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DESCRIPCION
Mutantes de Beta vulgaris tolerantes a herbicidas inhibidores de ALS

La presente invencion se refiere a procedimientos para la fabricacion de plantas de Beta vulgaris tolerantes a
herbicidas inhibidores de ALS y partes de las mismas.

Las formas cultivadas de Beta vulgaris (como se define en Ford-Lloyd (2005) Sources of genetic variation, Genus Beta.
En: Biancardi E, Campbell LG, Skaracis GN, De Biaggi M (eds) Genetics and Breeding of Sugar Beet. Science
Publishers, Enfield (NH), EE.UU., pag. 25-33) son importantes cultivos agricolas en regiones de clima templado y
subtropicales. Por ejemplo, aproximadamente el 20 % de la producciéon mundial de azucar se basa en la remolacha
azucarera. Dado que los plantones y las plantas jévenes de remolacha durante las primeras 6-8 semanas de su vida
son vulnerables por la fuerte competencia causada por el rapido crecimiento de malas hierbas, que compiten con las
plantas jovenes del cultivo, es imperativo disponer de medidas fiables de control de las malas hierbas en estas zonas
de cultivo.

Desde hace mas de 40 afios, los herbicidas son las herramientas preferidas para controlar las malas hierbas en cultivos
de remolacha. Los productos usados para este fin, como fenmedifam, desmedifan y metamitrén, permiten suprimir el
crecimiento de malas hierbas en los campos de remolacha sin dafar el cultivo. No obstante, en condiciones
ambientales adversas, la eficacia de estos productos da margen a mejoras, especialmente si las malas hierbas nocivas
como Chenopodium album, Amaranthus retroflexus ylo Tripleurospermum inodorata germinan durante un periodo de
tiempo prolongado.

Son altamente convenientes principios activos herbicidas innovadores para mejorar las opciones de control de malas
hierbas en la remolacha. Dichos compuestos deberian actuar contra un amplio espectro de malas hierbas,
preferentemente desde la germinacion de las malas hierbas hasta su completo desarrollo, sin que ello afecte al cultivo
de remolacha con independencia de su fase de desarrollo. A través del clasico enfoque de cribado de herbicidas,
ningun principio activo herbicida selectivo inhibia la actividad de la ALS, estas familias de herbicidas previenen el
crecimiento y el desarrollo adicional de plantas susceptibles, incluidas muchas especies de malas hierbas. Para
proporcionar plantas con una tolerancia aumentada a incluso concentraciones altas de herbicidas inhibidores de ALS
que pueden ser necesarias para un control suficiente de las malas hierbas, se necesitan otras lineas de reproduccién
y variedades de plantas de cultivo resistentes a herbicidas inhibidores de ALS, asi como procedimientos y
composiciones para la produccion y el uso de lineas de reproduccion y variedades resistentes a herbicidas inhibidores
de ALS.

Una amplia variedad de herbicidas inhibidores de ALS permiten al agricultor controlar una amplia gama de especies
de malas hierbas de forma independiente de sus fases de crecimiento, pero estos herbicidas muy eficaces no se
pueden usar en remolacha porque las plantas convencionales de remolacha/variedades de remolacha comerciales
son muy vulnerables frente a estos herbicidas inhibidores de ALS. No obstante, estos herbicidas inhibidores de ALS
muestran una excelente actividad herbicida contra las especies de malas hierbas de hoja ancha y de gramineas. Los
primeros herbicidas que tenian como modo de accién la inhibicion de la ALS, se desarrollaron para su uso en
agricultura ya hace 30 afios. Hoy en dia, los principios activos de esta clase de herbicidas presentan un fuerte control
de las malas hierbas y son ampliamente usados en maiz y cereales, asi como en cultivos de dicotiledéneas, excepto
de remolacha.

El dnico herbicida inhibidor de ALS que se sabe hoy en dia que se aplica en esquemas de aplicacion posemergencia
en remolacha es Debut®. Este herbicida (que contiene triflusulfurénmetilo como principio activo mas compuestos de
formulacién especificos) es degradado por la remolacha antes de que pueda inhibir la enzima ALS endbdgena de la
remolacha, pero presenta graves deficiencias en el control de las malas hierbas que crecen en zonas de cultivo de
remolacha.

Desde la introduccion en la agricultura de los herbicidas inhibidores de ALS se ha observado que las especies
vegetales susceptibles, incluidas las malas hierbas de origen natural, en ocasiones desarrollan una tolerancia
espontanea a esta clase de herbicidas. Las sustituciones de pares de bases Unicas en sitios especificos del gen de
ALS normalmente conducen a variantes mas o menos resistentes de la enzima ALS que muestran distintos niveles de
inhibicién por los herbicidas inhibidores de ALS.

Por lo tanto, las plantas que confieren alelos de ALS mutantes, muestran diferentes niveles de tolerancia a los
herbicidas inhibidores de ALS, dependiendo de la estructura quimica del herbicida inhibidor de ALS vy el sitio de la
mutacion puntual en el gen de ALS. Por ejemplo, Hattori y col. (1995) Mol. Gen. Genet. 246: 419-425, describen una
Unica mutacién en el codén Trp 557 en una linea celular de Brassica napus (de acuerdo con la numeracion de la
secuencia de Arabidopsis thaliana que se usa en la bibliografia para comparar todos los mutantes de ALS/AHAS, esto
se refiere a la posicion "574"), lo que equivale a la posicion 569 de la secuencia de la ALS de remolacha. Estos autores
han observado resistencia a varios miembros de subclases de herbicidas inhibidores de ALS, como sulfonilureas,
imidazolinonas y triazolopirimidinas.

Se han descrito mutantes de remolacha que confieren una mutacion puntual en el codén Ala 122 que condujo a cierta
tolerancia a la subclase herbicidas inhibidores de ALS de las imidazolinonas (documento WO 98/02526) pero que no
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es suficiente para controlar las malas hierbas en esquemas de aplicacion agricola. No se ha descrito tolerancia
cruzada a otras clases de herbicidas inhibidores de ALS empleando este mutante. Ademas, las plantas de remolacha
que confieren una segunda mutacion puntual en el codén Pro 197 mostraron una tolerancia moderada a herbicidas
inhibidores de ALS pertenecientes a miembros de la subclase de herbicidas de sulfonilurea. Ademas, se describieron
dobles mutantes de estos dos (documento WO 98/02527). Sin embargo, ninguno de estos mutantes se uso para la
introduccion en el mercado de variedades de remolacha debido a que el nivel de tolerancia a herbicidas para los
herbicidas inhibidores de ALS no era suficientemente alto en estos mutantes como para explotarlos agronémicamente.

Stougaard y col., (1990), J. Cell Biochem., Supl. 14E, 310 describen el aislamiento de mutantes de ALS en un cultivo
de células de remolacha azucarera tetraploides. Se aislaron dos genes distintos de ALS (ALS |y ALS II) que diferian
Unicamente en la posiciéon 37 de aminoacidos. El mutante 1 contenia en su gen de ALS | 2 mutaciones, mientras que
el mutante 2 contenia 3 mutaciones en su gen de ALS Il. Una vez que las mutaciones se separaron para resolver qué
mutacion conferiria resistencia contra un inhibidor de ALS, se reveld que la ALS sintetizada a partir de una E. coli
recombinante era resistente al herbicida si contenia una mutacién puntual en el codén Trp 574 (de acuerdo con la
numeracion de la secuencia de Arabidopsis thaliana que se usa en la bibliografia para comparar todos los mutantes
de ALS), lo que equivale a la posicion 569 de la secuencia de la ALS de remolacha, conduciendo a una sustitucion del
aminoacido "Trp" por el aminoacido "Leu". Stougaard y col. no mostraron en la remolacha azucarera que la mutacion
en la posicion 569 de cualquiera de los genes de ALS de remolacha azucarera es suficiente para obtener un nivel
aceptable de tolerancia a herbicidas inhibidores de ALS. Ademas, Stougaard y col. no regeneraron ni manipularon
plantas de remolacha azucarera que comprendan una mutacion, incluida la mutacién Trp -> Leu en la posicion 569 de
la ALS de remolacha azucarera.

Sabiendo esto, Stougaard y col. construyeron vectores de transformacion vegetal que contienen distintos genes de
ALS para su uso en transformacion vegetal. Sin embargo, hasta ahora, estos ni otros autores han desvelado datos
adicionales, especialmente los concernientes a los efectos de la aplicacién de herbicidas inhibidores de ALS a plantas
y/o areas agricolas que comprendan esta mutacion en plantas de Befa vulgaris, ni plantas sometidas a ingenieria
genética o mutantes durante mas de 20 afios a partir de entonces.

El documento WO 99/57965 describe, en general, plantas de remolacha azucarera resistentes a sulfonilurea y
procedimientos para obtenerlas mediante mutagénesis con EMS (etilmetanosulfonato). Sin embargo, aparte de la
investigacion necesaria para obtener tales mutantes, esta publicacién no proporciona tales plantas ni describe ninguna
localizacion especifica en el gen de ALS que pueda ser importante para obtener mutantes tolerantes al herbicida
inhibidor de la ALS, ni desvela ningun uso agronomico relacionado de los mismos. Ademas, existe una fuerte
probabilidad de que, usando compuestos mutagénicos fuertes como EMS, se pueden producir diversas mutaciones
adicionales en otros lugares en el genoma y que podrian conducir a desventajas de hasta falta de fertilidad y/o retraso
del crecimiento de plantas obtenidas de esta manera. Ademas, debido a su interacciéon quimica con el ADN, la
aplicacion de EMS puede tener deficiencias en la induccién de mutaciones especificas, como convertir el triplete TGG
en TTG, dado que el EMS siempre convierte una guanosina en una adenosina.

En algunas especies de malas hierbas, como Amaranthus, la mutacién Trp 574 Leu podria detectarse en poblaciones
de plantas repetidamente expuestas a herbicidas inhibidores de ALS. Estos mutantes Trp 574 Leu muestran un nivel
elevado de tolerancia a varias clases quimicas de herbicidas inhibidores de ALS, como los seleccionados del grupo
que consiste en sulfonilureas y sulfonilaminocarboniltriazolinonas.

El documento WO 2008/124495 desvela mutantes dobles y triples de ALS. De acuerdo con el documento WO
2009/046334 se proporcionaron mutaciones especificas en el gen de ALS. Sin embargo, hasta ahora no se han
obtenido mutantes de Beta vulgaris tolerantes a herbicidas agronémicamente explotables que contengan tales
mutaciones de acuerdo con el documento WO 2009/046334.

Ademas, en vista del hecho de que, por ejemplo, la remolacha azucarera representa aproximadamente el 20 % de la
produccion mundial de azucar, seria también muy conveniente disponer de plantas de remolacha azucarera que
tengan una ventaja de crecimiento frente a las malas hierbas muy potentes. Por tanto, seria muy conveniente disponer,
con respecto al gen de ALS, de plantas de Beta vulgaris no transgénicas, incluidas plantas de remolacha azucarera
que sean tolerantes a los herbicidas inhibidores de ALS. Por lo tanto, existe la necesidad de tales plantas de Beta
vulgaris no transgénicas, en particular, plantas de remolacha azucarera que sean tolerantes a herbicidas inhibidores
de ALS a un nivel agronémicamente explotable de herbicidas inhibidores de ALS.

Por tanto, el problema técnico es satisfacer esta necesidad.

La presente invencion aborda esta necesidad y, por tanto, proporciona como solucién al problema técnico una planta
de Beta vulgaris y partes de la misma, tolerante a herbicidas inhibidores de ALS, que comprende una mutacion de un
gen de acetolactato sintasa (ALS) enddgeno, en la que el gen de ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene un
aminoacido distinto del triptéfano en la posicién 569 del polipéptido de ALS.

Las semillas de acuerdo con la presente invencién se han depositado en el NCIMB, Aberdeen, RU, con el Numero
NCIMB 41705 el 12 de marzo de 2010.

Aplicando diversos procedimientos de mejoramiento genético, se pueden desarrollar posteriormente variedades
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comerciales con altos rendimientos, altamente competitivas, en todos los mercados especificos, con la adicién de una
solida tolerancia a herbicidas inhibidores de ALS, usando las plantas mutantes obtenidas originalmente.

Cabe destacar que, como se usa en el presente documento, las formas en singular "un, una", "uno, una" y "el, Ia",
incluyen las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, el
documento WO 2008/124495 desvela mutantes dobles y triples de ALS. De acuerdo con el documento WO
2009/046334, se proporcionaron mutaciones especificas en el gen de ALS. Sin embargo, hasta ahora no se han
obtenido mutantes Beta vulgaris tolerantes a herbicidas agrondmicamente explotables que contengan tales
mutaciones de acuerdo con el documento WO 2009/046334.

Ademas, en vista del hecho de que, por ejemplo, la remolacha azucarera representa aproximadamente el 20 % de la
produccion mundial de azucar, seria también muy conveniente disponer de plantas de remolacha azucarera que
tengan una ventaja de crecimiento frente a las malas hierbas muy potentes. Por tanto, seria muy conveniente disponer,
con respecto al gen de ALS, de plantas de Beta vulgaris no transgénicas, incluidas plantas de remolacha azucarera
que sean tolerantes a los herbicidas inhibidores de ALS. Por lo tanto, existe la necesidad de tales plantas de Beta
vulgaris no transgénicas, en particular, plantas de remolacha azucarera que sean tolerantes a herbicidas inhibidores
de ALS a un nivel agronémicamente explotable de herbicidas inhibidores de ALS.

Por tanto, el problema técnico es satisfacer esta necesidad.

La presente invencion aborda esta necesidad y, por tanto, proporciona como solucidon al problema técnico un
procedimiento para fabricar una planta de Beta vulgaris, y partes de la misma, tolerante a herbicidas inhibidores de
ALS que comprende una mutacién en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de un gen de acetolactato
sintasa (ALS) enddégeno mostrado en la secuencia de nucleétidos de referencia SEQ ID NO: 1, en el que el gen de
ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene un aminoacido distinto del triptéfano en una posicion 569 del
polipéptido de ALS, y que es homocigética para la mutacion del gen ALS, en la que la planta de Beta vulgaris no es
transgénica con respecto a dicho gen ALS enddgeno, y el coddn en una posicion correspondiente a la posicion 1705-
1707 es TTG, comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:

(a) exponer callos de B. vulgaris, a aproximadamente 107 M - 10° M de un herbicida inhibidor de ALS:

(b) seleccionar colonias celulares que puedan crecer en presencia de hasta 3 x 10 M de un herbicida inhibidor de
ALS;

(c) regenerar brotes en presencia de un herbicida inhibidor de ALS:
(d) seleccionar plantulas regeneradas con un herbicida inhibidor de ALS,

en las que las plantulas comprenden una mutacién en una posicién correspondiente a la posicion 1705-1707 de un
gen de acetolactato sintasa (ALS) enddgeno mostrado en la secuencia de nucleétidos de referencia SEQ ID NO: 1,
en el que el gen de ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene el aminoacido leucina en una posicion 569 del
polipéptido de ALS.

Las semillas obtenidas mediante los procedimientos de acuerdo con la presente invencién se han depositado en el
NCIMB, Aberdeen, RU, con el Nimero NCIMB 41705 el 12 de marzo de 2010.

Aplicando diversos procedimientos de mejoramiento genético, se pueden desarrollar posteriormente variedades
comerciales con altos rendimientos, altamente competitivas, en todos los mercados especificos, con la adiciéon de una
solida tolerancia a herbicidas inhibidores de ALS, usando las plantas mutantes obtenidas originalmente.

Cabe destacar que, como se usa en el presente documento, las formas en singular "un, una", "uno, una" y "el, 1a",
incluyen las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la
referencia a "un reactivo" incluye uno o mas de tales reactivos distintos y la referencia al "procedimiento” incluye una
referencia a etapas y procedimientos equivalentes conocidos por los expertos en la materia que podrian modificarse
o sustituirse por los procedimientos descritos en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, la expresién "al menos", precediendo a una serie de elementos, debe entenderse
que se refiere a cada elemento de la serie. Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de determinar
usando no mas que la experimentacion de rutina, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invenciéon
descritas en el presente documento.

Alo largo de la presente memoria descriptiva y de las reivindicaciones que la siguen, a menos que el contexto precise
otra cosa, el término "comprender" y variaciones tales como "comprende" y "que comprende" se entendera que
implican la inclusion de un nimero entero indicado o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas, pero no la exclusion
de cualquier otro numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas. La palabra "comprender" y sus
variaciones por un lado y "contener" y sus variaciones analogas por otro se pueden usar indistintamente sin una
preferencia por ninguno de ellos.

Se obtuvieron plantas de remolacha que comprenden un gen de ALS enddgeno alterado (también denominado gen
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de "AHAS"), que porta una mutacion puntual en el codén Trp 569 (en relacidon con la secuencia de referencia de
aminoacidos de la ALS de Beta vulgaris mostrada en la SEQ ID NO: 2; esto equivale a la posicion 574 de la secuencia
a la que se hace referencia de Arabidopsis thaliana como se muestra en la SEQ ID NO: 6) y cuya la mutacién puntual
se obtuvo mediante varios circulos de seleccion en herbicidas inhibidores de ALS especificamente seleccionados.

Debido al hecho de que las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento se obtuvieron aislando células
vegetales mutantes espontaneas que se regeneraron directamente hasta plantas de remolacha completamente fértiles
que tenian una mutacién puntual, como se describe con mas detalle en el presente documento. Estas plantas son no
transgénicas en cuanto al gen de ALS. Ademas, las plantas descritas en el presente documento, asi como su
descendencia, son fértiles y, por tanto, utiles para fines de mejoramiento genético, sin ninguna otra manipulacion que
pueda nuevas alteraciones adicionales del acervo genético inducidas por estrés. Dichas plantas obtenidas de acuerdo
con el procedimiento de seleccién aplicado en el presente documento se pueden emplear directamente para generar
variedades de remolacha y/o hibridos que confieren niveles agronémicamente Utiles de tolerancia a herbicidas
inhibidores de ALS, permitiendo asi medidas innovadoras de control de malas hierbas en zonas de cultivo de
remolacha.

Cuando se usa en el presente documento, el término "transgénico" significa que un gen, que puede ser de la misma
especie o de una distinta, se ha introducido mediante un vehiculo biolégico apropiado, como Agrobacterium
tumefaciens, o por cualquier otro medio fisico, como transformacién de protoplastos o bombardeo de particulas, en
una planta, y cuyo gen se puede expresar en el entorno del nuevo hospedador, es decir el organismo modificado
genéticamente (OMG).

En conformidad con la definicion anterior, la expresion "no transgénico" significa exactamente lo contrario, es decir,
que no se ha producido introduccion del respectivo gen a través de un vehiculo biolégico apropiado o por cualquier
otro medio fisico. Sin embargo, un gen mutado se puede transferir mediante polinizacién, bien natural o mediante un
procedimiento de mejoramiento genético para producir otra planta no transgénica con respecto a este gen especifico.

Un gen "enddgeno” significa un gen de una planta que no se ha introducido en la planta mediante técnicas de ingenieria
genética.

El término "secuencia", cuando se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia (o secuencias) de
nucledtidos, a un polinucleétido (o polinucleétidos), a una secuencia (0 secuencias) de acido nucleico, a un acido
nucleico (o acidos nucleicos), a una molécula de acido nucleico, a péptidos, polipéptidos y proteinas, dependiendo del
contexto en el que se use el término "secuencia".

Las expresiones "secuencia (o secuencias) de nucledtidos”, "polinucledtido (o polinucledtidos)”, "secuencia (o
secuencias) de acido nucleico", "acido nucleico (o acidos nucleicos)", "molécula de acido nucleico”, se usan en el
presente documento indistintamente y hacen referencia a nucleétidos, ya sea ribonucleétidos o desoxirribonucledétidos,
0 a una combinacién de ambos, en una forma no ramificada polimérica de cualquier longitud. Las secuencias de acido
nucleico incluyen ADN, ADNc, ADN gendmico, ARN, formas sintéticas y polimeros mixtos, de cadenas tanto sentido
como antisentido, o pueden contener bases nucleotidicas no naturales o derivadas, como los expertos en la materia

apreciaran facilmente.

Cuando se usa en el presente documento, el término "polipéptido" o "proteina" (ambos términos se usan
indistintamente en el presente documento) significa un péptido, una proteina o un polipéptido que abarca cadenas de
aminoacidos de una longitud dada, en las que los restos aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos covalentes.
Sin embargo, también pueden utilizarse peptidomiméticos de tales proteinas/polipéptidos en los que el aminoacido (o
aminoacidos) y/o el enlace peptidico (o0 enlaces peptidicos) se ha sustituido por analogos funcionales, asi como otros
aminoacidos distintos de los 20 codificados por genes, tal como la selenocisteina. Los péptidos, oligopéptidos y
proteinas pueden denominarse polipéptidos. El término polipéptido también se refiere a, y no excluye, modificaciones
del polipéptido, por ejemplo, glucosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Dichas modificaciones de describen
bien en los textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como en la bibliografia de investigacion. El polipéptido
(o proteina) al que se alude preferentemente en el presente documento es el polipéptido de ALS (o proteina ALS) de
B. vulgaris [SEQ ID NO: 2].

Las sustituciones de aminoacidos abarcan alteraciones de aminoacidos en que un aminoacido se sustituye por un
resto de aminoacido de origen natural distinto. Dichas sustituciones se pueden clasificar como "conservativas", en las
que un resto de aminoacido contenido en la proteina ALS de tipo silvestre se sustituye por otro aminoacido de origen
natural de caracter similar, por ejemplo, Gly«—Ala, Valolle—Leu, Asp—Glu, Lys—Arg, Asn—GIn o Phe—Trp—Tyr.
Las sustituciones también pueden ser "no conservativas", en las que un resto de aminoacido que esta presente en la
proteina ALS de tipo silvestre se sustituye por un aminoacido con propiedades distintas, tal como un aminoacido de
origen natural de un grupo distinto (por ejemplo, sustitucion de un aminoacido cargado o hidréfobo por alanina).
"Aminoacidos similares", como se usa

Cuando se usa en el presente documento, la expresion "Beta vulgaris" se abrevia como "B. vulgaris". Ademas, en el
presente documento se usa el término "remolacha". Dichas tres expresiones se usan indistintamente y debe
entenderse que comprenden completamente las formas cultivadas de Beta vulgaris como se define en Ford-Lloyd
(2005) Sources of genetic variation, Genus Beta. En: Biancardi E, Campbell LG, Skaracis GN, De Biaggi M (eds)
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Genetics and Breeding of Sugar Beet. Science Publishers, Enfield (NH), EE.UU., pag. 25-33. De un modo similar, por
ejemplo, la expresion "Arabidopsis thaliana" se abrevia a "A. thaliana". Ambas expresiones se usan indistintamente en
el presente documento.

El término "posicion”, cuando se usa en el presente documento, significa la posicion de un aminoacido dentro de una
secuencia de aminoacidos representada en el presente documento o la posiciéon de un nucleétido dentro de una
secuencia de nucleotidos representada en el presente documento. El término "correspondiente”, como se usa en el
presente documento, también incluye que una posicion no solo estd determinada por el numero de
aminoacidos/nucleétidos precedentes. La posicidon de un nucleétido dado como se usa en el presente documento, que
puede estar sustituido, puede variar debido a las deleciones o nucledtidos adicionales en otros lugares en la regiéon no
traducida (UTR, forma siglada de untranslated region) en 5’ de ALS, incluido el promotor y/o cualquier otra secuencia
reguladora o gen (incluidos exones e intrones). De un modo similar, la posicion de un aminoacido dado como se usa
en el presente documento, que puede estar sustituido, puede variar debido a una delecién o adicion de aminoacidos
en el polipéptido de ALS.

Por tanto, con "posicion correspondiente” cuando se usa en el presente documento se entiende que los
nucleétidos/aminoacidos pueden diferir en el nimero indicado, pero todavia pueden tener aminoacidos/nucleétidos
vecinos similares. Dichos aminoacidos/nucleétidos que pueden intercambiarse, delecionarse o afiadirse también estan
comprendidos en la expresién "posicién correspondiente”.

Para determinar si un resto nucleotidico o un resto aminoacidico en una secuencia de aminoacidos/nucleétidos de
ALS dada corresponde a una determinada posicién en la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 o la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, el experto en la materia puede usar medios y procedimientos bien conocidos en
la técnica, por ejemplo alineamientos manuales o mediante el uso programas informaticos tales como BLAST (Altschul
y col.,, (1990), Journal of Molecular Biology, 215, 403-410), que significa Basic Local Alignment Search Tool
(Herramienta Basica de Busqueda de Alineamiento Local) o ClustalW (Thompson y col., (1994), Nucleic Acid Res.,
22, 4673-4680) o cualquier otro programa adecuado para generar alineamientos de secuencias.

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucledtidos que codifica la ALS de tipo silvestre de Beta vulgaris. La SEQ ID NO:
2 es la secuencia de aminoacidos de Beta vulgaris procedente de la SEQ ID NO: 1. Por consiguiente, el codon en la
posicion 1705-1707 de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 codifica el aminoacido en la posicion 569 (es
decir, el aminoacido "Trp", de acuerdo con el codigo de tres letras, o "W", de acuerdo con el cédigo de una letra) de la
SEQ ID NO: 2.

En la alternativa para determinar si un resto nucleotidico o un resto aminoacidico en una secuencia de
aminoacidos/nucledtidos de ALS dada corresponde a una determinada posicion en la secuencia de nucleétido de la
SEQ ID NO: 1, se puede usar la secuencia de nucleotidos que codifica la ALS de tipo silvestre de A. thaliana mostrada
enla SEQ ID NO: 5. La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos de A. thaliana procedente de la SEQ ID NO:
5.

Por consiguiente, el codén en la posicion 1720-1722 de la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 5 codifica el
aminoacido de la posicion 574 (es decir, el aminoacido "Trp", de acuerdo con el cédigo de tres letras, o "W", de acuerdo
con el cédigo de una letra) de la SEQ ID NO: 6.

Si la secuencia de nucleétidos de la ALS de tipo silvestre de A. thaliana mostrada en la SEQ ID NO: 5 se usa como
secuencia de referencia (como se realiza en la mayoria de la bibliografia pertinente y, por lo tanto, se utiliza para
permitir una comparacion mas facil con tales secuencias conocidas ), el codén que codifica un aminoacido distinto de
triptéfano esta en una posicion correspondiente a la posicién 1720-1722 de la secuencia de nucleétidos del gen de
ALS de A. thaliana mostrada en la SEQ ID NO: 5.

Sin embargo, la SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucleétidos de referencia y la SEQ ID NO: 2 se prefiere como
secuencia de aminoacidos de referencia en todas las divulgaciones posteriores.

La tabla siguiente proporciona una vision general de las secuencias de referencia usadas en el presente documento
cuando se determina la posicion de la mutacién puntual en una secuencia de nucledtidos o la sustitucion en una
secuencia de aminoacidos.

SEQID NO: | Tipo de secuencia Especie

1 secuencia de nucleotidos B. vulgaris
2 secuencia de aminoacidos B. vulgaris
3 secuencia de nucleétidos (mutada) B. vulgaris
4 secuencia de aminoacidos (mutada) | B. vulgaris
5 secuencia de nucleotidos A. thaliana
6 secuencia de aminoacidos A. thaliana
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Por tanto, en cualquier caso, la posicidn equivalente todavia se puede determinar mediante alineamiento con una
secuencia de referencia, tal como la SEQ ID NO: 1 0 5, (secuencia de nucledtidos), o la SEQ ID NO: 2 o 6 (secuencia
de aminoacidos).

En vista de la diferencia entre el gen de ALS de tipo silvestre de B. vulgaris y el gen de ALS comprendido por una
planta de B. vulgaris descrita en el presente documento, el gen de ALS (o secuencia de polinucleétidos o de
nucledtidos) comprendido por una planta de B. vulgaris descrita en el presente documento también se puede
considerar un "gen mutante de ALS", "alelo mutante de ALS", "polinucleétido mutante de ALS" o similares. Por tanto,

a lo largo de la memoria descriptiva, las expresiones "alelo mutante", "alelo mutante de ALS", "gen mutante de ALS"
o "polinucleétido mutante de ALS" se usan indistintamente.

A menos que se indique lo contrario en el presente documento, estas expresiones se refieren a una secuencia de
nucledtidos que comprende un codén que codifica un aminoacido distinto de triptéfano en una posicién
correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de nucledtidos del gen de ALS de B. vulgaris mostrado en
la SEQ ID NO: 1. Cuando se establece en relacion con la secuencia de referencia de A. thaliana mostrada en la SEQ
ID NO: 5, la posicion de los codones es 1720-1722.

Asimismo, estas expresiones se refieren a una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina ALS que tiene en
una posicion correspondiente a la posicion 569 de la secuencia de aminoacidos de la proteina ALS de Beta vulgaris
mostrada en la SEQ ID NO: 2 un aminoacido distinto de triptéfano. Cuando se establece en relacién con la secuencia
de referencia de A. thaliana mostrada en la SEQ ID NO: 6, la posicion es 574.

En contraste, a menos que se indique lo contrario, las expresiones "alelo silvestre", "alelo de ALS de tipo silvestre",
"gen de ALS de tipo silvestre" o "polinucledtido de ALS de tipo silvestre" se refieren a una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina ALS que carece de la sustitucion W569 en relacion con la SEQ ID NO: 2 (o sustitucion W574
en relacion con la SEQ ID NO: 6). Estas expresiones también se refieren a una secuencia de nucleétidos que
comprenden en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de nucledtidos del gen de ALS
de B. vulgaris mostrada en la SEQ ID NO: 1 un coddn que codifica leucina.

Dicho "alelo de tipo silvestre", "alelo de ALS de tipo silvestre", "gen de ALS de tipo silvestre" o "polinucleétido de ALS
de tipo silvestre" puede o no comprender mutaciones, distintas de la mutacién que provoca la sustitucion W569

En esencia, en lo que se refiere al gen de ALS, la unica diferencia entre una planta de B. vulgaris de tipo silvestre y la
planta de B. vulgaris descrita en el presente documento es que en una posicion como se especifica en el presente
documento (en particular en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de nucleétidos del
gen de ALS de B. vulgaris mostrada en la SEQ ID NO: 1), la planta de B. vulgaris comprende un codon que codifica
leucina en lugar de triptéfano. Sin embargo, como se menciond anteriormente, pueden estar presentes diferencias
adicionales tales como mutaciones adicionales entre el alelo de ALS de tipo silvestre y el mutante como se especifica
en el presente documento. Sin embargo, estas diferencias adicionales no son importantes siempre que la diferencia
explicada anteriormente esté presente.

En consecuencia, la sustitucion W569 (o sustitucion W574 cuando la secuencia de aminoacidos de ALS de A. thaliana
de la SEQ ID NO: 6 se usa como referencia) es el resultado de una alteracion del codén en una posicion
correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 (o en una
posicion correspondiente a la posicién 1720-1722 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5,
respectivamente). La sustitucion en la posicion 569 es una sustitucion W—L, en la que "L" esta codificado por "TTG".
En particular, la sustitucion en la posicion 569 es una sustitucion W — L, debido a una transversién del nucleétido "G"
en la posicion correspondiente a la posicion 1706 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 (o en
la posicidon correspondiente a la posicion 1721 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5,
respectivamente) a un nucleétido "T". Por consiguiente, el codén en una posicion correspondiente a la posiciéon 1705-
1707 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 (o en una posicién correspondiente a la posicion
1720-1722 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, respectivamente) se cambia de "TGG" a
"TTG". Mientras que el codén "TGG" codifica triptéfano, el codén "TTG" codifica leucina.

Por lo tanto, una planta de Beta vulgaris como se describe en el presente documento comprende en la secuencia de
nucledtidos del gen de ALS enddgeno, el codon TTG (que codifica leucina) en una posicion correspondiente a la
posicion 1705-1707 de la secuencia de nucledtidos del gen mutante de ALS de B. vulgaris mostrada en la SEQ ID
NO: 1, comprendiendo dicha secuencia de nucledtidos (o, menos preferentemente, consistiendo en) la SEQ ID NO: 3.

Las plantas de B. vulgaris que codifican un polipéptido de ALS que tiene en una posicion correspondiente a la posicion
569 de la secuencia de aminoacidos de la proteina ALS de Beta vulgaris mostrada en la SEQ ID NO: 2 un aminoacido
leucina en lugar de triptéfano, comprenden en la secuencia de nucleétidos del gen de ALS endégeno un codén TTG
que codifica leucina en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de nucleétidos del gen
de ALS de B. vulgaris mostrada en la SEQ ID NO: 1.

El término gen de "ALS" o "AHAS" de B. vulgaris también incluye secuencias de nucleétidos de B. vulgaris que son al

menos el 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas a la secuencia de nucleotidos de ALS de B. vulgaris de la SEQ ID NO: 10 3,
en las que estas secuencias de nucleétidos el 60, 70, 80, 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas comprenden en una posicién

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 874226 T3

correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 un codén TTG que
codifica leucina.

Asimismo, estas secuencias nucleotidicas al menos el 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas codifican un polipéptido de ALS
que comprende leucina en una posicion correspondiente a la posicién 569 de la SEQ ID NO: 2. Dichas secuencias de
nucledtidos idénticas codifican una proteina ALS que conserva la actividad como se describe en el presente
documento, mas preferentemente, el polipéptido de ALS asi codificado es tolerante a uno o mas herbicidas inhibidores
de ALS, como se describe en el presente documento. Dicho término también incluye variantes alélicas y homdlogos
que codifican un polipéptido de ALS que, preferentemente, es tolerante a uno o mas herbicidas inhibidores de ALS
como se describe en el presente documento. Para determinar si una secuencia de acido nucleico tiene un
determinado grado de identidad con las secuencias de nucleétidos descritas en el presente documento, el experto en
la materia puede usar medios y procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, alineamientos, manuales o
mediante programas informaticos tales como los mencionados mas adelante en relacién con la definicion del término
"hibridacion" y grados de homologia.

Por ejemplo, para buscar alineamientos locales de secuencias se puede utilizar BLAST, que significa Basic Local
Alignment Search Tool (Herramienta Basica de Busqueda de Alineamiento Local) (Altschul, Nucl. Acids Res. 25 (1997),
3389-3402; Altschul, J. Mol. Evol. 36 (1993), 290-300; Altschul, J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-410). BLAST produce
alineamientos de secuencias de nucledtidos y de aminoacidos para determinar la similitud de secuencia. Dada la
naturaleza local de los alineamientos, BLAST es especialmente util en la determinacion de coincidencias exactas o en
la identificacion de secuencias similares. La unidad fundamental del resultado del algoritmo BLAST es el Highscoring
Segment Pair (HSP), par de segmentos de alta puntuacion. Un HSP consiste en dos fragmentos de secuencia de
longitudes arbitrarias pero iguales cuyo alineamiento es localmente maximo y para los que la puntuacion del
alineamiento cumple o supera un umbral o puntuacidon de corte fijada por el usuario. La estrategia con BLAST es
buscar los HSP entre una secuencia de consulta y una secuencia de la base de datos para evaluar la significacion
estadistica de las coincidencias encontradas e informar solo sobre las coincidencias que satisfacen el umbral de
significacion seleccionado por el usuario. El parametro E establece el umbral estadisticamente significativo para el
informe de coincidencias de secuencias de la base de datos. E se interpreta como el limite superior de la frecuencia
esperada de aparicion al azar de un HSP (o conjunto de HSP) dentro del contexto de la busqueda en toda la base de
datos. Cualquier secuencia de la base de datos cuya coincidencia satisfaga E se informa en los resultados del
programa.

Para buscar moléculas relacionadas o idénticas en bases de datos de nucleédtidos tales como GenBank o EMBL se
utilizan técnicas informaticas analogas que utilizan BLAST (Altschul (1997), loc. cit.; Altschul (1993), loc. cit.; Altschul
(1990), loc. cit.). Este analisis es mucho mas rapido que las hibridaciones multiples basadas en membrana. Ademas,
la sensibilidad de la busqueda por ordenador se puede modificar para determinar si se categoriza cualquier
coincidencia particular como exacta o similar. La base de la busqueda es la puntuacién producto, que se define como:

(% de identidad de secuencia x % de maxima puntuacién de BLAST)
100

y tiene en cuenta tanto el grado de similitud entre dos secuencias como la longitud de la coincidencia de secuencia.
Por ejemplo, con una puntuacion producto de 40, la coincidencia sera exacta dentro de un error del 1-2 % y a 70, la
coincidencia sera exacta. Las moléculas similares se identifican habitualmente seleccionando las que muestran
puntuaciones producto entre 15 y 40, aunque puntuaciones menores pueden identificar moléculas relacionadas.

El término polipéptido de "ALS" o "AHAS" de B. vulgaris también incluye secuencias de aminoacidos que son al menos
el 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas a la secuencia de aminoacidos de ALS de la SEQ ID NO: 2 o0 4, en las que estas
secuencias de aminoacidos al menos el 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas comprenden en una posiciéon correspondiente
a la posicion 569 de la SEQ ID NO: 2 un aminoacido distinto de triptéfano. Dichas secuencias de aminoacidos idénticas
conservan la actividad de ALS como se describe en el presente documento, mas preferentemente, el polipéptido de
ALS es tolerante a herbicidas inhibidores de ALS, como se describe en el presente documento.

La actividad de ALS, si es necesario, se puede medir en conformidad con el ensayo descrito en Singh (1991), Proc.
Natl. Acad. Sci. 88:4572-4576.

Sin embargo, las secuencias de nucledtidos de ALS a las que se hace referencia en el presente documento que
codifican un polipéptido de ALS preferentemente confieren tolerancia a uno o mas herbicidas inhibidores de ALS (o,
al contrario, menos sensibilidad a un herbicida inhibidor de ALS) como se describe en el presente documento. Esto es
debido a la mutacién puntual que conduce a una sustitucion de aminoacido como se describe en el presente
documento.

Por consiguiente, la tolerancia a un herbicida inhibidor de ALS (o, al contrario, menos sensibilidad a un herbicida
inhibidor de ALS) se puede medir por comparacion de la actividad de ALS obtenida de extractos celulares de plantas
que contienen la secuencia mutada de ALS y de plantas que carecen de la secuencia mutada de ALS en presencia
de un herbicida inhibidor de ALS, como se describe en Singh y col. (1988) [J. Chromatogr., 444, 251-261].

Sin embargo, un ensayo de actividad mas preferido para el polipéptido de ALS codificado por una secuencia de
nucledétidos que comprende un codén TTG que codifica leucina en una posicién correspondiente a la posicién 1705-
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1707 de la secuencia de nucleotidos del gen de ALS de B. vulgaris mostrado en la SEQ ID NO: 1 se puede realizar
del siguiente modo:

La secuencia codificante de una planta de tipo silvestre y una mutante de Beta vulgaris se clona en, por ejemplo,
vectores pET-32a(+) de Novagen y los vectores se transforman en, por ejemplo, Escherichia coli AD494, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Las bacterias se cultivan preferentemente a 37 °C en medio con una presion de
seleccion, tal como en medio LB con 100 mg/l de carbenicilina y 25 mg/I de kanamicina, se inducen con, por ejemplo,
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido 1 mM a una DOsggo de, preferentemente, aproximadamente 0,6, se cultivan durante
aproximadamente 16 horas a, preferentemente 18 °C y se recogen mediante centrifugacion. Los sedimentos
bacterianos se resuspenden en tampén de fosfato sédico 100 mM, pH 7,0, que contenia tiamina-pirofosfato 0,1 mM,
MgCl21 mMy FAD 1 uM a una concentracion de 1 gramo en peso humedo por 25 ml de tampdn y se rompen mediante
tratamiento con ultrasonidos. El extracto de proteina bruta obtenida tras la centrifugacion se usa para las mediciones
de la actividad de ALS.

Después, se llevan a cabo ensayos de ALS en, por ejemplo, placas de microtitulacion de 96 pocillos usando una
modificacion del procedimiento descrito por Ray (1984), Plant Physiol., 75, 827-831. La mezcla de reaccion contiene,
preferentemente, tampon de fosfato potasico 20 mM, pH 7,0, piruvato sédico 20 mM, tiamina-pirofosfato 0,45 mM,
MgClz, 0,45 mM, FAD 9 uM, enzima ALS y diversas concentraciones de inhibidores de ALS en un volumen final de
aproximadamente 90 ul.

Los ensayos se inician afiadiendo enzima y se terminan tras, preferentemente, 75 minutos de incubacion a 30 °C
mediante la adicion de 40 ul de H,SO4 0,5 M. Después de aproximadamente 60 min a temperatura ambiente, se
afiaden aproximadamente 80 ul de una solucién de a-naftol al 1,4 % y creatina al 0,14 % en NaOH 0,7 M y después
de una incubacién adicional de aproximadamente 45 min a temperatura ambiente, se determina la absorbancia a
540 nm. Los valores de pl50 para la inhibicién de la ALS se determinaron como describe Ray (1984), Plant Physiol.,
75, 827-831, utilizando la adicion del programa de ajuste a la curva XLFit Excel-in version 4.3.1 de ID Business
Solutions Limited, Guildford, RU.

Cuando las plantas se usan, la actividad de ALS se determina preferentemente en extractos celulares o extractos
foliares de B. vulgaris de tipo silvestre y en extractos celulares o extractos foliares del mutante obtenido en presencia
de diversas concentraciones de herbicidas inhibidores de ALS, preferentemente herbicidas de sulfonilurea o herbicidas
de sulfonilamino-carboniltriazolinona, mas preferentemente en presencia de diversas concentraciones del herbicida
inhibidor de ALS "foramsulfurén". Por tanto, preferentemente se extrae la ALS de hojas de remolacha azucarera o
cultivos de tejidos de remolacha azucarera como describe Ray (1984) en Plant Physiol 75:827-831

Se prefiere que las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento sean menos sensibles a un inhibidor de
ALS, mas preferentemente sea al menos 100 veces menos sensible, mas preferentemente, 500 veces, incluso mas
preferentemente 1000 veces y muy preferentemente menos de 2000 veces. Menos sensibles, cuando se usa en el
presente documento, pueden, al contrario, verse como "mas tolerables" o "mas resistentes". De un modo similar, "mas
tolerables" o "mas resistentes" pueden, al contrario, verse como "menos sensibles".

Por ejemplo, la planta de B. vulgaris descritas en el presente documento y, en particular, la planta de B. vulgaris
descrita en los Ejemplos adjuntos son/es al menos 2000 veces menos sensibles al herbicida inhibidor de ALS
foramsulfurén (un miembro de la subclase de "herbicidas de sulfonilurea” de los inhibidores de ALS) en comparacion
con la enzima de tipo silvestre.

Preferentemente, las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento son menos sensibles a diversos
miembros de herbicidas inhibidores de ALS, como los herbicidas de sulfonilurea, herbicidas de sulfonilamino-
carboniltriazolinona y herbicidas de imidazolinona. Preferentemente se seleccionan los herbicidas de sulfonilurea y los
herbicidas de sulfonilamino-carboniltriazolinona, contra los que dichas plantas son menos sensibles. En una
realizacion particular preferida, las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento son menos sensibles al
herbicida inhibidor de ALS formasulfurén (herbicida de sulfonilurea), solo o en combinacién con uno o mas herbicidas
inhibidores de ALS adicionales, ya sea de la subclase de los herbicidas de sulfonilurea o de otra subclase de herbicidas
inhibidores de ALS.

Por lo tanto, las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento que son, preferentemente, menos sensibles
a un herbicida inhibidor de ALS pueden, asimismo, caracterizarse por ser "mas tolerantes" a un "inhibidor de ALS" (es
decir, una planta tolerante al inhibidor de ALS).

Por tanto, una planta "tolerante al inhibidor de ALS" se refiere a una planta, en particular a una planta de B. vulgaris
que es mas tolerante a al menos un herbicida inhibidor de ALS a un nivel que normalmente inhibiria el crecimiento de
una planta normal o de tipo silvestre, preferentemente el herbicida inhibidor de ALS controla una planta normal o de
tipo silvestre. Dicha planta normal o de tipo silvestre no comprende en la secuencia de nucleétidos de cualquier alelo
del gen de ALS enddgeno, un coddn TTG que codifica leucina en una posicion correspondiente a la posicion 1705-
1707 de la secuencia de nucledtidos del gen de ALS de B. vulgaris mostrado en la SEQ ID NO: 1.

Dicha secuencia de nucleétidos puede, en general, caracterizarse también por ser una secuencia de nucleotidos
"tolerante al herbicida inhibidor de ALS". Por "secuencia de nucleétidos tolerante al herbicida inhibidor de ALS" se
entiende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al menos la
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mutacién que da como resultado un codén TTG que codifica leucina con respecto a una proteina ALS que no tiene
leucina en una posicion correspondiente a la posicion 569 de la secuencia de aminoacidos de la proteina ALS de B.
vulgaris mostrada en la SEQ ID NO: 2, en la que dicha al menos una mutacién da como resultado la expresion de una
proteina ALS menos sensible a un herbicida inhibidor de ALS.

Por "proteina ALS tolerante a herbicidas" se entiende que tal proteina ALS presenta mayor actividad de ALS, con
respecto a la actividad de ALS de una proteina ALS de tipo silvestre, en presencia de al menos un herbicida inhibidor
de ALS que se sabe que interfiere con la actividad de ALS y a una concentracion o nivel de dicho herbicida que se
sabe que inhibe la actividad de ALS de la proteina ALS de tipo silvestre.

De un modo similar, las expresiones "herbicida (o herbicidas) inhibidor de ALS" o simplemente "inhibidor (o inhibidores)
de ALS" se usan indistintamente. Como se usa en el presente documento, un "herbicida inhibidor de ALS" o un "
inhibidor de ALS" no pretende limitarse a un Unico herbicida que interfiera con la actividad de la enzima ALS. Por tanto,
a menos que se indique lo contrario o que sea evidente a partir del contexto, un "herbicida inhibidor de ALS" o un "
inhibidor de ALS" puede ser un herbicida o una mezcla de dos, tres o cuatro, o mas, herbicidas conocidos en la técnica,
preferentemente como se especifica en el presente documento, cada uno de los cuales interfiere con la actividad de
la enzima ALS.

Sorprendentemente, se descubrié que incluso la mutacién puntual Unica descrita en el presente documento confiere
niveles agronémicamente Utiles y estables de tolerancia a herbicidas inhibidores de ALS en plantas de B. vulgaris, asi
como en sus descendencias, en particular si se establece homocigosidad. En comparacién con las plantas de Befa
vulgaris tolerantes a herbicida del mismo acervo genético en que tal mutaciéon solo esta presente de forma
heterocigética, las plantas de Beta vulgaris tolerantes a herbicida que son homocigéticas para la mutacion revelaron
un nivel mejor desde el punto de vista agronémico de tolerancia a herbicida inhibidor de ALS.

Por lo tanto, se prescribe una planta de Beta vulgaris tolerante a herbicidas inhibidores de ALS que tiene una mutacion
del gen de acetolactato sintasa (ALS) enddgeno, en la que el gen de ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene
un aminoacido distinto de triptéfano en la posicién 569 del polipéptido de ALS. La mutacién respectiva puede ser la
Unica mutacion del gen de ALS. La mutacion respectiva puede estar presente de forma homocigoética y la mutacion
respectiva esta presente de forma homocigética como la Unica mutacion del gen de ALS enddgeno.

Tampoco se podria esperar que solo una mutacion de un gen de ALS en Beta vulgaris fuera suficiente, ya que, por
ejemplo, el documento WO 2010/037061 muestra que son necesarios mutantes dobles o triples en el gen de ALS para
conferir la tolerancia agronémicamente Util a herbicidas inhibidores de ALS.

También se describen en el presente documento plantas que contienen al menos un alelo del gen de ALS enddgeno,
un codén TTG que codifica leucina en una posicién correspondiente a la posicion 1705-1707 de la secuencia de
nucleotidos del gen de ALS de B. vulgaris mostrado en la SEQ ID NO: 1, y que contiene uno (en caso de diploidia) o
mas alelos adicionales (en caso de poliploidia) que tienen una o mas mutaciones adicionales en el gen de ALS
enddgeno.

Por consiguiente, cuando se usa en el presente documento el término "heterocigo6tigo” o "de forma heterocigética”
significa que una planta descrita en el presente documento tiene distintos alelos en un locus particular, en particular
en el locus del gen de ALS.

"Homocigético" o "de forma homocigética" indica que una planta descrita en el presente documento tiene dos copias
del mismo alelo en distintas cadenas de ADN, en particular en el locus del gen de ALS.

Como se usa en el presente documento, a menos que claramente se indique lo contrario, el término "planta” significa
una planta en cualquier fase de desarrollo.

Se prefiere que la planta de Beta vulgaris descrita en el presente documento sea euploide o aneuploide. Una planta
euploide puede ser, preferentemente, haploide, diploide, tetraploide, hexaploide, octaploide, decaploide o
dodecaploide, mientras que una planta aneuploide puede ser, preferentemente, triploide o pentaploide.

Las partes de plantas pueden estar unidas o separadas de una planta entera intacta. Dichas partes de planta incluyen,
pero sin limitacion, érganos, tejidos y células de una planta, y, preferentemente, semillas.

Por consiguiente, la planta de B. vulgaris descrita en el presente documento es no transgénica con respecto a un gen
de ALS enddgeno. Por supuesto, los genes extrafios se pueden transferir a la planta mediante ingenieria genética o
por procedimientos convencionales tales como cruzamiento. Dichos genes pueden ser genes que confieren tolerancias
a herbicidas, preferentemente que confieren tolerancias a herbicidas distintas de tolerancias a herbicidas inhibidores
de ALS, genes que mejoran el rendimiento, genes que mejoran las resistencias a los organismos bioldgicos y/o genes
relacionados con modificaciones del contenido.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la fabricacion de la planta de Beta
vulgaris y partes de la misma como se describe en el presente documento, que comprende siguientes las etapas:

(a) exponer callos, preferentemente de remolacha azucarera, a aproximadamente 107 M - 10° M de un herbicida
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inhibidor de ALS, preferentemente foramsulfurén;

(b) seleccionar colonias celulares que puedan crecer en presencia de hasta 3 x 10 M de un herbicida inhibidor de
ALS, preferentemente foramsulfurén [CAS RN 173159-57-4];

(c) regenerar brotes en presencia de un herbicida inhibidor de ALS, preferentemente foramsulfurén;

(d) seleccionar plantulas regeneradas con un herbicida inhibidor de ALS, preferentemente foramsulfurén,
yodosulfurén-metil-sodio [CAS RN 144550-36-7] y/o una mezcla de ambos, en la que la dosis de foramsulfurén es,
preferentemente, equivalente a 7-70 gp.a./ha y la dosis de yodosulfuron-metil-sodio es, preferentemente,
equivalente a 1-10 g p.a./ha.

Las plantulas regeneradas obtenidas de acuerdo con los procedimientos (a) a (d) anteriores se pueden emplear para
la fabricacion adicional de plantas de Beta vulgaris aplicando las etapas (e) a (m) siguientes:

(e) micropropagacion vegetativa de las plantulas individuales de la etapa (d) para rescatar distintas variantes
positivas estableciendo una linea celular (clon) de cada plantula tolerante a herbicida inhibidor de ALS;

(f) almacenamiento prolongado de cada clon establecido en el estado vegetativo;

(g) transferencia de plantas clonadas de cada clon del almacenamiento prolongado al invernadero;

(h) vernalizacion y adaptacion en camaras de vernalizacion para inducir la floracion;

(i) transferencia de las plantas verbalizadas a recintos de crecimiento (con temperatura y luz controladas);

(j) seleccion de las mejores plantas que desprenden polen de los mejores clones con floracion para el cruzamiento
con plantas emasculadas de una linea de élite, pero sensible al herbicida inhibidor de ALS para superar el impacto
negativo de la variaciéon somaclonal sobre la fertilidad generativa (macho y hembra) de las plantulas de la etapa
(d);

(k) retrocruzamiento con la linea de élite hasta restablecer la fertilidad y, por ultimo, autofecundar plantas
heterocigéticas para alcanzar el estado homocigético;

(I) producir cruzamientos de prueba con una pareja sensible al herbicida inhibidor de ALS y semillas
autofecundadas de cada linea retrocruzada para evaluaciones de campo;

(m) aplicar tasas de dosis agronémicamente procedentes de distintos herbicidas inhibidores de ALS para
seleccionar la linea con el mejor rendimiento, preferentemente en su estado homocigético.

Las lineas obtenidas de acuerdo con las etapas (a) a (m) anteriores sientan la base para el desarrollo de variedades
comerciales siguiendo procedimientos conocidos en la comunidad de mejoradores, sustentados por técnicas
moleculares de mejoramiento genético (como el mejoramiento genético asistido por marcadores o la seleccién asistida
por marcadores) para acelerar los procedimientos y garantizar la seleccidon correcta de plantas para obtener la
mutacion en su forma homocigoética o, en caso de contener una o mas mutaciones en diversas ubicaciones del gen
enddgeno que codifica la ALS, para realizar la seleccion correcta de plantas heterocigéticas que contienen al menos
uno de los alelos de la mutacion W569 como se describe en el presente documento. (Para una revision, véase Bertrand
C.Y. y col. (2008), Phil. Trans. R. Soc, B., 363, 557-572)

Los callos se obtienen por los medios y procedimientos conocidos cominmente en la técnica, por ejemplo, como se
describe en los Ejemplos adjuntos.

Las semillas obtenidas en la etapa (m) anterior se han depositado en el NCIMB, Aberdeen, RU, con el Numero NCIMB
41705.

Ademas, se describe un procedimiento para la produccion de una planta de Beta vulgaris, y partes de la misma,
tolerante a herbicidas que comprende (i) una mutacion de un gen de acetolactato sintasa (ALS) endégeno, en el que
el gen de la ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene leucina en una posicion 569 del polipéptido de ALS, y
(i) una mutacién adicional en el gen de ALS enddgeno, que comprende las siguientes etapas:

(a) producir una planta de Beta vulgaris tolerante al herbicida inhibidor de ALS que comprende una mutacién de
un gen de acetolactato sintasa (ALS) enddgeno, en el que el gen de ALS codifica un polipéptido de ALS que
contiene leucina en una posiciéon 569 del polipéptido de ALS (parental A);

(b) cruzar el parental A con una planta de Beta vulgaris (parental B) que contiene una o mas mutaciones adicionales
en el gen de ALS endodgeno, en posiciones que difieren de la posicion de aminoacido 569;

c) obtener una progenie de Beta vulgaris que es heterocigética para la mutacion del gen de ALS de la posicion de
aminoacido 569 y para una o mas de cualquiera de las mutaciones del gen de ALS adicionales codificadas por el
parental B;

(d) en el que el procedimiento de mejoramiento genético esta controlado por

(i) la aplicacion de mejoramiento genético asistido por marcador y/o técnicas de microsecuenciacion, y /o
(ii) la aplicacion de dosis agrondmicamente procedentes de uno o mas herbicidas inhibidores de ALS a los que
la progenie generada de acuerdo con la etapa (c) es tolerante.

En un ejemplo no limitante, las plantas de remolacha azucarera descritas en el presente documento se obtuvieron
realizando el siguiente protocolo no limitante. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se puede usar el mismo
protocolo para la obtencion de plantas de B. vulgaris distintas de remolacha azucarera.

Se iniciaron cultivos celulares de remolacha azucarera a partir de plantones de un genotipo 779044 diploide de
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remolacha azucarera (como, por ejemplo, describe Alexander Dovzhenko, Tesis Doctoral, Titulo: "Hacia la
transformacion de plastidios en colza (Brassica napus L.) y remolacha azucarera (Befa vulgaris L.)", Ludwig-
Maximilians-Universitat, Manich, Alemania, 2001).

Se sumergieron semillas de remolacha azucarera durante 60 segundos en etanol al 70 %, después se aclararon dos
veces en agua estéril con detergente al 0,01 %, y después se incubaron durante 1-4 horas en blanqueador de NaOCI
al 1 %. Después de eso, las semillas se lavaron 3 veces con H>O estéril y las semillas se almacenaron en agua estéril
durante una noche a 4 °C. Los embriones se aislaron después usando pinzas y bisturi.

Los embriones recién preparados se sumergieron en NaOCI al 0,5 % durante 30 min y después se lavaron 3 veces en
agua estéril. Tras la Ultima etapa de lavado se colocaron en medio agar MS sin hormonas (Murashige y Skoog (1962),
Physiol. Plantarum, 15, 473-497). Los embriones que se desarrollaron en plantones estériles se usaron para el inicio
de cultivos celulares regenerables de remolacha azucarera.

Los cotiledones y los hipocétilos se cortaron en segmentos de 2-5 mm de longitud y después se cultivaron en medio
MS solidificado con agar (al 0,8 %) que contenia 1 mg/l de bencilaminopurina (BAP) o 0,25 mg/l de tidiazurén (TDZ).
Cuatro semanas mas tarde, los cultivos de brotes en desarrollo se transfirieron a medio agar recién preparado de la
misma composicion y después se subcultivaron a intervalos mensuales. Los cultivos se mantuvieron a 25 °C con luz
tenue con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h.

Tras 7-10 subcultivos, los cultivos de brotes que se cultivaron en el medio que contenia tidiazurén formaron un tipo de
callo distinto, que era de crecimiento rapido, blando y friable. El color de este tipo de callo era amarillento o verde
claro. Algunos de estos callos friables producian consistentemente primordios de brotes que contenian clorofila a partir
de estructuras similares a embriones. Estos callos regenerables de crecimiento rapido se usaron para la seleccién de
mutantes de remolacha azucarera tolerantes a herbicida inhibidor de ALS.

Cuando este tipo de callo se expuso a 10-° M de la sulfonilurea foramsulfurén (CAS RN 173159-57-4), las células
sobrevivieron, pero produjeron menos del 50 % de la biomasa de sus hermanas en medio desprovisto del inhibidor.
En medio que contenia foramsulfurén 3 x 108 M no se detectd crecimiento. Para los experimentos de seleccion de
mutantes a gran escala se escogio foramsulfurén 107 M. Las colonias celulares supervivientes y en crecimiento se
numeraron y transfirieron tras 4-6 semanas a medio recién preparado que contenia 3 x 107 M del inhibidor. Una de
estas colonias celulares pudo crecer no solo a esta concentracion del inhibidor sino incluso en presencia de 3 x 106 M
de foramsulfurén. A partir de este clon (SB574TL) se regeneraron brotes en presencia del herbicida inhibidor de ALS
y, después, los brotes se transfirieron a medio MS que contenia 0,05 mg/l de acido naftalenacético (NAA).

Al cabo de 4-12 semanas los brotes formaron raices y después se transfirieron a recipientes estériles para plantas
llenos de perlita hiumeda esterilizada, se regaron con ingredientes inorganicos de MS a la mitad de la concentracion.
Como alternativa, las plantulas se transfirieron directamente desde el medio solidificado con agar a una mezcla de
suelo que contenia perlita en el invernadero. Durante los primeros 10-15 dias tras la transferencia al sustrato que
contenia suelo, las plantas se mantuvieron en un ambiente con alta humedad en el aire. Durante y después de llevarlas
a los regimenes normales de humedad en el aire de invernadero, las plantas se mantuvieron en el invernadero con
luz artificial (12 h) a temperaturas de dia/noche de 20 +-3 °C/ 15+-2 °C.

3-5 semanas mas tarde, las plantas regeneradas a partir del cultivo de células (SB574TL) tolerantes a foramsulfuron
obtenidas anteriormente, asi como de los cultivos de células de tipo silvestre se trataron con foramsulfurén,
yodosulfurén-metil-sodio (CAS RN 144550-3-7) y una mezcla de ambos principios activos. Las dosis de herbicida
analizadas fueron equivalentes a 7-70 g p.a./ha para foramsulfurén y 1-10 g p.a./ha para yodosulfurén-metil-sodio. Las
plantas regeneradas a partir de esta linea celular tolerante toleraron incluso las dosis mas altas de herbicida
(foramsulfurdn, yodosulfurén-metil-sodio y sus mezclas en la relacion de 7:1, mientras que incluso las dosis mas bajas
mataban a las plantas de tipo silvestres.

Las descendencias se analizaron del siguiente modo (de un modo no limitante):

Basandose en SB574TL, las semillas F2 y F3 de hibridos experimentales que confieren el alelo de resistencia en el
estado heterocigotico, asi como semillas F4-F6 que confieren el alelo mutante en el estado homocigético, se
sembraron en el campo y se trataron con foramsulfurén, yodosulfurén-metil-sodio, asi como con mezclas de ambos
herbicidas inhibidores de ALS cuando las plantas desarrollaron 3-5 hojas de roseta. Los plantones homocigéticos
toleraron mezclas de 35 g de foramsulfuron/ha + 7 g de yodosulfuron-metil-sodio/ha sin retraso del crecimiento ni
signos de dafio visible. En varios casos, las lineas heterocigéticas mostraron signos de crecimiento retardado y algo
de clorosis foliar a estas tasas, pero se recuperaron al cabo de 3-5 semanas, mientras que los plantones
convencionales de remolacha azucarera murieron con los herbicidas inhibidores de ALS.

Los mutantes de ALS se caracterizaron del siguiente modo:
LGC Genomics GmbH, Berlin, Alemania realizé extraccion y analisis de secuencias de acidos nucleicos del mutante
obtenido, de acuerdo con protocolos convencionales modificados.

La secuencia de acido nucleico obtenida del mutante de remolacha azucarera SB574TL se muestra en la SEQ ID NO:
3. La SEQ ID NO: 4 representa la correspondiente secuencia de aminoacidos, mientras que la SEQ ID NO: 1 se obtuvo
tras secuenciar la planta de remolacha azucarera de tipo silvestre que se tomé como material de partida. La SEQ ID
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NO: 2 representa la correspondiente secuencia de aminoacidos de la remolacha azucarera de tipo silvestre.
La comparacion de todas estas secuencias muestra que solo existe la mutacion en la posicion 574, pero no tuvo lugar
ningun otro cambio en ninguna otra parte de este gen de ALS enddgeno.
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(SE%'II%ggt;GCTACCTTCACAAACCCAACATTTTCCCCTTCCTCAACTCCATTAACCAAAACC
(SE%‘Il'gggéeéCTACCTTCACAAACCCAACATTTTCCCCTTCCTCAACTCCATTAACCAAAACC
(865)QCIZQA’\L%P?TCCCAATCTTCCATCTCTTCAACCCTCCCCTTTTCCACCCCTCCCAAAACCCCA
(Sﬁilﬁ)QCI)?A’\jA%A?’TCCCAATCTTCCATCTCTTCAACCCTCCCCTTTTCCACCCCTCCCAAAACCCCA
(813% IEC’\JI'(C)).CJIACTCTTTCACCGTCCCCTCCAAATCTCATCCTCCCAATCCCACAAATCATCCGCC
(813% IEC’\JI'(C)).C?’ACTCTTTCACCGTCCCCTCCAAATCTCATCCTCCCAATCCCACAAATCATCCGCC
(S1EB$) IET’}IJ'%O\:L\ACACAAACTCAAG CACCTTCTTCTCCAGCTATTGAAGATTCATCTTTCGTTTCT
(S1EB$) IET’}IJ%.A:;\ACACAAACTCAAG CACCTTCTTCTCCAGCTATTGAAGATTCATCTTTCGTTTCT
(SZE% ICI?C;\L(\?I' 'I:lTGGCCCTGATGAACCCAGAAAAGGGTCCGATGTCCTCGTTGAAGCTCTTGAGCGT
(SZE% ICI?C;\L(\%' T?:I'GGCCCTGATGAACCCAGAAAAGGGTCCGATGTCCTCGTTGAAGCTCTTGAGCGT
é%?) IgA’\;IO%ClTGTTACCAATGTGTTTGCTTACCCTGGTGGTGCATCTATGGAAATCCAC CAAGCT
é%?) IgA’\}O\% gTGTTACCAATGTGTTTGCTTACCCTGGTGGTGCATCTATGGAAATCCAC CAAGCT
(83%% I8T’\é3%(;IACGCTCTAAAACCATCCGCAATGTCCTCCCTCGCCATGAACAAGGCGGGGTTTTC
(83%% ICI?T’\é)(z\.C?’ACGCTCTAAAACCATCCGCAATGTCCTCCCTCGCCATGAACAAGGCGGGGTTTTC
(843% IgCN (g) GéCGAGGGATATG CTAGAGCTACTGGAAAGGTTGGTGTCTGCATTGCGACTTCTGGT
(843% IgCN (g) GSCGAGGGATATG CTAGAGCTACTGGAAAGGTTGGTGTCTGCATTGCGACTTCTGGT
(84%% ICI?C’\JI'(?;.C;'TGCTACCAACCTCGTATCAGGTCTTG CTGACGCTCTCCTTGATTCTGTCCCTCTT
(84%% ICI?C’\']I% é’TGCTACCAACCTCGTATCAGGTCTTG CTGACGCTCTCCTTGATTCTGTCCCTCTT
(SSE% IgT’\'jI'(gEC;I CATCACTGGCCAAGTTCCACGCCGTATGATTGGCACTGATGCTTTTCAGGAGACT
(SSE% IgT’\'lI'(gSC3 CATCACTGGCCAAGTTCCACGCCGTATGATTGGCACTGATGCTTTTCAGGAGACT
(SGI(E)% ICI?C’\/IB\(,)O\.'I:lTGTTGAGGTGACAAGGTCTATTACTAAG CATAATTATTTAGTTTTGGATGTAGAG
(SGI(E)% IgC’\,IO\(,)D\.T?iI'GTTGAGGTGACAAGGTCTATTACTAAG CATAATTATTTAGTTTTGGATGTAGAG
(86%% IgP’\\lT(z\.T‘!I'CCTAGAATTGTTAAG GAAGCCTTTTTTTTAGCTAATTCTGGTAGGCCTGGACCT
(86%% IgP’\\lT(z\.T:f’I'CCTAGAATTGTTAAG GAAGCCTTTTTTTTAGCTAATTCTGGTAGGCCTGGACCT
(873% IgT’\'jI'('?':I'l%ATTGATCTTCCTAAAGATATTCAG CAGCAATTGGTTGTTCCTGATTGGGATAGG
(873?) IgT’\'jI"OI':I':EBATTGATCTTCCTAAAGATATTCAGCAGCAATTGGTTGTTCCTGATTGGGATAGG
(87%% ICI?C’\JI'(')I'.'I:'ll'AAGTTGGGTGGGTATATGTCTAGGCTGCCAAAGTCCAAGTTTTCGAC GAATGAG
(87%% I8C’)\1T(')I'.'I':f’I'AAGTTGGGTGGGTATATGTCTAGGCTGCCAAAGTCCAAGTTTTCGACGAATGAG
(SBE% IgT’\'lI'(gSIC;IACTTCTTGAG CAGATTGTGAGGTTGATGAGTGAGTCGAAGAAGCCTGTCTTGTAT
(SBE% IgT’\'lI'(gSICg’ACTTCTTGAG CAGATTGTGAGGTTGATGAGTGAGTCGAAGAAGCCTGTCTTGTAT
(SQI(E)% IgT’\éEOG C15AGGTGGGTGTTTGAATTCTAGTGAG GAGTTGAGGAGATTTGTTGAGTTGACAGGG
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(89%% IgT’\éB%gAGGTGGGTGTTTGAATTCTAGTGAGGAGTTGAGGAGATTTGTTGAGTTGACAGGG
(89%% IADTNI'(C)).CEGTGGCTAGTACTTTGATGGGGTTGGGGTCTTACCCTTGTAATGATGAACTGTCT
(89%% IET,}IJ'(C)).CsGGTGGCTAGTACTTTGATGGGGTTGGGGTCTTACCCTTGTAATGATGAACTGTCT
(31%21I)D C’}Ij'('I?Cl\TATGTTGGGGATGCACGGGACTGTTTATGCCAATTATGCGGTGGATAAGGCGGAT
(31%21I)D CNI'('?C:Z\TATGTTGGGGATGCACGGGACTGTTTATGCCAATTATGCGGTGGATAAGGCGGAT
(31%31I)D Tﬁg'.l'jl'GCTTGCTTTCGGGGTTAGGTTTGATGATCGTGTGACCGGGAAGCTCGAGGCGTTT
(31%31I)D T,'\Il'g'.l'?I'GCTTGCTTTCGGGGTTAGGTTTGATGATCGTGTGACCGGGAAGCTCGAGGCGTTT
(S1E1$1I)D G’\CJI?'AECCGTGCTAAGATTGTGCATATTGATATTGACTCTGCTGAGATTGGGAAGAACAAG
(S1E1§1I)D G,\é)(')l':AsGCCGTGCTAAGATTGTGCATATTGATATTGACTCTGCTGAGATTGGGAAGAACAAG
SEQ ID NO: 1 (1201)
CAGCCCCATGTGTCCATTTGTGCTGATGTTAAATTGGCATTGCGGGGTATGAATAAGATT

SEQ ID NO: 3 (1201)
CAGCCCCATGTGTCCATTTGTGCTGATGTTAAATTGGCATTGCGGGGTATGAATAAGATT

(SE%D C’#’(C)BIC;AGTCTAGAATAGGGAAGCTGAATTTGGATTTCTCCAAGTGGAGAGAAGAATTAGGT
(S1§§1|)D C,}Ij'ggAGTCTAGAATAGGGAAGCTGAATTTGGATTTCTCCAAGTGGAGAGAAGAATTAGGT
(SE,%I)D G’\A%SAGAAGAAGGAATTCCCACTGAGTTTTAAGACATTTGGGGATGCAATTCCTCCACAA
(31%21I)D G’X%SAGAAGAAGGAATTCCCACTGAGTTTTAAGACATTTGGGGATGCAATTCCTCCACAA
SEQ ID NO: 1 (1381)
TATGCCATTCAGGTGCTTGATGAGTTGACCAATGGTAATGCTATTATAAGTACTGGTGTT

SEQ ID NO: 3 (1381)
TATGCCATTCAGGTGCTTGATGAGTTGACCAATGGTAATGCTATTATAAGTACTGGTGTT

(SE;%D G,\CIB%JIAGCACCAAATGTGGGCTGCGCAGCATTACAAGTACAGAAACCCTCGCCAATGGCTG
(SE;%D G,\é;%gAGCACCAAATGTGGGCTGCGCAGCATTACAAGTACAGAAACCCTCGCCAATGGCTG
(31%81I)D A’é(c)).'IjCTGGTGGGTTGGGGGCTATGGGGTTTGGGCTACCAGCCGCCATTGGAGCTGCAGTT
(31%81I)D A’é(c)).'l%TGGTGGGTTGGGGGCTATGGGGTTTGGGCTACCAGCCGCCATTGGAGCTGCAGTT
(31%%3 G’\é)QFC1GACCAGATGCAGTGGTTGTCGATATTGATGGGGATGGCAGTTTTATTATGAATGTT
(31%%3 G’\CJZ?'C%ACCAGATGCAGTGGTTGTCGATATTGATGGGGATGGCAGTTTTATTATGAATGTT
(31%21|)D C’\A%G1AGTTGGCTACAATTAGGGTGGAAAATCTCCCAGTTAAGATAATGCTGCTAAACAAT
(31%21I)D C’X(X.CSAGTTGGCTACAATTAGGGTGGAAAATCTCCCAGTTAAGATAATGCTGCTAAACAAT
(S1Es§1I)D C’X(/i.CLTTTAGGTATGGTTGTCCAATGGGAAGATAGGTTCTATAAAGCTAACCGGGCACAT
(31%§1|)D C’X%C:ZTTTAGGTATGGTTGTCCAATTGGAAGATAGGTTCTATAAAGCTAACCGGGCACAT
(S1E7$1I)D A’é(/i:I'LCCTTGGAAACCCTTCCAAATCTGCTGATATCTTCCCTGATATGCTCAAATTCGCT
(S1E7$1I)D A,é(/ill'iCCTTGGAAACCCTTCCAAATCTGCTGATATCTTCCCTGATATGCTCAAATTCGCT
(31%81I)D G,\L%(;CATGTGATATTCCTTCTGCCCGTGTTAGCAACGTGGCTGATTTGAGGGCCGCCATT
(31%81I)D G’\A%SCATGTGATATTCCTTCTGCCCGTGTTAGCAACGTGGCTGATTTGAGGGCCGCCATT
(31%21I)D C’X(A)\.A1CAATGTTGGATACTCCAGGGCCGTACCTGCTCGATGTGATTGTACCGCATCAAGAG
(31%31I)D C’X(XA%AATGTTGGATACTCCAGGGCCGTACCTGCTCGATGTGATTGTACCGCATCAAGAG

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 874226 T3

SEQ ID NO: 1
(1921) CATGTGTTGCCTATGATTCCAAGTGGTGCCGGTTTCAAGGATACCATTACAGAGGGTGAT
SEQ ID NO: 3

(1921) CATGTGTTGCCTATGATTCCAAGTGGTGCCGGTTTCAAGGATACCATTACAGAGGGTGAT
SEQ ID NO: 1

(1981) GGAAGAACCTCTTATTGA

SEQ ID NO: 3

(1981) GGAAGAACCTCTTATTGA

SEQ ID NO: 2

(1) MAATFTNPTFSPSSTPLTKTLKSQSSISSTLPFSTPPKTPTPLFHRPLQISSSQSHKSSA

SEQ ID NO: 4

(1) MAATFTNPTFSPSSTPLTKTLKSQSSISSTLPFSTPPKTPTPLFHRPLQISSSQSHKSSA

SEQ ID NO: 2

(61) IKTQTQAPSSPAIEDSSFVSRFGPDEPRKGSDVLVEALEREGVTNVFAYPGGASMEIHQA
SEQ ID NO: 4

(61) IKTQTQAPSSPAIEDSSFVSRFGPDEPRKGSDVLVEALEREGVTNVFAYPGGASMEIHQA
SEQ ID NO: 2

(121) LTRSKTIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARATGKVGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPL
SEQ ID NO: 4

(121) LTRSKTIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARATGKVGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPL
SEQ ID NO: 2

(181) VAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVEDIPRIVKEAFFLANSGRPGP
SEQ ID NO: 4

(181) VAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVEDIPRIVKEAFFLANSGRPGP
SEQ ID NO: 2

(241) VLIDLPKDIQQQLVVPDWDRPFKLGGYMSRLPKSKFSTNEVGLLEQIVRLMSESKKPVLY
SEQ ID NO: 4

(241) VLIDLPKDIQQQLVVPDWDRPFKLGGYMSRLPKSKFSTNEVGLLEQIVRLMSESKKPVLY
SEQ ID NO: 2

(301) VGGGCLNSSEELRRFVELTGIPVASTLMGLGSYPCNDELSLHMLGMHGTVYANYAVDKAD
SEQ ID NO: 4

(301) VGGGCLNSSEELRRFVELTGIPVASTLMGLGSYPCNDELSLHMLGMHGTVYANYAVDKAD
SEQ ID NO: 2

(361) LLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADVKLALRGMNKI
SEQ ID NO: 4

(361) LLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADVKLALRGMNKI
SEQ ID NO: 2

(421) LESRIGKLNLDF SKWREELGEQKKEFPLSFKTFGDAIPPQYAIQVLDELTNGNAIISTGV
SEQ ID NO: 4

(421) LESRIGKLNLDFSKWREELGEQKKEFPLSFKTFGDAIPPQYAIQVLDELTNGNAIISTGV
SEQ ID NO: 2

(481) GQHOMWAAQHYKYRNPRQWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPDAVVVDIDGDGSFIMNY
SEQ ID NO: 4

(481) GQHQMWAAQHYKYRNPRQWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPDAVVVDIDGDGSFIMNY
SEQ ID NO: 2

(541) QELATIRVENLPVKIMLLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPSKSADIFPDMLKFA
SEQ ID NO: 4

(541) QELATIRVENLPVKIMLLNNQHLGMVVQLEDRFYKANRAHTYLGNPSKSADIFPDMLKFA
SEQ ID NO: 2

(601) EACDIPSARVSNVADLRAAIQTMLDTPGPYLLDVIVPHQEHVLPMIPSGAGFKDTITEGD
SEQ ID NO: 4

(601) EACDIPSARVSNVADLRAAIQTMLDTPGPYLLDVIVPHQEHVLPMIPSGAGFKDTITEGD
SEQ ID NO: 2

(661) GRTSY-

SEQ ID NO: 4

(661) GRTSY-

Sin embargo, generalmente se prefiere que las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento y partes de
las mismas sean agronémicamente explotables. "Agrondmicamente explotables" significa que las plantas de B.
vulgaris y partes de las mismas son Utiles para fines agronémicos. Por ejemplo, las plantas de B. vulgaris deberian
servir para el fin de ser Utiles en la produccién de azucar, produccion de biocombustible (tal como biogas, biobutanol),
produccion de etanol, produccion de betaina y/o uridina. La expresion "agrondmicamente explotable”, cuando se usa
en el presente documento, también incluye que las plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento son
preferentemente menos sensibles contra un herbicida inhibidor de ALS, mas preferentemente es al menos 100 veces
menos sensibles, mas preferentemente, 500 veces, incluso mas preferentemente 1000 veces y muy preferentemente
menos de 2000 veces. El herbicida inhibidor de ALS es uno o mas descritos en el presente documento,
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preferentemente es foramsulfurén solo o en combinacién con uno o mas herbicidas inhibidores de ALS adicionales de
la subclase de los herbicidas de sulfonilurea o cualquier otra subclase de los herbicidas inhibidores de ALS, muy
preferentemente es foramsulfurén en combinacion con un herbicida de sulfonilurea adicional y/o un inhibidor de ALS
de la subclase de herbicidas de sulfonilaminocarboniltriazolinona.

Preferentemente, las plantas de B. vulgaris agrondmicamente explotables, muy preferentemente plantas de remolacha
azucarera, descritas en el presente documento, son completamente fértiles, mas preferentemente tienen fertilidad de
tipo silvestre. La fertilidad es de suma importancia para que una planta de B. vulgaris sea explotable agronémicamente.

Un ejemplo de una planta de B. vulgaris agrondmicamente explotable es la remolacha azucarera. Una planta de
remolacha azucarera descrita en el presente documento, cuando se cultiva en un area de rendimiento de una hectarea
(aproximadamente 80.000 a 90.000 remolachas azucareras) deberia servir preferentemente para la produccion de al
menos 4 toneladas de azucar.

Como alternativa, una planta de remolacha azucarera descrita en el presente documento deberia contener,
preferentemente, un contenido de azucar de entre el 15-20 %, preferentemente al menos el 17 % para que sea
agronémicamente explotable. Por tanto, se describen plantas de remolacha azucarera que contienen un contenido de
azucar de entre el 15-20 %, preferentemente al menos el 17 %.

Las plantas descritas en el presente documento se pueden identificar usando cualquier procedimiento de analisis
genotipico. La evaluacion genotipica de las plantas incluye el uso de técnicas tales como electroforesis con isozima,
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (los RFLP), ADN polimoérficos amplificados aleatoriamente (los
RAPD), reaccién en cadena de la polimerasa cebada arbitrariamente (AP-PCR), PCR especifica de alelo (AS-PCR),
identificacion genética por amplificaciéon de ADN (DAF), regiones amplificadas caracterizadas por secuencia (SCAR),
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (los AFLP), repeticiones simples de secuencia (las SSR) que
también se denominan "Microsatélites". Composiciones y procedimientos adicionales para el andlisis del genotipo de
las plantas proporcionadas en el presente documento incluyen los procedimientos desvelados en la publicacion de
EE.UU. N.°2004/0171027, la publicacion de EE.UU. N.° 2005/02080506 y la publicacién de EE.UU. N.° 2005/0283858.

La planta de Beta vulgaris descrita en el presente documento y/o las partes cosechables o material de propagacion
descritos en el presente documento pueden usarse para la fabricacion/mejoramiento genético de plantas de Befa
vulgaris. Los procedimientos para la fabricacion/mejoramiento genético de plantas de B. vulgaris se describen en otro
lugar en el presente documento. Dichos procedimientos para la fabricacion/mejoramiento genético se pueden usar
para generar plantas de B. vulgaris descritas en el presente documento que ademas comprenden nuevos rasgos de
plantas tales como resistencia al estrés, como, pero sin limitacién, estrés por sequia, calor, frio o salino, y similares.

Ademas, se describe el uso de la planta de Beta vulgaris tolerante a herbicidas descrita en el presente documento y/o
partes cosechables o material de propagacion derivado de la misma en un procedimiento de cribado para la seleccion
de herbicidas inhibidores de ALS.

Una mejor comprension de la presente invencion y de sus muchas ventajas se obtendra a partir de los siguientes
ejemplos.

Ejemplo 1: Aislamiento de mutantes

Se iniciaron cultivos celulares de remolacha azucarera a partir de plantones de un genotipo 779044 diploide de
remolacha azucarera (como, por ejemplo, describe Alexander Dovzhenko, Tesis Doctoral, Titulo: "Hacia la
transformacion de plastidios en colza (Brassica napus L.) y remolacha azucarera (Befa vulgaris L.)", Ludwig-
Maximilians-Universitat, Munich, Alemania, 2001).

Se sumergieron semillas de remolacha azucarera durante 60 segundos en etanol al 70 %, después se aclararon dos
veces en agua estéril con detergente al 0,01 %, y después se incubaron durante 1-4 horas en blanqueador de NaOCI
al 1 %. Después de eso, las semillas se lavaron 3 veces con H>O estéril y las semillas se almacenaron en agua estéril
durante una noche a 4 °C. Los embriones se aislaron después usando pinzas y bisturi.

Los embriones recién preparados se sumergieron en NaOCIl al 0,5 % durante 30 min y después se lavaron 3 veces en
H2O estéril. Tras la ultima etapa de lavado se colocaron en medio agar MS sin hormonas (Murashige y Skoog (1962),
Physiol. Plantarum, 15, 473-497). Los embriones que se desarrollaron en plantones estériles se usaron para el inicio
de cultivos celulares regenerables de remolacha azucarera.

Los cotiledones y los hipocétilos se cortaron en segmentos de 2-5 mm de longitud y después se cultivaron en medio
agar MS solidificado con agar (al 0,8 %) que contenia 1 mg/l de bencilaminopurina (BAP) o 0,25 mg/l de tidiazurén
(TDZ). Cuatro semanas mas tarde, los cultivos de brotes en desarrollo se transfirieron a medio agar MS recién
preparado de la misma composicién y después se subcultivaron a intervalos mensuales. Los cultivos se mantuvieron
a 25 °C con luz tenue con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h.

Tras 7-10 dias, los subcultivos de los cultivos de brotes que se cultivaron en el medio que contenia tidiazuron formaron
un tipo de callo distinto, que era de crecimiento rapido, blando y friable. El color de este tipo de callo era amarillento o
verde claro. Algunos de estos callos friables producian consistentemente primordios de brotes que contenian clorofila
a partir de estructuras similares a embriones. Estos callos regenerables de crecimiento rapido se usaron para la
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seleccion de mutantes de remolacha azucarera tolerantes a herbicida inhibidor de ALS.

Cuando este tipo de callo se expuso a 10-° M del herbicida inhibidor de ALS foramsulfurén (que pertenece a la subclase
de sulfonilureas, véase anteriormente), las células sobrevivieron, pero produjeron menos del 50 % de la biomasa de
sus hermanas en medio desprovisto del inhibidor. En medio que contenia foramsulfuron 3 x 108 M no se detectd
crecimiento. Para los experimentos de seleccién de mutantes a gran escala se escogio foramsulfuron 107 M. Las
colonias celulares supervivientes y en crecimiento se numeraron y transfirieron tras 4-6 semanas a medio recién
preparado que contenia 3 x 107 M del inhibidor. Una de estas colonias celulares pudo crecer no solo a esta
concentracion del inhibidor sino incluso en presencia de 3 x 10 M de foramsulfurén. A partir de este clon (SB574TL),
se regeneraron brotes en presencia del herbicida inhibidor de ALS y, después, los brotes se transfirieron a medio MS
que contenia 0,05 mg/l de acido naftalenacético (NAA).

Al cabo de 4-12 semanas los brotes formaron raices y después se transfirieron a recipientes estériles para plantas
llenos de perlita hUmeda esterilizada, se regaron con ingredientes inorganicos de MS a la mitad de la concentracion.
Como alternativa, las plantulas se transfirieron directamente desde el medio solidificado con agar a una mezcla de
suelo que contenia perlita en el invernadero. Durante los primeros 10-15 dias tras la transferencia al sustrato que
contenia suelo, las plantas se mantuvieron en un ambiente con alta humedad en el aire. Durante y después de llevarlas
a los regimenes normales de humedad en el aire de invernadero, las plantas se mantuvieron en el invernadero con
luz artificial (12 h) a temperaturas de dia/noche de 20 +-3 °C/ 15+-2 °C.

3-5 semanas mas tarde, las plantas regeneradas a partir del cultivo de células (SB574TL) tolerantes a foramsulfuron
obtenidas anteriormente, asi como de los cultivos de células de tipo silvestre se trataron con foramsulfurén,
yodosulfurén-metil-sodio (CAS RN 144550-3-7) y una mezcla de ambos principios activos. Las dosis de herbicida
analizadas fueron equivalentes a 7-70 g p.a./ha para foramsulfurén y 1-10 g p.a./ha para yodosulfurén-metil-sodio. Las
plantas regeneradas a partir de esta linea celular tolerante toleraron incluso las dosis mas altas de herbicida
(foramsulfurdn, yodosulfurén-metil-sodio y sus mezclas en la relacion de 7:1, mientras que incluso las dosis mas bajas
mataban a las plantas de tipo silvestres.

Ejemplo 2: Prueba de descendencias (solo para referencia)

Basandose en SB574TL, las semillas F2 y F3 de hibridos experimentales que confieren el alelo de resistencia en el
estado heterocigotico, asi como semillas F4-F6 que confieren el alelo mutante en estado homocigoético se sembraron
en el campo y se trataron con foramsulfurén, yodosulfuron-metil-sodio, asi como con mezclas de ambos herbicidas
inhibidores de ALS cuando las plantas desarrollaron 3-5 hojas de roseta. Los plantones homocigéticos toleraron
mezclas de 35 g de foramsulfuron/ha + 7 g de yodosulfurén-metil-sodio/ha sin retraso del crecimiento ni signos de
dafo visible. Las lineas heterocigoéticas mostraron signos de crecimiento retardado y algo de clorosis foliar a estas
tasas, pero se recuperaron al cabo de 3-5 semanas, mientras que los plantones convencionales de remolacha
azucarera murieron con los herbicidas inhibidores de ALS.

Ejemplo 3: Caracterizacion molecular del mutante de remolacha azucarera (SB574TL) obtenido (solo para
referencia)

LGC Genomics GmbH, Berlin, Alemania realiz6 extraccion y analisis de secuencias de acidos nucleicos del mutante
obtenido, de acuerdo con protocolos convencionales modificados.

La secuencia de acido nucleico obtenida del mutante de remolacha azucarera SB574TL se muestra bajo la SEQ ID
NO: 3, representando la SEQ ID NO: 4 la correspondiente secuencia de aminoacidos, mientras que la SEQ ID NO: 1
se obtuvo tras secuenciar la planta de remolacha azucarera de tipo silvestre que se tomé como material de partida.
La SEQ ID NO: 2 representa la correspondiente secuencia de aminoacidos de la remolacha azucarera de tipo silvestre.

La comparacion de todas estas secuencias muestra claramente que solo hay una mutacion en la posicion 569, pero
no tuvo lugar ningun otro cambio en ninguna otra parte de este gen de ALS enddgeno de este material vegetal de
remolacha azucarera.

Ejemplo 4: Mediciones de la actividad enzimatica (solo para referencia)

Se clonaron las secuencias codificantes del gen de ALS de Beta vulgaris de tipo silvestre y mutante W574L (SB574TL)
en vectores pET-32a(+) de Novagen y los vectores se transformaron en Escherichia coli AD494, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las bacterias se cultivaron a 37 °C en medio LB (medio Luria-Broth) que contenia 100 mg/I
de carbenicilina y 25 mg/lI de kanamicina, se indujeron con isopropil-b-D-tiogalatopirandsido 1 mM a una DOgqo de 0,6,
se cultivaron durante 16 horas A 18 °C y se recogieron mediante centrifugacion. Los sedimentos bacterianos se
resuspendieron en tampon de fosfato sédico 100 mM, pH 7,0, que contenia tiamina-pirofosfato 0,1 mM, MgCl; 1 mM
y FAD 1 uM a una concentracion de 1 gramo en peso humedo por 25 ml de tampdn y se rompieron mediante
tratamiento con ultrasonidos. El extracto de proteina bruta obtenida tras la centrifugacion se uso para las mediciones
de actividad de ALS.

Los ensayos de ALS se llevaron a cabo en placas de microtitulacion de 96 pocillos usando una modificacion del

procedimiento descrito por Ray (1984). La mezcla de reaccion contenia tampén de fosfato potasico 20 mM, pH 7,0,
piruvato sédico 20 mM, tiamina-pirofosfato 0,45 mM, MgCl, 0,45 mM, FAD 9 uM, enzima ALS y diversas

17



10

15

20

25

30

ES 2 874226 T3

concentraciones de inhibidores de ALS en un volumen final de 90 pl. Los ensayos se iniciaron afiadiendo enzima y se
terminaron tras 75 min de incubacién a 30 °C mediante la adicion de 40 ul de H,SO4 0,5 M. Tras 60 min a temperatura
ambiente, se afiadieron 80 ul de una solucion de a-naftol al 1,4 % y creatina al 0,14 % en NaOH 0,7 M y después de
una incubacién adicional de 45 min a temperatura ambiente, se determiné la absorbancia a 540 nm. Los valores de
pl50 para inhibicion de la ALS se determinaron como describe Ray (1984), utilizando la adicion del programa de ajuste
a la curva XLFit Excel-in version 4.3.1 de ID Business Solutions Limited.

En total, la enzima mutante era al menos 2000 veces menos sensible contra el inhibidor de ALS foramsulfurén que la
enzima de tipo silvestre.

Ejemplo 5: Mediciones de la actividad enzimatica (de plantas) (solo para referencia)

Se extrajo ALS de hojas de remolacha azucarera o de cultivos tisulares de remolacha azucarera como describe Ray
(1984), Plant Physiol 75:827-831.

La actividad de ALS se determiné en extractos foliares de tipo silvestre y de remolacha azucarera y extractos foliares
del SB574TL obtenido, en presencia de diversas concentraciones de foramsulfurén como se describe en el Ejemplo
4.

En total, la enzima mutante era al menos 2000 veces menos sensible contra el inhibidor de ALS foramsulfurén que la
enzima de tipo silvestre.

Ejemplo 6 Ensayos de campo empleando plantas de remolacha azucarera tolerantes a herbicida inhibidor de
ALS homocigéticas (solo para referencia)

Basandose en SB574TL, se aplicaron para el analisis adicional semillas F4-F6 que confieren al alelo mutante del gen
de ALS endodgeno en estado homocigético

Se sembraron en el campo semillas de plantas mutantes SB574TL homocigéticas y las de la variedad tradicional
KLARINA (variedades de remolacha azucarera de referencia sensibles a inhibidor de ALS comunmente disponibles,
que no tienen la mutacion respectiva en la posicion 569 en su proteina ALS) y cultivaron hasta diversas fases de
crecimiento de acuerdo con el patron BBCH (como se define en la monografia "Entwicklungsstadien mono- und
dikotyler Pflanzen", 22 edicion, 2001, ed. Uwe Meier, Biologische Bundesanstalt fiir Land und Forstwirtschaft).
Posteriormente, las plantas se trataron con los respectivos herbicidas inhibidores de ALS como se especifica a
continuacion en las Tablas 1 y que son idénticos a los empleados durante el procedimiento de seleccion.

La cantidad de agua aplicada en las diversas aplicaciones fue de 200 I/ha.

A los 8, 14 y 28 dias (como se indica en la Tabla 1) después de la aplicacion (DDA) del respectivo herbicida (o
herbicidas) inhibidor de ALS, los dafos (fitotoxicidad/fito) sobre las distintas plantas de remolacha azucarera se
puntuaron de acuerdo con la escala del 0 % al 100 %. En este contexto, "0 %" significa "sin fototoxicidad/fito" y "100 %"
significa que las plantas habian muerto completamente.

Tabla 1

Remolacha Remolacha Remolacha
Caracteristicas de la variedad| KLARINA | 82UCareéra g aAgiNa | 3zucarera | arjna | 3zucarera

basada en basada en basada en

SB574TL SB574TL SB574TL
Fase de aplicacion BBCH 14| BBCH 14 BBCH 14 BBCH 14 BBCH 14 BBCH 14
Clasificacion % de fito | % de fito % de fito % de fito % de fito % de fito
Intervalo de aplicacién-
evaluacion 8 dias 8 dias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
Sustancia activa g p.i/ha
Foramsulfurén 25 g/ha 85 0 83 0 86 0
Foramsulfuron 50 g/ha 90 0 92 0 94 0
Yodosulfurénmetil- | 7 g/ha 90 0 97 0 100 0
sodio
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la fabricacion de una planta de Beta vulgaris tolerante a herbicidas inhibidores de ALS y partes
de la misma que comprende una mutacion en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de un gen de
acetolactato sintasa (ALS) enddégeno mostrado en la secuencia de nucleétidos de referencia SEQ ID NO: 1, en el que
el gen de ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene el aminoacido leucina en una posicion 569 del polipéptido
de ALS, y que son homocigéticas para la mutacion del gen de ALS, en la que la planta de Befa vulgaris no es
transgénica con respecto a dicho gen de ALS enddgeno, y el coddn en una posicion correspondiente a la posicion
1705-1707 es TTG, comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:

(a) exponer callos de B. vulgaris, a aproximadamente 107 M - 10° M de un herbicida inhibidor de ALS;

(b) seleccionar colonias de células que puedan crecer en presencia de hasta 3 x 10° M de un herbicida inhibidor
de ALS;

(c) regenerar brotes en presencia de un herbicida inhibidor de ALS;

(d) seleccionar plantulas regeneradas con un herbicida inhibidor de ALS,

en el que las plantulas comprenden una mutacién en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de un gen
de acetolactato sintasa (ALS) enddégeno mostrado en la secuencia de nucleétidos de referencia SEQ ID NO: 1, en el
que el gen de ALS codifica un polipéptido de ALS que contiene el aminoacido leucina en una posicion 569 del
polipéptido de ALS.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el herbicida inhibidor de ALS de las etapas (a), (b) y/o
(c) es foramsulfuron.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que los herbicidas inhibidores de ALS de la etapa (d)
son foramsulfurén, yodosulfurén-metil-sodio y/o una mezcla de ambos.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que en la etapa (d) la dosis de foramsulfurén es equivalente
a 7-70 g p.i./ha y la dosis de yodosulfurén-metil-sodio es equivalente a 1-10 g p.i./ha.

5. Uso de una planta de Beta vulgaris tolerante a herbicidas inhibidores de ALS y partes de la misma que comprende
una mutacion en una posicion correspondiente a la posicion 1705-1707 de un gen de acetolactato sintasa (ALS)
enddgeno mostrado en la secuencia de nucledtidos de referencia SEQ ID NO: 1, en la que el gen de ALS codifica un
polipéptido de ALS que contiene el aminoacido leucina en una posicién 569 del polipéptido de ALS, y que son
homocigoéticas para la mutacion del gen de ALS, en la que la planta de Beta vulgaris es no transgénica con respecto
a dicho gen de ALS enddgeno, y el coddn en una posicidon correspondiente a la posicion 1705-1707 es TTG, para la
produccion de azucar, la produccion de biocombustible, la produccion de etanol, la produccion de betaina y/o uridina.
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