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DESCRIPCIÓN 

Plantas no transgénicas resistentes a herbicidas 

1. Campo de la invención 

La presente invención se refiere a la producción de una planta no transgénica resistente o tolerante a un herbicida 
de la familia de la fosfonometilglicina, p. ej., el glifosato. La presente invención también se refiere al uso de una 5 
oligonucleobase recombinagénica para generar una mutación deseada en las secuencias cromosómicas o 
episómicas de una planta en el gen que codifica la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). La proteína 
mutada, que mantiene sustancialmente la actividad catalítica de la proteína natural, permite una mayor resistencia o 
tolerancia de la planta a un herbicida de la familia de la fosfonometilglicina y permite el crecimiento o desarrollo 
sustancialmente normales de la planta, sus órganos, tejidos o células en comparación con la planta natural 10 
independientemente de la presencia o ausencia del herbicida. La presente invención también se refiere a una célula 
vegetal no transgénica en la cual se ha mutado el gen EPSPS, una planta no transgénica regenerada a partir de 
esta, así como también una planta que resulte de un cruce que utiliza una planta no transgénica regenerada que 
tiene un gen EPSPS mutado. 

2. Antecedentes de la invención 15 

2.1 Herbicidas de tipo fosfonometilglicina 

Las plantas tolerantes herbicidas podrán reducir la necesidad de labranza para controlar las malezas y de esta 
manera reducir eficazmente la erosión del suelo. Un herbicida que es el objeto de grandes esfuerzos de 
investigación en este aspecto es la N-fosfonometilglicina, denominada comúnmente glifosato. El glifosato inhibe la 
ruta del ácido shikímico que conduce a la biosíntesis de compuestos aromáticos incluidos aminoácidos, hormonas y 20 
vitaminas. Específicamente, el glifosato frena la conversión de ácido fosfoenolpirúvico (PEP) y ácido 3-
fosfoshikímico en ácido 5-enolpiruvil-3-fosfoshikímico inhibiendo la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa 
(denominada posteriormente en la presente EPSP sintasa o EPSPS). A efectos de la presente invención, el término 
“glifosato” incluye cualquier forma eficaz como herbicida de la N-fosfonometilglicina (incluida cualquiera de sus 
sales), otras formas que resulten en la producción del anión glifosato en plantas y cualesquiera otros herbicidas de 25 
la familia de la fosfonometilglicina. 

La tolerancia de las plantas al glifosato se puede aumentar introduciendo en el genoma de la planta un gen EPSPS 
mutante que tiene una alteración en la secuencia que codifica los aminoácidos de EPSPS. En las siguientes 
patentes se describen ejemplos de algunas mutaciones en el gen EPSPS para inducir la tolerancia al glifosato: 
patente de EE. UU. N.º 5 310 667; patente de EE. UU. N.º 5 866 775; patente de EE. UU. N.º 5 312 910; patente de 30 
EE. UU. N.º 5 145 783. Estas mutaciones propuestas tienen normalmente una Ki mayor para el glifosato que la 
enzima EPSPS natural lo que confiere el fenotipo tolerante al glifosato, pero estas variantes también están 
caracterizadas por una Km elevada para PEP lo que hace que la enzima sea menos eficiente cinéticamente (Kishore 
et al., 1988, Ann. Rev. Biochem. 57:627-663; Schulz et al., 1984, Arch. Microbiol. 137: 121-123; Sost et al., 1984, 
FEBS Lett. 173: 238-241; Kishore et al., 1986, Fed. Proc. 45: 1506; Sost y Amrhein, 1990, Arch. Biochem. Biophys. 35 
282: 433-436). Muchas mutaciones del gen EPSPS se escogen de modo que produzcan una enzima EPSPS que 
sea resistente a herbicidas, pero desafortunadamente, la enzima EPSPS producida por el gen EPSPS mutado tiene 
una actividad enzimática significativamente menor que la EPSPS natural. Por ejemplo, la Km aparente para PEP y la 
Ki aparente para el glifosato de la EPSPS natural de E. coli son 10 µM y 0.5 µM, mientras que para un aislado 
tolerante al glifosato que tiene una sustitución de un único aminoácido de alanina por glicina en la posición 96, estos 40 
valores son 220 µM y 4.0 mM, respectivamente. Varios genes EPSPS tolerantes al glifosato han sido construidos 
mediante mutagénesis. De nuevo, la EPSPS tolerante al glifosato tuvo una eficacia catalítica (Vmáx/Km) más baja, tal 
como lo muestra un incremento en la Km para PEP y una ligera reducción de la Vmáx de la enzima vegetal natural 
(Kishore et al., 1988, Ann. Rev. Biochem. 57:627-663). 

Debido a que las constantes cinéticas de las enzimas variantes están alteradas respecto a PEP, se ha propuesto 45 
que se requerirían niveles elevados de la sobreproducción de la enzima variante, 40-80 veces, para mantener una 
actividad catalítica normal en plantas en presencia del glifosato (Kishore et al., 1988, Ann. Rev. Biochem. 57:627-
663). Se ha demostrado que pueden producirse plantas tolerantes al glifosato insertando en el genoma de la planta 
la capacidad para producir un nivel más alto de EPSP sintasa en el cloroplasto de la célula (Shah et al., 1986, 
Science 233, 478-481), donde la enzima es preferentemente tolerante al glifosato (Kishore et al., 1988, Ann. Rev. 50 
Biochem. 57:627-663). 

La introducción de los genes EPSPS mutantes exógenos en una planta es un proceso muy documentado. Por 
ejemplo, de acuerdo con la patente de EE. UU. N.º 4 545 060, para incrementar la resistencia de una planta al 
glifosato, se introduce en el genoma de la planta un gen que codifica una variante de EPSPS que tiene al menos 
una mutación que hace que la enzima sea más resistente a su inhibidor competitivo, es decir, el glifosato. Sin 55 
embargo, muchas complicaciones y problemas están asociados con estos ejemplos. Muchas mutaciones de este 
tipo conllevan una expresión baja del gen EPSPS mutado o conllevan un producto del gen EPSPS con una actividad 
enzimática significativamente más baja en comparación con el producto natural. La expresión baja o la actividad 
enzimática baja de la enzima mutada conllevan unos niveles anormalmente bajos de crecimiento y desarrollo de la 
planta. 60 

Aunque este tipo de variantes de las EPSP sintasas han demostrado ser útiles para obtener plantas transgénicas 
tolerantes al glifosato, sería aún más beneficioso obtener un gen de EPSPS variante que sea sumamente tolerante 
al glifosato pero mantenga su eficacia cinética, de modo que se pueda obtener tal tolerancia mejorada con un nivel 
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de expresión natural. 

2.2 Oligonucleobases recombinagénicas 

Las oligonucleobases recombinagénicas y su uso para llevar a cabo cambios genéticos en células eucariotas se 
describen en la patente de Estados Unidos N.º 5 565 350 de Kmiec (Kmiec I). Kmiec I describe un método para 
introducir alteraciones genéticas específicas en un gen diana. Kmeic I divulga, entre otros, oligonucleobases 5 
recombinagénicas que tienen dos hebras, en las cuales una primera hebra contiene dos segmentos de al menos 8 
nucleótidos de tipo ARN que están separados por un tercer segmento de entre 4 y aproximadamente 50 nucleótidos 
de tipo ADN, denominado un “segmento de ADN interpuesto”. Los nucleótidos de la primera hebra tienen sus bases 
emparejadas con los nucleótidos de tipo ADN de la segunda hebra. Además, la primera y la segunda hebras están 
unidas por un segmento de nucleótidos monocatenario de modo que la primera y la segunda hebras son parte de 10 
una única cadena de oligonucleótidos. Kmiec I describe además un método para introducir alteraciones genéticas 
específicas en un gen diana. De acuerdo con Kmiec I, las secuencias de los segmentos de ARN se seleccionan para 
que sean homólogas, es decir, idénticas, respecto a la secuencia de un primer y un segundo fragmento del gen 
diana. La secuencia del segmento de ADN interpuesto es homóloga respecto a la secuencia del gen diana entre el 
primer y el segundo fragmento excepto por una región de diferencia, denominada la “región heteróloga”. La región 15 
heteróloga puede presentar una inserción o una deleción o puede contener una o más bases que tengan un 
emparejamiento erróneo con la secuencia del gen diana de modo que se produzca una sustitución. De acuerdo con 
Kmiec I, la secuencia del gen diana se altera según lo dirija la región heteróloga, de modo que el gen diana se 
vuelve homólogo respecto a la secuencia de la oligonucleobase recombinagénica. Kmiec I describe específicamente 
que los nucleótidos que contienen ribosa y 2’-O-metilribosa, es decir, la 2’-metoxirribosa, se pueden utilizar en las 20 
oligonucleobases recombinagénicas y que nucleótidos que contienen desoxirribosa presente de manera natural se 
pueden utilizar como nucleótidos de tipo ADN. 

La patente de EE. UU. N.º 5 731 181 de Kmiec (Kmiec II) divulga específicamente el uso de oligonucleobases 
recombinagénicas para llevar a cabo cambios genéticos en células vegetales y divulga ejemplos adicionales de 
análogos y derivados de nucleótidos de tipo ARN y de tipo ADN que se pueden utilizar para llevar a cabo cambios 25 
genéticos en genes diana específicos. Otras patentes que estudian el uso de oligonucleobases recombinagénicas 
incluyen: las patentes de EE. UU. N.os 5 756 325; 5 871 984; 5 760 012; 5 888 983; 5 795 972; 5 780 296; 5 945 
339; 6 004 804 y 6 010 907 y en la patente internacional N.º PCT/US00/23457; y en las publicaciones de patente 
internacional N.os  WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702 y WO 99/40789. Las 
oligonucleobases recombinagénicas incluyen moléculas que contienen compuestos que no son nucleótidos, 30 
oligonucleótidos bicatenarios mixtos descritas en Kmiec II y otras moléculas descritas en las patentes y 
publicaciones de patentes mencionadas anteriormente. 

La cita o identificación de cualquier referencia de la Sección 2, o cualquier sección de esta solicitud, no debe 
interpretarse como una admisión de que tal referencia está disponible como parte de la técnica anterior de la 
presente invención. 35 

3. Compendio de la invención 

La presente invención se refiere a un método para producir una célula vegetal o planta no transgénicas que tienen 
una o más mutaciones en el gen EPSPS, donde la planta tiene una mayor resistencia o tolerancia a un miembro de 
la familia de la fosfonometilglicina y donde la planta exhibe un crecimiento o desarrollo sustancialmente normales de 
la planta, sus órganos, tejidos o células en comparación con la célula o planta naturales correspondientes. La 40 
presente invención también se refiere a un método para producir una planta no transgénica que tiene una mutación 
en el gen EPSPS, donde la planta es resistente a un miembro de la familia de la fosfonometilglicina, p. ej., glifosato, 
o tiene una mayor tolerancia a este, donde la proteína EPSPS tiene sustancialmente la misma actividad catalítica en 
comparación con la proteína EPSPS natural. 

La presente invención también se refiere a un método para producir una planta no transgénica que tiene un gen 45 
EPSPS mutado que mantiene sustancialmente la actividad catalítica de la proteína natural independientemente de la 
presencia o ausencia de un herbicida de la familia de la fosfonometilglicina. El método comprende introducir en una 
célula vegetal una oligonucleobase recombinagénica con una mutación dirigida en el gen EPSPS e identificar una 
célula, semilla o planta que tiene un gen EPSPS mutado. 

En las siguientes publicaciones de patente, las cuales incorporan a la presente por referencia en su totalidad, se 50 
pueden consultar ejemplos ilustrativos de una oligonucleobase recombinagénica: patente de EE. UU. N.os 5 565 350; 
5 756 325; 5 871 984; 5 760 012; 5 731 181; 5 888 983; 5 795 972; 5 780 296; 5 945 339; 6 004 804 y 6 010 907 y 
en la patente internacional N.º PCT/US00/23457; y en las publicaciones de patente internacional N.os WO 98/49350; 
WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702 y WO 99/40789. 

La planta puede ser cualquier especie de planta dicotiledónea, monocotiledónea o gimnosperma, incluida cualquier 55 
especie de planta leñosa que crezca como un árbol o matorral, cualquier especie herbácea o cualquier especie que 
produzca verduras, semillas o frutos comestibles, o cualquier especie que produzca flores aromáticas o coloridas. 
Por ejemplo, la planta se podrá seleccionar entre una especie de planta procedente del grupo constituido por canola, 
girasol, tabaco, remolacha azucarera, algodón, maíz, trigo, cebada, arroz, sorgo, tomate, mango, melocotón, 
manzana, pera, fresa, plátano, melón, patata, zanahoria, lechuga, cebolla, especies de soja, caña de azúcar, 60 
guisante, habas comunes, álamo, uva, cítricos, alfalfa, centeno, avena, césped y hierbas forrajeras, lino, colza 
oleaginosa, pepino, campanillas, bálsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, tulipán, 
iris, azucena y plantas que producen frutos secos siempre que no se hayan mencionado de manera específica 
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previamente. 

La oligonucleobase recombinagénica se puede introducir en una célula vegetal utilizando cualquier método de uso 
común en la técnica incluidos, sin carácter limitante, microportadores (suministro biolístico), microfibras, 
electroporación y microinyección. 

También se divulga un método para controlar de manera selectiva las malezas en un campo, comprendiendo el 5 
campo plantas con las alteraciones del gen EPSPS divulgadas y malezas, comprendiendo el método la aplicación al 
campo de un herbicida al cual dichas plantas se han vuelto resistentes. 

También se divulgan mutaciones novedosas en el gen EPSPS que confieren resistencia o tolerancia a un miembro 
de la familia de la fosfonometilglicina, p. ej., glifosato, a una planta o donde la EPSPS mutada tiene sustancialmente 
la misma actividad enzimática en comparación con la EPSPS natural. 10 

3.1 Definiciones 

La invención se debe entender de acuerdo con las siguientes definiciones. 

Una oligonucleobase es un polímero de nucleobases, donde el polímero puede hibridarse mediante un 
emparejamiento de bases de Watson-Crick a un ADN que tiene la secuencia complementaria. 

Las nucleobases comprenden una base, que es una purina, pirimidina o un derivado o un análogo de estas. Las 15 
nucleobases incluyen nucleobases peptídicas, las subunidades de ácidos nucleicos peptídicos, y nucleobases 
morfolínicas así como también nucleósidos y nucleótidos. Los nucleósidos son nucleobases que contienen un resto 
de tipo pentosafuranosilo, p. ej., un ribósido o 2’-desoxirribósido sustituidos opcionalmente. Los nucleósidos pueden 
estar unidos mediante uno de entre varios restos de unión, que podrá contener fósforo o no contenerlo. Los 
nucleósidos que están unidos mediante enlaces de tipo fosfodiéster no sustituidos se denominan nucleótidos.      20 

Una cadena de oligonucleobases tiene un único fragmento 5’-terminal y 3’-terminal, constituidos por las últimas 
nucleobases del polímero. Una cadena de oligonucleobases concreta puede contener nucleobases de todos los 
tipos. Un compuesto de tipo oligonucleobase es un compuesto que comprende una o más cadenas de 
oligonucleobase que son complementarias y se hibridan mediante un emparejamiento de bases de Watson-Crick. 
Las nucleobases son de tipo desoxirribo o de tipo ribo. Las nucleobases de tipo ribo son pentosafuranosilos que 25 
contienen nucleobases donde el carbono 2’ es un metileno sustituido con un hidroxilo, alquiloxi o halógeno. Las 
nucleobases de tipo desoxirribo son nucleobases distintas de las nucleobases de tipo ribo e incluyen todas las 
nucleobases que no contienen un resto pentosafuranosilo. 

Una hebra de oligonucleobases incluye, de manera genérica, ambas cadenas de oligonucleobases y segmentos o 
regiones de cadenas de oligonucleobases. Una hebra de oligonucleobases tiene un extremo 3’ y un extremo 5’. 30 
Cuando una hebra de oligonucleobases tiene los mismos límites o extensión que una cadena, los extremos 3’ y 5’ 
de la hebra son también los fragmentos 3’-terminal y 5’-terminal de la cadena. 

De acuerdo con la presente invención, se define el crecimiento sustancialmente normal de una planta, órgano 
vegetal, tejido vegetal o célula vegetal como la tasa de crecimiento o tasa de división celular de la planta, órgano 
vegetal, tejido vegetal o célula vegetal que es al menos un 35%, al menos un 50%, al menos un 60% o al menos un 35 
75% de la tasa de crecimiento o tasa de división celular en una planta, órgano vegetal, tejido vegetal o célula vegetal 
correspondientes que expresan la proteína EPSPS natural. 

De acuerdo con la presente invención, se define el crecimiento sustancialmente normal de una planta, órgano 
vegetal, tejido vegetal o célula vegetal como la presencia de uno o más eventos del desarrollo en la planta, órgano 
vegetal, tejido vegetal o célula vegetal que son sustancialmente idénticos a los que están presentes en una planta, 40 
órgano vegetal, tejido vegetal o célula vegetal correspondientes que expresan la proteína EPSPS natural. 

De acuerdo con la presente invención, los órganos vegetales incluyen, sin carácter limitante, hojas, tallos, raíces, 
brotes vegetativos, brotes florales, meristemos, embriones, cotiledones, endosperma, sépalos, pétalos, pistilos, 
carpelos, estambres, anteras, microsporas, polen, tubos polínicos, óvulos, ovarios y frutos o secciones, porciones o 
discos extraídos a partir de estos. Los tejidos vegetales incluyen, sin carácter limitante, tejidos callosos, tejidos 45 
fundamentales, tejidos vasculares, tejidos de almacenamiento, tejidos meristemáticos, tejidos foliares, tejidos de las 
ramas, tejidos radiculares, tejidos de las cecidias, tejidos de tumores vegetales y tejidos reproductivos. Las células 
vegetales incluyen, sin carácter limitante, células aisladas con paredes celulares, agregados de estas con diversos 
tamaños y protoplastos. 

Las plantas son sustancialmente “tolerantes” al glifosato cuando se exponen a este y proporcionan una curva de 50 
dosis/respuesta que está desplazada en comparación con la proporcionada por plantas de tipo no tolerante 
expuestas de manera similar. En tales curvas de dosis/respuesta se representa la “dosis” en el eje X y el “porcentaje 
de aniquilación”, “efecto herbicida”, etc. se representa en el eje Y. Las plantas tolerantes requerirán más herbicida 
que las plantas de tipo no tolerante con el fin de producir un efecto herbicida concreto. Las plantas que son 
sustancialmente “resistentes” al glifosato exhiben pocas lesiones necróticas, líticas, cloróticas o de otro tipo, o 55 
ninguna en absoluto, cuando se someten al glifosato con las concentraciones y tasas que son empleadas 
normalmente por la comunidad agroquímica para aniquilar las malezas en el campo. Las plantas que son resistentes 
a un herbicida también son tolerantes al herbicida. Los términos “resistente” y “tolerante” se han de interpretar como 
“tolerante y/o resistente” dentro del contexto de la presente solicitud. 

4. Descripción breve de las Figuras 60 

La FIG. 1A es la secuencia de ADN del gen EPSPS de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO:1). Los residuos 
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nucleotídicos en negrita y subrayados son los residuos objetivo. 

La FIG. 1B es la secuencia de aminoácidos de la proteína EPSPS de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO:2). Los 
residuos aminoacídicos en negrita y subrayados son los residuos objetivo. 

La FIG. 2 es una lista de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de EPSPS natural y mutante de Arabidopsis 
thaliana en la región de la posición aminoacídica 173 a la 183; secuencia de nucleótidos natural (SEQ ID NO:1) y 5 
secuencia de aminoácidos natural (SEQ ID NO:2), secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:3) y secuencia de 
aminoácidos (SEQ ID NO:4) del mutante A177; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:5) y secuencia de aminoácidos 
(SEQ ID NO:6) del mutante I178; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:7) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID 
NO:8) del mutante A177I178; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:9) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:10) 
del mutante I178S182; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:11) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:12) del 10 
mutante A177S182; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:13) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:14) del 
mutante A177I178S182; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:15) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:16) del 
mutante V177S182; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:17) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:18) del 
mutante L118S182; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:19) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:20) del 
mutante A177V118; secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:21) y secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:22) del 15 
mutante A177L182. 

La FIG. 3A-C es una alineación del ADN del gen EPSPS de Arabidopsis thaliana realizada mediante DNAStar 
(LaserGene), (SEQ ID NO:1) con las secuencias de nucleótidos del gen EPSPS de Brassica napus (SEQ ID NO:23); 
Petunia hybrida (SEQ ID NO:24); y Zea mays (SEQ ID NO:25). Las secuencias se alinean utilizando el método de J. 
Hein con una tabla de peso de residuos ponderada. 20 

La FIG. 4 es una alineación de la secuencia de aminoácidos de EPSPS de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO:2) con 
las secuencias de aminoácidos de EPSPS de Brassica napus (SEQ ID NO:26); Petunia hybrida (SEQ ID NO:27) y 
Zea mays (SEQ ID NO:28). Las secuencias se alinean utilizando el método de J. Hein con una tabla de peso de 
residuos ponderada. 

La FIG. 5 es una lista de los cebadores de mutagénesis utilizados, con los codones objetivo con letras en negrita 25 
(cebador del mutante A177 (SEQ ID NO:29); cebador del mutante I178 (SEQ ID NO:30); cebador del mutante A177I178 
(SEQ ID NO:31); cebador del mutante I178S182 (SEQ ID NO:32); cebador del mutante A177S182 (SEQ ID NO:34); 
cebador del mutante A177I178S182 (SEQ ID NO:35); cebador del mutante V177S182 (SEQ ID NO:35); cebador del 
mutante L178S182 (SEQ ID NO:36); cebador del mutante A177V178 (SEQ ID NO: 37) y cebador del mutante A177L182 
(SEQ ID NO:38)). 30 

La FIG. 6 es el crecimiento medido mediante la densidad óptica a 600 nm de clones de Arabidopsis en presencia (+) 
y ausencia (-) de glifosato 17 mM. 

La FIG. 7 (cuadro superior) es una inmunoelectrotransferencia que muestra la expresión de proteínas EPSPS de 
Bacillus y de Arabidopsis naturales (WT) y mutadas (AS) marcadas con His aisladas de lisados celulares (L) y 
eluidos (E). La Salmonella no transformada como control negativo no muestra expresión de EPSPS. El cuadro 35 
inferior es un gel duplicado teñido con plata. 

5. Descripción detallada de la invención 

La presente invención se refiere a un método para producir una planta o célula vegetal no transgénicas que tiene 
una mutación en el gen EPSPS, donde la planta tiene una mayor resistencia o tolerancia a un miembro de la familia 
de la fosfonometilglicina y donde la planta muestra un crecimiento o desarrollo sustancialmente normales de la 40 
planta, sus órganos, tejidos o células en comparación con la planta o célula naturales correspondientes. La presente 
invención también se refiere a una planta no transgénica que tiene una mutación en el gen EPSPS, donde la planta 
es resistente o tiene una mayor tolerancia a un miembro de la familia de la fosfonometilglicina, p. ej., glifosato, donde 
la proteína EPSPS mutada tiene sustancialmente la misma actividad catalítica en comparación con la proteína 
EPSPS natural. 45 

La presente invención también se refiere a un método para producir una planta no transgénica que tiene un gen 
EPSPS mutado que mantiene sustancialmente la actividad catalítica de la proteína natural independientemente de la 
presencia o ausencia de un herbicida de la familia de la fosfonometilglicina. El método comprende introducir en una 
célula vegetal una oligonucleobase recombinagénica con una mutación dirigida en el gen EPSPS e identificar una 
célula, semilla o planta que tiene un gen EPSPS mutado.  50 

Se pueden consultar ejemplos ilustrativos de una oligonucleobase recombinagénica en las siguientes publicaciones 
de patente: patentes de EE. UU. N.os 5 565 350; 5 756 325; 5 871 984; 5 760 012; 5 731 181; 5 888 983; 5 795 972; 
5 780 296; 5 945 339; 6 004 804 y 6 010 907 y en la patente internacional N.º PCT/US00/23457; y en las 
publicaciones de patente internacional N.os WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702 y WO 
99/40789. 55 

La planta puede ser cualquier especie de planta dicotiledónea, monocotiledónea o gimnosperma, incluida cualquier 
especie de planta leñosa que crezca como un árbol o matorral, cualquier especie herbácea o cualquier especie que 
produzca verduras, semillas o frutos comestibles, o cualquier especie que produzca flores aromáticas o coloridas. 
Por ejemplo, la planta se podrá seleccionar entre una especie de planta procedente del grupo constituido por canola, 
girasol, tabaco, remolacha azucarera, algodón, maíz, trigo, cebada, arroz, sorgo, tomate, mango, melocotón, 60 
manzana, pera, fresa, plátano, melón, patata, zanahoria, lechuga, cebolla, especies de soja, caña de azúcar, 
guisante, habas comunes, álamo, uva, cítricos, alfalfa, centeno, avena, césped y hierbas forrajeras, lino, colza 
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oleaginosa, pepino, campanillas, bálsamo, pimiento, berenjena, caléndula, loto, repollo, margarita, clavel, tulipán, 
iris, azucena y plantas que producen frutos secos siempre que no se hayan mencionado de manera específica 
previamente. 

La oligonucleobase recombinagénica se puede introducir en una célula vegetal utilizando cualquier método de uso 
común en la técnica incluidos, sin carácter limitante, microportadores (suministro biolístico), microfibras, 5 
electroporación y microinyección. 

Se divulga un método para controlar de manera selectiva las malezas en un campo, comprendiendo el campo 
plantas con las alteraciones del gen EPSPS divulgadas y malezas, comprendiendo el método la aplicación al campo 
de un herbicida al cual dichas plantas se han vuelto resistentes. 

Se divulgan además mutaciones novedosas en el gen EPSPS que confieren resistencia o tolerancia a un miembro 10 
de la familia de la fosfonometilglicina, p. ej., glifosato, a una planta o donde la EPSPS mutada tiene sustancialmente 
la misma actividad enzimática en comparación con la EPSPS natural. 

5.1 Oligonucleobases recombinagénicas 

La invención se puede llevar a la práctica con oligonucleobases recombinagénicas que tienen las conformaciones y 
propiedades químicas descritas en el gen de la patente de Estados Unidos N.º 5 565 350 de Kmiec (Kmiec I) y la 15 
patente de EE. UU. N.º 5 731 181 (Kmiec II). Kmiec I describe un método para introducir alteraciones genéticas 
específicas en un gen diana. Las oligonucleobases recombinagénicas de Kmiec I y/o Kmiec II contienen dos hebras 
complementarias, una de las cuales contiene al menos un segmento de nucleótidos de tipo ARN (un “segmento de 
ARN”) cuyas bases se emparejan con los nucleótidos de tipo ADN de la otra hebra. 

Kmiec II divulga que los componentes que no son nucleótidos que contienen bases de tipo purina y pirimidina 20 
pueden ser sustituidas por nucleótidos. Las patentes de EE. UU. N.os 5 756 325; 5 871 984; 5 760 012; 5 888 983; 5 
795 972; 5  780 296; 5 945 339; 6 004 804 y 6 010 907 y en la patente internacional N.º PCT/US00/23457; y en las 
publicaciones de patente internacional N.os WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702 y WO 
99/40789, se divulgan moléculas recombinagénicas adicionales que se pueden utilizar para la presente invención. 
La expresión “oligonucleobase recombinagénica” se utiliza en la presente para referirse a moléculas que se pueden 25 
utilizar en los métodos de la presente invención e incluyen moléculas que contienen oligonucleótidos o compuestos 
que no son nucleótidos bicatenarios mixtos descritos en Kmiec II, oligodesoxinucleótidos monocatenarios y otras 
moléculas recombinagénicas descritas en las patentes y publicaciones de patente mencionadas anteriormente.  

La oligonucleobase recombinagénica es un oligonucleótido bicatenario mixto en el cual los nucleótidos de tipo ARN 
del oligonucleótido bicatenario mixto se vuelven resistentes a la RNasa reemplazando el 2’-hidroxilo con una 30 
funcionalidad de tipo fluoro, cloro o bromo o colocando un sustituyente en el 2’-O. Los sustituyentes adecuados 
incluyen los sustituyentes descritos en Kmiec II. Los sustituyentes alternativos incluyen los sustituyentes descritos en 
la patente de EE. UU. N.º 5 334 711 (Sproat) y los sustituyentes descritos en las publicaciones de patente EP 629 
387 y EP 679 657 (de manera global, las solicitudes Martin). Tal y como se utiliza en la presente, un derivado de tipo 
2’-fluoro, cloro o bromo de un ribonucleótido o un ribonucleótido que tiene un 2’-OH sustituido con un sustituyente 35 
descrito en las solicitudes Martin o Sproat se denomina un “(ribonucleótido sustituido en 2’)”. Tal y como se utiliza en 
la presente, la expresión “nucleótido de tipo ARN” se refiere a un nucleótido 2’-hidroxilo o sustituido en 2’ que está 
unido a otros nucleótidos de un oligonucleótido bicatenario mixto mediante una unión de tipo fosfodiéster no 
sustituido o cualquiera de las uniones no naturales descritas en Kmiec I o Kmiec II. Tal y como expresa la presente, 
la expresión “nucleótido de tipo desoxirribo” se refiere a un nucleótido que tiene un 2’-H, el cual puede estar unido a 40 
otros nucleótidos de un MDON mediante una unión de tipo fosfodiéster no sustituido o cualquiera de las uniones no 
naturales descritas en Kmiec I o Kmiec II. 

La oligonucleobase recombinagénica es un oligonucleótido bicatenario mixto que está unido únicamente mediante 
enlaces de tipo fosfodiéster no sustituido. Como una alternativa, la unión se realiza mediante fosfodiésteres 
sustituidos, derivados de fosfodiéster y uniones no basadas en el fósforo como los descritos en Kmiec II. Como 45 
alternativa, cada nucleótido de tipo ARN del oligonucleótido bicatenario mixto es un nucleótido sustituido en 2’. Los 
ribonucleótidos sustituidos en 2’ podrán ser ribonucleótidos con una sustitución de tipo 2’-fluoro, 2’-metoxi, 2’-
propiloxi, 2’-aliloxi, 2’-hidroxietiloxi, 2’-metoxietiloxi, 2’-fluoropropiloxi y 2’-trifluoropropiloxi. Los ribonucleótidos 
sustituidos en 2’ preferidos son los nucleótidos con una sustitución de tipo 2’-fluoro, 2’-metoxi, 2’-metoxietiloxi y 2’-
aliloxi. Como alternativa, el oligonucleótido bicatenario mixto está unido mediante enlaces de tipo fosfodiéster no 50 
sustituido. 

Aunque el oligonucleótido bicatenario mixto que tiene un único tipo de nucleótido de tipo ARN sustituido en 2’ se 
sintetiza de manera más conveniente, los métodos se pueden llevar a la práctica con oligonucleótidos bicatenarios 
mixtos que tienen dos o más tipos de nucleótidos de tipo ARN. La función de un segmento de ARN podrá no verse 
afectada por la interrupción causada por la introducción de un desoxinucleótido entre dos trinucleótidos de tipo ARN, 55 
en consecuencia, la expresión “segmento de ARN” engloba un “segmento de ARN interrumpido” de este tipo. Un 
segmento de ARN no interrumpido se denomina un segmento de ARN contiguo. En una realización alternativa, un 
segmento de ARN puede contener nucleótidos 2’-OH no sustituidos y resistentes a la RNasa alternantes. Los 
oligonucleótidos bicatenarios mixtos preferentemente tendrán menos de 100 nucleótidos y más preferentemente 
menos de 85 nucleótidos pero más de 50 nucleótidos. La primera y segunda hebras presentan un emparejamiento 60 
de bases de Watson-Crick. Las hebras del oligonucleótido bicatenario mixto están enlazadas covalentemente 

E00970716
22-03-2016ES 2 337 762 T5

 



 

 

7 

mediante un conector, tal como un hexa-, penta- o tetranucleótido monocatenario de manera que la primera y 
segunda hebras son segmentos de una cadena oligonucleotídica sencilla que tiene un único extremo 3’ y un único 
extremo 5’. Los extremos 3’ y 5’ pueden protegerse mediante la adición de una “caperuza de tipo horquilla” de 
manera que los nucleótidos 3’- y 5’-terminales presenten un emparejamiento de Watson-Crick con los nucleótidos 
adyacentes. Se puede colocar, adicionalmente, una segunda caperuza de tipo horquilla en la unión entre la primera 5 
y segunda hebras distante de los extremos 3’ y 5’, de modo que el emparejamiento de Watson-Crick entre la primera 
y segunda hebras se estabilice. 

La primera y segunda hebras contienen dos regiones que son homólogas a dos fragmentos del gen EPSPS diana, 
es decir, tienen la misma secuencia que el gen diana. Una región homóloga contiene los nucleótidos de un 
segmento de ARN y podrá contener uno o más nucleótidos de tipo ADN del segmento de ADN conector y también 10 
podrá contener nucleótidos de tipo ADN que no están comprendidos en el segmento de ADN intercalado. Las dos 
regiones de homología están separadas por una región que tiene una secuencia que difiere de la secuencia del gen 
diana, denominada una “región heteróloga”, y cada una de ellas es adyacente a dicha región. La región heteróloga 
puede contener uno, dos o tres nucleótidos emparejados erróneamente. Los nucleótidos emparejados erróneamente 
pueden ser contiguos o, como alternativa, pueden estar separados por uno o dos nucleótidos que son homólogos al 15 
gen diana. Como alternativa, la región heteróloga también puede contener una inserción de uno, dos, tres o de cinco 
o menos nucleótidos. Como alternativa, la secuencia del oligonucleótido bicatenario mixto podrá diferir de la 
secuencia del gen diana únicamente por la deleción de uno, dos, tres o cinco o menos nucleótidos del 
oligonucleótido bicatenario mixto. En este caso, se considera que la longitud y posición de la región heteróloga es la 
longitud de la deleción, aun cuando no estén comprendidos en la región heteróloga nucleótidos del oligonucleótido 20 
bicatenario mixto. La distancia entre los fragmentos del gen diana que son complementarios con las dos regiones 
homólogas es exactamente la longitud de la región heteróloga cuando se pretende una sustitución o sustituciones. 
Cuando la región heteróloga contiene una inserción, las regiones homólogas están separadas de esta manera en el 
oligonucleótido bicatenario mixto más lejos de lo que lo están sus fragmentos homólogos complementarios en el gen 
y el caso inverso es aplicable cuando la región heteróloga codifica una deleción. 25 

Cada uno de los segmentos de ARN de los oligonucleótidos bicatenarios mixtos son parte de una región homóloga, 
es decir, una región cuya secuencia es idéntica a un fragmento del gen diana, cuyos segmentos juntos contienen 
preferentemente al menos 13 nucleótidos de tipo ARN y, preferentemente, entre 16 y 25 nucleótidos de tipo ARN o, 
aún más preferentemente, 18-22 nucleótidos de tipo ARN o, de la manera más preferida, 20 nucleótidos. En una 
realización, los segmentos de ARN de las regiones de heterología están separados, es decir, “conectados” por un 30 
segmento de ADN intercalado y son adyacentes a este. En una realización, cada nucleótido de la región heteróloga 
es un nucleótido del segmento de ADN intercalado. Un segmento de ADN intercalado que contiene la región 
heteróloga de un oligonucleótido bicatenario mixto se denomina un “segmento mutador”. 

El cambio que se va introducir en el gen EPSPS diana está codificado por la región heteróloga. El cambio que se va 
introducir en el gen EPSPS puede ser un cambio en una o más bases de la secuencia del gen EPSPS o la adición o 35 
deleción de una o más bases. 

Como alternativa, la oligonucleobase recombinagénica es un vector mutacional oligodesoxinucleotídico 
monocatenario o SSOMV, que se divulga en la solicitud de patente internacional PCT/US00/23457. La secuencia del 
SSOMV está basada en los mismos principios que los vectores mutacionales descritos en las patentes de EE. UU. 
N.os 5 756 325; 5 871 984; 5 760 012; 5 888 983; 5 795 972; 5 780 296; 5 945 339; 6 004 804 y 6 010 907 y en las 40 
publicaciones internacionales N.os WO 98/49350; WO 99/07865; WO 99/58723; WO 99/58702 y WO 99/40789. La 
secuencia del SSOMV contiene dos regiones que son homólogas a la secuencia diana separadas por una región 
que contiene la alteración genética deseada denominada la región mutadora. La región mutadora puede tener una 
secuencia que tiene la misma longitud que la secuencia que separa las regiones homólogas en la secuencia diana, 
pero que tiene una secuencia diferente. Una región mutadora de este tipo puede provocar una sustitución. Como 45 
alternativa, las regiones homólogas del SSOMV pueden ser contiguas entre sí, mientras que las regiones en el gen 
diana que tienen la misma secuencia están separadas por uno, dos o más nucleótidos. Un SSOMV de este tipo 
provoca una deleción en el gen diana de los nucleótidos que están ausentes del SSOMV. Por último, la secuencia 
del gen diana que es idéntica a las regiones homólogas podrá ser adyacente en el gen diana pero estar separada 
por uno o más nucleótidos en la secuencia del SSOMV. Un SSOMV de este tipo provoca una inserción en la 50 
secuencia del gen diana. 

Los nucleótidos del SSOMV son desoxirribonucleótidos que están unidos mediante enlaces fosfodiéster no 
modificados excepto en que la unión internucleotídica 3’-terminal y/o 5’-terminal o, como alternativa, las dos uniones 
internucleotídicas 3’-terminal y/o 5’-terminal pueden ser un fosforotioato o un fosfoamidato. Tal y como se utiliza en 
la presente, una unión internucleotídica es la unión entre nucleótidos del SSOMV y no incluye la unión entre el 55 
nucleótido del extremo 3’ o el nucleótido del extremo 5’ y un sustituyente de bloqueo, consulte la parte anterior. La 
longitud del SSOMV está comprendida entre 21 y 55 desoxinucleótidos y las longitudes de las regiones de 
homología tienen, en consecuencia, una longitud total de al menos 20 desoxinucleótidos y al menos dos regiones de 
homología deberían tener cada una longitudes de al menos 8 desoxinucleótidos. 

El SSOMV se puede diseñar para que sea complementario tanto a la hebra codificante como a la no codificante del 60 
gen diana. Cuando la mutación deseada es una sustitución de una única base, se prefiere que el nucleótido mutador 
sea una pirimidina. En la medida en que esto es coherente con la consecución del resultado funcional deseado, se 
prefiere que el nucleótido mutador y el nucleótido diana de la hebra complementaria sean pirimidinas. Son 
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particularmente preferidos los SSOMV que codifican mutaciones de transversión, es decir, un nucleótido mutador C 
o T se empareja de manera errónea, respectivamente, con un nucleótido C o T de la hebra complementaria.  

Además del oligodesoxinucleótido, el SSOMV puede contener un sustituyente de bloqueo 5’ que se una a los 
carbonos 5’-terminales mediante un conector. Las propiedades químicas del conector no son cruciales, con la 
excepción de su longitud, que debería tener preferentemente al menos una longitud de 6 átomos y del hecho de que 5 
el conector debería ser flexible. Se pueden utilizar varios sustituyentes atóxicos, tales como biotina, colesterol u 
otros esteroides o un tinte fluorescente catiónico no intercalante. Son reactivos particularmente preferidos para 
generar SSOMV los reactivos comercializados como Cy3™ y CyS™ por Glen Research, Sterling VA, que son 
fosforoamiditos bloqueados que, tras la incorporación en un oligonucleótido, producen los tintes 
indomonocarbocianina e indodicarbocianina con una sustitución 3,3,3',3'-tetrametilo N,N'-isopropilo, 10 
respectivamente. Cy3 es el más preferido. Cuando la indocarbocianina está sustituida con N-oxialquilo se puede unir 
convenientemente al oligodesoxinucleótido 5’-terminal mediante un fosfodiéster con un fosfato 5’-terminal. Las 
propiedades químicas del tinte conector entre el tinte y el oligodesoxinucleótido no son cruciales y se escogen por su 
conveniencia sintética. Cuando se utiliza el fosforamidito comercializado Cy3 según las indicaciones, la modificación 
5’ resultante consiste en un sustituyente de bloqueo y el conector juntos que son una indomonocarbocianina con una 15 
sustitución de tipo 3,3,3’,3’-tetrametilo N-hidroxipropilo, N’-fosfatidilpropilo. 

El tinte de tipo indocarbocianina podrá estar tetrasustituido en las posiciones 3 y 3’ de los anillos de indol. Sin desear 
ceñirse a la teoría, estas sustituciones evitan que el tinte sea un tinte intercalante. La identidad de los sustituyentes 
en estas posiciones no es crucial. Además, el SSOMV puede tener un sustituyente de bloqueo 3’. Nuevamente, las 
propiedades químicas del sustituyente de bloqueo 3’ no son cruciales. 20 

5.2 La ubicación y el tipo de mutación introducida en el gen EPSPS 

En una realización de la presente invención, el gen EPSPS de Arabidopsis thaliana (remítase a la Figura 1A) y la 
enzima EPSPS correspondiente (remítase a la Figura 1B) comprenden una mutación en uno o más residuos 
aminoacídicos seleccionados a partir del grupo constituido por Leu173, Gly177, Thr178, Ala179, Met180, Arg181, Pro182, 
Ser98, Ser225 y Leu198 o en un residuo aminoacídico análogo en un gen EPSPS de otra especie y la mutación resulta 25 
en una o más de las siguientes sustituciones de aminoácidos en la enzima EPSPS en comparación con la secuencia 
natural: 

(i) Leu173 – Phe 
(ii) Gly177 – Ala o Ile 
(iii) Thr178 – Ile o Val o Leu 30 
(iv) Ala179 – Gly 
(v) Met180 – Cys 
(vi) Arg181 – Leu o Ser 
(vii) Pro182 – Leu o Ser 
(viii) Ser98 – Asp 35 
(ix) Ser255 – Ala 
(x) Leu198 – Lys. 

En otra realización de la presente invención, en el producto del gen EPSPS, el residuo aminoacídico que se va a 
cambiar es Leu en la secuencia contigua Leu-Tyr-Leu-Gly-Asn (SEQ ID NO:29) y se cambia a Phe; o en el residuo 
aminoacídico que se va a cambiar es Gly en la secuencia contigua Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEQ ID NO:30) y se 40 
cambia a Ala o Ile; o el aminoácido que se va a cambiar es Thr en la secuencia contigua Ala-Gly-Thr-Ala-Met (SEQ 
ID NO:31) y se cambia a Ile, Val o Leu; o el aminoácido que se va a cambiar es Ala en la secuencia contigua Gly-
Thr-Ala-Met-Arg (SEQ ID NO:32) y se cambia a Gly; o el aminoácido que se va a cambiar es Met en la secuencia 
contigua Thr-Ala-Met-Arg-Pro (SEQ ID NO:33) y se cambia a Cys; o el aminoácido que se va cambiar es Arg en la 
secuencia contigua Ala-Met-Arg-Pro-Leu (SEQ ID NO:34) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va 45 
cambiar es Pro en la secuencia contigua Met-Arg-Pro-Leu-Thr (SEQ ID NO:35) y se cambia a Leu o Ser; o el 
aminoácido que se va cambiar es Ser en la secuencia contigua Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEQ ID NO:36) y se cambia a 
Asp; o el aminoácido que se va cambiar es Ser en la secuencia contigua Ile-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEQ ID NO:37) y se 
cambia a Ala; o el aminoácido que se va cambiar es Leu en la secuencia contigua Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEQ ID 
NO:38) y se cambia a Lys. En otras realizaciones, se pueden realizar uno o más de los cambios anteriores en la 50 
secuencia de aminoácidos de EPSPS. 

Como alternativa, y/o además, la mutación podría resultar en el reemplazo de cualquier aminoácido en las 
posiciones correspondientes a la 256, 284-288 y 353-356 con respecto a la proteína EPSPS representada en la 
Figura 1B (SEQ ID NO.2). 

Como alternativa, se muta el gen EPSPS en la posición aminoacídica 177, en la cual se reemplaza Gly por Ala. 55 
Como alternativa, se trata de la sustitución de Thr en la posición aminoacídica 178 por Ile. Como alternativa, una 
mutación en la posición aminoacídica 177 en la cual Gly se reemplaza por Ala, más la sustitución adicional de Thr 
en la posición 178 por Ile. Como alternativa, mutaciones en la posición aminoacídica 178, en la cual Thr se 
reemplaza por Ile, más la mutación adicional en la posición 182, en la cual Pro se reemplaza por Ser. Como 
alternativa, incluye la sustitución de Gly en la posición aminoacídica 177 por Ala, más la mutación adicional en la 60 
posición aminoacídica 182, en la cual Pro se sustituye por Ser. Otras secuencias de EPSPS mutadas comprenden la 
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sustitución de Gly en la posición 177 por Ala, más la sustitución en la posición 178, en la cual Thr se reemplaza por 
Ile, más la sustitución adicional de Pro en la posición aminoacídica 182 por Ser. Como alternativa, la sustitución de 
Thr en la posición aminoacídica 178 por Val y la mutación adicional en la posición aminoacídica 182, en la cual Pro 
se reemplaza por Ser. Como alternativa, incluye la sustitución de Thr en la posición 178 por Leu, más la mutación en 
la posición aminoacídica 182, en la cual Pro se reemplaza por Ser. Una realización adicional incluye la sustitución en 5 
la posición aminoacídica 177 en la cual Gly se reemplaza por Ala, más la sustitución de Thr en la posición 178 por 
Val. La sustitución en la posición aminoacídica 177 en la cual Gly se reemplaza por Ala, más el reemplazo de Thr en 
la posición aminoacídica 178 por Leu (remítase a la Figura 2). 

Las mutaciones anteriores en el gen EPSPS se describieron utilizando el gen (SEQ ID NO:1) y la proteína (SEQ ID 
NO:2) EPSPS de Arabidopsis thaliana. La presente invención también engloba los genes EPSPS mutantes de otras 10 
especies. Sin embargo, debido a las variaciones en los genes EPSPS de diferentes especies, el número de los 
residuos aminoacídicos que se ha de cambiar en una especie podrá ser diferente en otra especie. No obstante, el 
experto en la técnica podrá identificar fácilmente la posición análoga mediante la homología de secuencias. Por 
ejemplo, las Figuras 3A-C muestran las secuencias alineadas de nucleótidos y la Figura 4 muestra las secuencias 
de aminoácidos alineadas de cuatro genes EPSPS de Arabidopsis thaliana, Zea mays, Petunia hybrida y Brassica 15 
napus. Por lo tanto, las posiciones análogas en Zea mays son Leu97, Gly101, Thr102, Ala103, Met104, Arg105, Pro106, 
Ser23, Ser179 y Leu122. Por lo tanto, la secuencia de aminoácidos de EPSPS de Zea mays se muta en una o más de 
las siguientes posiciones aminoacídicas y resulta en una o más de las siguientes sustituciones: 

(i) Leu97 – Phe 
(ii) Gly101 – Ala o Ile 20 
(iii) Thr102 – Ile o Val o Leu 
(iv) Ala103 – Gly 
(v) Met104 – Cys 
(vi) Arg105 – Leu o Ser 
(vii) Pro106 – Leu o Ser 25 
(viii) Ser23 – Asp 
(ix) Ser179 – Ala 
(x) Leu122 – Lys. 

En el producto del gen EPSPS de Zea mays, el residuo aminoacídico que se va a cambiar es Leu en la secuencia 
contigua Leu-Phe-Leu-Gly-Asn (SEQ ID NO:39) y se cambia a Phe; o en el residuo aminoacídico que se va a 30 
cambiar es Gly en la secuencia contigua Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEQ ID NO:30) y se cambia a Ala o Ile; o el 
aminoácido que se va a cambiar es Thr en la secuencia contigua Ala-Gly-Thr-Ala-Met (SEQ ID NO:31) y se cambia 
a Ile, Val o Leu; o el aminoácido que se va a cambiar es Ala en la secuencia contigua Gly-Thr-Ala-Met-Arg (SEQ ID 
NO:32) y se cambia a Gly; o el aminoácido que se va a cambiar es Met en la secuencia contigua Thr-Ala-Met-Arg-
Pro (SEQ ID NO:33) y se cambia a Cys; o el aminoácido que se va cambiar es Arg en la secuencia contigua Ala-35 
Met-Arg-Pro-Leu (SEQ ID NO:34) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va cambiar es Pro en la 
secuencia contigua Met-Arg-Pro-Leu-Thr (SEQ ID NO:35) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va 
cambiar es Ser en la secuencia contigua Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEQ ID NO:36) y se cambia a Asp; o el aminoácido 
que se va cambiar es Ser en la secuencia contigua Ile-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEQ ID NO:37) y se cambia a Ala; o el 
aminoácido que se va cambiar es Leu en la secuencia contigua Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEQ ID NO:38) y se cambia a 40 
Lys. Como alternativa, se pueden realizar uno o más de los cambios anteriores en la secuencia de aminoácidos de 
EPSPS. 

En Brassica napus, las posiciones aminoacídicas análogas son Leu169, Gly173, Thr174, Ala175, Met176, Arg177, Pro178, 
Ser94, Ser251 y Leu194. Por lo tanto, la secuencia de aminoácidos de EPSPS de Brassica napus se muta en una o 
más de las siguientes posiciones aminoacídicas y resulta en una o más de las siguientes sustituciones: 45 

(i) Leu169 – Phe 
(ii) Gly173 – Ala o Ile 
(iii) Thr174 – Ile o Val o Leu 
(iv) Ala175 – Gly 
(v) Met176 – Cys 50 
(vi) Arg177 – Leu o Ser 
(vii) Pro178 – Leu o Ser 
(viii) Ser94 – Asp 
(ix) Ser251 – Ala 
(x) Leu194 – Lys. 55 

En el producto del gen EPSPS de Brassica napus, el residuo aminoacídico que se va a cambiar es Leu en la 
secuencia contigua Leu-Tyr-Leu-Gly-Asn (SEQ ID NO:29) y se cambia a Phe; o en el residuo aminoacídico que se 
va a cambiar es Gly en la secuencia contigua Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEQ ID NO:30) y se cambia a Ala o Ile; o el 
aminoácido que se va a cambiar es Thr en la secuencia contigua Ala-Gly-Thr-Ala-Met (SEQ ID NO:31) y se cambia 
a Ile, Val o Leu; o el aminoácido que se va a cambiar es Ala en la secuencia contigua Gly-Thr-Ala-Met-Arg (SEQ ID 60 
NO:32) y se cambia a Gly; o el aminoácido que se va a cambiar es Met en la secuencia contigua Thr-Ala-Met-Arg-
Pro (SEQ ID NO:33) y se cambia a Cys; o el aminoácido que se va cambiar es Arg en la secuencia contigua Ala-
Met-Arg-Pro-Leu (SEQ ID NO:34) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va cambiar es Pro en la 
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secuencia contigua Met-Arg-Pro-Leu-Thr (SEQ ID NO:35) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va 
cambiar es Ser en la secuencia contigua Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEQ ID NO:36) y se cambia a Asp; o el aminoácido 
que se va cambiar es Ser en la secuencia contigua Ile-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEQ ID NO:37) y se cambia a Ala; o el 
aminoácido que se va cambiar es Leu en la secuencia contigua Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEQ ID NO:38) y se cambia a 
Lys. Como alternativa, se pueden realizar uno o más de los cambios anteriores en la secuencia de aminoácidos de 5 
EPSPS. 

En Petunia hybrida, las posiciones aminoacídicas análogas son Leu169, Gly173, Thr174, Ala175, Met176, Arg177, Pro178, 
Ser94, Ser251 y Leu194. Por lo tanto, la secuencia de aminoácidos de EPSPS de Petunia hybrida se muta en una o 
más de las siguientes posiciones aminoacídicas y resulta en una o más de las siguientes sustituciones: 

(i) Leu169 – Phe 10 
(ii) Gly173 – Ala o Ile 
(iii) Thr174 – Ile o Val o Leu 
(iv) Ala175 – Gly 
(v) Met176 – Cys 
(vi) Arg177 – Leu o Ser 15 
(vii) Pro178 – Leu o Ser 
(viii) Ser94 – Asp 
(ix) Ser251 – Ala 
(x) Leu194 – Lys. 

En el producto del gen EPSPS de Petunia hybrida, el residuo aminoacídico que se va a cambiar es Leu en la 20 
secuencia contigua Leu-Phe-Leu-Gly-Asn (SEQ ID NO:29) y se cambia a Phe; o en el residuo aminoacídico que se 
va a cambiar es Gly en la secuencia contigua Asn-Ala-Gly-Thr-Ala (SEQ ID NO:30) y se cambia a Ala o Ile; o el 
aminoácido que se va a cambiar es Thr en la secuencia contigua Ala-Gly-Thr-Ala-Met (SEQ ID NO:31) y se cambia 
a Ile, Val o Leu; o el aminoácido que se va a cambiar es Ala en la secuencia contigua Gly-Thr-Ala-Met-Arg (SEQ ID 
NO:32) y se cambia a Gly; o el aminoácido que se va a cambiar es Met en la secuencia contigua Thr-Ala-Met-Arg-25 
Pro (SEQ ID NO:33) y se cambia a Cys; o el aminoácido que se va cambiar es Arg en la secuencia contigua Ala-
Met-Arg-Pro-Leu (SEQ ID NO:34) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va cambiar es Pro en la 
secuencia contigua Met-Arg-Pro-Leu-Thr (SEQ ID NO:35) y se cambia a Leu o Ser; o el aminoácido que se va 
cambiar es Ser en la secuencia contigua Pro-Gly-Ser-Lys-Ser (SEQ ID NO:36) y se cambia a Asp; o el aminoácido 
que se va cambiar es Ser en la secuencia contigua Ile-Ser-Ser-Gln-Tyr (SEQ ID NO:37) y se cambia a Ala; o el 30 
aminoácido que se va cambiar es Leu en la secuencia contigua Tyr-Val-Leu-Asp-Gly (SEQ ID NO:38) y se cambia a 
Lys. Como alternativa, se pueden realizar uno o más de los cambios anteriores en la secuencia de aminoácidos de 
EPSPS. 

5.3 El suministro de oligonucleobases recombinagénicas a células vegetales 

En los métodos de la presente invención, se puede utilizar cualquier método de uso común para transformar una 35 
célula vegetal con oligonucleobases recombinagénicas. A continuación, se enumeran métodos ilustrativos. 

5.3.1 Microportadores y microfibras 

El uso de microportadores (microesferas) metálicos para introducir fragmentos grandes de ADN en células vegetales 
que tienen paredes celulares de celulosa mediante la penetración de proyectiles es muy conocida por los expertos 
en la técnica relevante (en lo sucesivo en la presente, suministro biolístico). Las patentes de Estados Unidos N.os 4 40 
945 050; 5 100 792 y 5 204 253 describen técnicas generales para seleccionar micro portadores y dispositivos para 
proyectarlos. 

Las condiciones específicas para utilizar microportadores en los métodos de la presente invención se describen en 
la publicación internacional WO 99/07865. En una técnica ilustrativa, se añaden microportadores enfriados con hielo 
(60 mg/mL), oligonucleótido bicatenario mixto (60 mg/mL), CaCl2 2.5 M y espermidina 0.1 M en ese orden; la mezcla 45 
se agita suavemente, p. ej., mediante agitación vorticial, durante 10 minutos y se deja que repose a temperatura 
ambiente durante 10 minutos, tras lo cual los microportadores se diluyen en 5 volúmenes de etanol, se centrifugan y 
se resuspenden en etanol al 100%. Se pueden obtener buenos resultados con una concentración en la solución de 
adhesión de 8-10 µg/µL de microportadores, 14-17 µg/mL de oligonucleótido bicatenario mixto, CaCl2 1.1-1.4 M y 
espermidina 18-22 mM. Se observaron los resultados óptimos con condiciones de 8 µg/µL de micro portadores, 16.5 50 
µg/mL de oligonucleótido bicatenario mixto, CaCl2 1.3 M y espermidina 21 mM. 

Las oligonucleobases recombinagénicas también se pueden introducir en células vegetales para llevar a la práctica 
la presente invención utilizando microfibras para penetrar en la pared celular y la membrana celular. La patente de 
EE. UU. N.º 5 302 523 de Coffee et al. describe la utilización de fibras de carburo de silicio de 30 x 0.5 µm y 10 x 0.3 
µm para facilitar la transformación de cultivos de maíz en suspensión de Black Mexican Sweet. Cualquier técnica 55 
mecánica que se pueda utilizar para introducir ADN para la transformación de la célula vegetal utilizando micro fibras 
se puede utilizar para suministrar las oligonucleobases recombinagénicas para la transmutación. 

Una técnica ilustrativa para el suministro con microfibras de una oligonucleobase recombinagénica es de la siguiente 
manera: se suspenden microfibras estériles (2 µg) en 150 µL de medio de cultivo vegetal que contiene 
aproximadamente 10 µg de oligonucleótido bicatenario mixto. Se permite que el cultivo de suspensión sedimente y 60 
se agitan de manera vorticial volúmenes idénticos de células empaquetadas y la suspensión de fibra 
estéril/nucleótido durante 10 minutos y se siembra en placas. Se aplica medio selectivo inmediatamente o con un 
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retraso de hasta aproximadamente 120 horas según proceda para el rasgo concreto. 

5.3.2 Electroporación de protoplastos 

En una realización alternativa, las oligonucleobases recombinagénicas se pueden suministrar a la célula vegetal 
mediante la electroporación de un protoplasto derivado de una parte de la planta. Los protoplastos se forman 
mediante el tratamiento enzimático de una parte de la planta, particularmente una hoja, de acuerdo con técnicas 5 
muy conocidas por los expertos en la técnica. Remítase a, p. ej., Gallois et al., 1996, en Methods in Molecular 
Biology 55:89-107, Humana Press, Totowa, NJ; Kipp et al., 1999, en Methods in Molecular Biology 133:213-221, 
Humana Press, Totowa, NJ. No es necesario cultivar los protoplastos en medio de cultivo antes de la 
electroporación. Las condiciones ilustrativas para la electroporación son 3 x 105 protoplastos en un volumen total de 
0.3 mL con una concentración de oligonucleobase recombinagénica de entre 0.6-4 µg/mL. 10 

5.3.3 Filamentos finos y microinyección 

En otra realización alternativa más, la oligonucleobase recombinagénica se puede suministrar a la célula vegetal 
mediante filamentos finos o microinyección de la célula vegetal. La denominada técnica con filamentos finos se 
realiza esencialmente tal y como se describe en Frame et al., 1994, Plant J., 6:941-948. La oligonucleobase 
recombinagénica se añade a los filamentos finos y se utiliza para transformar las células vegetales. La 15 
oligonucleobase recombinagénica se podrá incubar conjuntamente con plásmidos que comprendan las secuencias 
que codifican las proteínas capaces de formar complejos de recombinasa en células vegetales, de modo que se 
cataliza la recombinación entre el oligonucleótido y la secuencia diana en el gen EPSPS. 

5.4 Selección de plantas resistentes al glifosato 

Las plantas o las células vegetales se pueden estudiar para determinar la resistencia o tolerancia a un herbicida 20 
utilizando métodos de uso común en la técnica, p. ej., cultivando la planta o célula vegetal en presencia de un 
herbicida y midiendo la tasa de crecimiento en comparación con la tasa de crecimiento en ausencia del herbicida. 

6. Ejemplo 

Los siguientes experimentos demuestran la producción de los genes EPSPS mutantes de Arabidopsis thaliana que 
son resistentes al herbicida glifosato y que permiten que las células vegetales mantengan una tasa de crecimiento. 25 

6.1 Materiales y métodos 

6.1.1 Aislamiento de ADNc de EPSPS de Arabidopsis thaliana 

Se amplificó un fragmento de ADN de 1.3 kb mediante PCR a partir de una colección de ADNc de Arabidopsis 
utilizando los cebadores AtEXPEXPM1 y AtEXPEXP2CM-2. Se diseñaron los dos cebadores para amplificar el 
ADNc desde el péptido maduro hasta el codón de terminación. El cebador 5’  AtEXPEXPM1 contiene un sitio Xbal 30 
(subrayado) y el cebador 3’ AtEXPEXP2CM-2 contiene un sitio BgIII (subrayado), y dichos sitios serán útiles para la 
clonación del fragmento en el vector de expresión. 

AtEXPEXPM1 
5'-GCTCTAGAGAAAGCGTCGGAGATTGTACTT-3' (SEQ ID NO:40) 

AtEXPEXP2CM-2 35 
5'-GCAGATCTGAGCTCTTAGTGCTTTGTGATTCTTTCAAGTAC-3' (SEQ ID NO:41) 

Se escindió la banda de PCR del gel de agarosa y se purificó (GeneClean, Biol). A continuación se confirmó que su 
secuencia era la secuencia del péptido maduro del gen EPSPS de Arabidopsis thaliana. 

6.1.2 Preparación del vector de expresión 

Se obtuvo la región codificante de EPSPS del gen AroE de Bacillus subtilis mediante PCR utilizando los siguientes 40 
cebadores: 

BsAroE5'Xba  
5'-GCGTCTAGAAAAACGAGATAAGGTGCAG-3' (SEQ ID NO:42) y 

BsAroE3'BamHI 
5'-GCGGATCCTCAGGATTTTTTCGAAAGCTTATTTAAATG-3' (SEQ ID NO:43). 45 

El fragmento de PCR, que carece de un codón de iniciación (ATG), se clonó en fase con el marco de lectura del 
vector pACLacIMH6RecA reemplazando el ORF de RecA mediante la digestión con Xbal y BamHI. 
PACLacIMH6RecA contuvo la región LacI de Pet21 en las posiciones 1440-3176, la MH6 RecA en las posiciones 
3809-5188, el gen de resistencia al cloranfenicol en las posiciones 5445-218 (5446-5885 y 1-218) y el origen de 
replicación p15A en las posiciones 5811-1424. La región codificante del gen RecA se clonó de E. coli en fase con el 50 
marco de lectura del codón de inicio y el conector de 6 histidinas (MH6) detrás del promotor LacZ de pUC19. 

6.1.3 Clonación del gen EPSPS de Arabidopsis en un vector de expresión bacteriano 

El fragmento de PCR de 1.3 kb de Arabidopsis se digirió con Xbal y BamHI (compatible con BgIII) y se clonó en el 
plásmido pACYCLacIMH6EPSPS, en lugar del gen de Bacillus. 

Los clones obtenidos (seleccionados con cloranfenicol) se secuenciaron a continuación y se confirmó que eran 55 
positivos. Se seleccionó uno de los clones confirmados (pAtEPS-12) y se confirmó también que las uniones entre el 
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ADNc y el plásmido de clonación eran idénticas a las secuencias esperadas. 

6.1.4 Mutaciones puntuales novedosas en el gen EPSPS 

Se diseñaron diez mutantes diferentes del gen EPSPS de Arabidopsis thaliana (remítase a la Figura 2). Para los 
experimentos de mutagénesis, se diseñaron cebadores para la PCR con una, dos o tres mutaciones. Las reacciones 
de PCR se llevaron a cabo utilizando un cebador flanqueante regular (5'ATEPS-198: 5'- 5 
GAAAGCGTCGGAGATTGTAC-3' (SEQ ID NO:44)) y uno de los cebadores que portaban la mutación (remítase a la 
Figura 5). 

Los fragmentos de PCR de 353 pb obtenidos se purificaron (kit de purificación de PCR Qiagen) y se confirmó su 
secuencia. A continuación, se digirieron los fragmentos con PstI (subrayados en las secuencias de los cebadores) y 
BamHI y se ligaron con el vector pAtEPS-12, el cual se había digerido previamente con PstI y BamHI. Se utilizaron 10 
células competentes JM 109 (Promega) para la transformación y se sembraron en placas de LB que contenían 
cloranfenicol. A continuación, se aislaron clones de cada experimento de mutagénesis y se confirmó su secuencia. 

6.1.5 Ensayos de resistencia al glifosato 

Se prepararon células electrocompetentes de SA4247, una cepa Lac Z – Salmonella typhi, según procedimientos de 
uso común (remítase a Current Protocols in Molecular Biology, (Wiley and Sons, Inc.)). Se sometieron a 15 
electroporación 30 µL de células competentes SA4247 con 20 ng de cada ADN plasmídico que codificaba las 
proteínas EPSPS naturales y mutantes de Arabidopsis, EPSPS natural de Bacillus, junto con una transfección 
simulada como control. Los parámetros para la electroporación fueron 25 µF, 2.5 KV y 200 ohms. Después de la 
electroporación, se transfirieron las células a un tubo de cultivo de 15 mL y se suplementaron con 970 µL de medio 
SOC. Los cultivos se incubaron durante 1 ½ horas a 37 °C y 225 rpm. Se sembraron 50 µL de cada cultivo en placas 20 
de LB que contenían 17 µg/mL de cloranfenicol (por duplicado) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Al día 
siguiente, se seleccionaron 5 colonias de cada placa, se transfirieron a placas M9 y se incubaron durante toda la 
noche a 37 °C. 

Las colonias procedentes de la incubación nocturna en M9 sólido se inocularon en 4 mL de medio M9 líquido y se 
cultivaron durante toda la noche a 37 °C. Al día siguiente, se inocularon 1-2 mL de cada cultivo nocturno (por 25 
duplicado) en 25 mL de medio M9 líquido que contenía cloranfenicol, IPTG y glifosato 17 mM o 0 mM (Aldrich, 
33775-7), se midió la DO (a 600 nm) de partida y se normalizaron todos los cultivos para que comenzaran con la 
misma DO. Se realizó una medida de la DO a la hora durante siete horas. Como un control del crecimiento 
bacteriano, también se inoculó un cultivo de Salmonella no transformada en medio LB sencillo. En dos experimentos 
independientes, los clones A177I178, A177V178 A177L178 y I177 no crecieron en medio M9, por lo tanto, no se pudieron 30 
realizar los ensayos de resistencia al glifosato con ellos. 

6.1.7 Aislamiento y purificación de la proteína expresada a partir de clones bacterianos 

Se inoculó un mililitro del cultivo nocturno de cada uno de los clones bacterianos en 100 mL de medio LB líquido que 
contenía cloranfenicol. Se permitió que las células crecieran a 37 °C hasta que alcanzaron una DO de 0.5-0.7 
(aproximadamente 3 ½ horas). A continuación, se añadió IPTG a los cultivos con una concentración de 1.0 mM. Se 35 
cultivaron las células durante cinco horas más. A continuación, se sedimentaron a 4000 rpm durante 20 minutos a 4 
ºC. 

El aislamiento y la purificación de las proteínas marcadas con His se realizó según el Sistema de Purificación de 
Proteínas Ni-NTA de Qiagen. Los lisados celulares y los eluidos se estudiaron por duplicado en geles de acrilamida 
al 12.5%. Uno de los geles se tiñó con plata para su visualización inmediata, el segundo gel se transfirió a una 40 
membrana Immobilon-P de Millipore, y se bloqueó durante toda la noche con leche al 5% en TBS-T. A continuación, 
se expuso la membrana a una solución del anticuerpo primario anti-His (Amersham Pharmacia biotech, n.º de cat. 
37-4710), seguido de la exposición a una solución del anticuerpo secundario anti-Ig de ratón (NIF825, sistema de 
análisis por inmunoelectrotransferencia ECL de Amersham Pharmacia biothech, n.º de cat. RPN2108). Los lavados y 
las reacciones de detección se realizaron según las instrucciones del proveedor. Las autorradiografías se 45 
desarrollaron después de 5 minutos de exposición. 

6.2 Resultados 

Las células que contenían una mutación en el gen EPSPS produjeron células que eran resistentes al herbicida 
glifosato y que tenían una tasa de crecimiento sustancialmente similar en ausencia o presencia del glifosato, en 
comparación con las células naturales, independientemente de la presencia del glifosato (remítase a la Figura 6). 50 

También se demostró que los clones de Arabidopsis que contenían un gen EPSPS mutante expresaron la proteína 
mutante sustancialmente con el mismo nivel que la proteína natural (remítase a la Figura 7).  

LISTA DE SECUENCIAS 

<110> VALIGEN(US), INC. 

<120> PLANTAS NO TRANSGÉNICAS RESISTENTES A HERBICIDAS 55 
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<151> 07-10-1999 

<150> 60/173 564 

E00970716
22-03-2016ES 2 337 762 T5

 



 

 

13 

<151> 30-12-1999 

<160> 44 

<170> FastSEQ para Windows Versión 3.0 

<210> 1 
<211> 2763 5 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 1 

 10 

<210> 2 
<211> 520 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 2 15 
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<210> 3 
<211> 33 
<212> ADN 5 
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<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 3 5 

 

<210> 4 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 10 

<400> 4 

 

<210> 5 
<211> 33 
<212> ADN 15 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 5 20 

 

<210> 6 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 25 

<400> 6 

 

<210> 7 
<211> 33 
<212> ADN 30 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 7 35 

 

<210> 8 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 40 

<400> 8 

 

<210> 9 
<211> 33 
<212> ADN 45 
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<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 9 5 

 

<210> 10 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 10 

<400> 10 

 

<210> 11 
<211> 33 
<212> ADN 15 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 11 20 

 

<210> 12 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 25 

<400> 12 

 

<210> 13 
<211> 33 
<212> ADN 30 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 13 35 

 
<210> 14 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 40 

<400> 14 

 

<210> 15 
<211> 33 
<212> ADN 45 
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<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 15 5 

 
<210> 16 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 10 

<400> 16 

 

<210> 17 
<211> 33 
<212> ADN 15 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 17 20 

 

<210> 18 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 25 

<400> 18 

 

<210> 19 
<211> 33 
<212> ADN 30 
<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 19 35 

 
<210> 20 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 40 

<400> 20 

 

<210> 21 
<211> 33 
<212> ADN 45 
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<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)…(33) 

<400> 21 5 

 

<210> 22 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 10 

<400> 22 

 
<210> 23 
<211> 3831 
<212> ADN 15 
<213> Brassica napus 

<220> 
<221> base_modificada 
<222> 1…3831 

<223> n=a, c, g, o t 20 

<400> 23 
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<210> 24 
<211> 1944 
<212> ADN  
<213> Petunia hybrida 5 

<400> 24 
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<210> 25 
<211> 1335 
<212> ADN  
<213> Zea mays 5 

<400> 25 

 
<210> 26 
<211> 516 10 
<212> PRT 
<213> Brassica napus 

<400> 26 
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<210> 27 
<211> 516 
<212> PRT 5 
<213> Petunia hybrida 
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<400>  

 

<210> 28 
<211> 444 5 
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<212> PRT 
<213> Zea mays 

<400> 28 

 5 
<210> 29 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 10 
<223> Cebador mutante 

<400> 29 
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<210> 30 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 

<220> 
<223> Cebador mutante 

<400> 30 

 

<210> 31 10 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador mutante 15 

<400> 31 

 

<210> 32 
<211> 64 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador mutante 

<400> 32 

 25 
<210> 33 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 30 
<223> Cebador mutante 

<400> 33 

 

<210> 34 
<211> 64 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador mutante 

<400> 34 40 

 

<210> 35 
<211> 64 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador mutante 

<400> 35 
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<210> 36 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 

<220> 
<223> Cebador mutante 

<400> 36 

 
<210> 37 10 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador mutante 15 

<400> 37 

 
<210> 38 
<211> 64 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador mutante 

<400> 38 

 25 

<210> 39 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Petunia hybrida 

<400> 39 30 

 
<210> 40 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 

<220> 
<223> Cebador 

<400> 40 

gctctagaga aagcgtcgga gattgtactt 

<210> 41 40 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador 45 

<400> 41 

gcagatctga gctcttagtg ctttgtgatt ctttcaagta c    41 

<210> 42 
<211> 28 
<212> ADN 50 
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<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador 

<400> 42 

gcgtctagaa aaacgagata aggtgcag    28 5 

<210> 43 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 10 
<223> Cebador 

<400> 43 

gcggatcctc aggatttttt cgaaagctta tttaaatg    38 

<210> 44 
<211> 20 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador 

<400> 44 20 

gaaagcgtcg gagattgtac    20 
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REIVINDICACIONES 

1.   Un método para producir una planta no transgénica que es resistente o tolerante a un herbicida de la familia de 
la fosfonometilglicina, que comprende: 

(a) introducir en células vegetales una oligonucleobase recombinagénica con una mutación dirigida en el gen 
EPSPS para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que exprese una proteína EPSPS que está 5 
mutada en una o más posiciones aminoacídicas, donde dichas posiciones se seleccionan a partir del grupo 
constituido por Leu173, Ala179, Met180, Arg181, Ser98, Ser255 y Leu198 de la proteína EPSPS de Arabidopsis o en un 
residuo aminoacídico análogo de un gen EPSPS de otra especie; 

(b) identificar una célula vegetal que tiene un crecimiento normal en comparación con la célula vegetal natural 
correspondiente en presencia de glifosato; y 10 

(c) regenerar una planta no transgénica resistente o tolerante a herbicidas que tiene dicho gen EPSPS mutado a 
partir de dicha célula vegetal; 

donde la planta no transgénica resistente o tolerante a herbicidas muestra un crecimiento y desarrollo normales en 
comparación con los de las plantas naturales correspondientes y donde la enzima EPSPS mutada tiene la misma 
actividad catalítica en comparación con la de la enzima natural. 15 

2. Un método para producir una planta no transgénica que es resistente o tolerante a un herbicida de la familia de la 
fosfonometilglicina, que comprende: 

(a) introducir en células vegetales una oligonucleobase recombinagénica con una mutación dirigida en el gen 
EPSPS para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que exprese una proteína EPSPS mutante 
que está mutada en una o más posiciones aminoacídicas, donde dichas posiciones se seleccionan a partir del 20 
grupo constituido por Leu173, Ala179, Met180, Arg181, Ser98, Ser255 y Leu198 de la proteína EPSPS de Arabidopsis o 
en un residuo aminoacídico análogo de un gen EPSPS de otra especie; 

(b) identificar una célula vegetal que tiene una proteína EPSPS mutante que tiene la misma actividad catalítica 
en comparación con una proteína EPSPS natural correspondiente en presencia de glifosato; y 

(c) regenerar una planta no transgénica resistente o tolerante a herbicidas que tiene dicho gen EPSPS mutado a 25 
partir de dicha célula vegetal; 

donde la planta no transgénica resistente o tolerante a herbicidas muestra un crecimiento y desarrollo normales en 
comparación con los de las plantas naturales correspondientes y donde la enzima EPSPS mutada tiene la misma 
actividad catalítica en comparación con la de la enzima natural. 

3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el cual la oligonucleobase recombinagénica es un nucleótido 30 
bicatenario mixto o un vector mutacional oligodesoxinucleotídico monocatenario (SSOMV). 

4. El método de acuerdo con la reivindicación 3, en el cual el nucleótido bicatenario mixto contiene una primera 
región homóloga que tiene una secuencia idéntica a la secuencia de al menos 6 pares de bases del primer 
fragmento del gen EPSPS diana y una segunda región homóloga que tiene una secuencia idéntica a la secuencia de 
al menos 6 pares de bases de un segundo fragmento del gen EPSPS diana y una región intercalada que contiene al 35 
menos una nucleobase heteróloga respecto al gen EPSPS diana, donde la región intercalada conecta la primera y 
segunda regiones homólogas. 

5. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el cual la oligonucleobase recombinagénica se introduce 
mediante electroporación. 

6. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el cual las posiciones aminoacídicas se seleccionan a partir del 40 
grupo constituido por Leu97, Ala103, Met104, Arg105, Ser23, Ser179 y Leu122 del gen EPSPS de Zea mays. 

7. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el cual las posiciones aminoacídicas se seleccionan a partir del 
grupo constituido por Leu169, Ala175, Met176, Arg177, Ser94, Ser251 y Leu194 del gen EPSPS de una Brassica sp. 

8. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el cual las posiciones aminoacídicas se seleccionan a partir del 
grupo constituido por Leu169, Ala175, Met176, Arg177, Ser94, Ser251 y Leu194 del gen EPSPS de Petunia hybrida. 45 

9. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el cual las células vegetales se seleccionan a partir del grupo 
constituido por maíz, trigo, arroz, cebada, soja, algodón, remolacha azucarera, colza oleaginosa, canola, lino, 
girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, álamo, pino, eucalipto, manzana, lechuga, guisantes, lentejas, uva, hierbas 
forrajeras y Brassica sp. 

10. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el cual las posiciones aminoacídicas se seleccionan a partir del 50 
grupo constituido por Leu97, Ala103, Met104, Arg105, Ser23, Ser179 y Leu122 en el gen EPSPS de Zea mays. 

11. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el cual las posiciones aminoacídicas se seleccionan a partir del 
grupo constituido por Leu169, Ala175, Met176, Arg177, Ser94, Ser251 y Leu194 en el gen EPSPS de una Brassica napus. 

12. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el cual las posiciones aminoacídicas se seleccionan a partir del 
grupo constituido por Leu169, Ala175, Met176, Arg177, Ser94, Ser251 y Leu194 en el gen EPSPS de Petunia hybrida. 55 

13. Un método para producir una planta no transgénica que es resistente o tolerante a un herbicida de la familia de 
la fosfonometilglicina que comprende: 

(a) introducir en células vegetales una oligonucleobase recombinagénica con una mutación dirigida en el gen 
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EPSPS para producir células vegetales con un gen EPSPS mutante que expresa una proteína EPSPS que está 
mutada en dos posiciones aminoacídicas, donde dichas posiciones se seleccionan a partir del grupo constituido 
por Thr178 y Pro182, en la proteína EPSPS de Arabidopsis o en un residuo aminoacídico análogo en un gen 
EPSPS de otra especie, donde Thr178 se cambia por Val o Leu y Pro182 se cambia a serina; 

(b) identificar una célula vegetal que tiene un crecimiento normal en comparación con la célula vegetal natural 5 
correspondiente en presencia de glifosato; y 

(c) regenerar una planta no transgénica resistente o tolerante a herbicidas que tiene dicho gen EPSPS mutado a 
partir de dicha célula vegetal, 

donde la planta no transgénica resistente o tolerante a herbicidas muestra un crecimiento y un desarrollo normales 
en comparación con las plantas naturales correspondientes, y 10 

donde la enzima EPSPS mutada tiene la misma actividad catalítica en comparación con la de la enzima natural. 

14. El método de acuerdo con la reivindicación 13, en el cual las posiciones aminoacídicas son Thr102 y Pro106 del 
gen EPSPS de Zea mays. 

15. El método de acuerdo con la reivindicación 13, en el cual las posiciones aminoacídicas son Thr174 y Pro178 del 
gen EPSPS de una Brassica napus. 15 

16. El método de acuerdo con la reivindicación 13, en el cual las posiciones aminoacídicas son Thr174 y Pro178 del 
gen EPSPS de Petunia hybrida. 
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