12 8-10

2.240 g ae/ha 4 0 0 25 2.9 0-5

4.480 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

B104 / TraP8::dgt-28 % Daiio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a
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0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 13 2.5 0-5

1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

2.240 g aelha 4 0 0 5.0 41 0-10

4.480 g ae/ha 4 0 0 6.3 2.5 5-10

B104 / TraP23::dgt-28 % Daiio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 3 1 0 100 | 10.0 5-25

1.120 g ae/ha 2 2 0 188 |11.8 10-35

2.240 g ae/ha 4 0 0 125 |29 10-15

4.480 g ae/ha 3 1 0 100 |71 5-20

B104 / TraP5::dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 8.0 0.0 8

1.120 g ae'ha 4 0 0 113 |30 8-15

2.240 g aelha 4 0 0 125 |29 10-15

4.480 g ae/ha 4 0 0 100 |25 10-15

B104 no transformado % Daiio % Dario

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100

1.120 g ae’ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100

2.240 g ae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100

4.480 g ae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
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[00321] Datos de la expresion de proteinas demuestran un rango de medias de proteina
DGT-28 de 42.2-88.2 ng/cm? en todos los eventos T; y construcciones probadas, estableciendo la
expresion de proteinas en lageneracion T;.

[00322] Caracterizacion de dgt-28 bajo condiciones de campo. Eventos T; de una sola

copia fueron enviados a una ubicacién en campo para crear semilla tanto hemicigota hibrida como
homocigota endégama para caracterizacion adicional. La semilla hibrida fue creada cruzando
eventos T, en la linea de transformacion de maiz B104 con la linea endégama 4XP811 generando
poblaciones hibridas segregando 1:1 (hemicigoto:nulo) para € evento. Las semillas resultantes
fueron enviadas a 2 ubicaciones separadas. Un total de cinco eventos con una sola copia por
construccion se plantaron en cada ubicacion por triplicado en un disefio de bloque completo
aleatorio. Los campos fueron disefiados para que ocurrieran aplicaciones de glifosato en la etapa de
crecimiento V4 y para que a un grupo separado de plantas se les aplicara en la etapa de crecimiento
V8. El hibrido convencional 4XP811/B104 se usd como control negativo.

[00323] Hileras experimentales fueron tratadas con 184 g aeflha de ASSURE II™ (106 g
a/L quizalofop-metil) para eliminar segregantes nulos. Todas las lineas experimentales se
segregaron 1.1 (sensiblesresistentes) (p=0.05) respecto a la aplicacion de ASSURE 1™, Se
tomaron muestras de plantas resistentes seleccionadas de cada evento para cuantificacion de la
proteina DGT-28 por medio de un ELISA estandar.

[00324] Plantas resistentes a quizalofop-metil fueron tratadas con € herbicida comercial
DURANGO DMA™ (480 g ag/L glifosato) con la adicion de sulfato de amonio d 2.5% m/v en la
etapa de crecimiento V4 o V8. Las aplicaciones de herbicida se hicieron con un rociador rodante
calibrado para depositar un volumen de 187 L/ha, adtura de rocio de 50 cm. Las plantas fueron
rociadas con un rango de glifosato desde 1120 hasta 4480 g ae/ha de glifosato, capaz de causar dafio
significativo alineas de maiz sin transformar. Una dosis letal se define como latasa que causa >95%
de dafio a la 4XP811 endbgama. Evauaciones visuaes de dafios se redizaron para determinar €
porcentaje de clorosis visible, € porcentaje de necrosis, el porcentaje de inhibicidn del crecimientoy
el dafio total visblealos 7, 14 y 21 dias después ddl tratamiento. Se compararon las evaluaciones
con los controles sin tratar para cada lineay con los controles negativos.

[00325] Los datos de darios visibles para todas las evaluaciones demostraron una robusta
tolerancia hasta a 4480 g aelha de DURANGO DMA™ en ambas ubicaciones y en ambos

momentos de aplicacion. Se presentan eventos representativos de la aplicacion en V4 de una
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ubicacién y son consistentes con otros eventos, momentos de aplicacion y ubicaciones. Tabla 18.
Un evento de la construccién que contenia dgt-28 ligado con TraP23 (pDAB107665) fue tolerante a
la seleccion por ASSURE II™ para la proteina AAD-1, pero fue sensible a todas las tasas de
glifosato aplicadas.

[00326] Tabla 18. Respuesta de |os eventos dgt-28 alos que se aplicd un rango de glifosato
entre 1120y 4480 g ae/ha + sulfato de amonio al 2.5% m/v en la etapa de crecimiento V4.

4XPB11//B104/TraP4::dgt-28 % Daiio % Daio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Me | Desv. Rango (%)
dia | Est.

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 00 |00 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 |00 0

2.240 g ae/ha 4 0 0 0.0 |00 0

4.480 g ae/ha 4 0 0 00 |00 0

4XPB11//B104/TraP8::dgt-28 % Daiio % Daio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Me | Desv. Rango (%)
dia | Est.

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 | 0.0 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 |00 0

2.240 g aelha 4 0 0 00 |00 0

4.480 g ae/ha 4 0 0 00 | 0.0 0

4XPB11//B104/TraP23::dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Me | Desv. Rango (%)
dia | Est.

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 00 |00 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 |00 0

2.240 g aelha 4 0 0 00 |00 0

4.480 g ae/ha 4 0 0 0.0 |00 0

4XPB11//B104/TraP5::dgt-28 % Dafio % Dario

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Me | Desv. Rango (%)
dia | Est.
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0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 00 |00 0
1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 | 0.0 0
2.240 g ae/ha 4 0 0 0.0 | 0.0 0
4.480 g ae/ha 4 0 0 0.0 | 0.0 0
4XPB11/B104 no % Dafio % Dafio
transformado
Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Media | Desv. Rango (%)
Est.
0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
1.120 g ae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
2.240 g ae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
4.480 g ae/ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100

[00327] Se redizaron evauaciones adiciondes durante la etapa de crecimiento
reproductivo para la tasa de glifosato de 4480 g aelha. Las evaluaciones visuales de paniculas,
tiempos de polinizacion y llenado de la mazorca fueron similares a las de los controles sin
tratamiento de cada linea para todas las construcciones, momentos de aplicacion y ubicaciones. Los
resultados cuantitativos para la proteina DGT-28 demostraron un rango de medias de expresion de
proteina de 186.4-303.0 ng/cm?. Los datos demuestran una robusta tolerancia del maiz con dgt-28
transformado bajo condiciones de campo a través de |as etapas de crecimiento reproductivo hasta a
4480 g ae/ha de glifosato. Los datos también demostraron deteccion y funcion de la proteina DGT-
28 con base en los resultados de tolerancia al rociado.

[00328] Confirmacion de heredabilidad y tolerancia de dgt-28 en e estado homocigético.

Semillas del T:S2 fueron plantadas bajo condiciones de invernadero como se describid

anteriormente. Las mismas cinco lineas de una sola copia que fueron caracterizadas bajo
condiciones de campo fueron caracterizadas en e estado homogéneo. Las plantas fueron cultivadas
hasta la etapa de crecimiento V3 y separadas en tres tasas de glifosato, desde 1120 hasta 4480 ¢
ae/ha de glifosato (DURANGO DMA™) y cuatro réplicas por tratamiento. Las aplicaciones se
hicieron con un rociador automatico como se describi6 anteriormente y fueron formuladas en sulfato
de amonio a 2.0% m/v. Una aplicacién de sulfato de amonio sirvié como un control sin tratamiento

para cada linea. Las evaluaciones visuales se realizaron 7'y 14 dias después del tratamiento, como se
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glifosato paratodos los eventos examinados. Tabla 19.

[00329] Tabla 19. Respuesta de los eventos dgt-28 homocigéticos a los que se aplicod un

rango de glifosato entre 1120 y 4480 g ae/ha + sulfato de amonio a 2,0% m/v.

TraP4 dgt-28 % Dario % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Media | Desv. Est. | Rango (%)
0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

2.240 g aelha 4 0 0 3.8 2.5 0-5

4.480 g ae/ha 4 0 0 143 |15 12-15
TraP8 dgt-28 % Daiio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Media | Desv. Est. | Rango (%)
0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

2.240 g aelha 4 0 0 9.0 1.2 8-10
4.480 g ae/ha 4 0 0 113 |25 10-15
TraP23 dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Media | Desv. Est. | Rango (%)
0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 45 33 0-8

2.240 g aelha 4 0 0 7.5 29 5-10
4.480 g ae/ha 4 0 0 150 | 0.0 15

TraP5 dgt-28 % Dafio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Media | Desv. Est. | Rango (%)
0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

1.120 g ae/ha 4 0 0 1.3 25 0-5

2.240 g ae/ha 4 0 0 9.0 20 812
4.480 g ae/ha 4 0 0 150 |24 12-18
B104 no transformado % Daiio % Daiio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Media | Desv. Est. | Rango (%)
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0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

1.120 g ae’ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
2.240 g ae/lha 0 0 4 100.0 | 0.0 100
4.480 g ae'ha 0 0 4 100.0 | 0.0 100

[00330] La linea de pDAB107665 que no fue tolerante bajo condiciones de campo no
demostré toleranciaal glifosato y es por tanto consistente con las observaciones de campo (los datos
no se muestran). Con excepcidn de la linea previamente mencionada, todas las réplicas que fueron
tratadas con glifosato de las lineas no fueron sensibles a glifosato. Por lo tanto, los datos
demuestran heredabilidad a una poblacion homogénea de maiz dgt-28 de una manera mendeliana.
Laexpresion de la proteina DGT-28 por medio de un ELISA estéandar demostré un rango de medias
de expresién de protefna de 27.5-65.8 ng/cm? a lo largo de eventos de una sola copia que eran
tolerantes a glifosato. L os datos demuestran proteinas funcionales y estabilidad de la proteina DGT-

28 alo largo de las generaciones.

Ejemplo 12: Toleranciaal herbicida post-emer gente uso de glifosato como mar cador
seleccionable

[00331] Como se describio anteriormente, plantas Ty transformadas fueron movidas de
cultivo de tgjidos y aclimatadas en € invernadero. Los eventos probados contenian dgt-28 ligado a
los péptidos de transporte del cloroplasto TraP5, TraP8'y TraP23. Se demostrd que estas plantas Ty
proporcionaban robusta tolerancia hasta a 4480 g ae/ha de glifosato, y las plantas no transformadas
fueron controladas con glifosato a concentracion tan baja como 280 g ae/ha. Estos datos demuestran
que dgt-28 puede ser utilizado como un marcador seleccionable usando una concentracion de
glifosato en el rango de 280-4480 g ae/ha.

[00332] Cierta cantidad de semillas de lineas de maiz fijas que contienen el transgén dgt-28
son incluidas en una cantidad de semillas de maiz no transformadas. Las semillas son plantadasy se
les permite crecer hasta la etapa de desarrollo V1-V3, momento en e que las plantulas son rociadas
con una dosis seleccionante de glifosato en € rango de 280-4480 g ae/ha. Después de 7-10 dias, las
plantas sensibles y resistentes son contadas, y la cantidad de plantas tolerantes al glifosato muestra
correlacion con € numero original de semillas transgénicas que contienen € transgén dgt-28 que

son plantadas.
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Ejemplo 13: Acumulacién de maiz dgt-28

[00333] La proteina AAD-1 se usa como & marcador seleccionable en maiz transformado

dgt-28 para propdsitos de investigacion. El gen aad-1 también puede ser utilizado como una
caracteristica de tolerancia a herbicidas en € maiz para proporcionar una tolerancia robusta 2,4-D
hasta a una aplicacion V8 en un cultivo. Cuatro eventos de las construcciones pDAB107663
(TraP4::dgt-28), pDAB107664 (TraP8::dgt-28) y pDAB107666 (TraP5:.dgt-28)

caracterizados paralatolerancia de una aplicacion de una mezcla en tanque de glifosato y 2,4-D. El

fueron

estudio de caracterizacion fue completado con semillas F; bajo condiciones de invernadero. Las
aplicaciones se hicieron en un rociador automatico como se describio anteriormente a las siguientes
tasas: 1120-2240 g ae/ha de glifosato (seleccionador para d gen dgt-28), 1120-2240 g ae/lha de 2,4-
D (seleccionador para € gen aad-1), o una mezcla en tanque de los dos herbicidas a las tasas
descritas. Las plantas fueron evaluadas 7 y 14 dias después del tratamiento. L os resultados del rocio
para aplicaciones de herbicidas a 2240 g ae/ha se muestran en la Tabla 20.

[00334] Tabla 20. Respuesta de maiz F; aad-1 y dgt-28 rociados con 2240 g ae/ha de 2,4-

D, glifosato y una combinacion en tanque de los dos herbicidas 14 dias después del tratamiento.

2240 g ae/hade 2,4-D 2240 g aelha de| 2240gaehade24-D +
glifosato 2240 g aha de
glifosato

% Desv. Est. | % Desv.Est. | % Desv. Est.

promedio promedio promedio
Evento F, de dafios de dafios de dafios
107663[3]-012.AJ001 | 5.0 4.1 3.8 4.8 8.8 3.0
107663[3]-029.AJ001 | 2.5 5.0 13 25 5.0 5.8
107663[3]-027.AJ001 | 2.5 29 11.8 29 13.8 2.5
107663[3]-011.AJ001 | 3.8 25 115 1.0 12.8 15
B104 275 17.7 100.0 0.0 100.0 0.0

[00335] Los resultados confirman que dgt-28 puede ser acumulado exitosamente con aad-
1, incrementando asi € espectro de herbicidas que pueden ser aplicados a cultivo en cuestion
(glifosato + acidos fenoxiacéticos para dgt-28 y aad-1, respectivamente). En produccion de cultivos
donde existen hierbas de hojas anchas dificiles de controlar o biotipos de hierbas resistentes, la
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acumulacion puede usarse como un modo de controlar hierbas y proteger € cultivo en cuestion.
Caracteristicas adicionales de entrada o salida también pueden acumularse con e gen dgt-28 en €

maiz y otras plantas.

Ejemplo 14: Transformacion de otros cultivos

[00336] Cultivos adiciondes son transformadas usando técnicas conocidas. Para
transformacion de centeno por medio de Agrobacterium, ver p.e., Popelka JC, Xu J, Altpeter F.,
“Generacion de centeno con bajo nimero de copias de transgén después de transferencia biolistica
de genes y produccién de plantas (Secale ceredle L.) de centeno transgénico instantaneamente libre
de marcadores’, Transgenic Res. 2003 Oct; 12(5):587-96.). Para transformacion de sorgo por medio
de Agrobacterium, ver, p.e., Zhao et. al., "Transformacion de sorgo por medio de agrobacterium”,
Plant Mol Biol. 2000 Dic;44(6):789-98. Para transformacion de cebada por medio de
Agrobacterium, ver, p.e, Tingay et. al., “Transformacion de cebada por medio de agrobacterium
tumefaciens’, The Plant Journal, (1997) 11:1369—1376. Para transformacién de trigo por medio de
Agrobacterium, ver, p.e, Cheng et. al., “Transformacion genética de trigo por medio de
agrobacterium tumefaciens’, Plant Physiol. 1997 Nov;115(3):971-980. Para transformacion de arroz
por medio de Agrobacterium, ver, p.e, Hie et. al., "Transformacién de arroz por medio de
agrobacterium tumefaciens’, Plant Mol Biol. 1997 Sep;35(1-2):205-18. Cada una de las referencias
anteriores esta incorporada agui por esta referencia completamente.

[00337] Otras técnicas de transformacién (no con Agrobacterium) son usadas para
transformar dgt-28, dgt-32, o dgt-33, por gemplo, en €l maiz (Zea mays), trigo (Triticum spp.), arroz
(Oryza spp. y Zizania spp.), cebada (Hordeum spp.), algodon (Abroma augusta y Gossypium spp.),
frijol de soya (Glycine max), remolacha azucarera 'y comun (Beta spp.), cafia de azlcar (Arenga
pinnata), tomate (Lycopersicon esculentum y otras spp., Physalis ixocarpa, Solanum incanum y
otras spp., y Cyphomandra betacea), papa (Solanum tuberosum), batata (Ipomoea batatas), centeno
(Secale spp.), chiles (Capsicum annuum, chinense, y frutescens), lechuga (Lactuca sativa, perennis,
y pulchella), col (Brassica spp.), apio (Apium graveolens), berenjena (Solanum melongena),
cacahuate (Arachis hypogea), sorgo (Sorghum spp.), dfafa (Medicago sativa), zanahoria (Daucus
carota), frijoles (Phaseolus spp y otros géneros), avena (Avena sativa y strigosa), chicharos (Pisum,
Vigna, y Tetragonolobus spp.), girasol (Heianthus annuus), calabaza (Cucurbita spp.), pepino
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(Cucumis sativa). Tabaco (Nicotiana spp.), arabidopsis (Arabidopsis thaliana), césped (Lolium,
Agrostis, Poa, Cynodon, y otros géneros), trébol (Trifolium), arvejas (Vicia).

[00338] La resistencia ad glifosato conferida por dgt-28, dgt-32 y dgt-33 aumenta la
aplicabilidad de herbicidas de glifosato para su uso en temporada en muchos sistemas caducifolios y
perennes de explotacion de madera. Las especies madereras resistentes a herbicidas de glifosato
aumentan laflexibilidad en el uso de estos herbicidas desde el aire sin preocuparse por dafios. Por 1o
tanto, dgt-28, dgt-32 y dgt-33 son transformados a las especies madereras. aiso (Alnus spp.), fresno
(Fraxinus spp.), especies de damos y chopos (Populus spp.), haya (Fagus spp.), abedul (Betula
pp.), cerezo (Prunus spp.), eucalipto (Eucalyptus spp.), nogal americano (Carya spp.), arce (Acer
spp.), roble (Quercus spp.), y pino (Pinus spp.).

[00339] La resistencia a herbicidas de glifosato aumenta la aplicabilidad de herbicidas de
glifosato para el control selectivo de hierbas en especies ornamentalesy frutales. Asi, dgt-28, Dgt-32
y/o dgt-33 son transformados en las especies ornamentales y frutales: rosa (Rosa spp.), evénimo
(Euonymus spp.), petunia (Petunia spp.), begonia (Begonia spp.), rododendro (Rhododendron spp.),

manzana silvestre 0 manzana (Malus spp.), pera (Pyrus spp.), durazno (Prunus spp.), y caéndula

(Tagetes spp.).

Ejemplo 15: Combinacién con otros rasgos genéticos

[00340] Los cultivos transgénicos resistentes a insectos (RI) comprenden principalmente
variedades de maiz, sojay algodon presentes en Norteaméricay su uso se esta extendiendo a otros
puntos del planeta Varias empresas productoras de semillas han desarrollado productos
transgénicos comerciales que combinan caracteristicas de resistencia a insectos y tolerancia a los
herbicidas, incluyendo rasgos de Bacillus thuringiensis (p. g ., toxinas Bt citadas en € listado de la
pagina Web lifesci.sussex.ac.uk, 2006), rasgos de resistencia a insectos sin toxinas Bt y alguno o
todos los rasgos de tolerancia a herbicidas mencionados anteriormente. La capacidad de controlar
variostipos de plagas a través de caracteristicas Rl es un valioso concepto comercial. No obstante, la
conveniencia de este concepto se vera limitada s € control de malezasy e control de insectos son
independientes entre si.

[00341] A las mutaciones dgt-28, dgt-31 o dgt-32, por si mismas 0 en combinacion con uno
0 mas rasgos adicionales de tolerancia a herbicidas, se insertan uno o varios rasgos agronémicos

adicionales (como resistencia a insectos, resistencia a hongos o tolerancia a estrés y otros) (ver
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proceso de transformacion completamente nuevo. El rasgo o rasgos resistentes a insectos se
combinan con dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33. Tras obtener una secuencia de codificacion de un
rasgo RI, se afladen elementos de expresion génica (p. €. promotor, intron, 3 UTR, etc.) y se hace
una insercion molecular de dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 a rasgo R, recurriendo a métodos de
ADN recombinante.

[00342] Los rasgos RI incluyen: CrylF (Patentes EUA Nos. 5,126,133; 5,188,960,
5,691,308; 6,096,708; 6,573,240 y 6,737,273), CrylA(c) (Patentes EUA Nos. 6,114,138;
5,710,020; 6,251,656 y 6,229,004), Cry1F y Cry1A(c) como triple insercién de dgt-28, dgt-31, dgt-
32 0 dgt-33, Cry34Ab(1) (Patentes EUA Nos. 7,323,556; 7,897,342; 7,888,495; 7,875,430,
7,932,033; 7,956,246; 6,340,593), Cry35 Ab(l) (Patentes EUA Nos. 6,340,593; 7,323,556;
7,897,342; 7,888,495; 7,875,430; 7,932,033; 7,956,246), y/o Cry35Ab(1) y Cry 34Ab(1) como
triple insercion de dgt-28, dgt-31, dgt-32 y/o dgt-33.

[00343] Algunos de los beneficios incluyen un mejor control de malezas, aportado por las
mutaciones dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 y descrito en gemplos anteriores, junto con la
capacidad de mangar plagas de insectos y/u otros problemas agrondmicos. Las plantas que
contienen tales rasgos combinados con dgt-28, dgt-31, dgt-32, y/o o dgt-33 ofrecen un completo
paquete agrondmico de cosechas de mejor caidad y la capacidad de controlar de manera flexible y
economica cuaquier cantidad de problemas agrondmicos. Los rasgos combinados de resistencia a
insectos y tolerancia a herbicidas pueden aplicarse en la mayoria de cultivos de horticultura,
ornamentalesy forestales.

[00344] Lacombinacion de dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 'y la correspondiente tolerancia
a herbicidas y resistencia a insectos alcanzadas por varios genes resistentes a insectos, Bt o no Bt,
puede aplicarse a todas las especies de cultivos enumeradas en este documento. El uso en dichos
cultivos de aguno de los herbicidas comerciales que agui se mencionan es posible gracias a la
transformacion de dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 y lainsercion del rasgo correspondiente de TH o
RI, bien sea a través de métodos convencionales de mejora o de la ingenieria genética. Las tasas
especificas de aplicacion de herbicidas que contengan los compuestos quimicos mencionados se
establecen a partir de las etiquetas de herbicidas compiladas en € libro CPR (Crop Protection
Reference) o similar, compilaciones en linea de etiquetas (p. §., cdms.net/manuf/manuf.asp) o
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cualquier guia comercia o académica de cuidado de cultivos, tal como la guia Crop Protection
Guide de Agriliance (2005).

Ejemplo 16: Rasgo DGT combinado con un rasgo AAD en cualquier cultivo

[00345] Al combinar un rasgo dgt con un rasgo aad (p. €., aad-1, descrito en la Patente
EUA 7,838,733; 0 aad-12, descrito en la Publicacion de Patentes Internacionales del PCT No. WO
2007/053482 A2), mediante la meora convenciona o de manera conjunta dentro de un proceso de
transformacion completamente nuevo, se mejoran la eficaciadel control de maleza, laflexibilidad, y
la capacidad para manegjar cambios en lamalezay el desarrollo de resistencia a herbicidas.

[00346] La transformacion de los cultivos mediante € uso de aad-1 permite que €
productor aplique herbicidas de ariloxiacanoicos de manera selectiva en cultivos de plantas
monocotiledoneas. Dichos cultivos tendran un mayor margen de seguridad en cuanto a la
exposicion a fenoxi auxina. Adicionamente, los herbicidas de tipo fenoxi-auxina pueden aplicarse
sel ectivamente en cultivos de plantas dicotiledoneas transformadas con aad-1. La transformacion de
los cultivos mediante € uso de aad-12 permite que & productor aplique herbicidas de tipo
pyridyloxy auxinay ariloxial canoicos de manera selectiva en cultivos de plantas dicotiledéneas para
controlar las especies de maleza. Al dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 con losrasgos aad-1 0 aad-12
es posible ofrecer alos productores un rango mas amplio de herbicidas para € control de malezas.
Ademés, € uso de combinaciones de herbicidas implica mayor flexibilidad a tratar laresistencia a
los herbicidas de varias especies de maleza.

[00347] Una planta de la especie monocotiledonea o dicotiledénea en la que se han
insertado rasgos dgt y aad tendréa |as siguientes opciones parael control de malezas:

[00348] A. Aplicacion de glifosato a unatasa estéandar de tratamiento postemergencia (420
a 2160 g ae/ha, por gemplo, 560 a 1120 g ae/ha) para € control de la mayoria de las especies de
maleza gramineas y de hoja ancha. L os rasgos dgt pueden permitir tolerancia a estas tasas de
aplicacion de glifosato. Para € control de maezas de hoja ancha resistentes d glifosato como la
Conyza canadensis o malezas dificiles de controlar con glifosato (p. €. Commelina spp), se aplican
280 a 2240 g ae/ha (p. g ., 560 al120 g ae/ha) de 2,4-D de forma secuencia, mezclado en tanques o
como premezcla con glifosato para mayor control. Los rasgos aad-1 y aad-12 proporcionan
tolerancia a 2,4-D. Ademas, d aad-12 tolera herbicidas de tipo pyridyloxy auxina tales como

triclopyr y fluroxypyr. Los herbicidas de tipo pyridyloxy auxina se aplican para controlar malezas



135

resistentes al glifosato como la Conyza canadensisy la Commelina spp. En e caso de triclopyr, las
tasas de aplicacion suelen oscilar entre 70 y 1120 g ae/ha, por gemplo, 140 a 420 g ae/ha. En €
caso de fluroxypyr, las tasas de aplicaciéon suelen oscilar entre 35 y 560 g ag/ha, por g emplo, 70 a
280 g ae/ha.

[00349] B. Aplicacion de glifosato a unatasa estndar de tratamiento postemergencia (420
a 2160 g ae/ha, por gemplo, 560 a 1120 g ae/ha) para €l control de la mayoria de las especies de
maleza gramineas y de hoja ancha.  Para controlar especies de malezas gramineas resistentes a
glifosato como la Loliumrigidum o Eleusineindica, se aplican de 10 a200 g aeflha (p. §.,de20 a
100 g ae/ha) de quizalofop de forma secuencial, mezclado en tanques o como premezcla con
glifosato para un control eficaz.  El aad-1 proporciona tolerancia a quizalofop. Lainsercion del
rasgo aad-1 junto con dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 en especies de cultivo da como resultado
plantas tolerantes a |os herbicidas descritos anteriormente.

[00350] C. El glifosato es eficaz para € control de especies de malezas gramineas ademés
de las especies de hojaancha. Lainsercion de aad-1 y dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 permite la
aplicacion de tasas de glifosato eficaces para € tratamiento de gramineas (105 a 840 g ae/ha, por
gjemplo, 210 a420 g ae/ha). Posteriormente se aplica 2,4-D (280 a 2240 g ae/ha, por ggemplo, 560 a
1120 g ae/ha) de forma secuencial, mezclado en tanques o como premezcla con tasas eficaces de
glifosato para e tratamiento de graminess, con € fin de garantizar € nivel necesario de control de
malezas de hoja ancha. Para un mejor control de malezas gramineas y/o para retrasar la formacion
de malezas resistentes al glifosato se utiliza un herbicida AOPP como quizalofop en preparacion 10
a 200 g ae/ha (por gemplo, 20 al00 g ae/hay 20 a 35 g ae/ha). La bgja tasa de glifosato también
proporciona algunos beneficios para e control de malezas de hoja ancha, aunque la fuente principal
de control proviene del 2,4-D.

[00351] D. De manera similar, la insercion de rasgos aad-12 y dgt-28, dgt-31, dgt-32, o
dgt-33 permite la aplicacion de tasas eficaces de glifosato para € tratamiento de gramineas (105 a
840 g aelha, por gemplo, 210 a 420 g ae/ha). Posteriormente se aplica 2,4-D (280 a 2240 g ae/ha,
por gemplo, 560 a 1120 g ae/ha) de forma secuencial, mezclado en tanques 0 como premezcla con
tasas de glifosato eficaces para € tratamiento de gramineas para garantizar € nivel necesario de
control de malezas de hoja ancha. Los herbicidas de triclopyr y fluroxypyr usados en los niveles
sefialados anteriormente también son componentes aceptables del programa de tratamiento. Labaja
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tasa de glifosato proporciona asimismo algunos beneficios parael control de malezas de hoja ancha,
aungue lafuente principa de control proviene del 2,4-D, triclopyr o fluroxypyr.

[00352] Latransformacion ddl rasgo aad-12 en los cultivos facilita la utilizacién de uno o
més herbicidas comerciales de ariloxi auxina, solos o combinados, de forma secuencia o
independiente. De manera similar, € rasgo aad-1 facilita la utilizacion de uno o mas herbicidas
comerciales de tipo fenoxi auxina, solos o combinados, de forma secuencial o independiente, con
uno o varios herbicidas comerciales de tipo AOPP. La combinacién de cualquiera de estos rasgos
con los rasgos dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 permite un mejor tratamiento de las especies de
maleza. Las tasas especificas de aplicacion de herbicidas que contengan estos compuestos quimicos
se establecen a partir de las etiquetas de herbicidas compiladas en € libro CPR (Crop Protection
Reference) o similar, compilaciones en linea de etiquetas (p. g. cdms.net/manuf/manuf.asp) o
cualquier guia comercia o académica de cuidado de cultivos, tal como la guia Crop Protection
Guide de Agriliance (2005).

Ejemplo 17: Rrasgo DGT apilado con rasgo AHAS en cualquier cultivo

[00353] Los rasgos que codifican la tolerancia a los herbicidas de tipo imidazolinona
(AHAS) se encuentran presentes actuamente en varios cultivos de Norteamérica, entre los que se
incluyen maiz, arroz, girasol y trigo. Se han estado desarrollando otros cultivos tolerantes a la
imidazolinona (p. §. adgodon y remolacha azucarera. Actuamente se estén utilizando varios
herbicidas de tipo imidazolinona (p. €., imazamox, imazethapyr, imazaquin e imazapic) en varios
cultivostradicionales. Lainsercion de rasgos de tolerancia a laimidazolinona como el rasgo AHAS
ha facilitado el uso de imazethapyr, imazamox y e imazapyr no selectivo. Hasta e momento, los
cultivos tolerantes a herbicidas de tipo imidazolinona tienen la ventgja de ser no-transgénicos. Este
tipo de compuestos tiene también una actividad residua significativa en € suelo, por lo que €
control de malezas va més dla del periodo de aplicacion, a diferencia del glifosato o compuestos
basados en glufosinatos. No obstante, €l rango de malezas controladas a través de | os herbicidas de
tipo imidazolinona no es tan amplio como aquel de glifosato (Agriliance, 2003). Adicionamente,
los herbicidas de tipo imidazolinona acttan de una forma (inhibicién de acetolactato sintasa, ALS) a

la que varias maezas han creado resistencia (Heap | (2004). Encuesta internaciona de malezas
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[00354] Al insertar dgt-28, dgt-31, dgt-32 o dgt-33 con un rasgo de tolerancia a la
imidazolinona, mediante la mejora convencional o de manera conjunta como un proceso de
transformacion completamente nuevo, se megjoran laeficaciade control de maleza, laflexibilidad, y
la capacidad para manejar cambios en lamalezay el desarrollo de resistencia alos herbicidas.

[00355] Una planta de la especie monocotiledénea o dicotiledénea en la que se han
insertado un rasgo dgt y un rasgo de tolerancia a la imidazolinona tendra las siguientes opciones
parael control de malezas:

[00356] A. Aplicacién de imazethafyr a una tasa estandar de tratamiento postemergencia
(35 a 280 g ae/ha, por gemplo, 70 a 140 g ae/ha) para € control de varias especies de maeza
gramineas y de hoja ancha.

i) Las malezas de hoja ancha resistentes al inhibidor de ALS como el Amaranthus

rudis, Ambrosia trifida, Chenopodium album (entre otras, Heap, 2004), se
controlan mezclando glifosato en tanques a 420 a 2160 g ae/ha, por g emplo, 560 a
1120 g ae/ha.

i) L as especies de hoja ancha inherentemente maés tolerantes a los herbicidas de tipo
imidazolinona como la Ipomoea spp. pueden controlarse mezclando glifosato en
tanques en preparaciones de 420 a 2160 g ae/ha, por ejemplo, 560 a 1120 g ae/ha.

i) Las especies de hoja ancha resistentes a inhibidor de ALS como el Sorghum
halepense and Lolium spp. pueden controlarse mezclando glifosato en tanques en
preparaciones de 420 a 2160 g ae/ha, por g emplo, 560 a 1120 g ae/ha.

iv) Las especies de hoja ancha inherentemente tolerantes (p. €., Agropyron repens)
pueden controlarse mezclando glifosato en tanques en preparaciones de 420-2160
g aelha, por giemplo, 560 a 1120 g ae/ha.

[00357] Latransformacion del dgt-28, dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 y su combinacion
con cualquier rasgo de tolerancia a la imidazolinona, mediante la mejora convencional o la
ingenieria genética facilita la utilizacion de alguno de los herbicidas comerciades de tipo
imidazolinona o glifosato, solos o en varias combinaciones. Las tasas especificas de aplicacion
de herbicidas que contengan estos quimicos se establecen a partir de las etiquetas de herbicidas
compiladas en €l libro CPR (Crop Protection Reference) o similar, compilaciones en linea de
etiquetas (p. §. cdms.net/manuf/manuf.asp) o cualquier guia comercial o académica de cuidado

de cultivos, tal como la guia Crop Protection Guide de Agriliance (2005).
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Ejemplo 18: Transformacion dela soja

[00358] La sojatransgénica (Glycine max) que contiene un transgénico dgt-28 integrado
de forma estable se genera a través de una transformacion mediada por Agrobacterium de
explantes de cotiledones de soya. Se utiliza una cepa desarmada de Agrobacterium gue lleva un
vector binario que contiene un dgt-28 funcional parainiciar latransformacion.

[00359] La transformacion mediada por Agrobacterium se lleva a cabo mediante el uso
de un procedimiento de medio nudo de cotileddn de Zeng et al. (Zeng P., Vadnais D.A., Zhang
Z., Polacco J.C., (2004), Plant Cell Rep., 22(7): 478-482). En pocas palabras, las semillas de soja
(cv. Maverick) germinan en los medios basales y 1os nudos de cotiledones se aislan y se infectan
con Agrobacterium. La iniciacion de los brotes, la elongacion de los brotes y los medios de
enraizamiento se complementan con cefotaxima, vancomicina y timentin para la eliminacion de
Agrobacterium. La seleccion através de un herbicida se emplea parainhibir el crecimiento de los
brotes no transformados. Los brotes seleccionados se transfieren a medio de enraizamiento para
el desarrollo de laraiz y su posterior transferencia a una mezcla de tierra para la aclimatacion de
las plantul as.

[00360] Transformantes putativos. Se transfieren a invernadero las plantulas revisadas,
se permite que se aclimaten y luego se redliza el pintado de hojas con un herbicida para
reconfirmar la tolerancia. Se realiza un procedimiento de muestreo y de andlisis molecular de
estas plantas putativas To con € fin de confirmar la presencia del marcador herbicida
seleccionable como también la presencia del transgénico dgt-28. Se permite que las plantas T se

auto fertilicen en €l invernadero para producir semillas T.

[00361] Se puede usar un segundo método de transformacién de la soja para producir
plantas transgénicas de soja adicionales. Se utiliza una cepa desarmada de Agrobacterium que
[leva un vector binario que contiene un dgt-28 funcional parainiciar la transformacion.

[00362] La transformacion mediada por Agrobacterium se lleva a cabo mediante el uso
de un procedimiento de media-semilla de Paz et al., (Paz M., Martinez J., Kalvig A., Fonger T.,
and Wang K., (2005) Plant Cell Rep., 25: 206-213). Durante un periodo breve, las semillas
maduras de soja se esterilizan durante la noche con gas de cloro y se las embebe con H,0 estéril
veinte horas antes de la transformacién de las plantas mediada por Agrobacterium. Las semillas
se cortan por lamitad con un corte longitudinal alo largo del hilo para separar la semillay retirar
la cubierta de la semilla. El ge embrionario se escinde y los brotes/capullos axiales se eliminan
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del nodo cotiledonar. Los explantes de media semilla resultantes son infectados con
Agrobacterium. La iniciacion de los brotes, la elongacion de los brotes y los medios de
enraizamiento se complementan con cefotaxima, vancomicina y timentin para la eliminacion de
Agrobacterium. La seleccion através de un herbicida se emplea parainhibir € crecimiento de los
brotes no transformados. Los brotes seleccionados se transfieren a medio de enraizamiento para
el desarrollo de laraiz y su posterior transferencia a una mezcla de tierra para la aclimatacion de
las plantulas.

[00363] Se redlizaun procedimiento de muestreo y de andlisis molecular de estas plantas
putativas T con el fin de confirmar la presencia del marcador herbicida seleccionable como
también la presencia del transgénico dgt-28. Se permite que las plantas T, se auto fertilicen en €l
invernadero para producir semillas T;.

[00364] Confirmacién de la heredabilidad del dgt-28 a la generacion T1. La
heredabilidad de la proteina dgt-28 en la generacion T, se evalué en una de dos maneras. El

primer método incluye la siembra de semillas T, en los medios “Metro-Mix” y la aplicacion de
411 g ae/lha IGNITE™ 280 SL en plantas germinadas en la primera fase trifoliada de
crecimiento. El segundo método consistié en homogeneizar semilla por un total de 8 repeticiones
utilizando un cojinete de bolas y un moledor tipo “genogrinder”. Luego se usaron pruebas de tira
de ELISA de la proteina PAT para detectar eventos hereditarios ya que el marcador de eleccién
se encontraba en e mismo plasmido que & dgt-28. En cualquiera de los métodos si se determind
gue una sola planta era tolerante a glufosinato o se detect6 con la prueba de tira de ELISA para
PAT, se consider6 que € evento demostro la heredabilidad parala generacién T.

[00365] Un total de cinco constructos fueron revisados con relacién ala heredabilidad tal
como se describié anteriormente. Los plasmidos con contenido de dgt-28 vincularon con TraP4,
TraP8 y TraP23. Los eventos gque cruzaron a través de los constructos demostraron un 68% de la
heredabilidad de la proteina PAT :: DGT-28 alageneracion T.

[00366] Tolerancia a herbicidas post-emergencia en soja T; posterior transformada por

dgt-28. Las semillas de eventos T; que se determinaron como heredables mediante |os métodos
de seleccidn descritos anteriormente se sembraron en medios “Metro-Mix” bajo condiciones de
invernadero. Las plantas se cultivaron hasta que la primera trifoliada se expandiera
completamentey selastratd con 411 g ea/ halGNITE™ 280 SL paralaseleccion del gen pat tal

como se describio previamente. A las plantas resistentes provenientes de cada evento se les dio
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identificadores Unicos y se tomaron muestras para andlisis de cigosidad del gen dgt-28. Los datos
sobre cigosidad se utilizaron para asignar réplicas de 2 hemicigotos y 2 homocigotos para cada
tasa de glifosato aplicado, permitiéndose un total de 4 réplicas por tratamiento cuando se tenian
en existencia suficientes plantas. Estas plantas se compararon con “wildtype Petite havana
tobacco”. Todas las plantas fueron sometidas a rociado mediante un pulverizador de carril fijado
en 187 L/ ha. Las plantas se rociaron dentro de un rango de 560-4480 g ea/ha de sal dimetilamina
(DMA) DURANGO ™, Todas las aplicaciones se formularon en agua con la adicion de 2% w/v
de sulfato de amonio (AMS). Las plantas se evaluaron alos 7 y 14 dias después del tratamiento.
Se asigno una calificacion de dafio alas plantas con respecto a su retraso en € crecimiento global
visua, laclorosis y la necrosis. La generacion T, se constituye en un factor de segregacion, por
lo que se espera alguna respuesta variable debido a diferencias en cigosidad.

[00367] Tabla 21. Los resultados del rociado demuestran a los 14 dias después del
tratamiento la tolerancia robusta hasta 4480 g ae/ha de glifosato de al menos un evento dgt-28
por constructo caracterizado. Todos |os eventos representativos de copia Unica de |os constructos

proporcionan una tolerancia de hasta 4480 g ae/ha en comparaciéon con e control negativo

Maverick.

pDAB107543 % Daiio % Dario

(TraP4::dgt-28)

Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estandar

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 0 4 0 338 7.5 25-40

1120 g ae/ha 2 2 0 25.0 115 15-35

2240 g ae/ha 2 2 0 175 29 15-20

4480 g ae'ha 0 2 2 338 13.1 20-45

pDAB107545 % Daiio % Dario

(TraP8::dgt-28)

Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estandar

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0
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560 g ae/ha 4 0 0 15 1.0 0-2

1120 g ae/ha 4 0 0 2.8 15 2-5

2240 g ae/ha 4 0 0 5.0 2.4 2-8

4480 g ae/ha 4 0 0 9.5 19 8-12

pDAB107548 % Daiio % Dario

(TraP4::dgt-28)

Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estandar

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae'ha 4 0 0 1.8 24 0-5

1120 g ae/ha 4 0 0 2.8 15 2-5

2240 g ae/ha 4 0 0 35 1.7 2-5

4480 g ae/ha 4 0 0 8.8 3.0 5-12

pDAB107553 % Dafo % Dafio

(TraP23::dgt-28)

Tasa de aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Esténdar

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 5.0 0.0 5

1120 g ae/ha 4 0 0 9.0 12 8-10

2240 g ae/ha 4 0 0 10.5 1.0 10-12

4480 g ae/ha 4 0 0 16.5 1.7 15-18

Maverick (control neg.) % Dafio % Dario

Tasa de aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estandar

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae'ha 0 0 4 82.5 12.6 70-100

1120 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

2240 g ae/lha 0 0 4 100.0 0.0 100

4480 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100
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[00368] Proteccion de dgt-28 contra las tasas elevadas de glifosato en la generacion To.

Una prueba de progenie en 45 plantas se llevd a cabo en dos a cinco lineas T, de dgt-28 por
constructo. Las lineas homocigéticas se eligieron en base alos andlisis cigosidad compl etados en
la generacion anterior. Se plantaron las semillas tal como se describio previamente. Las plantas
serociaron con 411 g ealha de IGNITE 280 SL parala seleccion del marcador seleccionable PAT
tal como se ha descrito previamente. Después de 3 dias después del tratamiento, se contaron las
plantas resistentes y las sensibles.

[00369] Para constructos que contienen TraP4 vinculado con dgt-28 (pDAB107543 y
pDAB107548), nueve de las doce lineas puestas a prueba no segregaron, confirmando asi la
presencia de lineas homogéneas en la generacion T,. Las lineas que contienen TraP8 vinculado
con dgt-28 (pDAB107545) mostraron que dos de las cuatro lineas no tenian segregantes y se
demostré la herencia mendeliana a través de a menos dos generaciones de dgt-28 en la soja. Se
tomaron muestras de tegjido de las plantas resistentes y la proteina DGT-28 fue cuantificada por
métodos estandar de ELISA. Los datos demostraron un rango promedio de proteina DGT-28 de
32,8 a 107,5 ng/cm? para las lineas T no Segregantes puestas a prueba. Las lineas del constructo
pDAB107553 (TraP23::dgt-28) no fueron seleccionadas previamente con glufosinato, y la
respuesta a la dosis de glifosato se utiliz6 tanto como prueba de homogeneidad y tolerancia alas
altas tasas de glifosato. Réplicas de las lineas del constructo pDAB107553 fueron tolerantes a
tasas que se encuentran en un rango que va desde 560 hasta 4480 g ae/ha de glifosato, y por lo
tanto se confirmaron como una poblacion homogénea y heredable por a menos dos
generaciones.

[00370] Tasas de DURANGO DMA que van desde 560 a 4480 g ae/ha de glifosato se
aplicaron a la soja trifoliada 2-3 tal como se ha descrito previamente. Los datos visualmente
recogidos sobre dafios a los 14 dias después del tratamiento confirmaron los resultados de
tolerancia que se demostraron en lageneracion T

[00371] Tabla 22. Los datos demuestran una tolerancia robusta del tabaco sometido a
dgt-28 en niveles de hasta 3360 g ae/ha de glifosato a lo lardo de dos generaciones, en

comparacion con el control no transformado.

pDAB107543 % Daiio % Dafio
(TraP4::dgt-28)
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Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Esténdar

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0

560 g ae'ha 4 0 0 10.0 0.0

1120 g ae/ha 4 0 0 10.0 4.4

2240 g ae/ha 4 0 0 13.0 2.4

4480 g ae/ha 0 4 0 155 4.1

pDAB107545 % Daiio % Dafio

(TraP8::dgt-28)

Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Esténdar

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

1120 g ae/ha 4 0 0 2.8 15 2-5

2240 g ae/ha 4 0 0 5.0 0.0 5

4480 g ae/ha 4 0 0 10.0 0.0 10

pDAB107548 % Dafo % Dafio

(TraP4::dgt-28)

Tasa de aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Esténdar

0 g ae/ha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

1120 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

2240 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

4480 g ae/ha 4 0 0 10.0 0.0 10

pDAB107553 % Dafio % Dafio

(TraP23::dgt-28)

Tasa de aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estéandar

0 g ae/lha de glifosato
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560 g ae/ha - - - - - -

1120 g ae/ha - - - - - -

2240 g aelha - - - - - -

4480 g ae/ha - - - - - -

Maverick (control neg.) % Daiio % Dafio

Application Rate <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Esténdar

0 g ae/lhade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 0 0 4 77.5 15.0 70-100

1120 g aelha 0 0 4 975 2.9 95-100

2240 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

4480 g ae/ha 0 0 4 100.0 0.0 100

Ejemplo 19 Transformacién de arroz con dgt-28

[00372] En un método gjemplar, el arroz transgénico (Oryza sativa) que contiene un dgt-
28 integrado de forma estable se genera a través de la transformacién mediada por
Agrobacterium de las semillas esterilizadas de arroz. Se utiliza una cepa desarmada de
Agrobacterium que lleva un vector binario que contiene un dgt-28 parainiciar la transformacion.

[00373] Los medios de cultivo se gjustan a un pH de 58 con M KOH 1 M y se
solidifican con 2,5 g/l de Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los callos embriogénicos se
cultivan en platos petri de 100 x 20 mm que contenian 30 ml de medio semisdlido. Las pléantulas
de arroz se cultivan en un medio de 50 ml en cajas MAGENTA. Las suspensiones celulares se
mantienen en matraces conico de 125 ml que conitenen 35 ml de medio liquido y que rotan 125
revolucione por minuto. Lainduccion y el mantenimiento de cultivos embriogénicos se producen
en un ambiente de oscuridad a 25-26 °C, y laregeneracion de las plantas 'y del cultivo de plantas
enteras se lleva a cabo en habitaciones iluminadas con un fotoperiodo de 16-h (Zhang et al.
1996).

[00374] Lainduccion y e mantenimiento de los callos embriogénicos se realiza en un
medio basal NB modificado, tal como se ha descrito anteriormente (Li et al. 1993), en el que los
medios se adapta para contener 500 mg/l de glutamina. Los cultivos en suspensién son iniciados

y mantenidos en medio liquido SZ (Zhang et al. 1998) con lainclusiéon de 30 g/L de sacarosa en
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lugar de la maltosa. EI medio osmético (NBO) consiste en medio NB con la adicion de 0,256 M
tanto de manitol como de sorbitol. Los callos resistentes a los herbicidas se seleccionan en un
medio NB suplementado con el agente herbicida de eleccién que sea apropiado durante 3-4
semanas. La pre-regeneracion se lleva a cabo en un medio (PRH50) que consiste en un medio
NB con &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 1 mg/l de acido a-naftalenacético (NAA), 5 mg /
| de &cido abscisico (ABA) y € herbicida de eleccidn por 1 semana. Laregeneracion de plantulas
después del cultivo en medio de regeneracion (RNH50) que comprende un medio NB que
contiene 2,4-D, 0,5 mg / |, de NAA, y herbicida de eleccion hasta putativamente los brotes
transgénicos se regeneren. Los brotes se transfieren a un medio de enraizamiento con sales
basales Murashige y Skoog de potencia media y vitaminas B% de Gambor, todo esto
suplementado con 1% de sacarosay herbicida de eleccion.

[00375] Las semillas maduras desecadas de Oryza sativa L. japdnica cv. Taipéi 309 se
esterilizan tal como se describe en Zhang et al. 1996. Los tejidos embriogénicos se inducen
mediante el cultivo de las semillas de arroz maduras estériles sobre un medio NB en la oscuridad.
El callo primario de aproximadamente 1 mm de didmetro, se retira del escutelo y se utiliza para
iniciar la suspension celular en medio liquido SZ. Luego, las suspensiones se mantienen tal como
se describe en Zhang 1996. Los tejidos embriogénicos derivados de la suspension se retiran del
cultivo liquido en un periodo de 3 a 5 dias después del subcultivo previo y se colocan en un
medio osmotico NBO para formar un circulo de cerca de 2,5 cm de diametro en un plato de Petri
y se cultivaron durante 4 horas antes del bombardeo. Dieciséis a veinte horas después del
bombardeo, los tejidos se transfieren de un medio NBO a un medio de NBH50 elegido,
asegurandose que la superficie bombardeada se coloque hacia arriba, y se incube en la oscuridad
durante 14 a 17 dias. El callo recién formado se separa entonces de |os explantes bombardeados
originales y se coloca cerca en e mismo medio. Después de un periodo adicional de 8 a 12 dias,
se puede identificar visualmente un callo relativamente compacto y opaco, y se lo transfiere a un
pre- medio de regeneracion PRH50 durante 7 dias en un ambito de oscuridad. El calo en
crecimiento, que se hace mas compactos 'y opaco, se lleva luego a un sub-cultivo en un medio de
regeneracion RNH50 durante un periodo de 14-21 dias bajo un régimen de foto-periodo de 16
horas por dia. Los brotes regenerados se transfieren a cajas MAGENTA gue contenian medio Y2
MSH50. Varias plantas se regeneran a partir de un solo explante y se consideran como hermanos

y son tratados como una linea de plantas independientes. Una planta se califica como positiva
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para €l gen dgt-28 s produce raices gruesas, blancas y crece vigorosamente en € medio Y2
MSH50. Una vez que las plantulas alcanzan la parte superior de las cajas MAGENTA, se
transfieren alatierra en un contenedor de 6 cm por bajo un ambito de 100% de humedad durante
una semana, y luego se mueven a una camara de crecimiento con un periodo de luz 14 horas por
diaa30° Cy enlaoscuridad a 21°C durante 2-3 semanas antes del su trasplante a macetas de 13
cm en el invernadero. Las semillas se recogen y se secan a 37° C durante una semana antes de su
almacenamiento a4° C.

[00376] Andlisis T, de arroz dgt-28. L os transformantes del arroz trasplantado obtenidos

via transformacion del Agrobacterium se trasplantaron a los medios y fueron aclimatacion a
condiciones de invernadero. Se tomaron muestras de todas las plantas para la deteccién por PCR
de dgt-28 y los resultados mostraron veintidés eventos PCR positivos para pDAB110827
(TraP8::dgt-28) y un minimo de dieciséis eventos PCR positivos para pDAB110828
(TraP23::dgt-28). El andlisis Southern para dgt-28 de los eventos positivos de PCR demostro
eventos simples (1-2 copias) para ambas constructos. La extraccién de proteinas de los eventos
To seleccionados demostré que la extraccion de proteina dgt-28 se encuentra en rangos que van
desde niveles bajos de deteccion a 130 ng/cm?2. Los eventos T, eventos seleccionados a partir
del constructo pDAB110828 fueron tratados con 2240 g de DMA ae/ha de DURANGO™ tal
como se ha descrito previamente y se evaluaron alos 7 y alos 14 dias después del tratamiento.
Los datos demostraron tolerancia robusta a la tasa de glifosato que se aplico. Se permitio que
todas las plantas que se comprobaron como positivas para PCR produjeran semillas T; para una
caracterizacion adicional .

[00377] La heredabilidad de dgt-28 en el arroz. Una prueba de progenie en 100 plantas
se llevd a cabo en cuatro lineas T, de dgt-28 del constructo pDAB110827 que contienen €l

péptido de transito a cloroplasto TraP8. Las semillas fueron plantadas en macetas con medios.
Todas las plantas se rociaron con 560 g aeslha DURANGO DMA™ para la seleccion del gen de
dgt-28 tal como se ha descrito previamente. Después de transcurridos 7 dias desde el tratamiento,
se contaron las plantas resistentes y sensibles. Dos de las cuatro lineas puestas a prueba para cada
constructo se segregaron como un unico locus, € razo mendeliano rasgo dominante (3R:1S) tal
como se determina mediante el andlisis de Chi cuadrado. Dgt-28 es un gen hereditario resistente

al glifosato en multiples especies.
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[00378] Tolerancia a herbicidas en post-emergencia en arroz T, transformado por dgt-28.

A las plantas T, resistentes de cada evento utilizadas en la prueba de progenie se les dio
identificadores Unicos y se tomaron muestras para analisis de cigosidad del gen dgt-28. Los datos
de cigosidad se utilizaron para asignar réplicas de 2 hemicigotos y 2 homocigotos para cada tasa
de glifosato aplicado permitiendo un total de 4 réplicas por tratamiento. Estas plantas se
compararon frente al arroz “wildtype kitaake’. Todas las plantas se rociaron con un rociador de
carril fijado en un nivel 187 L/ha. Las plantas se rociaron desde un rango de 560-2240 g ae ha
con DURANGO DMA ™. Todas las aplicaciones se formularon en agua con laadicion de 2% de
sulfato de amonio (AMS) w/v. Las plantas se evaluaron tanto a los 7 dias como a los 14 dias
después del tratamiento. Se asigno a las plantas una calificacion de dafio con respecto a retraso
del crecimiento global visual, a la clorosis y a la necrosis. La generacion T1 se encuentra en
segregacion, por 1o que se espera alguna respuesta variable debido ala diferencia en cigosidad.

[00379] Los resultados del rociado demuestran a 7 DAT (dias después del tratamiento)
se detecta dafio vegetativo minimo atasas elevadas de glifosato (no se muestran |los datos).

[00380] Tabla 23. Los datos de dafios que se pueden percibir visualmente a los 14 dias
después del tratamiento demuestran que menos del 15% de dafio promedio que se puede percibir
visualmente con niveles de hasta 2240 g ea/ha de glifosato.

TraP8::dgt-28 Evento 1 % Dafio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Esténdar

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae'ha 4 0 0 0.0 0.0 0

1120 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

2240 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

TraP8::dgt-28 Evento 2 % Dafio % Dafio

Tasa de aplicacion <20% | 20 >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estéandar

0 g ae/ha deglifosato 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae'ha 0 3.8 4.8 0-10

1120 g ae/ha 0 12.0 3.6 8-15
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2240 g ae/ha 4 0 0 15.0 6.0 8-20

Control no % Dafio % Dafio

transformado

Tasade aplicacion <20% | 20- >40% | Promedio | Desv. Rango (%)
40% Estandar

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 0 0 4 81.3 25 80-85

1120 g ae/ha 0 0 4 95.0 5.8 90-100

2240 g ae/ha 0 0 4 96.3 4.8 90-100

[00381] Se evalud la deteccion de proteina de DGT-28 para las réplicas provenientes de
todas las cuatro lineas T, de pDAB110827 sometidas a pruebas. Los datos demostraron que la
proteina DGT-28 promedio oscila entre 20 a 82 ng/cm? y entre 21-209 ng/cm? para réplicas de
hemicigotos y homocigotos respectivamente. Estos resultados demostraron la extraccion estable
de la proteina ala generacion T, y latolerancia que tiene el arroz dgt-28 de hasta 2240 g ea/ha a
glifosato después de una aplicacién de 560 g ae/ha de glifosato usado parala seleccion.

Ejemplo 20: Transformacion de césped con dgt-28

[00382] La transformacion genética del transgénico dgt-28 mediada por Agrobacterium
tumefaciens en “creeping bentgrass’ (césped de estacidon fria) se logra a través del callo
embriogénico iniciado a partir de las semillas (cv. Penn-A-4). Véase “Efficiency of
Agrobacterium tumefaciens-mediated turfgrass (Agrostis stolonifera L) transformation” (Luo et.
al., 2004).

[00383] Las células de callo se infectan con una cepa A. tumefaciens que alberga un
vector stper-binario que contiene un transgénico resistente a herbicidas accionado (por g emplo,
dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33) por un promotor monocotiledéneo especifico. La eficiencia
global de transformacion estable varia en un rango del 18% a 45%. El andlisis “ Southern blot” y
el andlisis genético confirman la integracion del transgénico en el genoma del bentgrass y la
transmision normal y la expresion estable del transgénico en la generacion T;. Todos los eventos
de transformacion independientes portan una a tres copias del transgénico, y una mayoria (60-

65%) contienen una sola copiadel transgénico, sin reordenamientos aparentes.
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[00384] Se descascaran las semillas maduras con papel delijay se esteriliza la superficie
en 10% (v/v) de lavandina Clorox™ (6% de hipoclorito de sodio) mas 0,2% (v/v) de Tween 20
(Polisorbato 20) mediante agitacion vigorosa durante 90 minutos. Después de enjuagar cinco
veces en agua destilada estéril, las semillas se colocan sobre medio de induccion de calo (sales
basales MSy vitaminas, 30 g/L de sacarosa, 500 mg/l de hidrolizado de caseina, 6,6 mg/l de 3,6-
dicloro-o-anisico (dicamba), 0,5 mg/l de 6-bencil amino purina (BAP) y 2 g/l de Phytagel. El pH
del medio se gjustaa 5,7 antes de tratamiento en autoclave a 120° C durante 20 minutos).

[00385] Las placas de cultivo que contienen explantes preparados de semillas se
mantienen en la oscuridad a temperatura ambiente durante 6 semanas. Los callos embriogénicos
se selecciona visualmente y se sub-cultivan en un medio fresco de induccion de callos en la
oscuridad, atemperatura ambiente durante 1 semana antes del co-cultivo.

[00386] Un dia antes de la infeccion mediada por Agrobacterium, los callos
embriogénicos se dividen en piezas de a 2 milimetros y se colocan en un medio de induccion de
calo que contiene 100 uM de acetosiringona. Una alicuota de 10 ul de suspensién de
Agraobacterium (OD = 1,0 a 660 nm) que alberga el transgénico dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33
se aplica luego a cada pieza de los callos, ello es seguido por de 3 dias de co-cultivo en la
oscuridad a 25° C. Los callos se transfieren y se cultivaron durante 2 semanas en un medio de
induccion de callos mas 125 mg/l de Cefotaxima 'y 250 mg/l de Carbenicilina para inhibir €l
crecimiento bacteriano.

[00387] La seleccion de plantas transgénicas se produce cuando los callos se trasladan a
un medio de induccidn de callos que contiene 250 mg/l de cefotaximay un herbicida. EI material
de calo se mantiene en este medio durante 8 semanas con un intervalo de seleccion de sub-
cultivo de 3 semanas. El proceso de seleccion se realiza a temperatura ambiente en la oscuridad.

[00388] Para la regeneracion de plantas, |os eventos de callos proliferantes resistentes a
los herbicidas se trasladan primero a un medio de regeneracion (medio basal MS, 30 g/l de
sacarosa, 100 mg/l de mioinositol, 1 mg/l de BAP y 2 g/l de Phytagel) suplementado con
cefotaxima, y un herbicida para la seleccion. Estos callos se mantienen en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 1 semana y luego se trasadan a la luz durante 2-3 semanas para
desarrollar brotes.

[00389] Los brotes desarrollados se separan y se transfirieren a un medio de

regeneracion sin hormonas, que contiene un herbiciday cefotaxima para promover el crecimiento
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de la raiz mientras se mantiene la presion de seleccién y se suprime cualquier célula de
Agrobacterium que reste. Las plantulas con raices bien desarrolladas (en 3 a 5 semanas) se
transfieren luego a latierray se desarrollaron ya sea en €l invernadero o en el campo abierto de
cultivo.

[00390] Las plantas transgénicas se mantienen a aire libre en un vivero de contencion
(por 3 a 6 meses) hasta el solsticio de invierno en diciembre. Las plantas que vernalizaron se
transfieren al invernadero y se mantienen a 25° C bajo un régimen de 16/8 horas de fotoperiodo y
rodeadas por plantas control no transgénicas que fisicamente aislan a las plantas transgénicas de
otras fuentes de polen. Las plantas transgéni cas comienzan a florecer entre 3 a4 semanas después
de haber sido trasladadas de nuevo al invernadero. Estas plantas se fertilizan de forma cruzada
con el polen de las plantas de control circundantes. Las semillas recolectadas de cada planta
transgénica individual se hacen germinar en el suelo a 25° C, y las plantas T; se cultivan en €
invernadero para su posterior andlisis.

[00391] Otras tipos de césped se transforman con dgt-28 de acuerdo con el protocolo
descrito, incluyendo los siguientes, annual meadowgrass (pastito de invierno) (Poa annua),
Bahiagrass,(pasto bahia) Bentgrass (agrostis), Bermudagrass (pasto de Bermudas), Bluegrass
(pasto azul), Bluestems, Brachiaria, Bromegrass, Browntop bent (Agrostis capillaries),
Buffalograss, Canary Grass, Carpetgrass, Centipedegrass, Chewings fescue (Festuca rubra
commutate), Crabgrass, Creeping bent (Agrostis stolonifera), Crested hairgrass (Koeleria
macrantha), Dallisgrass, Fescue, Festolium, Hard/sheeps fescue (Festuca ovina), Gramagrass,
Indiangrass, Johnsongrass, Lovegrass, mezclas (Equina, Pastizales, etc.), Native Grasses,
Orchardgrass, Perennia ryegrass (Lolium perenne), Redtop, Rescuegrass, annual and perennial
Ryegrass, Slender creeping red fescue (Festuca rubra trichophylla), Smooth-stalked
meadowgrass (Poa pratensis), St. Augustine, Strong creeping red fescue (Festuca rubra rubra),
Sudangrass, Switchgrass, Tall fescue (Festuca arundinacea), Tufted hairgrass (Deschampsia

caespitosa), Turfgrasses, Wheatgrass, y Zoysiagrass

Ejemplo 21: Transformacion de Brassica spp. con rasgo DGT
[00392] El gen dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-33 confieren resistencia a glifosato se
utiliza para transformar la Brassica napus de la variedad. Nexera™ 710 con transformacion
mediada por Agrobacterium.
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[00393] Las semillas de Brassica napus se esterilizan superficiamente con lavandina
comercial al 10% durante 10 minutos y se enjuagan 3 veces con agua destilada estéril. Las
semillas se colocan luego sobre medio basal M'S de concentracién media (Murashige and Skoog,
1962) y se mantienen bajo régimen de crecimiento que establece una temperaturade 2 ° C, y un
fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas oscuridad.

[00394] Los segmentos de hipocdtilos (de 3 a5 mm) se extirpan de las pléntulas que
tienede 5 a7 dias de edad y se colocan en un medio de induccién de callo K1D1 (medio MS con
1 mg/l de cinetinay 1 mg/ | 2,4-D) durante 3 dias como pre-tratamiento. Los segmentos se
transfieren después a una placa petri y se tratan con una cepa de Agrobacterium tumefaciens que
contiene un constructo que incluye dgt-28. El Agrobacterium tumefaciens se cultiva durante la
noche a 28° C en la oscuridad en un agitador a 150 revoluciones por minuto y, posteriormente, se
vuelve a suspender en € medio de cultivo.

[00395] Después de un tratamiento de 30 minutos con Agrobacterium de los segmentos
de hipocdétilos, estos segmentos se colocan de nuevo en € medio de induccién de callos durante 3
dias. Después del co-cultivo, los segmentos se colocan en K1D1TC (medio de induccién de
callos que contiene 250 mg/l Carbenicilina y 300 mg/l Timentin) durante una semana de
recuperacion. Alternativamente, |os segmentos se colocan directamente en € medio de seleccion
K1D1H1 (por encima del medio con un herbicida). La Carbenicilina y & Timentin son los
antibidticos que se utilizan para matar el Agrobacterium. El agente de seleccidon permite el
crecimiento de | as células transformadas.

[00396] Muestras de callos aislados de eventos independientes se ponen a prueba
mediante PCR. Las muestras que dan positivo para la presencia de dgt-28, dgt-31, dgt-32, o dgt-
33 se confirman y se las avanza a los medios de regeneracion. Los segmentos de hipocotilos
callosos se colocan, en ese momento, en B3Z1H1 (medio MS, 3 mg/I bencil amino purina, 1 mg/|
zeating, 0,5 g/l de MES [acido 2-morfolino etano sulfénico], 5 mg/l de nitrato de plata, herbicida
para seleccién, Carbenicilinay Timentin), un medio de regeneracion. Después de 3 semanas los
brotes comienzan regeneracién. Segmentos de hipocétilos, junto con los brotes se transfieren a
B3Z1H3 medio (medio MS, 3 mg / | bencilamino purina, 1 mg / | Zeatina, 0,5 g/ | de MES
[&cido 2-morfolino etano sulfénico], 5 mg/l nitrato de plata, herbicida de seleccion, Carbenicilina

y Timentin) durante otras 3 semanas.
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[00397] Los brotes se cortaron de los segmentos de hipocétilos y se transfirieron a un
medio para la elongacion de brotes MESH10 (MS, 0,5 gm/l de MES, herbicida de seleccion,
Carbenicilina, Timentin) durante 2 a 4 semanas. Los brotes alargados se cultivan para la
induccion de raices en MSI.1 (MS con 0,1 mg/l de &cido indolbutirico). Una vez que las plantas
establecen un sistema de raices, las plantas se trasplantaron a la tierra. Las plantas se aclimatan
en condiciones ambientales controladas en un Conviron™ durante 1 a 2 semanas antes de su
transferencia al invernadero.

[00398] Las plantas Ty transformadas se auto-polinizaron en el invernadero para obtener
semillas T;. La progenie de las plantas T y T, Se rociaron con una gama de concentraciones de
herbicida de glifosato para establecer el nivel de proteccion otorgada por € gen dgt-28, dgt-31,
dgt-32, o dgt-33.

Ejemplo 22: Transformacion de tabaco con dgt-28

[00399] Se transforman trozos de hojas de tabaco (cv. Petit Havana) usando
Agraobacterium tumefaciens que contiene el transgén dgt-28. Se inoculan colonias ssimples que
contienen el plésmido que contiene e transgén dgt-28 en 4 ml de medio de YEP que contiene
espectinomicina (50 pg/ml) y estreptomicina (125 pg/ml), y se incuban durante toda la noche a
28 °C en un agitador a 190 rpm. Los 4 ml de cultivo de semilla luego se usan para inocular un
cultivo de 25 ml del mismo medio en un matraz de Erlenmeyer desconcertado. Este cultivo se
incuba a 28 °C agitando a 190 rpm hasta que alcanza un ODgy de ~1.2. Luego se coloca una
suspension de 10 ml de Agrobacterium en platos estériles Petri™ de 60 x 20 mm.

[00400] Se remojan trozos de hojas recién cortados (0.5 cm?) de plantas cultivadas
asepticamente en un medio MS (Phytotechnology Labs, Shawnee Mission, KS) con 30 g/l de
sucrosa en bandgjas PhytalTrays™ (Sigma, St. Louis, MO) en Agrobacterium cultivadas durante
toda la noche por algunos minutos, se secan en papel de filtro estéril y luego se colocan en €l
mismo medio, agregando 1 mg/l de &cido indolacético y 1 mg/l de 6-benzilamino purina. Tres
dias mas tarde, |os trozos de hojas cocultivados con Agrobacterium que contiene € transgén dgt-
28 setransfieren a mismo medio con 5 mg/l de Basta™ y 250 mg/|l de cefotaxima.

[00401] Después de tres semanas, las plantulas individuales Ty se transfieren al medio
MS con 10 mg/l de Basta™ y 250 mg/l de cefotaxima otras tres semanas antes del transplante al

suelo y la transferencia a invernadero. Algunas plantas T, (identificadas utilizando los



153

protocol os de andlisis molecular antes descritos) se dejan autopolinizar y se recogen las semillas
de las cpsulas cuando se han secado por completo. Se analizan las plantulas T, para comprobar
la cigosidad y la expresion del gen reportero (como se describe a continuacion) y se identifican
plantas sel eccionadas que contienen el transgén dgt-28.

[00402] Las plantas luego se trasladaron a invernadero lavando el agar de las raices,
transplantandolas a tierra en macetas cuadradas de 13.75 cm que se colocaron en bolsas Ziploc®
(SC Johnson & Son, Inc.), con agua corriente en e fondo de la bolsa. Estas se colocaron en un
invernadero de 30 °C con luz solar indirecta durante una semana. Después de 3 a 7 dias, se abrid
la bolsa; 1as plantas se fertilizaron y se dgjaron crecer en la bolsa abierta hasta que las plantas se
aclimataron a invernadero; en ese momento, se retird la bolsa. Las plantas se cultivaron en
condiciones de invernadero cdlido normales (27 °C durante € dia, 24 °C durante la noche, 16
horas de dia, luz minima natural y suplementaria= 1200 uE/m?s").

[00403] Antes de la propagacién, se tomaron muestras de las plantas Ty a fin de realizar
andlisis de DNA para determinar €l nimero de copia de dgt-28 insertado por medio de PCR en
tiempo real. El tgjido nuevo se coloco en tubosy se liofilizd a 4 °C durante dos dias. Después de
gue €l tgjido se secd por completo, se coloco una perla de tungsteno (Valenite) en € tubo y las
muestras se sometieron a molido en seco durante un minuto usando un molinillo Kelco. Luego se
sigui6 el procedimiento DNeasy™ estandar de aislamiento de DNA (Qiagen, DNeasy 69109).
Luego se goted una parte proporcional del DNA extraido con Pico Green (Molecular Probes
P7589); se observé la indicacion en el fluorémetro (BioTek™) con estdndares conocidos para
obtener la concentracion en ng/pl. Se usaron en total 100 ng de DNA como plantilla. Lareaccion
PCR sellevé a cabo en el termociclador 9700 Geneamp™ (Applied Biosystems), sometiendo las
muestras a 94 °C durante 3 minutos minutes y 35 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 64 °C
durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto y 45 segundos, seguidos de 72 °C durante 10
minutos. Los productos del PCR se analizaron por medio de electroforesis con un gel de agarosa
al 1 %, goteado con EtBr y confirmado por medio de transferencia Southern.

[00404] Se regeneraron y trasladaron al invernadero entre cinco y nueve eventos
positivos de PCR con 1 a 3 copias de gen dgt-28 de 3 constructos que contenian diferentes
secuencias de péptido de trénsito a cloroplasto (TraP4, TraP8 'y TraP23).

[00405] Se tomaron muestras de todas las plantas con PCR positivo para cuantificacion
de la proteina DGT-28 por medio de un ELISA estandar. Se detect6 la proteina DGT-28 en todas
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las plantas con PCR positivo y se observé una tendencia al aumento en la concentracion de
proteina con un aumento en el nimero de copias de dgt-28.
[00406] Heredabilidad de aad-12 (v1) en € tabaco. Se efectud una prueba de progenie

de 100 plantas en cinco lineas T, de dgt-28 por constructo. Los constructos contenian una de las
siguientes secuencias de péptido de transito al cloroplasto: TraP4, TraP8 o TraP23. Las semillas
se edtratificaron, germinaron y transplantaron de modo muy similar al procedimiento con
Arabidopsis antes descrito, con la excepcion de que no se retiraron las plantas nulas por medio de
laseleccidn inicial antes del transplante. Todas las plantas luego se pulverizaron con 280 g ae/ha
IGNITE 280 SL para la seleccién del marcador seleccionable pat como se describio
anteriormente. Tres dias después del tratamiento, se contaron las plantas resistentes y sensibles.

[00407] Cuatro de las cinco lineas probadas para cada constructo segregaron como una
sola caracteristica dominante Mendeliana de locus Unico (3R:1S), determinada por un analisis de
chi cuadrada. El dgt-28 es un gen de resistencia al glifosato heredable en varias especies.

[00408] Tolerancia a herbicida post-emergente en tabaco T, transformado por dgt-28.

Se asignaron identificadores unicos a las plantas T, resistentes de cada evento utilizadas en la
prueba de progenie, y se hicieron muestras para andlisis de cigosidad del gen dgt-28. Los datos
de cigosidad se usaron para asignar dos réplicas hemicigotas y dos réplicas homocigotas para
cada tasa de glifosato aplicada, lo cual permite obtener un total de cuatro réplicas por
tratamiento. Estas plantas se compararon con el tabaco Petite Havana de tipo silvestre. Todas las
plantas se pulverizaron con un pulverizador de surco gustado en 187 I/ha. Las plantas luego se
pulverizaron con unatasa de 560-4480 g ae/lha con DURANGO DMA ™. Todas las aplicaciones
incluyeron agua en la formula, con la adicion de sulfato de amonio a 2,0% m/v (AMS). Las
plantas fueron evaluadas 7 y 14 dias después del tratamiento. Se asigné a las plantas una
categoria de dafio respecto del retraso en el crecimiento, clorosis y necrosis generales. La
generacion T, se estd segregando, por 1o que se espera cierta variacion en las respuestas debido a
ladiferencia en cigosidad.

[00409] Los resultados de las pulverizaciones demuestran que a los 7 dias después del
tratamiento se detectaron lesiones vegetativas minimas ante tasas el evadas de glifosato (los datos
no se muestran). Tras 14 dias después del tratamiento, los datos de lesiones obtenidos

visualmente demuestran un aumento de las lesiones con eventos de copia Unica del constructo
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que contiene la secuencia TraP4 en comparacion con los eventos de copia Unica de los
constructos con TraP8 y TraP23. Tabla 24.

[00410] Tabla 24. Con una tasa de 2240 g ae/ha de glifosato, se demostré un dafio
medio del 37.5 % con € evento que contenia TraP4, mientras que los eventos que contenian
TraP8y TraP23 demostraron un dafio medio del 9.3 %y el 9.5 % respectivamente.

TraP4::dgt-28 % Dafio % Dafio

(pDAB107543)

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 2 2 0 180 |81 10-25

1120 g ae/ha 1 3 0 245 |49 18-30

2240 g ae/ha 0 3 1 375 |65 30-45

4480 g ae/ha 0 2 2 425 129 40-45

TraP8::dgt-28 % Dafio % Darfio

(pDAB107545)

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae'ha 4 0 0 3.3 3.9 0-8

1120 g ae/ha 4 0 0 6.5 1.7 5-8

2240 g ae/ha 4 0 0 9.3 3.0 5-12

4480 g ae/ha 2 2 0 175 |65 10-25

TraP23::dgt-28 % Dafio % Darfio

(pDAB107553)

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae'ha 4 0 0 100 |16 8-12

1120 g ae/ha 4 0 0 8.8 3.0 5-12
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2240 g ae/ha 4 0 0 9.5 4.2 5-15

4480 g ae/ha 4 0 0 158 |15 15-18

Petite havana % Daiio % Dafio

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

560 g ae/ha 0 0 4 850 |41 80-90

1120 g ae/ha 0 0 4 913 |25 90-95

2240 g ae/ha 0 0 4 945 |33 90-98

4480 g ae/ha 0 0 4 983 |24 95-100

[00411] Estos resultados demostraron tolerancia del dgt-28 hasta 4480 g ae/ha de
glifosato, asi como diferencias en la tolerancia proporcionada por las secuencias de péptido de

trénsito al cloroplasto vinculadas con el gen dgt-28.

[00412] Proteccion del dgt-28 contra tasas de glifosato elevadas en la generacion T, Se
efectud una prueba de progenie de 25 plantas en dos a tres lineas de T, de dgt-28 por constructo.
Se seleccionaron lineas homocig6ticas conforme a los andlisis de cigosidad efectuados en la
generacion anterior. Las semillas se estratificaron, cultivaron y transplantaron como se describié
anteriormente. Todas las plantas luego se pulverizaron con 280 g ae/ha IGNITE 280 SL parala
seleccion del marcador seleccionable pat como se describié anteriormente. Tres dias después del
tratamiento, se contaron las plantas resistentes y sensibles. Ninguna de las lineas probadas para
cada constructo se segregaron, lo que confirma las lineas homogéneas en la generacion T, y
demuestra la herencia mendeliana a través de por lo menos de dos generaciones de dgt-28 en €l
tabaco.

[00413] Se aplicaron tasas de DURANGO DMA™ de entre 420 y 3360 g ae/ha de
glifosato a 2 a 3 hojas de tabaco como se describi6 anteriormente. Los datos de dafio observados
visualmente 14 dias después del tratamiento confirmaron los resultados de tolerancia que se
demostraron en la generacion T1. Los resultados foliares de lineas de dos copias del constructo
gue contiene TraP4 demostraron una tolerancia similar a aquella de las lineas de copia Unica con
TraP8y TraP23 (no se muestran los datos).
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[00414] Tabla 25. Las lineas de copia Unica del constructo que contiene TraP4 con dgt-
28 demostraron un aumento de los dafios en comparacion con las lineas de constructos que
contiene TraP8 y TraP23 con dgt-28.

TraP4::dgt-28 % Dafio % Darfio

(pPDAB107543)

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/hade glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

420 g ae/ha 0 4 0 238 |48 20-30

840 g ae/ha 0 4 0 300 |41 25-35

1680 g ae/ha 0 4 0 350 |58 30-40

3360 g ae/ha 0 4 0 313 |25 30-35

TraP8::dgt-28 % Dafio % Dafio

(pDAB107545)

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0

420 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0

840 g ae/ha 4 0 0 25 2.9 0-5

1680 g ae/ha 4 0 0 9.3 34 5-12

3360 g ae'ha 4 0 0 105 |10 10-12

TraP23::dgt-28 % Dafio % Dafio

(pDAB107553)

Tasade aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

420 g ae/ha 4 0 0 0.0 0.0 0

840 g ae'ha 4 0 0 6.3 2.5 5-10

1680 g ae/ha 4 0 0 10.0 | 0.0 10

3360 g ae/ha 3 1 0 138 |48 10-20
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Petite havana % Dafio % Dafio

Tasa de aplicacion <20% | 20-40% | >40% | Medi | Desv. Est. | Rango (%)
a

0 g ae/lha de glifosato 4 0 0 0.0 0.0 0

420 g ae/ha 0 0 4 95.0 |00 95

840 g ae/ha 0 0 4 98.8 |10 98-100

1680 g ae/ha 0 0 4 995 |10 98-100

3360 g ae'ha 0 0 4 100 0.0 100

[00415] Los datos demuestran una solida tolerancia del tabaco dgt-28 hasta 3360 g ae/ha
de glifosato a través de dos generaciones en comparacion con el control no transformado.

[00416] Se tomaron muestras de las plantas seleccionadas de cada evento antes de las
aplicaciones de glifosato para realizar andlisis de la proteina DGT-28 por medio del método
DGT-28 ELISA estandar. Los datos demuestran la expresion de proteina DGT-28 media de las
lineas Unicas (1-2 copias) a través de constructos que van desde 72.8 a 114.5 ng/cm?. Los datos
demuestran que el dgt-28 esta expresando proteina en la generacién T, de tabaco transformado, y
los datos de tolerancia confirman la funcionalidad de la proteina DGT-28.

[00417] Acumulacién de dgt-28 para aumentar €l espectro de herbicidas. Se cruzaron
reciprocamente plantas homocigotas dgt-28 (pDAB107543 y pDAB107545) y aad-12 vl
(PDAB3278) (para esta Ultima, véase PCT/US2006/042133 que se incorpora en el presente por

referencia en su totalidad) y se recolectaron semillas F;. Las semillas F; de dos cruzamientos
reciprocos de cada gen se estratificaron y 6 réplicas tratadas de cada cruzamiento se trataron con
1120 g ae/ha de glifosato (selectivo para el gen dgt-2), 1120 g ae/ha 2,4-D (selectivo para el gen
aad-1), o una mezcla en el tanque de los dos herbicidas a | as tasas descritas. Las plantas fueron
evaluadas 14 dias después del tratamiento. Los resultados de la pulverizacion se muestran en la
Tabla 26.
[00418] Tabla 26. Respuestade F; aad-12 y dgt-28

aad-12 x TraP4::dgt- | aad-12 x TraP8::dgt- | Petite havana
28 28

Tasa de aplicacion Tolerancia
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1120 g ae/lhade 2,4-D ++++ ++++ -
1120 g aelha de

++ ++ -
glifosato
1120 g ae/ha de 2,4-D +
1120 g aeha de ++ ++ .

glifosato

[00419] Los resultados confirman que dgt-28 puede ser acumulado exitosamente con
aad-12 (v1), incrementando asi e espectro de herbicidas que pueden ser aplicados a cultivo en
cuestion (glifosato + acidos fenoxiacéticos para dgt-28 y aad-12, respectivamente). En
produccion de cultivos donde existen hierbas de hojas anchas dificiles de controlar o biotipos de
hierbas resi stentes, la acumulacion puede usarse como un modo de controlar hierbasy proteger €l
cultivo en cuestion. También se podrian acumular rasgos genéticos originales o de cultivo con €l

gen dgt-28.

Ejemplo 23: Resistencia al glifosato en el Trigo

[00420] Produccién de vectores binarios que codifican DGT-28. Los vectores binarios

gue contienen la expresion DGT-28 y cartuchos de seleccién PAT fueron disefiados y armados
usando habilidades y técnicas conocidas comunmente en €l oficio. Cada cartucho de expresion
DGT-28 contenia el promotor, regién no traducida de 5'y € intron del gen Ubiquitina (Ubi) de
Zea mays (Toki et a Plant Physiology 1992, 100 1503-1507), seguido por una secuencia de
codificacion que consiste en uno de cuatro péptidos de transito (TraP4, TRAPS, TraP23 o TraP5)
fusionados a extremo de 5' de una version sintética del gen de la sintasa 5-enol piruvilsiquimato-
3-fosfato (DGT-28), que habia sido optimizada en codones para expresion en plantas. El cartucho
de expresién DGT-28 terminado con una regiéon no traducida (UTR) de 3' que comprende el
terminador transcripcional y e sitio de poliadenilacion de un gen de lipasa (Vpl) de Z. mays
(Paek et @ Mol Cells 1998 30; 8(3) 336-42). El cartucho de seleccion PAT compuesto del
promotor, laregion no traducidade 5'y el intron del gen Actina (Actl) de Oryza sativa (McElroy
et a The Plant Cell 1990 2 (2) 163-171), seguido por una version sintética del gen transferasa
acetil fosfinotricina (PAT) aidado de Streptomyces viridochromogenes, que habia sido
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optimizado en codones para expresion en plantas. EI gen PAT codifica una proteina que confiere
resistencia a los inhibidores de sintetasa de glutamina que incluyen fosfinotricina, glufosinato y
bialafos (Wohlleben et al Gene 1988, 70 (1), 25-37). El cartucho de seleccion fue terminado con
la UTR de 3 'que comprende el terminador de transcripcional y sitios de poliadenilacion del gen
35s del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Chenault et al 1993 Plant Physiology 101 (4),
1395-1396).

[00421] EIl cartucho de seleccidn fue sintetizado por un proveedor de sintesis genética
comercial (GeneArt, Life Technologies) y clonado en vector binario habilitado como Puerta de
Enlace. Los casetes de expresion DGT-28 fueron sub-clonados en pDONR221. El clon de
ENTRADA resultante fue utilizado en una reaccion LR Clonasa Il (Invitrogen, Life
Technologies) con € vector binario habilitado para puerta de enlace codificando el cartucho de
expresion fosfinotricina acetil transferasa (PAT). Las colonias de todos los plasmidos reunidos
fueron cribadas iniciadmente por digestion de restriccion de ADN purificado utilizando
endonucleasas de restriccion obtenidas de New England Biolabs (NEB; Ipswich, MA) y Promega
(Promega Corporation, WI). Las preparaciones de ADN plasmido se realizaron utilizando €
QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) o e Pure Yield Plasmid Maxiprep System
(Promega Corporation, WI), siguiendo las instrucciones de los proveedores. EI ADN plasmidico
de los clones seleccionados fue secuenciado utilizando el protocolo de secuenciacion de ciclo
ABI Sanger Sequencing y Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Life Technologies).
Los datos de secuencia fueron reunidos y analizados utilizando el software SEQUENCHER™
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).

[00422] Los cuatro clones de expresion binarios resultantes: pDAS000122 (TraP4-
DGT28), pDAS000123 (TraP8-DGT28), pDAS000124 (TraP23-DGT28) y pDAS000125
(TraP5-DGT28) fueron cada uno transformado en cepa EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens.

[00423] La produccion de eventos de trigo transgénico con constructo de expresion dgt-

28. Las plantas de trigo transgénicas que expresan uno de los cuatro constructos de expresion
DGT-28 se generaron mediante transformacidn mediada por Agrobacterium utilizando lalineade
trigo donante Bobwhite MPB26RH, siguiendo un protocolo similar a Wu et al. Transgenic
Research 2008, 17:425-436. Eventos transgénicos TO putativos fueron seleccionados para
tolerancia de fosfinotricina (PPT), e fenotipo conferido por e marcador seleccionable PAT, y
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transferidos a suelo. Las plantas TO fueron cultivadas bajo condiciones de contencién en
invernadero y se produjeron semillas T1. En total, fueron generados aproximadamente 45

eventos TO independientes para cada constructo de expresion DGT-28.

[00424] Resistencia a glifosato en eventos de trigo T, dgt-28 del trigo. A Eventos Ty se

les permitid aclimatarse en €l invernadero y fueron cultivaron hasta que 2 a 4 horas nuevas 'y de
aspecto normal, emergieron de la fronda (es decir, las plantas habian transicionado de cultivo de
tgjido a condiciones de crecimiento en invernadero). Las plantas fueron cultivadas a 25 °C bajo
condiciones de 12 horas de iluminacion suplementaria en el invernadero hasta su madurez. Se
complet6 una criba inicial de tolerancia a glifosato y analisis Tagman en plantas T; cultivadas
bajo |as mismas condiciones descritas anteriormente. L os datos permitidos para la determinacion
de eventos T, heredables serén caracterizados adicionalmente. Seis copias bagjas (1-2 copias) y
dos eventos T1, multi-copia fueron replantados bajo condiciones de invernadero y cultivados hasta
la etapa de hoja 3. Las plantas T; fueron rociadas con una férmula comercial de glifosato
(Durango DMA™)  desde un rango de 420 a 3360 g a.e./ha, lo que es capaz de causar dafio
significativo a lineas de trigo sin transformar. La adicién de sulfato de amonio a 2%
peso/volumen fue incluida en la aplicacion. Una dosis letal se define como la tasa que causa
>75% delesion a control no transformado MPB26RH Bob White. Se aplicd herbicida.

[00425] En este gemplo, las aplicaciones de glifosato fueron utilizadas tanto determinar
la segregacion del gen dgt-28 en la generacion T, como para demostrar tolerancia a niveles
crecientes de glifosato. La respuesta de las plantas se presenta en términos de escala de lesion
visual 21 dias después del tratamiento (DAT). Los datos se presentan como un histograma de
individuos que exhiben menos de 25% de lesién visual (4), 25% -50% de lesion visual (3), 50% -
75% de lesion visua (2) y lesiones mayores a 75% (1). Se presenta una media aritmética y
desviacion estédndar para cada constructo utilizado para transformacion de trigo. También se
indica en la Ultima columna € rango de clasificacion de respuesta individual para cada tasa'y
transformacién. Trigo no transformado de tipo silvestre (c.v. Bob White MPB26RH) sirvié como
un control sensible al glifosato. En la generacion T, habian disponibles plantas hemicigotas y
homocigotas para las pruebas de cada evento, y por lo tanto fueron incluidas para cada tasa de
glifosato probada. Las plantas hemocigotas contendran mitad de la dosis del gen que las plantas
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homocigotas, por lo tanto, se puede esperar variabilidad de respuesta aL glifosato en la

generacion T;.

[00426] Los resultados de las plantas de trigo T; dgt-28 demostraron que latolerancia al
glifosato se alcanzo a tasas de hasta 3360 g a.e./ha. con los péptidos de transito de cloroplasto
TraP4, TraP5, TraP8y TraP23. Tabla 27. Losdatos son de un evento T; de copia baja, pero son

representativos de la poblacion para cada constructo.

[00427] Tabla 27. Respuesta de eventos de trigo T, dgt-28 de baja copiaa glifosato 21
dias después del tratamiento.

TraP4::dgt-28 % delesion % delesion

Tasa de aplicacion <25% | 25- 50- >75% | Med | Desv. Rango (%)
50% 5% Est.

420 g ae/ha 5 0 0 0 400 |0.00 4

840gae/ha 6 2 0 0 3.75 |0.46 3-4

1680 g ae/ha 4 2 0 0 3.67 | 0.52 34

3360 g ae/ha 4 2 0 0 3.67 |0.52 34

TraP8::dgt-28 % delesion % delesion

Tasa de aplicacion <25% | 25- 50- >75% | Med | Desv. Rango (%)
50% 75% Est.

420 g ae/ha 5 3 0 0 3.63 | 0.52 34

840 gae/ha 3 5 0 0 3.38 | 0.52 34

1680 g ae./ha 4 3 0 0 357 | 053 34

3360gae/ha 5 5 0 0 350 |053 34

TraP23::dgt-28 % delesion % delesion

Tasade aplicacion <25% | 25- 50- >75% | Med | Desv. Rango (%)
50% 75% Est.

420gae/ha 9 2 0 0 3.82 | 040 34

840 gae/ha 8 1 0 0 3.89 | 033 34

1680 g ae/ha 7 5 0 0 358 |00 34

3360 gae/ha 8 2 0 0 3.80 |48 34
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TraP5::dgt-28 % delesion % delesion

Tasa de aplicacion <25% | 25- 50- >75% | Med | Desv. Rango (%)
50% 5% Est.

420 g ae/ha 5 2 0 0 371 | 049 34

840 gae/ha 4 2 0 0 3.67 | 0.52 34

1680 g ae/ha 7 3 0 0 3.70 |048 34

3360gae/ha 6 0 0 0 4.00 |0.00 34

Bobwhite M PB26RH % delesion % delesion

Tasa de aplicacion <25% | 25- 50- >75% | Med | Desv. Rango (%)
50% 5% Est.

420 gae/ha 0 1 1 10 125 | 0.62 1-3

840 gae/ha 0 0 0 10 1.00 |0.00 1

1680 g ae/ha 0 0 0 12 117 | 058 1-3

3360gae/ha 0 0 0 10 1.00 |0.00 1

[00428] 21 dias después del tratamiento, las plantas resistentes y sensibles se cuentan
para determinar el porcentaje de lineas que se segregaron como una sola caracteristica dominante
Mendeliana de locus unico (3R:1S), determinada por un andlisis de chi cuadrado. Tabla 28.
Estos datos demuestran que dgt-28 es hereditario como un gen robusto de resistencia al glifosato

en una especie monocotileddnea.

[00429] Tabla 28. Porcentge de eventos T; dgt-28 por constructo que demuestre
heredabilidad de forma mendeliana en base a una seleccion de glifosato a tasas que van de 420 a
3360 g e.a/ha

ID de | CTP:.GOI % de Eventos T, | % de Eventos T, | No. de eventos T,
Constructo probados gue | probados gue | probados
segregaron en un | segregaron Como
solo locus dosloci
pDAS000122 TraP4..dgt-28 62.5% 37.5% 8
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pDAS000123 TraP8::dgt-28 87.5% 12.5%
pDAS000124 TraP23::dgt-28 12.5% 87.5%
pDAS000125 TraP5::dgt-28 62.5% 0.0%

[00430] Confirmacion molecular de plantas transgénicas T para laintegracion de DGT-

28 que codifica T-ADNSs. Se extrgjo ADN genémico de material de material foliar liofilizado de
todas las plantas de trigo TO putativo. El tegido foliar recién cosechado fue congelado
rapidamente en nitrogeno liquido y liofilizado durante 24 h en un Labconco Freezone 4.5®
(Labconco, Kansas City, MO) a-40°C y 133 x 10 mBar de presién. El material liofilizado fue
sometido a extraccion de ADN utilizando el DNeasy® Plant DNA Extraction Mini kit (Qiagen)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

[00431] ADN de cada planta T, fue probado en busca de presencia-ausencia de cepa de
Agrobacterium tumefaciens transportado y para €l nimero de copias integrada del DGT-28 que
codifica T-ADN. La presencia-ausencia de cepa de A. tumefaciens fue realizada usando un
ensayo Tagman® qPCR duplex para amplificar el gen ubiquitina endégeno (iniciadores

adelantado einverso y sonda:

5 GCGAAGATCCAGGACAAGGA 3 (SEC ID NO:85; Iniciador adelantado)
5 CTGCTTACCGGCAAAGATGAG 3 (SEC ID NO:86; Iniciador inverso)
5 TTCCCCCGGACCAGCAGCGT 3 (SEC ID NO:87; Sonda)

desde el genomadel trigo, y VirC desde pTiBo542:
5 CCGACGAGAAAGACCAGCAA 3 (SEC ID NO:88; Iniciador adelantado)
5 CTTAAGTTGTCGATCGGGACTGT 3’ (SEC ID NO:89; Iniciador inverso)
5 TGAGCCTCTCGTCGCCGATCACAT 3' (SEC ID NO:90; Sonda).

[00432] El nimero de copias de T-ADN integradas fue estimado usando un ensayo
Tagman® gPCR duplex siguiendo el procedimiento de Livak y Schmittgen (Methods 2001
25:402-8). El ensayo amplificd € gen puroindolina-b enddgeno de copia unica (Pinb) en el
genomaD de trigo hexaploide (Gautier et al Plant Science 2000 153, 81-91):
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5 ATTTTCCATTCACTTGGCCC 3 (SEC ID NO:91; Iniciador adel antado)

5 TGCTATCTGGCTCAGCTGC 3’ (SEC ID NO:92; Iniciador inverso)

5 ATGGTGGAAGGECGGTTGIGA 3 (SEC ID NO:93; Sonda)

y unaregion del promotor Actina (Actl) presente en el T-ADN:

5 CTCCCGCGCACCGATCTG3 (SEC ID NO:94; Iniciador adelantado)

5 CCCGCCCCTCTCCTCTTTC 3 (SEC ID NO:95; Iniciador inverso)

5' AAGCCGCCTCTCGCCCACCCA 3 (SEC ID NO:96; Sonda).

[00433] Plantas que no amplificaron un producto desde VirC y desde las que los
productos correctos fueron amplificados con iniciadores a ubiquitina endégena'y promotor actina
de arroz fueron clasificados como transgénicas. El nimero de T-ADN integrados fue estimado a
partir de 2AAc(T), de acuerdo con Livak y Schmittgen (Methods 2001 25:402-8). En general,
aproximadamente 95% de todas las plantas TO tenian a menos una copia integrada del T-ADN.
Tabla 29.

[00434] Tabla 29. Numero de plantas Ty independientes generadas y € ndmero
estimado de DGT-28 codificando T-ADN integrados.

#PlantasTO #Eventos TO . .
Vetor | independientes | independientes (il:;l g\'/gn‘t:‘;"s"j # Copiabaja (23)
examinadas | positivospara | ‘- ADN eventos T-ADN
transgéen
pDAS000122 45 43 15 28
pDAS000123 44 42 11 31
pDAS000124 45 44 21 23
pDAS000125 46 39 15 24

[00435] Desarrollo de ensayos de cigosidad PCR para seguimiento de herencia de

transgén. Las secuencias que flanquean los sitios de integraciéon del ADN-T fueron identificadas
por digestion de ADN gendmico purificado con ocho endonucleasas de restriccion, seguidas de la
ligadura de adaptadores de doble cadena especificos a | os salientes creados por |as endonucleasas
de restriccion. Después de la ligacion del adaptador, se realiz6 un PCR con un iniciador
biotinilado en el extremo de 3' 0 de 5' del DGT-28 de codificacion de T-ADN y un iniciador para
cada adaptador. Los productos PCR fueron capturados y purificados en perlas Ampure Solid
Phase Reversible Immobilization (SPRI) (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman Coulter
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Company). Se egjecutd luego un PCR anidado y los productos de amplificacién fueron
secuenciados en Sanger utilizando quimica BigDye® v3.1 (Applied Biosystems) en una
plataforma de electroforesis capilar automatizada ABI3730xI®. El andlisis de secuencia
gjecutado utilizando el software Sequencher (GeneCodes, Ann Arbor, MI) fue utilizado para
generar (donde era posible) una secuencia de consenso. La secuencia de consenso y |os solitarios
resultantes fueron utilizados como consultas BlastN contra contigos de secuencia de estudio de

genoma reunido para brazos cromosomicos ordenados por flujo de la variedad de trigo Chinese

integracion del T-ADN y para permitir el disefio de iniciadores especificos a sub-genoma para el

desarrollo de ensayos de cigosidad PCR.

[00436] Se desarrollaron dos ensayos PCR para cada evento transgénico, para permitir
gue la herencia del transgén sea seguida en generaciones subsiguientes. El primer ensayo (en lo
sucesivo, denominado PCR sdlida-salida) fue disefiado para amplificar todo el sitio de
integracion T-ADN. La amplificacion especifica al sub-genoma en este ensayo se obtuvo
utilizando e PCR salida-salida con iniciadores disefiados para situar la base pentltima (que
contenia un enlace fosforotioato) sobre la variacion de la secuencia de nuclettidos que distingue
el locus objetivo de las copias duplicadas (homdlogas y pardlogas) del locus en otro lugar en €
genoma del trigo. El segundo ensayo (denominado en lo sucesivo PCR entrada-salida) fue
diseflado para amplificar desde el T-ADN en la secuencia endogena. Este ensayo utiliz6 uno de
los iniciadores del ensayo PCR salida-saliday un iniciador disefiado parael extremo de 3' 0 5' del
DGT-28 que codifica T-ADNSs. Los iniciadores PCR fueron disefiados para tener entre 18 y 27
nucledtidos de longitud y para tener una temperatura de fusién de 60 a 65°C, éptima 63°C. Los
ensayos PCR salida-salida y entrada-salida se realizaron en un volumen de reaccién de 25ul con
0.2 mM dNTP, solucién tampdn 1x PCR Phusion (New England Biolabs), 1.5 mM MgCl,, 0.5U
polimerasa ADN Hotstart Phusion (New England Biolabs), 25 ng ADN genémico purificado y
0.4uM de cada iniciador. Las condiciones de ciclado PCR eran de 98°C durante 30 seg., luego
(98°C durante 10seg., 65°C durante 20 seg, 72 °C durante 60 seg.) para 40 ciclos. La cigosidad

de | as plantas transgéni cas fue asignada seguin se muestraen la Tabla 30.

[00437] Tabla 30. Eventos transgénicos para los que se desarrollaron eventos de
cigosidad PCR y secuencias de iniciador usadas para PCR salida-saliday entrada-salida.
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PCR Salida-salida

Construct | Codigode | iioior 1 (5->3' | Iniciador 2(5->3'y+ | 'amano
0 evento (pb)
GGTTTGITGAATCCCT | GTGGTCATGACAGTAT
pDA2,520001 hh°8'61678'2' CTGTTGG T (SECID | GATAACAGH G (SEC 303
NO:97) ID NO:98)
GGGTCTGOCCAATGAA | TCTCGCTTCTCTCATA
PDASI001 hh°8'61678'8' GOG*A (SECID ACACATCGT* G (SEC | 217
NO:99) ID NO:100)
GACCTCTCTCACCCTC | CCAAATAATAAGTGAG
PDASI00L | hOB0729-5 | crecT=C (SECID | AGAGGGGCA*T (SEC | 286
NO:101) ID NO:102)
TAGTTCOOCTGTOGTG | CAACAGCAGOCTCACT
PRASIOOL] mpI>075 | TacaarA (SECID | AATCA*C (SECID 555
NO:103) NO:104)
CAAGAACGGTGCTCCT | AGCCCTTCCTCTGCAT
POASIOOL| mpA>B73% | ITTTTAA* G (SECID | CCTT*A (SECID 440
NO:105) NO:106)
GGCTGTGTTGCACACA | CAGCAGCACGGTAGGT
pDA2540001 y'02'617 628 | AATAGAGHA (SECID | AGATTGFT (SECID 473
NO:107) NO:108)
COGATAAGACGGCAAC | AGGCTGGCTTCTAGTG
pDA2340001 9t19'617 524 | TGATTAA*A (SECID | GAAGGA* G (SECID 215
NO:109) NO:110)
GGGTTTCOGGCTGGAG | CCAAAAGCAATTTTCG
PDASO00L | ROB-B7611- | acx G (sECID TTATAAGATGC C 302
NO:111) (SEC ID NO:112)
. CCAGATAATCTGTGGG | GCAGCAGCTTGCCTTA
0|(|)%[1>2A430 y'02'617 626 | cTeet G (SECID | AGCFA (SECID 161
NO:113) NO:114)
TGCTTGTTTCTGITGT | CATTTGITGGGTTTCC
pDA2550001 hhofﬂw CATCATAGGT* T ACGTAC* G (SEC ID 145
(SEC ID NO:115) NO:116)
GAGOGCGGCTAAAGGT | COGATTTACATGGACT
pDA2550001 hh08'617808' CAAAA*C (SECID | TGATGGAG'T (SEC 241
NO:117) ID NO:118)
PCR Entrada-salida
GGTTTGITGAATCCCT | GOCGOCTCCAGTGAGT
PDASIOOL | hhOB0878-2 | CrGTTaer T (SECID | GITGCTGCTTGTGIA® | 732
NO:119) G (SEC ID NO:120)
GOCGOCTCCATAATGT
pDAS0001 | hh08-6678-8- GGGTS(C?SCECCC&)ATGM GI'GAGTAGT TCCCAGA 297
22 1 GCGN e TAAG' G (SEC ID
121) NO:122)
ODAS0001 | hh08-6729-5- | GCCGOCTCCAGTGAGT | CCAAATAATAAGTGAG | 510
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3 1 GTTGCTGCTTGTGTA* | AGAGGGGCA* T (SEC
G (SECIDNO:123) | ID NO:124)
GCCGCCTCCATAATGT GocT
PDASO001 | mpd5-6739- | GTGAGTAGTTCCCAGA %CC:G? (SEC o 510
23 141 | TAAG'G (SECID NO126
NO:125) 120)
GOOGCCTCCATAATGT |, o
PDASO00L | mp45-6739- | GTGAGTAGTTCCCAGA éCTT* AT?SCET(S,T [?CA ! 580
3 51 TAAG' G (SECID NO:128)
N0:127) '
GCCGCCTCCATAATGT
ODASO001 | yI02-6762-8- | GTGAGTAGTTCCCAGA ﬁgﬁiﬁ@f 570
) 1 TAAG'G (SECID NO:130
NO:129) 130)
GOCGCCTCCAGTGAGT | AGGCTGGCTTCTAGTG
pDA2840001 9t19-61752-4' GTTGCTGCTTGTGTA* | GAAGGA* G (SEC ID 504
G (SECIDNO:131) | NO:132)
GOCGCCTCCATAATGT
ODASO001 | hh08-6761-1- | GTGAGTAGTTCCCAGA | SAAMACLAATTTTCG
TTATAAGATGC* C 528
24 1 TAAG' G (SECID (SEC D NO:13)
NO:133) '
GOCGCCTCCAGTGAGT | GCAGCAGCTTGCCTTA
pDA2540001 Y'02'61762'6' GTTGCTGCTTGTGTA* | AGCFA (SEC ID 633
G (SECIDNO:135) | NO:136)
GCCGOCTCCATAATGT =
PDASO00L |  hh0B-6780- | GTGAGTAGTTCCCAGA EAch;IT/L(éIcI; (SEICI o 280
25 101 | TAAG'G (SECID NO138
NO:137) 139)
GCCGOCTCCAGTGAGT | COGATTTACATGGACT
pDA2550001 hh08'617808' GTTGCTGCTTGTGTA* | TGATGGAG' T (SEC 680
G (SECIDNO:139) | ID NO:140)

* |ndica enlace fosforotioato

[00438] Evauacion fenotipica de plantas transgénicas T; para tolerancia al glifosato.
Para determinar si eventos transgénicos con constructos de expresion DGT-28 mostraron
tolerancia a glifosato, plantas T1 derivadas de los eventos individuales fueron evaluadas
fenotipicamente en condiciones de contencién de invernadero. Se realizaron dos cribados
fenotipicos. En primer cribado (preliminar), eventos transgénicos (con suficiente semilla T, para
ambos cribados fenotipicos) fueron evaluados en su tolerancia al glufosinato y glifosato para
confirmar la expresion DGT-28 y establecer el orden de clasificacion para la tolerancia a

herbicidas entre eventos. En el segundo cribado (detallado), eventos transgénicos sel eccionados
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fueron evaluados en tolerancia al glifosato a diferentes tasas de dosis de pulverizacion para
determinar €l nivel de tolerancia a herbicida conferido dentro de los eventos y entre constructos
de expresion DGT-28.

[00439] Doce semillas T1 por evento seleccionado y tres replicados (12 semillas cada
uno) de la linea de trigo donante no transformado MPB26RH Bobwhite se sembraron en macetas
de 85 mm y se cultivaron hasta la etapa de 2 hojas bajo condiciones de buen riego a 25°C con
iluminacién suplementaria proporcionando un fotoperiodo de 12 horas. Las macetas se colocaron
en un disefio aleatorio para permitir eliminar los efectos medicambientales durante el andlisis de
datos. Los eventos transgénicos cribados se enumeran en la Tabla 31. En la etapa de 2 hojas,
todas las plantas T1 y e primer replicado de 12 plantas de trigo donantes no transformadas
fueron pulverizados con glufosinato a una tasa de dosis de 420 g ai/ha. Las plantas fueron
inspeccionadas visualmente después de cuatro dias y plantas representativas que capturaban €l
rango de respuestas fenotipicas fueron utilizadas para desarrollar una escala de puntuacion de 0 a
6. Tabla 32

[00440] Tabla 31. Casos transgénicos probados en la pantalla preliminar.

. NUmero estimado de ADN-T
Entrada Vector Codigo del caso integrado codificando DGT-28*
1 pDAS000122 hh08-6678-6-1 Caso pocas copias
2 pDAS000122 mp45-6696-2-1 Caso pocas copias
3 pDAS000122 hh08-6718-2-1 Caso pocas copias
4 pDAS000122 km51-6686-1-1 Caso pocas copias
5 pDAS000122 mp45-6677-5-1 Caso pocas copias
6 pDAS000122 mp45-6696-4-1 Caso pocas copias
7 pDAS000122 mp45-6711-2-1 Caso pocas copias
8 pDAS000122 mp45-6711-4-1 Caso pocas copias
9 pDAS000122 hh08-6678-7-1 Caso pocas copias
10 pDAS000122 mp45-6711-7-1 Caso pocas copias
11 pDAS000122 mp45-6711-3-1 Caso pocas copias
12 pDAS000122 hh08-6678-2-1 Caso pocas copias
13 pDAS000122 mp45-6711-5-1 Caso pocas copias
14 pDAS000122 mp45-6711-6-1 Caso pocas copias
15 pDAS000122 mp45-6696-1-1 Caso pocas copias
16 pDAS000122 hh08-6678-8-1 Caso pocas copias
17 pDAS000122 gt19-6680-3-1 Caso multicopias
18 pDAS000122 mp45-6711-10-1 Caso multicopias
19 pDAS000122 mp45-6711-31-1 Caso multicopias
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20 pDAS000122 yl02-6709-1-1 Caso multicopias
21 pDAS000122 mp45-6711-11-1 Caso multicopias
22 pDAS000123 hh08-6729-6-1 Caso pocas copias
23 pDAS000123 mp45-6739-4-1 Caso pocas copias
24 pDAS000123 gt19-6733-7-1 Caso pocas copias
25 pDAS000123 mp45-6739-7-1 Caso pocas copias
26 pDAS000123 gt19-6733-9-1 Caso pocas copias
27 pDAS000123 gt19-6733-2-1 Caso pocas copias
28 pDAS000123 yl02-6735-5-1 Caso pocas copias
29 pDAS000123 yl02-6735-1-1 Caso pocas copias
30 pDAS000123 hh08-6729-8-1 Caso pocas copias
31 pDAS000123 gt19-6733-5-1 Caso pocas copias
32 pDAS000123 mp45-6739-14-1 Caso pocas copias
33 pDAS000123 mp45-6739-2-1 Caso pocas copias
34 pDAS000123 hh08-6729-5-1 Caso pocas copias
35 pDAS000123 mp45-6739-5-1 Caso pocas copias
36 pDAS000123 hh08-6729-7-1 Caso pocas copias
37 pDAS000123 hh08-6729-9-1 Caso pocas copias
38 pDAS000123 gt19-6733-10-1 Caso pocas copias
39 pDAS000123 gt19-6733-8-1 Caso pocas copias
40 pDAS000123 hh08-6729-3-1 Caso multicopias
41 pDAS000123 mp45-6739-16-1 Caso multicopias
42 pDAS000123 gt19-6733-6-1 Caso multicopias
43 pDAS000123 di01-6745-1-1 Caso multicopias
44 pDAS000123 gt19-6733-1-1 Caso multicopias
45 pDAS000123 mp45-6739-1-1 Caso multicopias
46 pDAS000124 mp45-6756-4-1 Caso pocas copias
47 pDAS000124 yl02-6762-3-1 Caso pocas copias
48 pDAS000124 yl02-6762-11-1 Caso pocas copias
49 pDAS000124 gt19-6752-10-1 Caso pocas copias
50 pDAS000124 gt19-6752-14-1 Caso pocas copias
51 pDAS000124 yl02-6762-4-1 Caso pocas copias
52 pDAS000124 mp45-6756-2-1 Caso pocas copias
53 pDAS000124 mp45-6756-1-1 Caso pocas copias
54 pDAS000124 yl02-6762-8-1 Caso pocas copias
55 pDAS000124 yl02-6762-6-1 Caso pocas copias
56 pDAS000124 gt19-6752-4-1 Caso pocas copias
57 pDAS000124 gt19-6752-23-1 Caso pocas copias
58 pDAS000124 hh08-6761-1-1 Caso pocas copias
59 pDAS000124 hh08-6761-3-1 Caso pocas copias
60 pDAS000124 yl02-6762-1-1 Caso pocas copias
61 pDAS000124 yl02-6762-7-1 Caso pocas copias
62 pDAS000124 gt19-6752-7-1 Caso pocas copias
63 pDAS000124 yl02-6762-12-1 Caso multicopias
64 pDAS000124 gt19-6752-6-1 Caso multicopias
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65 pDAS000124 gt19-6752-22-1 Caso multicopias
66 pDAS000124 gt19-6752-24-1 Caso multicopias
67 pDAS000124 gt19-6752-18-1 Caso multicopias
68 pDAS000124 yl02-6762-5-1 Caso multicopias
69 pDAS000125 hh08-6780-9-1 Caso pocas copias
70 pDAS000125 yl02-6781-8-1 Caso pocas copias
71 pDAS000125 hh08-6780-1-1 Caso pocas copias
72 pDAS000125 hh08-6785-3-1 Caso pocas copias
73 pDAS000125 hh08-6780-7-1 Caso pocas copias
74 pDAS000125 hh08-6780-4-1 Caso pocas copias
75 pDAS000125 gt19-6777-2-1 Caso pocas copias
76 pDAS000125 hh08-6785-4-1 Caso pocas copias
77 pDAS000125 yl02-6781-4-1 Caso pocas copias
78 pDAS000125 hh08-6780-16-1 Caso pocas copias
79 pDAS000125 hh08-6780-8-1 Caso pocas copias
80 pDAS000125 hh08-6780-10-1 Caso pocas copias
81 pDAS000125 hh08-6780-11-1 Caso pocas copias
82 pDAS000125 hh08-6780-12-1 Caso pocas copias
83 pDAS000125 hh08-6780-6-1 Caso pocas copias
84 pDAS000125 gt19-6777-5-1 Caso pocas copias
85 pDAS000125 hh08-6785-7-1 Caso pocas copias
86 pDAS000125 hh08-6780-13-1 Caso pocas copias
87 pDAS000125 hh08-6785-1-1 Caso pocas copias
38 pDAS000125 hh08-6785-8-1 Caso multicopias
89 pDAS000125 yl02-6781-1-1 Caso multicopias
90 pDAS000125 hh08-6780-3-1 Caso multicopias
91 pDAS000125 yl02-6781-7-1 Caso multicopias
92 pDAS000125 hh08-6780-15-1 Caso multicopias

*Basado en el ensayo duplex Tagman® gPCR. Pocas copias y multicopias indica =3 y >4 T-

DNA integrados, respectivamente.

[00441] Tabla 32. Escala de puntuacion utilizada para registrar |a respuesta fenotipica al

glufosinato alos 4 dias de la pul verizacion.

Puntuacion

Descripcion

0

Germinacion retrasada o establecimiento pobre de la planta, excluir de andlisis
subsecuentes

>75% hojas necroticas; cloréticas/ marchitas / brotes muertos

25-75% hojas necrdticas; brote/hojas mayormente cloréticas

10-25% hojas necroticas, <50% hojas clordéticas; marchitez moderada; brotes
cloréticos menores

<10% hojas necroticas, marchitez menor, clorosis menor

gl W NEF

Puntas de hojas necroticas, planta permanece sana
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[00442] Cada planta del ensayo fue puntada en relacion con la escala de puntuacion, con
el anotador "ciego" con respecto a genotipo de la planta para eiminar influencias en la
puntuacion. Cinco dias después de la puntuacion de glufosinato, todas las plantas T1 y las
primeras y segundas réplicas de plantas no transformadas de trigo donantes se pulverizaron con
glifosato a unatasa de dosis de 420 g ai / ha. La tercera réplica restante de trigo no transformado
(un total de 12 plantas) no fue pulverizada. Las plantas fueron inspeccionadas visualmente a los
7, 14 y 21 dias tras la pulverizacién. Una escala de puntuacion que captura la variedad de
respuestas fenotipicas fue desarrollada para cada momento y se utilizd para anotar todo. En todo
momento, €l anotador "ciego" con respecto al genotipo de la planta. La escala de puntuacion en
el dia 7 tras la pulverizacién de 0 a 7 (Tabla 33), y de 1 a4 alos 14 y 21 dias tras la
pulverizacion (Tabla 34). La longitud de la planta, e nimero de tallos y las anormalidades
morfol bgicas también se registraron para cada planta a los 14 dias después de la pulverizacion
con glifosato. Las plantas con germinacion retrasada o establecimiento pobre fueron excluidas de
los andlisis posteriores.

[00443] Tabla 33. Escala de puntuacion utilizada para registrar la respuesta fenotipica al

glufosinato alos 7 dias de la pul verizacion.

Puntuacién | Descripcion

Planta muerta

>75% hojas necraticas; cloréticas/ marchitas / brotes muertos

50-75% hojas necraticas, clorosisy marchitez severa

25-50% hojas necroticas, <50% hojas cloréticas, marchitez moderada

10-25% hojas necroticas, <25% hojas clordticas, marchitez menor

<10% hojas necroticas, clorosis menor

Puntas de hojas necroticas, planta permanece sana

N[OOI IWNEFLO

Plana sana

[00444] Tabla 34. Escala de puntuacion utilizada para registrar |a respuesta fenotipica al

glufosinato alos 14 y 21 dias de la pulverizacion.

Puntuacion | Descripcion

1 Planta muerta

2 50-75% hojas necrdticas, clorosisy marchitez severa, planta muriendo

3 <25% hojas necroticas, <25% hojas necréticas, marchitez menor, signos de
crecimiento
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[00445] El andlisis de la respuesta a glufosinato no mostré una clara diferencia
fenotipica entre plantas de trigo donantes no transformadas que fueron pulverizadas y plantas
donantes no transformadas que no fueron pulverizadas (datos no mostrados) Como consecuencia,
la tolerancia de los casos transgénicos a glufosinato no pudo ser evaluada de forma fiable. En
contraste, en andlisis de la respuesta de glifosato a los 21 dias de la pulverizacion, mostré una
diferencia clara del fenotipo entre las plantas donantes no transformadas pulverizadas y las no
pulverizadas. Tabla 35. Por lo tanto, los andlisis para la tolerancia de glifosato entre otros
transgénicos se basd en la valoracion de las respuestas obtenidas a los 21 dias de la
pulverizacion. Se considerd que un caso transgénico mostraba tolerancia a glifosato cuando 4 o
mas plantas 12 T1 tuvieron un resultado mayor o igual a 3. Este criterio se baso en la expectacion
de que cada caso segregaria 1:2:1 (homocigiosis presente: hemicigoto: homocigoto ausente) para
el transgén en la generacion T1 y para permitir casos con expresion DGT28 débil a identificar.
L os casos transgéni cos fueron ordenados por rango de tolerancia a glifosato observada usando un
marcador agregado arbitrario calculado a partir de plantas tolerantes individuales. El marcador
agregado fue calculado a través de la puntuacién de las respuestas en los dias 14 y 24 y la
longitud de la planta, el nimero de tallos y las anormalidades morfol dgicas registradas € dia 14
tras la pulverizacion.

[00446] Tabla 35. La respuesta fenotipica de las plantas de trigo donantes no
transformadas al tratamiento herbicidaalos 21 dias tras la pul verizacion.

Glufosinato Glyfosato Tasa de supervivencia
pulverizado pulverizado
Réplica 1l Si Si 10de 12
muertas/muriendo
Réplica 2 No Si 10de 12
muertas/muriendo
Réplica3 No No 12 de 12 sanas

[00447] En total, 67 de los 92 casos transgénicos mostraron evidencias de tolerancia al
glifosato. Tabla 36. Se estimd que seis casos transgénicos tenian =3 copias integradas del
transgén y dos casos transgénicos tenian 4 o més transgenes integrado donde se seleccioné para

cada vector de expresion DGT-28 paralainclusion en el segundo (detallado) fenotipo.



[00448] Tabla 36. Rango ordenado respuesta fenotipica de casos transgénicos a

tratamiento de glifosato.
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NUumero | % plantas Seleccionado
.- . Mar cador
: Cdédigo | decopias | tolerantes . para
Construir Fenotipo global
del caso | ADN-T al estandarizado* pantalla
estimadas | glifosato detallada
mp45- Pocas o
pDAS000122 6711-7-1 copias 66.7% Tolerante 8.0 g
gt19- Pocas 0
pDAS000124 6750-4-1 copias 91.7% Tolerante 7.3 g
ot19- N o
pDAS000122 6680-3-1 Multicopia | 100.0% Tolerante 7.2 g
gt19- N 0
pDAS000123 6733.1-1 Multicopia| 50.0% Tolerante 7.2 No
mp45- Pocas o
pDAS000122 6711-4-1 copias 66.7% Tolerante 6.2 g
hhO8- Pocas o
pDAS000125 6780-8-1 copias 58.3% Tolerante 6.1 S
mp45-
pDAS000123 | 6739-16- | Multicopia| 75.0% Tolerante 6.1
1 Si
hh08- Pocas
pDAS000125 | 6780-10- . 75.0% Tolerante 6.1
1 copias g
DAS000125 hhog- Multicopia |  50.0% Tolerante 59
P 6785-8-1 P S ' Si
hhO8- Pocas o
pDAS000125 6785.7-1 copias 50.0% Tolerante 5.8 g
gt19-
pDAS000124 | 6752-22- | Multicopia| 91.7% Tolerante 5.8
1 Si
oDAS000123 | 491 | viticopia| 100.0% | Tolerante 5.7
6745-1-1 ' ' Si
hh08- Pocas 0
pDAS000122 6678-2-1 copias 75.0% Tolerante 55 g
hhO8- Pocas o
pDAS000122 6678.7-1 copias 58.3% Tolerante 53 S
hh08- Pocas 0
pDAS000125 6780-6-1 copias 66.7% Tolerante 5.2 g
gt19- _— 0
pDAS000123 6733.6-1 Multicopia| 83.3% Tolerante 5.0 No
hh08- Pocas
pDAS000125 | 6780-11- ; 66.7% Tolerante 5.0
1 copias 5
hhO8- Pocas 0
pDAS000125 6780-7-1 copias 66.7% Tolerante 3.7 g
yl02- Pocas 0
pDAS000124 6762-8-1 copias 83.3% Tolerante 35 g
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yl02-

Pocas

0,
pDAS000124 6762-6-1 copias 83.3% Tolerante 3.3 g
mp45- Pocas 0
pDAS000122 6711-2-1 copias 66.7% Tolerante 3.2 S
mp45-
pDAS000122 | 6711-11- | Multicopia | 100.0% Tolerante 3.0
1 Si
mp45- Pocas o
pDAS000122 6677-5-1 copias 33.3% Tolerante 2.7 No
hhO8- Pocas o
pDAS000125 6785.4-1 copias 58.3% Tolerante 25 No
yl02- Pocas 0
pDAS000123 6735-1-1 copias 83.3% Tolerante 2.1 g
mp45- Pocas 0
pDAS000122 6711-3-1 copias 66.7% Tolerante 17 No
yl02- _—
pDAS000125 6781-1-1 Multicopia | 41.7% Tolerante 17 No
hhO8- Pocas 0
pDAS000124 6761-1-1 copias 100.0% Tolerante 16 g
hh08- Pocas
pDAS000125 | 6780-16- cooias 91.7% Tolerante 14
1 P No
hhO8- Pocas 0
pDAS000123 6799-8-1 copias 83.3% Tolerante 11 g
hhO8- Pocas o
pDAS000125 6780-1-1 copias 91.7% Tolerante 0.9 No
hhO8- Pocas 0
pDAS000123 6799-5-1 copias 83.3% Tolerante 0.7 g
mp45- Pocas B
pDAS000124 6756-1-1 copias 66.7% Tolerante 0.7 g
mp45- Pocas
pDAS000123 | 6739-14- copias 91.7% Tolerante 0.5
1 Si
gt19- Pocas 0
pDAS000125 6777-2-1 copias 75.0% Tolerante 0.3 No
yl02- _—
pDAS000124 6762-5-1 Multicopia 91.7% Tolerante 0.2 No
hh08- _
PDASD00125 | ooy 5 1 | Multicopia | 66.7% Tolerante 0.0 g
mp45- Pocas o
pDAS000122 6696-1-1 copias 83.3% Tolerante -0.1 No
hhO8- Pocas o
pDAS000122 6678.8-1 copias 58.3% Tolerante -0.1 S
hh08- Pocas
pDAS000125 | 6780-12- cobias 75.0% Tolerante -0.3
1 P No
yl02- Pocas 0 i
pDAS000125 6781-4-1 copias 66.7% Tolerante 0.4 No
gt19- o )
pDAS000124 6750-6-1 Multicopia| 50.0% Tolerante 0.9 No
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mp45- Pocas o i
pDAS000122 6696-4-1 copias 66.7% Tolerante 0.9 No
hhO8- Pocas o
pDAS000125 6780-9-1 copias 66.7% Tolerante -1.1 No
mp45- Pocas o i
pDAS000123 6739-5.1 copias 83.3% Tolerante 11 g
yl02- Pocas 0 i
pDAS000124 6762-1-1 copias 66.7% Tolerante 11 No
yl02- Pocas 0 i
pDAS000123 6735.5.1 copias 83.3% Tolerante 1.3 No
yl02- Pocas 0 i
pDAS000124 6762-7-1 copias 91.7% Tolerante 1.6 S
ot19-
pDAS000124 | 6752-24- | Multicopia| 50.0% Tolerante -1.6
1 No
mp45- Pocas o i
pDAS000123 6739-7-1 copias 41.7% Tolerante 1.7 No
gt19-
pDAS000124 | 6752-18- | Multicopia | 100.0% Tolerante -1.7
1 Si
gt19- Pocas 0 i
pDAS000123 673321 copias 66.7% Tolerante 1.8 No
gt19-
Pocas
pDAS000124 | 6752-10- coDias 33.3% Tolerante -2.0
1 P No
mp45- Pocas 0 i
pDAS000123 6739-4-1 copias 66.7% Tolerante 2.0 g
gt19- Pocas o i
pDAS000125 6777-5-1 copias 50.0% Tolerante 2.4 No
gt19- Pocas
pDAS000124 | 6752-14- CODIZS 58.3% Tolerante -25
1 P No
pDAS000122 67y0|8211 Multicopia| 50.0% Tolerante -2.5 No
yl02- Pocas 0 i
pDA S000125 6781-8-1 copias 58.3% Tolerante 2.7 No
gt19- Pocas
pDAS000124 | 6752-23- copias 83.3% Tolerante -2.7
1 P No
mp45- Pocas 0 i
pDAS000124 6756-2-1 copias 75.0% Tolerante 2.7 No
yl02- Pocas 0 i
pDAS000124 6762-3-1 copias 66.7% Tolerante 3.4 No
gt19- Pocas 0 i
pDAS000123 6733-8-1 copias 41.7% Tolerante 3.4 No
hhO8- Pocas 0
pDAS000123 6799-7-1 copias 50.0% Tolerante -3.6 No
hhO8- Pocas o
pDAS000125 678531 copias 66.7% Tolerante -4.2 No
pDAS000123 | mp45 | Multicopia 33.3% Tolerante -4.4 No
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6739-1-1
mp45-
pDAS000122 | 6711-31- | Multicopia| 41.7% Tolerante -4.5
1 No
hh08-
pDAS000125 | 6780-15- | Multicopia| 66.7% Tolerante -4.8
1 No
gtio- Pocas
pDAS000123 | 6733-10- CODIES 33.3% Tolerante 5.1
1 P No
hh08- Pocas
pDAS000125 | 6780-13- coDias 100.0% Tolerante -55
1 P No
mp45- Pocas i
pDAS000122 6711-5-1 copias 75.0% Tolerante 5.7 No
mp45-
pDAS000122 | 6711-10- | Multicopia| 58.3% Tolerante -10.4
1 No
gt19- Pocas 0 . .
pDAS000123 6733.5-1 copias 0.0% Susceptible | no aplicable No
gt19- Pocas . .
pDAS000124 6752-7-1 copias 0.0% Susceptible | no aplicable No
hhO8- Pocas 0 : ,
pDAS000122 6718.2-1 copias 0.0% Susceptible | no aplicable No
hh08- Pocas : :
pDAS000123 6729-9-1 copias 0.0% Susceptible |  no aplicable No
hhO8- Pocas 0 : ,
pDAS000124 6761-3-1 copias 0.0% Susceptible | no aplicable No
hh08- Pocas : :
pDAS000125 6785.1-1 copias 0.0% Susceptible |  no aplicable No
mp45- Pocas 0 : ,
pDAS000122 6696-2-1 copias 0.0% Susceptible | no aplicable No
mp45- Pocas 0 : .
pDAS000123 6739-2-1 copias 0.0% Susceptible |  no aplicable No
km51- Pocas 0 Susceptible :
pDAS000122 6686-1-1 copias 8.3% no aplicable No
mp45- Pocas Susceptible :
pDAS000122 6711-6-1 copias 8.3% no aplicable No
yl02- Susceptible
pDAS000124 | 6762-12- | Multicopia 8.3% no aplicable
1 No
ot19- Pocas 0 Susceptible .
pDAS000123 6733.7-1 copias 16.7% no aplicable No
hh08- Lo Susceptible :
pDAS000123 6729-3-1 Multicopia| 16.7% no aplicable No
mp45- Pocas 0 Susceptible .
pDAS000124 6756-4-1 copias 16.7% no aplicable No
PDAS000125 B?Qgi . Eg&fs 16796 | Susceptible | licable \o
pDAS000122 hh08- Pocas 25.0% Susceptible | no aplicable No
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6678-6-1 copias

gt19- Pocas o Susceptible .

pDAS000123 6733-9-1 copias 25.0% no aplicable No
hhO8- Pocas 0 Susceptible :

pDAS000123 6729-6-1 copias 25.0% no aplicable No
yl02- Pocas Susceptible

pDAS000124 | 6762-11- ey 25.0% no aplicable

1 P No

yl02- Pocas 0 Susceptible .

pDAS000124 6762-4-1 copias 25.0% no aplicable No
yl02- _— Susceptible .

pDAS000125 6781-7-1 Multicopia | 25.0% no aplicable No

*Una puntuacion positivaindica mayor toleranciaal glifosato. La puntuacion agregada
estandarizada para la planta de trigo donante no transformada fue 12,2.

[00449] Pantalla fenotipica detallada. Cuatro réplicas de 12 semillas T1 seleccionadas y

ocho réplicas (12 semillas cada una) de trigo donante no transformado MPB26RH Bobwhite se

sembraron en macetas de 85 mm y se cultivaron hasta la fase de 2 hojas bajo condiciones de buen
riego a 25 ° C con iluminacién complementaria proporcionando un fotoperiodo de 12 horas. Las
macetas fueron situadas en un disefio al azar para permitir la eliminacion efectos ambientales
durante el andlisis de datos. L as pantallas de transgénicos estan enumerados en la Tabla 37. En la
etapa de 2 hojas, se registraron la longitud de la plantay € nimero de hojas de cada planta antes
de pulverizar con glifosato. La primera, segunda, terceray cuarta réplica de las plantas T1 para
cada caso y € trigo donante no transformado fueron pulverizados con una dosis de 420, 840
,1680 y 3360 g ai’ha, respectivamente. La quinta, sexta, séptima y octava réplica del trigo
donante no transformado (total de 48 plantas) no fueron pulverizadas. A los 7, 14y 21 diasde la
pulverizacion, se registré el tamafio de la planta, €l niUmero de hojas y la respuesta fenotipica a
glifosato usando la escala de vaoracion de la Tabla 34. También se registraron las
anormalidades morfol 6gicas. Parala puntuacion, el anotador fue "ciego" con respecto a genotipo
delaplantay latasa de dosis de pulverizacion para evitar € sesgo de puntuacion. Las plantas con
germinacién retrasada y establecimiento pobre (criterio: longitud de planta <6 cm) en la
puntuacion previa ala pulverizacion fueron excluidas de andlisis posteriores.

[00450] Tabla 37. Casos transgénicos probados en la pantalla fenotipica detallada.

NUmero estimado de ADN-T

Entrada Vector Cadigo del caso integrado codificando DGT-28*

1 pDAS000122 mp45-6677-5-1 Caso pocas copias

2 pDAS000122 mp45-6711-7-1 Caso pocas copias
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3 pDAS000122 mp45-6711-4-1 Caso pocas copias
4 pDAS000122 hh08-6678-2-1 Caso pocas copias
5 pDAS000122 hh08-6678-7-1 Caso pocas copias
6 pDAS000122 hh08-6678-8-1 Caso pocas copias
7 pDAS000122 mp45-6711-2-1 Caso pocas copias
8 pDAS000122 gt19-6680-3-1 Caso multicopias
9 pDAS000122 mp45-6711-11-1 Caso multicopias
10 pDAS000123 yl02-6735-1-1 Caso pocas copias
11 pDAS000123 hh08-6729-8-1 Caso pocas copias
12 pDAS000123 hh08-6729-5-1 Caso pocas copias
13 pDAS000123 mp45-6739-14-1 Caso pocas copias
14 pDAS000123 mp45-6739-5-1 Caso pocas copias
15 pDAS000123 mp45-6739-7-1 Caso pocas copias
16 pDAS000123 mp45-6739-4-1 Caso pocas copias
17 pDAS000123 mp45-6739-16-1 Caso multicopias
18 pDAS000123 di01-6745-1-1 Caso multicopias
19 pDAS000124 gt19-6752-4-1 Caso pocas copias
20 pDAS000124 yl02-6762-8-1 Caso pocas copias
21 pDAS000124 yl02-6762-6-1 Caso pocas copias
22 pDAS000124 hh08-6761-1-1 Caso pocas copias
23 pDAS000124 mp45-6756-1-1 Caso pocas copias
24 pDAS000124 yl02-6762-7-1 Caso pocas copias
25 pDAS000124 gt19-6752-22-1 Caso multicopias
26 pDAS000124 gt19-6752-18-1 Caso multicopias
27 pDAS000125 hh08-6780-8-1 Caso pocas copias
28 pDAS000125 hh08-6780-10-1 Caso pocas copias
29 pDAS000125 hh08-6785-7-1 Caso pocas copias
30 pDAS000125 hh08-6780-6-1 Caso pocas copias
31 pDAS000125 hh08-6780-11-1 Caso pocas copias
32 pDAS000125 hh08-6780-7-1 Caso pocas copias

*Basado en el ensayo duplex Tagman® gPCR. Pocas copias y multicopias indica =3 y >4 T-
DNA integrados, respectivamente.

[00451] Andlisisdelarespuestade glifosato a7, 14 y 21 dias después del rociado revel6
una diferencia fenotipica clara entre las plantas no trasformadas donantes de trigo rociadas y las
sinrociar. Esta diferenciacion es maxima a los 21 dias y se observo en todas las tasas de dosis de
glifosato. Tabla 38. Para evaluar latolerancia de los eventos transgénicos a glifosato segun cada
tasa de dosis de rociado, las plantas T1 nulas (es decir, plantas que no portan €l transgénico) se
excluyeron de los andlisis posteriores. Las plantas T, con una puntuacion de la respuesta de
menos de tres alos 21 dias después del rociado se consideran com gue tienen el genotipo nulo. El
andlisis de la varianza (ANOVA) con base en los fenotipos tolerantes revel6 un efecto

significativo para €l constructo de extracciéon DGT-28, el suceso transgénico y la dosis de



glifosato de rociado. Tabla 39. Sin embargo, pruebas de comparacion multiple no dieron a
conocer una interpretacion bioldgica significativa para el origen de estas diferencias debido a la
gama limitada de |as puntuaciones de respuesta (es decir, 1 a4; Tabla 37) utilizada pararegistrar
el fenotipo de las plantas individuales. En general, los ocho eventos transgénicos independientes
analizados para cada constructo de extraccion de DGT-28 mostraron una tolerancia similar al
glifosato a cada tasa de dosis de rociado, o que indica que los cuatro transgénicos 28-DGT
confieren un fenotipo dominante y que una Unica copia fue suficiente para conferir tolerancia al

glifosato. Cada una de los constructos DGT-28 revel 6 la tolerancia eficaz de a menos 3360 g de

ai / hade glifosato.

[00452] Tabla 38. Respuesta fenotipica de las plantas no transformadas donantes de
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trigo a diferentes tratamientos de glifosato alos 21 dias después del rociado.

Tasade | No. plantas en No. deplantas No. deplantas
: - PAMaS N | revivientesa 14 | sobrevivientesa 21
ladosis | lacalificacion . . . )
: . dias después del dias despuésdel
(gai/ha) | prerociado : i
rociado rociado
Réplical 420 10 0 0
Réplica 2 840 10 3 0
Réplica3 1680 11 0 0
Réplica4 3360 10 1 0
Réplica5 0 9 8 8
Réplica 6 0 8 8 8
Réplica 7 0 12 12 12
Réplica8 0 12 12 12

[00453] Tabla 39. Andlisis de la varianza (ANOVA) sobre la base de las plantas

tolerantes a glifosato.

Sumade

Cuadrado

1 2
Di cuadrados medio Valor-F Pr(>F)
Réplica 11 1.29 0.12 0.728 0.71181
Vector 4 139.54 34.88 216.025 Zlgoﬁ'
Codigo de 2.00E-
oo 29 178.52 6.16 38.122 Tores
Dosis de 3 2.14 0.71 4417 0.00427**
rociado

'Grados de libertad; “Significancia estadistica at 0.001 (***) y 0.01 (**), respectivamente.




[00454] Confirmacién molecular de ADN-T presente en las plantas T1 tolerantes a
glifosato. Los ensayos de PCR para cigosidad desarrollados en el Ejemplo 2 se utilizaron para
confirmar la presencia de ADN-T que codifica e DGT-28 en las plantas T1 tolerantes al
glifosato mantenidas para la produccién de semillas T2 (Véase € Ejemplo 6). En general, las
pruebas de PCR de cigosidad se realizaron para 104 plantas T1, de los cuales se confirmo que €
89% contenian al menos una copia del transgénico. Tabla 40. Estos resultados confirmaron que

la tolerancia a glifosato observada fue conferida por la presencia de ADN-T que codifica €

DGT-28.
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[00455] Tabla 40. Segregacion del transgenico observada entre plantas T1.

Homocigotos | Hemicigotos | Homocigotos
L. parala parala parala
Construct | Codigo de presenciadel | presenciadel | ausencia del Plantas Escape
0 evento transgénico | transgénico | transgénico observadas
pDAS0001 | hh08-6678-2- 0 7 5 g
22 1
pDA2820001 hh08-61678-8- 5 7 0 NoO
pDAS0001 | hh08-6729-5- 7 4 0 NoO
23 1
pDAS0001 | mp45-6739-
3 14-1 1 8 0 No
pDAS0001 | mp45-6739-5- 0 9 0 NoO
23 1
PRASIOL | gt19-6752.4-1 | 5 (homo o hemi) 3 si
pDAS0001 | hh08-6761-1- 3 5 3 g
24 1
PRASIOL | yi02.6762:6:1 | 7 (homo o hemi) 2 Yes
PRASOL lyio2 676281 | 3 6 0 No
pDAS0001 | hh08-6780-
o5 101 6 4 0 No
pDA2850001 hh08-(?L780—8- 5 7 1 g

[00456] Generacién de semillas s T2 para eventos transgénica tolerantes al glifosato.
Alrededor de ocho plantas tolerantes a glifosato T1 se salvaron de las revisiones fenotipicas de

los 32 eventos transgénicos gque fueron seleccionados para su inclusion en la revision fenotipica
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detallada (Tabla 37). Las plantas se transfirieron a macetas de 200 mm y se cultivaron bajo
condiciones de buen riego a 25° C con iluminacién suplementaria proporcionando €l foto periodo
de 12 horas. Las espigas en cada planta fueron embolsadas individual mente antes de la antesis
paraevitar cruzamiento.

[00457] Mientras que los aspectos de esta invencion se han descrito en ciertas partes,
puede que se modifiquen adicionalmente dentro del espiritu y alcance de esta divulgacion. Esta
aplicacion esta destinada a cubrir cualesquier variacion, uso o adaptacion de las realizaciones de
la invencion usando sus principios generales. Ademas, esta solicitud esta destinada a cubrir
dichas desviaciones de la presente divulgacion que entran dentro de la préctica conocida o
habitual en latécnicaalaque pertenecen dichas realizacionesy que estan dentro de los limites de

las reivindicaciones adjuntas.



REIVINDICACIONES

Lo que sereivindicaes:

1 Una molécula aidada de &cido nucleico seleccionada del grupo que consiste en: una
mol écula de acido nucleico que comprende una secuencia de nuclebtidos que tiene al menos
80% de identidad de secuencia con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 20 SEQ ID
NO: 3; una molécula de é&cido nucleico que codifica un polipéptido que tiene d menos 90%
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1; y un &cido
nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucledtidos que se hibrida con otro
acido nucleico que tiene la SEC ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 bgjo condiciones de dta

astringencia.

2. La molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 1, en € que € é&cido nucleico

comprende una secuencia sintética que ha sido disefiado para la extraccion en una planta.

3. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de lareivindicacion 1.

4. El vector de la reivindicacion 3, que comprende ademas un &cido nucleico que

codifica un polipéptido heterdlogo.

5. El vector delareivindicacion 3, en el que € &cido nucleico esta unido operativamente

aun promotor.

6. Una célula huésped que contiene la molécula de &cido nucleico de lareivindicacion 1

como un &cido nucleico heterélogo unido operativamente a un promotor.

7. El vector delareivindicacion 5, en €l que el promotor es el promotor AtUbi10.

8. La célula huésped de la reivindicacion 6, en € que la célula huésped es una célula

vegetal.



9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Una planta transgénica, parte de la planta, érgano de planta, semillade planta, o célula

vegetal que comprende el acido nucleico delarelvindicacion 1.

La planta transgénica, parte de planta, 6rgano de planta, semilla de planta, o célulade
planta de lareivindicacion 9, en donde la planta, parte de planta, 6rgano de planta, semillade
planta, y / o cdlula de planta es tolerante a glifosato, cuando se compara con un tipo de

planta silvestre (“wild”) de la misma especie.

La planta transgénica, parte de planta, érgano de planta, semilla de planta, o célulade
planta de la reivindicacion 9, en € que € &cido nucleico no codifica LGNAAT (SEQ ID
NO: 141) y no codifica ALLMXAPLT, en laque X se selecciona del grupo que consiste de
aanina, serina, y treonina (SEQ ID NO: 142).

La planta, parte de planta, rgano de planta, semilla de planta, o célula de planta de la
reivindicacion 9, en laque e &cido nucleico codifica un polipéptido que tiene identidad de al
menos € 90% de la secuencia con la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1, que
cuando se dinean con la SEQ ID NO: 1, comprende una aanina en la posicion
correspondiente a la posicion 84 de la SEQ ID NO: 1 y/o una treonina en la posicion
correspondiente ala posicion 172 delaSEQ ID NO: 1.

Un cultivo de tgjido de células regenerables producido a partir de la planta, parte de

planta, érgano de planta, semilla de planta, y/ o célula de plantade lareivindicacién 9.

Los proplastos producidos a partir de la planta transgénica, parte de planta, érgano de
planta, semilla de planta, o célulade plantade lareivindicacién 9.

El cultivo de tgido de la relvindicacion 13, en € que las células regenerables se
producen a partir de un tipo de tejido seleccionado del grupo gque consiste en hojas, polen,
embriones, cotiledones, hipocdtilos, células meristeméticas, raices, puntas de raices, anteras,
flores, tallosy vainas.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Una planta regenerada a partir del cultivo de tejido de lareivindicacion 13, dentro del

cual la planta es resistente a glifosato.

Lacélula de planta, parte de planta, érgano de planta, semillade planta, o c8uladela
planta de la reivindicacion 9, en la que € genoma comprende una molécula de &cido
nucleico que tiene a menos 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 o la SEQ
ID NO: 3.

Un método de generacion de célula de una planta, parte de planta, 6rgano de planta,
semilla de planta, o célula de una planta resistente al glifosato, e método se congtituye por:
la transformacion de la planta, parte de planta, érgano de planta, semilla de planta, o célula
de planta con la molécula de &cido nucleico de la relvindicacion 1; y la extraccion de un

polipéptido que tiene a menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1.

El mé&odo segun la reivindicacion 18, en @ que la planta transformada, parte de
planta, 6rgano de planta, semillade planta, o célulade planta es resistente a glifosato.

El método seguin la reivindicacion 18, donde € polipéptido no incluye a LGNAAT
(SEQ ID NO: 141) y/o no incluye ALLMXAPLT, en laque X se selecciona del grupo que
consiste de alanina, sering, y treonina (SEQ ID NO: 142).

El método segun lareivindicacion 18, en el que el polipéptido, cuando se alinean con
laSEQ ID NO: 1, incluye una aanina en la posicion correspondiente ala posicion 84 de la
SEQ ID NO: 1y / o unatreoninaen la posicion correspondiente ala posicion 172 dela SEC
IDNZO 1.

El método segun lareivindicacion 18, en el que lamolécula de &cido nucleico tiene a
menos 95% de identidad de secuenciacon la SEC ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

El méodo seguin la reivindicacion 18, en € que la molécula de écido nucleico que
comprende laSEC ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

Un método para controlar malas hierbas en una superficie de cultivo que contiene las
plantas resistentes a los herbicidas, € método incluye: plantar una planta o una semilla de
planta que comprende la molécula de &cido nucleico de larelvindicacion 1 en la superficie
de cultivo; y aplicar a la superficie de cultivo una cantidad suficiente de herbicida para
controlar las malas hierbas en la supeficie de cultivo sin afectar significativamente a la

planta o semillade la planta.

El método segun lareivindicacion 24, en €l que el herbicidaes e glifosato.

El método seguin la reivindicacion 24, en e que la planta o semilla de planta que
comprende la molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 1 comprende un segundo

&cido nucleico que codifica un polipéptido heterdlogo.

El méodo segun la reivindicacion 24, en € que € segundo &cido nucleico incluye
aad-1 o aad-12.

Un método para conferir resistencia a un herbicida en una planta, e método incluye:
la transformacion de la planta con un constructo de ADN, dicho constructo incluye un
promotor vinculado operativamente a la molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 1;
la regeneracion una planta transformada; y la extraccion de la molécula de écido nucleico
para producir un polipéptido que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1.

El método segun lareivindicacion 28, en € que el herbicidaes el glifosato.



30.

3L

32.

33.

35.

36.

37.

El méodo segun la reivindicacion 28, en € que € constructo de ADN incluye una
segunda molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido heterélogo extraible en la

planta.

El método seguin lareivindicacion 30, en el que € polipéptido heterdlogo incluye aad-
loaad-12.

Una planta que tiene integrada de manera estable en su genoma el &cido nucleico dela
reivindicaciéon 1 como un &cido nucleico heterélogo, en € que & acido nucleico esta

vinculado operativamente a un promotor.

Laplantadelareivindicacion 32, en donde la planta es una planta de soja.

Laplantadelareivindicacion 32, en donde la planta es una planta de maiz.

La planta de la reivindicacion 32, en donde la planta se selecciona ddl grupo que
consiste en trigo, maiz, soja, tabaco, brachiaria, arroz, mijo, cebada, tomate, manzana, pera,
fresa, naranja, alfafa, adgoddn, zanahoria, patata, remolacha, batata, lechuga, espinaca,
petunia, rosa, crisantemo, césped, pinos, abetos, piceas, plantas que acumulan metaes

pesados, girasol, cartamo, colza, y Arabidopsis.

La planta de lareivindicacién 32, en donde la planta es una especie seleccionada del
grupo que consiste en los géneros de Asparagus, Avena, Brachiaria, Brassica, Citrus,
Citrullus, Capsicum, Cucurbita, Daucus, Erigeron, Glycine, Gossypium, Hordeum,
Helianthus, Lactuca, Lolium, Lycopersicon, Malus, Manihot, Nicotiana, Orychophragmus,
Oryza, Persea, Phaseolus, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Secale, Solanum, Sorgo,
Triticum, Vitis, Vigna, y Zea.

La célula huésped de la reivindicaciéon 8, en la que la célula de la planta no es

regenerable para producir una planta.



38. La célula huésped de la reivindicacion 9, en la que la célula de la planta no es

regenerable para producir una planta.

39. Lareivindicacion del método 18, en laque la célulade la planta que no es regenerable

para producir se transforma.
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Declaration: Entitlement to apply for
and be granted a patent

Declaration as to the applicant's
entitlement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a

patent (Rules 4.17(ii) and 51bis.1(a)(ii)),

in a case where the declaration under
Rule 4.17(iv) is not appropriate:

Name (LAST, First)

In relation to this international
application

DOW AGROSCIENCES LLC is entitled to
apply for and be granted a patent by
virtue of the following:

VilIl-2-1( an assignment from LIRA, Justin M. to

V) DOW AGROSCIENCES LLC, dated 02 March
2012 (02.03.2012)

VilIl-2-1(i an assignment from CICCHILLO, Robert M.

K to DOW AGROSCIENCES LLC, dated 02 March
2012 (02.03.2012)

VilIl-2-1( an assignment from YERKES, Carla to DOW

V) AGROSCIENCES LLC, dated 02 March 2012
(02.03.2012)

VIl-2-1(;

v)

an assignment from ROBINSON, Andrew E.
to DOW AGROSCIENCES LLC, dated 02 March
2012 (02.03.2012)
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For patents, utility models, industrial designs,

trademarks, commercial names, trade emblems,
slogans. :

Para patentes, modelos de wutdidad, disefios
industriales, marcas de fiboca, nombres

" comerdiales, enseiias, lemas comerciales.

“REPRESENTACION, RATIFICACION Y PODER

——

el = @ e

REPRESENTATION, RATIFICATION AND -
POWER OF ATTORNEY e &

I (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s)
Dow AgroSciences LLC

of/ domiciliado () en 9330 Zionsville Road,

Indianapolis, Indiana 46268, United

. _States of America, .
por el preeente ratificamos fa = = - 2.7 - ] . hereby ratify the ] .
presentada Pér_.—"'j; 'j . = filed without & er of Attorney by Rl A, 4 & 'fl
como agente oficioso ante - Pt 1 e N &
el e 5 H e ) - - Z- - T ~
s ETBRT R 4 B > before "L~ PSS s i .

el Lo -t - iR T
g or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
. NZALO - PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO, tpa.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados
. en la Carrera 4* N© 72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a
Io dispuesto en el pardgrafo 1% del Artfculo 543 del Cédigo de
Comércio, el primero_como principal y los demds como
s:j;lentea, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos, despropiedad industrial con facuitad para
—recibir_notificeclenes—y~—nombrar—~apodirados’ ‘judiciaies” "o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazard al
rincipal en caso de ausencia o impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicart cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
o el tercero al segundo. En tales casos, el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, ¢ ambos,
dec! su intencién de no ejercer la representacién
mediante declaracién autenticada por Notario Publico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Piblico, o Cénsul

de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento, |

con el certificado respectivo, Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomard su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representm%e princlpal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacion, en su orden, uno u otros seglin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerlz, cesando en ese
momento el ejerciclo de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrades, para obtemer la proteccibn de mi (nuestra)
propledad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (a.chJ 2 los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jurisdicclén, especiaimente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, as{ como
loa tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas
de fibrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales,
—~—rnombres— comersialas —-2n32fias;— variedades™ vegetaies  y
denominaciones de origen; su renovacén, traspaso, cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el istro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u

—observaciones,cancelaciSn.administrativa.e judicial, nulidad, ...

Alavuelta 3

© CAVELIER ABOGADOS -
WPPODERE-21 (MINUTA N212.1.1.29.1 USA)

Do

LI

on« -7~ Pty ) ,

end do hereby appoint GERMAN CAVELIER, rpa. 832;

GONZALO PE%DJ&O ; . 8§31; . EMILIO FERRERO, tpa.

31929; and LUZ CLEMEN DE PAEZ, tpa. 23555; domiciled_ -

at Carrera 48 N@ 72-35, Bogoti, Colombia, in due compliance %

with the terms of Paragraphlst, of Article543 of the

Commerclal _Code, the first as principal and the--others- as——

alternates, in the order of their appointment, as our

representatives for all industrial property matters with facuity

to receive notifications and to appoint attorneys in ard out of

Court. The first alternate shall replace the principal in case of

his absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apgly when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to replace the first or
second alternates in their turn, or both of them, second. In such
cases, the principal representative, or the shall state their
intention not to act as representatives through a declaration

iven before a Notary Public in Colombia, or before a Notary or

another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in -
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice. If

,any of the appointees were to be definitely absent, the
following alternate shall take his place. When the absence or
impediment of the principal representative, or of the first or
gecond alternate in their turn ceases, the representation can be
taken again in their sequence, by the prindpal, the first or
second alternate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their turn shall end at such
time.

In addidon, we grant a Power of Attorney in favor ‘of the
above-named attorneys-at-law so that they may obtain the
protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which Lu.rpose l%evei"authorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration_Court,_in_all matters. roncerr_‘::f'-thc-fclle:-:ir.gz-:)-—‘—-—-‘
Obtainment of patents, utility models and industrial designs; ‘
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the

—-registration of licenses of use of the above.rights; b) Actions of

Over —»
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:nedidas.' cautelsrss,. concesibén de licencias, la tutela, la anfair competition, protection to the consumer, oppositions or * =
s proteccion; ce sectetos industriales, y en general los juicios observations, administrative or Court cancellation, nullity,
civiles, perales, administrativos o contencioso-administratives infringement, granting of licenses, the action for writ
relacionados con estos derechos; acciones y procesos que mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
Promovamos o se¢ nos promuevan Y para que en todos los civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
asuntos arriba determinades, puedan sustituir este mandato, actions and suits institued by me (us) or against me (us). And
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, that in all the above matters they may substitute this Power of
cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the case,
oficiosos. " desist, ‘cancel, receive, resign, and ratify acts done by
- representatives without a power of attorney.

L

Given and signed this/Dado y firmado hoy
februara 6. 1998

o :
infen__Indianapolis, Indiana 46268

United States or America
Signature - i Firma
Kenneth L. Loertscher

Assistant Secretary
& General Patent Counsel







i 500 NORTH MICHIGAN AVENUE, SUITE 2040
CHICAGO, ILLINOIS 60811

.. TEL.(312)923-1186 FAX{312)923-1197

f-'t:-- No. .9—5 (71 Chicago, FEB 2 0 199@

El suscrito Cénsul General de Colombia,CERTIFICA, q'_ue el seﬁor (a)
MA E‘? '}2&5 v el ‘

-\ iquien como
I'.E‘_L —

STCRETRRUA  DEr . FaADA E’S‘Fﬁﬂo M. aui:enticé la °

PR |

firma del 51gnatar10 del poder .precedente, ejercia en 1a fecha las

funciones J.nd.Lcadas y su firma corresponde a la registrada en este
R

Consulado; que la compaiiia ) Eose, = r'_C_:

es una sociedad constituida de acuerdo con las leyes de

_%LA WA y cumple su objeto conforme a 1as mismas;
gue el (a) sefior (a) KENNETH L. LOEIZ.TﬁC,ﬁ"CIFL .
qguien en su cardcter de CTPRES EXTANTE LE 6741; |
": * dey Lo elikada compafifa confiere el poder precg_dente, &5 B
*\; re{:res_entante legal en este pafs.__. _ e — R

El Cénsul General no asume responsabilidad algquna por el conteni'do
del documento.

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y DERECHOS CONSULARES
US$56.00 (Cincuenta y seis délares
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< AUNITED STATES OF AMERICA
.; l CERTIFICATE OF OFFICE

N\

STATE OF INDIANA

* according to records on tile in iny office Lydia $. Owens
B or:::xppniuh::! to the office of Notary Public

L5, .'!.E:tht e e of said office included the date of _February 6, 1998

~

L

7

Sue Anne Gilrey

. Secretary of State of Indiana, DO HEREBY CERTIFY: That,

was duly elected

i and for—____Hendricks County

Y : 2 that to all histher official acts as said olfi- _
cial, full faith and credit ought to be given in Al Courts of
Justice and clsewhere. In testimony whereof, [ have here unto

set my hand and affixed the Great Seal of the State of Indiana,

at [ndianapolis, this Tenth day of

February

e P4 Deduty
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUOQ)

[FEBRERO- o1 98
ESTADO DE INDIANA

KENNETH L. LOERTSCHER

_Alos 8 diasdel mesde
‘ante md, Notario Piiblico de

% com;:arecié(emn-) personalmente

a quien(es) doy fé"de Coocer y me consta que es{son)-la{s} - [’

persona(s) firmante(s) del documiento que precede, y quien(es)
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo.

! CERTIFICADO NOTARIAL (SCCIEDAD)

FEBRERO de1s 98

"

.;}-;oy, 6 de

comparecié(eron) ante mf

KENNETH L. LOERTSCHER

~ & qulen(en) conozco personalmente y que firma(r) este documen
« to en representacién de la Socledad/compatifa

_de;\ominada bDow AgroSciences LLC

£,

~
*ertifico: .
<

_:']..;Q;ze he visto Jos siguientes documentos:*

GERTIFICADO DE CONSTITUCION,FECHADO 1 JULIO 19
CERTIFICADO DE MODIFICACION,FECHADO 1 OCT. 199
+RESOLUCION JUNTA DIRECTIVA, FECHADO 23 0CT,199
'CO/‘-SE,N_TIMIENTO ESCRITO DE LA JUNTA,1 JULIO 199
- e e -

s -—
i

2 A A
T2Qu:e dichos documentos prueban lo siguiente:

-, Y

. 2:1.éue Dow AgroSciences LLC

+ e3 una Socledad/Compafifa legelmente constitufda y existente

““de acuerdo con las leyes de 1_EStado de Delaware,
. “Estados Unidos de América

2 Qs el domicilio de dicha Seciedad Compasia.es _
9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana

46268, Estados Unidos de America,
3, Que ¢l objeto u objeto para los cuales se otorga el presente
poder estén comprendidos dentro del objeto socicg de la
- _"menr.‘i:nada Sociedad /Compafifa.
,2.4.Q.ueel(los) Sr.(Sres.) KENNETH L. LOERTSCHER

"SECRETARIO ASSISTENTE y ASESOR LEGAL PATENTES

L4

nd

Notario Piblico — Notary Public

B

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

On this _LE’ day of Mwﬂu;;/ 1097
before me, a Notary Public of %fL d:,( cj’?f-aﬁc}.w.:_.
personally appeared 9</5/ m{d\, L. (éertaefa

to-me known; end known to. me. to._be_the person(s) who
executed that foregoing document, and who has(have) legal
capacity to execute it. -

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATICN)

om0 B day of %fé’w-mff/ 10.9%

appeared before me

Kenneth L. Loertscher

\
R
who(m) | know

ersonally and who(m) signed thi'shocument as
representative(s) of the @Mﬁm&ﬁ% Limited

Liability

named Dow AgroSciences LLC Company.,

[ Certify: -

1. That I have seen the following documents:*®
7 Certificate of formation, dated July 1, 1997
Certificate of amendment, dated October 1, 1997
| Board resolution, dated October 23, 1991

by Board written consent, dated July 1, 1997

4

2. That the above documents duly prove the following:

2.1. That _Dow AgroSciences LLC

Limited Liabf{lity
ompany

isa legally constituted and in existence

in accordance with the laws of _the State of Delaware,,
United States of America

Limited Liability
2.2. That the domicile of said GS¥SSIRABKY Company is

9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana
46268, United States of America.

2.3. That the purpose of purposes for which the gmsent Power
of Attorney E granted are comprised within the corperation

urposes set forth in the . charter of the mentioned
EE%W@ limited liability cempany.

2.4. That Mr.(Measrs.)_Kenneth L. Lcertscher

Asgistant Secretar n sel
-:.-:‘té('_i-t) autorizado(s) para otorgar el presente Poder. is(a.re)' authorized to grant the present Power of Attorney.
L . N T nha
' . P et et RESSSSEE City Indianapolis
Ciidag INDIANAPOLTS y et
i DIANA State Indiana
i A apot o 997
Pt This - day of 19
Hoy 6 FEB. de19 98 - . Ovonn
3 4?4&._:._ .
. : :x‘<“<“<““(«fﬂ’<(5(((«rrrr(rrr;f
g N . % Lydia S. Owens !
o Notario Piblico’—— Notary Public. £ Notary Public, State of Indiana §
. ER TP 4 Hendricks County !
£ Badt v way s ,: My Commission Expires 03/05/00 ;
o T o T S
* Los documentos deben identificarse con fecha y origen. N /’ J,‘::-Dc;gn?enti'must be identified witkka’i}‘é‘;‘.}{&%;i‘%m.
“ o b \\-\5
b .‘-"-'h’-’\':ep,-w‘
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CERTIFICACION NOTARIAL
Y AUTENTICACION CONSULAR
1 Es necesaria la legalizacién con certificado

n'c)tarial. El Notario Publico debe certificar:

1.1.  Que la compaiifa estd legalmente constituida
y actualmente existente.

12, Su domidlio.

1.3.  Que el propésito del poder estd incluido en
el objeto social de la compafifa. ;

14. Que el poderdante ‘estd autcrizado para dar
el poder en nombre de la compaiifa.

3, Los documentos que hay que mostrarle al

Notario Piiblico para probar los puntos anteriores,

deben estar expresados en el Certificado Notarial

con fecha y origen:
2.1.  Respecto alos puntos 1.1, 1.2 y 1.3 sugerimos
referirse a los articulos de constituaén con
fecha y lugar de otorgamiento; y

22. Parz el punto 1.4 -sugerimos mendonar ia
resolucién de la Junta Directiva o los
estatutos, segiin los cuales la persona que

otorga el poder esté autorizada para ello.

3 Ensegl.u:da el Sefior Cénsul de Colombia
debe autenticar la firma del Notario Pdblico.

-

-
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NOTARIAL CERTIFICATION AND
- CONSULAR AUTENTGFICATION

1. Notarial legalization is necessary. The

Notary Public must certify:

1.1.  That the company is legally constituted and
presently existent.

1.2.  Its place of business.

13. Thatthep se of the Power-of-Attorney is
inciuded in the activities of the company.

14.

That the Frahtor is empowered to give the
Power of Attorney in the name of the
company he represents.

Z The documents which the Notary Public had
before him to prove the above points must be listed
by him in the Notarial Certificate with dated and
origin:
2.1. In connection with points 1.1., 1.2. and 1.3 we
suggest referring to the articles of
incorporation with date and place of
execution. '

22. For point 1.4 we suggest to mention the
resolution of the Board of Directors and/or
the by-laws whereby the person who grants
the Power of Attorney has been authorized
to giveit.

3. Then the Colombian Consul must legalize
the signature of the Notary Public.

:NOTA PARA EL SENOR CONSUL COLOMBIANO: Segiin el articulo 259 del C. de P.C. el Sefior Cénsul debe

autenticar la tiitima precedente autenticacién.






TRADUCCION OFICIAL No.03.075.98 de un documento escrito en
inglés el cual para su identificacidn se sella con el sello del
Traductor al mismoc tiempo que la presente. Esta traduccidén ha
sido preparada por Bernarda R. de Martinez, Traductora Oficial
debidamente reconocida por el Ministerio de Relaciones
Exteriores y aprobada por el Ministeric de Justicia de Colombia

mediante Resolucidn No. 683 de 1991.

(Se traducen ' sellos Y legalizaciones que aparecen a
continuaciéﬁ de un documento escrito en inglés y espafiol por
medic del cual Dow AgroSciences LLC, otofga Poder a favor de
GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOCMO, EMILIO FERRERO- y LUOZ
CLEMENCIA DE PAEZ.)

Dado y firmado hoy 6 de febrero de 1998, en Indiandpolis,
Indiana, E.E.U.U., por Kenneth L. Loertscher, Subsecretario y
Asesor General de Patentes.

(Sellos parciales en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicage.)

CERTIFICADOﬁgOTARIAL (INDIVIDUO); en inglés y espafiol referente
a la capacidad legal que tenia KENNETH L. LOERTSCHER para
otorgar el documepté.antesfméﬁgionado, expedido el 6 de febrero -

de 1998 en el Esfgao de Indiana.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD), en inglés y espafiol referente
a la existencia legal de la sociedad Dow AgroSciences LLC,
expedido en la Ciudad de Indianédpolis, Indiana, E.E.U.U., el 6

de febrero de 1998.






!

ddy

(Firmado) , Lydia S. Owens, Notario Péblico

(8ellc notarial en tinta), LYDIA S. OWENS Notario Pdblico,
Estade de Indiana, Condadoc de Hendricks Mi comisidn expira el
03/05/00

(S€llo notarial seco), LYDIA S. OWENS NOTARIO PUBLICO INDIANA
(8ellc parcial en tinta del Consuladco General de Colombia en

Chicago.)

ESTADO UNIDOS DE AMERICA
CERTIFICADO DEL CARGO

ESTADO DE INDIANA

Yo, SUE ANN GILROY, Secretario de Estadé de Indiana, POR EL
PRESENTE CERTIFICO: gue, de acuerdo con los archiveos que obran
en mi oficina, LYDIA S. OWENS fue debiéamente elegido vy
nombradc para el cargo de NOTARIO PUBLICO en y para el Condado
de Hendricks y que el término de dicho cargoe incliuia la fecha
del 6 de febrero de 1998: que a todos sus actos oficiales se
" les debe dar completa fe y crédito dentro y fuera de todas las

Corte de Justicia. EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he firmadeo vy
estampado el Gran Sello del Esgstado de Indiana, en Indiandpolis,
hoy 10 de febrero de 1998.
(Firma facsimilar), Sue Ann Gilrocy

Secretario de Estado
(Firmado) , Por: Mary Reever

Suplente
(Adherido se encuentra sello de oblea dorado con texto en

relieve), SELLO DEL ESTADQO DE INDIANA 1816






(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicagc.) . .

(En espafiol), Certificacidén de la firma y cargo de MARY REEVER,
de la existencia legal de la compafiiz DOW AGROSCIENCES LLC y de
la autoridad que tenia sﬁ representante Legal, KENNETH L.
LOERTSCHER, para otorgar el poder mencionado arriba. Esta
certificacién fue expedida por el CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
EN CHICAGO, ILLINOIS, bajo el N° 254, de fecha 20 de febrero de
1998 y firmada por Carlos Alfonso Negret Mosquera, Cénsul
General. Pagados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares pox

valor de veintidn ddélares.

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colqpbia en
Ny

~
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(al dorso), Legalizacién de la firma gque antecedeﬁgkpedida

v
i
r
'
4
.
1

1

el MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el ﬁaﬁzzg%zoiide
L 5oy o
P38

fecha 11 de marzo de 1998 y firmada por el Jefe de

Legalizaciones.

- - ~a

Es traduccidn fiel y completa de la cual se dejgmcopiéten lﬁé
PR P i

archivos de esta oficina para su confrontacién yfﬁ?laucua_ﬁgg
-
remito.

Bogotd, 17 de marzo de 1998

COLO 6641-801-001-3

BRM.137

-

Bernarda R. de Martinax
Froductira e cgnt:-rprctc 5{:’&4’
Resulucién 653 -rﬁ!in}'uticia 1994
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S0 T LT CAVELIER

s ABOGADOS
L EDIFICIO §ISKI
WEB SITE: www.cavelier.com ; CARRERA 4 No, 72-35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMSBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57) (1) 310-4995

Sefiores

-SUPERINTENDENCIZA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. S. D.
Poderdante : DOW AGROSCIENCES LLC

Poder conferido el - 06/02/1998‘,

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito sustituyo el
poder a mi ctorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, iaentificada con
cédula de ciudadania No. 35.456.344 y Tarjeta Profesional N°23.555, con

todas las facultades que me fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del Cédigo de

Procedimiento Ciwvil.

PO

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usagquén

Acepto:

Lo Cloreng.n Coblss

LUZ CLEMENCIA DE PARAEZ
T.P.A. N° 23.555
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

N 1T 860.041.367-3
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“ -~~~ Con formato: Izquierda: 2,65
LI STADO DE SECUENCI AS cm, Derecha: 2,65 cm, Ancho:
21,59 cm, Alto: 27,94 cm

<110> Dow Agrosci ences
Lira, Justin
Yerkes, Carla
Robi nson, Andrew
Cicchillo, Robert
<120> PLANTAS RESI STENTES A GLI FOSATO Y METODOS ASQOCI ADOS
<130> 2971-P10153. 1US (68831)
<160> 145
<170> Patentln version 3.5
<210> 1
<211> 415
<212> PRT
<213> Streptonyces sviceus
<400> 1

Met Arg Gy Met Pro Ala Leu Ser Leu Pro Gy Ser Lys Ser Ile Thr
1

Ala Arg Ala Leu Phe Leu Ala Ala Ala Ala Asp Ay Val Thr Thr Leu
20 25 30

Val Arg Pro Leu Arg Ser Asp Asp Thr Qu Ay Phe Ala Qu Ay Leu
35 40 45

Val Arg Leu Ay Tyr Arg Val Ay Arg Thr Pro Asp Thr Trp @ n Val
50 55 60

Asp Ay Arg Pro @n Gy Pro Ala Val Ala Qu Ala Asp Val Tyr Cys

Arg Asp Gy Ala Thr Thr Ala Arg Phe Leu Pro Thr Leu Ala Ala Ala
85 90 95

Gy Hs Ay Thr Tyr Arg Phe Asp Ala Ser Pro G n Met Arg Arg Arg
100 105 110

Pro Leu Leu Pro Leu Ser Arg Ala Leu Arg Asp Leu Ay Val Asp Leu
115 120 125



Leu

Val

Val

Arg

Leu

305

Val

H s
130

Val

Leu

Phe

210

Pro

Pro

Ay

du

Gu

Thr

Arg

Met

195

Val

Asp

Ay

Asp

Val

275

Leu

Al a

Asn

Leu

Val
180

Met

Val

Leu

260

Ay

Thr

Ile

Thr

Arg

Al a

Ay

Leu

165

Thr

Arg

Pro

Ser

ay

Al a

Al a

Arg
325

Arg

Au

Asp

Al a

Pro

Thr

230

Val

Phe

Asp

Asn

Pro

310

Val

Leu

Leu

Leu

Phe

Thr

Val

Al a

Met

295

Phe

Lys

Ay

H s

Thr

Leu

Val

dy

Gy

Ser

Val

Asp

Thr

280

Arg

Val

Hi s

Leu

Ay

Ser

185

Val

Tyr

Tyr

Pro

Val

265

Thr

Asp

Ser

Arg

Pro

Asp

Pro
170

Arg

Phe

Val

Ile

Asp
330

Val

Leu

Pro

Val

Al a

Phe

235

Leu

Arg

Arg

Ser

Pro

315

Arg

Al a

Thr

140

Ay

Thr

Tyr

Al a

Thr

220

Al a

Ay

Arg

Ay

Asp

300

Val

Leu

Thr

Val

Arg

Val

Arg

205

Thr

Al a

Thr

Met

Thr

285

Thr

Arg

Ay

Arg

Ser

Tyr

Al a

Gy

dy

Gy

Met

Pro

Al a

Ser

Al a

Al a

du

Pro

du

Cys
335

Asp

Al a

Leu

Thr

Asp

Leu

240

Leu

Au

Leu

Thr

Asp

320

Al a

Trp



lle Qu

dy Asp
370

Pro Ay
385

Gy Phe

<210> 2
<211> 1
<212>
<213>

<400> 2

at gagaggga tgccagectt gtctttacct
60

tttcttge
120

acagaagg
180

actt ggcaag

240

agagacgg
300

tacagat t
360

ttgagggatt

420

gt ccgt gc
480

tatctcac
540

actgattt
600

340

Ile Hs Pro
355

Hs Arg Ile
Phe

Ile Ser

Hs Qu Ala
405

248

ADN
St rept onyces

tg

at tcgctgaggg

ag

tg

tg

tg

g9

ctgctgctga

t cgat ggcag

caaccaccgc

atgcttcacc

t gggt gt cga

ctggggttga

ccttgttget

t gt cagcacc

dy Pro

Val Met

375

Asp Asp
390

345

Ala Thr Ay Ala dn Va

Ser Phe Ala Va

Pro Gy Cys Val

395

Phe Ala Gu Leu Arg Arg

svi ceus

t ggggt t act

gttagttcgt

accacaagga

tagattcttg

acagat gagg

tcttagacac

aggaggagag

ccttggtccce

at acgt ggag

410

ggat caaaga

actttggtga

ttaggctatc

ccagcagt gg

ccaaccttag

agacgtcctc

gaagaagct g

gttactttgg

cttacaagac

attacgcttg

350

Thr
365

Thr Ay Leu
380

Arg Lys Thr

Ay lle dy

gt at cacagc

ggccat t gag

gt gt agggag

ct gaggct ga

cagct gct gg

ttttgccctt

aaggt catca

at gct ggt ca

aaggact gag

caat gat gag

Ser Tyr

Arg Va

Phe Pro

400

Ser
415

tagggcactc

aagt gacgac

gacacccgat

cgtctact gt

t cacggaaca

aagcagagcc

ccctctgact

gt caagt cag

gat aagggt t

ggctttcgga



gttgaagtgg
660

acgtatgcta
720

act cct ggag
780

ggatttgtag
840

act gt t agag
900

acgat gccga
960

gttgccaaca
1020

aggt t gggag
1080

actggtgctc
1140

ggacttcgtg
1200

gggtttcacg
1248

<210> 3

<211> 1251
<212> ADN
<213>

<400> 3

caagggaggg

t agaacccga

ct gaagt gac

at gt cttaag

gaact ggt ga

ccctegetge

ctcgt gt caa

taagggttgc

aagt cacaag

t gcct gggat

aggctttcge

agatgtgttc

cgcaagt act

t gt acct ggg

gagaat ggga

attgcgtggc

aat agcaccc

agaat gt gac

aacgggt ccg

ct at ggt gat

cagctt cgac

agaat t gagg

St rept onyces svi ceus

at ggcaagag ggat gccagc cttgtcgcetg
60

ctctttctcg cagcagcagc cgacggagtc

120

gacaccgagg gttttgcgga aggcctcgtc

180

gacacgt ggc aagt ggacgg aaggccacaa

240

gttgttccac

gcttcttact

ttaggcacgg

gccgaggt gt

cttacagcca

tttgctagtg

agactt gagg

gactggattg

cacagaattg

gaccct ggct

cgtggcattg

cct ggct caa

accacgcttg

agact gggct

ggt ccagcag

ctggt ggat a

tcttcgcage

gagcacttca

ccgt aggagce

acat gagaga

ctccagttag

cttgtgcaga

agat acaccc

tgat gt catt

gtgttcgtaa

ggagct ga

agt cgat cac

t gagaccgct

at cgggttgg

ttgccgaggce

t cgt gcaact

tgctgctttg

aggagatttg

t gat gcaacc

cat aagt gat

aat cgaggat

gaacctt agg

t ggt ccagct

t gcagt gact

gacttttcct

ggct agagca

gcggt cagac

gaggact ccc

t gat gt gt at



t gt agagacg
300

acct acagat
360

gctttgaggg
420

accgt gagag
480
cagtacttga
540

gtcactgatc
600

ggggt cgagg
660

act acgt acg
720

ttgacacctg
780

ctcggcettcg
840

acgactgtta
900

gacacgat gc
960

gat gt ggcga
1020

aggaggttgg
1080

gct act ggag
1140

accggactca
1200

cctggettcc
1251

<210>
<211>

4
1248

gt gcaacaac

ttgatgcctc

accttggcgt

ct gct ggagt

cggcact gct

t ggt t agcgce

ttgcacgcga

cgat t gagcc

gagccgaggt

t ggacgt gct

gaggcacggg

cgacgcttgce

acact cgcgt

gagt gagagt

cgcaagt cac

gagt t cct gg

acgaggcat t

ggct aggttc

tccccagat g

tgatcttcgc

cgagggaggt

gctgct cggt

tccgtacgtg

aggcgacgtt

agat gccagc

cacagt gcct

gcggaggatg

t gagctt aga

t gccat cgct

caaagagt gc

cgcaact ggt

aagct at ggc

gatctctttc

t gcggagctg

ctccccacac

aggagaaggc

cacgaggaag

gaggtt acac

ccgct cacac

gagat t acac

ttcgtggtgc

accgcaagct

ggact cggga

ggtgccgagg

ggcct t acag

ccgttcgett

gacagacttg

ccagact gga

gaccat agga

gacgaccctg

cggagaggaa

t cgcagct gc

cact gct gcc

cggaagggca

tcgat gct gg

gccaagggct

tt gcgat gat

ctcct ggt gg

acttctttgc

ccggagcegcet

t cagcgt ggg

caaacat gag

cagcacccgt

aagcgt gt gc

t cgagat cca

ttgttatgtc

gttgcgtgcg

ttggttcctg

t ggacacggg

tctttctagg

ccaccccttg

acagtcctct

gcggat t cgc

gagagctttt

ct acagagcg

agctgct gcg

t caaggggat

agcagacgct

ggacat at cc

cagaat t gaa

cgagaacttg

ccctggtcca

attcgcagtg

gaaaacgttc

a



<212>
<213>

ADN

<400> 4

St rept onyces svi ceus

at gcgt ggt a t gcct gcact gagcect gect
60

tttctggctg
120

accgaaggt t
180

acct ggcaag
240

cgtgat ggt g
300

tatcgttttg
360

ctgcgtgatc
420

gttcgtgcag
480

tat ct gaccg
540

accgat ctgg
600

gttgaagttg
660

acct at gcaa
720

acaccgggtg
780

ggatttgttg
840

accgttcgtg
900

accat gccga
960

gttgccaaca
1020

cagcagcaga

tt gcagaagg

ttgatggtcg

caaccaccgc

atgcatctcc

tgggtgttga

ccggtgttga

cact gct get

ttagcgcacc

cacgt gaagg

tt gaaccgga

cagaagttac

atgttctgceg

gt acaggt ga

cact ggct gc

ccecgtgttaa

tggtgttacc

tctggttcgt

t ccgcagggt

acgttttctg

gcagat gcgt

tctgcgtcat

aggt ggt gaa

gctgggt ccg

gt at gt ggaa

tgatgttttt

t gcaagcacc

cgttcctggt

t cgt at gggt

act gcgt ggt

aattgcaccg

agaat gt gat

ggt agcaaaa

accctggttc

ctgggttatc

ccggcagttg

ccgaccct gg

cgtcgtccge

gaagaagcag

gt gaccct gg

ct gacacgt c

attaccctgg

gttgttccge

gcaagct at t

ct gggcacag

gccgaagtta

ct gaccgcaa

tttgcaagcg

cgt ct ggaag

gcattaccgc

gtcctctgeg

gtgttggtcg

ccgaagcaga

cagcagccgg

tgct gccgcet

aaggt cat ca

atgccggtca

agggt ct gcg

caat gat gcg

ctggtggtta

tttttgcage

gt gcact gca

gcgttggtgce

at at gcgt ga

caccggttcg

cat gt gcaga

acgtgcactg

ttct gat gat

tacaccggat

tgtttattge

t cat ggcacc

gtctcgtgca

t ccget gacc

gagcagccag

tattcgtgtt

tgcatttggt

t cgcgcaacc

agcagccct g

gggtgatctg

agat gccacc

tattagcgat

t at t gaagat

aaat ct gcgt



cgtctgggecg ttegtgttge
1080

accggt gcac aggttaccag
1140

ggtctgcgtg ttccgggt at
1200

ggttttcatg aagcttttge
1248

<210> 5

<211> 1599

<212> ADN

<213> dycine nmax

<400> 5
at ggct caag
60

agcaact caa
120

gcat ccaaga
180

gggaaaggca
240

agcacttccc
300

cctggat caa
360

actgtagttg
420

act ct t gggt
480

ggtgggt t gt
540

gctggaattg
600

tatgtccttg
660

tctccegtgt

acaaact gaa

gt cgcat acc

attct ggt gt

ct gagatt gt

agagtctttc

acaacctttt

t gagagt t ga

ttccaacaag

caat gagaag

at ggt gt ccc

aaccggt ccg

ct at ggt gat

tagcttt gat

agaact gcgt

tcacaatctt

gt ct gt gaat

aat gcacaag

cttcaaagtt

tcttgaaccc

aaacagaat a

gtactctgaa

agat gacaag

caaagaat cc

cctcact get

cagaat gagg

gattggattg

catcgtatcg

gat ccgggt t

cgtggtattg

gct cagt caa

tctgtctcac

aat gggagt t

tcagcttctg

at t aaggact

cttctcttgg

gatattcatt

acCcacCaaaac

aaagat gaga

gcagtagttg

gaaaggccca

aaattcatcc gggtccggca

ttatgagctt tgcagttacc

gtgttcgtaa aacctttccg

gt agct aa

cccaaatctt

ttcgcccacg

t cat gggcaa

ttgcagccgce

t cagt ggaac

cagct ct gag

acat gtt ggg

aagccat agt

tcaacttgtt

cagct ggtgg

t cggt gacct

tggacattca

cctttgggga

cttcaatgtt

agagaaaccc

aat cactctg

t gaaggaacc

tgctctcaga

t gaaggat gt

tcttggcaat

gaat gcaagt

tgtggctgge



ct gaaacagc
720

gt gaat ggga
780

cagt at ctga
840

at agt ggaca
900

tttggagttt
960

aagt acaaaa
1020

ttggctgggg
1080

cttcaaggtg
1140

t ct gagaaca
1200

cgtggaattg
1260

gccectgtttg
1320

acagagagga

ggaccagat t
1440

t at gat gacc
1500

act at caaag
1560

aggt t gacaa
1599

<210> 6

<211> 1551
<212> ADN
<213> Bras

tt ggagcaga

agggaggttt

ctgccttgcet

agttgatttc

ctgttgaaca

gccct ggcaa

ctgccat cac

at gt aaagtt

gt gt aact gt

at gt gaacat

caaat ggacc

tgattgccat

act gt gt gat

acagaat ggc

accctgggtg

agcact gagt

si ca napus

tgttgattge

gcctggt gga

cat ggct gcc

tgttccat at

ttctggcaac

tgcctttgtt

t ggt gggacc

t gcagaggt ¢

gt ct ggacct

gaacaagat g

aactgcaatc

tt gcacagaa

aaccccacct

aatggctttc

cacaaggaag

agttagctta

ttcttgggca

aaggt caaac

cctctggett

gt ggaaat ga

t gggat cgt t

gaaggggatg

atcact gt ga

tt ggagaaaa

cccagagact

ccagat gt gg

cgtgatgttg

ctccgcaaac

gagaagct ca

tcccttgcetg

acatttccag

at cacct ag

caaact gccc

tgagt ggat c

t gggt gat gt

ccct caaact

tccttgtaca

caagct ctgc

at ggct gt gg

t gggt gccaa

t cagt ggcag

ccat gaccct

cttcat ggag

tt ggt gcaac

at gt gacagc

cctgtggtga

actactttga

t ccagt gaga

agtctcttcc

ggagat t gaa

cat ggagagg

t ggaggt cag

ttcctatctc

cacctcatcc

ggt cacct gg

aaaggttctc

cgctgttgta

ggt gaaggag

agtt gaagag

catt gacacc

tgtgcctgtg

agttttggag



<400> 6

atggctcaat cttcaaggat ttgccacggt
60

ct cagt aaga
120

cgtgcatcta
180

cct gt aaagg
240

ccgat t agag
300

atacttcttt
360

gatgat atca
420

agcgttaaca
480

t ct aagagcg
540

gctgctgtta
600

agggaaaggc
660

tgtactttag
720

ggaaaggt ca
780

gcaccacttg
840

t acgt ggaaa
900

agct gggat c
960

gt ggaaggtg
1020

acagttaccg
1080

gcaat cagaa

gtt ggggat t

ttacagcctc

aaat ctctgg

t ggct gcact

act acat gct

at cgt gct gt

acat cgagct

ccgceagct gg

caat agggga

gcacaaact g

agttgtctgg

ccttaggtga

tgacacttaa

gtttctttgt

acgcttcttc

t ggaaggat g

caaat caccc

gaagaaaagt

t gt gt ccacg

gcttat caag

gagt gaaggc

tgacgecttg

cgt agaagga

ttacttgggc

aggaaat gct

tttggtcgtc

tcctccegtg

ctccatttcc

t gt ggagat t

gct gat ggaa

aaagggt ggg

agctagttac

cggaact acc

gttcagaacc

ttctctgtct

gggacaat gc

agt gaaaagg

ttgcctggct

acaactgttg

aagaagtt ag

t gt ggt ggca

aat gct gcaa

agttatgtgc

ggact gaaac

cgtgttaacg

agt caat acc

gagatcattg

agat t cggag

cagaagt aca

ttcttggctg

agcct ccaag

ctt gt gt gat

ccct caaaac

t gaacggatc

caagcgagat

ccaaat cact

tggacaactt

gact caat gt

tctttcctge

cagccat gag

tt gat ggt gt

agct cggt gc

caaat ggt gg

ttacggettt

acaagct cat

tttcagccga

agtctcctgg

gt gcagccat

gt gat gt caa

cat at ccaat

t cat caacca

agt catt agg

cgtcttacaa

ct ccaat agg

gct caactcc

ggagagagat

at ct ct ggat

accgttaact

t ccaagaat g

tgacgttgaa

actgcct ggt

gct cat ggct

atctgttccg

acattccgat

caatgcttat

aact ggcgag

gttcgcagag



gtgttggaaa agatggggtg
1140

cctagtaggg atgcttttgg
1200

atgccagat g tcgctatgac
1260

attagggacg tagcttcttg
1320

gagcttcgta agttgggtgc
1380

ccagct aaag ttaagcctgc
1440

tttagcctcg ctgcatgtgce
1500

aagacatttc ccgactactt
1551

<210> 7

<211> 1551

<212> ADN

<213> Brassica napus
<400> 7

at ggct caat cttcaaggat
60

ct cagt aaga gcaat cagaa
120

cgtgcatcta gttggggatt
180

cct gt aaagg ttactgcatc
240

ccgattagag aaatctctgg
300

atacttcttt tggctgcact
360

gat gat at ca act acat gct
420

caaagtttcc

gat gcgt cac

tttagcagtt

gagagt caaa

cacagtt gaa

t gagat t gat

cgatgttcca

tcaagtgctt

tt gccacggt

caaat caccc

gaagaaaagc

t gt gt ccacg

gcttat caag

gagt gaaggc

t gacgccttg

t ggacagaga

ctt agggcag

gt ggcact gt

gaaact gaga

gaagggt ccg

acctatgatg

gt cacgatca

gagt caat ca

gt t cagaacc

ttctctgtct

ggaacaat gc

agt gaaaagg

ttgcct gget

acaactgttg

aagaagtt ag

actcagttac

ttgacgt gaa

tt gccgat gg

ggat gat cgc

attact gcgt

accacagaat

aggaccct gg

cgaaacact g

cttgtgtgat

ccct caaaac

t gaacggat c

caagcgagat

ccaaat cact

t ggacaact t

gact caat gt

t gt aacggga

cat gaacaag

tcctacaacg

catttgtact

gattactcct

ggct at ggcce

ct gt act aga

cat at ccaat

t cat caacca

agt cat t agg

cgtcttacaa

ct ccaat agg

gct caact cc

ggagagagat



agcgttaaca
480

t ct aagagcg
540

gctgctgtta
600

agggaaaggc
660

tgtactttag
720

ggaaaagt ca
780

gcaccacttg
840

t acgt ggaaa
900

agct gggat c
960

gt ggaaggtg
1020

acagttaccg
1080

gt gt t ggaaa
1140

cct agt aggg
1200
at gccagat g
1260

att agggacg
1320

gagcttcgta
1380

ccagct aaag
1440

ttcagcctcg
1500

at cgt gct gt

acat cgagct

ccgcagcet gg

caat agggga

gcacaaact g

agttgtctgg

ccttaggtga

t gacacttaa

gtttctttgt

acgcttcttc

t ggaaggat g

agat gggotg

atgcttttgg

tcgct at gac

tagcctcttg

agtt gggt gc

ttaagccagc

ctgcat gt gc

cgt agaagga

ttacttgggc

t ggaaat gct

tttggtcgtc

tcctccegtg

ctccatttcc

t gt ggagat t

gct gat ggaa

aaagggaggg

agctagttac

cggaact acc

caaagtttcc

gat gcgt cac

cttagctgtg

gagagt caaa

cacagt t gaa

agagat t gat

cgatgttcca

t gt ggt ggaa

aat gct gcaa

agttatgtgc

ggact caaac

cgtgttaacg

agt caat acc

gagatcattg

agatt cggag

cagaagt aca

ttcttggetg

agcct ccaag

t ggacagaga

cttagagccg

gt t gcact gt

gaaaccgaga

gaagggt ccg

acctatgatg

gt cacgatca

tctttcctge

cagccat gag

tt gat ggt gt

agct cggt gc

caaat ggt gg

ttacggcttt

acaagct cat

tttcagccga

agt ctcctgg

gt gcagccat

gtgat gt caa

actcagttac

tt gacgt gaa

ttgccgat gg

ggat gat cgc

attact gcgt

accacagaat

aggaccct gg

at ct ct ggat

atccttaact

t ccaagaat g

tgacgttgaa

act gcct ggt

gct cat ggct

atctgttccg

acat t ccgat

aaacgcat ac

aact ggcgag

gt t cgcagag

t gt aacggga

cat gaacaag

t cct acaacg

catttgtact

gattact cct

ggct at ggct

ct gt act aga



aagacatttc ccgactactt tcaagtgctt gagtcaatca cgaaacactg a

1551

<210> 8
<211>
<212>
<213>

<400> 8
at ggct caat
60

ct cagt aaga
120

cgtgcatcta
180

cct gt aaagg
240

ccgat t agag
300

atacttcttt
360

gat gat at ca
420

agcgttaaca
480

t ct aagagcg
540

gctgctgtta
600

agggaaaggc
660

tgtactttag
720

ggaaaggt ca
780

gcaccacttg
840

t acgt ggaaa
900

1551
ADN
Brassi ca napus

cttcaaggat

gcaat cagaa

gttggggatt

ttacagcctc

aaatctctgg

t ggct gcact

act acat gct

at cgt gct gt

acat cgagct

ccgceagct gg

caat agggga

gcacaaact g

agttgtctgg

ccttaggtga

tgacacttaa

ttgccacggt

caaat caccc

gaagaaaagt

t gt gt ccacg

gcttat caag

gagt gaaggg

tgacgccttg

cgt agaagga

ttacttgggc

t ggaaat gct

tttggttgtc

tcctecegtg

ctccatttcc

t gt ggagat t

gct gat ggaa

gttcagaacc

ttctctgtct

ggcacaat gc

agt gaaaagg

ttgcctggcet

acaactgttg

aagaagt t ag

t gt ggt ggaa

aat gct ggca

agttatgtgc

ggact caaac

cgtgttaacg

agt caat acc

gagatcattg

agat t cggag

cttgt gt gat

ccct gaaaac

t gaacggatc

caagcgagat

ccaaat cact

tggacaactt

gact caat gt

tctttcctge

t cgccat gag

tt gat ggt gt

agct cggt gc

caaat ggt gg

ttacggcttt

acaagct cat

tttcagccga

cat at ccaat

t cat caacca

agt catt agg

cgtcttacaa

ct ccaat agg

gct caactcc

ggagagagat

at ct ct ggat

atccttaact

t ccaagaat g

t gacgt t gaa

actgcct ggt

gct cat ggct

atctgttccg

acattccgat



agct gggat ¢
960

gt ggaaggtg
1020

acagttaccg
1080

gt gt t ggaaa
1140

cct agt aggg
1200

atgccagat g
1260

at aagggacg
1320

gagcttcgta
1380

ccagct aaag
1440

tttagcctcg
1500

aagacatttc
1551

<210> 9

<211> 1533
<212> ADN
<213>

<400> 9

gtttcttcgt

acgcttcttc

t ggaaggat g

agatgggotg

atgcttttgg

tcgct at gac

tagcctcttg

agt t gggt gc

ttaagccagc

ctgcatgtgc

ccgact act t

aaagggaggg

agctagttac

cggaact acc

caaagtttcc

aat gagacac

tttagctgta

gagagt caaa

cacagtt gaa

agagat t gat

cgatgttcca

tcaagtgctt

Triticum aestivum

at ggcaat gg ctgctgctge tactat ggct
60

gacagagcag ctccagcacc atctaggegt

120

agaggt gcag tccgtttgtg gggaccaagg

180

gcaccagcag caccgagt gg agct gaggaa

240

cagaagt aca

ttcttggctg

agccttcaag

t ggacagaga

ctt agggcag

gt ggcact gt

gaaaccgaga

gaagggt ccg

acctatgatg

gt cacgat ca

gagt caat ca

gcaagcgct t

ctgccaat gc

ggagcagctg

gtcgtgcttc

agtctcctgg

gt gcagccat

gt gat gt caa

actcagttac

ttgacgt gaa

t cgcagat gg

ggat gat cgc

attact gcgt

accacagaat

aggaccct gg

cgaaacact g

cctcttccge

cagcagct ag

cacgt gctac

aacct at cag

gaacgcat ac

aact ggcgag

gttcgcagag

t gt aacggga

cat gaacaag

tcct acaacg

catttgtact

gattact cct

ggct at ggcce

ct gt act aga

tgtgagctta

accagct agg

aagt gt cgca

agagat cagc



ggtgccgtcc
300

tt gt cagagg
360

cttgaggctt
420

gtggtggttg
480
ctgtttctgg

540

ggt ggaaat g
600

gat ctggt gg
660

tgtccacccg
720

ggat caat ct
780

gat gt t gaga
840

aagct gat gg
900

at caagggag
960
tctgettcct
1020

t gcggaact a
1080

gctaaagtta
1140

ggaaggaagc
1200

acgcttgcecg
1260

tggagggt ga
1320

agct ccctgg

gcacgacagt

t ggaggcat t

gttgcggagg

gaaat gct gg

ccacat acgt

ttggccttca

ttaggat caa

ct agt cagt a

tt gaaat cat

agaggtt cgg

gt cagaagt a

acttcctcgc

cttccttgea

cttggaccga

acct caaagc

ttgtggctct

aagaaact ga

gt caaagtca

ggt ggat aac

aggtctttct

gagattccca

gattgcaatg

ccttgat gga

gcaacttgga

cgggaaagga

tctgtcatca

agacaaact c

agt gacagca

caaat cacct

t ggagcagca

aggggacgtc

tacaagt gtt

cgttgatgtt

gtt cgcagat

aaggat ggt ¢

cttagcaaca

cttctgaact

gt t gaagccg

gt t gagaaag

aggagcttga

gt gcct agaa

gcagacgctg

ggtctccctg

cttctcatgg

atatcagttc

gagcact cag

gggaacgct t

at caccggag

aagttcgcag

acagtgactg

aacat gaaca

ggt cccacag

gccatt agaa

gaat act tct

ct gaagat gt

at aaggttgc

at gct caaga

ctgctgcetgt

tgagagagag

actgctttct

gt gggaaggt

ctgcacctct

cat acgt gga

attcttggga

acgtggaagg

gaactgttac

aagtcttaga

gt cctccacg

agat gccaga

ccatt agaga

cagagt t aac

tttgagcgca

tcactacatg

t aagcgt gct

ggaagtt aag

ggttgctgcet

accgat t ggg

t ggaacaaac

taagtt gt ct

tgcacttgaa

aat gacgct g

taggttctac

tgatgcctct

t gt cgaaggt

aat gat ggga

tcaacccttt

tgtcgecatg

cgt ggccagc

caaact t gga



gctact gt gg aagagggacc cgactattgc

1380

accgctattg acacttatga tgatcatcgt

1440

gct gaggt gc cagt aaccat tagagat cct

1500

ttcgatgtcc tttcaacatt cgtgaagaat

1533

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

10
1281
ADN

<400> 10
at gacggt ga
60

gct gct geceg
120

tt cgcagaag
180

gt ccaaggca
240

gccaccaccg
300

ttcgacgett
360

gecttgggtg
420

gcagct ggca
480

acagcact gc
540

ctcgtctctg
600

gtt gagaggg
660

agaggt ggac
720

t agagat acc

at gggacgac

gact gaggaa

gaccagct gg

ctaggttcct

cagcacagat

tggatcttag

t cgaaggagg

t cat gct cgg

caccct acgt

aggggaat ac

ccat aggagg

St rept onyces roseospor us

t gggt ct aag

tactcttctt

t ct gggct at

accagcagcc

tccgacactg

gcgt cgt cgt

acacgaagga

agaat t gacg

acctcttaca

ggaaat cacc

cttcaccgtt

ct at agagct

atcattacac ctcccgagaa gctgaacata

atggctatgg ccttttcatt agcagcttgc

gggt gt act a ggaaaacttt ccctaactac

tga

tctgttacag

agaccattgc

gct gt ggaac

acggaagcag

gcagcagcag

cccettgctce

gcagacggac

ct cgacgcetg

acaaagggac

ctcgctatga

ccaagcccat

actacgtatg

ccagagcact

gt agcgat ga

aagaggct ga

atgtctattg

ctgcttccgg

catt gacaag

at cat ccgct

gcgagt ccag

ttcgcat cga

t gagagact t

ctt caagact

ct gt cgagcce

gttcttggca

cact gagggc

t aggt ggcgt

cagagat ggt

aacct acaga

ggcacttaca

caccgttcgt

ccaatacttg

agtt acagaa

tggt gt ggag

t aggt ccaat

agat gcctca



actgcctctt
780

ttggggactg
840

gccgaggt gt
900

at cact gt ga
960

tatgccgatg
1020

cgtctggagg
1080

gat aggat ag
1140

caccgcat ag
1200

gaccct ggct
1260

cacgaccttg
1281

<210> 11
<211> 1248
<212> ADN
<213>

<400> 11

acttctttge

gagctttgca

ctgttggtcc

acat gagaga

gt ccagt ggt

cttgtgctga

aaat ccatcc

tcatgtcatt

gcgt gcgt aa

agggaaggtg

agct gct gcc

aggtgatttg

ggacgccaca

t at ct cagac

gat t gaagat

gaat ct gagg

t ggaacacct

tgccgt cget

gaccttccct

a

Streptonyces griseus

ctcactggtc

cgtttcgtgg

act gt gcgct

acgatgccta

gttgccaaca

gcaat gggaa

aaaccgactg

ggccttcgea

agatttcacg

at gggt gcag tgacagtcat cgacattcct ggaagcaaga
60

ttcttggcag cagcagccga tggaacgaca acactgcttc

120

18

acggaggggt ttgccgaggg tcttaagaat ctcggttatg
0

cgttggaggg tcgaaggcag accggat ggt ccagctgctc

240

cgt gat ggt g caacgact gc acgctttctt ccaaccctcg

300

gcgaggt cac

at gt gct gag

caact ggcag

cact cgcagc

cccgt gt gaa

tcaccgtcca

ggat cgccac

ct cct ggect

aggtgtttgce

gcgt gacagc

gt cct ct gag

ccgttgagca

cggat gcaga

t cgcagcagc

agt gcct gga

agaaat gggt

att gagggga

tattgcacct

ggagt gt gac

tacgggt ccg

ccacggagat

cacttacgac

cgacttcgct

aagggcactc

gt cagacgac

agaggct gac

tgtctactgc

agcttctgga



acgtatcgtt
360

gcact gacag
420

act gt cagag
480

cagtatctca
540

gtcactgatc
600

ggagttgatg
660

acagcct acg
720

ct cact ggac
780

cgttttgtgg
840

acagt gcgct
900

acgat gccaa
960

gt ggcaaaca
1020

gct at gggaa
1080

aagccaacgg
1140

ggtttgttga
1200

aggt t ccacg
1248

<210> 12

<211> 1368
<212> ADN
<213> dyc

t cgacgcctc

ctcttggcgt

ct gct ggcat

cagcccttct

t cgt gagegce

ttagcagaga

ct gt ggagcece

gcgaggt gac

acgt gct gcg

caact ggcag

cact cgctgc

ctcgt gt caa

t cacggt gca

gaat agct ac

cccct gggcet

aagttttcgc

i ne max

agcacagat g

ggatttgaga

agaaggt ggc

t at gt t gggt

tccttacgtt

aggaaacact

agacgcaagc

ggt ccct ggg

t gat at ggga

actccgt ggc

tattgcacct

ggaat gt gat

t act gggcac

gcacggagat

gacat acgat

tgacttt gct

aggagacgt ¢

cat ggt ggag

gatgttgtcc

ccgttgactg

gaaat cact ¢

ttcaccgtgc

acggcttctt

ctgggaattg

gcagaggt gt

attacagtta

cacgctgatg

aggctt gagg

gattggattg

cacagaat cg

gat cct ggct

gcat cacccc

ccttggctcce

aggagggt ca

ttgacgctgg

ccaaaggt ct

t ggccat gat

cgt ccggagg

acttctttge

gtgctcttca

ct gttggacc

ct at gagaga

gacccgt ccg

catgtgctca

agattctccc

ttatgtcctt

gcgt ccgcaa

aagcct ga

act cact agg

tcatccactg

tgaatcttct

t agaat cgaa

gagagatttc

ct at agagct

agcagct gcc

aggagacctt

agat gccacg

catttcagac

t at t gaggac

aaaccttaga

t gggact cca

cgcagt ggct

gacttttcca



<400> 12
at ggcaagcg
60

attaaagat t
120

ctgctgctgg
180

gatattcatt
240

accaccaaac
300

aaagat gaaa
360

gcagttgttg
420

gaacgt ccga
480

tttctgggca
540

aaagtt aaac
600

ccgct ggecac
660

gtt gaaat ga
720

tgggat cgtt
780

gaaggtgatg
840

attaccgtta
900

ct ggaaaaaa
960

ccgegt gat t
1020

ccggatgttg
1080

ttgcagcagc

ttagcggcac

cagcact gag

at at gct ggg

aggccatt gt

ttaacctgtt

cagccggt gg

ttggt gat ct

ccaattgtcc

t gagcggt ag

t gggt gat gt

ccct gaaact

ttctggttca

caagcagcgc

at ggtt gt gg

t gggt gcaaa

ttagcggt cg

ccat gaccct

agaaaaaccg

cattaccctg

cgaaggcacc

tgcact gcgt

t gaaggtt gt

t ct gggt aat

t aat gcaagc

ggt t gccggt

tccggttcgt

cgttagcagce

t gaaatt gaa

gat ggaacgt

t ggt ggccag

aagctatctg

caccagcagc

agt gacct gg

taaagttctg

ggcagttgtt

agcacctctc

cct ggt agca

accgttgttg

accctgggtc

ggt ggt ct gt

gcaggcaccg

tatgttctgg

ct gaaacagc

gttaatggta

cagt at ctga

attgtggata

tttggtgtta

aaat at aaat

ctggcaggcg

ct gcagggcg

tct gaaaat a

cgtggcattg

gcecctgtttg

cggaaat t gt

aaagcct gag

at aat ct gct

tgcgtgttga

ttccgaccag

caat gcgtcc

atggtgttcc

t gggt gcaga

aaggt ggt ct

ccgcact get

aactgatttc

gcgtt gaaca

ct ccgggt aa

cagcaattac

atgttaaatt

gcgtt accgt

at gt gaat at

caaat ggtcc

t ct ggaaccg

caatcgtatt

gt at agcgaa

agat gat aaa

caaagaaagc

gctgaccgca

gcgt at gegt

tgttgattgt

gccgggt ggt

gat ggcagct

tgtgccgt at

t agcggt aat

tgcctttgtt

cggt ggt aca

tgccgaagt g

tagcggt ccg

gaacaaaat g

gaccgcaat t



cgtgatgttg
1140

ct gcgt aaac
1200

gaaaaact ga
1260

agcct ggcag
1320

acctttccag
1368

<210> 13
<211> 1368
<212> ADN
<213>

<400> 13
at ggcaagcg
60

attaaagat t
120

ctgctgctgg
180

gatattcatt
240

accaccaaac
300

aaagat gaaa
360

gcagttgttg
420

gaacgt ccga
480

tttctgggca
540

aaagttaaac
600

caagct ggcg

t gggt gcaac

atgttaccgc

cat gt ggt ga

attattttga

d yci ne max

ttgcagcagc

ttagcggcac

cagcact gag

at at gct ggg

aggccat t gt

ttaacctgtt

cagccggt gg

tt ggt gat ct

ccaattgtcc

tgagcggt ag

tgtt aaagaa

cgtt gaagaa

cattgatacc

tgttccggtg

agttct ggaa

agaaaaaccg

cattaccctg

cgaaggcacc

t gcact gcgt

t gaaggt t gt

t ct gggt aat

t aat gcaagc

ggt t gccgat

tccggttcgt

cgttagcagce

accgaacgca

ggtccggatt

tatgatgatc

accatt aaag

cgcct gacca

agcacctctc

cctggt agca

accgttgttg

accct gggtc

ggt ggt ct gt

gcagcaaccg

tatgttctgg

ct gaaacagc

gttaatggta

cagt at ct ga

t gat t gcaat

attgcgttat

at cgt at ggc

atccgggttg

aacattaa

cggaaat t gt

aaagcct gag

at aat ct gct

tgcgtgttga

ttccgaccag

caat gcgt cc

atggtgttcc

t gggt gcaga

aaggt ggt ct

ccgcact get

ttgtaccgaa

tacaccgccg

aatggcattt

tacacgt aaa

t ct ggaaccg

caatcgtatt

gt at agcgaa

agat gat aaa

caaagaaagc

gct gaccgca

gcgt at gegt

tgttgattgt

gccgggt ggt

gat ggcagct



ccgct ggecac
660

gtt gaaat ga
720

t gggat cgt t
780

gaaggt gat g
840
attaccgtta
900

ct ggaaaaaa
960

ccgegtgatt
1020

ccggatgttg
1080

cgtgatgttg
1140

ct gcgt aaac
1200

gaaaaact ga
1260

agcct ggcag
1320

acctttccag
1368

<210> 14
<211> 1368
<212> ADN
<213>

<400> 14

t gggt gat gt

ccct gaaact

ttctggttca

caagcagcgc

at ggt t gt gg

t gggt gcaaa

ttagcggt cg

ccat gaccct

caagct ggcg

t gggt gcaac

atgttaccgc

cat gt ggt ga

attattttga

d yci ne max

t gaaatt gaa

gat ggaacgt

t ggt ggccag

aagctatctg

caccagcagc

agt gacct gg

taaagttctg

ggcagttgtt

t gt t aaagaa

cgtt gaagaa

cattgatacc

tgttccggtg

agttct ggaa

attgtggata

tttggtgtta

aaat at aaat

ct ggcaggcg

ct gcagggeg

tctgaaaata

cgtggcattg

gcectgtttg

accgaacgca

ggtccggatt

tatgatgatc

accatt aaag

cgcct gacca

aactgatttc

gcgttgaaca

ct ccgggt aa

cagcaattac

atgttaaatt

gcgt t accgt

at gt gaat at

caaat ggt cc

t gat t gcaat

attgcgttat

at cgt at ggc

atccgggttg

aacattaa

tgtgccgt at

t agcggt aat

tgcectttgtt

cggt ggt aca

tgccgaagt g

tagcggt ccg

gaacaaaat g

gaccgcaat t

ttgtaccgaa

tacaccgccg

aatggcattt

tacacgt aaa

at ggcaagcg ttgcagcagc agaaaaaccg agcacctctc cggaaattgt tctggaaccg

att aaagatt ttagcggcac cattaccctg cctggtagca aaagcctgag caatcgtatt

120

ctgctgctgg cagcactgag cgaaggcacc accgttgttg ataatctget gtatagcgaa

180



gatattcatt
240

accaccaaac
300

aaagat gaaa
360

gcagttgttg
420

gaacgt ccga
480

tttctgggca
540

aaagttaaac
600

ccgct ggeac
660

gtt gaaat ga
720

tgggat cgtt
780

gaaggtgatg
840

attaccgtta
900

ct ggaaaaaa
960

ccgegt gat t
1020

ccggatgttg
1080

cgtgatgttg
1140

ct gcgt aaac
1200

gaaaaact ga
1260

at at gct ggg

aggccatt gt

ttaacctgtt

cagccggt gg

ttggt gat ct

ccaattgtcc

t gagcggt ag

t gggt gat gt

ccct gaaact

ttctggttca

caagcagcgc

atggttgtgg

t gggt gcaaa

ttagcggt cg

ccat gaccct

caagct ggcg

t gggt gcaac

atgttaccgc

tgcact gcgt

t gaaggtt gt

t ct gggt aat

t aat gcaagc

ggt t gccgat

tccggttcgt

cgttagcagc

t gaaatt gaa

gat ggaacgt

t ggt ggccag

aagctatctg

caccagcagc

agt gacct gg

taaagttctg

ggcagttgtt

t gtt aaagaa

cgt t gaagaa

cattgatacc

accctgggtc

ggt ggt ct gt

gcagcaaccg

tatgttctgg

ct gaaacagc

gttaatggta

cagtatctga

attgtggata

tttggtgtta

aaat at aaat

ct ggcaggcg

ct gcagggcg

tct gaaaat a

cgtggcattg

gccctgtttg

accgaacgca

ggt ccggat t

tatgatgatc

tgcgtgttga

ttccgaccag

caat gcgt ag

atggtgttcc

t gggt gcaga

aaggt ggt ct

ccgcact get

aactgatttc

gcgtt gaaca

ct ccgggt aa

cagcaattac

atgttaaatt

gcgt taccgt

at gt gaat at

caaat ggtcc

t gatt gcaat

attgcgttat

at cgt at ggc

agat gat aaa

caaagaaagc

cctgaccgca

gcgt at gegt

tgttgattgt

gccgggt ggt

gat ggcagct

tgtgccgt at

t agcggt aat

tgcctttgtt

cggt ggt aca

tgccgaagt g

tagcggt ccg

gaacaaaat g

gaccgcaat t

ttgtaccgaa

tacaccgccg

aatggcattt



agcct ggcag
1320

acctttccag
1368

<210> 15
<211> 1368
<212> ADN
<213>

<400> 15
at ggcaagcg
60

attaaagat t
120

ctgctgctgg
180

gatattcatt
240

accaccaaac
300

aaagat gaaa
360

gcagttgttg
420

gaacgt ccga
480

tttctgggca
540

aaagtt aaac
600

ccgct ggecac
660

gtt gaaat ga
720

tgggat cgt t
780

cat gt ggt ga

attattttga

d yci ne max

ttgcagcagc

ttagcggcac

cagcact gag

at at gct ggg

aggccat t gt

ttaacctgtt

cagccggt gg

tt ggt gat ct

ccaattgtcc

tgagcggt ag

t gggt gat gt

ccct gaaact

ttctggttca

tgttccggtg

agttct ggaa

agaaaaaccg

cattaccctg

cgaaggcacc

tgcact gcgt

t gaaggt t gt

t ct gggt aat

t aat gcaagc

ggt t gccgat

tccggttcgt

cgttagcagc

t gaaatt gaa

gat ggaacgt

t ggt ggccag

accatt aaag

cgcct gacca

agcacctctc

cctggt agca

accgttgttg

accct gggtc

ggt ggt ct gt

gcaggcat cg

tatgttctgg

ct gaaacagc

gttaatggta

cagtatctga

attgtggata

tttggtgtta

aaat at aaat

atccgggttg

aacattaa

cggaaat t gt

aaagcct gag

at aat ct gct

tgcgtgttga

ttccgaccag

caat gcgt ag

atggtgttcc

t gggt gcaga

aaggt ggt ct

ccgcact get

aactgatttc

gcgttgaaca

ct ccgggt aa

tacacgt aaa

t ct ggaaccg

caatcgtatt

gt at agcgaa

agat gat aaa

caaagaaagc

cct gaccgca

gcgt at gegt

tgttgattgt

gccgggt ggt

gat ggcagct

tgtgccgt at

t agcggt aat

tgcctttgtt



gaaggtgatg
840

attaccgtta
900

ct ggaaaaaa
960

ccgegtgatt
1020

ccggatgttg
1080

cgtgatgttg
1140

ct gcgt aaac
1200

gaaaaact ga
1260

agcct ggcag
1320

acctttccag
1368

<210> 16
<211> 1350
<212> ADN
<213>

<400> 16
at gaccagcg
60

att aaact gc
120

gaaggcacca
180

gccct gaaaa
240

gaaggttgtg
300

ctgggtaatg
360

caagcagcgc

atggttgtgg

t gggt gcaaa

ttagcggt cg

ccat gaccct

caagct ggcg

t gggt gcaac

atgttaccgc

cat gt ggt ga

attattttga

Brassi ca napus

aaaaagccag

ct ggt agcaa

ccgttgttga

aact gggt ct

gtggcatttt

cagccaccgce

aagctatctg

caccagcagc

agt gacct gg

taaagttctg

ggcagttgtt

t gt t aaagaa

cgtt gaagaa

cattgatacc

tgttccggtg

agttctggaa

cgaaattgtt

aagcct gagce

taatctgctg

gaat gtt gaa

t ccggcaagc

aat gcgt ccg

ct ggcaggcg

ct gcagggcg

tct gaaaat a

cgtggcattg

gcecctgtttg

accgaacgca

ggt ccggat t

tatgatgatc

accatt aaag

cgcct gacca

ctgcagccga

aatcgtattc

aacagcgacg

cgt gat agcg

ct ggat agca

ct gaccgcag

cagcaattac

atgttaaatt

gcgtt accgt

at gt gaat at

caaat ggt cc

t gat t gcaat

attgcgttat

at cgt at ggc

atccgggttg

aacattaa

tt cgt gaaat

t gct gct ggc

atattaacta

ttaat aatcg

aat ccgat at

cagttaccgc

cggt ggt aca

tgccgaagt g

tagcggt ccg

gaacaaaat g

gaccgcaat t

ttgtaccgaa

tacaccgccg

aatggcattt

tacacgt aaa

tagcggtctg

agcact gagc

t at gct ggat

tgcecgttgtt

cgaact gt at

agccggt ggt



aat gcaagct
420

gttgttggtc
480

cctgttcgtg
540

attagcagcc
600

gaaat cgaga
660

at ggaacgt t
720

ggt ggccaga
780

tcttattttc
840

acaaccagcc
900

gt gagct gga
960

cgtcatctgc
1020

gcagttgttg
1080

gt t aaagaaa
1140

gt t gaagaag
1200

at cgat acct
1260

gttccggtga
1320

gt gct ggaaa
1350

<210> 17

atgttctgga

t gaaacagct

ttaat gcaaa

agt at ct gac

ttattgataa

ttggtgttag

aat at aaat c

t ggcaggcgc

t gcagggt ga

ccgaaaat ag

gtgcagttga

cactgtttgce

ccgaacgcat

gt agcgatta

at gat gat ca

ccat t aaaga

gcat caccaa

tggtgttccg

gggt gcagat

tggtggtctg

cgcactgctg

act gat cagc

cgcagaacat

t ccgggt aac

agcaattacc

tgttaaattt

cgttaccgtt

t gt gaacatg

agat ggt ccg

gattgcaatt

ttgcgttatt

tcgt at ggca

tccgggttgt

acact aat aa

cgtatgcgtg

gttgaatgta

cctggtggta

at ggcagctc

gttccgtatg

agcgat agct

gcctatgttg

ggt gaaaccg

gccgaagt gc

accggt ccga

aacaaaat gc

accaccattc

t gt accgaac

acccct ccgg

atggcattta

acacgt aaaa

aacgt ccgat

ccct gggeac

aagtt aaact

cgct ggcact

tt gaaat gac

gggat cgct t

aaggt gat gc

ttaccgttga

t ggaaaaaat

gccgt gat gc

cggatgttgc

gtgatgttgc

t gcgt aaact

caaaagttaa

gcct ggcagce

cctttccgga

tggtgatctg

caattgtccg

gagcggt agc

gggtgat gt t

cctgaaactg

ttttgttaaa

aagcagcgca

aggttgcggt

gggt t gt aaa

atttggtatg

cat gaccctg

aagct ggcgt

gggt gcaacc

accggcagaa

at gt gcagat

ttattttcag



<211> 1347
<212> ADN
<213>

<400> 17

at gaccagcg
60

attaaact gc
120

gaaggcacca
180

gccct gaaaa
240

gaaggttgtg
300
ctgggtaatg
360

aat gcaagct
420

gttgttggte
480

cctgttcgtg
540

at t agcagcc
600

gaaat cgaga
660

at ggaacgt t
720

ggt ggccaga
780

tcttattttc
840

acaaccagcc
900

gt gagct gga
960

Brassi ca napus

aaaaagccag

ct ggt agcaa

ccgttgttga

aact gggt ct

gtggcatttt

cagccaccgc

atgttctgga

t gaaacagct

ttaat gcaaa

agt at ct gac

ttattgataa

ttggtgttag

aat at aaat c

t ggcaggcgc

t gcagggt ga

ccgaaaat ag

cgaaattgtt

aagcct gagc

taatctgctg

gaat gt t gaa

t ccggcaagce

aat gcgt agc

tggtgttccg

gggt gcagat

tggtggtctg

cgcactgctg

act gat cagc

cgcagaacat

t ccgggt aac

agcaattacc

tgttaaattt

cgttaccgtt

ct gcagccga

aatcgtattc

aacagcgacg

cgt gat agcg

ct ggat agca

ct gaccgcag

cgtatgcgtg

gttgaatgta

cctggtggta

at ggcagct c

gttccgtatg

agcgat agct

gcctatgttg

ggt gaaaccg

gccgaagt gc

accggt ccga

tt cgt gaaat

tgctgct gge

atattaacta

ttaat aat cg

aat ccgat at

cagttaccgc

aacgt ccgat

ccct gggcac

aagtt aaact

cgct ggcact

tt gaaat gac

gggat cgctt

aaggt gat gc

ttaccgttga

t ggaaaaaat

gccgt gat gc

tagcggtctg

agcact gagc

t at gct ggat

tgcecgttgtt

cgaact gt at

agccggt ggt

tggtgatctg

caattgtccg

gagcggt agc

gggtgat gt t

cctgaaactg

ttttgttaaa

aagcagcgca

aggttgcggt

gggt t gt aaa

atttggtatg



cgtcatctgc
1020

gcagttgttg
1080

gtt aaagaaa
1140

gt t gaagaag
1200

at cgat acct
1260

gttccggtga
1320

gt gct ggaaa
1347

<210> 18
<211> 1350
<212> ADN
<213>

<400> 18

at gaccagcg
60

at t aaact gc
120

gaaggcacca
180

gccct gaaaa
240

gaaggttgtg
300

ctgggtaatg
360

aat gcaagct
420

gttgttggtc
480

cctgttcgtg
540

gtgcagttga

cactgtttgc

ccgaacgcat

gtagcgatta

at gat gat ca

ccattaaaga

gcat caccaa

Brassi ca napus

aaaaagccag

ct ggt agcaa

ccgttgttga

aact gggt ct

gtggcatttt

caggtattgc

atgttctgga

t gaaacagct

tt aat gcaaa

t gt gaacat g

agat ggt ccg

gattgcaatt

ttgcgttatt

tcgt at ggca

tccgggtt gt

acact aa

cgaaattgtt

aagcct gagc

taatctgctg

gaat gt t gaa

t ccggcaagc

aat gcgt age

tggtgttccg

gggt gcagat

tggtggtctg

aacaaaat gc

accaccattc

t gt accgaac

acccctccgg

atggcattta

acacgt aaaa

ctgcagccga

aatcgtattc

aacagcgacg

cgt gat agcg

ct ggat agca

ct gaccgcag

cgtatgcgtg

gttgaatgta

cctggtggta

cggatgttgc

gtgatgttge

t gcgt aaact

caaaagttaa

gcct ggcagce

cctttccgga

tt cgt gaaat

tgctgctggce

atattaacta

tt aat aat cg

aat ccgat at

cagttaccgc

aacgt ccgat

ccct gggeac

aagtt aaact

cat gaccct g

aagct ggcgt

gggt gcaacc

accggcagaa

at gt gcagat

ttattttcag

tagcggtctg

agcact gagc

t at gct ggat

tgcecgttgtt

cgaact gt at

agccggt ggt

tggtgatctg

caattgtccg

gagcggt agc



attagcagcc
600

gaaat cgaga
660

at ggaacgt t
720

ggt ggccaga
780

tcttattttc
840

acaaccagcc
900

gt gagctgga
960

cgtcatctgc
1020

gcagttgttg
1080

gt t aaagaaa
1140

gt t gaagaag
1200

at cgat acct
1260

gttccggtga
1320

gt gct ggaaa
1350

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

19
1371
ADN

<400> 19

agt at ct gac

ttattgataa

ttggtgttag

aat at aaat c

t ggcaggcgc

t gcagggt ga

ccgaaaat ag

gtgcagttga

cactgtttgce

ccgaacgcat

gt agcgatta

at gat gat ca

ccattaaaga

gcat caccaa

cgcactgctg

act gat cagc

cgcagaacat

t ccgggt aac

agcaattacc

tgttaaattt

cgttaccgtt

t gt gaacatg

agat ggt ccg

gattgcaatt

ttgcgttatt

tcgt at ggca

t ccgggt t gt

acact aat aa

Triticum aestivum

at ggcagct c

gttccgtatg

agcgat agct

gcctatgttg

ggt gaaaccg

gccgaagt gc

accggt ccga

aacaaaat gc

accaccattc

t gt accgaac

acccct ccgg

atggcattta

acacgt aaaa

cgct ggcact

tt gaaat gac

gggat cgct t

aaggt gat gc

ttaccgttga

t ggaaaaaat

gccgt gat gc

cggatgttgc

gtgatgttgc

t gcgt aaact

caaaagttaa

gcct ggcagce

cctttccgga

gggtgat gt t

cctgaaactg

ttttgttaaa

aagcagcgca

aggttgcggt

gggt t gt aaa

atttggtatg

cat gaccctg

aagct ggcgt

gggt gcaacc

accggcagaa

at gt gcagat

ttattttcag

at ggcaacca gcgttgcagc accggcagct ccgtctggtg ccgaagaagt tgttctgeag

60



ccgattcgtg
120

attctgctgc
180

gaagat gt gc
240

aaagttgcaa
300

gcacaggaag
360

gcagcagttg
420

cgt gaacgtc
480

tgttttctgg
540

ggt aaagtta
600

gcaccgct gg
660

tat gttgaaa
720

agct gggat ¢
780

gt t gaaggt g
840
accgttaccg
900

gt gct ggaaa
960

ccgeegegt ¢
1020

at gccggat g
1080

attcgtgatg
1140

aaat t agcgg

tgtctgcact

att at at gct

aacgt gccgt

aagtt aaact

ttgcagccgg

cgat t ggt ga

gcaccaattg

aact gagcgg

cact ggaaga

t gaccct gaa

gcttttatat

at gcaagcag

ttgaaggttg

t gat gggt gc

agcegtttgg

ttgccat gac

ttgcaagctg

tgcagttcag

gagcgaaggc

ggaagcact g

tgttgttggt

gtttctgggt

t ggt aat gca

tctggttgtt

tcctcecggtt

tagcat t agc

t gt ggaaat t

act gat ggaa

t aaaggt ggc

cgcaagct at

t ggt acaacc

aaaagttacc

t cgt aaacat

cctggcagtt

gcgt gt t aaa

ctgcctggta

accaccgttg

gaagccct gg

t gt ggt ggt ¢

aat gccggt a

acctatgttc

ggtct gcagce

cgtattaatg

agccagt at ¢

gaaattattg

cgttttggtg

cagaaat at a

tttctggcag

agcct gcagg

tggaccgat a

ct gaaagccg

gttgccct gt

gaaaccgaac

gcaaaagcct

tt gat aat ct

gt ct gagcgt

gttttccggt

ccgcaat gcg

t ggat ggt gt

agct gggt gc

gt aaaggt gg

t gagcagcct

at aaact gat

ttaccgcaga

aat ct ccggg

gcgcagcaat

gtgatgttaa

ccagcgttac

t ggat gt gaa

ttgcagat gg

gtatggttgc

gagcaat cgt

gct gaat agc

t gaagcagat

t gaaaaagat

t ccget gacc

tccgegtatg

agat gcagat

tctgccgggt

gct gat ggca

tagcgt gccg

acat agcgat

taat gcct at

taccggt ggc

atttgccgaa

cgttaccggt

t at gaat aaa

t ccgaccgcea

aattcgtacc



gaact gacca aact gggt gc aaccgttgaa

1200

ccggaaaaac tgaatattac cgccattgat

1260

tttagcctgg cagcat gtgc agaagttccg

1320

aaaacctttc cgaattattt tgatgttctg

1371

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

20
1371
ADN

<400> 20
at ggcaacca
60

ccgattcgtg
120

attctgctgce
180

gaagat gt gc
240

aaagttgcaa
300

gcacaggaag
360

gcagcagttg
420

cgt gaacgtc
480

tgttttctgg
540

ggt aaagtta
600

gcaccgct gg
660

tat gtt gaaa
720

gcgt t gcagce

aaatt agcgg

t gt ct gcact

att at at gct

aacgt gccgt

aagtt aaact

tt gcagcegg

cgat t ggt ga

gcaccaattg

aact gagcgg

cact ggaaga

t gaccct gaa

Triticum aestivum

accggcagct

tgcagttcag

gagcgaaggc

ggaagcact g

tgttgttggt

gtttctgggt

t ggt aat gca

tctggttgtt

tcctccggtt

tagcattagc

t gt ggaaat t

act gat ggaa

gaaggt ccgg

acctatgatg

gttaccattc

agcacctttg

ccgtctggtg

ctgcctggta

accaccgttg

gaagccct gg

tgtggtggtc

aat gccgcaa

acctatgttc

ggt ct gcagc

cgtattaatg

agccagtatc

gaaattattg

cgttttggtg

attattgcat

at cat cgt at

gt gat ccggg

tgaaaaatta

ccgaagaagt

gcaaaagcct

tt gat aat ct

gt ct gagcgt

gttttccggt

ccgcaat gcg

t ggat ggt gt

agct gggt gc

gt aaaggt gg

t gagcagcct

at aaact gat

ttaccgcaga

tattacaccg

ggcaat ggca

ttgtacacgt

tgttctgcag

gagcaat cgt

gct gaat agc

t gaagcagat

t gaaaaagat

t ccgct gacc

tccgegtatg

agat gcagat

tct gccgggt

gct gat ggca

tagcgt gccg

acat agcgat



agct gggat ¢
780

gttgaaggtg
840

accgttaccg
900

gt gct ggaaa
960

ccgeegegtc
1020

at gccggat g
1080

attcgtgatg
1140

gaact gacca
1200

ccggaaaaac
1260

tttagcctgg
1320

aaaacctttc
1371

<210> 21
<211> 1371
<212> ADN

<213> Triticum aestivum

<400> 21

at ggcaacca gcgttgcagc accggcagct

60

ccgattcgtg aaattagcgg tgcagttcag

120

attctgctgce tgtctgcact gagcgaaggce

180

gaagat gtgc attatatgct ggaagcactg

240

gcttttatat taaaggtggce

at gcaagcag cgcaagct at
ttgaaggttg tggtacaacc
t gat gggt gc aaaagttacc
agccgtttgg tcgtaaacat

ttgccat gac cctggcagtt

ttgcaagctg gcgtgttaaa
aact gggt gc aaccgttgaa
tgaatattac cgccattgat
cagcat gt gc agaagttccg

cgaattattt tgatgttctg

cagaaat at a

tttctggcag

agcct gcagg

tggaccgat a

ct gaaagccg

gttgccctgt

gaaaccgaac

gaaggt ccgg

acctatgatg

gttaccattc

agcacctttg

ccgtctggtg

ctgcctggta

accaccgttg

gaagccct gg

aat ct ccggg

gcgcagcaat

gtgatgttaa

ccagcgttac

t ggat gt gaa

tt gcagat gg

gtatggttgc

attattgcat

at cat cgt at

gt gat ccggg

tgaaaaatta

ccgaagaagt

gcaaaagcct

tt gat aat ct

gt ct gagcgt

taat gcct at

taccggt ggc

atttgccgaa

cgttaccggt

t at gaat aaa

tccgaccgca

aattcgtacc

tattacaccg

ggcaat ggca

ttgtacacgt

tgttctgcag

gagcaat cgt

gct gaat agc

t gaagcagat



aaagttgcaa
300

gcacaggaag
360

gcagcagttg
420

cgt gaacgt c
480

tgttttctgg
540

ggt aaagtta
600

gcaccgct gg
660

tatgttgaaa
720

agct gggat c
780

gttgaaggtg
840

accgttaccg
900

gt gct ggaaa
960

ccgeegegt ¢
1020

at gccggat g
1080

attcgtgatg
1140

gaact gacca
1200

ccggaaaaac
1260

tttagcctgg
1320

aacgt gccgt

aagtt aaact

ttgcagccgg

cgattggtga

gcaccaattg

aact gagcgg

cact ggaaga

t gaccct gaa

gcttttatat

at gcaagcag

ttgaaggttg

t gat gggt gc

agccgtttgg

ttgccat gac

ttgcaagctg

aact gggt gc

tgaatattac

cagcat gt gc

tgttgttggt

gtttctgggt

tggt aat gca

tctggttgtt

tcctcecggtt

tagcat t agc

t gt ggaaat t

act gat ggaa

t aaaggt ggc

cgcaagct at

t ggt acaacc

aaaagttacc

t cgt aaacat

cctggcagtt

gcgt gt t aaa

aaccgt t gaa

cgccattgat

agaagttccg

tgtggtggtc

aat gccgcaa

acctatgttc

ggt ct gcagce

cgtattaatg

agccagt at ¢

gaaattattg

cgttttggtg

cagaaat at a

tttctggcag

agcct gcagg

tggaccgat a

ct gaaagccg

gttgccct gt

gaaaccgaac

gaaggt ccgg

acctatgatg

gttaccattc

gttttccggt

ccgcaat gcg

t ggat ggt gt

agct gggt gc

gt aaaggt gg

t gagcagcct

at aaact gat

ttaccgcaga

aat ct ccggg

gcgcagcaat

gtgatgttaa

ccagcgttac

t ggat gt gaa

ttgcagat gg

gtatggttgc

attattgcat

at cat cgt at

gt gat ccggg

t gaaaaagat

tagcct gacc

tccgecgtatg

agat gcagat

tctgccgggt

gct gat ggca

tagcgt gccg

acat agcgat

t aat gcct at

taccggt ggc

atttgccgaa

cgttaccggt

t at gaat aaa

t ccgaccgcea

aattcgtacc

tattacaccg

ggcaat ggca

ttgtacacgt



aaaacctttc cgaattattt tgatgttctg agcacctttg tgaaaaatta a

1371

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

22
1371
ADN

<400> 22
at ggcaacca
60

ccgattcgtg
120

attctgctgce
180

gaagat gt gc
240

aaagttgcaa
300

gcacaggaag
360

gcagcagttg
420

cgt gaacgtc
480

tgttttctgg
540

ggt aaagtta
600

gcaccgct gg
660

tat gttgaaa
720

agct gggat c
780

gttgaaggtg
840

accgttaccg
900

gcgt t gcagce

aaatt agcgg

t gt ct gcact

att at at gct

aacgt gccgt

aagtt aaact

tt gcagcegg

cgattggtga

gcaccaattg

aact gagcgg

cact ggaaga

t gaccct gaa

gcttttatat

at gcaagcag

ttgaaggttg

Triticum aestivum

accggcagct

tgcagttcag

gagcgaaggc

ggaagcact g

tgttgttggt

gtttctgggt

t ggt aat gca

tctggttgtt

tcctccggtt

tagcatt agc

t gt ggaaat t

act gat ggaa

t aaaggt ggc

cgcaagct at

t ggt acaacc

ccgtctggtg

ctgcctggta

accaccgttg

gaagccct gg

t gt ggt ggt ¢

aatgccggt a

acctatgttc

ggt ctgcagc

cgtattaatg

agccagt at ¢

gaaattattg

cgttttggtg

cagaaat at a

tttctggcag

agcct gcagg

ccgaagaagt

gcaaaagcct

tt gat aat ct

gt ct gagcgt

gttttccggt

tt gcaat gcg

t ggat ggt gt

agct gggt gc

gt aaaggt gg

t gagcagcct

at aaact gat

ttaccgcaga

aat ct ccggg

gcgcagcaat

gtgatgttaa

tgttctgcag

gagcaat cgt

gct gaat agc

t gaagcagat

t gaaaaagat

tagcct gacc

tccgegtatg

agat gcagat

tct gccgggt

gct gat ggca

tagcgt gccg

acat agcgat

t aat gcct at

t accggt ggc

atttgccgaa



gt gct ggaaa
960

ccgeegegtc
1020

at gccggat g
1080

attcgtgatg
1140

gaact gacca
1200

ccggaaaaac
1260

tttagcctgg
1320

aaaacctttc
1371

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

23
1281
ADN

<400> 23

t gat gggt gc

agccgtttgg

ttgccat gac

ttgcaagctg

aact gggt gc

tgaatattac

cagcat gt gc

cgaattattt

aaaagttacc

t cgt aaacat

cctggcagtt

gcgt gt t aaa

aaccgttgaa

cgccat t gat

agaagttccg

tgatgttctg

St rept omyces roseospor us

at gaccgtta ttgaaattcc gggtagcaaa

60

gcagcagcag
120

ttt gcagaag
180

gttcagggtc
240

gcaaccaccg
300

tttgatgcaa
360

gcactgggtg
420

at ggcaccac

gtctgcgtaa

gtccggcagg

cacgttttct

gcgcacagat

ttgatctgcg

caccctgetg

tctgggttat

t ccgget gca

gcctaccctg

gcgt cgt cgt

t cat gaaggt

tggaccgat a

ct gaaagccg

gttgccctgt

gaaaccgaac

gaaggt ccgg

acctatgatg

gttaccattc

agcacctttg

agcgttaccg

cgtccgetge

gcagt t gaac

accgaagcag

gcagccgcag

ccgct ggecac

gcagat ggt ¢

ccagcgttac

t ggat gt gaa

tt gcagat gg

gtatggttgc

attattgcat

at cat cgt at

gt gat ccggg

tgaaaaatta

cacgt gcact

gt agt gat ga

aggaagcaga

atgtttattg

ccgcaagcgg

cgct gacccg

at cat ccgct

cgttaccggt

t at gaat aaa

tccgaccgca

aattcgtacc

tattacaccg

ggcaat ggca

ttgtacacgt

gtttctggca

t accgaaggt

tcgttggege

t cgt gat ggt

cacct at cgt

t gcact gacc

gaccgttcgt



gcagcaggt a
480

accgctctgce
540

ctggttagcg
600

gttgaacgtg
660

cgtggtggtc
720

accgcaagct
780

ct gggcacag
840

gcagaagtta
900

attaccgtta
960

tatgcagatg
1020

cgt ct ggaag
1080

gatcgtattg
1140

catcgtattg
1200

gatccgggtt
1260

cat gat ct gg
1281

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

24
1248
ADN

<400> 24

tt gaaggt gg

t gat gct ggg

caccgt at gt

aaggcaat ac

cgat t ggt gg

atttttttgce

gtgcactgca

gcgttggtcc

at at gcgt ga

gt ccggt t gt

cat gt gcaga

aaattcatcc

ttat gagctt

gtgttcgtaa

aaggtcgtta

t gaact gacc

tcctctgacc

ggaaat t acc

ctttaccgtt

ttatcgtgca

agcagcagcc

gggtgatctg

ggat gccacc

t att agcgat

t att gaagat

aaat ct gcgt

gggt acaccg

tgcagttgca

aacctttccg

a

St rept onyces griseus

ct ggat gccg

accaaaggt c

ct ggcaat ga

ccgagcccga

accacctatg

ct gaccggtc

cogttttgttg

accgttcgta

accat gccga

gttgcaaata

gccat gggt a

aaaccgaccg

ggtctgcgta

cgttttcatg

gt gaaagcag

tgcgcattga

tgcgcgattt

gcagccgt ct

ccgtt gaacc

gt gaagttac

atgttctgeg

gcaccggt cg

cact ggct gc

cccgt gt gaa

ttaccgtgca

gt attgcaac

caccgggt ct

aagtgtttgc

ccagtatctg

agttaccgaa

tggt gt t gaa

gcgt agcaat

ggat gcaagc

cgttccgggt

t gaaat gggt

t ct gcgt ggt

aat t gcaccg

agaat gt gat

taccggt ccg

ccat ggt gat

gacct at gat

agattttgcc

atgggtgcag ttaccgttat tgatattccg ggtagcaaaa gcgttaccgc acgtgcactg
60



tttctggcag
120

accgaaggtt
180

cgttggcgceg
240

cgtgatggtg
300

acctatcgtt
360

gcact gaccg
420

accgttcgtg
480

cagt at ct ga
540

gttaccgatc
600

ggtgttgatg
660

accgcctatg
720

ct gaccggtc
780

cgttttgttg
840

accgttcgta
900

accat gccga
960

gttgcaaata
1020

gcaat gggt a
1080

aaaccgaccg
1140

cagcagcaga

tt gcagaagg

tt gaaggt cg

caaccaccgc

ttgat gcaag

cact gggt gt

cagcaggt at

ccgctctget

tggttagcge

ttagccgt ga

ccgt t gaacc

gt gaagt t ac

atgttctgeg

gcaccggt cg

cact ggcagc

cccgt gt gaa

ttaccgtgca

gt att gcaac

t ggcaccacc

t ct gaaaaat

t ccggat ggt

acgttttctg

cgcacagat g

tgat ct gcgt

t gaaggt ggt

gat gct gggt

accgtatgtg

aggt aat acc

ggat gcaagc

cgttccgggt

t gat at gggt

t ct gcgt ggt

aattgcaccg

agaat gt gat

t accggt cat

ccat ggt gat

accctgctgce

ctgggttatg

ccggcagcac

ccgaccct gg

cgtcgtcgtc

catggtggtg

gatgttgttc

cct ct gaccg

gaaattaccc

tttaccgttc

accgcaagct

ctgggtattg

gccgaagtta

attaccgtta

catgccgatg

cgt ct ggaag

gattggattg

catcgtattg

gt ccgcet geg

cagttgaaca

cggat gcaga

tt gcagcagc

cgct ggcacc

aagaaggt ca

t ggat gccgg

caaaaggt ct

t ggcaat gat

cgagcggt gg

atttttttgce

gt gcact gca

gcgttggtcc

ccat gcgtga

gtccggttcg

cat gt gcaca

aaattctgcc

ttat gagcett

t agt gat gat

ggaagcagat

tgtttattgt

agccagcggce

gct gacccgt

tcatccgctg

t gaaagcagc

gcgt att gaa

gcgcgatttt

ttatcgtgca

agcagccgca

gggtgatctg

ggat gccacc

tatt agt gat

t at t gaagat

gaat ct gcgt

t ggt acaccg

tgcagttgca



ggtctgctga caccgggtct gacctatgat gatccgggtt gtgttcgtaa aacctttccg
1200

cgttttcatg aagtgtttgc agattttgca gcaagtccgc aggcataa
1248

<210> 25

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 25

gatgtttatt gccgtgatgg tggaaccacc gcacgttttc
40

<210> 26

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 26

gaaaacgt gc ggtggttcca ccatcacggc aataaacatc
40

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 27

gggt ccgct g gcacgt cagg gtctgegtat tcg
33

<210> 28
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora



<400>

28

cgaat acgca gaccctgacg tgccagcgga cccagcagce

39

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

<220>
<223>

<400>

29

26

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

29

catatgaccg ttattgaaat tccggg

26

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

<220>
<223>

<400>

30

27

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

30

gatatcctat tattaacgac cttccag

27

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

<220>
<223>

<400>

31

26

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

31

cat at gggt g cagttaccgt tattga
26

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

<220>
<223>

<400>

32

26

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

32



gatatcctat tattatgcct gcggac
26

<210> 33

<211> 213

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de tréansito del cloroplasto

<400> 33
atgcttgcta gacaaggt gg aagtctgaga gcttctcaat gcaacgctgg acttgctaga
60

agagttgaag ttggtgctct tgttgttcct agacctatct ctgttaacga cgttgttcct
120

cacgtttact ctgctccact ttctgttgct agaaggtctt gctctaagtc ctccattagg
180

tccactagaa ggcttcaaac tactgtgtge tct
213

<210> 34

<211> 186

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de transito del cloroplasto

<400> 34
atgcaactcc tgaatcagag gcaagccctg cgtcttggtc gttcatctge ttcaaagaac
60

cagcaagttg ctccactggc ctctaggecct gecttcttcct tgagcgtcag cgcatccage
120

gt cgcacctg cacctgcttg ctcagctcct gctggagetg gaaggegtge tgttgtegtg
180

agagca
186

<210> 35

<211> 198

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>



<223> Péptido de tréansito del cloroplasto

<400> 35

atggct caat ctagcagaat ctgccacggt gtgcagaacc catgtgtgat catttccaat
60

ctctccaaat ccaaccagaa caaatctcct ttctcagtca gcctcaagac tcaccagcag
120

cagcgtcgtg cttaccagat atctagctgg ggattgaaga agtcaaacaa cgggtccgtg
180

attcgtccgg ttaaggca

198

<210> 36
<211> 198
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de transito del cloroplasto

<400> 36

atggcacaag ccagccgtat ctgccagaat ccatgtgtga tatccaatct ccccaaaagc
60

aaccaccgta agtccccttt ctctgtctca ctcaagacgc atcagcctag agectcttca

120

t ggggactta agaagtctgg caccatgctg aacggttcag tgattagacc cgtcaaggtg
180

acagcttctg tttccgeca

198

<210> 37
<211> 225
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de tréansito del cloroplasto

<400> 37
at ggcacaat ctagcagaat ctgccacggt gtgcagaacc catgtgtgat catttcaaat
60

ctctcaaagt ccaatcagaa caaatcacct ttctccgtct ccctcaagac acaccagcat
120



ccaagggcat acccgataag cagctcatgg ggactcaaga agagcggaat gactctgatt
180

ggctctgagc ttcgtcctct taaggttatg tcctctgttt ccgca
225

<210> 38

<211> 207

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de transito del cloroplasto

<400> 38
atggcacaag ttagcagaat ctgtaatggt gtgcagaacc catctcttat ctccaatctc
60

t caaagt cca gccaacgtaa gtctcccctc agcgtgtctc tgaaaactca gcagcccaga
120

gcttcttcat ggggtttgaa gaaatctgga acgatgctta acggctcagt cattcgtccg
180

gttaaggt ga cagcctccgt ctccgct
207

<210> 39

<211> 186

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de tréansito del cloroplasto

<400> 39
atgatacttg gatctagccc aactctgcca cacgcatcac atccagccag acctggtcct
60

gccagaccga tttcagtgaa cgacgtcgtt ccccatgtct actccgctcc tctctcegtg
120

gctaggegtt cttgtagcaa gtccagcatt aggtctacgc gtagattgca gaccacagtc
180

tgctca

186

<210> 40
<211> 186

<212> ADN



<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de transito del cloroplasto

<400> 40
at ggcacaga tcaacaagtc tgctaatggg gttaggaacg cttcactgat aagcaacttc
60

tccaataccc gtcaagccaa atcccctttc tccctctcat gcggaacaag act gaagaac
120

agcagcagag gtttgaagaa ggtggcagtt aggctcattg gctcccgtgt caaagtgtct
180

gcctca

186

<210> 41
<211> 207
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Péptido de tréansito del cloroplasto

<400> 41
at gcaactgc tcaaccagag acaagccttg aggctcggga ggtcctctge ctctaagaat
60

cagcaagtgg caccgcttgc cagccgtccc atttctgtga acgacgtcgt gccacacgtc
120

tacagcgcac ctctgtccgt tgctagacge tcctgctcta agtcatcaat ccgcagcact
180

agaaggcttc agacgaccgt ttgttca

207

<210> 42
<211> 1467
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> FusiOn en nmarco de dgt-32 v3 y TraPl4 v2

<400> 42
atgatacttg gatctagccc aactctgcca cacgcatcac atccagccag acct ggt cct
60



gccagaccga
120

gctaggcgtt
180

tgctcaat ga
240

ttggcagctg
300

gagggcttcg
360

tggcgt gt cc
420

gat ggt gcca
480

tacagattcg
540

cttacagcct
600

gttcgtgcag
660

tacttgacag
720

acagaact cg
780

gtggaggttg
840

t ccaat agag
900

gcctcaactg
960

cctggattgg
1020

at gggt gccg
1080

aggggaat ca
1140

tttcagtgaa

cttgtagcaa

cggt gat aga

ct gccgat gg

cagaaggact

aaggcagacc

ccaccgct ag

acgcttcagc

tgggtgtgga

ctggcat cga

cact gct cat

tctctgcacc

agagggaggg

gt ggacccat

cctcttactt

ggact ggagc

aggt gt ct gt

ct gt gaacat

cgacgtcgtt

gt ccagcat t

gat acct ggg

gacgact act

gaggaat ct g

agct ggacca

gttccttccg

acagat gcgt

tcttagacac

aggaggagaa

gct cggacct

ct acgt ggaa

gaataccttc

aggaggct at

ctttgcagct

tttgcaaggt

t ggt ccggac

gagagat at ¢

ccccat gt ct

aggt ct acgc

tctaagtctg

cttcttagac

ggctatgctg

gcagccacgg

acact ggcag

cgtcgt ccce

gaaggagcag

ttgacgctcg

cttacaacaa

at caccctcg

accgttccaa

agagct act a

gctgccctca

gatttgegtt

gccacaact g

t cagacacga

act ccgcectcc

gtagattgca

ttacagccag

cattgcgt ag

t ggaacaaga

aagcagat gt

cagcagct gc

ttgctccatt

acggacat ca

acgct ggcga

agggacttcg

ct at gat gag

gcccatcttc

cgtatgct gt

ct ggt cgcga

t cgt ggat gt

tgcgct caac

tgcct acact

tctctcegtg

gaccacagtc

agcactgttc

cgat gacact

ggct gat agg

ctattgcaga

tt ccggaacc

gacaagggca

tccgctcacc

gt ccagccaa

cat cgaagtt

agactttggt

aagact t agg

cgagccagat

ggt cacagt g

gct gagagaa

tggcagattg

cgcagct at t



gcaccttatg
1200

tgtgaccgtc
1260

ggt ccggat a
1320

ggagat cacc
1380

t acgacgacc
1440

ttcgct cacg
1467

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

43

<220>
<223>

1455
ADN
Secuencia artificia

ccgat ggt cc

tggaggcttg

ggat agaaat

gcat agt cat

ctggct gcgt

acctt gaggg

Est a secuenci a

TraP24 v2

<400> 43
at gcaact gc
60

cagcaagt gg
120

tacagcgcac
180

agaaggcttc
240

agcaagagcg
300

ctgcttcgtce
360

ggttatgccg
420

gct gct ccgg
480

t caaccagag

caccgcttgc

ctctgtccegt

agacgaccgt

t gacagcaag

ctctgaggtc

tt gagcaaga

at gcagat gt

agtggt gatt

t gct gagaat

gaagatgttg

ct gagggcaa

ccatcctgga acacct aaac

gtcatttgcc

gcgt aagacc

aaggt ga

codi ficadora es una fusién en marco de dgt-33 v3 y

acaagccttg

cagccgt ccc

t gct agacgc

ttgttcaatg

ggcactcttc

agacgacacg

ggct gaccgt

ct act gccgt

gt cgct ggcce

ttccct agat

aggct cggga

atttctgtga

tcctgctcta

ggt gcagt ga

tt ggcagcag

gaggggtttg

tggagggt cg

gat ggt gcaa

CCaacacccg

t gggaat cac

cgact gggat

ttcgcactcc

tt cacgaggt

ggtcctctgce

acgacgt cgt

agt cat caat

cagt cat cga

cagccgat gg

ccgagggt ct

aaggcagacc

cgact gcacg

t gt gaaggag

cgt ccat acg

cgccacccac

tggcct cact

gtttgccgac

ct ct aagaat

gccacacgtc

ccgcagcact

cattcctgga

aacgacaaca

taagaatctc

ggat ggt cca

ctttcttcca



accctcgt cg
540

agacgt ccct
600

ggt ggagagg
660

gttgtccttg
720

ttgactgcca
780

at cact ct gg
840

accgt gccgt
900

gcttcttact
960

ggaattggtg
1020

gaggtgtctg
1080

acagttacta
1140

gct gat ggac
1200

ct t gaggcat
1260

tggat t gaga
1320

agaatcgtta
1380

cctgget geg
1440

t caccccaag
1455

<210>
<211>

44
19

cagcagcagc

t ggct ccact

agggt cat ca

acgct ggt ga

aaggtcttag

ccat gat gag

ccggaggct a

tctttgcage

ctcttcaagg

tt ggaccaga

t gagagacat

ccgt ccgt at

gt gct caaaa

ttctcecctgg

tgtccttcge

t ccgcaagac

cctga

ttct ggaacg

cact agggca

t ccact gact

atcttctcag

aat cgaagt ¢

agatttcgga

t agagct aca

agctgccectc

agacctt cgt

tgccacgaca

tt cagacacg

tgaggacgtg

cctt agagct

gact ccaaag

agt ggct ggt

ttttccaagg

tatcgtttcg

ct gacagctc

gt cagagctg

tatctcacag

actgatctcg

gttgatgtta

gcctacgcetg

act ggacgcg

tttgtggacg

gt gcgct caa

at gccaacac

gcaaacactc

at gggaat ca

ccaacgggaa

ttgttgaccc

tt ccacgaag

acgcct cagc

ttggcgt gga

ct ggcat aga

cccttcttat

t gagcgct cc

gcagagaagg

t ggagccaga

aggt gacggt

tgct gcgt ga

ct ggcagact

tcgct gct at

gt gt caagga

cggt gcat ac

tagct acgca

ct gggct gac

ttttcgctga

acagat gagg

ttt gagacat

aggt ggcgat

gttgggtccg

ttacgttgaa

aaacactttc

cgcaagcacg

ccctgggcetg

t at gggagca

ccgtggcat t

tgcacct cac

at gt gat agg

t gggcacgat

cggagat cac

at acgat gat

ctttgctgea



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

44

agccacatcc cagtaacga

19

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

<220>
<223>

<400>

45

17

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

45

cctccctctt tgacgece

17

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

<220>
<223>

<400>

46

20

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos sonda

46

cagcccaat g aggcat cagc

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

<220>
<223>

<400>

47

23

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

47

cttcaaggag atttgggatt tgt

23

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

48

17

ADN

Secuencia artificia



<220>
<223>

<400>

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

48

gagggt cggc at cgt at
17

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

<220>
<223>

<400>

49

25

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos sonda

49

agagaagttt cgacggattt cgggc

25

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

<220>
<223>

<400>

50

22

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

50

gaggattagg gtttcaacgg ag
22

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

<220>
<223>

<400>

51

21

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

51

gagaatt gag ctgagacgag g
21

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

<220>

52

24

ADN

Secuencia artificia



<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora

<400> 52

ctgcaggt ca acggat cagg at at
24

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 53

t gggct gaat tgaagacatg ctcc
24

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 54

cgtccacaaa gctgaatgtg

20

<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 55

cgaagt cat g gaagccactt

20

<210> 56

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora



<400>

56

cttcaaggag atttgggatt tgt
23

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

<220>
<223>

<400>

57

17

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

57

gagggt cggc at cgt at
17

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

<220>
<223>

<400>

58

20

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

58

tgttcggttc cctctaccaa

20

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

<220>
<223>

<400>

59

24

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos sonda

59

cacagaaccg tcgcttcagc aaca

24

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

<220>
<223>

<400>

60

22

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

60



caacat ccat caccttgact ga

22
a

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

<220>
<223>

<400>

61

26

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos sonda

61

cgagcagacc gccgtgtact tctacc

26

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

<220>
<223>

<400>

62

18

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

62

tggcggacga cgacttgt

18

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

<220>
<223>

<400>

63

19

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

63

aaagtttgga ggctgccgt

19

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

<220>
<223>

<400>

64

18

ADNA i gi

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

64

ttcagcaccc gtcagaat

18



<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuenci a de oligonucl e6ti dos sonda

<400> 65
t gccgagaac ttgaggaggt
20

<210> 66

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

<400> 66
t ggt cgccat agctt gt
17

<210> 67

<211> 72

<212> PRT

<213> Streptonyces griseus
<400> 67

Asp Arg Trp Arg Val Gu dy

1 5

Ala Asp Val Tyr Cys Arg Asp
20

Thr Leu Val Ala Ala Ala Ala
35

Ala Gdn Met Arg Arg Arg Pro
50 55

Ala Leu Gy Val Asp Leu Arg
65 70

Arg

Gy

Ser

40

Leu

Pro Asp Ay Pro Ala Ala Pro Asp
10 15

Ala Thr Thr Ala Arg Phe Leu Pro
25 30

Gy Thr Tyr Arg Phe Asp Ala Ser
45

Ala Pro Leu Thr Arg Ala Leu Thr
60



<210> 68

<211> 72

<212> PRT

<213> Streptonyces

<400> 68

Asp Arg Trp Arg Val
1 5

Ala Asp Val Tyr Cys
20

Thr Leu Ala Ala Al a
35

Ala Gn Met Arg Arg
50

Ala Leu Ay Val Asp
65

<210> 69

<211> 71

<212> PRT

<213> Streptonyces

<400> 69

Asp Thr Trp @ n Val
1 5

Ala Asp Val Tyr Cys
20

Thr Leu Ala Ala Al a
35

Gn Met Arg Arg Arg
50

Leu Ay Val Asp Leu
65

roseosporus

Gn dy Arg

Arg Asp Gy

Ala Ala Ser
40

Arg Pro Leu

Leu Arg Hi s
70

svi ceus

Asp Gy Arg

Arg Asp Ay

Gy Hs Ay
40

Pro Leu Leu
55

Arg His
70

Pro
Al a

25

Ay

Pro

Al a

25

Thr

Pro

Al a

10

Thr

Thr

Pro

Adn

10

Thr

Tyr

Leu

ady

Thr

Tyr

Leu

ay

Thr

Arg

Ser

Pro

Arg

Thr
60

Pro

Phe

Arg

Al a

Arg

Phe

45

Arg

Al a

Arg

Asp

45

Al a

Al a Thr
15

Phe Leu
30

Asp Al a

Al a Leu

Val Al a
15

Phe Leu
30

Al a Ser

Leu Arg

Au

Ser

Thr

Au

Pro

Asp



<210> 70

<211> 70

<212> PRT

<213> Desconoci do

<220>
<223> origen desconoci do, descripto como SEQ ID NO 29 en PAT US N°
7834249

<400> 70
Asp Asp Trp Val Val Qu Ay Leu Gy dn Ala Pro Asn Leu Asp Al a
1 5 10 15

Asp Ile Trp Cys Gu Asp Ala Ay Thr Val Ala Arg Phe Leu Pro Pro
20 25 30

Phe Val Ala Ala Ay A n Ay Lys Phe Thr Phe Asp Ay Ser Au An
35 40 45

Leu Arg Arg Arg Pro Leu Arg Pro Val Val Asp Ay Ile Arg His Leu
50 55 60

Ay Ala Arg Val Ser Ser
65 70

<210> 71

<211> 72

<212> PRT

<213> Agrobacterium tunefaciens

<400> 71
Asp Thr Trp Ile Ile Asp Ay Val Gy Asn Ay Gy Leu Leu Ala Pro
1 5 10 15

AQu Ala Pro Leu Asp Phe Ay Asn Ala Ala Thr Ay Cys Arg Leu Thr
20 25 30

Met Ay Leu Val Gy Val Tyr Asp Phe Asp Ser Thr Phe Ile Ay Asp
35 40 45

Ala Ser Leu Thr Lys Arg Pro Met Ay Arg Val Leu Asn Pro Leu Arg
50 55 60



Au Met Ay Val dn
65

<210> 72
<211> 80
<212> PRT

Val
70

<213> Brassica napus

<400> 72

Val Asn Asn Arg Al a
1 5

Ser Leu Asp Ser Lys
20

Thr Ala Met Arg Pro
35

Ala Ser Tyr Val Leu
50

Ay Asp Leu Val Va
65

<210> 73

<211> 80

<212> PRT

<213> dycine nmax

<400> 73
Thr Thr Lys A n Al a
1 5

Ser Lys G u Ser Lys
20

Thr Ala Met Arg Pro
35

Ala Ser Tyr Val Leu
50

Val

Ser

Leu

Asp

Ay
70

Ile

Asp

Leu

Asp

Lys Ser

Val

Asp

Thr

dy

55

Leu

Val

Thr

Ay
55

Qu Ay

Ile Qu

25

Ala Al a

40

Val

Pro

Lys G n

Qu Ay

Ile Asn

25

Ala Al a

40

Val

Pro

Cys Gy

10

Leu Tyr

Val Thr

Arg Met

Leu Ay
75

Cys Gy

10

Leu Phe

Val Val

Arg Met

Ay

Leu

Al a

Arg

60

Al a

Ay

Leu

Al a

Arg
60

ady
Al a

45

Asp

Leu

dy

Al a
45

Phe

Asn

30

Ay

Arg

Val

Phe

Asn

30

Ay

Arg

Pro

15

Al a

Ay

Pro

Pro

15

Al a

Ay

Pro

Al a

Ay

Asn

Cys
80

Thr

dy

Asn

Ile



dy Asp Leu Val

65

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

<400>

1

50

65

<210>
<211>

70
74
80
PRT
Triticum aestivum
74
Val Ala Lys Arg Ala Val Val
5
Au Lys Asp Ala dn du du
20
Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr
35
Ala Thr Tyr Val Leu Asp Ay
55
Ay Asp Leu Val Val dy Leu
70
75
74
PRT

<212>
<213>

<400>

Escherichia coli

75

Asp Arg Thr Arg Cys Gu lle
1 5

Asp Ay Ala Leu Gu Leu Phe

20

Pro Leu Ala Ala Ala Leu Cys

35

Ay Gu Pro Arg Met Lys Qu

50

55

Val dy

Val Lys
25

Ala Al a
40

Val Pro

Adn dn

Ile Ay

Leu Ay
25

Leu Gy
40

Arg Pro

Cys

10

Leu

Val

Arg

Leu

Asn

10

Asn

Ser

Ile

75

Gy

Phe

Val

Ay
75

Gy

Al a

ay

Ay

Leu

Arg
60

Ay

Qy

Asp

Hi s
60

Arg

Ay

Al a

45

Asp

Pro

Thr

Ala Ay Leu Lys G n Leu Gy Ala Asp Val Asp

Phe Pro
15

Asn Al a
30

Gy Ay

Arg Pro

Ala Asp

Leu Hi s
15

Al a Met
30

Val Leu

Val Asp

Cys
80

Val
ay
Asn

Ile

Cys
80

Al a
Arg
Thr

Al a



Leu Arg Leu
65

<210> 76
<211> 516
<212> PRT
<213>
<400> 76
Met Ala A n
1

Ile Ile Ser

Val Ser Leu
35

Lys Ser Ay
50

Thr Al a Ser
65

Prolle Arg

Leu Ser Asn

Val Val Asp
115

Ala Leu Lys
130

Arg Al a Val
145

Ser Lys Ser

Ay

Brassi ca

Ser

Asn

20

Lys

Thr

Val

Arg

100

Asn

Lys

Val

Asp

Gy Ala Lys Ile Thr Tyr

70

napus

Ser

Leu

Thr

Met

Leu

Leu

Arg

Ser

H s

Leu

Thr

70

Ser

Leu

Leu

ady

Asn

55

Ser

Ay

Leu

Asn

Leu

135

Leu

Cys

Pro
40

Ay

Leu

Leu

Ser

120

Gy

Tyr

H s

Asn

25

Arg

Ser

Lys

Asp

Val

Ay

Leu

Ay
10

Val

Lys
90

Asp

Ile

Ay
170

Val

Asn

Ser

Ser
75

Leu

Leu

Arg

Phe
155

Asn

Adn

Lys

Ser

Arg

60

Pro

Ser

Asp
140

Pro

Al a

Asn

Ser

Trp

45

Pro

Ile

Ay

Au

Tyr

125

Ser

Al a

Ay

Pro

Pro

30

Ay

Val

Val

Ay

110

Met

Val

Ser

Thr

Cys

15

Phe

Leu

Lys

Leu

Lys

95

Thr

Leu

Leu

Al a
175

Val

Ser

Lys

Val

An

80

Ser

Thr

Asp

Asn

Asp

160

Met



Arg

Val

Val

Thr

225

Ay

Leu

Met
Phe

305

Val

Val

Pro

Leu

Val

210

Lys

Leu

Asp

Thr

Gy

Ser
370

Leu

Asp

195

Cys

Val

Lys

275

Arg

Val

Ay

ady

Asp

355

Trp

Thr

180

Gy

Leu

Pro

Lys

Leu

Phe

Lys

Asp

Val

Thr

Al a

Val

Lys

Pro

Leu

245

Al a

ay

ady

Lys

Al a

Pro

Val

230

Ser

Pro

Ser

Val

dy

Ser

Val

Phe

Asn

Val

Arg

Leu

215

Arg

Ay

Leu

Val

Ser

295

Ser

Thr

Al a

Ser
375

Thr

Met

200

Ay

Val

Pro
280

Al a

Lys

Val

Arg

Al a

Asn

Leu
265

Tyr

Tyr

Ser

Val

Thr

Al a

Qu

Asp

Al a

Ser

250

Ay

Val

H s

Lys

Tyr

330

Leu

Val

Gy

Arg

Val

Asn

235

Ser

Asp

Ser
315

Phe

Cys

Thr

Ay

Pro

Val

Met

Asp

300

Pro

Leu

ay

Lys

Gy

Tyr

Thr
285

Ser

Ay

Thr

Met
365

Pro

Gy

Thr

Leu

Leu

Trp

Gy

Thr

350

Gy

Ser

Ser

Asp

Leu

Pro

Thr

255

Gu

Lys

Asp

Al a

Cys

Arg

Tyr

Leu

Ay

Leu

Arg

Tyr

320

Al a

Leu

Lys

Asp



Met

dy

Val

Lys

465

Phe

Ay

Ile

Phe

Pro

Pro

Arg

Thr

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

<400>

Ay

Asp

Thr

Met
435

Leu

Thr

Lys
515

7
455
PRT
d yci

77

Met Al a Ser

1

Val

Ser

Leu

Lys

Gu

Ser
35

Met

Val

Thr
420

Arg
500

H s

Al a

ne nmax

Val

Hi s
390

Met

Arg

Asp

Asp

470

Cys

Thr

Leu

Thr

Asp

Cys

Tyr

455

Thr

Al a

Phe

Ala Ala Al a

5

Pro Ile Lys Asp

20

Leu Ser Asn Arg

Arg

Leu

Val

Thr
440

Cys

Tyr

Asp

Pro

Au

Phe

Al a Val

Al a Val
410

Al a Ser
425

G u Leu

Val Ile

Asp Asp

Val Pro

490

Asp Tyr
505

Asp

395

Val

Trp

Arg

Thr

Hi s

475

Val

Phe

Val

Arg

Lys

Pro

460

Arg

Thr

Lys Pro Ser Thr

10

Ser Ay
25

Thr

Ile

Asn

Leu

Val

Leu

445

Pro

Met

Val

Ser

Thr

Ile Leu Leu Leu Ala Ala

40

45

Met

Phe

Lys

430

Ay

Al a

Al a

Lys

Leu
510

Pro

Lys

Met

Asp
495

du
15

Lys

400

Asp

Thr

Thr

Val

Pro

Ser

Ile

Leu Pro Ay

30

Leu

Ser

Au



Ay

Met

65

Thr

Ser

Thr

Leu

Leu

Leu
225

Trp

Thr

50

Leu

Thr

Lys

Al a

Ser

130

Asp

Leu

Pro

Thr

Lys

Asp

Al a

Thr

Gy

Lys

Gu

Met

115

Tyr

Leu

Ay

ay

Leu

Arg

Phe

Val

Al a

Ser

100

Arg

Val

Val

Thr

Val

Met

Phe

Val

Val

Leu

Al a

85

Lys

Pro

Leu

Al a

Asn

165

Lys

Leu

Asp

Au

Leu

245

Au

Asp

Arg

70

Ile

Asp

Leu

Asp

Val

Met

Lys

Arg

230

Val

Asn
55

Thr

Val

Thr

Pro

Lys

Al a

Leu

215

Phe

H s

Asp

Leu

Leu

Ile

Lys

Pro

Leu

ay

Ay

Leu

Gy

Ay

Asn

105

Pro

Val

Ser

185

Pro

Ser

Val

Ay

Ser

Tyr

Leu

Cys

90

Leu

Val

Arg

Leu

Arg

170

Ay

Leu

Val

Ser

Ser

Arg

75

ady

Phe

Val

Met

Ser

Pro

Val
235

Lys

du

60

Val

ady

Leu

Arg
140

Val

Leu

Tyr

220

Tyr

Ser

Asp

Qu

Leu

Ay

Asp

Gy

H s

Lys

Tyr

Asp

Phe

Asn

110

ady

Arg

Val

Lys

Ser

190

Asp

Ser

Leu

H s

Asp

Pro

95

ay

Pro

Asp

Val

Met

Ay

Pro

255

Leu

Tyr

Lys

80

Thr

Ay

Asn

Ile

Cys
160

Gy

Tyr

Thr

Asn

240

Ay

Al a



Ay

Ser

Met

Phe

Lys

Lys

Leu

Al a

Ser

290

Al a

Arg

Asn

Al a

Lys

Vet

Asp

Gu
450

<210>
<211>
<212>

Lys

Asp

Lys

Asn

355

Thr

Thr

Leu

Pro
435

Arg

78
456
PRT

260

Val

Phe

Met

340

Gy

Val

Asn

Phe

420

Ay

Leu

Thr

Ay

Thr

Ser

325

Pro

Pro

Arg

Val
405

Thr

Gy

Asp

Trp

310

Ay

Asp

Thr

Met

Leu

Thr

Lys

Ay

Val

295

Ser

Arg

Val

Al a

Al a

Al a

Arg

Hi s
455

Thr
280

Lys

Lys

Al a

Pro

Al a

Lys
440

265

Phe

Asn

Val

Met

345

Arg

Ile

Asp

Asp

Cys

425

Thr

Thr

Ser

Leu

330

Thr

Asp

Cys

Tyr

Thr

410

Ay

Phe

Val

Val

315

Arg

Leu

Val

Thr

Cys

395

Tyr

Asp

Pro

Asn

Val

300

Thr

Qy

Al a

Asp

Val

Asp

Val

Val

Ser

365

Leu

Asp

Pro

Tyr
445

270

Ser

Asp

Val

350

Trp

Arg

Thr

Val
430

Phe

Gy

Lys

Ay

Val

335

Al a

Arg

Lys

Pro

Arg

415

Thr

Thr

Met

Pro

320

Asn

Leu

Val

Leu

Pro

400

Met

Val



<213>

<400>

78

Met Ala Thr

1

Val

Gy

Tyr

65

Lys

Val

Ay

Gy

Tyr

Val

Ser

dy

50

Met

Val

Thr

Ay

Phe

Leu

Leu

Leu

Lys

35

Thr

Leu

Lys

Asp

Leu

Pro

Ser
195

Ser

Adn

20

Ser

Thr

Lys

Asp

100

Met

Tyr

Leu

Ay

Val

Pro

Leu

Val

Al a

Arg

85

Al a

Arg

Val

Val

Thr

165

Gy

Leu

Al a

Ser

Val

Leu

70

Al a

dn

Pro

Leu

Val

150

Asn

Lys

Leu

Triticum aestivum

Al a

Arg

Asn

Asp

55

Qu

Val

Au

Leu

Asp

135

Ay

Cys

Val

Pro

Au

Arg

40

Asn

Al a

Val

Thr

120

Gy

Leu

Pro

Lys

Al a

Leu

Leu

Val

Val

105

Al a

Val

Pro

Leu
185

Al a

Al a

10

Ser

Leu

Leu

Gy

Ay

90

Lys

Al a

Pro

dn

Val

170

Ser

Pro

Pro

ady

Leu

Leu

75

Leu

Val

Arg

Leu

155

Arg

Gy

Leu

Ser

Al a

Leu

Ser

60

Ser

Qy

Phe

Val

Met

140

Qy

Ile

Ser

Al a

Gy

Val

Ser

45

Val

Ay

Leu

Leu
205

Al a

dn

30

Al a

Asp

Arg
Gy

110

Al a

Asp

Ay

Ser
190

Gu

15

Leu

Leu

Val

Al a

Phe

95

Asn

Qy

Arg

Al a

Lys

175

Ser

Asp

Qu

Pro

Ser

H s

Asp

Pro

Al a

Ay

Pro

Asp

160

Ay

An

Val



Thr
225

Ser

ay

Thr
Vet

305

Pro

Leu

Val

Leu

385

Pro

Leu

Trp

dy

Thr

290

dy

Pro

Met

Phe

Lys

370

Gy

Adu

du

Lys

Asp

Al a

275

Ser

Al a

Arg

Al a

Lys

Leu

Arg

Tyr

260

Leu

Lys

Lys

340

Asp

Thr

Thr

Leu

Ile

Met

Phe

245

Val

Ile

Val

Pro

325

Met

Gy

Val

Asn
405

Tyr

Gu

Thr

Ay

Thr

310

Phe

Pro

Pro

Arg

Lys

215

Arg

Ile

ay

Ay

Asp

295

Trp

ay

Asp

Thr

Met

375

Thr

Leu

Phe

Lys

Asp

dy

Val

Thr

Arg

Val

Val

Gy

Ile

Ay

Ay

Al a

265

Thr

Lys

Asp

Lys

Al a

345

Al a

Pro

Ser

Val

Ser

Val

Phe

Thr

Hi s

330

Met

Arg

Ile

Asp

Asp
410

Val

Thr

235

Ser

Thr

Ser

315

Leu

Thr

Asp

Arg

Tyr

395

Thr

Pro
220

Val

Lys

Leu

Val

Thr
380

Cys

Tyr

Tyr

Qu

Tyr

Ser

Val

Thr

Al a

Al a

Asp

Val

H s

Lys

Tyr

270

Ay

Leu

Val

Val

Val

350

Ser

Leu

Asp

du

Ser

Ser

255

Phe

Cys

Au

Thr

Asp

335

Val

Trp

Thr

Thr

H s
415

Met

Asp

240

Pro

Leu

Ay

Vet

Al a

Arg

Lys

Pro

400

Arg



Met Ala Met Ala Phe Ser

Ile Arg Asp Pro Ay Cys Thr Arg Lys Thr

435

Val Leu Ser
450

<210> 79

<211> 1464

<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 79

420

Thr

Phe Val

440

Lys Asn
455

Secuencia artificia

Fusi 6n en marco de dgt-28

atgcttgcta gacaaggt gg aagt ct gaga

60

agagt t gaag
120

cacgtttact
180

tccact agaa
240

ttacct ggat
300

gttactactt
360

gttcgtttag
420

caaggaccag
480

ttcttgccaa
540

at gaggagac
600

agacacgaag
660

ttggtgct ct

ctgctccact

ggcttcaaac

caaagagt at

t ggt gaggcc

gctat cgt gt

cagt ggct ga

ccttagcagc

gtcctctttt

aagct gaagg

tgttgttcct

ttctgttget

tact gt gtgc

cacagct agg

at t gagaagt

agggaggaca

ggct gacgtc

t gct ggt cac

gccct t aagce

t cat caccct

Leu Ala Ala Cys Ala G u Va
425

v5 y TraP4

gct t ct caat

agacct at ct

agaaggt ctt

tctgctgcaa

gcactctttc

gacgacacag

cccgat act t

tact gt agag

ggaacat aca

agagccttga

ctgactgtcc

445

v2

gcaacgct gg

ctgttaacga

gctctaagtc

gagggat gcc

ttgctgcetge

aaggat t cgc

ggcaagt cga

acggagcaac

gatttgatgc

gggatttggg

gtgctgetgg

Pro Vval Thr
430
Phe Pro Asn Tyr Phe Asp

acttgctaga

cgttgttcct

ctccattagg

agccttgtct

t gct gat ggg

tgaggggtta

t ggcagacca

caccgct aga

ttcaccacag

tgtcgatctt

ggt t gaagga



ggagaggtta
720

ggtcccctta
780

gtggagatta
840

gtgttcgttg
900

agtactgctt
960

cctgggttag
1020

at gggagccg
1080

cgtggcectta
1140

gcaccctttg
1200

t gt gacagac
1260

ggt ccggact
1320

ggt gat caca
1380

tt cgacgacc
1440

ttgaggcgtg
1464

<210> 80
<211> 1434
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 80

ctttggatgc

caagacaagg

cgcttgcaat

ttccacctgg

cttacttctt

gcacgggagc

aggt gt ccgt

cagccaacat

ctagtgctcc

ttgaggcttg

ggat t gagat

gaat t gt gat

ct ggct gt gt

gcat t gggag

tggt cagt ca

act gaggat a

gat gagggct

t ggat at cgt

cgcagct gct

act t caagga

aggagct gat

gagagacat a

agt tagaat c

t gcagagaac

acaccct ggt

gtcatttgca

agtcagtatc

agggttactg

ttcggagttg

gcaact acgt

gctttgactc

gat t t gggat

gcaaccactg

agt gat acga

gaggatgttg

ctt aggaggt

ccagctactg

gt gact ggac

tcactgcctt

atttggtgtc

aagt ggcaag

at gct at aga

ct ggagct ga

tt gt agat gt

tt agaggaac

tgccgaccct

ccaacactcg

t gggagt aag

gt gct caagt

ttcgtgtgcee

tcgtaagact tttcctgggt ttcacgaggc

ctga

Secuencia artificia

Fusi 6n en marco de dgt-28 v5 y TraP5 v2

gttgctcctt

agcaccat ac

ggagggagat

acccgacgca

agt gact gt a

ctt aaggaga

tggtgaattg

cgctgcaat a

t gt caaagaa

ggtt gcaacg

cacaagct at

t gggat cagc

tttcgcagaa

atgcaactcc tgaatcagag gcaagccctg cgtcttggtc gttcatctge ttcaaagaac

60



cagcaagttg
120

gt cgcacctg
180

agagcagcaa
240

gcactctttc
300

gacgacacag
360

cccgatactt
420

tact gt agag
480

ggaacat aca
540

agagccttga
600

ctgactgtcc
660

agt cagtatc
720

agggttactg
780

ttcggagttg
840

gcaact acgt
900

gctttgactc
960

gat tt gggat
1020

gcaaccact g
1080

agt gat acga
1140

ct ccact ggc

cacctgcttg

gagggat gcc

ttgctgetge

aaggat t cgc

ggcaagt cga

acggagcaac

gatttgatgc

gggatttggg

gtgctgctgg

tcactgcctt

atttggtgtc

aagt ggcaag

at gct at aga

ct ggagct ga

tt gt agat gt

tt agaggaac

tgccgaccct

ct ct aggcect

ct cagct cct

agccttgtct

t gct gat ggg

tgaggggtta

t ggcagacca

caccgct aga

ttcaccacag

tgtcgatctt

ggt t gaagga

gttgctcctt

agcaccat ac

ggagggagat

acccgacgca

agtgactgta

cttaaggaga

tggtgaattg

cgctgcaata

gcttcttect

gctggagctg

ttacct ggat

gttactactt

gttcgtttag

caaggaccag

ttcttgccaa

at gaggagac

agacacgaag

ggagaggtta

ggtcccctta

gtggagatta

gtgttcgttg

agt act gct t

cctgggttag

at gggagccg

cgtggcctta

gcaccctttg

t gagcgt cag

gaaggcgt gc

caaagagt at

tggt gaggcce

gct at cgt gt

cagt ggctga

ccttagcagc

gtcctctttt

aagct gaagg

ctttggatgc

caagacaagg

cgct t gcaat

ttccacctgg

cttacttctt

gcacgggagc

aggt gt ccgt

cagccaacat

ctagtgctcc

cgcat ccagc

tgttgtcgtg

cacagct agg

at t gagaagt

agggaggaca

ggct gacgtc

tgctggt cac

gcccttaage

t cat caccct

tggtcagt ca

act gaggat a

gat gagggct

t ggat at cgt

cgcagct gct

actt caagga

aggagct gat

gagagacat a

agttagaatc



gaggatgttg
1200

ctt aggaggt
1260
ccagctactg
1320

gt gact ggac
1380

tttcctgggt
1434

<210> 81
<211> 1446
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 81
at ggct caat
60

ctctccaaat
120

cagcgtcgtg
180

attcgtccgg
240

at cacagct a
300

ccatt gagaa
360

gt agggagga
420

gaggct gacg
480

gctgetggtc
540

ccaacactcg

t gggagt aag

gt gct caagt

ttcgtgtgcc

ttcacgaggc

ct agcagaat

CCaacCagaa

cttaccagat

tt aaggcagc

gggcactctt

gt gacgacac

cacccgat ac

tctactgtag

acggaacat a

t gt caaagaa

ggttgcaacg

cacaagct at

t gggat cagc

tttcgcagaa

Secuencia artificia

Fusi 6n en marco de dgt-28

ct gccacggt

caaat ct cct

at ct agct gg

aagagggatg

tcttgctget

agaaggattc

ttggcaagtc

agacggagca

cagat t t gat

t gt gacagac

ggt ccggact

ggt gat caca

tt cgacgacc

ttgaggcgtg

vS y TraP8

gt gcagaacc

ttctcagtca

ggatt gaaga

ccagcct t gt

gctgctgatg

gct gaggggt

gat ggcagac

accaccgcta

gcttcaccac

ttgaggcttg

ggat t gagat

gaat t gt gat

ctggct gt gt

gcat t gggag

v2

cat gt gt gat

gcct caagac

agt caaacaa

ctttacctgg

gggttactac

tagttcgttt

cacaaggacc

gattcttgcc

agat gaggag

t gcagagaac

acaccct ggt

gtcatttgca

t cgt aagact

ctga

catttccaat

t caccagcag

cgggtccgtg

at caaagagt

tttggtgagg

aggct at cgt

agcagt ggct

aaccttagca

acgtcctctt



ttgcccttaa
600

ggt cat cacc
660

gct ggt cagt
720

ggact gagga
780

at gat gaggg
840

ggt ggat at c
900

ttcgcagctg
960

gcact t caag
1020

gt aggagctg
1080

at gagagaca
1140

ccagtt agaa
1200

t gt gcagaga
1260

atacaccctg
1320

atgtcatttg
1380

gttcgtaaga
1440

agct ga
1446

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

82
1446
ADN

gcagagcct t

ctctgact gt

caagt cagt a

t aagggt t ac

ctttcggagt

gt gcaact ac

ctgctttgac

gagatttggg

at gcaaccac

t aagt gat ac

t cgaggat gt

acct t aggag

gt ccagct ac

cagt gact gg

cttttcctgg

gagggatttg

ccgtgct gct

tct cact gcc

tgatttggtg

t gaagt ggca

gtatgctata

t cct ggagcet

attt gt agat

t gt t agagga

gat gccgacc

t gccaacact

gttgggagta

t ggt gct caa

acttcgtgtg

gtttcacgag

Secuencia artificia

ggtgtcgatc

ggggt t gaag

ttgttgctcc

t cagcaccat

agggagggag

gaacccgacg

gaagt gactg

gtcttaagga

act ggt gaat

ctcgct gcaa

cgt gt caaag

agggtt gcaa

gt cacaagct

cct gggat ca

gctttcgcag

ttagacacga

gaggagaggt

ttggtcccct

acgt ggagat

atgtgttcgt

caagt act gc

tacct gggtt

gaat gggagc

t gcgt ggcect

tagcaccctt

aat gt gacag

cgggt ccgga

at ggt gatca

gcttcgacga

aatt gaggcg

agaagct gaa

tactttggat

t acaagacaa

tacgcttgca

tgttccacct

ttcttacttc

aggcacggga

cgaggt gt cc

t acagccaac

tgct agt gct

act t gaggct

ct ggatt gag

cagaattgtg

ccctggcet gt

tggcatt ggg



<220>
<223>

<400> 82

Fusi 6n en marco de dgt-28

at ggcacaag ccagccgtat ctgccagaat

60

aaccaccgta
120

tggggactta
180

acagcttctg
240

at cacagct a
300

ccat t gagaa
360

gt agggagga
420

gaggct gacg
480

gctgctggtc
540

ttgcccttaa
600

ggt cat cacc
660

gct ggt cagt
720

ggact gagga
780

at gat gaggg
840

ggtggatatc
900

ttcgcagetg
960

gcactt caag
1020

agtccccttt

agaagt ct gg

tttccgcage

gggcact ct t

gt gacgacac

cacccgat ac

tctactgtag

acggaacat a

gcagagcct t

ctct gact gt

caagt cagt a

t aagggt t ac

ctttcggagt

gt gcaact ac

ctgctttgac

gagatttggg

ctctgtctca

caccatgctg

aagagggat g

tcttget got

agaaggattc

ttggcaagtc

agacggagca

cagatt t gat

gagggatttg

ccgt gct get

tctcactgcc

tgatttggtg

t gaagt ggca

gtatgctata

t cct ggagcet

atttgtagat

v5 y TraP9

ccatgtgtga

ct caagacgc

aacggttcag

ccagccttgt

gctgctgatg

gct gaggggt

gat ggcagac

accaccgcta

gcttcaccac

ggtgtcgatc

ggggt t gaag

ttgttgetce

t cagcaccat

agggagggag

gaacccgacg

gaagt gact g

gt ctt aagga

v2

t at ccaat ct

at cagcct ag

tgatt agacc

ctttacctgg

gggttactac

tagttcgttt

cacaaggacc

gattcttgcc

agat gaggag

ttagacacga

gaggagaggt

tt ggtccect

acgt ggagat

atgtgttcgt

caagt act gc

tacctggott

gaat gggagc

CCCCaaaagcC

agcctcttca

cgt caaggt g

at caaagagt

tttggtgagg

aggct at cgt

agcagt ggct

aaccttagca

acgtcctctt

agaagct gaa

tactttggat

t acaagacaa

tacgcttgca

tgttccacct

ttcttacttc

aggcacggga

cgaggtgtcc



gt aggagctg
1080

at gagagaca
1140

ccagttagaa
1200

t gt gcagaga
1260

at acaccctg
1320

atgtcatttg
1380

gttcgtaaga
1440

agct ga
1446

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

83
1473
ADN

<220>

<223>

<400> 83

at gcaaccac

t aagt gat ac

t cgaggat gt

acct t aggag

gt ccagct ac

cagt gact gg

cttttcctgg

t gtt agagga

gat gccgacc

t gccaacact

gttgggagta

tggt gct caa

acttcgtgtg

gtttcacgag

Secuencia artificia

Fusi 6n en marco de dgt-28

atggcacaat ctagcagaat ctgccacggt

60

ct ct caaagt
120

ccaagggcat
180

ggct ct gagce
240

gcecttgtctt
300

gct gat gggg
360

ccaat cagaa

acccgat aag

ttcgtcctct

tacctggatc

ttactacttt

caaat cacct

cagct cat gg

taaggttatg

aaagagt at ¢

ggt gaggcca

act ggt gaat

ct cgct gcaa

cgt gt caaag

agggtt gcaa

gt cacaagct

cctgggatca

gctttcgcag

t gcgt ggect

tagcaccctt

aat gt gacag

cgggt ccgga

atggtgatca

gcttcgacga

aatt gaggcg

v y TraPl12 v2

gt gcagaacc

ttctccgtct

ggact caaga

tcctetgttt

acagct aggg

tt gagaagt g

cat gt gt gat

ccct caagac

agagcggaat

ccgcagcaag

cactctttct

acgacacaga

t acagccaac

t gct agt gct

actt gaggct

ct ggatt gag

cagaattgtg

ccct gget gt

tggcatt ggg

catttcaaat

acaccagcat

gactctgatt

agggat gcca

tgctgctgcet

aggat t cgct



gaggggttag
420

ggcagaccac
480

accgct agat
540

t caccacaga
600

gtcgatctta
660

gt t gaaggag
720

ttgctccttg
780

gcaccat acg
840

gagggagatg
900

cccgacgcaa
960

gtgact gtac
1020

tt aaggagaa
1080

ggt gaat t gc
1140

gct gcaat ag
1200

gt caaagaat
1260

gttgcaacgg
1320

acaagctatg
1380

gggat cagct
1440

ttcgtttagg

aaggaccagc

tcttgccaac

tgaggagacg

gacacgaaga

gagaggtt ac

gtccccttac

tggagatt ac

tgttcgttgt

gtactgcttc

ctgggttagg

t gggagccga

gt ggccttac

caccctttgc

gt gacagact

gt ccggact g

gt gat cacag

t cgacgaccc

ctatcgtgta

agt ggct gag

cttagcagct

tcctettttg

agct gaaggt

tttggat gct

aagacaagga

gcttgcaatg

t ccacct ggt

ttacttcttc

cacgggagca

ggtgtccgta

agccaacatg

tagtgctcca

t gaggct t gt

gattgagata

aattgtgatg

tggct gt gt t

gggaggacac

gct gacgt ct

gct ggt cacg

cccttaagca

catcaccctc

ggt cagt caa

ct gaggat aa

at gagggctt

ggat at cgtg

gcagctgctg

ctt caaggag

ggagctgatg

agagacat aa

gtt agaat cg

gcagagaacc

caccctggtc

tcatttgcag

cgt aagact t

ccgatacttg

act gt agaga

gaacat acag

gagcctt gag

tgactgtccg

gt cagt at ct

gggttactga

tcggagttga

caactacgta

ctttgactcc

atttgggatt

caaccact gt

gt gat acgat

aggatgttgc

ttaggaggtt

cagct act gg

t gact ggact

ttcctgggtt

gcaagt cgat

cggagcaacc

atttgat gct

ggattt gggt

t gct gct ggg

cactgccttg

tttggtgtca

agt ggcaagg

t gct at agaa

t ggagct gaa

tgtagatgtc

t agaggaact

gccgaccctc

caacact cgt

gggagt aagg

tgctcaagtc

tcgtgtgcect

t cacgaggct



ttcgcagaat tgaggcgtgg cattgggagc tga

1473

<210> 84
<211> 1455
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Fusio6n en marco de dgt-28

<400> 84

at ggcacaag ttagcagaat ctgtaatggt

60

t caaagtcca
120

gcttcttcat
180

gt t aaggt ga
240

t caaagagt a
300

tt ggt gaggc
360

ggctatcgtg
420

gcagtggctg
480

accttagcag
540

cgtcctcttt
600

gaagct gaag
660

actttggatg
720

acaagacaag
780

acgcttgcaa
840

gccaacgtaa gtctcccctc

ggggt tt gaa gaaat ct gga

cagcctcecgt ctccgetget
tcacagctag ggcactcttt
catt gagaag tgacgacaca

t agggaggac acccgat act

aggct gacgt ctactgtaga
ctgct ggt ca cggaacat ac
tgcccttaag cagagecttg
gt cat caccc tctgactgtc
ct ggt cagt ¢ aagt cagt at
gact gaggat aagggttact

t gat gagggc tttcggagtt

v5 y TraPl13 v2

gt gcagaacc catctcttat

agcgt gt ct ¢ tgaaaact ca

acgatgctta acggct cagt

agagggat gc cagccttgtc

cttgctgctg ctgctgatgg

gaaggattcg ctgaggggtt

tggcaagt cg at ggcagacc

gacggagcaa ccaccgct ag

agatttgatg cttcaccaca

agggatttgg gtgtcgatct

cgtgctgctg gggtt gaagg

ctcactgcct tgttgctcct

gatttggtgt cagcaccata

gaagt ggcaa gggagggaga

ctccaatctc

gcagcccaga

cattcgtccg

tttacctgga

ggttact act

agttcgttta

acaaggacca

attcttgcca

gat gaggaga

t agacacgaa

aggagaggt t

tggtccccett

cgt ggagat t

tgtgttcgtt



gttccacctg
900

tcttacttct
960

ggcacgggag
1020

gaggtgtccg
1080

acagccaaca
1140

gctagtgctc
1200

cttgaggcett
1260

tggat t gaga
1320

agaattgtga
1380

cctggetgtg
1440

ggcattggga
1455

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

85
20
ADN

<220>
<223>

<400> 85
gcgaagat cc

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

86
21
ADN

<220>

gt ggat at cg

tcgcagct gc

cact t caagg

t aggagct ga

t gagagacat

cagt t agaat

gt gcagagaa

tacaccct gg

tgtcatttge

ttcgt aagac

gctga

aggacaagga

t gcaact acg

tgctttgact

agatttggga

t gcaaccact

aagt gat acg

cgaggat gtt

ccttaggagg

t ccagct act

agt gact gga

ttttcctggg

Secuencia artificia

Secuencia artificia

tatgctat ag

cct ggagctg

tttgtagatg

gtt agaggaa

at gccgaccc

gccaacactc

tt gggagt aa

ggt gct caag

cttcgtgtge

tttcacgagg

aacccgacgc

aagt gact gt

tcttaaggag

ct ggt gaat t

tcgct gcaat

gt gt caaaga

gggt t gcaac

t cacaagct a

ct gggat cag

ctttcgcaga

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

aagt act gct

acctgggtta

aat gggagcc

gcgt ggect t

agcacccttt

at gt gacaga

gggt ccggac

t ggt gat cac

cttcgacgac

at t gaggcegt



<223>

<400>

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

86

ctgcttaccg gcaaagatga g

21

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

<220>
<223>

<400>

87

20

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

87

ttcccccgga ccagcagegt

20

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

<220>
<223>

<400>

88

20

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

88

ccgacgagaa agaccagcaa

20

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

<220>
<223>

<400>

89

22

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

89

ttaagttgtc gatcgggact gt

22

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

<220>
<223>

90

24

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl ebti dos sonda



<400>

90

tgagcctctc gtcgecgatc acat

24

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

<220>
<223>

<400>

91

20

ADN

Secuencia artificial

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

91

attttccatt cacttggccc

20

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

<220>
<223>

<400>

92

19

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

92

tgctatctgg ctcagctgce

19

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

<220>
<223>

<400>

93

21

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos sonda

93

atggtggaag ggcggttgtg a
21

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

<220>
<223>

<400>

94

18

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

94



ctccegegea ccgatctg

18

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

<220>
<223>

<400>

95

19

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

95

cccgecectc tectetttce

19

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

<220>
<223>

<400>

96

21

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos sonda

96

aagccgcectc tcgcccaccc a

21

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

<220>
<223>

<400>

97

24

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

97

ggtttgttga atccctctgt tggt

24

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

<220>
<223>

<400>

5

98

25

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

98

gt ggt cat ga cagt at gata acagg
2



<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 99

gggt ct gccc aat gaagcga

20

<210> 100

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 100

tctcgcttct ctcataacac atcgtg

26

<210> 101

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 101

gacctctctc accctcctcce tc

22

<210> 102

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora

<400> 102
ccaaat aat a agt gagagag gggcat
26



<210> 103

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 103

tagttcccct gtcgtgtgca aa

22

<210> 104

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 104

caacagcagc ctcaccaatc ac

22

<210> 105

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 105

caagaacggt gctccttttt taag

24

<210> 106

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 106

agcccttcct ctgcatcctt a

21

<210> 107

<211> 24



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Secuencia artificial

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

107

ggctgtgttg cacacaaata gaga

24

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

<220>
<223>

<400>

108

23

ADN

Secuencia artificial

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

108

cagcagcacg gtaggtagat tgt

23

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

<220>
<223>

<400>

109

24

ADN

Secuencia artificial

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

109

ccgat aagac ggcaactgat taaa
4

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

<220>
<223>

<400>

110

23

ADN

Secuencia artificial

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

110

aggct ggctt ctagt ggaag gag

23

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

111

19

ADN

Secuencia artificial



<220>
<223>

<400>

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

111

gggtttccgg ctggagacg

19

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

<220>
<223>

<400>

112

28

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

112

ccaaaagcaa ttttcgttat aagatgcc

28

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

<220>
<223>

<400>

113

22

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

113

ccagataatc tgtgggctcc tg

22

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

<220>
<223>

<400>

114

20

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

114

gcagcagctt gecttaagca
0

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

<220>

115

27

ADN

Secuencia artificia



<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora

<400> 115

tgcttgtttc tgttgtcatc ataggtt
27

<210> 116

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora
<400> 116

catttgttgg gtttccacgt acg

23

<210> 117

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 117

gagcgcggct aaaggtcaaa ac

22

<210> 118

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 118

ccgatttaca tggacttgat ggagt
25

<210> 119

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora



<400>

119

ggtttgttga atccctctgt tggt

24

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

<220>
<223>

<400>

120

32

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

120

gccgcectcca gtgagtgttg ctgecttgtgt ag

32

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

<220>
<223>

<400>

121

20

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

121

gggt ct gccc aat gaagcga

20

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

<220>
<223>

<400>

122

37

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

122

gccgectcca taatgtgtga gtagttccca gataagg

37

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

<220>
<223>

<400>

123

32

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

123



gccgectcca gtgagtgttg ctgcttgtgt ag

32

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

<220>
<223>

<400>

124

26

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

124

ccaaat aat a agt gagagag gggcat

26

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

<220>
<223>

<400>

125

37

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

125

gccgectcca taatgtgtga gtagttccca gataagg

37

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

<220>
<223>

<400>

126

22

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

126

caacagcagc ctcaccaatc ac

22

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

<220>
<223>

<400>

127

37

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

127

gccgectcca taatgtgtga gtagttccca gataagg

37



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

<220>
<223>

<400>

128

21

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

128

agcccttcct ctgcatcctt a

21

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

<220>
<223>

<400>

129

37

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

129

gccgectcca taatgtgtga gtagttccca gataagg

37

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

<220>
<223>

<400>

130

23

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

130

cagcagcacg gtaggtagat tgt

23

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

<220>
<223>

<400>

131

32

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

131

gccgectcca gtgagtgttg ctgettgtgt ag

32



<210> 132

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

<400> 132
aggctggctt ctagtggaag gag
23

<210> 133

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora

<400> 133
gccgectcca taatgtgtga gtagttccca gataagg
37

<210> 134

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora
<400> 134

ccaaaagcaa ttttcgttat aagatgcc
28

<210> 135

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a de ol i gonucl e6ti dos cebadora

<400> 135
gccgectcca gtgagtgttg ctgecttgtgt ag
32

<210> 136
<211> 20



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

136

gcagcagctt gecttaagca

20

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

<220>
<223>

<400>

137

37

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

137

gccgectcca taatgtgtga gtagttccca gataagg

37

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

<220>
<223>

<400>

138

23

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol i gonucl eéti dos cebadora

138

catttgttgg gtttccacgt acg
23

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

<220>
<223>

<400>

139

32

ADN

Secuencia artificia

Secuenci a de ol igonucl eétidos cebadora

139

gccgectcca gtgagtgttg ctgecttgtgt ag

32

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

140

25

ADN

Secuencia artificia



<220>
<223> Secuenci a de ol igonucl e6ti dos cebadora

<400> 140
ccgatttaca tggacttgat ggagt
25

<210> 141

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a polipeptidica

<400> 141

Leu Ay Asn Ala Ala Thr
1 5

<210> 142

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Secuenci a polipeptidica

<220>

<221> M SC _FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa can be Ala, Ser, or Thr

<400> 142

Ala Leu Leu Met Xaa Ala Pro Leu Thr
1 5

<210> 143
<211> 1431
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>
<223> constructo DGI-31 y TRAP23

<400> 143
atggcacaga tcaacaagtc tgctaatggg gttaggaacg cttcactgat
60

aagcaacttc



tccaat accc
120

agcagcagag
180

gcct caat ga
240

ct cgcagceag
300

gaaggcttca
360

t ggcacat ag
420

gacggt gct a
480

tatcgtttcg
540

cttagaacac
600

attcaagcct
660

tacttgacag
720

acggagcttg
780

gtggaggttg
840

acttatgcca
900

act gggaggg
960

tt cacggagg
1020

gtgcgct cag
1080

at gccaacac
1140

gt caagccaa

gttt gaagaa

ctgtgattga

ct gct gat gg

ct gagggt ct

aaggacgt cc

caact gct cg

acgcat cagc

tt ggagt gga

ctggtgttaa

ctctgct cat

tctctgetcec

ttagggaggg

t agaaccgga

aagt gacggt

t cct cagaag

at ggt cgcect

t ggcagct at

atcccctttc

ggt ggcagt t

cat ccct ggc

cact acaact

cactcgtttg

ctccggtcca

ctttcttcca

t cagat gagg

cct t aggcat

gggt ggagga

gct t ggt cct

ttat gtggag

gaatactttc

cgcaagcaca

gcctggettg

gat ggacgct

tgctgggttg

agct ccgt ac

tccctctcat

aggctcattg

t caaagt cag

cttttgagac

ggat acgcag

gcagcagcag

acccttgcag

cgt agacccc

gat ggagctg

cttacgctcg

ct gaccgcag

atcacccttg

actgtgcctc

gcttcct act

ggcact ggag

gatgttcgca

act gt caaca

gcaagct cac

gcggaacaag

gct cccgt gt

ttactgccag

ctcttcacag

t ggt t agaga

at gcagaagt

ctgctgctge

tcgct ccect

aaggccacca

acgct ggt ga

agggact gag

caat gat gag

ctggaggtta

tctttgcage

cact t caagg

caacgt ccga

t gagggacat

cagt t aggat

act gaagaac

caaagt gt ct

agcattgttc

cgat gacacg

acccgat agg

t cact gt agg

ct ccggaacg

cacggaagct

ccccttgaca

gt cat ct cag

aat agaagtt

aggctttggt

cagagct aca

agcagccctc

tgatcttagg

ctctacaaca

aagcgacaca

cgaggatgtc



gcaaacaccc
1200

at gggcat ca
1260

gt gt gaagga

ccgttcgeac

ccgaccgaga tagccacaca

1320

cttagaaccc
1380

tttcat gaag
1431

<210> 144
<211> 1245
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 144
at gact gt ga
60

gcagctgctg
120

ttcact gagg
180

at agaaggac
240

gctacaact g
300

ttcgacgcat
360

acact t ggag
420

gcctctggtg
480

acagct ctgc
540

cttgtctctg
600

ctgggatgtc

agtttgcagc

ttgacatccc

at ggcact ac

gtctcactcg

gt ccctcegg

ctcgetttct

cagct cagat

tggaccttag

tt aagggt gg

t cat gcttgg

ctccttat gt

at gt gat agg

t ggaccagat

cggt gat cat

ttacgat gac

cttcgtggag

Secuencia artificia

nucl eéti do DGT-31 v3

t ggct caaag

aactcttttg

tttgggat ac

t ccagcagca

t ccaaccctt

gaggcgt aga

gcat gat gga

aggact tacg

tcctctgacc

ggagat cacc

ct ggaggct t

t ggat t gaga

agaat cgtca

cctggcetgeg

cgctcatccg

tcagttactg

agacctcttc

gcagtggtta

gcagat gcag

gcagctgctg

ccccectcgcetce

gct gaaggcc

ct cgacgctg

gcagagggac

cttgcaatga

gcgct cagaa

tccatcctgg

tgtcatttge

ttcgcaagac

ct ggagagt g

ccagagcat t

acagcgat ga

gagaacccga

aagttcactg

ctgcctcegg

ccct cacgga

accacccctt

gtgagtcatc

t gagaat aga

t gagaggct t

tctccgctca

gact cct aga

cgt ggct gga

ttttcctcgt

gttcctcgca

cacggaaggc

t aggt ggcac

t agggacggt

aacgt at cgt

agctcttaga

gacaatt caa

tcagtacttg

agt t acggag

tggt gt ggag



gttgttaggg
660

gccat agaac
720

agggaagt ga
780

gaggt cctca
840

tcagat ggtc
900

acact ggcag
960

acccgtgtga
1020

at caccgttc
1080

gagat agcca
1140

acccct ggga
1200

gaagagtttg
1245

<210> 145
<211> 414
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 145
Met Thr Val
1

Leu Phe Leu Ala Ala Ala Ala Asp Gy Thr Thr Thr
25

aggggaat ac

cggacgcaag

cggt gect gg

gaaggat gga

gccttgetgg

ctatagctcc

aggaat gt ga

gcact ggacc

cacacggt ga

tgtcttacga

cagccttcgt

prot ei na DGT-31

Ile Asp Ile Pro Ay Ser

5

20

tttcactgtg

cacagcttcc

cttgggcact

cgctgatgtt

gttgactgtc

gt acgcaagc

t aggct ggag

agattggatt

t cat agaat c

t gaccct ggc

ggagcgct ca

Secuencia artificia

cctcct ggag

tacttctttg

ggagcacttc

cgcacaacgt

aacat gaggg

tcaccagtta

gcttgcgetce

gagat ccat ¢

gt cat gt cat

tgcgttcgea

tccgct ggag

Lys Ser
10

gttacagagc

cagcagcagc

aaggt gat ct

ccgactctac

acat aagcga

ggat cgagga

agaat ct ccg

ct gggact cc

ttgccgt gge

agacttttcc

agt ga

Val

30

tacaactt at

cct cact ggg

taggttcacg

aacagt gcgc

cacaat gcca

t gt cgcaaac

ct caat gggc

t agaccgacc

tggacttaga

tcgttttcat

Thr Ala Arg Ala

15

Leu Leu Arg Pro

Leu His Ser Asp Asp Thr GQu Gy Phe Thr Qu Ay Leu Thr Arg Leu



Ay

Pro
65

Asp
Lys

145

Thr

Met

Thr

Asp

225

Arg

Tyr

50

Thr

Thr

Pro

Ay

Al a

Val

Met

Val

210

Al a

35

ady

Thr

Tyr

Leu

115

ady

Leu

Thr

Arg

195

Pro

Ser

Val

Val

Pro

Al a

Arg

100

Thr

Ay

Leu

Pro

Thr

Thr

Val

Arg
85

Phe

Gy

Leu

Met

165

Leu

Phe

Ay

Al a

Val
245

Arg

Al a

70

Phe

Asp

Al a

Hs

Thr

150

Leu

Val

Gy

ady

Ser

230

Pro

Qu

55

Al a

Leu

Al a

Leu

Hi s

135

Leu

Gy

Ser

Val

Tyr

215

Tyr

Ay

40

Pro

Asp

Pro

Ser

Arg

120

Pro

Asp

Pro

Arg

Phe

Leu

Asp

Al a

Thr

Leu

Al a

Leu

Pro

185

Val

Al a

Phe

ady

Arg

Au

Leu

90

dn

Leu

Thr

Ay

Thr

170

Tyr

Val

Thr

Trp

Val

75

Met

Ay

Val

Arg

Thr

Ala Al a

Thr
250

235

Ay

H s
60

Hi s

Arg

Val

Tyr
220

Al a

45

Cys

Al a

Asp

125

Al a

Ser

Gy

Ile

Al a

Leu

Arg

Al a

Arg

110

Leu

Ser

Leu

Thr

190

Asn

Leu

(€RY

Asp

Al a

95

Pro

Arg

Gy

Tyr

Arg

175

Leu

Thr

Thr

Arg

Ay

Ser

Leu

H s

Val

Leu
160

Phe

Pro



Leu Arg Phe Thr Gu Val Leu Arg Arg Met Asp Ala Asp Val Arg Thr
260 265 270

Thr Ser Asp Ser Thr Thr Val Arg Ser Asp Ay Arg Leu Ala Ay Leu
275 280 285

Thr Val Asn Met Arg Asp Ile Ser Asp Thr Met Pro Thr Leu Ala Ala
290 295 300

Ile Ala Pro Tyr Ala Ser Ser Pro Val Arg Ile Qu Asp Val Ala Asn
305 310 315 320

Thr Arg Val Lys G u Cys Asp Arg Leu Gu Ala Cys Ala A n Asn Leu
325 330 335

Arg Ser Met Ay Ile Thr Val Arg Thr Ay Pro Asp Trp Ile Gu lle
340 345 350

Hs Pro Ay Thr Pro Arg Pro Thr Gu Ile Ala Thr Hs Ay Asp His
355 360 365

Arg Ile Val Met Ser Phe Ala Val Ala Ay Leu Arg Thr Pro Gy Met
370 375 380

Ser Tyr Asp Asp Pro Ay Cys Val Arg Lys Thr Phe Pro Arg Phe Hi s
385 390 395 400

GQu Au Phe Ala Ala Phe Val Qu Arg Ser Ser Ala Ay Qu
405 410



RESUMEN

La presente divulgacion se refiere a ciertos polipéptidos derivados de enzimas DGT
procariotas y acidos nucleicos Utiles en la codificacion de los mismos
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Fig. 32
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DRWHIEGRPSGPAAADAEVHCRDGATTARFLPTLAAAAASGTYRFDASAQMRRRPLAPLTEALRTLGVDLRHD
Fig. 2

i 80
SEQ ID NO:76 DGT-3 (1) MRQSSRICHGVQNPCVIISNLSKSNQNKSPFSVSLKTHOPRASSWGLKKSGTMLNGSVIRFUKVTASVETSEKASETVLE
SEQ ID NO:77 DGT-1 (1) === mmm e e e e e MaSVAAAEKPSTSPEIVLE
SEQ ID NO:78 DGT-7 G T MATSVAAPHAPSGAEEVVLY
81 160
DGT-3  (81) PIREISGLIKLPGSKSLSNRILLLAALSEGTTVVDONLLNSHDINYMLBALRKLGLNVERDSUNNRAVVEGCGGEFPASLD
DGT-1  (20) PIKDFSGTITLPGSKSLSNRILLLAALSEGTTVVDNLLYSEDIHYMLGALRTLGLRVEDDKTTRQARVEGCGCEFPTSKE
DGT-7  (21) PIREISGAUQLPGSKSLSNRILLLSALSEGTTVVDNLLNSEDVHYMLEALEALGLSVEADKVAKRAVVVGCGGRFPVEKD
161 wx 240

DGT-3 (161) SKSBIELELGNABTAMRPLTAAVTAAGGNASYVLDGYPRMRERPIGDLVUGLEQLGADVECTLGTNCE PVRUNBNGGLEG
DGT-1 (100) SKPEINLFLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNASYVLDGVPRMRERPIGDLVAGLKQLGADVDCFLGTNCPPVRUNGRGGLEG
DGT-7 (101) BQEEVKLELGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNARYVLDGYERMREREIGDLVUGLOQLGADADCFLGTNCP PVRENGKGGLEG
241 320
DGT-3 (241) GKVKLSGSISSQYLFALLMAAPLALGDVEIEITIDKLISVPYVEMTLKLMERFGVSAEHSDSWDRFEVKGGQKY KSPGNAY
DGT-1 (180) GKVKLSGSYSSQYLTALLMAAPLALGDVEIEIMDKLISVPYVEMTLKLMERFGVSVEHSGNWDR FLVHGGOKY KSPGNAR
DGT-7 (181) GKVKLSGSISSQYLSSLLMAAPLALEDVEIEIIDKLISVPYVEMTLKLMERFGVIEAEHSDSWDR FEIKGGOKY KSPGNAY
321 400
DGT-3 (321) VEGDASSASYRLAGAAITGETVTVEGCGTISLOGDVKFAEVLERMGCKVEWIENSVTVIGPSRDAFGMRELRAVDVNMNK
DGT-1 (260) VEGDASSASYLLAGAAITGETEITVNGCGTESLOGDVKFAEVLERMGAKVIWSENSVTVEGPERDFSGRKVLRGIDVNMNK
DGT-7 (261) VEGDASSASYELAGAAITGGTVTVEGCGTISLQOGDVKFARVLEMMGAKVIWIBTSYTVIGPPROPEGRKELEAVDVNMNK
401 480
DGT-3 (401) MPDVAMTLAVVALEABGPTTIRDVASWRVKETERMIAIETELRKLGATVEEGSDYCV ITPPAKEKPAEIDTYDDHRMAMA
DGT-1 (340) MPDVAMTLAVVALFANGPTAIRDVASWRVKETERMIAICTELRKLGATVEEGPDYCVITEPEKLNUTAIDTYDDHRMAMA
DGT-7 (341) MPDVAMTLAVVALEABGPTAIRDVASWRVKETERMPAIRTELTKLGATVEEGEDYCEITPPEKLNETATDTYDDHRMAMA
481 516
DGT-3 (481) FSLAACEDVPVTIKDPGCTRKTFPDYFQVLESETKH
DGT-1 (420) FSLAACGDVEVTIKDFGCTRKTFPDYFEVLERETKH
DGT-7 (421) FSLAACAEVPVTIRDPGCTRKTFEPNYFBVLSEFVKN
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