GENES DE TOLERANCIA A HERBICIDAS Y METODOS PARA

USAR LOS MISMOS

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el Dbeneficio de la Solicitud
Provisional Estadounidense No. 62/064,343, presentada el 15
de Octubre de 2014, en la presente incorporada por referencia
en su totalidad.

INCORPORACION DEL LISTADO DE SECUENCIA

El listado de secuencia que esta contenido en el archivo
nombrado “MONS378US_ST25”, el cual es de 118,584 bytes
(medido en MS-Windows) y creado el 11 de Septiembre de 2015,
se presenta junto con esta por presentacion electroénica e
incorpora en la presente por referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion en general se refiere al
campo de biotecnologia. Mas especificamente, la invencion se
refiere a moléculas de ADN recombinante que codifican enzimas
que degradan herbicidas. La invencion también se refiere a
plantas transgénicas, partes, semillas, células, y partes de
plantas que contienen las moléculas de ADN recombinantes, asi
como también métodos para usar las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La produccion agricola a menudo utiliza rasgos
transgénicos creados usando los métodos de biotecnologia. Un

gen heterologo, también conocido como un transgen, se



introduce en una planta para producir rasgos transgénicos. La
expresion del transgen en la planta confiere un rasgo
deseable, tal como tolerancia a herbicidas, en la planta.
Ejemplos de rasgos de tolerancia a herbicidas transgénicos
incluyen tolerancia a glifosato, tolerancia a glufosinato, vy
tolerancia a dicamba. Con el 1Incremento de especies de
malezas resistentes a los herbicidas mas comunmente usados,
nuevos rasgos de tolerancia a herbicidas son necesarios en el
campo. Los herbicidas de interés particular son los
herbicidas de ariloxifenoxipropionato (AOPP), herbicidas de
fenoxiacido, Yy  herbicidas de piridiniloxilacidos. Los
herbicidas de AOPP, herbicidas de fenoxiacido, y herbicidas
de piridiniloxilacidos proporcionan control de un espectro de
malezas resistentes a glifosato, de este modo haciendo un
rasgo que confiere tolerancia a estos herbicidas
particularmente dtiles en un sistema de cultivo combinado con
otro(s) rasgo(s) de tolerancia a herbicidas.

La cepa MH de Sphingobium herbicidovorans aislada a
partir de una muestra de suelo degradante por dicloroprop se
identificdé por ser capaz de desdoblar el enlace éter de
varios herbicidas de &acido fienoxialcanoico, utilizando este
como su unica fuente de energia y carbono para el crecimiento
(HPE Kohler, Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology (1999) 23:336-340). El catabolismo de los
herbicidas se lleva a cabo por dos diferentes dioxigenasas

dependientes de alfa-cetoglutarato enantioselectivas, RdpA



(R-dicloroprop dioxigenasa) y SdpA (S-dicloroprop
dioxigenas). (A Westendorf, et al., Microbiological Research
(2002) 157:317-322; Westendorf, et al., Acta Biotechnologica
(2003) 23(1):3-17). La RdpA ha sido aislada a partir de
Sphingobium herbicidovorans (Accesos a GenBank AF516752 (ADN)
y AAM90965 (proteina)) y Delftia acidovorans (Accesos a
GenBank NG_036924 (ADN) vy YP_009083283 (proteina)) (TA
Mueller, et al., Applied and Environmental Microbiology
(2004) 70 (10):6066-6075.) Los genes RdpA y SdpA han sido
usados para la transformacién de plantas para conferir
tolerancia a herbicidas a cultivos (TR Wright, et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, (2010)
107(47):20240-5). Mejorando la actividad de la enzima RdpA
usando técnicas de iIngenieria de la proteina para crear una
proteina para uso en plantas transgénicas podria permitir
indices superiores de aplicacion de herbicidas, de este modo
mejorando la seguridad de los cultivos transgénicos Yy
mediciones del control de malezas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidn proporciona un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 92% de 1i1dentidad de secuencia con una
secuencia de aminoacido seleccionada a partir del grupo que
consiste de la SEQ ID NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28,
31, 34, 37, 40, 43, y 46-52. En una modalidad, el polipéptido
tiene actividad de oxigenasa contra al menos un herbicida

seleccionado a partir del grupo que consiste de herbicidas de



AOPP, herbicidas de fenoxiéacido, y herbicidas de
piridiniloxilacidos.

La invenciodon proporciona una molécula de ADN recombinante que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente 92% de
identidad de secuencia con una secuencia de aminoacido
seleccionada a partir del grupo que consiste de la SEQ ID
NO:-1, 4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y
46-52. En una modalidad, la molécula de ADN recombinante
comprende un acido nucleico aislado seleccionado a partir del
grupo que consiste de la SEQ ID NO:2, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 13,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 26, 27, 29, 30, 32, 33,
35, 36, 38, 39, 41, 42, 44, 45, y 53-59. En otra modalidad,
la molécula de ADN recombinante codifica un polipéptido con
actividad de oxigenasa contra al menos un herbicida
seleccionado a partir del grupo que consiste de herbicidas de
AOPP, herbicidas de fenoxiéacido, y herbicidas de
piridiniloxilacidos. En otra modalidad, la molécula de ADN
recombinante esta operablemente Qligada a un promotor
heter6logo funcional en una célula vegetal. En otra
modalidad, la molécula de ADN recombinante estd operablemente
ligada a una molécula de ADN que codifica un péptido de
transito de cloroplasto que funciona para Hlocalizar un
polipéptido operablemente ligado dentro de una célula.

La invencion proporciona un constructo de ADN que comprende

un promotor heterdlogo funcional en wuna célula vegetal



operablemente ligada a una molécula de ADN recombinante que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente 92% de
identidad de secuencia con una secuencia de aminoacido
seleccionada a partir del grupo que consiste de la SEQ ID
NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y
46-52. En una modalidad, la molécula de ADN recombinante esta
operablemente ligada a una molécula de ADN que codifica un
péptido de transito de cloroplasto que funciona para
localizar un polipéptido operablemente ligado dentro de una
célula. En otra modalidad, la molécula de ADN recombinante
codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido
seleccionada a partir del grupo que consiste de la SEQ ID
NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y
46-52 y la expresion del polipéptido en una planta
transgénica confiere tolerancia al herbicida a la planta. En
otra modalidad, el constructo de ADN estd presente en el
genoma de una planta transgénica.

La 1invencion proporciona una planta transgénica, semilla,
célula o parte de la planta que comprende una molécula de ADN
recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 92% de 1identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacido seleccionada a partir del grupo que
consiste de la SEQ ID NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28,

31, 34, 37, 40, 43, y 46-52. En una modalidad, la planta



transgénica, semilla, célula o parte de la planta comprende
un rasgo transgénico para tolerancia con al menos un
herbicida seleccionado a partir del grupo que consiste de
herbicidas de AOPP, herbicidas de fenoxiacido, y herbicidas
de piridiniloxilacidos. En otra modalidad, la planta
transgénica, semilla, célula o parte de la planta comprende
un constructo de ADN de la invencion. En otra modalidad, la
planta transgénica, semilla, célula o parte de la planta
comprende un polipéptido de la invenciodn.

La invencidn proporciona un método para conferir tolerancia a
los herbicidas a una planta, semilla, célula, o parte de la
planta que comprende expresar en la planta, semilla, célula,
o parte de la planta un polipéptido de la invencidén. En una
modalidad, el método para conferir tolerancia al herbicida se
usa con una planta transgénica, semilla, célula, o parte de
la planta que comprende un rasgo transgénico que comprende
una molécula de ADN recombinante de la invencién. En una
modalidad, el método para conferir tolerancia al herbicida se
usa con un herbicida seleccionado a partir del grupo que
consiste de herbicidas de AOPP, herbicidas de fenoxiacido, y
herbicidas de piridiniloxilacidos.

La invencion proporciona un método de transformacion de una
planta, que comprende introducir un constructo de ADN de la
invenciéon en una célula vegetal y regenerar una planta a
partir de esta que comprende el constructo de ADN y es

tolerante con al menos un herbicida seleccionado a partir del



grupo que consiste de herbicidas de AOPP, herbicidas de
fenoxiacido, y herbicidas de piridiniloxilacidos. En una
modalidad, el método de transformacion de una planta incluye
cruzar la planta regenerada con la misma o con una segunda
planta y recolectar la semilla de la cruza.

La invencion proporciona un método para controlar malezas en
un area de crecimiento de la planta poniendo en contacto un
area de crecimiento de la planta que comprende una planta o
semilla transgénica de la invencidén con al menos un herbicida
seleccionado a partir del grupo que consiste de herbicidas de
AOPP, herbicidas de fenoxiéacido, Yy herbicidas de
piridiniloxilacidos, donde la planta o semilla transgénica es
tolerante al herbicida.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Plantas de maiz transgénicas MON-HT55
(SEQ ID NO:11) y de control después del tratamiento con
quizalofop-P. La Figura 1A muestra las plantas transgénicas y
de maiz ya sea no tratadas o tratadas con quizalofop-P 1X
(0.08 Ib 1a/acre). La Figura 1B muestra las plantas de maiz
de control hibrido F1 y la Figura 1C muestra las plantas de
maiz transgénico MON-HT55 hibrido F1. Las plantas se hicieron

crecer a temperaturas diurnas/nocturnas de (1) 20°C/20°C, (2)

28°C/20°C, o (3) 38°C/30°C previo a ser rociadas con 2X

quizalofop-P.

Figura 2. Graficas que muestran la actividad



dependiente de la temperatura de proteinas disefiadas por
ingenieria. La Figura 2A muestra la actividad de MON-HT55
(SEQ ID NO:11) y la enzima RdpA de tipo silvestre cuando se
prueba con quizalofop-P como el sustrato. La Figura 2B
muestra la actividad de MON-HT1 (SEQ ID NO:14), MON-HT2 (SEQ
ID NO:18), MON-HT7 (SEQ ID NO:34), MON-HT8 (SEQ ID NO:37) y
la RdpA de tipo silvestre cuando se prueba con quizalofop-P
como el sustrato. La Figura 2C muestra la actividad de MON-
HT1, MON-HT2, MON-HT7, MON-HT8 y la RdpA de tipo silvestre
cuando se prueba con 2,4-D como el sustrato. Los datos son
normalizados con la actividad de cada proteina a 25°C.

Figura 3. La secuencia de la proteina de RdpA de
tipo silvestre (SEQ ID NO:60) con posiciones de aminoacido
ejemplares utiles para las proteinas de caja disefiadas por
ingenieria.

Figura 4. La clasificacion de dafo promedio después
de la aplicacion de quizalofop-P 2X (0.16 1Ib i1aZacre) (4A,
4B, y 4C) o 4X 2,4-D (4 Ib ae/acre) (4D y 4E) a plantas de
maiz hibrido F1 (R1 homocigotos que expresan MON-HT X
MON89034 endogamicos) que expresan MON-HT55 (SEQ ID NO:11),
MON-HT1 (SEQ ID NO:14), MON-HT2 (SEQ ID NO:18), MON-HT3 (SEQ
ID NO:22), MON-HT4 (SEQ ID NO:25), MON-HT7 (SEQ ID NO:34), o
control hibrido F1 (NK603 x MON89034). Los datos a partir de

plantas aclimatadas a temperaturas diurnas Yy nocturnas

ajustadas a 20°C (20°C/20°C) previo a la aplicaciéon de



quizalofop-P 2X (Figura 4A) o 4X 2,4-D (Figura 4D); la Figura
4B muestra datos a partir de plantas aclimatadas a

temperatura diurna de 28°C y temperatura nocturna de 20°C

(28°C/20°C) previo a la aplicacion de quizalofop-P 2X; la
Figura 4C muestras datos a partir de plantas aclimatadas a
temperatura diurna de 38°C y temperatura nocturna de 30°C
(38°C/30°C) previo a la aplicacion de quizalofop-P 2X (Figura
4C) o 4X 2,4-D (Figura 4E).

Figura 5. 5A y 5B: Plantas de maiz transgénicas y
de control que comprenden MON-HT2 (SEQ ID NO:20, que codifica
la SEQ ID NO:18) con un CTP con o sin un CTP donde las
plantas reciben quizalofop-P a 1ndices de 16X (1.28 1b
1a/acre) aplicado a V2 seguido por V4 y las fotos tomadas 10
a 14 dias después de la aplicacion de quizalofop-P.

Figura 6A - Figura 6E. Alineacidon de secuencia
maltiple de secuencias de proteina para RdpA de tipo
silvestre de S.herbicidovorans (SEQ ID NO:60) y SEQ ID NO:1,
4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y 46-52
con la secuencia consenso (proporcionada como SEQ ID NO:61)
proporcionada en el fondo de cada una de las Figuras 6A, 6B,
6C, 6D, 6E.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

Las SEQ ID NO:1-3 son la secuencia de aminoacido, secuencia
de polinucledtido de codon bacteriano, Yy secuencia de

polinucledtido de codon optimizado de monocotiledbénea
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MON-HT51.

Las SEQ ID NO:4-6 son la secuencia de aminoacido, secuencia
de polinucledtido de codon bacteriano, Yy secuencia de
polinucledtido de codon optimizado de monocotileddnea
MON-HT52.

Las SEQ ID NO:7-8 son la secuencia de aminoacido y secuencia
de polinucledtido de coddon bacteriano de MON-HT53.

Las SEQ ID NO:9-10 son la secuencia de aminoacido y secuencia
de polinucledtido de codbén bacteriano de MON-HT54.

Las SEQ ID NO:11-13 son la secuencia de aminoacido, secuencia
de polinucledtido de codon bacteriano, Yy secuencia de
polinucledétido de codén optimizado de monocotiledbnea
MON-HT55.

Las SEQ ID NO:14-17 son la secuencia de aminoacido, secuencia
de polinucledotido de cod6on Dbacteriano, secuencia de
polinucledétido de codén optimizado monocotiledbénea, vy
secuencia de polinucledétido de coddn optimizado dicotiledbnea
de MON-HT1.

Las SEQ ID NO:18-21 son la secuencia de aminoacido, secuencia
de polinucledtido de codén bacteriano, secuencia de
polinucledétido de codén optimizado monocotiledbénea, vy
secuencia de polinucledtido de codon optimizado dicotileddnea
de MON-HT2.

Las SEQ ID NO:22-24 son la secuencia de aminoacido, secuencia
de polinucledtido de codon bacteriano, Yy secuencia de

polinucledtido de codon optimizado de monocotileddnea



MON-HT3.

Las SEQ ID NO:25-27
de polinucledtido
polinucledtido de
MON-HT4.

Las SEQ ID NO:28-30
de polinucledtido
polinucledtido de
MON-HT5.

Las SEQ ID NO:31-33
de polinucledtido
polinucledtido de
MON-HT6.

Las SEQ ID NO:34-36
de polinucledtido
polinucledtido de
MON-HT7.

Las SEQ ID NO:37-39
de polinucledtido
polinucledtido de
MON-HT8.

Las SEQ ID NO:40-42
de polinucledtido
polinucledtido de
MON-HT9.

Las SEQ ID NO:43-45

11

son la secuencia de aminoacido, secuencia

de codon bacteriano, Yy secuencia de

codon optimizado de monocotiledonea

son la secuencia de aminoacido, secuencia

de coddon bacteriano, Yy secuencia de

codon optimizado de monocotiledonea

son la secuencia de aminoacido, secuencia

de codon bacteriano, Yy secuencia de

codén optimizado de monocotiledbnea

son la secuencia de aminoacido, secuencia

de codon bacteriano, Yy secuencia de

codén optimizado de monocotiledbnea

son la secuencia de aminoacido, secuencia

de codon bacteriano, Yy secuencia de

codén optimizado de monocotiledbnea

son la secuencia de aminoacido, secuencia

de coddon bacteriano, Yy secuencia de

codén optimizado de monocotiledbnea

son la secuencia de aminoacido, secuencia
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de polinucledétido de coddbn Dbacteriano, Yy secuencia de
polinucledtido de codén optimizado de monocotiledbnea
MON-HT10.

Las SEQ ID NO:46-52 son la secuencia de aminoacidos de MON-
HT11, MON-HT13, MON-HT14, MON-HT15, MON-HT16, MON-HT17, Yy
MON-HT18.

Las SEQ ID NO:53-59 son las secuencias de polinucleétido de
codon optimizado de dicotiledonea de MON-HT11, MON-HT13, MON-
HT14, MON-HT15, MON-HT16, MON-HT17, y MON-HT18.

La SEQ ID NO:60 es la secuencia de aminoacido para RdpA de
tipo silvestre de Sphingobium herbicidovorans.

La SEQ ID NO:61 es la secuencia consenso de la Figura 6A -
Figura 6E.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las siguientes definiciones Yy métodos son
proporcionados para definir mejor la invencidén y para guiar a
aquellos de habilidad ordinaria en la técnica en la préactica
de la iInvenciéon. A menos que se indique de otro modo, los
términos estan siendo entendidos de conformidad con el empleo
convencional por aquellos de habilidad ordinaria en la
técnica relevante.

La invencidn supera las limitaciones de la técnica
anterior proporcionando proteinas disefiadas por ingenieria,
novedosas, referidas en la presente como proteinas MON-HT, y
las moléculas de ADN recombinante que las codifican asi

como también composiciones y métodos para usar estas. Las
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proteinas MON-HT son oxigenasas que pueden inactivar los
herbicidas de ariloxifenoxipropionato (AOPP), herbicidas de
fenoxiacido, y herbicidas de piridiniloxilacidos. Como se usa
en la presente, inactivar un herbicida significa hacer
que el herbicida no tenga mads su actividad herbicida contra
una planta. Las proteinas MON-HT presentan nueva selectividad
de sustrato, cinéticas de enzima utiles, y estabilidad de
enzima incrementada a temperatura elevada. La plantas
transgénicas que expresan una proteina MON-HT mejoran la
tolerancia a [la aplicacién de AOPP, herbicidas de
fenoxiacido, y herbicidas de piridiniloxilacidos.

Proteinas Disefiadas por Ingenieria y Moléculas de
ADN Recombinante

La invencidon proporciona proteitnas disefadas por
ingenieria, novedosas y las moléculas de ADN recombinante que
las codifican. Como se usa en Qla presente, el término
“disefiado por ingenieria” se refiere a un ADN no natural,
proteina u organismo que no podria normalmente ser encontrado
en la naturaleza y es creado por intervencion humana. Una
“proteina diseflada por ingenieria” es una proteina cuya
secuencia de polipéptido fue concebida y creada en el
laboratorio usando una o mas de las técnicas de ingenieria de
proteina, tal como disefio de proteina usando mutagénesis de
sitio dirigido y evolucidéon dirigida usando mutagénesis
aleatoria y barajado de ADN. Por ejemplo, una proteina

disefiada por iIngenieria puede tener una O mMas supresiones,
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inserciones, 0 sustituciones con relacion a la secuencia
codificante de la proteina de tipo silvestre y cada
supresion, iInsercion, o sustitucion puede consistir de uno o
mas aminoacidos. Ejemplos de proteinas disefladas por
ingenieria son proporcionadas en la presente como SEQ 1ID
NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y
46-52.

Proteinas disefladas por 1ingenieria proporcionadas
por 1la invencidon son enzimas que tienen actividad de
oxigenasa. Como se usa en la presente, el término “actividad
de oxigenasa” significa la capacidad para oxidar un sustrato
transfiriendo el oxigeno a partir del oxigeno molecular al
sustrato, co-producto, o un intermediario. La actividad de
oxigenasa de las proteinas disefladas por 1Ingenieria
proporcionadas por la invencion pueden inactivar uno o mas
herbicidas de AOPP, herbicidas de fenoxiacido, y herbicidas
de piridiniloxilacidos.

Como se usa en Qla presente, “tipo silvestre”
significa que se origina naturalmente. Como se usa en la
presente, una “molécula de ADN de tipo silvestre”,
“polipéptido de tipo silvestre”, o0 una “proteina de tipo
silvestre” es una molécula de ADN, polipéptido o proteina,
que se origina naturalmente, es decir, una molécula de ADN,
polipéptido o proteina pre-existente en la naturaleza. Una
version de tipo silvestre de un polipéptido, proteina, o

molécula de ADN puede ser util en comparacién con una
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proteina o gen disefado por ingenieria. Un ejemplo de una
proteina de tipo silvestre util para comparacién con las
proteinas disefladas por iIngenieria proporcionadas por la
invencion es la enzima RdpA de la cepa MH de Sphingobium
herbicidovorans. Un ejemplo de una molécula de ADN de tipo
silvestre util para comparaciéon con las moléculas de ADN
recombinante proporcionadas por la invencion es el gen RdpA
de la cepa MH de Sphingobium herbicidovorans. Una version de
tipo silvestre de una proteina o molécula de ADN puede ser
atil como un control en un experimento.

Como se usa en la presente, “control” significa un
control experimental diseflado para propdsitos de comparacion.
Por ejemplo, una planta de control en un analisis de planta
transgénica es una planta del mismo tipo como la planta
experimental (es decir, la planta a ser probada) pero no
contiene el inserto transgénico, molécula de ADN
recombinante, o constructo de ADN de la planta experimental.
Un ejemplo de una planta de control util para comparacion con
plantas de maiz transgénicas es el maiz no LH244 no
transgénico (Patente Estadounidense No. 6,252,148) y con
plantas de soya transgénicas es la soya A3555 no transgénica
(Patente Estadounidense No. 7,700,846).

Como se usa en la presente, el término
“recombinante” se refiere a un ADN no natural, polipéptido, o
proteina que es el resultado de ingenieria genética y como

tal podria no encontrarse normalmente en la naturaleza y es
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creado por iIntervencién humana. Una “molécula de ADN
recombinante” es una molécula de ADN que comprende una
secuencia de ADN que no se origina naturalmente y como tal es
el resultado de Ila intervenciéon humana, por ejemplo, una
molécula de ADN que codifica una proteina diseflada por
ingenieria. Otro ejemplo es una molécula de ADN comprendida
de wuna combinacion de al menos dos moléculas de ADN
heter6logas entre si, tales como wuna proteina de ADN
codificante de 1la proteina y un promotor heterélogo
operablemente Iligado. Un ejemplo de una molécula de ADN
recombinante es una molécula de ADN que comprende al menos
una secuencia seleccionada a partir de la SEQ ID NO:2, 3, 5,
6, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 26, 27,
29, 30, 32, 33, 35, 36, 38, 39, 41, 42, 44, 45 y 53-59. Un
“polipéptido recombinante” o “proteina recombinante” es un
polipéptido o proteina que comprende una secuencia de
aminoacido que no se origina naturalmente y como tal es el
resultado de la 1intervencion humana, por ejemplo, una
proteina disefiada por ingenieria.

ElI término “transgen” se refiere a una molécula de
ADN 1ncorporada artificialmente en el genoma de un organismo
como un resultado de la intervencion humana, tal como por
métodos de transformacion de plantas. Como se usa en la
presente, el término “transgénico” significa que comprende un
transgen, por ejemplo una “planta transgénica” se refiere a

una planta que comprende un transgen en su genoma y un ‘“rasgo
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transgénico” se refiere a una caracteristica o fenotipo
llevado o conferido por la presencia de un transgen
incorporado en el genoma de la planta. Como un resultado de
tal alteracion gendmica, la planta transgénica es algunas
veces distintamente diferente de la planta de tipo silvestre
relacionada y el rasgo transgénico es un rasgo que no se
encuentran naturalmente en 1la planta de tipo silvestre.
Plantas transgénicas de la invencion comprenden las moléculas
de ADN recombinante y proteinas disefiadas por ingenieria
proporcionadas por la invenciodn.

Como se usa en la presente, el término “heterologo”
se refiere a la relaciéon entre dos o mads cosas derivadas de
diferentes fuentes y de este modo no asociadas normalmente en
la naturaleza. Por ejemplo, una molécula de ADN recombinante
que codifica una proteina es heteréloga con respecto a un
promotor operablemente ligado si tal combinacién no se
encuentra normalmente en la naturaleza. Ademas, una molécula
de ADN recombinante particular puede ser heterdloga con
respecto a una célula u organismo en el cual es insertada
cuando no podria ocurrir naturalmente en tal célula u
organismo particular.

Como se usa en la presente, el término “molécula de
ADN que codifica una proteina” o “molécula de ADN que
codifica un polipéptido” se refiere a una molécula de ADN que
comprende una secuencia de nucledtido que codifica una

proteina o polipéptido. Una “secuencia codificante de
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proteina” o “secuencia codificante de polipéptido” significa
una secuencia de ADN que codifica una proteina o polipéptido.
Una  “secuencia” significa un arreglo secuencias de
nucledtidos o aminoacidos. Los Ilimites de una secuencia
codificante de proteina o0 secuencia codificante de
polipéptido son usualmente determinados por un codén de
inicio de traduccion en el término-5" y un coddén de detencion
de traduccion en el término-3”. Una molécula codificante de
proteina o molécula codificante de polipéptido puede
comprender una secuencia de ADN que codifica una proteina o
secuencia de polipéptido. Como se wusa en la presente,
“expresion de transgen”, ‘“‘Que expresa un transgen”,
“expresion de proteina”, “expresion de polipéptido”, “que

expresa una proteina”, Yy que expresa un polipéptido”
significa la produccién de wuna proteina o polipéptido a
través del proceso de transcribir una molécula de ADN en el
ARN mensajero (ARNm) y trasladar el ARNm en las cadenas de
polipéptido, las cuales pueden ser finalmente plegadas en las
proteinas. Una molécula de ADN que codifica una proteina o
molécula de ADN que codifica un polipéptido pueden ser
operablemente Qligadas a un promotor heterélogo en un
constructo de ADN para uso en la expresion de la proteina o
polipéptido en una célula transformada con la molécula de ADN
recombinante. Como se usa en la presente, ‘“operablemente

ligado” significa dos moléculas de ADN ligadas en una manera

que asi se puede afectar la funcidon de la otra. Moléculas de
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ADN operablemente ligadas pueden ser parte de una molécula
contigua UuUnica y pueden o0 no pueden ser adyacentes. Por
ejemplo, un promotor es operablemente ligado con una molécula
de ADN que codifica una proteina o molécula de ADN que
codifica un polipéptido en un constructo de ADN donde las dos
moléculas de ADN estan asi arregladas de manera que el
promotor puede afectar la expresion del transgen.

Como se usa en la presente, un “constructo de DNA”
es una molécula de ADN recombinante que comprende dos o mas
secuencias de ADN heterdlogas. Los constructos de ADN son
utilles para 1la expresion del transgen y pueden estar
comprendidos en vectores y plasmidos. Los constructos de ADN
pueden ser usados en vectores para el propésito de
transformacion, que es la introduccion del ADN heterdlogo en
una célula hospedera, con el Ffin de producir plantas vy
células transgénicas, y como tal pueden estar contenidas en
el ADN plastido o ADN gendémico de una planta transgénica,
semilla, célula, o parte de la planta. Como se usa en la
presente, un ‘“vector” significa cualquier molécula de ADN
recombinante que puede ser usada para el propésito de
transformacién de una planta. Moléculas de ADN recombinante
como se exponen en el listado de secuencia, pueden, por
ejemplo, ser 1insertadas en un vector como parte de un
constructo que tiene 1la molécula de ADN recombinante
operablemente ligada a un promotor que funciona en una planta

para accionar la expresion de [la proteina disefada por
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ingenieria codificada por la molécula de ADN recombinante.
Los métodos para la construccidén de constructos y vectores de
ADN son bien conocidos en la técnica. Los componentes para un
constructo de ADN, o un vector que comprende un constructo de
ADN, en general incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de
los siguientes: un promotor adecuado para la expresion de un
ADN operablemente ligado, una molécula de ADN operablemente
ligada que codifica una proteina, y una region no traducida
al 3” (3’-UTR). Los promotores utiles en practicar Ila
presente invencidon incluyen aquellos que funcionan en una
planta para expresion de un polinucledétido operablemente
ligado. Tales promotores son variados y bien conocidos en la
técnica e incluyen aquellos que son inducibles, virales,
sintéticos, constitutivos, temporalmente regulados,
espacialmente regulados, y/o espacio-temporalmente regulados.
Los componentes opcionales adicionales incluyen, pero no se
limitan a, uno o mas de los siguientes elementos: 57-UTR,
potenciador, lider, elemento cis-actuante, intron, péptidos
del transito de cloroplasto (CTP), y uno o mas transgenes del
marcador seleccionables.

Los constructos de ADNs de 1la invencidon pueden
incluir una molécula de CTP operablemente ligada a la
molécula de ADN que codifica una proteina proporcionada por
la invencidon. Un CTP atil para practicar la presente
invencion incluye aquellos que funcionan para facilitar la

localizacion de la molécula de proteina disefiada por
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ingenieria dentro de la célula. Facilitando la localizaciodn
de la proteina dentro de la célula, el CTP puede incrementar
la acumulacion de la proteina diseflada por ingenieria,
protegerla de la degradacion proteolitica, mejorar el nivel
de tolerancia al herbicida, y de este modo reducir los
niveles de danfo después de la aplicacion del herbicida. Las
moléculas de CTP para uso en la presente invencidn se conocen
en la técnica e incluyen, pero no se limitan al CTP EPSPS de
la Arabidopsis thaliana (Klee et al., 1987), el CTP EPSPS de
Petunia hybrida (della-Cioppa et al., 1986), la secuencia
seflal cab-m7 de maiz (Becker et al., 1992; PCT WO 97/41228) y
la secuencia senfal de glutationa reductasa de guisante
(Creissen et al., 1991; PCT WO 97/41228).

Las moléculas de ADN recombinante de la presente
invencion pueden ser sintetizadas y modificadas por métodos
conocidos en la técnica, ya sea completamente o en parte,
especialmente donde es deseable proporcionar secuencias
utilles para manipulacion de ADN (tal como sitios de
reconocimiento de [la enzima de restriccion o sitios de
clonacion a base de recombinacién), secuencias preferidas de
la planta (tales como empleo de codén de la planta o
secuencias consenso Kozak), o secuencias Utiles para disefo
de constructo de ADN (tales como secuencias espaciadoras o
enlazadoras). La presente invencion incluye moléculas de ADN
recombinante y proteinas disefiadas por ingenieria que tienen

al menos aproximadamente 80% (por ciento) de identidad de
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secuencia, aproximadamente 85% de 1i1dentidad de secuencia,

aproximadamente 90% de identidad de secuencia,
aproximadamente 91% de identidad de secuencia,
aproximadamente 92% de identidad de secuencia,
aproximadamente 93% de identidad de secuencia,
aproximadamente 94% de identidad de secuencia,
aproximadamente 95% de identidad de secuencia,
aproximadamente 96% de identidad de secuencia,
aproximadamente 97% de identidad de secuencia,
aproximadamente 98% de identidad de secuencia, y

aproximadamente 99% de identidad de secuencia con cualquiera
de la molécula de ADN recombinante o secuencias de proteina
disefladas por ingenieria proporcionadas en la presente, por
ejemplo, a una molécula de ADN recombinante que comprende una
secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste de la
SEQ ID NO:2, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 23, 24, 26, 27, 29, 30, 32, 33, 35, 36, 38, 39, 41, 42,
44, 45, y 53-59. Como se usa en la presente, el término
“porcentaje de identidad de secuencia” o “% de identidad de
secuencia” se refiere al porcentaje de nucledtidos o
aminoacidos idénticos en una secuencia de polinucledtido o
polipéptido Ulineal de wuna secuencia (““consulta™) de
referencia (o su hebra complementaria) comparada con una
secuencia de prueba (“‘sujeto”) (o su hebra complementaria)
cuando las dos secuencias son oOptimamente alineadas (con

Iinserciones, supresiones, de aminoacido o nucledtidos
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apropiados, o huecos que totalizan menos de 20 por ciento de
la secuencia de referencia sobre la ventana de comparacion).
Los alineamientos oOptimos de las secuencias para alinear una
ventana de comparacion son bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica y pueden ser conducidos por
herramientas tales como el algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman, el algoritmo de alineacion de homologia de
Needleman y Wunsch, la busqueda por el método de similitud de
Pearson y Lipman, y por implementaciones computarizadas de
estos algoritmos tales como GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA
disponibles como parte del paquete de software de Analisis de
Secuencia del GCG® Wisconsin Package® (Accelrys Inc., San
Diego, CA), MEGAlign (DNAStar, 1Inc., 1228 S. Park St.,
Madison, Wis. 53715), y MUSCLE (version 3.6) (RC Edgar,
Nucleic Acids Research (2004) 32(5):1792-1797) con parametros
de omision. Una “fraccion de identidad” para segmentos
alineados de wuna secuencia de prueba y una secuencia de
referencia es el numero de componentes idénticos los cuales
son compartidos por las dos secuencias alineadas divididas
por el numero total de componentes en el segmento de la
secuencia de referencia, es decir, la secuencia de referencia
completa o una parte definida mas pequefia de la secuencia de
referencia. EIl porcentaje de 1identidad de secuencia es
representado como la fracciéon de identidad multiplicada por
100. La comparacion de una 0 mas secuencias puede ser a una

secuencia de longitud completa o una porciéon de la misma, 0 a
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una secuencia mas larga.

Proteinas disefiadas por ingenieria pueden ser
producidas cambiando (es decir, modificando) una proteina de
tipo silvestre para producir una nueva proteina con una nueva
combinacion de caracteristicas de proteina utiles, tales como
Vmax alterado, Km, especificidad de sustrato, selectividad de
sustrato y estabilidad de proteina. Las modificaciones se
pueden hacer a posiciones especificas de aminoacido en una
proteina y pueden ser una sustitucion del aminoacido
encontrado en tal posicion en la naturaleza (es decir, en la
proteina de tipo silvestre) con un aminoacido diferente.
Posiciones de aminoacido ejemplares con relacién a la
secuencia de proteina de la proteina de tipo silvestre RdpA
(SEQ ID NO:60) util para diseifar por ingenieria la proteina
se representan en la Figura 3. Las Figuras 6A, 6B, 6C, 6D, 6E
proporcionan un alineamiento de secuencia multiple de la RdpA
de la secuencia de proteina de tipo silvestre y Ilas
secuencias de proteina disefadas por ingenieria SEQ ID NO:1,
4, 7, 9, 11, 14, 18, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y 46-52.
Una proteina disefiada por ingenieria puede ser disefiada que
tiene al menos aproximadamente 92% de identidad de secuencia
con una secuencia de aminoacido seleccionada a partir del
grupo que consiste de la SEQ ID NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18,
22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y 46-52 y comprende al menos
una de estas mutaciones de aminoacido. Las proteinas

disefiadas por 1ingenieria proporcionadas por la invencion de
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este modo proporcionan una nueva proteina con una o0 mMas
caracteristicas de proteina alterada con relacion a la
proteina de tipo silvestre encontrada en la naturaleza. En
una modalidad de @la 1invencidn, una proteina disefada por
ingenieria tiene caracteristicas de proteina alteradas tales
como actividad disminuida o mejorada contra uno o0 mas
herbicidas o estabilidad de proteina mejorada comparada con
una proteina similar de tipo silvestre, o cualquier
combinacion de tales caracteristicas. En una modalidad, la
invencién proporciona una proteina disefiada por ingenieria, y
la molécula de ADN recombinante que la codifica, que tiene al

menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia,

aproximadamente 85% de identidad de secuencia,
aproximadamente 90% de identidad de secuencia,
aproximadamente 91% de identidad de secuencia,
aproximadamente 92% de identidad de secuencia,
aproximadamente 93% de identidad de secuencia,
aproximadamente 94% de identidad de secuencia,
aproximadamente 95% de identidad de secuencia,
aproximadamente 96% de identidad de secuencia,
aproximadamente 97% de identidad de secuencia,
aproximadamente 98% de identidad de secuencia, y

aproximadamente 99% de identidad de secuencia a una secuencia
de proteina disefada por ingenieria seleccionada a partir del
grupo que consiste de la SEQ ID NO:1, 4, 7, 9, 11, 14, 18,

22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, y 46-52. Las mutaciones de
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aminoacido pueden hacerse como una sustitucién de aminoacido
unico en la proteina o en combinaciéon con una o0 mas de
otra(s) mutacion(es), tales como una o mas de otras
sustitucion(es), supresiones, o0 adiciones de aminoacidos.
Pueden hacerse mutaciones como se describe en la presente o
por cualquier otro método conocido por aquellos de habilidad
en la técnica.

Plantas Transgénicas

Un aspecto de 1la invencion incluye células de
plantas transgénicas, tejidos de plantas transgénicas,
plantas transgénicas, y semillas transgénicas que comprenden
las moléculas de ADN recombinante y proteinas disefadas por
ingenieria proporcionadas por la invencion. Estas ceélulas,
tejidos, plantas y semillas que comprenden las moléculas de
ADN recombinante y proteinas disefiadas por ingenieria
presentan tolerancia al herbicida para uno o mas de los
herbicidas de ariloxifenoxipropionato (AOPP), herbicidas de
fenoxiacido, y herbicidas de piridiniloxilacidos.

Los métodos adecuados para la transformacion de
células de plantas hospederas para uso con la invencidn
actual incluyen virtualmente cualquier método por el cual el
ADN puede ser introducido en una célula (por ejemplo, donde
un constructo de ADN recombinante esta integrado establemente
en un cromosoma de planta) y son bien conocidos en la
técnica. Un método ejemplar y ampliamente utilizado para

introducir un constructo de ADN recombinante en las plantas
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es el sistema de transformacion de Agrobacterium, el cual es
bien conocido por aquellos de habilidad en la técnica. Las
plantas transgénicas pueden ser regeneradas a partir de una
célula de planta transformada por los métodos de cultivo de
células vegetal. Una planta transgénica homocigota con
respecto a un transgen (es decir, dos copias alélicas del
transgen) se pueden obtener por auto-polinizacion
(autofecundacion) a una planta transgénica que contiene un
alelo de transgen unico con la misma, por ejemplo una planta
RO, para producir la semilla R1. Un cuarto de la semilla R1
producida sera homocigota con respecto al transgen. Las
planta que crecen a partir de la germinacién de la semilla R1
pueden ser probadas por cigosidad, tipicamente usando ensayo
de SNP, secuenciamiento de ADN, o un ensayo de amplificacion
térmica que permite la distincion entre heterocigotos vy
homocigotos, referido como un ensayo de cigosidad.

Las plantas, semillas, partes de plantas, tejidos
de plantas, y células proporcionadas por [la invencion
presentan tolerancia al herbicida a uno o mas de Ilos
herbicidas de AOPP, herbicidas de fenoxiacido, y herbicidas
de piridiniloxilacidos. Los herbicidas de AOPP dirigen la
acetil-coenzima A carboxilasa de la planta (ACCase), la cual
es parte de la trayectoria biosintética del acido graso. Las
plantas de grama son sensibles a estos herbicidas debido a
que contienen ACCase sensible al herbicida en sus plasticos y

citosoles. Los herbicidas de AOPP son bien conocidos en la
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técnica y comercialmente disponibles. Ejemplos de herbicidas
de AOPP incluyen, pero no se limitan a, clodinafop,
cihalofop, diclofop, fenoxaprop, Tenoxaprop-P, Tfentiaprop,
fluazifop, fTluazifop-P, haloxifop, isoxapirifop, metamifop,
propaquizafop, quizalofop, quizalofop-P, vy trifop. Los
herbicidas de fenoxiacido y de piridiniloxilacidos son
auxinas sintéticas similares al &cido indolacético (1AA) de
la hormona de crecimiento vegetal. Las plantas de hoja ancha
son sensibles a estos herbicidas, las cuales inducen
crecimiento incontrolado, rapido, eventualmente matando a la
planta. Ejemplos de herbicidas de fenoxiacido incluyen, pero
no se limitan a, 2,4-D; 2,4-DB; clomeprop; diclorprop;
fenoprop; MCPA; MCPB, y mecoprop. Ejemplos de herbicidas de
piridiniloxiacido incluyen, pero no se limitan a, triclopir;
fluroxipir; aminopiralid, clopiralid, y picloram.

Los herbicidas pueden ser aplicados a un &rea de
crecimiento de la planta que comprende las plantas y semillas
proporcionadas por la invencidon como un método para controlar
malezas. Las plantas y semillas proporcionadas por la
invencién comprenden un rasgo de tolerancia al herbicida y
como tal son tolerantes a la aplicaciéon de uno o mas
herbicidas de AOPP, o herbicidas de fenoxiacido, o herbicidas
de piridiniloxilacidos. La aplicacion del herbicida puede ser
la relacion comercial recomendada (1X) o cualquier fraccidn o
maltiple del mismo, tal como dos veces la relacion comercial

recomendada (2X). Las relaciones de herbicidas pueden ser
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expresadas como equivalentes por libra por acre (Ib ae/Zacre)
o libras de ingrediente activo por acre (b 1aZacre). La
aplicacion del herbicida comprende al menos un herbicida
seleccionado a partir del grupo que consiste de herbicidas de
AOPP, 'y herbicidas de fenoxiacido, y herbicidas de
piridiniloxilacidos. El area de crecimiento de la planta
puede o no puede comprender plantas de malezas al tiempo de
la aplicacion del herbicida. Una dosis herbicidicamente
efectiva de herbicidas de AOPP para uso en el area para
controlar malezas debe consistir de un iIntervalo desde
aproximadamente 0.01 Ib iaZacre hasta aproximadamente 16 1b
1a/acre durante una estacion de crecimiento. Por ejemplo, una
relaciéon 1X de quizalofop-P podria ser una relacién de 0.08
Ib 1a/acre. Una dosis herbicidicamente efectiva de herbicidas
de fenoxiacido para uso en el area para controlar malezas
debe consistir de un intervalo desde aproximadamente 0.01 1Ib
ae/acre hasta aproximadamente 16 [0Ib ae/acre durante una
estacion de crecimiento. Por ejemplo, una relacion 1X de 2,4-
D debe ser una relacion de aproximadamente 0.75 0Ib ae/acre
hasta 1.0 Ib ae/acre. Una dosis herbicidicamente efectiva de
herbicidas de piridiniloxiacido para uso en el area para
controlar malezas debe consistir de un intervalo desde
aproximadamente 0.01 Ib ae/acre hasta aproximadamente 16 1b
ae/acre durante una estacion de crecimiento. Por ejemplo, una
relacion 1X de fluroxipir debe estar a un intervalo de

aproximadamente 0.13 hasta 0.48 Ib ae/acre.
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La aplicacion del herbicida puede ser
secuencialmente o mezclada en tanque con una, dos O una
combinacion de varios herbicidas de AOPP, herbicidas de
fenoxiacido, herbicidas de piridiniloxiacidos o cualquier
otro herbicida compatible. Las aplicaciones multiples de un
herbicida o de dos o mas herbicidas, en combinacion o solos,
pueden ser usadas durante una estacidon de crecimiento en
areas que comprenden plantas transgénicas de la invenciodn
para el control de un amplio espectro de malezas
dicotiledoneas, malezas monocotiledéneas, o ambas, por
ejemplo, dos aplicaciones (tales como una aplicacion pre-
plantacién y una aplicacion de post-emergencia o0 una
aplicacién de pre-emergencia y una aplicacion de post-
emergencia) o tres aplicaciones (tal como una aplicaciéon pre-
plantacion, una aplicacion de pre-emergencia, Yy una
aplicacién de post-emergencia o wuna aplicacién de pre-
emergencia y dos aplicaciones post-emergencia).

Como se wusa en la presente, “tolerancia” o
“tolerancia al herbicida” significa una planta, semilla,
tejido de planta, parte de la planta, o célula, con capacidad
para resistir los efectos téxicos de uno o mas herbicida(s).
La tolerancia al herbicida de una planta, semilla, tejido de
planta, parte de Hla planta, o célula puede ser medida
comparando la planta, semilla, tejido de planta, parte de la
planta, o célula con un control adecuado. Por ejemplo, la

tolerancia al herbicida puede ser medida o evaluada aplicando
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un herbicida a una planta que comprende una molécula de ADN
recombinante que codifica una proteina capaz de conferir
tolerancia al herbicida (la planta de prueba) y una planta
que no comprende la molécula de ADN recombinante que codifica
la proteina capaz de conferir tolerancia al herbicida (la
planta de control) y después comparar el dafio de la planta de
las dos plantas, donde 0la tolerancia al herbicida de la
planta de prueba estd indicada por una relacion de dafo
disminuida comparada con la relacion de dafio de la planta de
control. Una planta, semilla, tejido de planta, parte de la
planta, o células tolerante al herbicida presenta una
respuesta disminuida a los efectos téxicos de un herbicida
cuando se compra con una planta, semilla, tejido de planta,
parte de la planta, o célula de control. Como se usa en la
presente, un “rasgo de tolerancia al herbicida” es un rasgo
transgénico que imparte tolerancia al herbicida mejorada a
una planta de control comparado con una planta de control o
planta de tipo silvestre.

Las plantas, progenie, semillas, células de planta,
y partes de plantas transgénicas de la invencidn, también
pueden contener uno 0 mMas rasgos transgénicos. Los rasgos
transgénicos adicionales pueden ser introducidos cruzando una
planta que contiene un transgen que comprende las moléculas
de ADN recombinante proporcionadas por la invencién con otra
planta que contiene rasgo(s) transgénico(s) adicional(es).

Como se usa en la presente, ‘“cruza” significa reproduccion de
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dos plantas individuales para producir una progenie de
planta. Dos plantas transgénicas pueden de este modo ser
cruzadas para producir la progenie que contiene los rasgos
transgénicos. Como se usa en la presente “progenie” significa
la descendencia de cualquier generacion de wuna planta
precursora, y progenie transgénica comprende un constructo de
ADN proporcionado por la invencion y heredado de al menos una
planta precursora. Alternativamente, el(los) rasgo(s)
transgénico(s) adicionales pueden ser iIntroducidos co-
transformando un constructo de ADN para tales rasgo(s)
transgénicos adicionales con un constructo de ADN que
comprende las moléculas de ADN recombinante proporcionadas
por la invencion (por ejemplo, con todos los constructos de
ADNs presentes como parte del mismo vector usado para la
transformacion de la planta) o insertando el(los) rasgo(s)
adicionales en wuna planta transgénica que comprende un
constructo de ADN proporcionado por la invencién o vice versa
(por ejemplo, usando cualquiera de los métodos de
transformacion de una planta en un planta transgénica o
célula de la planta). Tales rasgos transgénicos adicionales
incluyen, pero no se limitan a, resistencia al 1Insecto
incrementada, eficiencia del uso de agua iIncrementada,
desempeiio del rendimiento incrementado, resistencia a la
sequia incrementada, calidad de semilla incrementada, calidad
nutricional mejorada, produccion de semilla hibrida, vy

tolerancia al herbicida, en los cuales el rasgo es medido con
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respecto a un tipo de planta silvestre o planta de control.
Tales rasgos transgénicos adicionales se conocen por uno de
habilidad en la técnica; por ejemplo, una lista de tales
rasgos se proporciona en el Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (USDA), Servicio de Inspeccidon de Saludo
Animal y Vegetal (APDHIS) y se pueden encontrar en su sitio
de red en www.aphis.usda.gov.

Las plantas transgénicas y progenie que contienen
un rasgo transgénico proporcionados por la invencidén pueden
ser usadas con cualquiera de los métodos de reproduccidén que
son comunmente conocidos en la técnica. En lineas de plantas
que comprenden dos o0 mas rasgos transgénicos, los rasgos
transgénicos pueden ser independientemente segregantes,
enlazados o una combinaciéon de ambos en lineas de plantas que
comprenden tres o0 mas rasgos transgénicos. El retro-
cruzamiento a una planta parenteral y exogamia con una planta
no transgénica también estan contemplados, como es la
propagacion vegetativa. Las descripciones de los métodos de
reproduccion que son comunmente usados para diferentes rasgos
y cultivos son bien conocidos por aquellos de habilidad en la
técnica. Para confirmar la presencia del(los) transgen(es) en
una planta o semilla particular, una variedad de ensayos
puede ser realizada. Tales ensayos incluyen, por ejemplo,
ensayos de biologia molecular, tales como manchado Southern y
northern, PCR, y  secuenciamiento de ADN; analisis

bioquimicos, tales como detectar la presencia de un producto
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de proteina, por ejemplo, por medios inmunolégicos (manchados
ELISAs y Western) o por funcidén enzimatica; los ensayos de
parte de planta, tales como ensayos de hoja o raiz; vy
también, analizando el fenotipo de la planta completa.

La 1introgresion de un rasgo transgénico en un
genotipo de planta se logra como el resultado del proceso de
conversion de retrocruza. Un genotipo de planta en el cual un
rasgo transgénico ha sido de introgresion puede ser referido
como un genotipo, linea, endogamico, o hibrido, convertido
por retrocruza. De manera similar, un genotipo de planta que
carece del rasgo transgénico deseado puede ser referido como
un genotipo, linea, endogamico, o hibrido no convertido.

Como se wusa en la presente, el término ‘“que comprende”
significa “que incluye pero no se limita a”.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos estan incluidos para demostrar las
modal idades preferidas de la invencidén. Se debe apreciar por
aquellos de habilidad en [la técnica que las técnicas
descritas en los ejemplos que siguen, representan técnicas
descubiertas por los inventores para funcionar también en la
practica de [la invencién, y de este modo pueden ser
consideradas para constituir los modos preferidos para su
practica. Sin embargo, aquellos de habilidad en la técnica
deben, envista de la presente descripcidén, apreciar que se
pueden hacer muchos cambios en las modalidades especificas

las cuales son descritas y todavia obtener un resultado
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parecido o similar sin apartarse del concepto, espiritu y
alcance de la invencidén. Mas especificamente, sera aparente
que ciertos agentes los cuales son tanto quimicamente como
fisioldgicamente relacionados, pueden ser sustituidos por los
agentes descritos en la presente con el mismo o similar
resultado logrado. Todos de tales sustituyentes y
modificaciones similares aparentes para aquellos expertos en
la técnica estan considerados por estar dentro del espiritu,
alcance, y concepto de la invenciéon como se define por las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: |Ingenieria de Proteina Inicial y Analisis de
Enzima

Las proteinas disefiadas por ingenieria, novedosas y moléculas
de ADN recombinante que codifican estas proteinas se
concibieron de y crearon en el laboratorio usando las
técnicas de proteina de ingenieria. Las proteinas disefiadas
por ingenieria son enzimas que tienen actividad de oxigenasa
y Tfueron disefladas por 1ingenieria para tener capacidades
alteradas para inactivar los herbicidas de AOPP, herbicidas
de fenoxiacido, o ambos con relacion a la proteina de tipo
silvestre.

Se seleccionaron dieciséis proteinas conocidas con actividad
de oxigenasa Yy se usaron para crear una alineacidon de
secuencia de homologia consenso. Esta se usd en combinacioén
con analisis guiados por estructura para informar las

estrategias de disefio racional. A partir de estos analisis,
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cinco regiones cada una de 13 hasta 21 aminoacidos de
longitud, referidos como *“islas”, se seleccionaron para
mutagénesis. Las mutaciones en cada una de estas regiones se
crearon usando técnicas conocidas por aquellos de habilidad
en la técnica, tales como Mutaciones de Barrido de Alanina;
Mutaciones de Barrido de Homologia; Mutaciones de Barrido de
Pro/Gly; Mutaciones o Barrido de Regidn; y combinaciones de
estas varias técnicas (véase, M Lehmann and M Wyss, Current
Opinion in Biotechnology (2001) 12(4):371-375; B Van den Burg
and VGH Eijsink, Current Opinion 1in Biotechnology (2002)
13(4):333-337; y Weiss et al., Proc Natl Acad Sci U S A
(2000) 97(16):8950-8954). Usando estos métodos, mas de 1,200
proteinas unicas disefadas por ingenieria y las moléculas de
ADN recombinante que las codifican se generaron para analisis
y caracterizacion adicional. Debido al gran numero de
proteinas disefadas por ingenieria producidas para pruebas, y
la necesidad de probar y comparar la actividad enzimatica de
cada proteina, un sistema de ensayo enzimatico y de expresion
de proteina bacteriana de alto rendimiento se desarrolld para
analisis rapido usando extractos bacterianos crudos.

La expresion de la proteina bacteriana de alto rendimiento se
logr6 sintetizando una molécula de ADN recombinante que
codifica cada proteina disefiada por ingenieria y clonando
esta en un vector de expresidn bacteriana con una etiqueta de
histidina C-terminal (etiqueta-His) operablemente ligada a la

molécula de ADN recombinante. Los vectores se usaron para
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transformar Escherichia coli (E. coli), y se 1indujo Ila
expresion bacteriana de las proteinas disefiadas por
ingenieria. Durante la noche, se hicieron crecer cultivos de
E. coli en placas de 96 pocillos y los cultivos se
centrifugaron para formar en pelotilla la bacteria. Las
pelotillas bacterianas se sometieron a lisis agregando una
mezcla principal de 100 ul de lisis (10 ml de Reactivo de
Extraccion de Proteina Bacteriana (B-PER®) 11 (Pierce
Biotechnology, Rockford, 1IL; cat. no. 78260); 10 ul de
Lisozima (10 ug/ml final; Lysozyme American Bioanalytical,
Natick, MA; cat. no. AB011780-00005); y 40 ul de Nucleasa
Benzonase® (100 Unidades/ml final, Novagen, Darmstadt,
Alemania; cat no 71206-3)) a cada pocillo. Las placas se
sometieron a vortices, después se incubaron por 30 minutos a
4°C. 400 ul de amortiguador MOPS (pH 6.57) se agregaron a
cada cavidad y los desechos se formaron en pelotilla por
centrifugacion. El sobrenadante lisado se removio
cuidadosamente y se usO como el extracto bacteriano crudo
para analisis enzimatico subsecuente.

El ensayo de degradacién enzimatica de herbicida de alto
rendimiento se disefid para ensayar la actividad enzimatica de
las proteinas disefiadas por ingenieria hacia varios
herbicidas usando el extracto bacteriano crudo. La actividad
de oxigenasa de [la proteina disefiada por ingenieria (es
decir, su actividad enzimatica) se mididé por un ensayo

colorimétrico de punto final utilizando deteccidon de
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productos de fenol a través de la medicidon de la absorbancia
a 510 nm de 4-aminoantipirina y ferricianuro de potasio. Este
ensayo se basa en el ensayo descrito en Fukomori and
Hausinger, Journal of Biological Chemistry (1993)
268(32):24311-24317. Las reacciones enzimaticas se sometieron
a ensayo en placas de 96 cavidades en un volumen total de 150
ul que contiene: 20 mM de MOPS pH 6.75, 50-200 uM de
NH4FeS04, 50-200 uM de ascorbato de sodio, 1 mM de alfa-
cetoglutarato (aKG), 10 ul de lisado de células de E. coli
que contiene la proteina disefiada por ingenieria expresada, Yy
sustrato (ya sea un herbicida de AOPP o herbicida de
fenoxiacido). Después del inicio de la reaccidén con sustrato,
la placa se incubd a varias temperaturas por varios tiempos y
se apago (termind) por la adicidon de EDTA a una concentracion
final de 6.25 mM o por la adicion de 15 ul de amortiguador a
pH 10 (50 mM de &cido bérico, 50 mM de KCI) seguido por 15 ul
de 0.2% de 4-aminoantipirina y 15 ul de 0.8% de ferricianuro
de potasio. Las mediciones de absorbancia se hicieron en un
espectrometro de laboratorio estandar. Los ensayos fueron
escalados como se necesiten para mejorar el rendimiento. Las
curvas estandares se generaron usando proteina purificada o
estandares de producto.

Usando este sistema de ensayo enzimatico y de proteina de
expresion bacteriana de alto rendimiento, las actividades de
aproximadamente 1200 proteinas disefladas por 1ingenieria se

midieron con relacion a la actividad de una proteina de tipo
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silvestre seleccionada, RdpA. En un ensayo de placa de 96
pocillos, hubieron 3 controles (extracto bacteriano crudo sin
una proteina disefada por ingenieria) y 3 controles positivos
(extracto bacteriano crudo con proteina de tipo silvestre).
La absorbancia de las cavidades se midié y la actividad de la

proteina se calculd usando la siguiente férmula:

(Absorbancia; - Absorbancia PET )

Actividad; = X100

‘ (Absorbancia Ts- Absorbancia ﬁ)

b

donde, Actividadi es la actividad de la muestra, Absorbanciai
es la absorbancia de [la muestra, Absorbanciars es la
absorbancia de los pocillos que contienen extracto de E. coli
que expresa la enzima de tipo silvestre, y Absorbanciaper es
la absorbancia de las cavidades que contienen extracto de E.
coli sin una proteina disefada por ingenieria. La actividad
de cada proteina disefiada por ingenieria Unica se midié por
duplicado y se reporté como un promedio de las dos
mediciones.

Con base en los resultados a partir del sistema de ensayo
enzimatico de alto rendimiento, aproximadamente 545 proteinas
Unicas disefiadas por ingenieria se seleccionaron para
analisis adicional usando proteina de ingenieria purificada.
En el ensayo de preparacion de proteina de ingenieria
purificada, se prepararon lisados de expresidn bacteriana
crudos usando Agarosa Ni-NTA de QUIAGEN® (Qiagen, Valencia,

CA, cat. no. 30230) siguiendo los protocolos del fabricante.
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Las proteinas disefladas por ingenieria purificadas se
sometieron a ensayo usando el ensayo enzimatico de
degradacion de herbicida descrito en este Ejemplo 1 con el
herbicida de AOPP quizalofop como el sustrato. Los resultados
de los ensayos de proteina de ingenieria purificada conforman
ampliamente los resultados del ensayo enzimatico de alto
rendimiento. Los resultados del ensayo para siete de las
aproximadamente 545 proteinas disefiadas por 1ingenieria se
muestran en la Tabla 1, donde la actividad enzimatica es
expresada como la actividad de la muestra con relacion a la
actividad de la RdpA de enzima de tipo silvestre (calculado
como se describe en este Ejemplo 1). Estos datos a partir de
estos ensayos proporcionan el resultado sorprendente de que
las combinaciones de mutaciones especificas funcionan
significantemente mejor que otras Yy demuestran que la
actividad enzimatica de las proteinas disefiadas por

ingenieria podria ser alterada significantemente.

Tabla 1
Numero de | Isla1- Isla Isla Isla 2- Isla Isla 2- Isla
réplica 2-3 1-2-5 1-3-4 3-4 2-3-5 4-5 3-4-5
1 -5.94 -4.14 -4.86 -2.84 138.99 | 48.12 4.06

2 -3.54 -2.64 -3.9 -0.05 117.67 48.84 5.56
3 -3.85 140.75
4 -0.65 113.77
5
6

-0.05 150.58
2.14 141.27
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Usando la informacion aprendida a partir de los primeros
ensayos, la ingenieria de 1la proteina se hizo como se
describe previamente para producir proteinas disefiadas por
ingenieria adicionales, las cuales se probaron como se
describe en este Ejemplo 1. Los resultados del ensayo
enzimatico de alto rendimiento con quizalofop-P como el
sustrato para cinco de estas proteinas disefadas por

ingenieria adicionales se proporcionan en la Tabla 2.

Tabla 2
Promedio de la
SEQ ID actividad de
NO MON-HT Réplica 1 Reéplica 2 Reéplica 3 quizalofop-P
1 MON-HT51 117.02 124.87 110.17 117.35
4 MON-HT52 92.17 54.46 89.75 78.79
7 MON-HT53 105.34 105.31 106.13 105.60
9 MON-HT54 131.85 149.77 130.56 137.39
11 MON-HT55 118.48 99.79 109.13

L , :
Vmax, y analisis de estructura cristalina, se realizé usando
las cinco proteinas disefadas por ingenieria a partir de la
Tabla 2. Para este analisis detallado, la proteina purificada
se prepar6é como sigue: 2 ml de cultivos de la noche de E.
coli que expresa un transgen que codifica una proteina MON-HT
dada se usaron para inocular 500 ml de caldo y se hicieron

crecer a 37°C por 4 horas seguido por cultivo a 15°C por



42

aproximadamente 36 horas. Después 250 ml de los 500 ml de
cultivo bacteriano se forman en pelotilla por centrifugacion
y se resuspendieron en 25 ml de amortiguador de extraccion
(20 mM de Tris, pH 7.8, 300 mM de NaCl, 5 mM de
beta-mercaptoetanol (BME), 20 mM de imidazol (Fluka/Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), 125 unidades/ml de benzonasa y 10K
unidades/ml de Hlisozima (Novagen, Darmstadt, Alemania). La
suspension celular se pasd a través de un disruptor celular
una vez a 20000 psi y después este lisado se clarificd por
centrifugaciéon a 35,000 x g por 20 min a 4°C. El sobrenadante
que contiene las proteinas etiquetadas con His solubles, se
us6 para la purificacion de [la proteina. Para esta
purificaciéon, el sobrenadante se aplicdé a una columna de 1 ml
de HisTrap™ FF (Sefarosa de Niquel) (GE Healthcare,
Piscataway, NJ) usando un sistema AKTaxpress™ (GE Healthcare,
Piscataway, NJ) siguiendo el protocolo estandar del
fabricante. El amortiguador de lavado consiste de: 20 mM de
Tris pH 7.8, 300 mM de NaCl, 20 mM de imidazol y 5 mM de BME.
La composicion del amortiguador de elusion fue la misma como
el amortiguador de lavado excepto con 500 mM de imidazol. EI
eluato de la columna de niquel se desalé en una columna fina
G-25 de Quick Spin Protein Sephadex (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN) siguiendo el protocolo del fabricante. La
proteina eluada estuvo en amortiguador que consiste de: 20 mM
de Tris pH 7.8, 50 mM de NaCl y 5 mM de BME. La pureza del

extracto de proteina se evaluo por analisis de SDS-PAGE. La
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concentracion de la proteina se determindé por ensayo Bradford
usando reactivo de tinte de Ensayo de Proteina Bio-Rad
(Biorad, Hercules, CA, cat no 500-0006) .

La proteina purificada para las cinco proteinas disefiadas por
ingenieria se analiz6o usando el ensayo de enzima descrito en
este Ejemplo 1, pero con cuatro diferentes herbicidas de AOPP
como sustratos: quizalofop-P, haloxifop, Tfenoxaprop, VY
fluazifop. Se generaron curvas estandares usando 2,4-
diclorofenol (2,4-DCP), el cual se us6 para producir una
curva estandar de fenol general. La cantidad de fenol
generado en el ensayo por Qlas proteinas disefadas por
ingenieria se calculé con base en esta curva estandar. Los
controles fueron enzima de tipo silvestre purificada, sin
enzima y sin sustrato. Las mediciones de cinéticas de la
enzima de las cinco proteinas disefladas por ingenieria se
hicieron usando 0, 20, 40, 80, 160, 320, 640, o 1280 pM de
herbicidas quizalofop-P, haloxifop, fenoxaprop, o fluazifop.
La Tabla 3 muestra los Km y Vmax (expresados como valores
relativos) medidos para las cinco proteinas con los cuatro
sustratos de herbicida AOPP. Las caracteristicas de la
proteina de estas cinco proteinas disefladas por ingenieria
con cada uno de los cuatro herbicidas de AOPP como sustratos
demostro que la actividad enzimatica, es decir Km y Vmax, de
las proteinas disefiadas por ingenieria podria ser alterada

significantemente a través de la ingenieria de proteinas.
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Tabla 3
Quizalofop-P Haloxifop Fenoxaprop Fluazifop
Km Km Km Km
(uM) | Vméax | (uM) | Vmaéx (uM) Vméx | (uM) | Vmax

MON-HT51 570 120 250 48 870 180 4.0 12
MON-HT52 420 39 280 45 490 420 14 43
MON-HT53 690 95 290 64 1100 640 1.0 40
MON-HT54 560 32 380 40 2100 630 ND ND
MON-HT55 250 320 450 190 200 450 50 320

Ejemplo 2: Expresion de Proteinas Disefiadas por Ingenieria en
Maiz

Se construyeron vectores de transformacion de planta que
comprende cada uno una molécula de ADN recombinante que
codifica una de las tres proteinas disefiadas por ingenieria
con la secuencia codificante de proteina optimizada para la
expresion de monocotiledénea, MON-HT51 (SEQ ID NO:3), MON-
HT52 (SEQ ID NO:6), y MON-HT55 (SEQ ID NO:13). Estos vectores
se crearon usando diferentes combinaciones de promotor,
lider, intron, y 3’UTR y con y sin un CTP operablemente
ligado a 1la secuencia codificante de proteina. También
incluido en los vectores esta un segundo casete de ADN que
comprende una secuencia codificante cp4-EPSPS para ser usada
en las plantas transgénicas para tolerancia a glifosato.
Embriones de maiz inmaduro (LH244) se transformaron con estos
vectores usando  Agrobacterium tumifaciens y  métodos

estandares conocidos en la técnica. Las plantulas
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transgénicas RO regeneradas se hicieron crecer en el
invernadero y se rociaron a aproximadamente la etapa de
crecimiento V2-V4 con 0.04 o 0.08 Ib i1aZacre de quizalofop-P
(Assure™ 11, E.l. DuPont), que representa relaciones 0.5X y
1X, respectivamente. Las muestras de hoja se usaron para
identificar plantas transgénicas con una copia unica del
inserto de ADN transgénico (es decir, plantas de evento
unico). Plantas RO que contienen solamente una copia Unica y
pasaron ya sea el ensayo de atomizacidon de quizalofop-P de
0.5X o 1X se autofecundaron para producir la semilla R1. No
se obtuvieron eventos con los constructos que contienen MON-
HT52. Solamente un evento se regenerd a partir del constructo
que contiene MON-HT51 con un CTP y a partir del constructo
que contiene MON-HT51 sin un CTP. Se transformaron dos pares
de vectores que contienen MON-HT55, con cada par siendo
diferente solamente en que contiene un CTP o que no contiene
un CTP.

Plantas R1 que expresan MON-HT55 con y sin un CTP
operablemente ligado se hicieron crecer en el invernadero y
se aplicd herbicida quizalofop-P en la etapa de crecimiento
V2 a una relacién de 0.08 Ib aeZacre (1X). Las plantas se
evaluaron para determinar el dafo once dias después del
tratamiento. Las plantas R1 se segregaron para el rasgo en la
relacién tipica Mendeliana, y los numeros esperados (~25%) de
segregantes nulos (plantas de progenie que no contienen el

rasgo transgénico) se observaron que no sobreviven al
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tratamiento de herbicida. Todas las plantas transgénicas R1
que expresan MON-HT55 con un CTP operablemente ligado, con la
excepcion de aquellas que representan un evento, mostraron
solamente moteado clorotico menor en las hojas mas jovenes
expuestas después de la aplicacion de quizalofop-P. No se
registraron registros de dafio de mads del 5% para estas
plantas después de la aplicacion del herbicida. Las plantas
transgénicas no rociadas también no difieren fenotipicamente
a partir de las plantas de control no rociadas. La Figura 1A
muestra las plantas de control LH244 y plantas transgénicas
que comprenden MON-HT55 (SEQ ID NO:13) 18 dias después de la
aplicacién de quizalofop-P.

Para evaluar el efecto de wusar un CTP para dirigir la
proteina disefiada por ingenieria al cloroplasto de la célula
vegetal, se compararon plantas transgénicas que comprenden un
inserto de transgen con y sin un CTP operablemente ligado a
la secuencia codificante de proteina. Las plantas que
comprenden un CTP operablemente 1ligado a [la secuencia
codificante de proteina mostraron mejor tolerancia a
quizalofop-P comparado con aquellas sin un CTP. En pruebas en
invernadero de R1 descritas en este Ejemplo 2, la mayoria de
las plantas transgéenicas que comprenden un CTP operablemente
ligado a la secuencia codificante de proteina mostraron
completa tolerancia a quizalofop-P. Las plantas que no
comprenden wun CTP operablemente 1ligado a [la secuencia

codificante de proteina mostraron tolerancia a quizalofop-P
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pero con algunos fenotipos de dafio moderado. Estos resultados
demuestran que el uso de un CTP para dirigir la proteina
disefiada por ingenieria al cloroplasto de la célula vegetal
mejora la tolerancia a quizalofop-P a la planta transgénica.
Este hallazgo inesperado se probd nuevamente en ensayos de
campo de eficacia de rasgos con plantas R1 que comprenden ya
sea MON-HT51 con o sin un CTP operablemente ligado a la
secuencia codificante de proteina o MON-HT55 con o sin un CTP
operablemente ligado a la secuencia codificante de proteina.
Estas plantas R1 fueron de copia unica, pero fueron todavia
segregantes. En este ensayo de campo, la semilla se plantd en
el campo y se traté como sigue: 2X (0.16 1b 1ia/acre) de
quizalofop-P en 1la pre-planta, 2X ((0.14 1Ib 1aZacre) de
haloxifop en la etapa de crecimiento V4, después quizalofop-P
2X en la etapa de crecimiento V8. Un porcentaje superior de
plantas que comprende un CTP operablemente ligado a la
secuencia codificante de proteina sobreviven a las
aplicaciones de quizalofop-P y haloxifop y tienen registros
de dano inferior comparado con plantas que no comprenden un
CTP operablemente Iligado a la secuencia codificante de
proteina. Los datos son proporcionados en la Tabla 4. Esto
confirma el hallazgo inesperado de que un CTP operablemente
ligado a la secuencia codificante de proteina confiere
tolerancia superior a la planta a la aplicacion de herbicida

por las proteinas disefadas por ingenieria.
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Tabla 4
Eventos % promedio de
Proteina CTP unicos dafio de herbicida
MON-HT51 No 1 95%
MON-HT51 Si 1 35%
MON-HT55 No 12 49%
MON-HT55 Si 3 25%
MON-HT55 No 2 90%
MON-HT55 Si 7 24%

Se condujeron ensayos en capo para determinar la eficacia del
rasgo endogamico para evaluar la tolerancia a los herbicidas
de AOPP vy la sensibilidad a los herbicidas de
ciclohexandionas (CHD) en un antecedente endogamico. Las
plantas endogamicas R2 se generaron por autofecundacion de
una planta R1 transgénica homocigota y se recolectdé la
semilla. Las plantas endogamicas R2 que contienen MON-HT55
con o sin un CTP o MON-HT51 con un CTP, se evaluaron en dos
ubicaciones de campo. El tratamiento de herbicida fue
quizalofop-P 2X a 0.16 Ib 1aZacre aplicado PRE (después de la
plantacién pero antes de [la emergencia) seguido por
quizalofop-P a 0.16 1Ib 1a/acre aplicado a una etapa de
crecimiento V4 seguido por quizalofop-P a 0.16 Ib 1i1a/acre
aplicado a una etapa de crecimiento V8. Las parcelas se
evaluaron para dafio al cultivo 7-10 dias después de Ila
aplicacion del herbicida en una escala de 0-100 con cero

siendo sin dafo y 100 siendo muerte completa del cultivo.
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Todos los datos se sometieron a analisis de varianza y los
medios se separaron en LSD (0.05). La mayoria de las plantas
R1 endogamicas no mostraron dafo, confirmando que tanto MON-
HT55 como MON-HT51, con o sin un CTP, confieren tolerancia al
quizalofop-P en maiz. Para probar la sensibilidad a
herbicidas de CHD, 1o cual es deseable para uso en control
voluntario, las plantas se trataron con una relacion 1X de
cletodim (0.25 Ib 1aZacre) en la etapa de crecimiento V8. EI
control voluntario usando una relacion 1X de cletodim fue
100% efectivo para todas las plantas transgénicas probadas.
Se condujeron ensayos de campo para determinar el rasgo
hibrido para evaluar la tolerancia a los herbicidas de AOPP y
sensibilidad a los herbicidas de ciclohexandionas (CHD) en un
antecedente hibrido. Las plantas hibridas F1 se produjeron
cruzando una planta endogamica R1 con wuna planta no
transgénica y recolectando 1la semilla. Las plantas F1
resultantes que contienen MON-HT55 (SEQ ID NO:13) con o0 sin
un CTP o MON-HT51 (SEQ ID NO:3) sin un CTP se evaluaron en
seis ubicaciones de campo. Se condujeron ensayos de campo
para determinar la eficacia del rasgo hibrido en seis
ubicaciones bajo un intervalo de condiciones ambientales, que
incluyen alto calor y condiciones de sequia durante la
estacion de campo. Esto permite a la proteina disefiada por
ingenieria ser evaluada en maiz bajo condiciones de alta
temperatura y estrés de agua. Los datos son proporcionados en

la Tabla 5. El dafo inicial a partir de aplicaciones 2X de
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quizalofop-P fue superior que el deseado (>10% dafio) a 7-10
dias después de 1la aplicacion. Las plantas eventualmente
crecieron de la mayoria dafadas, con en general menos dafio a
partir de la aplicacion de la etapa de crecimiento V8 como se
compara con la aplicacién en etapa de crecimiento V4. El dafo
excesivo también se observdo cuando se aplicé quizalofop-P muy

tempranamente (por ejemplo, en la etapa de crecimiento VE-

V2).
Tabla 5
% de dafio % de dafio
Eventos Unicos después del después del
Proteina CTP evaluados rocio V4 rocio V8
MON-HT51 Si 4 51.8 33.3
MON-HT55 No 9 46.8 78.8
MON-HT55 Si 17 42.6 -48.3 14.2-38.8

El hallazgo de que las plantas hibridas que expresan las
proteinas disefadas por ingenieria MON-HT55 o MON-HT51 fueron
sensibles a la aplicacion de quizalofop-P cuando crecen en
condiciones de campo de alta temperatura, se confirmé usando
un ensayo a base de planta. El ensayo a base de planta se
designd para probar la tolerancia a quizalofop-P de hibridos
F1 en la camara de crecimiento previo a las pruebas de campo.
El ensayo se desarrollé usando hibridos F1 de plantas que
contienen eventos de maiz NK603 (Patente Estadounidense No.

8,273,959) x MON89034 (Patente Estadounidense No. 8,581,047)
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e hibridos F1 de plantas que contienen MON-HT55 x MON89034.
La semilla de hibrido Fl1 se germin0 en una camara de
crecimiento por 1 semana y después se movido a una de las tres

camaras de crecimiento diferentes para aclimatarse por dos
dias a temperaturas del dia/noche de 20°C/20°C, 28°C/20°C, y

38°C/30°C previo a la aplicacion de 2X (0.16 Ib iaZacre) de
quizalofop-P. Como se esperaba, las plantas que no contienen
MON-HT55 a todos 1los vregimenes de temperatura fueron
severamente dafadas por Hla aplicacion de quizalofop-P 2X
(Figura 1B). Las plantas transgénicas que contienen MON-HT55
mostraron buena tolerancia a la aplicacion de quizalofop-P 2X
cuando se aclimataron a temperaturas de dia/noche de 20°C/20°C

0 28°C/20°C, pero mostraron sensibilidad significante cuando

se aclimataron a temperaturas de dia/noche de 38°C/30°C
(Figura 1C). Esto confirm6 que el ensayo a base de planta
podria ser usado para seleccionar proteinas en plantas en la
camara de crecimiento para actividad sensible a la
temperatura.

Los datos demuestran que las proteinas disefadas por
ingenieria podrian ser expresadas en plantas transgénicas
para conferir tolerancia al herbicida y que las plantas
transgénicas no rociadas no difieren fenotipicamente a partir
de las plantas de control no rociadas. Los datos también
confirman que la expresion de las proteinas disefiadas por

ingenieria en plantas permite el uso de herbicidas de CHD
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para el control voluntario. |Inesperadamente, los datos
mostraron que el uso de un CTP para dirigir el cloroplasto de
la proteina diseflada por 1ingenieria mejora el rasgo de
tolerancia al herbicida y que la tolerancia al herbicida
proporcionada por las proteinas disefiadas por ingenieria fue
sensible a la temperatura, disminuyendo bajo condiciones de
alta temperatura.

Ejemplo 3: Optimizacion de Proteinas Disefladas por Ingenieria
El hallazgo de que los eventos hibridos que expresan las
proteinas disefadas por ingenieria MON-HT55 o MON-HT51 fueron
sensibles a la aplicacion de quizalofop-P cuando se hacen
crecer en condiciones de campo de alta temperatura, fue
sorprendente y proporciond una caracteristica de proteina
adicional capaz de ser alterada a través de la ingenieria de
proteina. Se desarrollaron una nueva serie de ensayos
enzimaticos in vitro y una actividad enzimitica a base de
planta para probar proteinas para sensibilidad a altas
temperaturas.

Para crear proteinas disefadas por ingenieria optimizadas por
actividad en temperaturas superiores, el analisis de porcidn
de proteina usado en las primeras dos rondas de ingenieria de
proteina se combind con los datos de la estructura cristalina
para varias de las proteinas disefladas por ingenieria. Esto
se usO para informar rondas adicionales de mutagénesis,
realizadas como se describe previamente, y aproximadamente

1400 proteinas disefadas por ingenieria adicionales fueron de
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este modo (generadas. Estas se combinaron con las
aproximadamente 1200 proteinas disefadas por ingenieria
descritas en el Ejemplo 1 para un total de aproximadamente
2600 proteinas disefiadas por ingenieria para seleccion con el
nuevo ensayo de sensibilidad a la temperatura para
identificar proteinas optimizadas para determinar la
actividad en temperaturas superiores.

Para analizar estas proteinas disefiadas por ingenieria por
actividad en temperaturas superiores, el ensayo enzimatico iIn
vitro en el Ejemplo 1 se modificé para especificad de pre-
calentamiento de todos los componentes del ensayo a la
temperatura deseada por 5 minutos antes de combinar |los
componentes y después mantener la reaccion a la temperatura
deseada por la duracion de la reaccion. Para normalizar las
mediciones de ensayo, se usO quizalofop-P como el sustrato
para la reaccion y la actividad enzimatica se normalizé con
base en las lecturas a 25°C. Usando estos parametros, se
calculo la temperatura a la cual la actividad enzimatica fue
la mitad de la maxima (Ti2). La Ti2 para MON-HT55 se calculd
por ser 29°C, y la Tis2 para RdpA de tipo silvestre se calculo
para ser 38°C (Figura 2A).

Debido al gran numero de variantes a probar, se us6 un
proceso de seleccion de nivel cinco. La Tabla 6 muestra el

numero aproximado de variantes probadas en las diferentes

selecciones.
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Tabla 6
Proteinas disefiadas por ingenieria probadas
Primera seleccidn ~2600
Segunda seleccion ~1250
Tercera seleccion 94
Cuarta seleccién 47
Quinta seleccion 11

La primera seleccidon se realizd con aproximadamente 2600
proteinas disefiadas por ingenieria y se usd el sistema de
ensayo enzimatico y de proteina de expresion bacteriana de
alto rendimiento con Qlisados bacterianos crudos como se

describe en el Ejemplo 1 pero modificado para ser conducido a
las temperaturas deseadas de 25°C y 40°C con el desarrollo de

color post-apagado hecho a 25°C. De esta seleccion,
aproximadamente 1250 proteinas disefiadas por ingenieria
fueron seleccionadas y avanzadas. La segunda seleccidon fue
similar, pero incluye muestras a través de la normalizacion
de la proteina. De esta seleccidon, 94 proteinas disefiadas por
ingenieria se seleccionaron y avanzaron. La tercera seleccion
usé6 la proteina purificada con el ensayo enzimatico de
degradacion de herbicida como se describe en el Ejemplo 1,

pero modificado para ser conducido a Qlas temperaturas
deseadas de 25°C y 40°C con el desarrollo de color post-

apagado hecho a 25°C. De esta seleccion, 47 proteinas

disefiadas por ingenieria se seleccionaron y avanzaron. La
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cuarta seleccion se hizo usando proteina purificada, las
concentraciones de proteina se normalizaron, y la seleccidn
incluyoé quizalofop-P y (para una subserie de las variantes de
proteina) 2,4-D como sustratos con ensayos de punto final
hechos a 23°C y 40°C. A partir de esta selecciodon, treinta
proteinas disefladas por 1ingenieria se seleccionaron vy
avanzaron.

Para la quinta seleccién, la proteina recombinante para cada
una de las once proteinas disefadas por iIngenieria se produjo
y purificé para un analisis bioquimico en profundidad. Este
analisis bioquimico incluye: (1) analisis de cinética (Vmax y
Km), (2) ensayos de actividad sobre un 1intervalo de
temperaturas, (3) analisis de fusiéon de proteina, (4)
actividad en sustratos herbicidas de AOPP adicionales, y (5)
analisis de espectrometria de masas en péptidos para
confirmar la identidad. Los analisis bioquimicos también se
hicieron con la proteina de tipo silvestre recombinante
purificada y proteina MON-HT55 por comparaciéon. Para el
analisis de cinética, se condujo un ensayo de punto final a
23°C con ya sea quizalofop-P o 2,4-D como sustrato. Las
proteinas recombinantes para estos ensayos se produjeron en
bacterias y se purificaron usando wuna etiqueta 6-His
fusionada al extremo C-terminal de 1la proteina. Los
resultados de los analisis cinéticos con ya sea quizalofop-P

0 2,4-D como sustrato son representados para diez de las
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proteinas disefladas por ingenieria, proteina de tipo
silvestre, y proteina MON-HT55 en Qla Tabla 7 (el error
estandar se muestra en paréntesis). ElI Vmax se expresa como
actividad especifica, enzima-1 mg de producto de herbicida
umol; Km se expresa como mM de sustrato herbicida. NDB indica
que la actividad enzimatica puede ser evidente a
concentraciones superiores de herbicida, pero la actividad
bajo las concentraciones probadas no fue bastante fuerte para
proporcionar la caracterizacién cinética apropiada. Para MON-
HT55, bajos niveles de actividad (Vmax) con 2,4-D como el
sustrato resultaron en baja confianza en el valor reportado.
MON-HT7 tiene un Vmax con quizalofop-P que es aproximadamente
40% mayor que la enzima de tipo silvestre y un Vmax para 2,4-
D que es solamente aproximadamente la mitad de aquel de la
enzima de tipo silvestre. MON-HT1 tiene un Vmax para
quizalofop-P que es aproximadamente la mitad de aquel de la
enzima de tipo silvestre y un Vmax para 2,4-D que es 9.5-
veces superior que aquel de la enzima de tipo silvestre. La
diferenciacion de las cinéticas de proteina para MON-HT1 vy
MON-HT7 fueron sorprendentes debido a que existen solamente
cuatro diferencias de aminoacido entre MON-HT1 y MON-HT7.
Especificamente, MON-HT1l tiene los siguientes aminoacidos en
la posicion indicada: 182; F105; T112; y V273, y MON-HT7
tienen los siguientes aminoacidos en la posicion indicada:

L82; V105; S112; y A273.
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Tabla 7

Vmax Km Vmax Km

Proteina Quizalofop Quizalofop 2,4-D 2,4-D
0.44 0.32 0.03 0.69

MON-HT55 (SEQ ID NO:11) (-0.04) (-0.07) (-0.02) (-0.66)
0.76 0.17 0.95

MON-HT1 (SEQ ID NO:14) (-0.04) (-0.03) (-0.03) 0.03 (0.00)
141 0.41 0.23 0.04

MON-HT2 (SEQ ID NO:18) (-0.11) (-0.06) (-0.01) (-0.01)
0.77 0.38 0.10 0.27

MON-HT3 (SEQ ID NO:22) (-0.04) (-0.05) (-0.01) (-0.06)
0.30 0.24

MON-HT4 (SEQ ID NO:25) (-0.02) (-0.05) NDB NDB
0.57 0.17

MON-HT5 (SEQ ID NO:28) (-0.03) (-0.03) NDB NDB
0.39 0.10

MON-HT6 (SEQ ID NO:31) (-0.03) (-0.03) NDB NDB
1.94 0.33 0.04 0.06

MON-HT7 (SEQ ID NO:34) (-0.12) (-0.05) (-0.01) (-0.04)
0.46 0.11 0.11 0.14

MON-HT8 (SEQ ID NO:37) (-0.02) (-0.02) (-0.01) (-0.05)
0.53 0.10

MON-HT9 (SEQ ID NO:40) (-0.02) (-0.01) NDB NDB
0.78 0.13

MON-HT10 (SEQ ID NO:43) (-0.05) (-0.03) NDB NDB
1.38 0.27 0.10 0.03

RdpA de tipo silvestre (-0.06) (-0.03) (-0.01) (-0.01)

La actividad enzimatica sobre un intervalo de temperaturas se
analizé en profundidad para MON-HT1, MON-HT2, MON-HT7, y MON-
HT8. Estos como se describe

ensayos se condujeron

anteriormente. Se us6 Quizalofop-P o 2,4-D como el sustrato

para estas reacciones y la actividad se normalizé con base en

la actividad de la enzima de tipo silvestre a 25°C. Las
curvas de actividad obtenidas son representadas en la Figura
2B (con quizalofop-P como el sustrato) y Figura 2C (con 2,4-D

como el sustrato). Usando quizalofop-P como el sustrato, MON-
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HT55 fue el mas sensible a la temperatura, con una Tis2 de
29°C. La enzima de tipo silvestre tiene una Ti/2 de 38°C. MON-
HT1 y MON-HT8 fueron menos sensibles a la temperatura que la
enzima de tipo silvestre con una Ti2 de 42°C y 41°C,

respectivamente, en tales temperaturas la enzima de tipo

silvestre es 90% 1inactiva. MON-HT2 y MON-HT7 fueron mucho

menos sensibles a la temperatura con una Ti/2 de 46°C y 47°C,
respectivamente, en tales temperaturas la enzima de tipo
silvestre es completamente i1nactiva. Cuando se usa 2,4-D como
el sustrato, la enzima de tipo silvestre tiene una Ti2 de
36°C. MON-HT2, MON-HT7, y MON-HT8 fueron todos ligeramente
mas sensibles a la temperatura con una Ti2 inferior que la
enzima de tipo silvestre. MON-HT1 fue Lligeramente menos
sensible a la temperatura, con una Ti/2 de aproximadamente 1°C
superior que la enzima de tipo silvestre.

También se condujo un analisis de fusion de proteina. Para
las determinaciones de fusion de proteina, la enzima
purificada se agregdé a placas microtituladoras de 96 pocillos
en amortiguador de almacenamiento estandar (30 mM de Tris
pH7.5, 150 mM de NaCl) con o sin 50 uMde Fe2+ y 1.0 mM de
akKG. El despliegue de la proteina entonces se detectd con
tefido de gel de proteina anaranjado SYPRO® (Invitrogen™
catadlogo #S6651, Life Technologies, Grand Isla, NY) en una

maquina de PCR en tiempo real BioRad CFX96" (BioRad,

Hercules, CA) con lecturas tomadas entre 10°C a 95°C en etapas
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a 0.5°C. La Ti2 (aqui, las temperaturas donde 50% de Ila
proteina es desplegada) se muestra en la Tabla 8. La enzima
de tipo silvestre muestra estabilizacidon con 50 uM de Fe2+ y
1.0 mM de aKG. Por el contrario, 50 uM de Fe2+ y 1.0 mM de
akKG tienen poco efecto en la estabilidad de cualquiera de las
proteinas disefiadas por ingenieria. MON-HT55, MON-HT3, MON-
HT4, MON-HT6, y MON-HT10 tienen temperaturas de fusion en el
intervalo de 41°C a 48°C, lo cual estd por debajo de la
temperatura de fusidon de la enzima de tipo silvestre. MON-
HT1, MON-HT2, MON-HT5, MON-HT7, MON-HT8, y MON-HT9 tienen
temperaturas de fusion entre 58°C y 67°C, las cuales son 8°C a
17°C superiores que la enzima de tipo silvestre. Para MON-HT7

y MON-HT1, la diferencia en el punto de fusion fue 11°C en

amortiguador sin Fe2+ y akKG y 8°C en amortiguador con Fe2+ y
aKG. Esto fue sorprendente puesto que hubieron solamente
cuatro diferentes diferencias de aminoacido entre las dos
enzimas. Estos datos en el punto de fusion de las enzimas
confirma que las proteinas disefadas por ingenieria han sido
optimizadas para la estabilidad de la proteina a temperaturas
superiores. Estos datos también igualan los resultados del
ensayo de actividad enzimatica para las proteinas conducidas

a diferentes temperaturas.
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Tabla 8
Proteina Amortiguador Amortiguador mas Fe2+y aKG
MON-HT55 (SEQ ID NO:11) 41°C 41°C
MON-HT1 (SEQ ID NO:14) 56°C 59°C
MON-HT2 (SEQ ID NO:18) 55°C 58°C
MON-HT3 (SEQ ID NO:22) 46°C 48°C
MON-HT4 (SEQ ID NO:25) 43°C 44°C
MON-HTS5 (SEQ 1D NO:28) 60°C 61°C
MON-HT®6 (SEQ ID NO:31) 44°C 44°C
MON-HT7 (SEQ ID NO:34) 67°C 67°C
MON-HT8 (SEQ ID NO:37) 61°C 61°C
MON-HT9 (SEQ ID NO:40) 61°C 60°C
MON-HT10 (SEQ ID NO:43) 44°C 44°C
RdpA de tipo silvestre 42°C 50°C

La actividad enzimatica de variantes de proteina MON-HT con
haloxifop, fenoxaprop, fluazifop, y diclorprop como sustratos
se determindé wusando el ensayo de actividad enzimatica
conducido a 23°C con la enzima purificada. La actividad se
registro como la actividad maxima como un porcentaje de la
enzima de actividad de tipo silvestre, la cual se ajusté a
100%. Los datos son proporcionados en la Tabla 9. MON-HT55,
MON-HT3, MON-HT4, MON-HT5, y MON-HT9 tienen actividades

maximas para todos los cuatros sustratos inferiores que, O
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iguales a, la actividad méaxima de la enzima de tipo silvestre
con el mismo sustrato. Con haloxifop como el sustrato MON-
HT1, MON-HT2, MON-HT7, y MON-HT10 tienen una actividad maxima
que fue mayor que aquella de la enzima de tipo silvestre. Con
fenoxaprop como el sustrato MON-HT1, MON-HT2, MON-HT6, MON-
HT7, MON-HT8, y MON-HT10 tienen una actividad maxima que fue
mayor que aquella de 1la enzima de tipo silvestre. Con
fluazifop como el sustrato MON-HT2 y MON-HT7 tienen una
actividad maxima que fue mayor que aquella de la enzima de
tipo silvestre. Con diclorprop como el sustrato MON-HT1, MON-
HT7, y MON-HT8 tiene una actividad maxima que fue mayor que

aquella de la enzima de tipo silvestre.

Tabla 9
Proteina Haloxifop Fenoxaprop Fluazifop Diclorprop
MON-HT55 (SEQ ID NO:11) 58 34 38 31
MON-HTL1 (SEQ ID NO:14) 134 175 67 175
MON-HT2 (SEQ ID NO:18) 142 121 124 92
MON-HT3 (SEQ ID NO:22) 67 83 60 100
MON-HT4 (SEQ ID NO:25) 49 53 52 39
MON-HT5 (SEQ ID NO:28) 100 92 46 36
MON-HT®6 (SEQ ID NO:31) 75 333 47 37
MON-HT7 (SEQ ID NO:34) 193 210 161 210
MON-HT8 (SEQ ID NO:37) 99 106 50 106
MON-HT9 (SEQ ID NO:40) 91 67 41 19
MON-HT10 (SEQ ID NO:43) 124 233 48 29
RdpA de tipo silvestre 100 100 100 100

Las identidades enzimaticas se confirmaron usando

espectroscopia de masas. Para este analisis, la proteina
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purificada se separ6é en un gel PAGE y se tiiné. Las bandas
tefitdas fueron entonces cortadas, destefitdas y digeridas con
tripsina usando protocolos estandares. Las preparaciones de
proteina digeridas con tripsina se separaron en un Sistema
Dionox UltiMat® 3000 RSLCnhano LC (Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA) usando wuna columna de Guarda Thermo
Scientific™ AQUASIL™ C-18 Javelin™ bajo condiciones
estandares e inyectd para analisis de MS-MS wusando un
Espectrometro de Masas Quadrupole-Orbitrap Hibrido Thermo
Scientific™ Q Exactive™ (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA).

Para optimizar proteinas para actividad iIncrementada en la
presencia de herbicidas de fenoxiacido, se realizd ingenieria
computacional de proteina en la estructura cristalina para
varias de las proteinas disefadas por ingenieria. Esto se uso
para informar rondas adicionales de mutagénesis, realizada
como se describe previamente pero usando la secuencia
bacteriana, SEQ ID NO:15, que codifica la secuencia de
proteina MON-HT1 (SEQ ID NO:14) como la secuencia de partida.
Aproximadamente 472 proteinas disefiadas por ingenieria
adicionales se generaron. Estas se combinaron con las
aproximadamente 2600 proteinas disefladas por ingenieria
descritas en el Ejemplo 1 y Tabla 6 para un total de
aproximadamente 3072 proteinas disefadas por ingenieria para
identificar proteinas optimizadas para activad en la
presencia de 2,4-D. La primera seleccion de las nuevas

variantes fue la expresion de la proteina bacteriana de alto
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rendimiento (HTP) y sistema de ensayo enzimatico con lisados
bacterianos crudos como se describe en el Ejemplo 1, pero

modificado para ser conducido a las temperaturas deseadas de
25°C y 40°C con el desarrollo de color post-apagado hecho a

25°C. Después de esta seleccion de HTP, aproximadamente 34
proteinas disefladas por iIngenieria se seleccionaron vy
avanzaron en seleccién con normalizacién de la proteina a
través de todas las muestras. A partir de esta seleccion, 12
proteinas disefladas por 1ingenieria se seleccionaron vy
avanzaron para seleccidn con proteina purificada ensayada con
el ensayo enzimatico de degradacién de herbicida como se
describe en el Ejemplo 1. La estabilidad de calor de Ila
enzima se ensay® con ensayos de fusidon de proteina limitada.
A partir de esta seleccidon, 7 proteinas disefadas por
ingenieria se seleccionaron y avanzaron para la prueba de la
planta. Tres variantes de enzima se seleccionaron para la
caracterizacion detallada usando proteina purificada, donde
las concentraciones de proteina fueron normalizadas, y la
seleccion incluye quizalofop-P y 2,4-D como sustratos, asi
como también herbicidas adicionales mostrados en la Tabla 10
y Tabla 12 y caracterizacion de fusidon de la proteina.

Los analisis de cinética usando un ensayo de punto no final
se condujeron a 23°C con ya sea quizalofop-P o 2,4-D como
sustrato, como se detalla anteriormente para la proteina

purificada de la enzima de tipo silvestre, MON-HT1l, MON-HT13,
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MON-HT15, y MON-HT17. Los datos demuestran un mejoramiento
significante e inesperado de la actividad enzimatica de MON-
HT13, MON-HT15, y MON-HT1l7 con relacion a tanto la RdpA de
enzima de tipo silvestre como la enzima MON-HT1 cuando se
prueba con 2,4-D como un sustrato. Especificamente, las tres
variantes mostraron un iIncremento aproximadamente de 2.5 a 3
veces en actividad (Vmax) con relacion a MON-HT1l. La
actividad enzimatica de las variantes MON-HT13, MON-HT15, vy
MON-HT17 con quizalofop como el sustrato fue aproximadamente

similar a la actividad de MON-HT1l. Véase Tabla 10.

Tabla 10
Quizalofop 2,4-D

Proteina Vmax Km Vmax Km
RdpA de tipo silvestre 2.76 (0.11) 0.09 (0.013) 0.25(0.01) | 0.13(0.017)
MON-HT1  (SEQ ID

NO:14) 1.62 (0.05) | 0.12(0.012) | 1.17(0.01) | 0.03(0.002)
MON-HT13 (SEQ ID

NO:47) 1.51 (0.05) | 0.12(0.013) | 3.38(0.05) | 0.08 (0.004)
MON-HT15 (SEQ ID

NO:49) 1.52 (0.06) | 0.12(0.017) | 3.53(0.04) | 0.07 (0.004)
MON-HT17 (SEQ ID

NO:51) 1.53(0.05) | 0.14(0.014) | 2.91(0.04) | 0.07 (0.004)

Un analisis de fusion de proteina se condujo como se detalla
anteriormente. Las temperaturas de fusion de MON-HT13, MON-
HT15, y MON-HT17 fueron similares a la temperatura de fusiodn
de MON-HT1 con Tis2 en amortiguador en el intervalo de 55-

58°C, y con Tir2 en amortiguador mas Fe2+ y aKG en el
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intervalo de 60-62°C. Estos datos indican que las variantes
MON-HT13, MON-HT15, y MON-HT17 tienen una estabilidad de
calor de enzima similar comparado con MON-HT1l. Estos datos en
el punto de fusion de las variantes enzimaticas confirman que
las proteinas disefadas por ingenieria han sido optimizadas
para estabilidad de la proteina a temperaturas superiores.

Véase Tabla 11.

Tabla 11
Temp. de fusién °C
Amortiguador méas Fe2+y
Proteina Amortiguador aKG
RdpA de tipo silvestre 43 53
MON-HT1 (SEQ ID NO:14) 58 62
MON-HT13 (SEQ ID NO:47) 57 62
MON-HT15 (SEQ ID NO:49) 55 60
MON-HT17 (SEQ ID NO:51) 57 61

La actividad enzimatica de las variantes de
proteina MON-HT con triclopir, fluroxipir, MCPA, MCPB,
mecoprop, como sustrato se determind usando el ensayo de
actividad enzimatica conducido a 23°C <con la enzima
purificada. La actividad se registro como la actividad maxima
como un porcentaje de la RdpA de actividad de la enzima de
tipo silvestre, la cual se ajustdé a 100%. Los datos son
proporcionados en la Tabla 12. Para cada una de las proteinas
ensayadas (MON-HT1, MON-HT13, MON-HT15, y MON-HT17) con los

herbicidas triclopir y fluroxipir como el sustrato, hubo
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actividad detectable, especialmente en las variantes
disefladas por 1ingenieria, pero Qla actividad no fue lo
suficientemente robusta para cuantificacion. No hubo
actividad detectable para cada una de las proteinas ensayadas
(MON-HT1, MON-HT13, MON-HT15, y MON-HT17) con el herbicida
MCPB como el sustrato. La actividad enzimatica con mecoprop
como un sustrato se redujo para cada una de las variantes
MON-HT1, MON-HT13, MON-HT15, y MON-HT17 comparado con la RdpA
de enzima de tipo silvestre. Un resultado i1nesperado fue que
la actividad enzimatica con MCPA como un sustrato fue
aproximadamente 6 veces mayor para MON-HT1l, y aproximadamente
10-veces mayor para MON-HT13, MON-HT15, y MON-HT17 comparado

con la RdpA de enzima de tipo silvestre. Véase Tabla 12.

Tabla 12
Mecoprop MCPA
Proteina Vmax Km Vmax Km
RdpA de tipo silvestre 100 100 100 100
MON-HT1 (SEQ ID NO:14) 63 142 600 21
MON-HT13 (SEQ ID NO:47) 37 92 1800 68
MON-HT15 (SEQ ID NO:49) 25 57 1300 59
MON-HT17 (SEQ ID NO:51) 27 65 1400 62

Ejemplo 4: Expresion de Proteinas Disefladas por Ingenieria
Optimizadas en Maiz

Se seleccionaron diez proteinas unicas disefadas
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por ingenieria optimizadas por actividad a temperaturas
superiores para transformacion de maiz y analisis en plantas.
Se produjeron constructos de ADN para expresar estas
proteinas disefladas por iIngenieria con empleo de coddn
optimizado para Qla expresion de monocotileddoneas usando
métodos conocidos por aquellos expertos en la técnica.
Potenciadores, promotores, lideres, intrones, CTPs, y 3”UTRs
se probaron en varias combinaciones con las proteinas
disefladas por ingenieria en estos constructos de ADN. Los
constructos de ADNs se usaron para transformar embriones de
maiz inmaduros (LH244) con estos vectores usando
Agrobacterium tumifaciens y métodos estandares conocidos en
la técnica. Se hicieron crecer plantulas transgénicas RO
regeneradas en el invernadero.

Se seleccionaron plantas de maiz RO transgénicas
por la aplicacién de quizalofop-P (2X) mas 2,4-D (2X) de 7 a
10 dias después del transplante en cufas (en general que
corresponde a la etapa de crecimiento V3-V4). Todos Ilos
constructos probados producen plantas que contienen eventos
unicos que pasan la selecciéon RO. Las plantas RO fueron
autofecundadas para generar semillas homocigotas R1 y el R10
también se us6 como el macho para la cruza con plantas
endogamicas que contienen evento de maiz MON89034 para
generar semilla hibrida Fl1 segregante para los ensayos de
eficacia en campo

Se condujo un ensayo de eficacia en campo con
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plantas hibridas F1 segregantes, con 50% homocigotas y 50%
nulas para el transgen. La tolerancia a quizalofop-P (2X) mas
2,4-D (2X) se evalud usando dos regimenes de aplicacion de
herbicida: (1) quizalofop-P (Assure 11) a 0.16 Ib iaZacre
(2X) mas 0.25% de v/v de tensoactivo no i6nico (NIS) aplicado
a una etapa de crecimiento VE-V2 seguido por el mismo en la
etapa de crecimiento V4 seguido por la misma en la etapa de
crecimiento V8 y (2) 2,4-D amina a 2 Ib ae/Zacre (2X) mas
quizalofop-P a 0.04 Ib 1aZacre (0.5X) mas 0.25% de v/v de NIS
aplicado a una etapa de crecimiento VE-V2 seguido por 2,4-D
amina a 2 Ib aeZacre (2X) amina a 0.25% de v/v de NIS
aplicado a una etapa de crecimiento V4 seguida por la misma
en la etapa de crecimiento V8. ElI 50% de las plantas que
fueron nulas para el transgen fueron removidas por la primera
aplicacion de quizalofop-P en la etapa de crecimiento VE-V2.
Las parcelas fueron visualmente clasificadas 10-14 dias
después de la aplicacién para determinar dafio al cultivo en
una escala de 0 a 100 con “0” siendo ninguno y “100” siendo
completa destruccion del cultivo. La Tabla 13 muestra la
clasificacion de dafio promedio en etapas de crecimiento V4 vy
V8 para ambos regimenes de rocio. Las clasificaciones de dafio
de <10% fueron consideradas muy buena tolerancia y las
clasificaciones de dafio de <20% fueron consideradas buenas
para tolerancia favorable. El porcentaje de clasificacion de
dafio con la aplicacion 2X de 2,4-D en la etapa de crecimiento

V8 varid desde uno alto de 40% a uno bajo de 0. De manera
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similar, el porcentaje de clasificacion de dafio con la
aplicaciéon 2X de quizalofop-P en la etapa de crecimiento V8
vario desde un alto de 90% hasta uno bajo de 0. La variacion
en la clasificacion de dafo entre las plantas que expresan la
misma proteina es probablemente debido a las variaciones en
ubicacion de insercion del

el disefio del constructo o

transgen. Estos datos confirman que las plantas que expresan
las proteinas disefiadas por ingenieria presentan tolerancia a

la aplicacion del herbicida 2,4-D y quizalofop a la relacion

de 2X.
Tabla 13
%deDafode | %deDafiode . .
i %deDafiode | %deDaflode

Proteina CTP V4 V8 V424D V824D

Quizalofop Quizalofop
MON-HT1 | A 8.33 8.33 75 5.83
MON-HT1 | Ninguno 7.14 7.86 12.86 10.71
MON-HT1 | B 75 8.75 10 10
MON-HT1 | C 0.45 0.91 14.09 11.36
MON-HT2 | A 0 0 20 34.17
MON-HT2 | Ninguno 0 0 20 33.75
MON-HT2 | B 11.67 11.67 10.56 13.33
MON-HT2 | C 14.33 14.33 12 12
MON-HT3 | A 1.6 0.5 21.7 9.2
MON-HT4 | A 6.1 0 22.3 12.3
MON-HT5 | A 6.8 1.7 27.2 174
MON-HT6 | A 8 1.7 27 12.7
MON-HT7 | A 31.2 5 21.6 16.6
MON-HT8 | A 1.25 1.25 10 10
MON-HT8 | Ninguno 85 90 0 0
MON-HT8 | B 9.17 8.33 125 11.67
MON-HT8 | C 30 32.5 20 21.25
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MON-HT9 | A 5 5 20 40
MON-HT10 | A 0 0 28 38.33
MON-HT3 +| A

. 6.67 5.56 20.56 18.89
MON-HT1 Ninguno
MON-HT4 +| A

. 11.25 11.88 9.38 4.38
MON-HT8 Ninguno

Se usO6 un ensayo de actividad enzimatica en base a planta

para sensibilidad al calor para determinar el efecto de
temperaturas elevadas en el crecimiento en la tolerancia al
herbicida de plantas transgénicas que contienen las proteinas
disefliadas por ingenieria

optimizadas. Para probar la

tolerancia a quizalofop-P a temperaturas elevadas de

crecimiento, se hizo crecer semilla de maiz hibrido F1
(producido por cruzamiento de una planta homocigota R1 que
expresa una de las proteinas MON-HT con un maiz endogamico de
la prueba MON89034) en una camara de crecimiento por 10 dias
a una temperatura de dia de 28°C y una temperatura de noche
de 20°C con 50% de humedad. Después de 10 dias, las plantas
se trasladaron para aclimatarse por 3 dias a uno de los tres
diferentes regimenes de temperatura de dia y noche: (1) tanto
temperaturas de dia como de noche establecida a 20°C; (2)
temperatura de dia a 28°C y temperatura de noche a 20°C; o
(3) temperatura de dia a 38°C y temperatura de noche a 30°C.
Al final del periodo de aclimatacion, las plantas estan
generalmente en la etapa de crecimiento V4 y se rociaron con
tratamiento, las

quizalofop-P 2X. Diez dias después del

plantas se registraron para dafo en una escala de
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clasificaciéon de 1 a 5 en donde “0” no es una dafio visible
observada, “1” es moteado clordtico, “2” es rayas clordticas,
“3” existen huecos o rasgadura de hoja, “4” son plantas con
crecimiento atrofiado y/o hojas torcidas, y “5” son plantas
muertas O no se observa crecimiento. Los resultados
presentados en la Figura 4. Las plantas de maiz hibridas F1
que expresan MON-HT55 mostraron buena tolerancia
(clasificaciones de lesiones de alrededor de 2) a Ilos
tratamientos por rocio cuando las temperaturas dia/noche son
20°C/20°C (Figura 4A) o 28°C/20°C (Figura 4B) en relacion a
las plantas de control del hibrido F1 (maiz de pruebas NK603
X MON89034)(clasificacion de dafio de 5). Cuando las
temperaturas dia/noche son 38°C/30°C, las plantas de control
del hibrido F1 tienen una clasificacion de dafio de 5, las
plantas hibridas F1 que expresan MON-HT55 tienen una
clasificacion de dafio promedio de 3, y las plantas hibridas
F1 que expresan MON-HT1, MON-HT2, MON-HT3, MON-HT4 o MON-HT7
tienen <clasificacién de dafio de < 1 (Figura 4C). Las
proteinas disefiadas por ingenieria optimizadas para actividad
en altas temperaturas proporcionan tolerancia a herbicida
AOPP cuando Qlas plantas que expresan estas proteinas
disefiadas por ingenieria se exponen a altas temperaturas.

Para la prueba a la tolerancia de 2,4-D a temperaturas
elevadas de crecimiento, las plantas hibridas Fl1 se
produjeron por cruzamiento de la planta R1 que contiene MON-

HT1, MON-HT2, MON-HT3, MON-HT4, MON-HT7 o MON-HT55 con una
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planta endogdmica que contiene maiz de la prueba MON89034.
Las plantas hibridas F1 se hacen crecer en un invernadero por
una semana a una temperatura minima de 20°C y una temperatura
maxima de 28°C con 50 a 80% de humedad. Después de 1 semana,
las plantas se trasladaron para aclimatarse por tres dias a
uno de los dos diferentes regimenes de temperatura dia/noche:
(1) temperaturas tanto de dia como de noche establecidas a
20°C o (2) temperatura de dia a 28°C y temperatura de noche a
30°C. Al final del periodo de aclimatacion, las plantas estéan
generalmente en una etapa de crecimiento V4 y se rociaron con
3,4-D amina 4X. Diez dias después del tratamiento, las
plantas se registraron para dafio usando una escala de dafio de
O a 100 con “0” siendo sin dafo y “100” siendo una planta
muerta. Cuando las plantas se aclimataron a temperaturas de
dia/noche de 20°C/20°C antes de la aplicacidéon de 2,4-D amina
4X, las plantas F1 que contienen MON-HT1, MON-HT2, MON-HT3,
MON-HT4, MON-HT7 o MON-HT55 tienen promedios de clasificacion
de dafo de <10%, y las plantas de control tienen promedios de
clasificacion de dafo de <20% (Figura 4D). Cuando las plantas
se aclimataron a temperaturas de dia/noche de 38°C/30°C antes
de la aplicacién de 2,4-D amina 4X, las plantas Fl1 que
contienen MON-HT4 o MON-HT7 tienen promedios de clasificacion
de dano de <20%, las plantas F1 que contienen MON-HT1, MON-
HT2 o MON-HT3 tienen promedios de clasificacion de dafo de
<10% (Figura 4E), y las plantas de control y plantas que

contienen MON-HT55, 1las plantas F1 tienen promedios de
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clasificacion de dafio de 50% (Figura 4). Estos resultados
demuestran que las proteinas disefiadas por ingenieria
optimizadas para actividad en altas temperaturas proporcionan
tolerancia al herbicida 2,4-D cuando las plantas que expresan
estas proteinas disefiadas por ingenieria se exponen a altas
temperaturas.

Se condujeron ensayos de campo de eficacia de rasgos por
separado para quizalofop-P y 2,4-D en dos ubicaciones cada
una con plantas transgénicas hibridas F1 producidas por
cruzamiento de una planta endogamica que contiene maiz de la
prueba MON89034 con una planta R1 que contiene MON-HT55 (con
un CTP), MON-HT1 (con o sin un CTP), MON-HT2 (con o sin un
CTP), MON-HT3 (con un CTP), MON-HT4 (con un CTP), MON-HT5
(con un CTP), MON-HT6 (con un CTP), o MON-HT7 (con un CTP).
Se usaron plantas hibridas F1 transgénicas que contienen maiz
de la prueba NK603 X MON89034 para comparacién como un
control.

En el ensayo de campo de la eficacia para tolerancia a
quizalofop-P y sensibilidad a cletodio, se usaron uno de
cuatro tratamientos con herbicida: (1) quizalofop-P (Assure
I11) a 0.32 Ib 1aZacre (4X) mas 0.25% v/v de tensoactivo no
ionico (NIS) aplicado en la etapa de crecimiento VE-V2
seguido por lo mismo en la etapa de crecimiento V4 seguido
por lo mismo en la etapa de crecimiento V8; (2) quizalofop-P
a 0.64 Ib 1aZacre (8X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado en la

etapa de crecimiento VE a V2 seguido por lo mismo en la etapa
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de crecimiento V4 seguido por lo mismo en la etapa de
crecimiento V8; (3) quizalofop-P a 1-28 Ib i1aZacre (16X) mas
0.25% v/v de NIS aplicado en la etapa de crecimiento VE a V2
seguido por lo mismo en la etapa de crecimiento V4 seguido
por 1o mismo en la etapa de crecimiento V8; o (4) cletodim a
0.25 Ib i1aZacre (1X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado en la
etapa de crecimiento V8. Se evaluaron visualmente las
parcelas en los diras 10-14 después de la aplicacion para dafo
del cultivo en una escala de 0 a 100 con “0” siendo ninguna y
“100” siendo la destruccion completa del cultivo. Las tablas
14 y 15 muestran clasificaciones de dafio promedio después de
la aplicacién de herbicida en las etapas de crecimiento V4 o
V8, respectivamente.

Las plantas que contienen MON-HT1, MON-HT2, MON-HT3, MON-HT4,
MON-HT5, MON-HT6 o MON-HT7 (todas operablemente ligadas a un
CTP) mostraron cada una buena tolerancia a quizalofop-P
clasificaciones de dafio de menos del 15% a través de todos
los indices de aplicacion y en las etapas de crecimiento
tanto V4 como V8. Las plantas que contienen MON-HT55
operablemente ligadas a un CTP mostraron moderada o pobre
tolerancia con clasificaciones de dafno desde 0.8% hasta
78.8%. Las clasificaciones de dafno para las plantas de
control después de la aplicacion de quizalofop-P son 99.5%.
Estos resultados indican que las plantas que contienen MON-
HT1, MON-HT2, MON-HT3, MON-HT4, MON-HT5, MON-HT6 o MON-HT7

operablemente ligadas a un CTP tienen buena tolerancia a
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aplicaciones secuenciales de quizalofop-P.

Las plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 con un CTP
operablemente ligado tienen mejor tolerancia a quizalofop-P
que las plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 sin un CTP
operablemente ligado. Las plantas que contienen MON-HT1 con
un CTP operablemente ligado tienen de O a 5.5% de
clasificacion de dafio a través de todas las aplicaciones de
quizalofop-P comparado al 3.3% hasta 18.8% de clasificacion
de dafno de las plantas que contienen MON-HT1 sin un CTP
operablemente ligado. Las plantas que contienen MON-HT2 con
un CTP operablemente ligado tienen 1.5% hasta 10% de
clasificacion de dafio a través de todas las aplicaciones de
quizalofop-P comparado al 16.3% a 82.5% de clasificacion de
dafio de las plantas que contienen MON-HT2 sin un CTP
operablemente Qligado. La figura 5 muestra plantas que
contienen MON-HT2 operablemente ligado a un CTP (Figura 5A) y
las plantas que contienen MON-HT2 sin un CTP (Figura 5B) 10 a
14 dias después de la aplicacion de quizalofop-P (tratamiento
3) a 1.28 Ib 1aZacre (16X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado en
la etapa de crecimiento VE a V2 seguido por lo mismo en la
etapa de crecimiento V4 seguido por lo mismo en la etapa de
crecimiento V8. Las plantas de control no sobreviven, las
plantas que contienen MON-HT2 sin un CTP tienen moderada o
pobre tolerancia, y las plantas que contienen el MON-HT2
operablemente enlazado a un CTP tienen tolerancia fuerte a la

aplicacion de quizalofop-P. Estos resultados confirman que el
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uso de un CTP operablemente ligado mejora en gran medida la
tolerancia a quizalofop-P.

Todas las plantas transgénicas tienen clasificacion de dafo
por arriba del 90% a una aplicacion de cletodio 1X (0.25 1Ib
1a/acre) aplicado en la etapa de crecimiento V8, demostrando
el uso de este herbicida para control de voluntarios en
plantas transgénicas que contienen las proteinas disefadas
por ingenieria.

En el ensayo del campo de eficacia para tolerancia a 2,4-D,
se us6 uno de los cuatro tratamientos de herbicida: (1) 2,4-D
amina a 2 0Ib i1aZacre (2X) mas 0.25% v/v de tensoactivo no
i6nico (NIS) aplicado a VE hasta V2 seguido por V4 seguido
por V8: (2) 2,4-D amina a 4 Ib i1aZacre (4X) mas 0.25 v/v de
NIS aplicado a VE hasta V2 seguido por V4 seguido por V8; (3)
2,4-D amina a 8 Ib 1aZacre (8X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado
a VE hasta V2 seguido por V4 seguido por B8 de maiz; (4) 2,4-
D amina a 16 Ib 1aZacre (16X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado a
VE hasta V2 seguido por V4 seguido por V8. Las parcelas se
evaluaron visualmente como anteriormente. Las tablas 14 y 15
muestran un promedio de clasificacién de dafio después de
aplicaciéon de herbicida en la etapa de crecimiento V4 o V8,
respectivamente.

Las plantas que contienen MON-HT1, MON-HT2 o MON-HT6 (todas
operablemente enlazadas a un CTP) mostraron muy buena
tolerancia a 2,4-D con clasificacion de dafio de menos del 10%

y menos del 17% a través de todos los i1ndices de aplicacion
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en las etapas de crecimiento V4 y V8, respectivamente. Las
plantas que contienen MON-HT3, MON-HT4, MON-HT5 o MON-HT7
(todas operablemente enlazadas a un CTP) mostraron buena
tolerancia a 2,4-D con clasificacion de dafio de menos del 20%
y menos del 22% a través de todas los indices de aplicacion
en las etapas de crecimiento V4 y V8, respectivamente. Las
plantas que contienen MON-HT55 operablemente enlazadas a un
CTP mostraron moderada a pobre tolerancia con clasificaciones
de dafo desde 7.5% hasta 66%. Las clasificaciones de dafo
para las plantas de control después de la aplicacién de 2,4-D
varia de 40% hasta 82.2%. Estos resultados indican que las
plantas que contienen MON-HT1, MON-HT2, MON-HT3, MON-HT4,
MON-HT5, MON-HT6 o MON-HT7 tienen buena tolerancia a
aplicaciones secuenciales de 2,4-D.

Las plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 con un CTP
operablemente enlazado en general no muestran diferencias
marcadas en tolerancia a 2,4-D comparado a las plantas que
contienen MON-HT1 o MON-HT2 son un CTP operablemente enlazado
como se observa con la aplicacion de quizalofop-P. Las
plantas que contienen MON-HT1 con un CTP operablemente
enlazado tienen hasta 16.3% de clasificacion de dafio a
través de todas las aplicaciones de 2,4-D comparado a las
clasificaciones de dafno del 0 a 13.8% de las plantas que
contienen MON-HT1 sin un CTP operablemente enlazado. Las
plantas que contienen MON-HT2 son un CTP operablemente

enlazado tienen 1.3% hasta 15% de clasificacion de dafo a
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través de todas las aplicaciones de 2,4-D comparado a las
clasificaciones de dafio del 1.3% a 21.3% de las plantas que
contienen MON-HT2 son un CTP operablemente enlazado. Sin
embargo, la diferencia es notable después la aplicacidon de
2,4-D en 1la etapa de crecimiento V4 para plantas que
contienen MN-HT2  con un CTP  operablemente enlazado
(clasificacion de dafo del 4.5% a 8X y 7.5% a 16X) comparado
a las plantas sin el CTP (clasificacion de dafio del 13.75% a

8X y 21.25% a 16X).

Tabla 14

Etapa de 24-D | 24-D | 24-D | 24-D
creci- 2X 4x 8x 16x | Quizalo-fop | Quizalo-fop | Quizalo-fop 16x
miento V4 4x 8x
Control 525 | 644 | 738 | 747 99.5 99.5 99.5
MON-HT55 | 30.0 | 41.3 | 43.8 | 66.3 37.5 67.5 77.5
MON-HT55 | 20.0 | 23.1 | 50.0 | 55.0 12.5 43.8 62.5
MON-HT55 | 15.0 | 30.0 | 58.8 | 53.8 2.0 7.5 20.0
MON-HT55 | 12.5 | 30.0 | 48.8 | 525 8.0 18.8 48.8
MON-HT55 | 13.8 | 31.3 | 45.0 | 61.3 6.0 10.0 21.3
MON-HT55 | n/a n/a n/a n/a 0.8 13.8 16.3
MON-HT55 | 7.5 225 | 53.8 | 63.8 55 125 13.8
MON-HT1 0.0 0.0 5.8 125 5.8 11.3 18.8
(sin CTP)
MON-HT1 | 0.0 0.0 5.0 6.3 0.0 0.8 45
MON-HT2 1.3 2.5 13.8 | 21.3 42.5 76.3 82.5
(sin CTP)
MON-HT2 1.3 0.0 4.5 7.5 1.5 0.8 10.0
MON-HT3 3.8 6.3 8.8 11.3 0.8 0.0 4.3
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MON-HT4 | 0.0 13 8.8 18.8 2.8 3.3 13.8
MON-HT5 | 25 25 75 175 1.3 45 45
MON-HT6 | 0.0 2.0 5.8 8.8 0.0 13 2.8
MON-HT7 1.3 13 5.8 125 0.8 13 3.3
Tabla 15

Etapa de Cleto-dim | 2,4-D 24-D | 24-D | 24-D | Quiza- Quiza- Quiza-
crecimiento 1x 2X 4x 8x 16x lofop 4x | lofop 8x | lofop 16x
Cont\rf)? 93.6 40.0 52.8 64.1 |822 |995 99.5 99.5
MON-HT55 | 93.3 16.3 28.8 36.3 |550 |250 45.0 78.8
MON-HT55 | 93.3 14.4 20.0 39.4 |56.9 |100 313 41.3
MON-HT55 | 93.3 11.3 16.3 300 |475 |38 3.8 16.3
MON-HT55 | 93.3 11.3 20.0 350 |475 |38 20.0 38.8
MON-HT55 | 94.5 15.0 18.8 338 |575 |43 5.0 18.8
MON-HT55 | 93.3 n/a n/a n/a n/a 2.5 6.3 18.8
MON-HT55 | 94.5 125 13.8 36.3 |525 |20 55 11.8
MON-HT1
(sin CTP) 94.5 2.5 4.0 8.8 138 |33 7.5 16.3
MON-HT1 | 93.3 13 15 8.3 16.3 | 2.0 2.0 5.5
MON-HT2
(sin CTP) 92.0 5.0 8.8 138 |[25.0 |16.3 52.5 775
MON-HT2 | 93.3 2.5 3.3 100 |[150 |25 3.8 4.8
MON-HT3 | 945 55 5.5 11.3 13.8 25 2.0 6.0
MON-HT4 | 945 2.0 8.8 125 213 |33 3.3 8.0
MON-HT5 | 92.0 3.3 4.0 100 [213 |25 0.0 8.0
MON-HT6 | 93.3 6.3 4.3 113 [ 125 |13 2.0 5.0
MON-HT7 | 93.3 2.0 2.8 9.3 200 |15 0.8 5.5
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Ejemplo 5: Evaluacidn de Péptidos dirigidos a Cloroplasto en
Expresion de Proteinas Disefadas por Ingenieria Optimizadas
en Maiz

Para evaluar diferentes péptidos dirigidos a cloroplasto
(CTP), se construyeron vectores de transformacion de la
plata, cada uno comprende una molécula de ADN recombinante
optimizada para expresion de monocotiledonea y que codifica
MON-HT1 (SEQ ID NO:16), MON-HT2 (SEQ ID NO:20), y MON-HTS8
(SEQ 1D NO:39), MON-HT9 (SEQ ID NO:42), o MON-HT10 (SEQ 1D
NO:45). Los vectores se crearon usando la misma combinacioén
del promotor, Hlider, intron y 3°-UTR, pero con uno de los
tres CTP separados (A, B o C) o sin un CTP operablemente
enlazado a la secuencia que codifica la proteina. Véase Tabla
16. Los constructos de ADN se wusaron para transformar
embriones de maiz inmaduro (LH244) wusando Agrobacterium
tumifaciens y métodos estandar conocidos en la técnica. Se
hicieron crecer plantulas transgénicas RO regeneradas en el
invernadero. Las plantas RO se autofecundaron para generar
semillas homocigotas R1. Las plantas RO también se usaron
como el macho para la cruza con las plantas endogamicas que
contienen maiz de la prueba MON89034 para generar la semilla
hibrida F1 segregante para ensayos de campo de eficacia de
rasgos.

Se condujeron ensayos de campo de eficacia de rasgos por
separado para quizalofop-P y 2,4-D en dos ubicaciones, cada

una con las plantas transgénicas endogamicas homocigotas
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(generacién R2 o R4). En estos ensayos de campo, se usé uno
de 1los dos tratamientos con herbicida: (1) quizalofop-P
(Assure 11) a 0.16 Ib 1aZacre (2X) mas 0.25% v/v de
tensoactivo no i1onico (NIS) aplicado en 1la etapa de
crecimiento V4 seguido por Q1o mismo en la etapa de
crecimiento V8; o (2) 2,4-D amina a 2 Ib iaZacre (2X) mas
0.25% v/v de tensoactivo no 1ionico (NIS) aplicado a V4
seguido por V8. Las clasificaciones de dafio (porcentaje de
dafio del cultivo a v4 (CIPV4) o V8 (CIPV8) se tomaron a 10
hasta 14 dias después de las aplicaciones en V4 y V8. Se
calculé el error wusando LSD (0.05). Los resultados
demostraron que estas plantas tienen tolerancia a
aplicaciones secuenciales 2X de ya sea quizalofop-P o 2,4-D
con clasificacion de dafio por debajo del 10% seguido por las

aplicaciones a V4 y V8. Véase Tabla 16.

Tabla 16
Quizalofop-P 2X 2,4-D 2X
Proteina CTP LSD CIPV4 LSD CIPV8 LSD LSD
(0.05) = 1.45 (0.05)=2.2 CIPV4 CIPV8
(0.05) = (0.05) =
0.95 1.6
MON-HT1 A 0 2.125 0 2.5
MON-HT1 B 0 1.75 0 1.25
MON-HT1 C 0 1.75 1.25 1.25
MON-HT1 sin CTP 0 1.25 0 1.25
MON-HT2 A 0 1.875 0.875 1.25
MON-HT2 B 0 0 0 2.5
MON-HT2 C 0 2 0 1.25
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MON-HT2 sin CTP 1.25 3.5 0 2.5
MON-HTS8 A 0 1.25 1.75 1.25
MON-HTS8 B 0.75 25 0 1.25
MON-HTS8 C 0 1.25 1.25 0

MON-HT9 A 0 0 3.75 1.25
MON-HT10 A 0 0 0 1.25

Se recolectaron muestras de hojas a partir de las plantas que
contienen casetes transgénicos que codifican MON-HT1, MON-
HT2, y MON-HT8 con y sin secuencias CTP para determinar la
expresion del mARN transcrito a partir del casete del
transgen que codifica las proteinas disefladas por ingenieria.
Se realizd6 en analisis Quantigene® en los extractos de
muestra de la hoja para determinar le expresién de mARN del
casete del transgen. Para estos ensayos, la sonda fue Ila
secuencia 3”’-UTR comun presente en cada casete de expresion
usado para generar las plantas transgénicas. Se calculd la
expresion relativa normalizando los genes housekeeping o
constitutivos de maiz. Se recolectdé una muestra de hoja de
cada una de Hlas ocho plantas para cada configuracion de
constructo usada para elaborar plantas transgénicas, y los
datos de expresion de mARN relativamente reportados es un
promedio de las ocho muestras con error estandar.

Las plantas que contienen el constructo de transgen que
codifica ya sea MON-HT1 (SEQ ID NO:14) o MON-HT2 (SEQ 1ID
NO:18) tienen elevada expresion de mARN de transgen relativa

para constructos que contienen ya sea el CTP “A” o “B” que
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para constructos sin un CTP o con el CTP “C”. Las plantas que
contienen el constructo de transgen que codifica MON-HT8 (SEQ
ID NO: 37) tiene similar expresion de mARN de transgen
relativa elevada para constructos que contienen cualquiera de

los tres CTP (A, B o C). Véase Tabla 17.

Tabla 17
Variante de CTP Expresion Error
MON-HT Relativa Estandar
MON-HT1 A 7.80 1.20
MON-HT1 B 5.95 1.63
MON-HT1 C 3.82 0.44
MON-HT1 sin CTP 431 0.68
MON-HT2 A 6.96 0.66
MON-HT2 B 6.16 0.65
MON-HT2 C 4.11 0.29
MON-HT2 sin CTP 4.66 0.45
MON-HT8 A 8.06 0.48
MON-HT8 B 7.62 0.46
MON-HT8 C 4.87 0.47
LH244 Control ninguno 0.00 0.00

Se condujeron ensayos de campo para eficacia de rasgos por
separado para deteccion de presion de quizalofop-P y 2,4-D en
una ubicacion cada uno con plantas transgénicas hibridas F1
producidas cruzando una planta endogamica que contiene maiz
de la prueba MON98034 con una planta R1 que contiene MON-HTL1,

MON-HT2, MON-HT8, MON-HT9, y MON-HT10 con y sin secuencias
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CTP operablemente enlazadas. Se usaron plantas hibridas F1
transgénicas que contiene maiz de eventos NK603 X MON89034
para comparaciéon como un control.

En el ensayo de campo de eficacia de rasgos para tolerancia a
quizalofop-O, se us6 uno de tres tratamientos: (1)
quizalofop-P (Assure 11) a 0.32 Ib 1aZacre (4X) mas 0.25% v/v
de tensoactivo no io6nico (NIS) aplicado en la etapa de
crecimiento VE-V2 seguido por 1lo mismo en la etapa de
crecimiento V4 seguido por Q1o mismo en la etapa de
crecimiento V8; (2) quizalofop-P a 0.64 lIb iaZacre (8X) mas
0.25% v/v de NIS aplicado en la etapa de crecimiento VE-V2
seguido por lo mismo en la etapa de crecimiento V4 seguido
por lo mismo en la etapa de crecimiento V8; o (3) quizalofop-
P a 1.28 Ib 1aZacre (16X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado en la
etapa de crecimiento VE-V2 seguido por lo mismo en la etapa
de crecimiento V4 seguido por lo mismo en la etapa de
crecimiento V8. Las parcelas se evaluaron visualmente como
anteriormente. La tabla 18 muestra las clasificaciones de
dafio promedio después de la aplicacion de herbicida en la
etapa de crecimiento V4 (CIPV4) o] V8 (CIPV8),
respectivamente. La clasificacidon de dafo para las plantas de
control después de todas las aplicaciones de quizalofop-P fue

100%. Se calculo el error usando LSD (0.05).
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HT10

Tabla 18
Qizalofop-P 4X Qizalofop-P 8X Qizalofop-P 16X
variante CTP LSD LSD LSD LSD LSD LSD
MON-HT CIPV4 CIPV8 ClPV4 CIPV8 ClPV4 CIPV8
(0.05) (0.05) (0.05) (0.05) (0.05) (0.05)
1.92 2.3 4.7 5.3 5.0 5.4
ninguno ninguno 100 100 100 100 100 100
MON- A 0 7.5 25 10 5 15
HT1
MON- B 25 5 25 7.5 25 20
HT1
MON- C 0 5 25 10 5 20
HT1
MON- sin CTP 25 10 10 22,5 22,5 37.5
HT1
MON- A 0 5 25 7.5 5 15
HT?2
MON- B 0 5 0 10 0 20
HT?2
MON- C 0 5 5 125 125 20
HT?2
MON- sin CTP 35 45 50 375 70 55
HT?2
MON- A 15 15 375 35 60 50
HT8
MON- B 5 7.5 325 35 275 30
HT8
MON- C 55 45 75 55 85 72.5
HT8
MON- A 0 5 25 15 7.5 20
HT9
MON- A 0 5 25 10 5 21
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Plantas que contienen MON-HT1 con cualquiera de los tres CTP
(A, B o C) operablemente enlazados tienen mejor tolerancia a
quizalofop-P que las plantas que contienen MON-HT1 sin un CTP
operablemente enlazado. Las plantas que contienen MON-HT1 con
el CTP *“A” operablemente enlazado tiene O hasta 15% de
clasificacion de dafio a través de todas las aplicaciones de
quizalofop-P. Las plantas que contienen MON-HT1 con el CTP
“B” operablemente enlazado tiene 2.5% a 20% de clasificacion
de dafio a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P.
Las plantas que contienen MON-HT1 con el CTP *“C”
operablemente enlazado tienen 0 a 20% de clasificacidon de
dafio a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P
comparado a Qlas plantas que contienen MON-HT1 sin un CTP
operablemente enlazado que tiene 2.5% a 37.5% de
clasificacion de dafio a través de todas las aplicaciones de
quizalofop-P.

Plantas que contienen MON-HT2 con cualquiera de los tres CTP
(A, B o C) operablemente enlazados tienen mejor tolerancia a
quizalofop-P que las plantas que contienen MON-HT2 sin un CTP
operablemente enlazado. Las plantas que contienen MON-HT2 con
el CTP “A” operablemente enlazado tiene 0O hasta 15% de
clasificacion de dafio a través de todas las aplicaciones de
quizalofop-P. Las plantas que contienen MON-HT2 con el CTP
“B” operablemente enlazado tienen 0% a 20% de clasificacion

de dano a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P.
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Las plantas que contienen MON-HT2 con el CTP *“C”
operablemente enlazado tienen 0 a 20% de clasificacidon de
dafio a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P
comparado a Hlas plantas que contienen MON-HT2 sin un CTP
operablemente enlazado que tiene 35% a 70% de clasificaciodn
de dafio a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P.

Plantas que contienen MON-HT8 con ya sea el CTP “A” o “B”
operablemente enlazados tienen mejor tolerancia a quizalofop-
P que las plantas que contienen MON-HT8 con el CTP *“C~”
operablemente enlazado. Las plantas que contienen MON-HT8 con
el CTP “A” operablemente enlazado tienen 15 hasta 60% de
clasificacion de dafio a través de todas las aplicaciones de
quizalofop-P. Las plantas que contienen MON-HT8 con el CTP
“B” operablemente enlazado tienen 5% a 35% de clasificacion
de dano a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P,
comparado a las plantas que contienen MON-HT8 con el CTP *“C”
operablemente enlazado que tienen 45 a 85% de clasificacion
de dafo a través de todas las aplicaciones de quizalofop-P.

Plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 con cualquiera de los
tres CTP operablemente enlazados y plantas que contienen MON-
HT9 o MON-HT10 con el CTP “A” operablemente enlazado tienen
mejor tolerancia a quizalofop-P que las plantas que contienen
MON-HT8 con cualquiera de los tres CTP operablemente
enlazados. Las plantas que contienen MON-HT9 o MON-HT10 con
el CTP “A” operablemente enlazado tienen tolerancia a

quizalofop-P a través de todas las aplicaciones que son
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comparables a las plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 con
cualquiera de los tres CTP operablemente enlazados. En la
relacion elevada (16X) de aplicaciones de quizalofop, las
plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 con un CTP *“A”
operablemente enlazado tienen una tolerancia ligeramente
mayor que las plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 con un
CTP “B” o “C” operablemente enlazado.

Se usaron tres tratamientos con herbicida en el ensayo de
campo de eficacia de rasgos para tolerancia a 2,4-D; (1) 2,4-
D amina a 4 Ib iaZacre (4X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado a
VE-V2 seguido por V4 seguido por V8: (2) 2,4-D amina a 8 Ib
1a/acre (8X) mas 0.25 v/v de NIS aplicado a VE-V2 seguido por
V4 seguido por V8 de maiz; (3) 2,4-D amina a 16 Ib ia/acre
(16X) mas 0.25% v/v de NIS aplicado a VE-V2 seguido por V4
seguido por V8. Las parcelas se evaluaron visualmente como
anteriormente.

La tabla 19 muestra el promedio de clasificacién de dafio en
maiz después de aplicacion de herbicida 2,4-D en la etapa de
crecimiento V4 (CIPV4) o v8 (CIPV8), respectivamente. La
clasificacion de dafo para las plantas de control después de
todas las aplicaciones de 2,4-D vari6 de 80% a 96.25%. En la
relacion mayor de 2,4-D (16X) aplicada a través de V8, las
plantas que contienen MON-HT1 o MON-HT2 operablemente
enlazadas a cualquiera de los tres CTP (A, B o C) tienen
mejor tolerancia que las plantas que contienen MON-HT1 o MON-

HT2 sin estar operablemente enlazados s un CTP. Las plantas
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que contienen MON-HT1 o MON-HT2 o MON-HT8 con o sin CTP
operablemente enlazado tienen mejor tolerancia a 2,4-D en
todas las aplicaciones probadas comparado a las plantas que
contienen ya sea MON-HT9 o MON-HT10 con wun CTP *“A”
operablemente enlazado. Sobre el intervalo de aplicaciones de
2,4-D la clasificacion relativa de tolerancia fue: plantas
que contienen MON-HT1 tienen mejor tolerancia que las plantas
que contienen MON-HT2 las cuales a su vez mejor que las
plantas que contienen MON-HT8. Consistente con los datos del
ensayo de prueba de presidon de quizalofop-P, las plantas que
contienen MON-HT1, MON-HT2 o MON-HT8 operablemente enlazadas
al CTP “A” muestran una ligera ventaja matematica, pero no
estadisticamente significante sobre el péptido de transito

“B” y “C”. Se calculo el error usando LSD (0.05).

Tabla 19

2,4-D 4X 2,4-D 8X 2,4-D 16X

LSD LSD LSD LSD LSD LSD
variante CIPV4 CIPV8 CIPV4 CIPV8 CIPV4 CIPV8
MON-HT (0.05) =1 (0.05) =|(0.05) =] (0.05) =] (0.05) =|(0.05 =

CTP 3.4 3.33 2.1 35 3.4 35

Ninguno-
Control Ninguno 80 88.75 82.5 95 87.5 96.25
MON-HT1 | A 5 5 5 10 7.5 15
MON-HT1 | B 5 5 5 10 10 15
MON-HT1 | C 5 5 5 10 10 17.5
MON-HT1 | sin CTP 5 5 7.5 10 10 22.5
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MON-HT2 | A 5 5 10 7.5 10 20
MON-HT2 | B 5 5 5 10 10 25
MON-HT2 | C 10 15 10 10 15 20
MON-HT2 | sin CTP 7.5 7.5 17.5 42.5 25 45
MON-HT8 | A 7.5 5 10 12.5 15 30
MON-HT8 | B 5 7.5 10 27.5 10 20
MON-HT8 | C 10 7.5 10 175 175 25
MON-HT9 | A 175 55 25 75 45 90
MON-T10 | A 32.5 70 55 87.5 45 90

Ejemplo 6: Expresion de Proteinas Disefladas por Ingenieria
Optimizadas en Soya

Se seleccionaron dos proteinas disefiadas por ingenieria para
analisis en frijol de soya. Se produjeron constructos de ADN
para expresion de MON-HT1 (SEQ ID NO: 14) y MON-HT2 (SEQ 1ID
NO. 18) con uso de codén optimizado para expresion de
dicotiledonea usando métodos conocidos por aquellos de
experiencia en la técnica. Mejoradores, promotores, lideres,
intrones, CTPs y 3’URTs en combinaciones variadas estéan
operablemente enlazados a las proteinas disefadas por
ingenieria en estos constructos de ADN. Los constructos de
ADN se usaron para transformar frijol de soya usando
Agrobacterium tumifaciens y métodos estandar conocidos en la
técnica. Se hicieron crecer plantulas transgénicas RO
regeneradas en el iInvernadero. Aproximadamente 9 semanas
después de la transformacion en la etapa de hoja de 1-2
trifolios, se identificaron pruebas RO de copia Unica y se

rociaron con herbicida 2,4-D a una relacion de 0.5X (0.375 1b
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1a/acre), 2X (1.5 Ib 1i1aZacre), o 4X (3.0 1Ib 1a/acre).
Aproximadamente 2 semanas después de la aplicacion del
herbicida, las plantas se evaluaron para dafo de herbicida en
una escala de 1 a 3, en donde 1 = poco o sin dafo (<20%), 2 =
dano moderado (20-50%) y 3 = dafo severo (>50%).

Las plantas de soya RO que contienen cada uno de los
constructos muestran tolerancia a 2,4-D con poco o sin dafo
(<20% de dafo) o dafo moderado (20-50%). Los datos se
proporcionan en la Tabla 20. Esta indica que las proteinas
disefladas por ingenieria MON-HT1 y MON-HT2 pueden otorgar

tolerancia a 2,4-D en plantas de soya.

Tabla 20
Proteina CTP | Relaci | Pruebade | Pruebascon | Pruebascon | Pruebas con
on copia Unica <20% de 20-50% de | dafio a >50%
2,4-D dafio dafio
MON-HT1 | No 0.5X | 130 120 10 0
MON-HT1 | No 2X 36 6 30 0
MON-HT1 | Si 2X 136 101 35 0
MON-HT2 | No 05X |22 3 19 0
MON-HT1 | Si 4X 11 5 6 0

Después se seleccionaron para analisis unas cinco proteinas
disefliadas por iIngenieria optimizadas adicionales para
actividad de 2,4-D en frijol de soya transgénico. Se
produjeron constructos de ADN para expresar MON-HT13 (SEQ ID
NO:47), MON-HT14 (SEQ 1ID NO:48), MON-HT15 (SEQ ID NO:49),



92

MON-HT17 (SEQ ID NO:51), y MON-HT18 (SEQ ID NO:52) con uso de
coddn optimizado para expresion de dicotiledonea. Los
elementos de expresion operablemente enlazados (promotor,
lider, intron, CTP y 3”UTR) son 1idénticos en todos los
constructos. Se tomaron muestras de hojas de plantulas RO y
se identificaron plantas de copia Unica usando un ensayo a
base de PCR. Cuando las plantas RO de copia UuUnica tienen
aproximadamente dos a tres hojas trifoliadas, se trataron con
ya sea 1.5 Ib 1aZacre (2X) o 3.0 Ib 1aZacre (4X) de 2,4-D.
Siete dias después de la aplicaciéon del herbicida, las
plantas se registraron para dafio por herbicida en base al
porcentaje de area de la planta que muestra dafio, como se
indica anteriormente.

En la relacion de aplicacion 2X, las plantas de
soya que contienen cualquiera de las seis variantes de MON-HT
(MON-HT1, MON-HT13, MON-HT14, MON-HT15, MON-HT17, y MON-HT18)
mostraron excelente tolerancia al tratamiento de 2,4-D, como
se pone en evidencia por todos pero dos de las plantas de
copia unica que tienen clasificacion de dafo de <20%; estos
dos eventos (uno para MON-HT13 y uno para MON-HT18) tienen
una clasificacion de dafio de 20-30%. A la relacion de
aplicacion de 4X, de las once plantas de copia Unica que
contienen MON-HT1l, cinco plantas tienen un registro de dafo
de <20%, y seis plantas tienen un registro de dafio de 20-50%.
De las once plantas de copia unica que contienen MON-HT13,

diez plantas tienen un registro de dafio de <20% y una planta
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tienen un registro de dafno de 20-50%. De las ocho plantas de
copia Unica que contienen MON-HT14, seis plantas tienen un
registro de dano de <20%, una planta tiene un registro de
dafio de 20-50%, y una planta tiene un registro de dafio de
>50%. De las siete plantas de copia uUnica que contienen MON-
HT15, cinco plantas tienen un registro de dafio de <20%, una
planta tiene un registro de dafo de 20-50%, y una planta
tiene un registro de dafo de >50%. De las once plantas de
copia Unica que contienen MON-HT17, todas las once plantas
tienen un registro de dano de <20%. De las doce plantas de
copia unica que contienen MON-HT18, nueve plantas tienen un
registro de dafio de <20% y tres plantas tienen un registro de
dano de 20-50%. Estos resultados indican que las plantas de
soya que contienen MON-HT1 (SEQ ID NO:14), MON-HT13 (SEQ 1D
NO:47), MON-HT14 (SEQ 1ID NO:48), MON-HT15 (SEQ ID NO:49),
MON-HT17 (SEQ ID NO:51), o MON-HT18 (SEQ ID NO:52) tienen
tolerancia a 2,4-D a la relacidon de aplicaciéon 4X. Ademas,
esto demuestra que las plantas de soya que contienen MON-HT13
(SEQ ID NO:47), MON-HT14 (SEQ 1ID NO:48), MON-HT15 (SEQ 1D
NO:49), MON-HT17 (SEQ ID NO:51), o MON-HT18 (SEQ ID NO:52)
tienen tolerancia mejorada a 2,4-D a la relaciéon de
aplicacion 4X comparado con MON-HT1 (SEQ ID NO:14). Con base
en el porcentaje de plantas de copia uUnica con un registro de
dano de <20%, las plantas de soya que contienen ya sea MON-
HT13 o MON-HT17 tienen mejor tolerancia a 2,4-D aplicado a la

relacion 4X comparado con las plantas de soya que contienen
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MON-HT1, MON-HT14, MON-HT15, o MON-HT18. Véase Tabla 21.

Tabla 21
Eventos
Eventos con 20- Eventos
SEQ Relacion Eventos de | con <20% 50% de con dafio
MONHT | ID NO 2,4-D copia Unica | de dafio dafio >50%
MON-HT1 14 2X 12 12 -- --
MON-HT13 47 2X 13 12 1 --
MON-HT14 48 2X 9 9 -- -
MON-HT15 49 2X 5 5 -- --
MON-HT17 51 2X 12 12 -- --
MON-HT18 52 2X 12 11 1 --
MON-HT1 14 4X 11 5 6 --
MON-HT13 47 4X 11 10 1 --
MON-HT14 48 4X 8 6 1 1
MON-HT15 49 4X 7 5 1 1
MON-HT17 51 4X 11 11 -- --
MON-HT18 52 4X 12 9 3 --
Ejemplo 7: Tolerancia a Auxinas Sintéticas de Fluroxipir,

Triclopir, y MCPA
Se determind la tolerancia de las plantas de maiz y

soya que contienen MON-HT1 a aplicaciones de 2,4-D,

fluroxipir, triclopir, y MCPA. Las semillas de maiz hibrido

F1 para los tres eventos unicos que contienen MON-HT1 con la

semilla de soya CTP “A” y R2, se plantaron en maceta. La
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semilla de maiz hibrido que contiene NK603 x MON89034 y el
mismo germoplasma de frijol de soya wusado para la
transformacion de la planta, se usaron como controles. Las
plantas se hicieron crecer en un 1invernadero y se usaron
cuatro plantas para cada tratamiento. Las plantas se rociaron
con herbicida en una camara de crecimiento cuando las plantas
fueron de 15.24-22.86 cms (6-8 pulgadas) de soya y 25.4-30.48
cms (10-12 pulgadas) de alto, entonces se transfirieron a un
invernadero programado para mantener las condiciones de
crecimiento oOptimas.

Para soya, se usO una relacion de aplicacion de
herbicida 2X de cada uno de los siguientes: (1) 2,4-D Amina 4
(1680 g ae/ha) (2) triclopir (840 g ae/ha, GARLON®); (3)
fluroxipir (840 g ae/ha, Starane®); o (4) MCPA (g ae/ha
1680). Después de la aplicacion de triclopir, fluroxipir, o
MCPA 1la sintomatologia primaria en soya Tfue necrosis Yy
epinastia severa. Las clasificaciones visuales de dafio en la
planta se hicieron para todos los tratamientos en la escala
de clasificacion desde 0% hasta 100%, donde 0% representa
plantas equivalentes a controles no tratados vy 100%
representa plantas que fTueron completamente muertas. Todas
las clasificaciones se tomaron a siete dias después del
tratamiento. Las plantas para los tres eventos de MON-HT1 de
soya mostraron buena tolerancia a 2,4-D Amine (2,4-D)
promediando menos de 7% de dafio al cultivo comprado con los

controles a 90-97% de dafio al cultivo. Ninguno de los eventos



de soya mostraron tolerancia a triclopir o fTluroxipir, con
clasificaciones dafio a través de los tres eventos
promediando 81-97% de dafo al cultivo comprado con los

controles a 91%
de soya mostr6é un bajo nivel
clasificacion de dafio promedio de 72% mientras los otros dos

eventos tienen 90%
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de dano al cultivo.

de dano al

Uno de los tres eventos

controles a 90% de dano. Véase Tabla 22.

cultivo comparado con

de tolerancia a MCPA con una

Tabla 22
% de dafio al cultivo de soya promedio por 4 repet.
Relacion2X | MONHTL | MONHTL | MON-HTL Control
Evento1 Evento 2 Evento 3
TRT # Herbicida (gaeha)
1 24D Amina 1680 45 6.5 5.3 90.0
2 triclopir 840 81.3 90.0 90.0 91.3
3 fluroxipir 840 96.3 93.8 97.5 91.3
4 MCPA 1680 90.0 90.0 72.5 90.0
5 Controles 0 0.0 0.0 0.0 0.0

Para maiz, se

los

usé6 una relacion de aplicacion de
herbicida 4X de cada uno de los siguientes: (1) 2,4-D Amina 4

(3360 g ae/ha); (2) triclopir (1680 g ae/ha, GARLON®); (3)

fluroxipir (1680 g ae/ha, Starane®); o (4) MCPA (g ae/ha

3360). Después de la aplicacion de triclopir, fluroxipir, o

MCPA al maiz, se volcd 1la sintomatologia primaria. Las

plantas para los tres eventos de MON-HT1 de maiz fueron

tolerantes de 2,4-D promediando menos de 15% de dafo
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comparado con los controles a 43% de dafo del cultivo. Los

tres eventos de maiz de MON-HT1l parecieron mostrar alguno
cultivo

bajo nivel de tolerancia a triclopir con dafo al

promediando 26%-37% comparado con los controles con 47% de

dafio al cultivo. Los tres eventos de maiz de MON-HT1l parecen
mostrar algun bajo nivel de tolerancia a fluroxipir con dafio
los controles

al cultivo promediando 20%-21% comparado con

con 55% de dafio al cultivo. Dos de los eventos de maiz de
MON-HT1 mostraron buena tolerancia a MCPA con un promedio de
dano al cultivo de menos de 6% comparado con los controles a
31% de dafio al cultivo. El tercer evento de MON-HT1l de maiz
tiene una clasificacion de dafio promedio de 20%. Véase Tabla
23. Estos resultados que muestran baja tolerancia a triclopir

y Tluroxipir y buena tolerancia a MCPA fueron consistentes

con los datos enzimaticos iIn vitro con la enzima MON-HT1
purificada.
Tabla 23
% de dafio al cultivo de maiz promedio para 4
repet
Relacion4X MON-HT1 | MON-HT1
MON-HT1 LH244
TRT# Herbicida (aeha) Evento 1 Evento2 Evento3
1 24-D Amina 3360 5.8 15.0 5.3 43.8
2 triclopir 1680 26.3 37.5 35.0 47.5
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fluroxipir 1680 20.0 20.0 21.3 55.0
MCPA 3360 3.8 5.0 20.0 31.3
Controles 0 0.0 0.0 0.0 0.0




