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DESCRIPCION

Productos resistentes a herbicidas diseflados sobre la base de la estructura.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al modelado y el disefio basados en la estructura de variantes de la acetohidroxidcido sin-
tasa (AHAS) que son resistentes a las imidazolinonas y otros herbicidas, a AHAS que inhiben herbicidas, a las propias
variantes de AHAS, a DNAs que codifican estas variantes, a plantas que expresan estas variantes y a procedimientos
de gestioén de malas hierbas.

Antecedentes de la invencion

La acetohidroxidcido sintasa (AHAS) es una enzima que cataliza la etapa inicial de la biosintesis de isoleucina,
leucina y valina en bacterias, levaduras y plantas. Por ejemplo, la AHAS madura de Zea Mays es una proteina de apro-
ximadamente 599 aminodcidos que esta localizada en el cloroplasto (véase la Fig. 1). La enzima utiliza pirofosfato de
tiamina (TPP) y dinucleétido de flavina adenina (FAD) como cofactores y piruvato como sustrato para formar aceto-
lactato. La enzima cataliza también la condensacién de piruvato y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibutirato. La
AHAS también es conocida como acetolactato sintasa o acetolactato piruvato liasa (que carboxila), y se designa EC
4.1.3.18. Probablemente, la enzima activa es como minimo un homodimero. Ibdah y otros (Protein Science, 3:479-S,
1994), en un resumen, describen un modelo del sitio activo de AHAS.

Una variedad de herbicidas, entre las que estdn incluidos compuestos de imidazolinona tales como imazetapir
(PURSUIT®, American Cyanamid Company-Wayne, NJ), compuestos basados en sulfonilurea tales como sulfome-
turonmetilo (OUST® - E.I. du Pont de Nemours and Company-Wilmington, DE), triazolopirimidin sulfonamidas
(BroadstrikeM® - Dow Elanco; véase Gerwick y otros, Pestic. Sci. 29:357-364, 1990), sulfamoilureas (Rodaway y
otros, Mechanisms of Selectivity of Ac 322.140 in Pady Rice, Wheat and Barley, Proceedings of the Brighton Crop
Protection Conference-Weeds, 1993), 4dcidos pirimidiloxibenzoicos (STABLE® - Kumiai Chemical Industry Com-
pany, E.I. du Pont de Nemours and Company; véase The Pesticide Manual, 10* ed., pags. 888-889, Clive Tomlin, Ed.,
British Crop Protection Council, 49 Downing Street, Farmham, Surrey G49, Reino Unido), y sulfonilcarboxamidas
(Alvarado y otros, patente U.S. n°. 4.883.914) actian inhibiendo la actividad enzimatica de AHAS. (véanse Chaleff y
otros, Science 224:1443, 1984); LaRossa y otros, J. Biol. Chem. 259:8753, 1984; Ray, Plant Physiol. 75:827, 11984,
Shaner y otros, Plant Physiol. 76:545, 1984). Estos herbicidas son muy efectivos y ambientalmente benignos. Sin
embargo, su uso en agricultura es limitado por no tener selectividad, puesto que los cultivos, y también las indeseadas
malas hierbas, son sensibles a los efectos fitotoxicos de estos herbicidas.

Bedbrook y otros, patentes U.S. n°. 5.013.659, n°. 5.141.870 y n°. 5.378.824 describen varias variantes de AHAS
resistentes a sulfonilurea. Sin embargo, estas variantes se obtuvieron por mutagénesis de plantas, semillas o células
y seleccionando mutantes resistentes a herbicidas, o derivaron de tales mutantes. Este enfoque es impredecible en
cuanto a que se basa (al menos inicialmente) en la introduccién al azar de una mutacién relevante, y no en un criterio
de disefio racional basado en un modelo estructural de la proteina diana.

Hay asi necesidad en la técnica de procedimientos y composiciones que proporcionan un espectro selectivo amplio
y/o una resistencia especifica a herbicidas en cultivos. Los autores de la presente invenciéon han descubierto que se
pueden preparar formas variantes de AHAS resistentes selectivamente a herbicidas y plantas que contienen las mismas,
mediante modelado basado en la estructura de AHAS contra la piruvato oxidasa (POX), identificando la bolsa o
las bolsas que se unen al herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea en el modelo de AHAS y disefiando
mutaciones especificas que alteran la afinidad del herbicida basado en imidazolinona o sulfonilurea para la bolsa de
unién. Estas variantes y plantas no son inhibidas o matadas por herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea
y retienen una actividad enzimadtica de la AHAS suficiente para soportar el crecimiento de los cultivos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracién de una secuencia de 600 aminodcidos que corresponde a la secuencia de aproxima-
damente 599 aminodcidos de la acetohidroxi sintasa (AHAS) de Zea Mays que se da como ejemplo de una enzima
AHAS de una planta. La secuencia no incluye una secuencia de trinsito y la glicina extra es un vestigio de un sitio de
escision de trombina. Los restos Met53, Argl128 y Phel 15 se representan en negritas.

La Figura 2 es una ilustracién del alineamiento de la secuencia de AHAS de maiz y piruvatooxidasa (POX) de
Lactobacillus planarum.

La Figura 3 es una representacién esquemdtica de la estructura secundaria de una subunidad de AHAS. Los ele-
mentos estructurales secundarios, hélices « y hojas S se representan como circulos y elipses, respectivamente, y estdn
numerados separadamente para cada uno de los tres dominios dentro de una subunidad. Los lazos y las regiones en-
rolladas se representan con lineas negras, representando los niimeros los comienzos y las terminales aproximados de
los elementos. Las localizaciones de los sitios cofactores de unién y los sitios de mutacién conocidos se indican por
octaedros y estrellas, respectivamente.
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La Figura 4 es una ilustracién de un modelo generado con ordenador del sitio selectivo de AHAS de maiz con
imazetapir (herbicida PURSUIT®) modelado en la bolsa de unién.

La Figura 5 es una ilustracion de la homologia entre secuencias de aminoédcidos de AHAS derivadas de diferentes
especies de plantas. PAC751 es isozima de AHAS als 2 de maiz segtin se expresa del vector de expresion pAC 751 de
E. coli segin la Figura 1; als 2 de maiz es la isozima de AHSA als 2 de maiz; als 1 de maiz es la isozima de AHAS als
1 de maiz; Tobac 1 es la isozima SuRA de AHAS de tabaco; Tobac 2 es la isozima SuRB de AHAS de tabaco; Athcar
12 es el gen Csr 1.2 de AHS de Arabidoposis thaliana; Bnaal 3 es la isozima de AHAS de Brassica napus; y Bnaal2
es la isozima de AHAS de Brassica napus.

PAC 751 y als 2 de maiz son genes idénticos excepto que als 2 de maiz empieza al comienzo de la secuencia de
transito y pAC 751 empieza en el sitio N-terminal putativo maduro con una glicina adicional en el terminal N debido
a la secuencia de reconocimiento en el vector de expresion pGEX-2T. La glicina de la terminal N no es un aminoacido
natural en esa posicion.

Los alineamientos de la secuencia de aminodcidos de las proteinas de AHAS se generaron por PILEUP (paquete
de GCG - Genetics Computer Group, Inc., -University Research Park - Madison-WI). La secuencia de consenso se
generd por empaquetamiento PRETTY GCG.

La Figura 6 es una ilustracién fotografica de un gel de SDS-poliacrilamida tefiida para proteina que muestra la
purificacion de AHAS de maiz. Los carriles contienen (de izquierda a derecha): A, marcadores del peso molecular; B,
extracto en bruto de células de E. coli; C, preparacion purificada por afinidad de glutationa-agarosa; D, digestion de
trombina de la preparacion purificada por afinidad; E, segunda pasada a través de la columna de glutationa-agarosa y
filtracién de gel de Sefacril S-100.

La Figura 7 es una ilustracion gréafica de los resultados de ensayos in vitro de la actividad enzimatica de las proteinas
de AHAS de tipo salvaje y mutantes en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de imazetapir (herbicida
PURSUIT®). El eje Y representa el % de actividad de la enzima mutante, midiéndose el valor de 100% en ausencia
de inhibidor.

La Figura 8 es una ilustracidn gréfica de los resultados de ensayos in vitro de la actividad enzimética de las proteinas
de AHAS de tipo salvaje y mutantes en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de sulfometironmetilo
(herbicida OUST®). El eje Y representa el % de actividad de la enzima mutante, midiéndose el valor de 100% en
ausencia de inhibidor.

La Figura 9 es una ilustracion grafica de los resultados de ensayos in vitro de la actividad enzimatica de la proteina
de AHAS de Arabidopsis de tipo salvaje y la proteina Met124Ile mutante de AHAS mutante de Arabidopsis en
ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de imazetapir (herbicida PURSUIT®) y sulfometironmetilo
(herbicida OUST). El eje Y representa el % de actividad de la enzima mutante, midiéndose el valor de 100% en
ausencia de inhibidor.

La Figura 10 es una ilustracién grafica de los resultados de ensayos in vitro de la actividad enzimatica de la proteina
de AHAS de Arabidopsis de tipo salvaje y la proteina Met1241le de AHAS mutante de Arabidopsis en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de imazetapir (herbicida PURSUIT®) y sulfometuronmetilo (herbicida
OUST®). El eje Y representa el % de actividad de la enzima mutante, midiéndose el valor de 100% en ausencia de
inhibidor.

La Figura 11 es una ilustracién grafica de los resultados de ensayos in vitro de la actividad enzimatica de la proteina
de AHAS de Arabidopsis de tipo salvaje y la proteina Argl99Glu de AHAS mutante de Arabidopsis en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de imazetapir (herbicida PURSUIT®) y sulfometuronmetilo (herbicida
OUST®).. El eje Y representa el % de actividad de la enzima mutante, midiéndose el valor de 100% en ausencia de
inhibidor.

La Figura 12 es una ilustracién gréfica de un vector de DNA usado para transformacién de plantas, que contiene
el gen nptll (que codifica la resistencia a la canamicina) bajo el control del promotor 35S y un gen de AHAS (de tipo
salvaje o variante) bajo el control del promotor de AHAS de Arabidopsis.

La Figura 13 es una fotografia que ilustra el desarrollo de la raiz de plantas de tabaco transformadas con el gen de
AHAS de Arabidopsis que contiene la mutaciéon de Met1241le o Arg19Glu y un control no transformado. Las plantas
crecieron durante 18 dias después de su paso a un medio que contenfa imazetapir 0,25 M.

La Figura 14 es una fotografia que presenta plantas de tabaco transformadas con el gen de AHAS de Arabidopsis
que contiene la mutacién de Met1241le, Met124His o Arg199Glu y un control no transformado, sobre las que se habia
proyectado dos veces la cuantia del campo (100 g/ha) de imazetapir.

La Figura 15 es una fotografia que muestra los resultados de ensayos de germinacion realizados en presencia del
herbicida CL 299.263 (imazamox), que se realizaron sobre semillas cosechadas de transformantes da plantas de tabaco
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primarias que se habian transformado con el gen de AHAS de Arabidoposis que contiene la mutacién Met1241le, Met
124His o Arg199Glu.

Sumario de la invencion

La presente invencidn proporciona un procedimiento de modelado basado en la estructura para la produccién
de proteina variante de AHAS resistente a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea: El procedimiento
incluye:

(a) alinear una proteina de AHAS diana sobre un molde de piruvato oxidasa para derivar la estructura tridi-
mensional de la proteina de AHAS diana;

(b) modelar uno o més herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea en la estructura tridimensional
para localizar una bolsa de unién de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea en la proteina
de la AHAS diana;

(c) seleccionar como diana para la mutacién al menos una posicién de aminoécido en la proteina de AHAS
diana, en la que la mutacién altera la afinidad de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea para la bolsa de unidn;

(d) mutar DNA que codifica la proteina de AHAS diana para producir un DNA mutado que codifica una AHAS
variante que contiene la mutacién en la posicion; y

(e) expresar el DNA mutado en una primera célula en condiciones en las que se produce la AHAS variante que
contiene la mutacién en la posicién.

El procedimiento puede incluir ademas:
(f) expresar DNA que codifica la proteina de AHAS de tipo salvaje paralelamente en una segunda célula;
(g) purificar las proteinas de AHAS de tipo salvaje y de la variante de las células;

(h) ensayar las proteinas de AHAS de tipo salvaje y la variante en cuanto a su actividad catalitica en la conver-
sién de piruvato en acetolactato o en la condensacion de piruvato y 2-cetobutirato para formar acetohidro-
xibutirato en ausencia y presencia del herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea;

(i) repetir las etapas (c)-(h), en las que el DNA que codifica la variante de AHAS de la etapa (e) se usa como
el DNA que codifica AHAS en la etapa (c) hasta que se identifica una proteina variante de AHAS resistente
a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, que tiene

(i) en ausencia del herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea,

(a) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se
expresa, 0

(b) una actividad catalitica en combinacién con una proteina variante de AHAS resistente a un her-
bicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la célula, que puede ser la
misma primera proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para mantener la viabilidad
de la célula en la que se expresa;

en la que la célula requiere actividad de la AHAS para la viabilidad, y

(i) una actividad catalitica que es mds resistente al mencionado herbicida basado en imidazolina y/o
sulfonilurea que la HAAS de tipo salvaje.

También se proporciona un procedimiento alternativo de modelado basado en la estructura para la produccién
de una proteina variante resistente a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea. Este procedimiento
incluye:

(a) alinear una proteina de AHAS diana en un primer molde de AHAS derivado de un polipéptido que tiene
la secuencia de la Figura 1 o un equivalente funcional de él para derivar la estructura tridimensional de la
proteina de AHAS diana;

(b) modelar uno o més herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea en la estructura tridimensional
para localizar una bolsa de unién de un herbicida basado en imidazolina y/o sulfonilurea en la proteina de
AHAS diana;

(c) seleccionar como diana para una mutacién, al menos una posicién del aminoécido en la proteina de AHAS
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diana, en la que la mutacién altera la afinidad de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea para la bolsa de unidn;

(d) mutar el DNA que codifica la proteina de AHAS diana para producir un DNA mutado que codifica una
AHAS variante que contiene la mutacion en la posicion, y

(e) expresar el DNA mutado en una primera célula en condiciones en las que se produce la AHAS variante que
contiene la mutacién en la posicion.

Este procedimiento puede incluir ademas:

(f) expresar DNA que codifica la proteina de AHAS de tipo salvaje paralelamente en una segunda célula;

(g) purificar la proteinas de AHAS de tipo salvaje y la variante de las células;

(h) ensayar la proteina de AHAS de tipo salvaje y la variante en cuanto a su actividad catalitica en la conversién
de piruvato en acetolactato o en la condensacién de piruvato y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibu-
tirato en ausencia y presencia del herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea;

(i) repetir las etapas (c)-(h), en las que el DNA que codifica la variante de AHAS de la etapa (e) se usa como el
DNA que codifica la variante de AHAS en la etapa (c) hasta que se identifica una primera proteina variante
de AHAS resistente a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, que tiene

(i) en ausencia de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea

(a) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se
expresa, 0

(b) una actividad catalitica en combinacidén con cualquier proteina variante de AHAS resistente a un
herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la célula, que puede
ser la misma primera proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para mantener la
viabilidad de la célula en la que se expresa;

en la que la célula requiere actividad de la AHAS para la viabilidad, y

(ii) una actividad catalitica que es mas resistente a al menos el mencionado herbicida basado en imidazo-
linona y/o sulfonilurea que la AHAS de tipo salvaje.

En otra realizacién alternativa, el procedimiento incluye
(a) alinear una proteina de AHAS diana en un primer molde de AHAS que tiene una bolsa identificada de
unién de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea y que tiene la secuencia de la Figura 1 o
un equivalente funcional de ella para derivar la estructura tridimensional de la proteina de AHAS diana;
(b) seleccionar como diana para una mutacién, al menos una posicién de aminodcido en la proteina de AHAS
diana, en la que la mutacién altera la afinidad de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o

sulfonilurea para la bolsa de unidn;

(c) mutar el DNA que codifica la proteina de AHAS diana para producir un DNA mutado que codifica una
AHAS variante que contiene la mutacion en la posicion, y

(d) expresar el DNA mutado en una primera célula en condiciones en las que se produce la AHAS variante que
contiene la mutacién en la posicion.

El procedimiento puede incluir ademas:
(e) expresar DNA que codifica la proteina de AHAS diana de tipo salvaje paralelamente en una segunda célula;
(f) purificar la proteina de AHAS de tipo salvaje y la variante de las células;
(g) ensayar la proteina de AHAS de tipo salvaje y la variante en cuanto a su actividad catalitica en la conversién
de piruvato en acetolactato o en la condensacién de piruvato y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibu-
tirato, en ausencia y en presencia del herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, y
(h) repetir las etapas (b)-(g), en las que el DNA que codifica la variante de AHAS de la etapa (d) se usa como el

DNA que codifica la AHAS en la etapa (b) hasta que se identifica una proteina variante de AHAS resistente
a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, que tiene
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(1) en ausencia de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea,

(a) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se
expresa, 0

(b) una actividad catalitica en combinacién con cualquier proteina variante de AHAS resistente a un
herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la célula, que puede
ser la misma primera proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para mantener la
viabilidad de la célula en la que se expresa;

en la que la célula requiere actividad de la AHAS para la viabilidad, y

(i1) una actividad catalitica que es mds resistente a al menos el herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea que la AHAS de tipo salvaje.

En realizaciones preferentes de los procedimientos mencionados, la actividad catalitica en ausencia del herbicida
es como minimo de aproximadamente 5% y, muy preferiblemente, es de mds de aproximadamente 20% de la actividad
catalitica de la AHAS de tipo salvaje. Cuando el herbicida es un herbicida de imidazolinona, la proteina variante de
AHAS resistente al herbicida tiene, preferiblemente:

(i) una actividad catalitica en ausencia del herbicida de més de aproximadamente 20% de la actividad catalitica
de la AHAS de tipo salvaje;

(i1) una actividad catalitica que es relativamente mds resistente a la presencia de herbicidas de imidazolinona
en comparaciéon con AHAS de tipo salvaje, y

(iii) una actividad catalitica que es relativamente mas sensible a la presencia de herbicidas de sulfonilurea en
comparacién con herbicidas de imidazolinona.

La presente invencién proporciona ademds DNA aislado que codifica proteinas variantes de acetohidroxidcido
sintasa, proteinas variantes que comprenden una proteina de AHAS modificada por

(1) sustitucién de al menos un resto de aminoécido diferente de un resto de aminoécido de la secuencia de la Figura
1 seleccionado entre M53, R128, F135 y cualquier combinacién de cualquier de los anteriores.

En este sistema de numeracion el resto n°. 12 corresponde al término amino putativo de la proteina madura, esto
es, después de la eliminacion de un péptido que apunta la diana de cloroplasto.

Las modificaciones anteriores estdn dirigidas a alterar la capacidad de un herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea para inhibir la actividad enzimatica de la proteina. En una realizacién preferente, el DNA aislado codifica
una variante de AHAS resistente a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfinilurea. También se proporcionan
vectores de DNA que comprenden DNA que codifica estas variantes de AHAS, las propias proteinas de AHAS va-
riantes, y células, crecidas in vivo o en cultivos de células, que expresan las variantes de AHAS o comprenden estos
vectores.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para conferir resistencia a un herbicida basado
en imidazolinona y/ sulfonilurea en una célula o en unas células y, en particular, una célula o unas células de plantas,
como puede ser en una semilla. Se muta un gen de AHAS, preferiblemente el gen de AHAS de Arabidopsis thaliana,
para alterar la capacidad de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea de inhibir la actividad enzimaética
de la AHAS. El gen mutante se clona en un vector de expresion compatible y el gen se transfiere a una célula sensible
a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea en condiciones bajo las cuales se expresa a niveles suficientes
para conferir a la célula resistencia a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea.

También se contemplan procedimientos para el control de malas hierbas, en los que se trata un cultivo que contiene
un gen de AHAS resistente a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea de acuerdo con la presente
invencion, con una cantidad efectiva del herbicida para controlar las malas hierbas.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién abarca el disefio racional o el modelado molecular basado en la estructura de versiones
modificadas de la enzima AHAS y AHAS que inhiben herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea. Estas
enzimas modificadas (proteinas variantes de AHAS) son resistentes a la accion de herbicidas basados en imidazolinona
y/o sulfonilurea. La presente invencion abarca también DNAs que codifican estas variantes, vectores que incluyen
estos DNAG, las proteinas variantes de AHAS y células que expresan estas variantes. Adicionalmente se proporcionan
procedimientos para producir resistencia a herbicidas basados en imidazolidinona y/o sulfonilurea en plantas por
expresion de estas variantes y procedimientos de control de las malas hierbas. El DNA vy las variantes de AHAS de la
presente invencion se descubrieron en estudios basados en el modelado molecular de la estructura de las AHAS.
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Diserio racional basado en la estructura de variantes de AHAS y AHAS que inhiben herbicidas basados en imidazoli-
nona y/o sulfonilurea

Las variantes de AHAS resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea de acuerdo con la
presente invencion son titiles por conferir resistencia a herbicidas basados en imidazolinina y/o sulfonilurea en plantas
y se pueden disefar con el modelo de POX.

1. Modelado molecular

Las técnicas de modelado molecular (y en particular, el modelado de homologia de proteinas) pueden proporcionar
una comprension de la estructura y la actividad de una proteina dada. El modelo estructural de una proteina se puede
determinar directamente a partir de datos experimentales tales como cristalografia de rayos X, indirectamente por
modelado de la homologia o una caracteristica similar, o mediante combinacion de ambos procedimientos (véase
White y otros, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 23:349, 1994). La elucidacién de la estructura tridimensional
de AHAS proporciona una base para el desarrollo de un esquema racional de la mutacién de restos de aminodcidos
particulares dentro de la AHAS que confieren al polipéptido resistencia a los herbicidas.

El modelado molecular de la estructura de AHAS de Zea Mays, usando como molde la estructura cristalina obteni-
da por rayos X de la piruvato oxidasa (POX) afin de Lactobacillus plantarum proporciona un modelo tridimensional
de la estructura de AHAS que es util para el disefio de variantes de AHAS resistentes a herbicidas o AHAS que inhiben
herbicidas. Este procedimiento de modelado aprovecha el hecho de que AHAS y POX comparten varias caracteristicas
bioquimicas y que pueden derivarse de un gen ancestral comtn (Chang y otros, J. Bacteriol. 170:3937, 1988).

Se describe detalladamente mds adelante la derivaciéon de un modelo usando gréficos y alineamientos moleculares
interactivos. La estructura tridimensional de AHAS que resulta de este procedimiento predice la organizacién espacial
aproximada del sitio activo de la enzima y del sitio o bolsa de unién de inhibidores tales como herbicidas, entre los
que estan incluidos los herbicidas de imidazolinona, aunque no unicamente. El modelo se afina luego y se reinterpreta
basdndose en estudios bioquimicos que también se describen mds adelante.

El modelado de la homologia de proteinas requiere el alineamiento de la secuencia primaria de la proteina en
estudio con una segunda proteina cuya estructura cristalina es conocida. Para el modelado de la homologia de AHAS
se escogi6 la piruvato oxidasa (POX) porque la POX y la AHAS comparten varias caracteristicas bioquimicas. Por
ejemplo, ambas, AHAS y POX, comparten aspectos de los mecanismos de la reaccién enzimdtica, asi como reque-
rimientos en cuanto a cofactor y metal. En ambas enzimas, para la actividad enzimdtica se requieren pirofosfato de
tiamina (TPP), dinucleétido de flavina adenina (FAD) y un cation divalente. El FAD media una reaccién rédox durante
la catdlisis en la POX pero, presumiblemente, tiene sélo una funcién estructural en la AHAS, que posiblemente es
resto vestigio de la evolucion de la evolucién de AHAS desde POX. Ambas enzimas utilizan piruvato como sustrato
y forman pirofosfato de hidroxietiltiamina como intermedio de reaccion estable (Schloss, J.V. y otros, en Biosynthe-
sis of branched chain amino acids, Barak, Z.J.M., Chipman, D.M., Schloss, J.V. (eds.) VCH Publishers, Weinheim,
Alemania, 1999).

Adicionalmente, la actividad de AHAS esta presente en proteinas quiméricas de POX-AHAS que constan de la
mitad N-terminal de POX y la mitad C-terminal de AHAS, y hay un grado pequeio de actividad de AHAS exhibido por
la propia POX. AHAS y POX también presentan propiedades similares en solucion (Risse, B. y otros, Protein Science,
1: 1699 y 1710, 1992; Singh, B.K. y Schmitt, G.K. (1989), FEBS Letters, 258: 113; Singh, B.K. y otros (1989),
en Prospects for Amino Acid Biosynyhesis Inhibitors in Crop Protection and Pharmaceutical Chemistry, (Lopping,
L.G. y otros, eds., HCPC Monograph p- 87). Al aumentar la concentracion de proteina, tanto la POX como la AHAS
experimentan transiciones escalonadas de monémeros a dimeros y tetrdmeros. Los aumentos de la concentracién de
FAD inducen también 6rdenes mds altos del conjunto subunidad. La forma tetrdmera de ambas proteinas es muy
estable al calor y la desnaturalizacién quimica.

Ademds, la estructura cristalina de POX de Lactobacillus planarum ha sido resuelta por Muller y otros, Science
259:965, 1993. Los autores de la presente invencién encontraron que, en parte sobre la base del grado de homologia
fisica, bioquimica y genética entre AHAS y POX, se puede usar la estructura cristalina de POX obtenida por rayos X
como punto estructural de partida para el modelado de la homologia de la estructura de AHAS.

Sin embargo, las secuencias de AHADS y POX de L. plantarum no eran suficientemente similares para un ali-
neamiento completamente computarizado. Globalmente, s6lo aproximadamente 20% de los dtomos son idénticos,
mientras que aproximadamente 50% de los restos son de clase similar (esto es, dcidos, basicos, aromaticos, etc.). Sin
embargo, si se comparan las secuencias respecto a las clasificaciones de restos hidréfilos e hidréfobos, casan més de
500 de los 600 amino4acidos. Las predicciones de la estructura secundaria de AHAS (Holley y otros, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:152, 1989) revelaron una fuerte similitud con la estructura secundaria real de POX. Para casi el 70% de
los restos, la estructura secundaria de AHAS predicha casa con la de POX.

Los mondmeros de POX estan constituidos por tres dominios, teniendo todos ellos una hoja 8 central, paralela con
pasos superiores que estan constituidos por hélices « y unos lazos grandes. (Muller y otros, Science, 259:965, 1993).
La topologia de las hojas difiere entre los dominios, esto es, en los dominios primero y tercero, las cadenas estdn unidas
a la hoja § en la secuencia 2-1-3-4-6-5, mientras que en la hoja 8 del segundo dominio, la secuencia lee 3-2-1-4-5-6.
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Los alineamientos generados con ordenador estaban basados en la prediccién de la estructura secundaria y la
homologia de secuencia. Se usé el procedimiento convencional de alineamiento de secuencia pareada descrito por
Needleman y Wunch, J. Mol. Biol., 48:443, 1970. Se alinearon dos secuencias para maximizar la puntuacién del
alineamiento. La puntuacién de alineamiento (puntuacién de la homologia) es la suma de puntuaciones de todos los
pares de restos alineados mas una sancién opcional por la introduccién de brechas en el alineamiento. La puntuacién
del alineamiento de un par de restos es un valor entero tabulado. El sistema de puntuacién de la homologia estd basado
en la observacién de la frecuencia de la divergencia entre un par dado de restos. (MO Dayhoff, RM Schwartz y BC
Orecutt, Atlas of Protein Sequence and Sructure, vol. 5, supl. 3, pags. 345-362, 1978).

Los alineamientos se afinaron méas mediante brechas de redisposicién de manera que se conservaran estructuras
secundarias regulares continuas. Las sustituciones de aminodcidos generadas por evaluaciéon de esquemas de probable
alineamiento se compararon mediante graficos moleculares interactivos. Se escogieron los alineamientos con las sus-
tituciones mas conservadoras con respecto a la funcionalidad particular de los aminodcidos dentro de un sitio dado.
En la Figura 2 se representa el alineamiento final de los aminodcidos de POX y AHAS. Se identificaron conjuntos
conservados de restos, en particular para el sitio de unién de TPP y para partes del sitio de unién de FAD. El ali-
neamiento reveld una gran similitud entre AHAS y POX para el primer dominio, para la mayoria de las partes del
segundo dominio y para aproximadamente la mitad del tercer dominio. Se esperaba que la mayoria de las regiones que
se alinearon malamente y pueden plegar de forma diferente en POX y AHAS estuviera en la superficie de la proteina
y no estuviera implicada en el cofactor de unién del inhibidor. La prediccidn de los sitios de mutacidén no estd afectada
sustancialmente por pequefios desplazamientos en el alineamiento.

La mayoria de los restos de unién de TPP estd altamente conservados entre POX y AHAS (por ejemplo, P48-G49-
G50). En algunos casos, los restos que estaban préximos a TPP difieren entre POX y AHAS pero permanecen dentro
de una regién que estd altamente conservada (por ejemplo, restos 90-110). Por otra parte, el sitio de unién de FAD
parecia menos conservado. Aunque algunos sitios de unién de FAD estaban fuertemente conservados, (por ejemplo,
D325-1326-D327-P328), otros se diferenciaban claramente entre AHAS y POX (por ejemplo, los restos en el lazo de
las posiciones 278 a 285 no son homélogos). Un andlisis detallado reveld que, al menos para algunos de los sitios de
contacto menos conservados, las interacciones estaban mediadas por el espinazo del polipéptido mas bien que por las
cadenas laterales. Por tanto, la conservacién se requeria sélo para el pliegue del polipéptido y no se requeria para la
secuencia de aminodcidos (por ejemplo, el espinazo de los restos 258-263 une la cadena de robitol de FAD). La mitad
de los sitios de unién de la adenina y la isoaloxazina se diferencia claramente.

Después de alinear la estructura primaria, se construyé un modelo de homologia por transposicién de secuencias de
aminodcidos de AHAS en la estructura del molde de POX. Se construyeron coordenadas por defecto escalonadamente
usando moldes de aminodcidos para completar cadenas laterales indefinidas. Se usé la investigacion de bancos de
datos y la minimizacién energética de partes pequeiias de la molécula para completar las conformaciones de regiones
indefinidas de lazo. Los cofactores TPP y FAD se modelaron en sus bolsas de unién. Este modelo se someti6 a una
minimizacién completa de energia a 5000 ciclos. Todo el modelado con ordenador se realizé en una estacién de trabajo
IRIS Indigo Elan R4000 de Silicon Graphics Co. El modelado interactivo y la minimizacién de energia se realizaron
usando Quanta/CHERMm 4.0 de Molecular Simulationes Inc. Durante esta etapa, la conformacion era estable, lo que
indicaba que no se habfan presentado interacciones fuertemente desfavorecidas tales como, por ejemplo, contactos
proximos a van der Waals. Los resultados se presentan esquematicamente en la Figura 3.

Caracteristicas de la estructura de AHAS predicha

La inspeccioén de la estructura de AHAS modelada descrita antes revelé que la mayor parte de la proteina se
pliega con un espinazo que es energéticamente razonable, siendo accesible al disolvente la mayor parte de las cadenas
laterales hidrdéfilas. La superficie de las hojas 5 es suave y acomoda las regiones de paso por encima que estan unidas
a las hojas.

Se generé un modelo para AHAS dimera por duplicacién de coordenadas de la AHAS monémera de energia
minimizada y sobreponiendo las dos copias en dos unidades de POX usando pares de coordenadas de Ca segiin
se define en el esquema de alineamiento. La cadena de polipéptido de AHAS se pliega entre dominios plegados
similarmente compuestos por un nicleo de hoja S paralela de seis cadenas rodeado de “lazos” largos y hélices a. Dos
unidades estdn unidas de manera que el primer dominio de una subunidad estd muy préximo a los dominios 2 y 3 de
la otra subunidad que unen el cofactor. Entre las subunidades queda en este sitio un espacio lleno de disolvente. Esta
bolsa, que queda delimitada por la confluencia de los tres dominios, es el sitio de entrada propuesto para el sustrato.
También es el sitio de unién propuesto para herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea.

La superficie interior de la mencionada bolsa de unién estd perfilada por los cofactores. El tiazol de TPP estd
situado en el fondo de la bolsa. El dominio 3 contribuye a la superficie interior de la bolsa con una hélice @ corta
que dirige su eje hacia el pirofosfato del TPP, compensando las cargas de fosfato con su momento dipolar. Esta hélice
critica, que comienza con G498, un resto “paso” en contacto préximo con TPP y que termina en G498, contiene tres
sitios de mutacién conocidos para la resistencia a la sulfonilurea: V500, W503 y F507. (Véanse patentes U.S. n°.
5.013.659, n°. 5.141.870 y n°. 5.378.824). En el dominio 1, el lazo definido como P48-S52 (entre la S-cadena 2 y la
a-hélice 2) se enfrenta a W503, una mutacién en la que confiere resistencia a imidazolinonas. Los restos Y47 a G50
también estdn en contacto con TPP. Este lazo es adyacente a P184-Q189, otro paso, que conecta la ultima cadena de
la hoja g del dominio 1 con una cadena 8 que conecta con el dominio 2. Dentro de la bolsa, cerca de su entrada, hay
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una region alargada del dominio 1 que interacciona con una extensién complementaria del dominio 2. Los restos 125-
129 y 133-137 del dominio 1 y los restos 304-313 del dominio 2 estdn en la superficie de la bolsa. Un paso constituido
por T96-G100 esta entre el lazo 125-129 y TPP. En el extremo opuesto de la bolsa hay otra extensién del dominio 3 y
dos regiones del dominio 2 que alinean la bolsa de unién. Los restos 572, 575, 582 y 583 del dominio 3 delimitan la
superficie de la bolsa en un lado. La parte restante del interior de la superficie de la bolsa estd delimitada por FAD y
por un lazo, L.278-G282, que tiene contacto con el anillo de isoaloxazina de FAD.

2. Modelado de herbicidas en sitios de union

Se puso imazetapir, la imidazolinona activa de PURSUIT®, en su sitio de unién propuesto usando un grifico
molecular interactivo (Figura 4) y el soporte 16gico descrito antes (Figura 4). Se escogié K185 como un “anclaje”
para interaccionar con la carga del grupo carboxilo. La unidad NH-CO de imidazolinona se situd para formar uniones
de hidrégeno a G50 y AS51. Esto puso el sustituto metilo de imazetapir préximo a V500 en el espinazo de la hélice
a pequefia. Posiblemente, el grupo isopropilo estd unido a restos hidr6fobos de los aminodacidos en la regién de los
restos 125-135 que contribuyen a la superficie interior de la bolsa. Muy probablemente, el anillo de piridina esta
“intercalado” entre A134 o F135, F507 y W503. W503 también interactda con el sistema anular de la imidazolinona.

De manera similar, los herbicidas de sulfonilurea se modelaron en un sitio que se solapaba en parte con el sitio
de unién de imidazolinona descrito. El solapamiento de los sitios de unién de la sulfonilurea y la imdazolinona era
consistente con experimentos de unién con competicion y con los datos mutantes establecidos, lo que revela que la
misma mutacién en el maiz, W503L, puede conferir resistencia a ambos herbicidas. En estos modelos, la mayoria de
los sitios de mutacién conocidos que confieren resistencia a herbicidas de sulfonilurea, esto es, G50, A51, K185, V500,
W503, F507, estd en contacto intimo con los herbicidas unidos. P126 y A51 son requeridos para mantener en su sitio la
cadena lateral de K185 generando un poro hidr6fobo. S582, un sitio para resistencia especifica a la imidazolinona, estd
alejado de la region de unién y estd situado en le region en la que la homologia es tan baja que es de esperar un cambio
del pliegue. Aparentemente, el sitio de unién de FAD tiene una homologia baja entre AHAS y POX en esta region;
S582 es un resto que confiere resistencia en el maiz y S582 y sus restos adyacentes estidn en contacto intimo con la
bolsa del sitio activo. Se propone que FAD y la regién del 1azo que abarca los restos 278 a 285 se separen ligeramente
del tercer dominio (hacia abajo en la Figura 4) y que un lazo que contiene S582 se pliegue al espacio entre la hélice en
las posiciones 499 a 507 y el lazo en las posiciones 278 a 285. D305, otro sitio de resistencia conocido, estd préximo a
FAD y modula la interaccién entre los dominios 1 y 2. M280 puede estar implicado en situar la hélice en las posiciones
498 a 507 o directamente en unir un inhibidor. M280 y D305 podrian también estar implicados directamente en unir
un inhibidor si los dominios 1 y 2 se acercaran entre si ligeramente mas proximos.

3. Seleccion de mutaciones

Los restos de aminodcidos especificos estdn indicados precisamente como sitios para la introduccién de mutaciones
en la secuencia primaria de AHAS. Estos aminodcidos se seleccionan sobre la base de su posicién en la que, si se
modifica la posicién ese aminodcido, habrd una alteracion resultante (esto es, una caida) de la afinidad del herbicida
a la bolsa de unién. No es necesario que la posicién de mutacidn resida en la bolsa de unién, puesto que restos de
aminodcidos fuera de la propia bolsa pueden alterar la carga o la configuracion de la bolsa. La seleccion de sitios
diana para mutacién se consigue usando modelos moleculares como se ha descrito antes. Por ejemplo, de acuerdo
con el modelo anterior, se sitda arginina de la posicion 128 (designada R128 en la Figura 1 usando el cédigo de letra
individual para los aminoécidos) cerca de la entrada a la bolsa de unién al sustrato y la bolsa de unién al herbicida
basado en imidazolinona y/o sulfonilurea y tiene un grado alto de libertad de conformacién que permite que participe
en el transporte de herbicidas cargados a la bolsa de unién. Por tanto, este resto se sustituye por alanina para eliminar
su carga y su cadena lateral hidréfoba larga. La mutacion resultante se designa R128A.

Las mutaciones pueden comprender sustituciones simples que reemplazan la secuencia de tipo salvaje con cual-
quier otro aminodcido. Alternativamente, las mutaciones pueden comprender supresiones o adiciones de uno o varios
aminodcidos, preferiblemente hasta 5 aminodcidos, en un sitio dado. La secuencia afiadida puede comprender una
secuencia de aminodcidos que se sabe que existe en otra proteina, o puede comprender una secuencia completamente
sintética. Ademas, en un polipéptido individual se pueden introducir mas de un aminoacido y/o mas de un tipo de
mutacion.

4. Mutagénesis dirigida al sitio

El DNA que codifica AHAS se puede manipular de manera que se introduzcan las mutaciones deseadas. La mu-
tagénesis se realiza usando procedimientos que son convencionales en la técnica segin se describe, por ejemplo, por
Higuchi, R., Recombinant PCR, en PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis M.A. y otros, eds.,
Academic Press. Pags. 177-183, 1990.

5. Expresion y purificacion de variantes

La secuencia de AHAS mutada o variante se clona en un vector de expresién de DNA (véase, por ejemplo, Ejemplo
3) y se expresa en una célula adecuada tal como, por ejemplo, E. coli. Preferiblemente, el DNA que codifica AHAS se
une a un elemento regulador de transcripcién y la AHAS variante se expresa como parte de una proteina de fusion, por
ejemplo, glutationa-S-transferasa, para facilitar la purificacion (véase el Ejemplo 3 mas adelante.) La AHAS variante se
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purifica luego por cromatografia de afinidad o por cualquier otro procedimiento conocido en la técnica. “Purificacién”
de un polipéptido de AHAS se refiere al aislamiento del polipéptido de AHAS en una forma que permite medir su
actividad enzimadtica sin interferencias de otros componentes de la célula en la que se expresa el polipéptido.

6. Ensayo de propiedades enzimdticas
La AHAS purificada se puede ensayar en cuanto a una o varias de las propiedades siguientes:

(a) actividad especifica o catalitica para la conversién de piruvato en acetolactato (expresada como unidades/mg
de AHAS pura, definiéndose una unidad de actividad como 1 umol de acetolactato producido/hora), o para la conden-
sacion de piruvato y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibutirato (expresada como unidades/mg de AHAS pura,
definiéndose una unidad de actividad como 1 umol de acetohidroxibutirato producido/hora;

(b) nivel de inhibicién por un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, por ejemplo, imidazolinona
(expresada como ICs, la concentracién a la que se inhibe el 50% de la actividad de la enzima), y

(c) selectividad de la resistencia al herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea frente a otros herbicidas. El
indice de selectividad se define como la resistencia al plegado del mutante a imidazolinonas en relacién a la enzima
de tipo salvaje dividida por la resistencia al plegado del mismo mutante a otros herbicidas también en relacién a la del
tipo salvaje. La resistencia al plegado a un herbicida en relacién a la enzima de tipo salvaje se expresa como la ICs, de
la variante dividida por la ICs, del tipo salvaje. Por tanto, el indice de selectividad (S.1.) se representa por la ecuacién
siguiente:

_ ICsde la variante para el herbicida A/ICs, del tipo salvaje para el herbicida A

SI=
ICs de la variante para el herbicida B/ICs, del tipo salvaje para el herbicida B

Los sistemas de ensayo adecuados para hacer estas determinaciones incluyen aunque no tnicamente, los descritos
detalladamente en el siguiente Ejemplo 4.

TA, Evaluacion de variantes adecuadas

Las propiedades enzimdticas de polipéptidos de AHAS variantes se comparan con las de AHAS de tipo salvaje.
Preferiblemente, una mutacién dada da por resultado un polipéptido de AHAS variante que retiene in vitro la actividad
enzimdtica hacia piruvato o piruvato y 2-cetobutirato, esto es, la conversion de piruvato en acetolactato o en la con-
densacion de piruvato y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibutirato (y por ello se espera que sea bioldgicamente
activa in vivo), mientras que tiene una actividad catalitica que es relativamente mas resistente al (los) herbicida(s)
seleccionado(s) que la de AHAS de tipo salvaje. Preferiblemente, la AHAS variante exhibe:

(1) en ausencia del herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea presente como minimo,
(a) sola, una actividad catalitica suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se expresa; o

(b) en combinacién con cualquier proteina variante de AHAS resistente a herbicidas también expresada en la
célula, que puede ser la misma proteina variante de AHAS o una diferente, una actividad catalitica suficiente
para mantener la viabilidad de la célula en la que se expresa,

en la que la célula requiere la actividad de AHAS para su viabilidad, y

(ii) una actividad catalitica que es mas resistente al herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea presente
como minimo que la AHAS de tipo salvaje,

y que es relativamente mads resistente al (los) herbicida(s) basado(s) en imidazolinona y/o sulfonilurea que la AHAS
de tipo salvaje.

Por tanto, una proteina cualquiera variante especifica de AHAS no necesita tener la actividad catalitica total nece-
saria para mantener la viabilidad de la célula, sino que debe tener alguna actividad catalitica en una cuantia, sola o en
combinacidn con la actividad catalitica de copias adicionales de la misma variante de AHAS y/o la actividad catalitica
de otra(s) proteina(s) variante(s) de AHAS, suficiente para mantener la viabilidad de una célula que requiere la activi-
dad de AHAS para su viabilidad. Por ejemplo, la actividad catalitica se puede aumentar a niveles minimos aceptables
en la célula, introduciendo en la célula miltiples copias de un gen que codifica una variante o introduciendo el gen
que ademds incluye un promotor relativamente fuerte para intensificar la produccién de la variante.

Mas resistente significa que la actividad catalitica de la variante es disminuida por el (los) herbicida(s) basado(s)
en imidazolinona y/o sulfonilurea, si disminuye, en un grado menor que el grado en que es disminuida por el (los)
herbicida(s) basado(s) en diazolinona y/o sulfonilurea la actividad catalitica de AHAS de tipo salvaje. Una variante
preferida de AHAS mads resistente retiene la actividad catalitica suficiente para mantener la viabilidad de una célula,
una planta o un organismo en el que la misma concentracion del (los) mismo(s) herbicida(s) basados(s) en imidazoli-
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nona y/o sulfonilurea no retendria suficiente actividad catalitica para mantener la viabilidad de la célula, la planta o el
organismo.

Preferiblemente, la actividad catalitica en ausencia de herbicida(s) basado(s) en imidazolinona y/o sulfonilurea es
como minimo de aproximadamente 5% y, muy preferiblemente, es de mas de aproximadamente 20% de la actividad
catalitica de la AHAS de tipo salvaje en ausencia de herbicida(s) basado(s) en diazolinona y/o sulfonilurea. Las
variantes de AHAS muy preferidas son mds resistentes a herbicidas de imidazolinona que otros herbicidas tales como
los herbicidas basados en sulfonilurea, aunque en algunas aplicaciones ni son necesarias ni preferidas.

En el caso de una AHAS variante resistente a imidazolinona, se prefiere que la proteina de la variante de AHAS
tenga:

(i) una actividad catalitica en ausencia del mencionado herbicida de mds de aproximadamente 20% de la actividad
catalitica de la mencionada AHAS de tipo salvaje;

(i1) una actividad catalitica que es relativamente mads resistente a la presencia de herbicidas de imidazolinona en
comparacién con la de AHAS de tipo salvaje, y

(iii) una actividad catalitica que es relativamente mds sensible en presencia de herbicidas de sulfonilurea en compa-
racion con la de herbicidas de imidazolinona. La mayoria de variantes de AHAS muy preferidas resistentes a herbicidas
presentan una actividad especifica minima de aproximadamente 20 unidades/mg, una inhibicién minima o ninguna in-
hibicién por la imidazolinona y un indice de selectividad que varia de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 3000
en relacion a otros herbicidas.

Sin que ello suponga un condicionamiento tedrico, se cree que la aplicacion sistematica e iterativa de este proce-
dimiento para proteina de AHAS de tipo salvaje y otras AHAS diana dard por resultado la produccién de variantes de
AHAS que tienen las propiedades deseadas de una alta actividad enzimética segtin se ha explicado antes y resistencia
a una clase o varias clases de herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea. Por ejemplo, la mutacién de una
secuencia de AHAS de tipo salvaje en una posicién particular a un aminodcido dado puede dar por resultado un mutan-
te que exhibe un grado alto de resistencia a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea, pero que tiene una
pérdida significativa de actividad enzimadtica a piruvato y 2-cetobutirato. En una segunda aplicacion del procedimiento
anterior, el polipéptido de AHAS de partida o diana seria luego esta variante (en vez de la AHAS de tipo salvaje). El
disefio racional implica luego la sustitucién de otros aminodcidos en la posicion originalmente mutada y/o la adicién o
supresion de aminodcidos en puntos o intervalos seleccionados en espera de que se retenga la resistencia a herbicidas
basados en imidazolinona y/o sulfonilurea pero que se mantenga un nivel mds alto de actividad enzimatica.

El disefio racional basado en la estructura de proteinas de AHAS resistentes a herbicidas basados en imidazolinona
y/o sulfonilurea ofrece muchas ventajas sobre otros enfoques que descansan en mutagénesis al azar y seleccién. Por
ejemplo, cuando la sustitucién de un aminodcido particular con otro requiere la sustitucion de mds de un nucledti-
do en el codén, la probabilidad de que esto se produzca al azar es tan baja, que es impracticable. A diferencia, se
pueden realizar facilmente incluso cambios dobles o triples en la secuencia de nucleétido dentro del codén cuando
lo sugieren criterios de disefio racional. Por ejemplo, una mutacién disefiada racionalmente para conferir resistencia
selectiva a imidazolinona requiere un cambio de arginina a glutamato. La arginina es codificada por CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA, AGG, mientras que el glutamato es codificado por GAA y GAG. Puesto que ninguno de los codones
de la arginina comienza con GA, esta mutacién requeriria una doble sustitucién de nucledtidos adyacentes que se
produciria tan raramente usando mutagénesis al azar que seria impredecible e irrepetible con un cierto éxito. Aun-
que la frecuencia de mutacidon se puede aumentar durante la mutagénesis al azar, las alteraciones de la secuencia
tendrian una probabilidad igual de que se presentaran en el gen de AHAS, en ausencia de una anterior direccién al
sitio de las mutaciones. Esto aumenta la probabilidad de obtener una mutacién irrelevante que interfiere con la ac-
tividad enzimatica. Andlogamente, seria raro, usando mutagénesis al azar, encontrar una mutacién por sustitucion,
supresion o sustitucién/supresion de multiples aminodcidos que confiriera resistencia a herbicidas basados en imi-
dazolinona y/o sulfonilurea a la vez que se mantiene la actividad catalitica. Serfan también improbables, usando un
enfoque de mutagénesis al azar, mutaciones por supresién que confirieran resistencia a herbicidas basados en imi-
dazolinona y/o sulfonilurea. Serfa necesario que las supresiones estuvieran limitadas a regiones pequefias y tendrian
que presentarse en tripletes de manera que retuvieran el marco de lectura de AHAS con el fin de retener la actividad
enzimitica.

Sin embargo, con un criterio racional basado en la estructura, las mutaciones por sustitucién y/o supresion de
aminodcidos se logran facilmente y se apuntan como dianas con precisiéon. Ademds, diferentes mutagenes usados
en la mutagénesis al azar crean tipos especificos de mutaciones. Por ejemplo, la azida sddica crea mutaciones por
sustitucion puntual en plantas, mientras que la radiacién tiende a crear supresiones. Consecuentemente, tendrian que
emplearse dos protocolos de mutagénesis para obtener una combinacién multiple de sustitucién/supresion.

Finalmente, el presente procedimiento basado en la estructura para el disefio racional de variantes de AHAS re-
sistentes a herbicidas permite la mejora iterativa de mutaciones de resistencia a herbicidas basados en imidazolinona
y/o sulfonilurea, una etapa que no es facilitada por la mutagénesis al azar. La identificacién de un sitio de mutacién
para resistencia a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea por mutagénesis al azar puede ofrecer un valor
pequeflo, si ofrece alguno, para guiar ms mejoras en las caracteristicas del mutante. El presente enfoque basado en la
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estructura, por otra parte, permite implantar mejoras basadas en la posicién, el medio y la funcién de la posicién de
aminodcidos en el modelo estructural.

El procedimiento de mejora iterativa también permite la manipulacién independiente de tres propiedades impor-
tantes de AHAS: nivel de resistencia, selectividad de la resistencia y eficiencia catalitica. Por ejemplo, se pueden
disefiar de forma predictiva mutaciones compensatorias. Si una mutacion particular tiene un efecto perjudicial sobre la
actividad de una enzima, para restaurar la actividad se puede usar una segunda mutacién compensatoria. Por ejemplo,
se puede compensar introduciendo una segunda mutacién, un cambio de la carga neta dentro de un dominio cuando se
introduce o se pierde un resto cargado debido a una mutacién. La prediccion de la posicién y el tipo de resto(s) a intro-
ducir, suprimir o sustituir en un segundo sitio con el fin de restablecer la actividad enzimatica requiere el conocimiento
de las relaciones de estructura-funcién derivadas de un modelo tal como el descrito aqui.

Variantes de AHAS resistentes a herbicidas: DNA, vectores y polipéptidos

La presente invencion abarca también moléculas de DNA aisladas que codifican polipéptidos de AHAS variantes
resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea. Los genes que codifican polipéptidos de AHAS de
acuerdo con la presente invencion pueden derivar de cualquier especie y preferiblemente de especies de plantas, y las
mutaciones que confieren resistencia a los herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea se pueden introducir
en posiciones equivalentes dentro de cualquiera de estos genes de AHAS. La equivalencia de una posicién de codén
dada en diferentes genes de AHAS es funcién de la conservacion de la secuencia primaria de aminoécidos y su protei-
nay la retencidn de la estructura tridimensional similar. Por ejemplo, la Figura 5 ilustra el alto grado de homologia de
secuencia entre polipéptidos de AHAS derivados de diferentes especies de plantas. Estos polipéptidos de AHAS pre-
sentan como minimo de aproximadamente 60% a aproximadamente 70% de homologia global. Sin que eso signifique
un condicionamiento tedrico, se cree que la conformacién de la cadena de polipéptido se conservard también en las
regiones del polipéptido que tienen una secuencia altamente conservada. Asi, es posible usar una secuencia que codi-
fica AHAS de una especie para modelado molecular para introducir previsiblemente mutaciones en un gen de AHAS
de una segunda especie para ensayo inicial y mejora iterativa y, finalmente, para introducir mutaciones optimizadas en
AHAS derivada de una tercera especie de planta para expresion en una planta transgénica.

En una serie de realizaciones, estos DNAs de AHAS codifican variantes de un polipéptido de AHAS y preferible-
mente del polipéptido de AHAS de maiz de la Figura 1, en la que el polipéptido es modifica por sustitucién o supresién
de restos de aminodcidos.

La presente invencién abarca DNA vy las correspondientes secuencia de RNA, asi como secuencias de sentido y
antisentido. Las secuencias de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de AHAS pueden estar flanqueadas por
secuencias reguladoras naturales de AHAS, o pueden estar asociadas con secuencias heterélogas, incluidos promo-
tores, agentes de intensificacion, elementos de respuesta, secuencias de sefializacion, secuencias de poliadenilacion,
intrones, regiones no codificadoras de 5’- y 3’-, etc. Ademas, los 4cidos nucleicos se pueden modificar para alterar la
estabilidad, la solubilidad. La afinidad y la especifidad. Por ejemplo, se pueden metilar selectivamente AHAS variantes
que codifican secuencias. Las secuencias de dcidos nucleicos de la presente invencién también se pueden modificar
con una marca capaz de proporcionar una sefial detectable, directa o indirectamente. Entre los ejemplos de marcadores
estan incluidos radiois6topos, moléculas fluorescentes, biotina, etc.

La invencion proporciona también vectores que comprenden 4cidos nucleicos que codifican variantes de AHAS.
Se han descrito numerosos vectores, incluidos vectores de plasmidos y de hongos para expresién en una variedad de
huéspedes eucaridticos y procariéticos. Los vectores pueden incluir también ventajosamente un promotor operativa-
mente unido a la porcién que codifica AHAS. La AHAS codificada puede expresarse usando cualesquier vectores
adecuados y células huésped, por procedimientos descritos o citados aqui o conocidos por los expertos en la técnica
relevante. Entre los ejemplos de vectores adecuados estdn incluidos, aunque no limitativamente, vectores basados en
pBIN, vectores pBluescript y vectores pGEM.

La presente invencidn también abarca polipéptidos de AHAS variantes resistentes a ambos herbicidas o fragmentos
peptidicos de ellos. Como se ha explicado antes, los polipéptidos de AHAS variantes pueden derivar del polipéptido
principal de maiz representado en la Figura 1 o de cualquier planta o polipéptido microbiano de AHAS, preferible-
mente cualquier polipéptido de AHAS de plantas. Los polipéptidos se pueden modificar mas mediante, por ejemplo,
fosforilacion, sulfatacidn, acilacién, glicosilacion u otras modificaciones de proteinas. Los polipéptidos se pueden ais-
lar de plantas o de organismos heterélogos o células (incluidas, aunque no tnicamente, células de bacterias, levaduras,
insectos, plantas y de mamifero) en los que se ha introducido y expresado el gen que codifica un polipéptido de AHAS
variante. Ademads, los polipéptidos de AHAS se pueden modificar con un marcador capaz de proporcionar una sefial
detectable, directa o indirectamente, incluidos radioisétopos, compuestos fluorescentes, etc.

Plantas y plantas que contienen genes de AHAS variantes, resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o
sulfonilurea

La presente invencion abarca células transgénicas, incluidas, aunque no tnicamente, semillas, organismos y plantas

en las que se han introducido genes que codifican variantes de AHAS resistentes a herbicidas basados en imidazolinona
y/o sulfonilurea. En la Tabla 1 se dan ejemplos no limitativos de plantas receptoras adecuadas.
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TABLA 1

Plantas receptoras
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Nombre vulgar Familia Nombre latino
Maiz Gramineas Zea mays
Maiz dentiforme Gramineas Zea mays dentiformis
Maiz blando Gramineas Zea mays vulgaris
Maiz de rosetas Gramineas Zea mays microsperma
Maiz amilaceo Gramineas Zea mays amylacea
Maiz dulce Gramineas Zea mays amyleasaccharata
Maiz dulce Gramineas Zea mays saccharata
Maiz ceroso Gramineas Zea mays ceratina
Trigo espelta Poaceas Triticum spelta
Trigo moruno Poaceas Triticum durum
Trigo redondillo Poaceas Triticum turgidum
Trigo de escafia mayor Poaceas Triticum spelta
Trigo polaco Poaceas Triticum polonium
Trigo almidonero Poaceas Triticum turgidum
Trigo escafia menor Poaceas Triticum monococcum
Trigo de esprilla Poaceas Triticum monocccum
Trigo blando Poaceas Triticum aestivium
Arroz Gramineas Oryza sativa
Arroz salvaje americano | Gramineas Zizania aquatica
Arroz australiano Gramineas Oryza australiensis
Arroz indio Gramineas Zizania aquatica
Arroz rojo africano Gramineas Oryza glauberrima
Arroz tuscarora Gramineas Zizania aquatica
Arroz africano occidental | Gramineas Oriza glauberrima

Nombre vulgar Familia Nombre latino

Cebada Poaceas Hordeum vulgare
Cebada, intermedio abisinio, | Poaceas Hordeum irregulare
También irregular
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Cebada espontanea Poaceas Hordeum spontaneum
Cebada sin aristas Poaceas Hordeum trifurcatum
Cebada egipcia Poaceas Hordeum trifurcatum
Cebada vulgar poliistica | Poaceas Hordeum vulgarepolystichon
Cebada hexaistica Poaceas Hordeum hexastichon
Cebada distica Poaceas Hordeum distichon

Algod6n abroma

Algodén, de tierras altas
de América

Algodén de arbol asiatico,
también de arbol indio

Algodén brasilefio o de
Kidney y Pernambuco

Algodon de Levante

Algodén de seda larga,
también de fibra larga,
de Sea Island

Algodén mejicano o de
fibra corta

Haba de soja, soja

Dicotiledoneas
Malvaceas

Malvaceas

Malvaceas

Malvéceas

Malvaceas

Malvaceas

Leguminosas

Abroma augusta
Gossypium hirsutum

Gossypium arboreum
Gossypium barbadense
brasiliense

Gossypium herbaceum
Gossypium barbadense

Gossypium hirsutum

Glycine max

Remolacha azucarera Quenopodiaceas Beta vulgaris altissima

Caria de aztcar Plantas lefiosas Arenga pinnata

Tomate Solanaceas Lycopersicon esculentum

Tomate cherry Solanaceas Lycopersicon esculentum
cerasiforme

Nombre vulgar Familia Nombre latino

Tomate comun Solanaceas Lycopersicon esculentum
commune

Tomate con umbelas Solanaceas Lycopersicon pimpinelli-
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folium

Tomate de invierno Solanaceas Physalis ixocarpa
Tomate solano Solanaceas Solanum incanum
Tomate de pera Solanaceas Lycopersicon esculentum
pyriforme
Tomate de arbol Solanaceas Cyphomandra betacea
Patata Solanaceas Solanum tuberum
Batata Convolvulaceas Ipomoea batatas
Centeno comin Poaceas Secale cereale
Centeno de monte Poaceas Secale montanum
Pimiento Solanaceas Capsicum annuum
grossum
Cayena Solanaceas Capsicum annum
minimum
Pimiento de bonete Solanaceas Capsicum sinense
Pimiento dulce Solanaceas Capsicum annunm
grossum
Pimiento cherry Solanaceas Capsicum annum
cerasiforme
Pimiento de hojas Solanaceas Capsicum annuum
fasciculatum
Pimiento aji Solanaceas Capsicum annunm
conoides
Pimiento afrutado Solanaceas Capsicum frutescens
Pimiento largo Solanaceas Capsicum frutescens
longum
Nombre vulgar Familia Nombre latino
Pimiento arrugado Solanaceas Capsicum annunm
abbreviatum
Tabasco Solanaceas Capsicum annuum
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Lechuga

Lechuga de tallo
Lechuga espinosa
Lechuga azul, achicoria
Lechuga de cogollo
Lechuga de hoja larga
Lechuga de hoja rizada

Apio

Apio de jardin
Apio cafarejo
Berenjena
Sorgo

Alfalfa
Zanahoria
Haba

Col de Bruselas
Frijol

Habichuela
Judia

Compuestas
Compuestas
Compuestas
Compuestas
Compuestas
Compuestas
Compuestas

Umbeliferas
Umbeliferas
Umbeliferas
Solanaceas
Sorgos
Leguminosas
Umbeliferas
Leguminosas
Leguminosas
Leguminosas

Leguminosas
Leguminosas

conoides

Lactuca sativa

Lactuca sativa asparagina
Lactuca perennis

Lactuca pulchella
Lactuca sativa capitata
Lactuca sativa longifolia
Lactuca sativa crispa

Apium graveolens dulce

Apium graveolens dulce

Apium graveolens
rapaceum

Solanum melongena
All crop species
Medicago sativum
Daucus carota sativa
Phaseolus vulgaria
vulgaris
Phaseolus aureus
Canavalia ensiformis

Vicia faba
Phaseolus vulgaris

Nombre vulgar

Familia

Nombre latino

Haba egipcia
Haba larga
Haba lobada

Leguminosas
L eguminossa
Leguminosas

Dolichos lablab
Vigha sesquipedalia
Psophocarpus tetragono-
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lobus
Avena Avena Sativa
Avena negra Avena Strigosa
Avena erizada Avena

Guisante

Guisante de ojo negro

Guisantre abro
Guisante sabroso

Guisante de flor purpura

Guisante medular
Girasol

Calabaza grande

Calabaza de San Juan

Calabaza bonetera

Pepino

Pepinillo amargo
Elaterio

Pepino salvaje

Alamo de California
Alamo negro
Alamo gris

Alamo lombardo
Alamo blanco

Leguminosas
Leguminosas
Leguminosas
Leguminosas
Leguminosas
Leguminosas

Compuestas
Dicotiledéneas

Dicotiledoneas
Dicotileddoneas

Docotiled6neas

Plantas lefiosas

Pisum, sativum sativum
Vigna sinensis

Vigna sativum axphium
Pisum sativum speciosum
Tetragonolobus purpureus
Pisum sativum medullare

Heliantus annuus

Cucurbita maxima

Cucurbita pepo melepepo

Cucurbita maxima turbani-
formis

Cucumis sativus
Momordica charantia
Ecballium elaterium
Cucumis anguria

Populus trichocarpa
Populus nigra
Populus canescens
Populus italica
Populus alba

Nombre vulgar

Familia

Nombre latino

Alamo ocidental

Populus trichocarpa
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Tabaco Solanaceas Nicotiana
Arabidopsis thaliana Cruciferas Arabidopsis thaliana
Hierba para césped Lolio

Hierba para césped Agrostis

Otras familias de hierbas
para césped

Trébol Leguminosas

La expresion de los polipéptidos de AHAS variante en plantas transgénicas confiere un nivel de resistencia alto a
herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea, incluido imazetapir (PURSUIT®), permitiendo el uso de estos
herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea durante el cultivo de las plantas transgénicas.

Los procedimientos para introducir genes fordneos en plantas son conocidos en la técnica. Entre los ejemplos no
limitativos de tales procedimientos estan incluidos infeccién por Agrobacterium, bombardeo de particulas, tratamiento
de protoplastos con polietilenglicol (PEG), electroporacién de protoplastos, microinyeccién, macroinyeccion, inyec-
cién de siembra, paso de un tubo de polen, incorporacion de semilla seca, perforacion con laser y electroforesis. Estos
procedimientos son descritos, por ejemplo, por B. Jenes y otros, y S.W. Ritchie y otros, en Transgenic Plants, vol.
1, Enginering and Utilization, ed. S.D. Kung, R. Wu, Academic Press, Inc., Harcourt Brace Jovanovich 1993; y L.
Mannonen y otros, Critical Reviews in Biotechnology, 14:287-310, 1994.

En una realizacion preferente, el DNA que codifica una AHAS variante se clona en un vector de DNA que con-
tiene un gen de marcador de resistencia a antibidticos, y el AHAS-DNA que contiene el plasmido se introduce en
Agrobacterium tumefaciens que contiene un plasmido de Ti. Este “sistema de vector binario” se describe en por ejem-
plo, la patente U.S. n°. 4.490.838 y por An y otros en Plant Mol. Biol. Manual A3:1-19 (1988). El Agrobacterium
transformado se cocultiva luego con discos de hojas de la planta receptora para posibilitar la infeccién y transforma-
cién de las células de la planta. Las células transformadas de la planta se cultivan luego en el medio de regeneracion,
que promueve la formacion de vastagos, primeramente en presencia del antibidtico apropiado para seleccionar células
transformadas, luego en presencia de herbicida. En células de plantas transformadas satisfactoriamente con DNA que
codifica AHAS resistente a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea, la formacién de vastagos se produce
incluso en presencia de niveles de un herbicida basado en inidazolinona y/o sulfonilurea que inhiben la formacién
de véstagos de células no transformadas. Después de confirmar la presencia de DNA de AHAS variante usando, por
ejemplo, el andlisis por reaccién en cadena de polimerasa (PCR), las plantas transformadas se ensayaron en cuanto
a su capacidad de resistir la aplicacién por proyeccién de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea y
en cuanto a su capacidad para la germinacién de semillas y la iniciacién de la raiz y la proliferacion en presencia de
herbicida.

Otras aplicaciones

Los procedimientos y las composiciones de presente invencion se pueden usar en el disefio racional basado en la
estructura de variantes de AHAS resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea, que se pueden
incorporar en plantas para conferir a las plantas una resistencia selectiva a herbicidas basados en imidazolinona y/o
sulfonilurea.

Los genes de AHAS resistente a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea se pueden transformar
en cultivos en copias individuales o mdltiples para conferir resistencia a herbicidas basados en imidazolinona y/o
sulfonilurea. La ingenierfa genética de especies de cultivos con una sensibilidad reducida a herbicidas basados en
imidazolinona y/o sulfonilurea puede:

(1) aumentar el espectro y la flexibilidad de aplicacién de herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea,
ambientalmente benignos;

(2) intensificar el valor comercial de estos herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea;
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(3) reducir la presién de malas hierbas en campos de cultivo por uso efectivo de herbicidas basados en imidazoli-
nona y/o sulfonilurea sobre las especies de cultivos resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea
y aumentar correspondientemente los rendimientos de las cosechas;

(4) aumentar las ventas de semillas de plantas resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea;

(5) aumentar la resistencia a dafios de cultivos debidos a la aplicacion de herbicidas basados en imidazoliniona y/o
sulfonilurea en una plantacién anterior;

(6) disminuir la susceptibilidad a cambios en las caracteristicas de herbicidas basados en imidazoliniona y/o sulfo-
nilurea debidos a condiciones climdticas adversas, y

(7) aumentar la tolerancia a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea aplicados no homogéneamente
o mal aplicados.

Por ejemplo, se pueden cultivar plantas que contienen proteinas de variantes transgénicas de AHAS. El cultivo se
puede tratar con el herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea al que es resistente la planta transgénica de
variante de AHAS en una cantidad efectiva para controlar las malas hierbas, lo que da por resultado el control de las
malas hierbas en el cultivo sin afectar perjudicialmente al cultivo.

Los vectores de DNA descritos antes que codifican variantes de AHAS resistentes a herbicidas basados en diazoli-
nona y/o sulfonilurea se pueden utilizar de manera que la expresion de la variante de AHAS proporcione un marcador
seleccionable para la transformacion de las células por el vector. Las células receptoras en cuestién pueden estar en
un cultivo o in situ y los genes de las variantes de AHAS pueden usarse solos o en combinacién con otros marcadores
seleccionables. El unico requerimiento es que la célula receptora sea sensible a los efectos citotéxicos del herbicida
cognado. Esta realizacién se aprovecha ventajosamente del bajo coste y la carencia de toxicidad de los herbicidas
basados en imidazolinona y/o sulfonilurea, y se puede aplicar en cualquier sistema que requiera una transformacién
mediada por DNA.

Ejemplos de realizaciones preferentes
Ejemplo 1
Diseiio de variantes de AHAS resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea

Para la mutagénesis se seleccionaron restos situados en la proximidad del sitio de unién del herbicida basado en
diazolinona y/o sulfonilurea con el fin de disefiar un polipéptido activo de AHAS con una capacidad disminuida de
unién del herbicida basado en diazolinona y/o sulfonilurea. Cada sitio de la superficie de la bolsa se consider6é en
términos de interacciones potenciales con otros restos de la bolsa, asi como con cofactores y herbicidas basados en
diazolinona y/o sulfonilurea. Por ejemplo, se esperaba que la adicién de resto(s) cargado(s) positivamente interfiriera
con la distribucioén de la carga dentro del sitio de unién, dando por resultado una pérdida de la afinidad de uni6n del
herbicida basado en diazolinona y/o sulfonilurea.

Se identificaron tres restos como las dianas mads utiles para la mutagénesis:

(1) se consideré que F135 interacciona con el anillo de isoaloxazina de FAD y con el grupo aromdtico de los
herbicidas. De acuerdo con la estrategia de introducir restos mds cargados en la bolsa de unidn, este resto se cambi6 a
arginina.

(2) M53 tiene contacto con la hélice 498-507. Esta hélice contiene sitios de mutacién conocidos de resistencia
a herbicidas y también estd implicada en la unién de TPP. Ademas, se creia que la sustitucién del dcido glutdmico
en la posicidon 53 favorece una interaccién con K185, reduciendo la afinidad de K158 para el grupo carboxilato de
imazetapir.

(3) R128 esta situado cerca de la entrada a la bolsa, donde se crefa que estaba implicado en el transporte inicial a
la bolsa de unién de herbicidas basados en diazolinona y/o sulfonilurea cargados. Este resto se cambi6 a alanina para
eliminar tanto su carga como su cadena lateral hidréfoba larga.

Ejemplo 2

Mutagénesis de AHAS dirigida al sitio para producir variantes resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o
sulfoniluea

El gen de AHAS de Arabidopsis se insert6 en marco al extremo 3’ de la region de codificacién del gen de glutationa
S-transferasa en el vector pPGEX-2T (Pharmacia). La construccion del vector de esta manera mantenia la secuencia
de reconocimiento de seis aminodcidos de trombina en la unién de la proteina de fusién expresada glutationa-S-
transferasa (GST)/AHAS. La digestiéon de trombina de la mencionada proteina de fusion expresada da por resultado
una proteina de AHAS con una posicién de partida N-terminal en el extremo del péptido de transito en un sitio de
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tratamiento del péptido de transito putativo, con una glicina N-terminal residual derivada del sitio de reconocimiento
de trombina. El terminal final amino de la proteina de AHAS escindida estd constituida por Gly-Ser-Ser-Ile-Ser. En el
gen de AHAS en este vector se introdujeron mutaciones dirigidas al sitio.

Se construyeron mutaciones dirigidas al sitio de acuerdo con el procedimiento de PCR de Higuchi (Recombinant
PCR. En PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, por MA Innis y otros, Academic Press, San Diego,
pags. 177-183, 1990). Se amplificaron dos productos de PCR, cada uno de los cuales solapa el sitio de mutacién. Los
cebadores de la region de solapamiento contenian la mutacion. Los fragmentos amplificados de PCR de solapamiento
se combinaron, desnaturalizaron y se dejé que se reanillaran conjuntamente, produciéndose dos posibles productos
heterodiplex que separan los extremos 3’. Los extremos 3’ separados se extendieron por Tag DNA-polimerasa para
producir un fragmento que era la suma de los dos productos de PCR de solapamiento que contenian la mutacién
deseada. Una posterior reamplificacién de este fragmento con sélo los dos cabadores “externos” dio por resultado el
enriquecimiento del producto de longitud entera. El producto que contenia la mutacién se reintrodujo en el gen de
AHAS de Arabidopsis en el vector pPGEX-2T.

Ejemplo 3
Expresion y purificacion de variantes de AHAS
A. Procedimientos

Células de E. coli (DH5a) transformadas con el vector pGEX-2T que contenia gen de AHAS de tipo salvaje de
maiz (designacién del vector pAC751), el mutante Ser653Asn de Arabidopsis o el mutante 1le401Phe de Arabidopsis
se dejaron crecer durante la noche en un caldo de cultivo que contenia 50 pug/ml de ampicilina. El cultivo nocturno de
E. coli se diluyé 1:10 en 1 1 de LB, 50 pg/ml de ampicilina y 0,1% v/v de antiespumante A. El cultivo se incubé a
37°C con sacudidas hasta que ODg, alcanz6 aproximadamente el valor 0,8. Se afiadid isopropiltiogalactosa (IPTG) a
un volumen final de 1 mM y el cultivo se incub6 durante 3 horas mas.

Las células se cosecharon por centrifugacién a 8.670 xg durante 10 min en una centrifugadora JA-10 y se pusieron
nuevamente en suspension en una centésima parte del volumen original de cultivo en MTPBS (Na,HPO, 16 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,3). Se afiadié Triton X-100 y lisozima a una concentracion final de 1% v/v y 100 ug/ml, respec-
tivamente. Las células se incubaron a 30°C durante 15 min, se enfriaron a 4°C sobre hielo y se lisaron por sonicacién
durante 7 segundos a nivel 7 con un disruptor de células Branson Sonifier equipado con una sonda de micropunta. El
extracto exento de células se centrifugé a 35.000 xg durante 10 min a 4°C. Se decant6 la sustancia sobrenadante y se
repitio la etapa de sonicacion.

La purificacion de las proteinas de fusion expresadas se realizé segin la modificacién de Smith y Johson (Gene
67:31-40, 1988). El material sobrenadante se calentd a temperatura ambiente y se hizo pasar a través de una columna
de 2 ml de perlas de glutationa-agarosa (unién por azufre, Sigma) equilibrada en MTPBS. La columna se lavé segui-
damente con MTPBS a temperatura ambiente hasta que la A,g, del eluyente casaba con la de MTPBS. La proteina
de fusidn se eluyd luego usando una solucién que contenfa glutationa reducida 5 mM en Tris HCI 50 mM, pH 8,0.La
proteina de fusién eluida se traté con aproximadamente 30 unidades NHD de trombina y se dializé frente a citrato 50
mM pH 6,5 y NaCl 150 mM.

La proteina de fusién se mantuvo en digestion durante la noche a temperatura ambiente. Las muestras digeridas se
dializaron frente a MTPBS y se hicieron pasar dos veces a través de una columna de glutationa-agarosa equilibrada
en MTPBS para eliminar la proteina glutationa transferasa liberada. Se recogié la fraccion de proteina que no se unié
a la columna y se concentrd por ultrafiltracién en un filtro YM10 (Amicon). La muestra concentrada se cargé en una
columna de filtracién en gel Sephacryl S-100 de 1,5 x 95 cm equilibrada en tampdn de filtraciéon (HEPES 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,0). Se recogieron fracciones de 2 ml a un caudal de 0,14 ml/min. La estabilidad de la enzima
se ensay6 almacenando la enzima a 4°C en gel de filtracién con la adicién de 0,02% de azida sédica en presencia o
ausencia de pirofosfato de tiamina 2 mM y dinucleétido de flavina adenina (FAD) 100 uM.

B. Resultados

E. coli transformados con el plasmido pAC751 que contenia gen de AHAS de tipo salvaje fusionado corriente
abajo y en marco con el gen de GST expresaron una proteina de 91 kD cuando se indujeron con IPTG. La proteina
de 91 kD tenia la masa molecular predicha de una proteina de fusién de GST/AHAS (la suma de 26 kD y 65 kD,
respectivamente). Cuando el extracto libre de células de DH5a/pAC751 se hizo pasar a través de gel de afinidad de
glutationa-agarosa, se lavé y se eluyd con la glutationa libre, resulté una preparacion enriquecida en la proteina de
91 kD (Figura 6, carril C). El sitio de reconocimiento de trombina de seis aminodcidos tratado por ingenieria en la
unién de GST y AHAS fue escindido con €xito por la trombina (Figura 6, carril D). La preparacion de la proteina
de fusién escindida estaba constituida por la proteina GST de 26 kD esperada y la proteina de AHAS de maiz de 65
kD. La AHAS de maiz se purificé hasta homogeneidad por una segunda pasada a través de la columna de glutationa-
agarosa al sustrato GST de afinidad y se sometid a una etapa final de filtracién en gel Sephacryl S-100 para eliminar la
trombina (Figura 6, carril E). La proteina de 65 kD es reconocida en manchas western por un anticuerpo monoclonal
generado frente a un péptido de AHAS de maiz.
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La AHAS de tipo salvaje purificada se analizé por espectrometria de masas por electroproyeccion y se determiné
que tenia una masa molecular de 64.996 daltons (datos no presentados). La masa predicha, calculada a partir de la
secuencia de aminoécidos deducida del gen insertado en el vector pGEX-2T, es de 65.058. La discrepancia de 0,096%
entre la masa determinada empiricamente y la predicha estaba dentro de la variabilidad de ajuste del espectrémetro de
masas. La estrecha proximidad de las dos determinaciones de la masa sugiere que no habia nucleétidos mal incorpo-
rados durante la construccidn del vector de expresion ni cualesquiera modificaciones postranslacionales a la proteina
que causaran cambios grandes de la masa molecular. Ademads, la falta de picos espureos en la preparacion de la enzima
purificada indicaba que la muestra estaba exenta de contaminacion.

Ejemplo 4
Propiedades enzimdticas de variantes de AHAS

Las propiedades enzimaticas de AHAS de tipo salvaje y de AHAS variante producidas en E. coli se midieron por
el procedimiento de Singh y otros modificado (Anal. Biochem. 171:173-179) como sigue

Se obtuvo una mezcla de reaccion que contenia tampén de ensayo 1X de AHAS (HEPES 50 mm pH 7,0, piruvato
100 mM, MgCl, 10 mM, pirofosfato de tiamina (TPP) 1 mM y dinucleétido de flavina adenina (FAD) 50 M) por
dilucién de la enzima en tampén de ensayo 1X de AHAS o por adicién de enzima concentrada al tampén de ensayo
1X de AHAS. Todos los ensayos que contenian imazetapir y controles asociados contenian una concentracion final
de 5% de DMSO debido a la adicién de imazetapir a las mezclas de ensayo como solucién al 50% en DMSO. Los
ensayos se realizaron en un volumen final de 250 ul a 37°C en placas de microtitulacion. Después de dejar que la
reaccion transcurriera durante 60 min, se midi6é colorimétricamente la acumulacién de acetolactato como lo describen
Singh y otros, Anal. Biochem. 171:173-176, 1988.

La AHAS de maiz expresada y purificada de pAC751 como se describe en el Ejemplo 3 es activa en la conversion
de piruvato en acetolactato. La actividad total de la AHAS depende de la presencia de los cofactores FAD y TPP en
el medio de ensayo. No se detect6 actividad sélo cuando se afiadié inicamente FAD al medio de ensayo. La actividad
de la enzima purificada con sélo TPP, o sin cofactores, era inferior a 1% de la actividad detectada en presencia
de TPP y FAD. Normalmente, la AHAS presente en extractos en bruto de plantas es muy ldbil, en particular en
ausencia de sustrato y cofactores. A diferencia, la AHAS purificada del sistema de expresién bacteriano no presentaba
pérdida de la actividad catalitica cuando se almacené durante un mes a 4°C en HEPES 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM,
0,02% de NaNj en presencia o ausencia de FAD y TPP. Ademas, no eran visibles productos de degradacién de estas
preparaciones almacenadas cuando se resolvieron en geles de SDS-PAGE.

Las actividades especificas de AHAS de tipo salvaje y las variantes M124E, R199A y F206R se presentan en
la siguiente Tabla 2. Determinada a partir del alineamiento de la Figura 5, la mutacién de M124E en AHAS de
Arabidopsis es la equivalente de la mutacion M53E de maiz, la mutacion de R199A en Arabidopsis es la equivalente
de la mutacion de R128 A de maiz y la mutacién de F206R en Arabidopsis es la equivalente de la mutacion de F135R de
maiz. Las mutaciones disefiadas en el modelo estructural de AHAS de maiz se usaron para identificar el aminoacido
equivalente en el gen de AHAS de Arabidopsis dicotiledénea y se incorporaron y ensayaron en el gen de AHAS
de Arabidopsis. Esta translacién e incorporacién de mutaciones de herbicidas disefiadas racionalmente en el gen de
AHAS de Arabidopsis dicotiledonea puede facilitar la evaluacién de la resistencia a herbicidas en plantas de una
especie dicotiledénea.

TABLA 2
Actividad especifica
Actividad especifica % de actividad catalitica
en comparacion con la de
tipo salvaje

De tipo salvaje 99,8 100
Met124Glu 9,15 9,16
Arg199A1a 86,3 86,5
Phe206Arg 5,07 5,1

La mutacion de R199A mantiene un nivel alto de actividad catalitica (Tabla 2) mientras que presenta un nivel
significativo de resistencia al imazetapir (Figura 7). Notablemente, esta variante retiene una sensibilidad completa a
sulfonilureas (Figura 8). Asi, la variante satisface los criterios de alta actividad especifica y resistencia selectiva a
herbicidas. A diferencia, la sustitucién de M124E dio por resultado una resistencia casi completa al imazetapir (Figura
7), pero también presentaba una actividad catalitica severamente reducida (Tabla 2). En cuanto a la resistencia a la
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imidazolinona, esta variante presenta una mayor sensibilidad a la sulfonilurea, lo que sugiere que este resto es un buen
candidato para crear una mutacién que confiera resistencia selectiva. La sustituciéon de un aminodcido que no sea el
dcido glutdmico puede ayudar a mantener la actividad catalitica. La sustitucién de F206R dio resultados similares con
la variante M124E, pero carecia de selectividad de la resistencia.

Ejemplo 5

Mejora iterativa de una variante de AHAS resistente a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea usando
criterios de disefio racional

El cambio del resto 124 en AHAS de Met a Glu como se ha descrito en el Ejemplo 4 confiri6 resistencia a la imida-
zolinona, pero también redujo la actividad catalitica a 9,2% del valor de la de tipo salvaje. El modelo de la estructura
de AHAS de maiz descrito antes sugeria que Met53 (equivalente al resto Met124 de Arabidopsis) interacciona con
una serie de restos hidr6fobos en la cara de una hélice @ que deriva de una subunidad separada pero que estan proxi-
mos a Met 53. Asi, la interaccion hidréfoba entre Met53 y los restos en la hélice puede estabilizar tanto la asociacion
de subunidad/subunidad como la conformacién del sitio activo. Se creyé que la sustitucién del resto Met hidréfobo
con un resto glutamato cargado muy probablemente desestabiliza la interaccién hidréfoba intersubunidades y da por
resultado una pérdida de actividad catalitica.

Sobre la base de este andlisis de estructura/funcién, la actividad de la enzima mutante Met124Glu original de
Arabidopsis (equivalente a Met53 Glu de maiz) se mejord luego iterativamente sustituyendo un aminodcido més
hidr6fobo (Ile) en esta posicion. La naturaleza hidréfoba de la cadena lateral de Ile dio por resultado la restauracién
de la actividad a niveles de la de tipo salvaje (la actividad especifica de 102, equivalente a 102% de la actividad del
tipo salvaje), pero la mayor masa de la cadena lateral de Ile era todavia capaz de mantener un nivel significativo de
resistencia a la imidazolinona (Figura 9).

Comparativamente, la sustitucién de un resto de histidina en esta posicién dio por resultado una variante de AHAS
que presentaba una actividad especifica de 42,5, equivalente a 42,6% de la actividad de la de tipo salvaje. Este mutante,
sin embargo, presentaba un grado alto de resistencia a PURSUIT® (Figura 10).

Ejemplo 6

Mejora iterativa de una variante de AHAS resistente a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea usando
un enfoque de disefio racional

Otro ejemplo de afino iterativo usando los procedimientos de la presente invencidn implica la variante Argl128Ala.
El modelo estructural de AHAS de maiz sugirié que el resto Argl28, que reside en el labio de la bolsa de unién del
herbicida, contribuye a canalizar sustratos cargados y herbicidas a la bolsa de unién del herbicida y al sitio activo.
El resto Arg 128 estd distante del resto de TPP, que une la molécula de piruvato inicial en el mecanismo de reaccién
de AHAS, lo que explica por qué la sustitucién de Argl99 de AHAS de Arabidopsis (equivalente a Argl28 de maiz)
en alanina tenfa un efecto pequefio sobre la actividad catalitica de la enzima. El modelo estructural indicaba ademds
que se podia hacer mds de un cambio radical en esta posicién para aumentar el nivel de resistencia a la vez que
se mantenian niveles altos de actividad catalitica. Sobre esta base, se hizo una mejora iterativa de la mutacién para
sustituir el resto de arginina cargado positivamente con un resto de glutamato cargado negativamente. La enzima asi
mutada tenfa niveles mejorados de resistencia a PURSUIT®, mientras que se mantenfan niveles altos de actividad
(actividad especifica de 114, equivalente a 114% de actividad de la de tipo salvaje). (Figura 11).

Ejemplo 7

Intercambiabilidad de AHAS derivada de diferentes especies en disefio racional basado en la estructura de variantes
de AHAS resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea

Un modelo estructural de la estructura tridimensional de AHAS se construye con una secuencia de AHAS mono-
cotiledénea tal como la derivada de maiz, como se ha descrito antes. Para introducir mutaciones en AHAS derivada
de una especie dicotileddénea tal como Arabidopsis, las secuencias de AHAS derivada de la especie de monocotile-
doneas y dicotileddneas se alinean usando los programas GAP y PILEUP (Genetics Computer Group, 575 Sequence
Drive, Madison, WI 53711). Se determinan posiciones equivalentes a partir del alineamiento generado con ordenador.
Las mutaciones se introducen luego en el gen de AHAS de dicotiledénea segtin se ha descrito antes. Después de la
expresion de la proteina de AHAS mutante en E. coli y evaluacién de propiedades bioquimicas (esto es, actividad
especifica y resistencia a herbicidas), el gen mutante se introduce en una planta dicotiledénea por procedimientos de
transformacién de plantas como se ha descrito antes.
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Ejemplo 8

Produccion de plantas resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea por transformacion con
genes de AHAS disefiada racionalmente

Construcciones de DNA

Se usaron genes de variantes de AHAS disefiadas racionalmente en vectores de expresion de E. coli como fuente
de fragmentos de restriccion de DNA para reemplazar el fragmento de restriccién equivalente en un gen de AHAS
de Arabidopsis. Este gen esta presente en un fragmento de DNA gendémico de 5,5 kb que también contiene el pro-
motor de AHAS de Arabidopsis, la secuencia terminal de AHAS de Arabidopsis y el DNA de los flancos 5’ y 3’.
Después de haber secuenciado DNA a través de los sitios de mutacién para confirmar la presencia de la mutacién
apropiada, el fragmento de 5,5 kb de cada plasmido se inserté en un vector de transformacién de plantas basado en
pBIN (Mogen, Leiden, Holanda). El vector de transformacion de plantas contiene también el gen de resistencia a la
canamicina de neomicinfosfotransferasa II (nptll) impulsado por el promotor del virus mosaico de coliflor 35S. La
construccién final del vector se presenta en la Figura 12. Los vectores que contienen genes de AHAS de Arabidopsis
con mutaciones de Met124Ile, Met124His y Argl199Glu (que corresponden a mutaciones de Met53Ile, Met 53His y
Atg128Glu en la secuencia de AHAS de maiz segin se presentado en la Figura 1) se marcaron pJK002, pJK003 y
pJKO004, respectivamente.

Cada uno de estos vectores se transformé en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens (R&D Life Tech-
nologies, Gaithersburg, MD) usando el procedimiento de transformacién descrito por An y otros, en Plant Mol. Biol.
Manual A3:1-19 (1988).

Transformacion de la planta

La transformacién de discos de hojas de Nicotinum tabacum cv Wisconsin 38 se realizé de conformidad con lo
descrito por Horsch y otros (Science 227:1229-1231, 1985) con ligeras modificaciones. Se cortaron discos de hojas
de plantas crecidas en condiciones estériles y cocultivadas mantenidas de arriba- abajo en medio de Murashige Skoog
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) durante 2-3 dias a 25°C en la oscuridad con cepas de Agrobacterium tumefaciens
que contenian los pldsmidos pJK002, pJK003 y pJK004. Los discos se transfirieron en seco y se pasaron a medio de
Murashige Skoog con vitaminas B5 que contenian 1 mg/ml de benciladenina y 0,1 mg/1 de dcido 1-naftilacético, 100
mg/l de canamicina y 500 mg/1 de cefotaxima (todos obtenidos de Sigma).

Inicialmente, los transformantes se seleccionaron atendiendo a la resistencia a la canamicina conferida por el gen
nptll presente en el vector de transformacion. Se cortaron retofios derivados de los discos de hoja y se pusieron en
medio fresco de Murashige Skoog exento de hormonas que contenia cefotaxima y canamicina.

Resistencia a herbicidas in vivo

Retofios resistentes a canamicina se pasaron a un medio que contenia imazetapir 0,25 uM. A esta concentracién del
herbicida de imidazolinona, los retofios de tabaco no transformados (que contenian AHAS de tipo salvaje endégena)
no eran capaces de iniciar la formacién de raiz. A diferencia, en retofios de tabaco transformados con cada uno de los
genes de AHAS mutantes se observé la iniciacién de la raiz y el crecimiento. En la Figura 1 se presentan las raices
desarrolladas en los retofios transformados con los genes mutantes de Met1241Ile y Arg199Glu junto con el tipo salvaje.
Ademads, las plantas transformadas con los genes mutantes de Met124lle y Arg199Glu eran resistentes a la proyeccién
de dos veces la cuantia de campo (100 g/Ha) de imazetapir (Figura 13). Las configuraciones del crecimiento de la
raiz en plantas transformadas frente a las no transformadas en presencia de herbicida, asi como el comportamiento
después de la proyeccion de herbicida sugieren que la expresion de los genes de resistencia a herbicidas disefados
racionalmente confiere resistencia a herbicidas in vivo.

Deteccion de los genes disefiados racionalmente en tabaco resistente a herbicidas

Se aisl6 DNA gendémico de plantas de tabaco transformadas con AHAS y se verificé por andlisis por PCR la
presencia de genes de variantes de AHAS de Arabidopsis. Las diferencias entre las secuencias de nucleétidos del gen
de AHAS de Arabidopsis y los dos genes de AHAS de tabaco se explotaron para disefiar cebadores por PCR que
amplifican sélo el gen de Arabidopis en un fondo de DNA genémico. Se detectaron los genes disefiados racionalmente
de resistencia a herbicidas, segiin lo revelaba la amplificacién de un fragmento de DNA del tamafio apropiado, en la
mayoria de plantas resistentes a herbicidas. No se vio sefial de PCR alguna de plantas de tabaco no transformadas.

Segregacion de genes de AHAS transformadas
Para controlar la segregacion de genes de AHAS disefiados racionalmente en plantas transformadas, se realizaron
ensayos de germinacién. Las semillas se pusieron en medio de Murashige-Skoop exento de hormona que contenia

hasta PURSUIT 2,5 uM y canamicina 100 uM. Los plantones resultantes se puntuaron visualmente en cuanto a la
resistencia o susceptibilidad al herbicida.
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Puesto que las plantas de tabaco son diploides, era de esperar que la progenie de plantas autopolinizadas segregara
3:1 resistentes:susceptibles, reflejando la existencia de 1 plantén homozigético para el gen de AHAS resistente, 2
plantones heterozigdticos para el gen de AHAS resistente y 1 plantén que carecerfa del gen de AHAS resistente.

Los resultados indican que los genes de AHAS estan segregando en la relacion 3:1 esperada, lo que soporta la con-
clusién de que la resistencia a herbicidas la confiere una copia individual dominante de un gen de AHAS racionalmente
disefiado.

Esto resultados indican que el disefio racional de genes de AHAS resistentes a herbicidas se puede usar para
producir plantas que presentan un crecimiento resistente a herbicidas in vivo.

Ejemplo 9

Produccion de plantas resistentes a diferentes herbicidas por transformacion de genes de AHAS disefiados racional-
mente

Plantas de tabaco transformadas con genes de AHAS disefiados racionalmente como se ha descrito en el Ejem-
plo 8 anterior se ensayaron en cuanto a resistencia por cruce a otro herbicida, CL 299.263 (también conocido como
imazamox). Los ensayos de germinacion se realizaron con semillas cosechadas de transformantes primarios que con-
tenian los genes variantes Met124Ile, Met124His y Arg19Glude AHAS de Arabidopsis en ausencia o presencia de CL
299.263 2,5 uM (Figura 15). Esta concentracién del herbicida causa atrofia y blanqueo severos de plantas de tabaco
de tipo salvaje. Las plantas de tabaco transformadas con el gen de AHAS Met124His presentaban el maximo nivel de
resistencia. (Figura 15). Los transformantes Arg199Glu presentaban un nivel intermedio de resistencia, mientras que
Met124lle presentaba una resistencia pequefia (Figura 15).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccién de una proteina de una variante de AHAS resistente a herbicidas basados
en imidazolinona y/o sulfonilurea usando informacién basada en la estructura, procedimiento que comprende:

(a) alinear una proteina de AHAS diana sobre un molde de piruvato oxidasa para derivar la estructura tridi-
mensional de la mencionada proteina de AHAS diana;

(b) modelar uno o mas herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea en la estructura tridimensional pa-
ra localizar una bolsa de unién de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea en la mencionada
proteina de AHAS diana;

(c) seleccionar como diana para la mutacién al menos una posicién de aminoacido en la proteina de AHAS
diana, en la que la mutacién altera la afinidad de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea para la mencionada bolsa de unién;

(d) mutar DNA que codifica la proteina de AHAS diana para producir un DNA mutado que codifica una AHAS
variante que contiene la mencionada mutacién en la posicién mencionada; y

(e) expresar el mencionado DNA mutado en una primera célula en condiciones en las que se produce la men-
cionada AHAS variante que contiene la mencionada mutacién en la posicién mencionada.

2. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, que ademds comprende:
(f) expresar DNA que codifica la proteina de AHAS de tipo salvaje paralelamente en una segunda célula;

(g) purificar las proteinas de la mencionada AHAS de tipo salvaje y de la mencionada AHAS variante de las
mencionadas células,

(h) ensayar las proteinas de la mencionada AHAS de tipo salvaje y de la mencionada AHAS variante cuanto
a su actividad catalitica en la conversién de piruvato en acetolactato o en la condensacién de piruvato y 2-
cetobutirato para formar acetohidroxibutirato, en ausencia y presencia del mencionado herbicida basado en
imidazolinona y/o sulfonilurea; y

(i) repetir las etapas (c)-(h), en las que el DNA que codifica la variante de AHAS de la etapa (e) se usa como
el DNA que codifica AHAS en la etapa (c) hasta que se identifica una proteina variante de AHAS resistente
a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, que tiene

(i) en ausencia del mencionado herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea,

(a) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se
expresa, o

(b) una actividad catalitica en combinacién con una proteina variante de AHAS resistente a un her-
bicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la célula, que puede ser la
misma primera proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para mantener la viabilidad
de una célula en la que se expresa; en la que la mencionada célula requiere actividad de la AHAS
para la viabilidad, y

(i1) una actividad catalitica que es mds resistente a un herbicida basado en imidazolina y/o sulfonilurea que la
HAAS de tipo salvaje.

3. Un procedimiento segin se ha definido en la reivindicacién 2, en el que la mencionada actividad catalitica en
ausencia de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea es de mas de 20% de la actividad catalitica de la
mencionada AHAS de tipo salvaje en ausencia de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea.

4. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 3, el que el herbicida es un herbicida basado en
imidazolinona y/ sulfonilurea y la mencionada proteina de la variante de AHAS resistente a herbicidas tiene:

(i) una actividad catalitica en ausencia del mencionado herbicida de mas de 20% de la actividad catalitica de
la AHAS de tipo salvaje;

(i1) una actividad catalitica que es mds resistente a la presencia de herbicidas de imidazolinona en comparacién
con AHAS de tipo salvaje, y

(iii) una actividad catalitica que es mas sensible a la presencia de herbicidas de sulfonilurea en comparacion
con herbicidas de imidazolinona.
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5. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 1, en el que la mencionada proteina de AHAS diana
se deriva de Arabidopsis thaiana.

6. Un procedimiento segin se ha definido en la reivindicacién 1, en el que la mencionada primera célula es
E. Coli.

7. Un procedimiento seglin se ha definido en la reivindicacién 2, en el que las mencionadas primera célula y
segunda células son E. Coli.

8. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 1, en el que la mencionada proteina de AHAS diana
comprende una proteina que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1 o la secuencia de aminodcidos de una proteina de
AHAS de otra planta.

9. Un procedimiento segun se ha definido en la reivindicacién 1, en el que la mencionada mutacién es una sus-
titucion de al menos un resto de aminodcido diferente en un resto de aminoédcido de la secuencia de SEQ ID NO:1
seleccionado entre el grupo constituido por F135, M53, R128 y un resto de aminoacido de proteina de AHAS de otra
planta en un aminodcido alineado con cualquiera de los anteriores, y cualquier combinacién de cualesquier de los
anteriores.

10. Un procedimiento segtn se ha definido en la reivindicacién 9, en el que la mencionada sustitucién se selecciona
entre el grupo constituido por Met53Trp, Met53Glu, Met531le, Met53His, Argl28Ala, Arg128Glu, Phel35Arg o una
combinacién de cualesquier de los anteriores.

11. Un procedimiento para la produccién de una proteina de variante de AHAS resistente a herbicidas basados en
imidazolinona y/o sulfonilurea usando informacién basada en la estructura, procedimiento que comprende:

(a) alinear una proteina de AHAS diana en un primer molde de AHAS derivada de un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:° o la secuencia de aminodcidos de AHAS de otra planta para derivar la estructura
tridimensional de la mencionada proteina de AHAS diana;

(b) modelar uno o mas herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea en la estructura tridimensional pa-
ra localizar una bolsa de unién de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea en la mencionada
proteina de la AHAS diana;

(c) seleccionar como diana para la mutacion al menos una posicién de aminodcido en la proteina de AHAS
diana, en la que la mutacién altera la afinidad de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea para la mencionada bolsa de unién;

(d) mutar DNA que codifica la mencionada proteina de AHAS diana para producir un DNA mutado que codi-
fica una AHAS variante que contiene la mutacién en la posicién mencionada; y

(e) expresar el DNA mutado en una primera célula en condiciones en las que se produce la AHAS variante que
contiene la mencionada mutacién en la posicién mencionada.

12. Un procedimiento segiin se ha definido en la reivindicacién 11, que ademds comprende:
(f) expresar DNA que codifica la proteina de AHAS de tipo salvaje paralelamente en una segunda célula;

(g) purificar la proteina de AHAS de tipo salvaje mencionada y la proteina de AHAS variante mencionada de
las células;

(h) ensayar la proteina de AHAS de tipo salvaje mencionada y la proteina de AHAS variante mencionada en
cuanto a su actividad catalitica en la conversion de piruvato en acetolactato o en la condensacién de piruvato
y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibutirato, en ausencia y presencia del mencionado herbicida basado
en imidazolinona y/o sulfonilurea;

(1) repetir las etapas (c)-(h), en las que el DNA que codifica la variante de AHAS de la etapa (e) se usa como el
DNA que codifica la AHAS en la etapa (c) hasta que se identifica una primera proteina variante de AHAS
resistente a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, que tiene

(i) en ausencia del mencionado herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea

(a) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se
expresa, 0

(b) una actividad catalitica en combinacién con cualquier proteina variante de AHAS resistente a un
herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la célula, que puede
ser la misma primera proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para mantener la
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viabilidad de una célula en la que se expresa; en la que la célula requiere actividad de la AHAS
para la viabilidad, y

(i1) una actividad catalitica que es mds resistente a al menos el mencionado herbicida basado en imidazo-
linona y/o sulfonilurea que la AHAS de tipo salvaje.

13. Un procedimiento para la produccién de una proteina de variante de AHAS resistente a herbicidas basados en
imidazolinona y/o sulfonilurea usando informacién basada en la estructura, procedimiento que comprende:

()

(b)

(©)

(d

alinear una proteina de AHAS diana sobre un primer molde de AHAS que tiene una bolsa identificada de
unién de un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea y que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1
para derivar la estructura tridimensional de la mencionada proteina de AHAS diana;

seleccionar como diana para la mutacién al menos una posicién de aminodcido en la mencionada proteina
de AHAS diana, en la que la mencionada mutacién altera la afinidad de al menos un herbicida basado en
imidazolinona y/o sulfonilurea para la mencionada bolsa de unién;

mutar DNA que codifica la mencionada proteina de AHAS diana para producir un DNA mutado que codi-
fica una AHAS variante que contiene la mencionada mutacién en la posicién mencionada; y

expresar el mencionada DNA mutado en una primera célula en condiciones en las que se produce la AHAS
variante que contiene la mencionada mutacion en la posicién mencionada.

14. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 13, que ademds comprende:

(e)
()

(2

(h)

expresar DNA que codifica la proteina de AHAS de tipo salvaje paralelamente en una segunda célula;

purificar la proteina de AHAS de tipo salvaje mencionada y la proteina de AHAS variante mencionada de
las mencionadas células;

ensayar la proteina de AHAS de tipo salvaje mencionada y proteina de AHAS variante mencionada en
cuanto a su actividad catalitica en la conversion de piruvato en acetolactato o en la condensacién de piruvato
y 2-cetobutirato para formar acetohidroxibutirato, en ausencia y presencia del mencionado herbicida basado
en imidazolinona y/o sulfonilurea, y

repetir las etapas (c)-(h), en las que el DNA que codifica la variante de AHAS de la etapa (e) se usa como el
DNA que codifica la variante de AHAS en la etapa (c) hasta que se identifica una primera proteina variante
de AHAS resistente a un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea, que tiene

(i) en ausencia del mencionado herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea

(a) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se
expresa, o

(b) una actividad catalitica en combinacién con cualquier proteina variante de AHAS resistente a un
herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la mencionada célula,
que puede ser la misma primera proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para
mantener la viabilidad de la célula en la que se expresa;

en la que la célula requiere actividad de la AHAS para la viabilidad, y

(i1) una actividad catalitica que es mds resistente a al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o
sulfonilurea que la AHAS de tipo salvaje.

15. Un procedimiento segtn se ha definido en la reivindicacion 12 o 14, en el que la mencionada actividad catalitica
en ausencia de al menos el mencionado herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea es de mds de 20% de la
actividad catalitica de la mencionada AHAS de tipo salvaje.

16. Un procedimiento segin se ha definido en la reivindicacién 15, en el que el mencionado herbicida es un
herbicida basado en imidazolinona y una primera proteina de una primera variante de AHAS resistente a herbicida

tiene:

®

(ii)

una actividad catalitica en ausencia del mencionado herbicida de mas de 20% de la actividad catalitica de
la mencionada AHAS de tipo salvaje;

una actividad catalitica que es mds resistente a la presencia de herbicidas de imidazolinona en comparacion
con AHAS de tipo salvaje, y
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(ii1) actividad catalitica que es mds sensible a la presencia de herbicidas de sulfonilurea en comparacién con
herbicidas basados en imidazolinona.

17. Un procedimiento segiin se ha definido en la reivindicacién 16, en el que la mencionada proteina de AHAS
diana se deriva de Arabidopsis thaliana.

18. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 11 o 13, en el que la mencionada célula es E. coli.

19. Un procedimiento seguin se ha definido en la reivindicacién 12 o 14, en el que las mencionadas células primera
y segunda son E. coli.

20. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 11 o 13, en el que la mencionada mutacién es
una sustitucion de al menos un resto de aminodcido diferente en un resto de aminodcido de la secuencia de SEQ ID
NO:1 seleccionado entre el grupo constituido por F135, M53, R128 y un resto de aminodcido de proteina de AHAS
de otra planta en un aminodcido alineado con cualquiera de los anteriores, y cualquier combinacién de cualesquier de
los anteriores.

21. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 20, en el que la mencionada sustitucién se seleccio-
na entre el grupo constituido por Met53Trp, Met53Glu, Met531le, Met53His, Arg128Alq, Arg128Glu, Phel35Arg, un
resto de aminodcido de proteina de AHAS de otra planta en un amino4cido alineado con cualquiera de los anteriores,
0 una combinacién de cualquiera de los anteriores.

22. Un DNA aislado que codifica una proteina variante de acetohidroxidcido sintasa (AHAS), proteina variante
que comprende una proteina de AHAS modificada por sustitucién de al menos un resto de aminoécido diferente en un
resto de aminodcido de la secuencia de SEQ ID NO:1 seleccionado entre el grupo constituido por M53, R128, F135 y
cualquier combinacién de cualquiera de los anteriores.

23. DNA segtn se ha definido en la reivindicaciéon 22, en el que la mencionada modificacion altera la capacidad de
un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea de inhibir la actividad enzimatica de la mencionada proteina.

24. DNA segtin se ha definido en la reivindicacién 23, en el que la mencionada proteina de AHAS deriva de
arabidopsis thaliana.

25. DNA segtin se ha definido en la reivindicacién 24, en el que la mencionada sustitucién se selecciona entre el
grupo constituido por Met53Trp, Met53Glu, Met531le, Met53His, Argl28Ala, Argl128Glu, Phe135Arg, o una combi-
nacion de cualquiera de los anteriores.

26. DNA segtn se ha definido en la reivindicacion 25, en el que la mencionada proteina de AHAS variante tiene:

(a) en ausencia de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o sufonilurea que inhibe AHAS,
(i) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de la célula en la que se expresa; o
(ii) una actividad catalitica en combinacién con cualquier segunda proteina variante de AHAS resistente a
un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la mencionada célula, que
puede ser la misma proteina variante de AHAS mencionada o una diferente, suficiente para mantener
la viabilidad de la célula en la que se expresa;

en la que la mencionada célula requiere actividad de la AHAS para la viabilidad, y

(b) una actividad catalitica que es mas resistente a al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfoni-
lurea que la AHAS de tipo salvaje,

27. DNA segtin se ha definido en la reivindicacién 22, en el que la mencionada AHAS variante tiene mas de 20%
de la actividad catalitica que la AHAS de tipo salvaje.

28. DNA segtn se ha definido en la reivindicacién 27, en el que la mencionada AHAS variante es mds resistente a
herbicidas basados en imdazolinona que a herbicidas basados en sulfonilurea.

29. Un vector de DNA que comprende la secuencia de DNA de la reivindicacién 22 unido operativamente a un
elemento regulador de transcripcion.

30. Una célula que comprende una AHAS que codifica una secuencia de DNA derivada de un vector de DNA segtin
se ha definido en la reivindicacién 29, célula que se selecciona entre el grupo constituido por células bacterianas, de
hongos, plantas, insectos y mamiferos.

31. Una célula segtin se ha definido en a reivindicacién 30, que comprende una célula de una planta.
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32. Una semilla que comprende una célula segtn se ha definido en la reivindicacién 31.

33. Una proteina de AHAS variante que comprende una proteina codificada por un DNA segun se ha definido en
la reivindicacién 22.

34. Una proteina de AHAS variante que comprende una proteina de AHAS modificada por sustitucién de al menos
un resto de un aminoacido diferente en un resto de aminoacido de la secuencia de SEQ ID NO:1 seleccionado entre el
grupo constituido por M53, R128, F135, un resto de aminoacido de proteina de AHAS de otra planta en un aminoécido
alineado con cualquiera de los anteriores, y cualquier combinacion de cualesquier de los anteriores.

35. Una proteina de AHAS variante segtin se ha definido en la reivindicacion 34, en la que la modificacién men-
cionada altera la capacidad de un herbicida basado en imidazolinona y/ sulfonilurea de inhibir la actividad enzimatica
de la mencionada proteina.

36. Una proteina de AHAS variante segin se ha definido en la reivindicacién 35, en la que la mencionada proteina
de AHAS deriva de Arabidopsis thaliana.

37. Una proteina de AHAS variante segun se ha definido en la reivindicacién 33, en la que la mencionada sustitu-
cién se selecciona entre el grupo constituido por Met53Trp, Met53Glu, Met531le, Met53His, Arg128Ala, Arg128Glu,
Phel135Arg, o una combinacién de cualquiera de los anteriores.

38. Una proteina de AHAS variante segun se ha definido en la reivindicacién 33, proteina variante de AHAS que
tiene:

(a) en ausencia de al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o sufonilurea que inhibe AHAS mencio-
nado,

(i) una actividad catalitica sola suficiente para mantener la viabilidad de una célula en la que se expresa;
0

(i) una actividad catalitica en combinacién con cualquier proteina variante de AHAS resistente a un
herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea también expresada en la mencionada célula, que
puede ser la misma proteina variante de AHAS o una diferente, suficiente para mantener la viabilidad
de la célula en la que se expresa;

en la que la mencionada célula requiere actividad de la AHAS para la viabilidad, y

(b) una actividad catalitica que es mas resistente a al menos un herbicida basado en imidazolinona y/o sulfoni-
lurea que la AHAS de tipo salvaje,

39. Una proteina de AHAS variante segin se ha definido en la reivindicacion 33, en la que la AHAS variante tiene
mads de 20% de la actividad catalitica de la AHAS de tipo salvaje.

40. Un procedimiento para conferir en una célula resistencia a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilu-
rea, procedimiento que comprende:

(a) clonar un DNA segtn se ha definido en la reivindicacién 22 en un vector de expresiéon compatible, y
(b) transoformar el mencionado DNA en la mencionada célula, en condiciones en las que el gen mencionado
se expresa a niveles suficientes para conferior a la mencionada célula resistencia a herbicidas basados en
imidazolinona y/o sulfonilurea.
41. Una célula preparada de acuerdo con el procedimiento de la reivindicacién 40.

42. Una planta que comprende una célula segtn se ha definido en la reivindicacién 41.

43. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 40, en el que el mencionado gen mutado codifica
un aminodcido diferente, al menos uno de las posiciones 53, 128, 135 o combinaciones de ellos.

44. Un procedimiento segin se ha definido en la reivindicacién 43, en el que el mencionado gen de AHAS com-
prende el gen de AHAS de Arabidopsis thaliana.

45. Un procedimiento segin se ha definido en la reivindicacién 43, en el que la mencionada célula es una célula
de una planta.

46. Un procedimiento segtin se ha definido en la reivindicacién 45, en el que la mencionada célula es una semilla.
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47. Un procedimiento para controlar malas hierbas en un cultivo, procedimiento que comprende cultivar un campo
que incluye plantas resistentes a herbicidas basados en diazolinona y/o sulfonilurea segtin se define en la reivindicacién
42, y tratar el mencionado cultivo con el mencionado herbicida basado en imidazolinona y/o sulfonilurea.

48. Un procedimiento para controlar malas hierbas en un cultivo, procedimiento que comprende cultivar un campo
que incluye plantas resistentes a herbicidas basados en imidazolinona y/o sulfonilurea segiin se define en la reivin-
dicacién 42, y tratar el mencionado cultivo con la mencionada composicién herbicida basada en imidazolinona y/o
sufonilurea que incluye el mencionado herbicida.

49. Una célula transformada con un DNA segtin se ha definido en la reivindicacién 22, en la que el mencionado
DNA se expresa en la mencionada célula de manera que confiere a la mencionada célula resistencia a herbicidas
basados en imidazolinona y/o sulfonilurea.

50. Una planta transformada con un DNA segtn se ha definido en la reivindicacién 23, en la que el mencionado

DNA se expresa en la mencionada célula de manera que confiere a la mencionada planta resistencia a herbicidas
basados en imidazolinona y/o sulfonilurea.
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FIG. 12

Fragmento de DNA

gendmico de 5,5 kb Terminador

Promotor AHAS

Vector AHAS

Terminador

53



ES 2275275 T3

VISTA SUPERIOR i

VISTA INFERIOR

TIPO SALVAJE Meti241le Arg 199Glu

54



ES 2275275 T3

FIG. 14

*

[ TIPO SALVAJE A xi&‘l!:d‘;l‘ \ii*!134ii§~. \i";ji‘)‘“
I\ P RSUH e INPURNSE N e

55



ES 2275275 T3

FIG. I5

Meti24lle Metl24His
2,54M CL 299,263 2,54yMCL 299,263

B

f .J‘ - »
CRERR L

TIPO SALVAJE (
2.5yM CL 299,263 = ’

i 2 T .
Pt < ‘
e &
S -
PRS- " “
- §% . -
R
& .

Wit

Argi99Giu Meti24His
2,5uM CL 299,263 Oym CL 299,263

56



5

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275275 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE: Kakefuda, Genichi
Ott, Karl-Heinz
Kwagh, Jae-Gyu
Stockton, Gerald W.

(i) TITULO DE LA INVENCION: productos resistentes a herbicidas disefiados sobre la base de la estructura
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 10

(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) CONSIGNATARIO: Darby & Darby
(B) CALLE: 805 Third Avenue
(C) CIUDAD: Nueva York
(D) ESTADO: Nueva York
(E) PAIS: ESTADOS UNIDOS
(F) CODIGO: 10022-7513

(v) FORMA LEGIBLE DE ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC - DOS/MS - DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release n° 1.0, Version n° 1.30

(vi) FECHA DE SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: ESTADOS UNIDOS 08/426.125
(B) FECHA DE PRESENTACION: 20 de abril de 1995
(C) CLASIFICACION:

(viii) INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Robinson, Joseph
(B) NUMERO DE REGISTRO: 33.448
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 0646/0A674

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (212)- 527-7783
(B) TELEFAX: (212)- 753-6237
(C) TELEX: 236687

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 599 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
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Gly
Leu
Val
Gly
Ile
65

Ser
Ser
Leu
Met
Arg
145
Pro

Gly

Val

Ser
Arg
Glu
Gly
50

Ala
Gly
Gly
Asp
Ile
130
Ser
Arg
Pro

Pro

Pro
210

Pro
Ser
35

Ala
Asn
Tyr
Pro
Ser
115
Gly
Ile
val

vVal

Val
195

Lys

Ala

Txp
20
Leu

Ser

Ala
Cly
100
Val
Thr
Thr

val

Leu
180

Trp

Pro

Ser
Gly
Glu
Met
Leu
Arg
8s

Ala
Pro
Asp
Lys
Gln

165

val

Pro

Pro

Pro

Arg

Glu

Phe

70

Ser

Thr

Met

Ala

His

150

Glu

Asp

Lys

Ala

ES 2275275 T3

Ala
Thr
Cys
Ile
55

Arg

Ser

Val

Phe

135

Ala

Ile

Pro

Thr
215

Met Pro Met Ala

Asp
Gly
40

His
His
Gly
Leu
Ala

120
Gln

Phe
Pro
Met

200
Glu

Pro
25

Val
Gln

Glu

val
105
Ile
Glu
Leu
Phe
Lys
185

Ser

Leu

10

Arg

Arg

Ala

Gln

Val

90

Ser

Thr

Thr

val

Leu

170

Asp

Leu

Lys
Asp
Leu
Gly
Gly
Ala
Gly
Pro
Leu
155
Ala
Ile

Pro

Glu

Pro Pro
Gly Ala
Val Phe

45

Thr Arg
60

Glu Ala

Val Cys

Leu Ala

Gln Val
125

Ile Val
140

Asp Val

Ser Ser

Gln Gln
Gly Tyr
208

Gln val
220

Asp
30

Ser
Phe
Ile
Asp
110
Pro
Glu
Asp
Gly
Gln
190

Ile

Leu

Thr

Ile

Ala
95

Val
Asp
Arg
175
Met

Ala

Arg

Pro

Leu

Pro

Val

Ala

Thr

Leu

Axg

Thr

Ile

160

Pro

Ala

Arg

Leu
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val
225

Arg

val

Leu

Asp
305
Val
His
Ala
Trp
Lys
385

Asp

His

Ala
Asp
465
Arg

Leu

Gly
Ser
Thr
Ser
val

290

Arg

Val

Leu

Asn
370

Tyx
Glu
Gln
Leu
Ala
450
Gly

Ile

Gly

Glu
Gly
Thr
Leu
275
Asp
Val
Val
Ser
Leu
355
Asp
Ser
Leu
Met
Ser
435
Gly
Asp

Glu

Met

Ser
Glu
Thr
260

Arg

Lys

Asp
Ile
340
Glu
Glu

Asn

Thr

Trp
420
Ser
Ala
Gly

Asn

val

Arg
Glu
245

Leu

Met

Gly

Ile
325

Cys
Gly
Leu
Glu
Lys
405
Ala
Ala
Ser
Ser
Leu

485

val

Arg
230
Leu
Met
Leu
Asp
Lys
310
Asp
Ala
Ser
Asp
Glu
390
Gly
Ala
Gly
Val
Phe
470

Pro

Gln

ES 2275275T3

Pro Val Leu

Arg
Gly
Gly
Leu
295
Ile
Pro
Asp
Thr
Gln
375
Ile
Glu
Gln
Leu
Ala
455
Leu

Val

Trp

Arg
Leu
Met
280
Leu
Glu
Ala
Val
Ser
360
Gln
Gln
Ala
Tyr
Gly
440
Asn
Met

Lys

Glu

Phe
Gly
265
His
Leu
Ala
Glu
Lys
345
Lys
Lys

Pro

Ile

Tyr
425
Ala
Pro
Asn

val

Asp

Tyr
val
250
Asn
Gly
Ala
Phe
Ile
330
Leu
Lys
Arg
Gln
Ile
410
Thr
Met
Gly
Val
Phe

490

Arg

Val
235
Glu
Phe
Thr
Leu
Ala

315

Gly

Ser

Glu

395
Gly

Gly
Val
Gln
475

val

Phe

Gly
Leu
Pro
Val
Gly
300
Ser
Lys
Leu
Phe
Phe
380
Thr
Lys
Phe
Thr
460

Glu

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser

Tyx
285

val
Arg
Asn
Gln
Asp
365
Pro
Ile
Gly
Arg
Gly
445
val
Leu

Asn

Lys

Gly
Gly
Asp
270
Ala
Axrg
Ala
Lys
Gly
350
Phe
Leu
Gln
Val
Pro
430
Leu
Val
Ala

Asn

Ala

Cys
Ile
255
Asp
Asn
Phe
Lys
Gln
335
Met
Gly
Gly
Val
Gly
415
Arg
Pro
Asp
Met
Gln

495

Asn

240

Pro
Pro
Tyr
Asp
Ile
320
Pro

Asn

Ser

Leu
400
Gln
Gln
Ala
Ile
Ile
480

His

Arg
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ES 2275275 T3

s00 505 510

Ala His Thr Tyr Leu Gly Asn Pro Glu Asn Glu Ser Glu Ile Tyr Pro
515 520 525

Asp Phe Val Thr Ile Ala Lys Gly Phe Asn Ile Pro Ala Val Arg Val
530 535 540

Thr Lys Lys Rsn Glu Val Arg Ala Ala Ile Lys Lys Met Leu Glu Thr
545 550 555 560

Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln Glu His Val
565 570 575

Leu Pro Met Ile Pro Ser Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp
580 585 590

Gly Asp Gly Arg Thr Val Tyr
595

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 585 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iii) HIPOTETICA: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Lactobacillus plantarum

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:
Thr Asn Ile Leu Ala Gly Ala Ala Val Ile Lys Val Leu Glu Ala Trp
1 5 10

Gly Val Asp His Leu Tyr Gly Ile Pro Gly Gly Ser Ile Asn Ser Ile
20 25 30

Met Asp Ala Leu Ser Ala Glu Arg Asp Arg Ile His Tyr Ile Gln Val
35 40 45

Arg His Glu Glu Val Gly Ala Met Ala Ala Ala Ala Asp Ala Lys Leu
50 60

Thr Gly Lys Ile Gly Val Cys Phe Gly Ser Ala Gly Pro Gly Gly Thr
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65

His

Leu

Phe

Ala
145
Pro
Ser
Ala
Ile
Leu
225
Gly
Val
Leu
Lys
Gly

305
Thr

Trp

Leu
Ala
Gln
val
130

Ile

val

Val

210

Serx

Ile

Phe
Asn
290
Lys

Leu

Trp

Met

Leu

Glu

115

Thr

Arg

Asp

Asn

Thr

195

Lys

Val

Gln

Val

275

Thr

Arg

Gln

Ile
100

Met

Arg
Leu
Asn
180
Arg
Gly
Thr
Ala
Lys
260
Gly

Arg

His

Ala
340

Gly
85

Gly

Val

Ala

Pro

165

Tyr

Leu

Ile

Leu

245

Pro

Asn

TYyr

Lys

Ile
325

70

ES 2275275T3

Leu Tyr Asp

Gln

Glu

Asn

150
Trp
Gln
Thr
Gly
Lys
230
Arg
Ala
Asn
Phe
Thr
310

Leu

Leu

Phe

Asn

Ala

135

Ala

Gln

Thx

Gln

Ala

215
Ile

Asn

Leu
295
Asp

Ala

Ala

Gly
Pro
120

Ala

His

Gln

Pro
Thr
200
Arg
Pro
Pro
Glu
Pro
280
Gln
Ile

Gln

Asn

Thr

105

Ile

Thr

Gln

Ile

Leu

185

Leu

Lys

Leu

Ala

265

Phe

Ile

Ala

val

val
345

Arg
90

Thr

Leu
Gly
Sexr
170
Leu
Leu
Ala
Met
Tyx
Leu
Ala
Asp
Val
Ser

330

Lys

75
Glu

Gly
Ala
Pro
Val
155
Ala
Pro
Ala
Gly
Ser
235
Leu
Ala
Glu
Ile
Leu
315

Glu

Asn

Asp
Met
Asp
His
140
Ala
Glu
Glu
Ala
Lys
220
Thr
Gly
Gln
Val
300
Ala

Arg

Trp

His
Asn
Val
125
Val
Val
Asp
Pro
Glu

205
Glu

Tyr

Ser

Ser
285
Pro
Asp

Glu

Arg

Val

Met

110

Ile

Val

Trp

190

Axg

Leu

Pro

Ala

Asp

270

Lys

Ala

Ala

Ser

Ala
350

Pro
95

Asp
Asp

Asp

Gln

Tyx
175
val
Pro
Glu
Ala
Asn
255
Val
Ala
Lys

Gln

Thr
335

Tyx

80
val

Thr
Tyr
Glu
Ile
160
Ala
Gln
Leu
Gln
Lys
240
Arg
Val
Phe
Leu
Lys
320

Pro

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Asp
38S
Pro
Gly
Val
Leu
Thy
465
Gln
1lle
Gln
Pro
Glu

545
Ala

Tyr

Sex
Arg
370
Val
Ser
Ile
Phe
Val

450

Asn

Ala
Leu
Val
530
Lys

Phe

Leu

Leu
355
Gly
Asn
Pro
Asn

435
Thr

Cys
Asp
Asp
Pro
515
Leu
Leu

Lys

Lys

Glu
Val
Asp
Arg
Gly
420
Leu
Gln
Gln
Phe
Gly
500
Asp
Ile
Arg

Gln

Gln
580

Asp
Asn
Ile
His
405

Ala

Val

Ile
485
Val
Val
Asp
Leu
Arg
565
Phe

Lys
Lys
Asn
390
Ile
Ile
Gly
Gln
Gly

470

Gly

Asp
550

Tyr

Gly

ES 2275275 T3

Gln

Ile

375

Leu

Thr

Ala

Asp

455

Phe

Val

Met

Glu

val

535

Ser

Glu

Leu

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 3:

Glu
360
Ala
Asn
Ser
Ala
Gly
440
His
Ile
Glu
Gln
Gln
520
Ile
Ala

Ala

Asp

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 599 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: individual
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: protefna
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) DE POLARIDAD OPUESTA: NO

Gly
Glu
Ala
Asn
Lys
425
Gly
Leu
Lys
Phe
Ala
505
Ala
Thr

Met

Gln

585

Pro
Pro
Asn
Leu
410
Leu
Ala
Pro
Asp
Asn
490
Phe
Lys
Gly

Ser

Asp
570

Leu
Asp
Arg
395
Phe
Asn
Ser
Val
Glu

475
Asp

Asp

Ser
555

Leu

Gln
Ala
380
His

Tyr
Met
Ile
460
Gln
Ile
Val
Ile
Axg
540

aAla

Gln

Ala
365
Ile
Leu
Thr
Pro
Thr
445
Glu
Asp
ABsn
Ala

525

Pro

Pro

Tyr
Tyr
Lys
Met
Glu
430
Met
val
Asp
Phe
Lys
510
Gln
Leu

Asp

Leu

Gln
Ser
Leu
Gly
415
Arg
Gln
Val
Thr
Ser
495
Ile
His
Pro

Ile

Ser
575

Val
Ile
Thr
400
Val
Gln
Asp
Phe
Asn
480
Lys
Glu
Glu
Ala
Glu

560
Thr
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Zea mays

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

Gly
1
Leu
Val
Gly
Ile
65
Ser
Ser
Leu
Met
Arg
145
Pro

Gly

Val

Ser
Arg
Glu
Gly
S0

Ala
Gly
Gly
Asp
Ile
130
Ser
Arxg

Pro

Pro

Ala
Pro
Ser
35

Ala

Asn

Pro
Ser
115
Gly
Ile
Val

Val

Vval
195

Ala

Trp
20

Leu
Ser
His
Ala
Gly
100
Val
Thr
Thx

Val

Leu
180

Trp

Ser
1]
Gly
Glu
Met
Leu
Axrg
85
Ala
Pro
Asp
Lys
Gln
165

Val

Asp

Pro
Pro
Arg
Glu
Phe
70

Ser
Thr
Met
Ala
His
150
Glu

Asp

Lys

ES 2275275 T3

Ala Met

Thr Asp

Cys Gly
40

Ile His
5%

Arg His

Ser Gly
Asn Leu
Val Ala

120
Phe Gln

135

Ala Phe

Ile Pro

Pro Met
200

Pro
Pro
25

Val
Gln
Glu
Axg
val
105
Ile
Glu
Leu
Phe
Lys

185

Serx

Met
10

Arg
Arg
Ala
Gln
vVal
90

Ser
Thr
Thr
Val
Leu

170

Asp

Ala
Lys
Asp
Leu
Gly

75
Gly

Gly
Pro
Leu
155
Ala

Ile

Pro

Pro
Gly
val
Thr
60

Glu
Val
Leu
Gln
Ile
140
Asp
Ser

Gln

Gly

Pro
Ala
Phe
45

Arg
Ala
Cys
Ala
val
125
Val
val

Ser

Gln

Tyr
205

Ala
Asp
30

Ala
Ser
Phe
Ile
Asp
110
Pro
Glu
Asp
Gly
Gln

190
Ile

15
Ile

Pro
Ala
95

Ala
Arg
Val
Asp
Axrg
175

Met

Ala

Pro

Pro
val
Ala
80

Thr
Leu
Arg
Thr
Ile
160
Pro

Ala

Arg
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Leu
val
225

Ala

Val

Ala
Asp
305

Val

His

Trp
Lys
385
Asp
His
Trp

Ala

Asp
465

Arg

Pxro
210
Gly
Ser
Thr
Ser
Val
290
Arg
His
val
Leu
Asn
370
Thr
Glu
Gln
Leu
Ala
450

Gly

Ile

Lys
Glu
Gly
Thr
Leu
275
Asp
val
val
Ser
Leu
355
Asp
Ser
Leu
Met
Ser
435
Gly

Asp

Glu

Pro
Ser
Glu
Thr
260
Arg
Lys
Thr
Asp
Ile
340

Glu

Glu

Thr

420

Ser

Ala

Gly

Asn

Pro
Arg
Glu
245
Leu
Met
Ala

Gly

Ile
325

Cys
Gly
Leu
Glu
Lys

405

Ala

Ser

Ser

Leu

Arg
230

Leu

Met.

Leu
Asp
Lys
310
Asp

Ala

Ser

Glu
390
Gly
Ala
Gly
Val
Phe

470

Pro

ES 2275275 T3

Thr
215
Pro
Arg
Gly
Gly
Leu
295
Ile
Pro
Asp
Thr
Gln
375
Ile
Glu
Gln
Leu
Ala
455

Leu

val

Glu
Val
Arg
Leu
Met
280
Leu
Glu
Ala
Val
Ser
360
Gln
Gln
Ala
Tyr
Gly
440

Met

Lys

Leu
Leu
Phe
Gly
265
His
Leu
Ala
Glu
Lys
345
Lys
Lys
Pro

Ile

Tyr
425
Ala
Pro

Asn

val

Leu

Tyr
Val
250
Gly
Ala
Phe
Ile
330
Leu
Lys
Arg
Gln
Ile
410
Thr
Met
Gly

val

Phe

Glu
Val
235
Glu
Phe
Thr
Leu
Ala
315
Gly
Ala
Ser
Glu

395

Gly

Gly
val
Gln

475

Val

Gln
220
Gly
Leu
Pro
Val
Gly
300
Ser
Lys
Leu
Phe
Phe
380
Thr
Lys
Phe
Thr

460
Glu

Val

Gly

Thr

Ser

Tyx
285
Val

Arg

Gln
Asp
365
Pro
Ile
Gly
Axg
Gly
445
val

Leu

Asn

Leu
Gly
Gly
Asp
270
Arg
Ala
Lys
Gly
350
Phe
Leu
Gln
Val
Pro
430
Leu
val

Ala

Asn

Arg

Ile
255

Asp

Phe
Lys
Gln
335
Met
Gly
Gly
Val
Gly
415
Arg
Pro
Asp

Met

Gln

Leu
Ala
240
Pro
Pro
Tyr
Asp
Ile
320
Pro

Asn

Ser

Leu
400
Gln
Gln
Ala
Ile
Ile

480

His
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ES 2275275 T3

485 490 495

Leu Gly Met Val Val Gln Trp Glu Asp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg
500 505 510

Ala His Thr Tyr Leu Gly Asn Pro Glu Asn Glu Ser Glu Ile Tyr Pro
515 520 525

Asp Phe vVal Thr Ile Ala Lys Gly Phe Asn Ile Pro Ala Val Arg Val
530 535 540

Thr Lys Lys Asn Glu Val Arg Ala Ala Ile Lys Lys Met Leu Glu Thr
545 550 555 560

Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln Glu His Val
565 570 575

Leu Pro Met Ile Pro Ser Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp
580 585 590

Gly Asp Gly Arg Thr Val Tyr
595

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 638 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iii) HIPOTETICA: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Zea mays

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Ser Thr Ala Leu Thr Gly Ala Thr Thr
1 5 10 15

Ala Ala Pro Lys Ala Arg Arg Arg Ala His Leu Leu Ala Thr Arg Arg
20 25 30

Ala Leu Ala Ala Pro Ile Arg Cys Ser Ala Ala Ser Pro Ala Met Pro
as 40 45

Met Ala Pro Pro Ala Thr Pro Leu Arg Pro Trp Gly Pro Thr Asp Pro
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Arg

Gln
val
Ser
145
Thr

Thr

Val

Asp
225

Leu
Leu
Tyr
Val
Asn

305
Gly

50

Lys
Asp
Leu
Gly
Gly
130
Gly
Pro
Leu
Ala
210
Ile
Pro
Glu
Val
Glu
290

Phe

Thr

Gly
Val
Thr
Glu
115
val
Leu
Gln
Ile
Asp
195
Ser
Gln
Gly
Gln
Gly
275
Leu

Pro

val

Ala
Phe
Arg

100
Ala

Cys

val
val
180
Val
Ser
Gln
Tyr
Val
260
Gly

Thr

Ser

Tyr

Asp Ile

70
Ala Tyr
85

Ser Pro
Phe Ala
Ile Ala
Asp Ala

150

Pro Arg
165

Glu val
Asp Asp
Gly Arg

Gln Met
230

Ile Ala
245

Leu Arg

Gly Cys

Gly Ile
Asp Asp
310

Ala Asn
325

ES 2275275 T3

55

Leu

Pro

Val

Ala

Thr

135

Arg

Thr

Ile

Pro

215

Arg

Leu

Ala

Pro

295

Pro

Tyr

Val
Gly
Ile
Ser
120
Ser

Leu

Met

Pro
200
Gly
Val
Leu
val
Ala
280
Val

Leu

Ala

Glu
Gly
Ala
1095
Gly
Gly
Asp
Ile
Ser
185
Arg
Pro
Pro
Pro
Gly
265
Ser
Thr

Ser

Val

10

Ser
Ala
90

Asn

Pro
Ser
Gly
170
Ile
Val
Val
Val
Lys
250
Glu
Gly
Thr

Leu

Asp
330

Leu
75
Ser

His

Gly
val
155
Thr

Thr

Val

235

Pro
Ser
Glu
Thr
Arg

315

Lys

60
Glu

Met

Leu

Arg

Ala

140

Pro

Lys
Gln
Val
220

Asp

Pro

Glu
Leu
300

Met

Ala

Arg
Glu
Phe
Ser
125
Thr
Met
Ala
His
Glu
205
Asp
Lys
Ala
Arg
Leu
285
Met

Leu

Asp

Cys

Ile

110

Serxr

Asn

Val

Phe

Asn

190

Ala

Ile

Pro

Thr

Pro
270

Arg

Gly

Gly

Leu

Gly Val

His
95

His
Gly
Leu
Ala
Gln
175
Phe
Pro
Met
Glu

255
val

Arg

Leu

Met

Leu
335

80
Gln

Glu

Arg

Val

Ile

160

Glu

Leu

Phe

Lys

Ser

240

Leu

Phe

Gly

His

320

Leu
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Ala
Phe
Ile
Leu

385

Lys

Gln

Ile

Thr

465

Met

Gly

Val

Phe

Arg

545

Asn

Ile

Val

Leu
Ala
Gly
370
Ala
Ser
Glu
TYTr
Gly
450
Tyx
Gly
val
Gln
Val
530
Phe
Glu
Ile

Lys

Pro

Gly
Ser
355
Lys
Leu
Phe
Phe
Ala
435
Thr

Lys

Phe

Glu
515

Leu

Ser
Pro
Lys

595

His

610

Val
340
Arg
Asn
Gln
Asp
Pro
420
Ile
Gly
Arg
Gly
Val

500

Leu

Lys
Glu
Ala
580

Met

Gln

Arg

Lys
Gly
Phe
405
Leu
Gln
val
Pro
Leu
485
Val
Ala
Asn
Ala
Ile
565
Val

Leu

Glu

Phe
Lys
Gln
Met
390
Gly
Gly
vVal
Gly
Arg
470
Pro
Asp
Met
Gln
Asn
550
Arg

Glu

His

Phe Lys Asp Met Ile
625

ES 2275275T3

Asp
Ile
Pro
375

Asn

Ser

Leu
Gln
455
Gln
Ala
Ile
Ile
His
535
Arg
Pro
Val

Thr

Val

Leu
630

Asp
Val
360
His
Ala
Trp
Lys
Asp
440

His

Trp

Asp
Thr
Pro

600

Leu

Arg
345
His
Val
Leu
Asn
Thr
425

Glu

Gln

Gly
505
Ile
Gly
His

Phe

Lys
585

Gly

Pro

615

Val
Val
Ser
Leu
Asp
410
Ser
Leu
Met
Serxr
Gly
490
Asp
Glu
Met
Thr
val
570
Lys

Pro

Met

Thx
Asp
Ile
Glu
395
Glu
Asn
Thr
Trp
Ser
475
Ala
Gly
Asn
Val

555
Thr

Tyr

Ile

Gly Lys
Ile Asp
365

Cys Ala
380

Gly Ser

Leu Asp

Glu Glu

Lys Gly
445

Ala Ala
460

Ala Gly
Ser Val
Ser Phe
Leu Pro

525

Val Gln
540

Leu Gly
Ile Ala
Glu Val
Leu Leu

605

Pro Ser

Ile
350
Pro
Asp
Thr
Gln
Ile
430
Glu
Gln
Leu
Ala
Leu

510

Val

Asn
Lys
Arg
590

Asp

Gly
620

Glu
Ala
Val
Ser
Gln
415

Gln

Ala

Gly
Asn
495
Met
Lys
Glu
Pro
Gly
575
Ala

Ile

Gly

Ala

Glu

Lys

Lys

400

Lys

Pro

Ile

Tyr

Ala

480

Pro

Val

Asp

Glu

560

Phe

Ala

Ile

Ala

Asp Gly Asp Gly Arg Thr Val Tyr

11

635
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ES 2275275 T3

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 638 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(iii) HIPOTETICA: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Zea mays

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Met Ala Thr Ala Ala Thr Ala Ala Ala Ala

1
Ala Thr

Ala Leu

Thr Ala
50

Arg Lys
65

Arg Asp
Ala Leu
Gln Gly
Val Gly

130

Ser Ala

Pro
Ala
35

Pro
Gly
Val
Thr
Glu
115

Val

Leu

Lys
20

Ala
Pro
Ser
Phe
Arg

100
Ala

Cys

5

Ser

Pro

Ala

Asp

Ala

85

Ser

Phe

Ile

Asp

10

Arg Arg Arg Ala His
25

Ile

Thx

Ile

70

Pro

aAla

Ala

Ala

Arg
Pro
55

Leu

Pro

Val

Thr
135

Leu

Cys Ser Ala
40

Leu Arg Pro
Val Glu Ala
Gly Gly Ala
90
Ile Ala Asn

105

Ser Ala Tyr
120
Ser Gly Pro

Leu Asp Ser

12

Leu
His
Leu
Txp
Leu
75

Ser
His
Ala

Gly

Val

Thr
Leu
Ser
Gly
60

CGlu
Met
Leu
Arg
Ala

140

Pro

Gly
Ala
Arg
45

Pro
Arg
Glu
Phe
Ser
125

Thr

Met

Ala Thr
15

Thr Arg
30

Ala Thr

Asn Glu

Ile His
95

Arg His
110

Ser Gly
Asn Leu

Val Ala

Thr

Arg

Pro

Pro

Val

Gln

Glu

Val

Ile
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145

Thr
Thr
Val
Leu
Asp

225

Leu

vVal
Asn
305
Gly
Ala
Phe
Ile
Leu
385

Lys

Arg

Gly
Pro
Leu
Ala
210
Ile
Pro
Glu
val
Glu
290
Phe
Thr
Phe
Ala
Gly
370
Ala

Ser

Glu

Gln Vval
Ile Vval
180

Asp Val
195

Ser Ser

Gln Gln

Gly Tyr

Gln val
260

Gly Gly
275

Leu Thr

Pro Ser

Val Tyr

Gly Val
340

Gly Arg
355

Lys Asn
Leu Gln

Phe Asp

Phe Pro
420

Pro
165
Glu
Asp
Gly
Gln
Ile
245
Leu
Gly
Cly
Asp
Ala
325
Axg
Ala
Lys
Gly
Phe

405

Leu

150

Arg
Val
Asp
Arg
Met
230
Ala
Arg
Cys
Ile
310
Asn
Phe
Lys
Gln
Met

390

Gly

Gly’

ES 2275275T3

Arg

Thr

Ile

Pro

215

Arg

Leu

Ala

Pro

295

Pro

Asp

Ile

Pro
375

Ser

Tyr

Met
Arg
Pro
200

Gly

Val

Val
Ala
280

Val

Asp

Val
360

Thr

Trp

Lys

Ile
Ser
185
Arg
Pro
Pro
Pro
Gly
265
Ser
Thr
Ser
val
Arg
345
His
Val
Leu
His

Ile
425

13

Gly
170
Ile
vVal
Val
Ala
Lys
250
Glu
Gly
Thr
Leu
Asp
330
Val
Ile
Ser
Leu
Asp

410

Phe

155

Thr Asp

Thr Lys

Val Gln

Leu Val
220

Trp Asp
235

Pro Pro

Ser Arg

Glu Glu

Thr Leu
300

Arg Met
315

Lys Ala
Thr Gly
Asp Ile
Ile Cys

380

Glu Gly
395

Glu Leu

Asn Glu

Ala
His
Glu
205

Asp

Thr

Arg
Leu
285

Met

Asp
Lys
Asp
365
Ala
Ser

Asp

Glu

Phe
Asn
190
Ala
Ile
Pro
Thr

Pro
270

Cys
Gly
Gly
Leu
Ile
350
Pro
Asp

Thr

Gln

Ile
430

Gln
175

Tyr
Phe
Pro
Met
Glu
255
Val
Arg
Leu
Met
Leu

335
Glu

Val

Ser

Gln
415

Gln

160

Glu
Leu
Phe
Lys
Ser
240
Phe
Leu
Phe
Gly
His
320
Leu
Ala
Glu
Lys
Lys
400

Lys

Pro
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Gln
Ile
Thr
465
Met
Gly
Ile
Phe
Arg

545

Asn

Ile

Val

Phe
625

Tyr Ala
435

Ala Thr
450

Tyr Lys

Gly Phe

Val Thr

Gln Glu
515

Val Leu
830

Phe Tyr

Glu Ser

Ile Pro

Lys Lys
595

Pro His
610

Lys Asp

Ile
Gly
Arg
Gly
Val

500

Leu

Lys
Glu
Ala
580
Met

Gln

Met

Gln

val

Pro

Leu

485

val

Ala

Ile

565

val

Leu

Glu

Ile

Val
Gly
Arg
470
Pro
Asp
Met

Gln

Asn
550

Leu
630

ES 2275275 T3

Leu
Gln
455
Gln
Ala
Ile
Ile
His
535
Arg
Pro
Val
Ala
Vval

615

Asp

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 6:

Asp Glu Leu

440

His
Trp
Ala
Asp
520
Leu
Ala
Asp
Thr
Pro
600

Leu

Gly

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 667 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(iii) HIPOTETICA: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

Gln
Leu
Ala
Gly
505
Ile
Gly
His
Phe
Lys
585
Gly

Pro

Asp

14

Met
Ser
Gly
490
Asp
Glu
Met
Thr
val
570
Lys
Pro

Met

Gly

Thr

Trp
Ser
475
Ala
Gly
Asn
val
Phe

555

Ser

Ile

Arg
635

Lys
Ala
460
Ala
Ala
Ser
Leu
Val
540
Leu
Ile
Glu
Leu
Pro

620
Thr

Gly
445
Ala
Gly
val
Phe
Pro
528
Gln
Gly
Ala
Val
Leu
605

Ser

val

Glu
Gln
Leu
Ala
Leu

510

Val
Trp
Asn
Lys
His
590
Asp

Gly

Tyx

Tyr
Gly
Asn
495
Met
Lys
Glu
Pro
Gly
575
Ala

Ile

Gly

Ile

Tyr
Ala
480
Pro
Asn
val
Asp
Glu
560
Phe
Ala

Ile

Ala
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Met

Leu

Phe

Leu

Ile

65

Thr

Sex

Phe

Arg

Val
145

Cys
Ala
Val
val
Val
225

Ser

Gln

Ala
Ser
Pro
Thr
50

Ser
Glu
Asp
Ala
Ser
130
Phe
Ile
Asp
Pro
Glu
210
Glu

Gly

Gln

Ala

Pro

Phe

35

His

Asn

Thr

val

115

Ser

Ala

Ala

Ala

Arg

195

val

Asp

Arg

Leu

Ala

Ser

20

Pro

Thr

val

Phe

Leu

100

Pro

Ile

aAla

Thr

Leu

180

Arg

Thr

Ile

Pro

val

Ala
Ser
His
His
Ile
Val
85

val
Gly
Ile
Glu
Ser
165
Leu
Met
Axrg
Pro
Gly

245

Ile

Pro
Ser
His
Ile
Ser
70

Ser
Glu
Gly
Arg
Gly
150
Gly
Asp
Ile
Ser
Arg
230

Pro

Pro

ES 2275275T3

Ser
Thr
Pro
His
55

Thr

Ala
Ala
Asn
135
Pro
Ser
Gly
Ile
215
Val

Ile

Asp

Pro
Ser
Hisg
40

Ile
Asn
Phe
Leu
Ser

120
Val

Gly
Val
Thr
200
Thr

val

Leu

Trp

Ser
Ser
25

Lys
His
Gln
Ala
Glu
105

Met

Leu

Ala
Pro
185
Asp
Lys
Arg

Ile

Asp

15

Ser
10

Thr
Thr
Ser
Lys
Pro
90

Arg
Glu
Pro
Ala
Thr
170
Ile
Ala

His

Glu

250

Gln

Ser
Leu
Thr
Gln
Val
75

Asp
Glu
Ile
Arg
Thr
155
Asn
Val
Phe
Asn
Ala
235

val

Pro

Ala
Leu
Pro
Arg
60

Ser
Glu
Gly
His
His
140
Gly

Ala

Gln
Tyr
220
Phe

Pro

Met

Phe

Pro

Pro

45

Gln

Pro

val

Gln

125

Glu

Phe

Val

Ile

Glu

205

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser
Arg
30

Pro
Arg
Thr
Arg
Thr
110
Ala
Gln
Pro
Ser
Thr
190

Thr

vVal

Asp

Leu

Lys
15

Ser
Leu
Phe
Glu
Lys
95

Asp
Leu
Gly
Gly
Gly
175
Gly
Pro
Met

Ala

Ile
255

Pro

Thr
Thr
His
Thr
Lys
80

Gly

Val

Gly
Val
160
Leu
Gln
Ile
Asp
Arg

240
Gln

Gly
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Tyr
Ile
Gly
305
Thr
Thr
Tyr
val
Arg
385
Asn
Gln
Asp
Pro
Ile
465
Gly
Lys

Gly

Val

Met
val
290
Gly

Gly

Gly

Arg
370
Ala
Lys
Gly
Phe
Leu
450
Gln
Val
Pro

Leu

Val
530

Ser
275
Arg
Cys

Ile

Asp

- Asn

355

Phe
Lys
Gln
Leu
Ser
435
Asn
Val
Gly
Arg
Pro

515

Asp

260

Arg

Leu

Ser

Pro

Glu

340

Asp

Ile

Pro

Asn

420

Ala

Phe

Leu

Gln

Gln

500

Ala

Ile

Leu
Ile
Gln
val
325
Leu
Ala
Asp
Val
His

405

Ser

Trp

Lys

Asp

His
485

Trp

Ala

Asp

Pro
Ser
Ser
310
Ala
Ser
Val
Arg
His
390
Val
Ile
Arg
Thr
Glu
470
Gln
Leu

Ile

Gly

ES 2275275 T3

Lys
Glu
295
Ser
Ser
Leu
Asp
Val
375
Ile
Ser
Leu
Gln
Phe
45%
Leu
Met
Thr

Gly

Asp
535

265

Leu Pro
280

Ser Lys

Glu Asp

Thr Leu

Ser Met
345

Ser Ser
360

Thr Gly

Asp Ile

Ile Cys

Glu Ser
425

Glu Leu
440

Gly Asp
Thr Asn
Trp Ala
Ser Gly

505

Ala Ala
520

Gly Ser

16

Asn

Lys

Met
330
Leu
Asp
Lys
Asp
Ala
410
Lys
Thr
Ala
Gly
Ala
490
Gly

Val

Phe

Glu
Pro
Arg
315
Gly
Gly
Leu
Leu
Ser
395
Asp
Glu
Glu
Ile
Asn
475
Gln
Leu

Gly

Ile

Met Leu
285

val Leu
300

Arg Phe

Leu Gly

Met His

Leu Leu
365

Glu Ala
380

Ala Glu

Ile Lys

Gly Lys

Gln Lys
445

Pro Pro
460

Ala Ile

Tyr Tyr

Gly Ala
Arg Pro
525

Met Asn
540

270

Leu

Tyr

Val

Ala

Gly

350

Phe

Ile

Leu

Leu

430

Val

Gln

Ile

Lys

Met

510

Asp

Val

Glu
val
Glu
Phe
a3s
Thr
Phe
Ala
Gly
Ala
415

Lys

Lys

Ser

Tyr
495
Gly
Glu

Gln

Gln
Gly
Leu
320
Pro
Val
Gly
Ser
Lys
400
Leu
Leu
His
Ala
Thr
480
Arg
Phe

Val

Glu



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275275 T3

Leu Ala Thr Ile Lys Val Glu Asn Leu Pro
545 550

Asn Asn Gln His Leu Gly Met Val Val Gln
565 570

Lys Ala Asn Arg Ala His Thr Tyr Leu Gly
580 585

Glu Ile Phe Pro Asn Met Leu Lys Phe Ala
595 600

Ala Ala Arg Val Thr His Arg Asp Asp Leu
610 615

Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu
625 630

Gln Glu His Val Leu Pro Met lle Pro Ser
645 650

Val Ile Thr Glu Gly Asp Gly Arg Ser Ser
660 665

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 664 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

Met Ala Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ser Pro
1 5 10

Ser Ser Ser Ser Ser Lys Ser Ser Thr Leu
20 25

Pro Phe Pro His His Pro His Lys Thr Thr
35 40

Thr Pro Thr His Ile His Ser Gln Axrg Arg
50 55

Val Ile Ser Thr Thr Gln Lys Val Ser Glu

17

val
555

Trp
Asn
Glu
Arg
Asp
635

Gly

Tyr

Ser

Pro

Arg

Thr

Lys
Glu
Pro
Ala
Ala
620

val

Gly

Phe
Pro
Pro
Phe

60

Gln

Ile
Asp
Ser
Cys
605
Ala

Ile

Ala

Ser
Arg
Pro
45

Thr

Lys

Met
Arg
Asn
590
Gly
Ile

val

Phe

Lys
Ser
30

Leu

Ile

Ala

Leu
Phe
575
Glu
val
Gln

Pro

Lys
655

Thr
15

Thr
His

Ser

Glu

Leu
560
Ala
Pro
Lys
His

640

Asp

Leu

Phe

Leu

Thr



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

65
Phe Val

Leu Val

Pro Gly

Ile Ile
130

Ala Glu
145

Thr Ser

Leu Leu

Arg Met

Thr Arg
210

Ile Pro
225

Pro Gly
Val Ile
Arg Leu
Leu Ile

290

Ser Gln
305

Pro Val

Glu Leu

Ser Arg Phe

Glu

Gly
115

Gly

Gly

Asp
Ile
195

Ser

Pro
Pro
Pro
275
Ser
Ser

Ala

Ser

Ala
100

Ala

Ser
180
Gly
Ile
vVal
Val
Asp
260
Lys
Glu
Ser

Ser

Leu
340

85

Leu

Ser

val

Gly
165
val
Thr
Thr

val

Leu
245

Trp

Ser
Glu
Thr

325

Ser

70

Ala

Glu

Met

Arg
150
Ala
Pro
Asp
Lys
Arg
230
Ile
Asp
Pro
Lys
Glu
310

Leu

Met

ES 2275275 T3

Arg

Glu

Pro
135

Ile
Ala
His
215
Glu

Asp

Gln

Lys
295

Met

Leu

Asp
Glu
Ile
120

Arg

Thr

val
Phe
200

Asn

Glu
280
Pro
Arg

Gly

Gly

Glu
Gly
105

His

Ala
185

Gln

Phe
Pro
Met
265
Met
Val
Arg

Leu

Met
345

18

Pro
90

Val
Gln
Glu
Phe
Val
170
Ile
Glu
Leu
Phe
Lys
250

Arg

Leu

Phe

Gly
330

His

75
Arg

Thrx
Ala
Gln
Pro
158
Ser
Thr
Thr
val
Leu
235

Leu

Leu

Val
315

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly
140
Gly
Gly
Gly
Pro
Met
220
Ala
Ile
Pro
Glu
val
300
Glu

Phe

Thr

Gly
Val
Thr
125
Gly
Val
Leu
Gln
Ile
205
Asp
Arg
Gln
Gly
Gln
285
Gly
Leu

Pro

Val

Ser
Phe
110
Arg
val
Cys
Ala
Val
190
Val
Val

Ser

Gln

Tyr
270
Ile
Gly

Thx

Thr

Asp
95

Ala
Ser
Phe
Ile
Asp
175
Pro
Glu
Glu
Gly
Gln
255
Met
Val
Gly

Gly

Gly
335

Tyr Ala

80
val

Serxr
Ala
Ala
160
Ala
Arg
Val
Asp
Arg
240
Leu
Ser
Arg
Cys
Ile
320

Asp

Asn
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Tyr
Asp
Ile
385

Pro

Asn

Phe
Leu
465
Gln

Gln

Ile
Ile
545
His
Arg
Pro

Val

Thr
625

Val

Glu

Ala
Asp
370
val

His

Ser

Lys
450

Asp

Trp
Ala
Asp
530
Lys
Leu
Ala
Asn
Thr
610
Pro

Leu

Gly

val
355
Arg
His
val
Ile
Arg
435
Thr
Glu
Gln
Leu
Ile
515
Gly
val
Gly
His
Met
595
His
Gly

Pro

Asp

Asp
Val
Ile
Ser
Leu
420
Gln
Phe
Leu
Met
Thr
500
Gly
Asp
Glu
Met
Thr
580
Arg
Pro

Met

Gly
660

Ser
Thr
Asp
Ile
405
Glu
Glu
Gly

Thr

Trp
485
Ser
Ala
Gly
Asn
val
565
Lys
Asp
TYyr
Ile

645

Arg

Ser

Gly

Ile
390

Cys
Ser
Leu
Asp
Asn
470
Ala
Gly
Ala
Ser
Leu
550
Val
Leu
Phe
Asp
Leu
630

Pro

Ser

ES 2275275T3

Asp
Lys
375
Asp
Ala
Lys
Thr
Ala
455
Gly
Ala
Gly
Val
Phe
538
Pro

Gln

Gly

Leu
615

Leu

Leu Leu Leu

360

Leu
Ser
Asp
Glu
val
440
Ile
Serxr
Gln
Leu
Gly
520
Ile
Val
Trp
Asn
Glu
600

Arg

Asp

Ser Gly

Ser Tyr

Glu
Ala
Ile
Gly
425

Gln

Pro

Tyr
Gly
505
Arg
Met
Lys
Glu
Pro
585
Ala

Ala

val

Ala

Glu

Lys

410

Lys

Lys

Pro

Ile

490

Ala

Pro

Asn

Ile

Asp

570

Ser

Ala

Ile

Gly Ala

19

650

Phe
Ile
395
Leu
Leu
Val
Gln
Ile
475
Lys
Met
Asp
val
Met

555

Arg

Gly
Ile
Val

635
Phe

Phe
Ala
380
Gly

Ala

Tyr
Gly
Glu
Gln
540
Phe
Glu
Val
Gln
620

Pro

Lys

Gly
365
Ser
Lys

Leu

Leu

Tyr
445
Ala
Thr
Arg
Phe
Val
525

Glu

Leu

Ala
Pro
605
Lys

His

Asp

Val
Arg
Asn
Gln
Asp
430
Pro
Ile
Gly
Lys
Gly

510
Val

Lys
Glu
590
Ala
Met

Gln

Val

Arg
Ala
Lys
Gly
418
Phe
Leu
Gln
Val
Pro
495
Leu
Val
Ala
Asn
875
Ile
Ala
Leu

Glu

Ile
655

Phe
Lys
Gln
400
Leu
Ser
Asn
Val
Gly
480

Arg
Pro
Asp
Thr
Gln
560

Asn

Phe
Arg

Asp

His

640
Thr
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 671 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iii) HIPOTETICA: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Arabidopsis thaliana

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: §:

Met Ala Ala Ala

1

Ser Thr
Arg Phe
Ser Arg

50

val Leu
65

Pro Thr
Arg Lys

Glu Thr

Ala Leu

Lys
Ser
35

Arg
Asn
Lys
Gly
Val

115

Thr

Pro
20

Leu
Arg
Thx
Pro
ala
100

Phe

Arg

Thr
5
Ser
Pro
Gly
Thr
Glu
85
Asp

Ala

Ser

Thr Thr Thr Thr Thr Ser

Pro

Phe

Ile

Thr

70

Thr

Ile

Serxr

Ser
Ser
Lys
55

Asn

Phe

Serx

10

Ser Ser Lys Ser
25

Leu Asn Pro Asn
40

Ser Ser Ser Pro
Val Thr Thr Thr
75
Ile Ser Arg Phe
S0
Val Glu Ala Leu
105

Gly Gly Ala Ser
120

Ile Axrg Asn Val

20

Ser

Pro

Lys

Sex

60

Pro

Ala

Glu

Met

Leu

Ser
Leu
Ser
45

Ser
Ser
Pro
Arg
Glu

125

Pro

Ile
Pro
30

Ser
Ile
Pro
Asp
Gln
110

Ile

Axg

Ser
15

Ile
Ser
Ser
Thr
Gln
95

Gly
His

His

Phe
Ser
Ser
Ala
Lys
80

Pro
Val

Gln

Glu
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Gln
145
Pro
Ser
Thr
Thr
val
225
Leu

Asp

Leu

305

Val
Ser
Gly
Ala
Phe

385
Ile

130
Gly

Gly
Gly
Gly
Pro

210

Met

Ile
Pro
Glu
290

val

Glu

Thr
Phe
370

Ala

Gly

Gly
Ile
Leu
Gln
195
Ile
Asp
Thx
Gln
Gly
275
Gln
Gly
Leu
Pro
Val
355
Gly

Ser

Lys

Val

Ala
180
Val
vVal
Val

Ser

Gln
260

Tyr

Ile

Gly

Thr

Cys
340
Tyr
Val

Arg

Asn

Phe
Ile
165
Asp
Pro
Glu
Glu
Gly
245
Gln
Met
val
Gly
Gly
325
Asp

Ala

Arg

Lys
405

Ala
150
Ala
Ala

Arg

val

Asp

230

Arg

Ser
Arg
Cys
310

Ile

Asp

Phe

Lys
390

Thr

ES 2275275T3

135

Ala Glu
Thr Ser
Leu Leu
Arg Met

200

Thr Arg
215

Ile Pro

Pro Gly

Ala Ile

Arg Met
280

Leu Ile
295

Leu Asn

Pro Val

Glu Leu

Tyr Ala
360

Asp Asp
375

Ile val

Pro His

Gly
Gly
Asp
185
Ile
Ser
Arg
Pro
Pro
265
Pro
Ser
Ser
Ala
Ser
345
Val
Arg
His

val

21

Tyr
Pro
170
Ser
Gly
Ile
Ile
Val
250
Asn
Lys
Glu
Ser
Ser
330
Leu
Glu
Vval

Ile

Ser
410

Ala
155
Gly
Val
Thr
Thr
Ile
235

Leu
Trp
Pro
Ser
Asp
315
Thr
His
His
Thr
Asp

395

Val

140

Arg
Ala
Pro
Asp
Lys
220
Glu
vVal
Glu
Pro
Lys
300
Glu
Leu
Met
Ser
Gly

380
Ile

Ser

Thr

Leu

Ala

205

Glu

Asp

Gln

Glu

285

Lys

Met
Leu
Asp
365
Lys

Asp

Gly

Ser
Asn
Val

190

Phe

Ala
val
Ala
270
Asp
Pro
Gly
Gly
Gly
350

Leu

Leu

Gly
Leu

175

Gln
Tyr
Phe
Pro
255
Met
Ser
vVal
Axg
Leu
335
Met

Leu

Glu

Ser Ala

Asp

Val
415

Lys
160
Val
Ile
Glu
Leu
Phe
240
Lys
Arg
His
Leu
Phe
320
Gly
His
Leu
Ala
Glu

400

Lys
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Leu
Gln
Gln

465

Ile

Pro
Asn
545
vVal
Asp
Ala
Cys
Ala
625

Ile

Thr

Ala
Lys
Lys
450

Tyr

Ser

Arg
Gln
Gly

€10

Ile

Cys

Phe

Leu
435

Phe

Thr
Lys
Gly
515

Ala

Gln

Phe
Glu
595
Ile
Gln

Pro

Asn

Gln
420
Asp
Pro
Ile
Gly
Lys
500
Phe
Ile

Glu

Leu

Tyr
580
Asp
Pro
Thx
His

Asp
660

Gly
Phe
Leu
Lys
val
485
Pro
Gly
val
Leu
Asn
565
Lys
Glu
Ala
Met
Gln

645
val

ES 2275275 T3

Met Asn Lys Val Leu

Gly Val
Ser Phe
455

Val Leu
470

Gly Gln

Arg Arg
Leu Pro

Val Asp
535

Ala Thr
580

Asn Gln
Ala Asn
Ile Phe
Ala Arxg

615

Leu Asp
630

Glu His

Ile Thr

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 9:

Trp
440
Lys
Asp
His
Gln
Ala
520
Ile
Ile
His
Arg
Pro
600
val
Thr

Val

Glu

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 652 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: protefna
(iii) HIPOTETICA: NO

425

Arg
Thr
Glu
Gln
505
Ala
Asp
Arg
Leu
Ala
585
Asn

Thr

Pro

Gly
665

22

Asn
Phe
Leu
Met
490
Leu
Ile
Gly
val
Gly
570
His
Met
Lys
Gly
Pro

650
Asp

Glu

Glu

Gly

Thr
475

Trp
Ser
Gly
Asp
Glu
555
Met
Thr
Leu
Lys
Pro
635

Met

Gly

Asn
Leu
Glu

460

Asp

Ser

Ala

Gly

540

Val

Phe

Leu

620

Ile

Axg

Arg Ala Glu Glu

Asn
445
Gly
Ala
Gly
Ser
5285
Ser
Leu
Met
Leu
Phe
605
Asp
Leu

Pro

Ile

430
Val

Ile
Lys
Gln
Gly
510
Vval
Phe
Pro
Gln
Gly
590
Ala
Leu
Leu

Asn

Lys
670

Gln

Pro

Ala

Phe

495

Leu

Ala

Ile

val

575

Asp

Ala

Axrg

Asp

Gly
655

Lys
Pro
Ile
480
Gly
Asn
Met
Lys
560
Glu
Pro
Ala
Glu
val

640
Gly
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: Brassica napus

ES 2275275 T3

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:

Met Ala Ala

1

Ser
Leu
Ser
Lys
65

Gly
val
Thxr
Gly
Ile
145
Leu

Gln

Ile

Ser

Thr

Ala

50

Ile

Ala

Phe

Arg

val
130

Cys

Ala

val

val

Lys
Pro
35

val

Lys

Asp

Ser
115
Phe
Ile
Asp

Pro

Glu

Ala

Ser

Gln

Thr

Ile

100

Ser

Ala

Ala

Ala

Axg

180
val

Thr
5
Pro
Lys
Asn
Phe
Leu
85
Pro
Thr
Ala
Thr
Met
165

Arg

Thr

Ser
Leu
Pro
Ser
Ile
70

val
Gly
Ile
Glu
Ser
150
Leu

Met

Axg

Ser
Pro
Ser
Pro
55

Ser

Glu

Gly

Gly
135
Gly
Asp

Ile

Ser

Ser
Ile
Ser
40

Val
Arg
Ala

Ala

Asn
120

Tyx

Pro

Ser

Gly

Ile

Pro
Ser
25

Arg

Ser

105

vVal

Ala

Gly

Val

185
Thr

23

Ile
10
Arg

Leu

Val

Glu
90
Met

Leu

Ala
Pro
170

Asp

Lys

Ser

Phe

His

Ala

Pro

75

Arg

Glu

Pro

Ser

Thr
155

His

Leu
Ser
Arg
Pro
60

Asp
Gln
Ile
Arg
Ser
140
Asn
Vval

Phe

Asn

Thr Ala

Leu Pro
30

Pro Leu
45

Glu Lys
Glu Pro
Gly Val
His Gln

110

His Glu
125

Gly Lys
Leu Vval

Ala Ile

Gln Glu
190

Tyr Leu

Lys
15

Phe
Ala
Thr
Arg
Glu
95

Gln
Pro
Ser
Thr
175

Thr

val

Pro
Ser
Ile
Asp
Lys
80

Thr
Leu
Gly
Gly
Gly
160
Cly

Pro

Met
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Asp
Thx
225
Gln
Gly
Gln
Gly
Leu
305
Pro
val
Gly
Ser
Lys
385
Leu
Leu
Phe

Ala

Thr
465

Val
210
Ser

Gln

Ile
Gly
290
Thr

val

Arg
370
Asn
Gln
Asp

Pro

Ile
450

Gly

195

Asp
Gly
Gln
Met
vVal
275
Gly
Gly
Asn
Ala
Arg
355
Lys
Gly
Phe
Leu
435

Gln

Val

Asp
Arg
Leu
Ser
260
Arg
Ser
Ile
Asp
Asn
340
Phe
Lys
Thr
Met
Gly
420
Ser

Val

Gly

Ile

Pro

Ala

245

Arg

Leu

Leu

Pro

Glu
325

Tyr

Asp

Ile

Pro

Asn

405

val

Phe

Leu

Gln

Pro
Gly
230
Ile
Leu
Ile
Asn
Val
310
Leu
Ala
Asp
Val
His
390
Lys
Trp
Lys

Asp

His
470

ES 2275275 T3

Arg

215

Pro

Pro

Pro

Ser

Ser

295

Ser

val

Arg

His

375

Val

Vval

Thr

Glu
455

Gln

200

Ile

Val

Asn

Gln

Glu
280

Ser

Ser

Leu

Glu

Val

360

Ile

Ser

Ser

Phe
440

Leu

Met

Val Gln

Leu Val
Trp Asp
250

Pro Pro
265

Ser Lys
Glu Glu
Thr Leu
Gln Met

330

His Ser
345

Thr Gly
Asp Ile
Val Cys
Glu Asn

410

Glu Leu
425
Gly Glu

Thr Gln

Trp Ala

24

Glu
Asp
235
Gln
Glu
Arg
Leu
Met
315
Leu
Asp
Lys
Asp
Gly
395
Axrg
Ser
aAla

Cly

Ala
47%

Ala
220
val
Pro
Val
Pro
Gly
300
Gly

Gly

Leu

Ser
380
Asp
Ala
Glu
Ile
Lys
460
Gln

205

Phe
Pro
Met
Ser
Val
285
Arg
Leu
Met
Leu
Glu
365
Ala
val
Glu
Gln
Pro
445

Ala

Phe

Phe
Lys
Arg
Gln
270
Leu

Phe

Gly

Leu
350
Ala
Glu
Lys
Glu
Lys
430

Pro

Ile

Tyr

Leu
Asp
Leu

255

Leu

Tyxr

Val

Ser

Gly

335

Phe

Ile

Leu
415
Gln
Gln

Ile

Lys

Ala
Ile
240
Pro
Gly

Val

Glu

Tyr
320
Thr

Phe

Gly
Ala
400

Lys

Lys

Ser

480
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Arg Lys
Phe CGly
Ile Val
Glu Leu

530
Leu Asn

Tyr Lys

Asn Glu

Pro Ala

Thr Met
610

His Gln
625

Asp Val

Pro

Leu

Val

515

Ala

Asn

Ala

Ile

Ala

595

Leu

Glu

Ile

Arg
Pro
500
Asp

Thr

Gln

Phe
580
Axrg
Asp

His

Thr

Gln

485

Ile

Ile

His

Arg

565

Pro

Val

Thr

Val

Glu
645

Trp

Asp
Arg
Leu

550
Ala

Thr
Pro
Leu

630

Gly

ES 2275275 T3

Leu
Ile
Gly
Val
535
Gly
His
Met
Lys
Gly
615

Pro

Asp

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID N°: 10:

Ser
Gly
Asp
520
Glu

Met

Thr

Lys
600
Pro

Met

Gly

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 637 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: protefna
(iii) HIPOTETICA: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Brassica napus

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 10:

Ser
Ala
505
Gly

Asn

val

Gln
585
Glu
TYY

Ile

Arg

25

Ser

490

Ser

Ser

Leu

Met

Leu

570

Phe

Glu

Leu

Pro

Thr
650

Gly
Val
Phe
Pro
Gln
555
Gly
Ala
Leu
Leu
Ser

635

Lys

Leu

Ala

Ile

Val
540

Trp
Asp
Gly
Arg
Asp

620

Gly

Gly
Asn
Met
525
Lys
Glu
Pro
Ala
Glu
605

val

Gly

Ala
Pro
510
Asn
Ile
Asp

Ala

Cys
590
Ala
Ile

Thr

Met
498
Asp
Val
Leu
Arg
Arg
575

Gly

Ile

Phe

Gly
Ala
Gln
Leu
Phe
560
Glu
Ile
Gln

Pro

Lys
640
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Met

Pro
Asp
Ser
65

Glu
Gly
Arg
Gly
Gly
145
Asp
Ile
Thr
Arg
Pro
225

Pro

Pro

Ala
Ser
Arg
Gln
50

Lys

Ala

Asn
130
Pro
Ser
Gly
Ile
Ile
210
Vval

Asn

Lys

Ser
val
Arg
35

Asp
Tyr
Leu
Ser
val
115
Ala
Gly
val
Thr
Thr
195
Val
Leu

Trp

Pro

Phe
Phe
20

Arg
Arg
Ala
Glu
Met
100
Leu
Arg
Ala
Pro
Met
180
Lys
Axrg
Ile

Glu

Pro
260

Ser

Ser

Ala

Thr

Pro

Arg

85

Glu

Pro

Ser

Met

Leu

165

Ala

His

Glu

Asp

Gln

245

Lys

Phe

Asn
70

Gln
Ile
Arg
Ser
Asn
150
Ile
Phe
Asn

Ala

Val
230

Pro-

val

ES 2275275 T3

Phe Gly Thr Ile

Pro Val
Axrg Val
40

Ser Arg
55

Val Pro
Gly val
His Gln
His Glu

120

Gly Lys
135

Leu Val

Ala Ile

Gln Glu

Tyr Leu
200

Phe Phe
215
Pro Lys

Met Arg

Ser His

Ser
25

Ser
Arg
Arg
Asp
Ala
108
Gln
Pro
Ser
Thr
Thx
185
val
Leu
Asp

Leu

Leu
265

26

10

Val
Val
Glu
Ser
Val
90

Leu
Gly
Gly
Gly
Gly
170
Pro
Met
Ala
Val
Pro

250

Glu

Pro

Ser

Ser

Thr Thr Leu

Pro

Pro
30

Thr
15

Ser

Ser Ala Asn Ser Lys

Gly
75

Vval
Thr
Gly
Ile
Leu
155
Gln
Val
Glu
Thr
Gln
235

Leu

Gln

Pro
60

Ala
Phe
Arg

Ile

Cys
140
Ala
Val
Val
Val
Ser

220

Gln

Ile

45

Ser

Asp

Ala

Ser

Phe

125

Ile

Asp

Pro

Glu

205

Val

Gln

Met

Leu

Thr

Ile

Asn
110
Ala

Ala

Val
190
Asp
Arg
Phe

Ser

Arg
270

Phe
Leu
Pro
95

Thr
Ala
Thr
Leu
Arg
175
Thr
Ile
Pro
Ala
Thr

255

Leu

Lys
Phe
Lys
Ser
val
80

Gly
Ile
Glu
Ser
Phe
160
Met
Arg
Pro
Gly
Ile
240

Met

Val
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Ser
Ser
Ala
305
Phe
Ala
Asp
val
His
385
Glu

Phe
Leu
Met
465
Ser
Gly

Asp

Glu

Glu
Ser
290
Ser
Ser
val
Arg
His
370
Val
Val
Glu

Gly

Thr
450

Trp

Ser

Ala

Gly

Asn
530

Ser
275
Glu
Thr
Leu
Glu
vVal
355
Ile
Ser
Leu
Leu
Glu

435

Asp

Gly

ala

Ser
515

Leu

Lys Arg
Glu Leu
Phe Met
Gln Met

325

Tyxr Ser
340

Thr Gly

Asp Ile

val Cys

Glu Asn
405

Asn Glu
420

Glu Ile
Gly Lys
Ala Gln
Gly Leu

485

Ile Ala
500

Phe Ile

Pro Val

Pro
Arg
Gly
310
Leu
Asp
Lys

Asp

Cys
390
Arg
Gln
Pro
Ala
Phe

470

Gly

Met

Lys

ES 2275275T3

Val
Arg
295
Leu
Gly
Leu
Leu
Ser
375
Asp
Arg
Arg
Pro
Ile
455

Ala

Pro

Val
535

Leu
280
Phe
Gly
Met
Leu
Glu
360
Thr
Val
Asp
Leu
Gln
440
Ile
Arg
Met
Gly
Ile

520

Leu

27

Tyr
Val
Ser
His
Leu
345
Ala
Glu
Gln
Val
Lys
425
Thr
Phe
Gly
Ala
505

Gln

Leu

val

Glu

Gly
330
Ala
Phe
Ile
Leu
Leu
410
Phe
Ala
Thr
Lys
Phe
490
val

Glu

Ile

Gly
Leu
Pro
315
Thr
Phe
Ala
Gly
Ala
395
Asp
Pro
Ile
Gly
Lys
475
Gly
Val

Leu

Asn

Gly

Thr
300

cys

Val

Gly

Ser

Lys

380

Phe

Leu

Gln

val

460

Pro

Leu

Val

Ala

Asn
540

Gly Cys Leu

285
Gly

Asp
Tyr
val
Arg
365
Asn
Gln
Gly
Arg
Leu
445
Gly
Arg
Pro
Asp
Thr

525
Gln

Ile
Asp
Ala
Arg
350
Ala
Lys
Gly
Glu
430
Leu
Gln
Gln
Ala
Ile
510

Ile

His

Pro
Glu
Asn
335
Phe
Lys

Thr

Met

Trp
415
Lys
Asp
His
Trp
Ala
495
Asp

Axg

Leu

Asn

Val

Glu
320

Tyr
Asp
Ile
Pro
Asn
400
Arg
Thr
Glu
Gln
Leu
480
Met
Gly

Val

Gly
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Met

545

Ser

Leu

Arg

Pro

Leu
625

vVal Leu Gln Trp

Phe Leu
Leu Phe
Glu Asp

595

Phe Leu
610

Ile Pro

Gly Asp

Ala
580
Leu

Leu

Ser

565

Ala

Arg

Asp

Gly

ES 2275275 T3

Glu Asp
550

Pro Ala
Ser Cys
Glu Ala
Val Val

615

Gly Thr
630

His

Asn

Gly

Ile
600

Cys

Phe

Phe Tyr

Pro Glu
570

Ile Pro

585

Gln Thr

Pro His

Lys Asp

28

Ala Ala Asn Arg Ala Asp
555 560

Ala Val Phe Pro Asp Met
$75

Ala Ala Arg Val Thr Arg
590

Met Leu Asp Thr Pro Gly
605

Gln Asp His Val Leu Pro
620

Ile Ile Vval
635
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