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ES 2316382 T3

DESCRIPCION

Secuencias GST del frijol de soja y su uso en la produccién de plantas resistentes a los herbicidas.

La presente invencidn se relaciona entre otras, con secuencias de Glutation-S-transferasa (GST) y su uso en mé-
todos para la produccién de plantas resistentes a los herbicidas. En particular los polinucledtidos segiin la invencién
pueden ser usados en métodos para la produccidon de plantas que son resistentes a los herbicidas que comprenden
fomesafen y/o acifluorfen.

Las plantas que son sustancialmente “tolerantes” a un herbicida cuando son sometidas a éstos proporcionan una
curva de dosis/respuesta que se desplaza a la derecha cuando se compara con aquella proporcionada por plantas
parecidas no tolerantes similarmente sometidas. Tales curvas dosis/respuesta tienen puesto en el eje x del grafico
“dosis” y en el eje y “porcentaje de muerte”, “efecto herbicida” etc. Las plantas tolerantes tipicamente requeri-
rdn por lo menos dos veces mds herbicida que las plantas parecidas no tolerantes para producir un determinado
efecto herbicida. Las plantas que son sustancialmente “resistentes” al herbicida presentan pocas, o ningunas, le-
siones necrdticas, liticas, cloréticas u otras cuando son sometidas al herbicida a concentraciones e indices que son
empleados tipicamente por la comunidad agroquimica para matar malas hierbas en el campo. De aqui en lo ade-
lante cuando sean usadas individualmente las palabras (i) “tolerante” y (ii) “resistente” significan “tolerante y/o
resistente”.

Las plantas resistentes a los herbicidas ya estdn disponibles en el arte por ejemplo, la ROUNDUP READY™ Soja
que es resistente a los herbicidas que tienen como sitio de accién la enzima S-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa,
tal como aquellos agroquimicos que contienen glifosato. Una de las ventajas de estas plantas es que el granjero puede
aplicar los herbicidas a los campos que contienen los cultivos de plantas y malas hierbas usando “aplicacién over the
top”, para matar las malas hierbas.

Otros ejemplos de productos para uso en métodos para la produccion de plantas resistentes a los herbicidas son
proporcionados en la Solicitud Internacional de Patente Nimero de Publicacién WO 93/01294 y WO 99/14337. Aqui
la resistencia se logra insertando en la planta un polinucleétido que proporciona la produccién de una enzima gluta-
tién-S-transferasa (GST) que estd involucrada en la detoxificacion del herbicida. En este contexto McGonigle y otros.
(1998 Pesticide Biochemistry and Physiology. 62 pp15-25) describe plantas transgénicas que comprenden genes que
codifican para GST de soja que son tolerantes a los herbicidas de cloroacetanilida y tiocarbamato. Se ha demostrado
que las enzimas Glutatiéon-S-transferasas existen en varios organismos tales como bacterias, hongos, levaduras, plan-
tas, mamiferos y peces y pueden existir como homo o heterodimeros con subunidades tipicamente entre 24 y 30 kDa.
Un ejemplo de una enzima Glutatién-S-transferasa conocida es el clon de ADNc Glicina max con el nimero de acceso
EMBL A1440996. Sin embargo, para esta enzima no se conoce ningtin dato en lo que se refiere a su actividad asi como
el herbicida sobre el cual actiia. Se ha demostrado que la detoxificacién del herbicida se logra por la conjugacién del
herbicida con el glutatién (GSH) de tiol libre, un tripéptido (gamma-glutamil-cisteinil-glicina) dentro de la planta (Co-
le D.J. 1994 Pesticide Science. 42 pp209-222). Tal conjugacion es catalizada por la GST. También se ha demostrado
que la detoxificacién de los herbicidas ocurre siguiendo la conjugacién del herbicida con homoglutation, el cual es el
tiol predominante en algunas especies de leguminosas. El homoglutation (hGSH) es también un tripéptido (gamma-
glutamil-cisteinil-Beta-alanina) pero difiere de la GSH en la adicién de Beta-alanina en vez de una glicina a la parte
gamma-glutamil-cisteinil. La sintesis del homoglutatiéon (hGSH) es catalizada por la actividad de la enzima homoglu-
tation sintasa (hGSHS). La secuencia parcial de un hGSHS de Medicago truncatula ha sido publicada (Frendo y otros.
1999 Plant Journal. 17 pp215-219).

De este modo, la presente invencidn busca proporcionar entre otros, nuevos polinucledtidos que codifiquen para
proteinas que puedan ser usadas en métodos para proporcionar plantas con altos niveles de resistencia a los herbicidas
que comprenden fomesafen y/o acifluorfen.

Segtin la presente invencién aqui se proporciona una Glutation-S-transferasa (GST) que comprende la secuencia
de aminodcidos descrita como SEQ ID No. 10 o una variante de GST que tenga al menos 80% de identidad con la
condicion de que dicha variante de GST no comprenda la secuencia de aminoécidos descrita como SEQ ID No. 36.
(la cual corresponde a la secuencia del clon SE3.03B09 listada como SEQ ID No. 8 en la Solicitud Internacional
de Patente Nimero de Publicacion WO 00/18936). En una nueva realizacién de la presente invencion dicha variante
de GST tiene al menos 85% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En atin una realizacién
adicional de la presente invencién dicha variante de GST tiene al menos 90% de identidad con la secuencia descrita
como SEQ ID No. 10. En atin una realizacién adicional de la presente invencién dicha variante de GST tiene al menos
91% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En atin una realizacién adicional de la presente
invencion dicha variante de GST tiene al menos 92% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En
aun una realizacién adicional de la presente invencién dicha variante de GST tiene al menos 93% de identidad con la
secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En atin una realizacién adicional de la presente invencién dicha variante de
GST tiene al menos 94% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En atn una realizacién adicional
de la presente invencion dicha variante de GST tiene al menos 95% de identidad con la secuencia descrita como SEQ
ID No. 10. En adn una realizacién adicional de la presente invencion dicha variante de GST tiene al menos 96% de
identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En atin una realizacién adicional de la presente invencién
dicha variante de GST tiene al menos 97% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10. En atin una
realizacién adicional de la presente invencién dicha variante de GST tiene al menos 98% de identidad con la secuencia
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descrita como SEQ ID No. 10. En atin una realizacién adicional de la presente invencion dicha variante de GST tiene
al menos 99% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 10.

El porcentaje de identidad de secuencia para proteinas se determina comparando dos secuencias dptimamente
alineadas sobre una ventana de comparacion, en la cual la porcién de secuencia de aminodcidos en la ventana de
comparacién puede comprender adiciones o deleciones (por ejemplo brechas) en comparacién con la secuencia inicial
de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que se encuentra el residuo de aminoacido idéntico
en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes
entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para dar el
porcentaje de identidad de secuencia. Cuando se calcula el porcentaje de identidad de secuencia las secuencias pueden
alinearse permitiendo hasta 3 brechas con la condicidn de que en lo que respecta a las brechas, un total de no mas
de 15 residuos de aminodcidos sean afectados. La alineacion 6ptima de secuencias para la comparacién también
puede conducirse por implementaciones computarizadas de algoritmos conocidos. En una realizacién particular de la
presente invencion la identidad de la secuencia se calcula usando el algoritmo FASTA version 3 que usa el método de
Pearson y Lipman (Lipman, D.J. y Pearson, W.R. (1985) Rapid and Sensitive Protein Similarity Searches and Science.
227:1435-1441 y Pearson, WR. y Lipman, D.J. (1988) Improved tools for biological sequence comparison. PNAS,
852444-2448) para buscar las similitudes entre la secuencia de referencia (también llamada la secuencia consultada)
y cualquier grupo de secuencias (llamadas secuencias extensas). Los métodos que existen también en el arte que
permiten calcular el porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias de polinucleétidos.

La proteina de puede diferir de la secuencia basica de la proteina GST (SEQ ID No. 10) por sustituciones conserva-
tivas o no-conservativas de aminoécidos. Una sustitucion conservativa serd entendida que significa que el aminoacido
se reemplaza con un aminodcido con propiedades quimicas ampliamente similares. En particular pueden hacerse sus-
tituciones conservativas entre los aminoacidos dentro de los siguientes grupos:

(i) Alanina y Glicina;

(i1) Serina y Treonina;

(ii) Acido Glutdmico y Acido Aspartico;
(ii1) Arginina y Lisina;

(iv) Asparagina y Glutamina;

(v) Isoleucina y Leucina,

(vi) Valina y Metionina;

(vii) Fenilalanina y Tript6fano.

En general, més sustituciones conservativas que no-conservativas serdn posibles sin destruir las propiedades GST
de las proteinas. Las variantes adecuadas de las proteinas de acuerdo con la presente invencién pueden ser determinadas
probando las propiedades de GST de la proteina usando métodos de rutina los cuales son bien conocidos por la persona
experimentada en el arte. Tales variantes de proteinas también pueden sintetizarse quimicamente usando técnicas
estdndares.

La presente invencién ademds proporciona una GST o una variante como se describe anteriormente en la cuél
dicha GST o la variante es capaz de conferir resistencia y/o tolerancia a un herbicida que comprende fomesafen y/o
acifluorfen. El herbicida también puede comprender otros Difenil éteres o Sulfonilureas como el Clorimuron Etilo y/o
Cloroacetanilidas como el acetoclor.

La invencién presente todavia llega mas alld proporcionando un polinucleétido que comprende una regidon que
codifica para una GST o una variante de GST como se describié anteriormente. En una realizacién particular de la
presente invencién dicho polinucleétido comprende la secuencia descrita como SEQ ID No. 14.

En un aspecto adicional de la presente invencion se proporciona una proteina que comprende la secuencia de
aminodcidos descrita como SEQ ID No. 1, o una variante de la proteina que tiene al menos 80% de identidad con
la cudl dicha proteina o variante es capaz de catalizar la adicién de Beta-alanina sobre gamma glutamilcisteina. En
una nueva realizacién de la presente invencion dicha variante de la proteina tiene al menos 75% de identidad con la
secuencia descrita como SEQ ID No. 1. En atin una realizacién adicional de la presente invencién dicha variante de
la proteina tiene al menos 85% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 1. En atn una realizacién
adicional de la presente invencién dicha variante de la proteina tiene al menos 90% de identidad con la secuencia
descrita como SEQ ID No. 1. En atin una realizacién adicional de la presente invencidn dicha variante de la proteina
tiene al menos 95% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 1. En atin una realizacion adicional de la
presente invencidn dicha variante de la proteina tiene al menos 96% de identidad con la secuencia descrita como SEQ
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ID No. 1. En atin una realizacién adicional de la presente invencion dicha variante de la proteina tiene al menos 97%
de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 1. En atin una realizacién adicional de la presente invencién
dicha variante de la proteina tiene al menos 98% de identidad con la secuencia descrita como SEQ ID No. 1. En atn
una realizacion adicional de la presente invencion dicha variante de la proteina tiene al menos 99% de identidad con
la secuencia descrita como SEQ ID No. 1. La identidad de secuencia puede calcularse y las variantes de proteina
creadas/identificadas de una manera andloga a la descrita anteriormente.

La presente invencién atin proporciona adicionalmente una variante de la proteina como se describié en el parrafo
precedente que tiene una Km para Beta-alanina la cual es menor que dichas variantes de Km para glicina cuando se
calcula usando el mismo método. En una realizacién adicional de la presente invencién dicha variante de la proteina
tiene una Km para Beta-alanina que es menor o igual a alrededor de 1 mM y una Km para glicina que es mayor
que 1 mM cuando se calcula usando el mismo método. En atin una realizacién adicional de la presente invencién
dicha variante de la proteina tiene una Km para Beta-alanina la cual es menor o igual a alrededor de 0.8 mM y una
Km para glicina que es mayor que 0.8 mM cuando se calcula usando el mismo método. La Km o la “Constante de
Michaelis-Menten” es un pardmetro cinético que indica la concentracién del sustrato a la que la velocidad inicial de
la reaccién (Vo) es la mitad de la maxima. Los métodos para el calculo de la Km son bien conocidos por las personas
experimentadas en el arte.

La presente invencidn proporciona ademds una variante de proteina como se describié anteriormente que com-
prende una secuencia que contiene al menos la secuencia de una de las regiones de aminodcidos descritas en el grupo
descrito como SEQ ID No. 2 (KKIQQELAKP); SEQ ID No. 3 (CFAGLWSL); SEQ ID No. 4 (VMKPQREGGGN-
NIYG) y SEQ ID No. 5 (AAYILMQRIFP). En atin una realizacién adicional de la presente invencion dicha variante de
la proteina comprende una secuencia la cual contiene al menos la secuencia de dos regiones de aminodacidos seleccio-
nados del grupo descrito como SEQ ID No. 2, 3,4 6 5. En atn una realizacion adicional de la presente invencién dicha
variante de la proteina comprende una secuencia que contiene las secuencias de todas las regiones de aminoacidos
descritas como SEQ ID No. 2, 3,4 6 5.

La presente invencion atin proporciona adicionalmente un polinucleétido que comprende una regién que codifica
para la proteina o variante de la proteina como se describié anteriormente. En una realizacién adicional de la presente
invencién dicho polinucleétido comprende la secuencia descrita como SEQ ID No. 6.

La presente atin proporciona adicionalmente un polinucleétido que comprende una primera regién que comprende
un polinucleétido que codifica para una GST o variante de GST seguin la presente invencién y una segunda regioén
que comprende un polinucleétido que codifica para una proteina o variante de la proteina de acuerdo a la presente
invencion. En una realizacion adicional de la presente invencion dicha primera regién comprende un polinucle6tido
que codifica para la secuencia de aminoacidos descrita como SEQ ID No. 10 y dicha segunda regién comprende
un polinucledtido que codifica para la secuencia de aminodcidos descrita como SEQ ID No. 1. Las regiones pueden
estar separadas por una regién que proporciona un polipéptido para el autoprocesamiento que es capaz de separar tal
como el polipéptido de autoprocesamiento descrito en US 5,846,767 o cualquier elemento que funcione similarmente.
Como alternativa las regiones pueden separarse por una secuencia la cual actiia como un sitio diana para un elemento
externo que es capaz de separar las secuencias de proteina. Como alternativa el polinucleétido puede proporcionar un
poliproteina que comprende una pluralidad de funciones de proteina tales como una GST y una homoglutatién sintetasa
segun la invencién. En una nueva realizacién de la presente invencion las proteinas de la poliproteina pueden colocarse
en tdindem. En atin una realizacién adicional de la presente invencién la poliproteina comprende una pluralidad de
funciones de proteina que estidn separadas por secuencias enlazadoras.

La presente invencién proporciona ain adicionalmente una construccién de ADN que comprende la secuencia de
un promotor operable de planta operablemente enlazado a un polinucleétido operablemente enlazados a una regién
de terminacion de la transcripcion segin la presente invencién. En una realizacién adicional de la presente invencién
la construccién de ADN ademds comprende una region o una pluralidad de regiones que proporcionan el blanco del
producto o de los productos de la proteina para una localizacién o localizaciones particulares. La construccién de ADN
puede ademds comprender una regién que proporciona para la produccién de una proteina que actia como un mar-
cador de seleccion. El marcador de seleccion puede, en particular, conferir resistencia a la kanamicina; higromicina o
gentamicina. Los marcadores de selecciéon mds apropiados incluyen genes que confieren resistencia a otros herbicidas
como los herbicidas basados en glifosfato o resistencia a toxinas como la eutipina. Otras formas de seleccion también
se encuentran disponibles como los sistemas de seleccién basados en hormona como el sistema de Multi Auto Trans-
formacién (MAT) de Hiroyrasu Ebinuma y otros. 1997. PNAS Vol. 94 pp2117-2121; sistemas de seleccion visual que
usan la conocida proteina de fluorescencia verde, la 8 glucoronidasa y cualquier otro sistema de seleccidn tal como
el de manosa isomerasa, el de xilosa isomerasa y el de 2-deoxiglucosa (2-DOG). El promotor operable de planta de
la construccién de ADN puede seleccionarse del grupo que consiste en Agrobacterium rhizogenes RolD; RolD/Fd;
el inhibidor de proteasa de papa II; CaMV35S; CamV35S doble potenciado; FMV35S; NOS; OCS; Patatin; E9; el
interruptor alcA/alcR.; el interruptor GST; el interruptor RMS; el oleosin; el promotor de la subunidad pequefia de la
ribulosa bisfosfato carboxilasa-oxigenasa. Los terminadores que pueden usarse en las construcciones de acuerdo a la
presente invencion incluyen Nos, inhibidor de proteinasa Il y el terminador del gen de la alfa-tubulina (EP-A 652,286).
Es igualmente posible usar, en asociacién con la secuencia de regulacion del promotor, otras secuencias de regulacién
las cuales se sitdan entre el promotor y la secuencia que codifica para la proteina segtn la presente invencion, tales
como potenciadores transcripcionales o traduccionales, por ejemplo, el activador de traduccién del virus del grabado
del tabaco (TEV) descrito en la Solicitud Internacional de Patente, PCT nimero de publicacién W0 87/07644 o la se-
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cuencia lider de la Glucanasa II. El polinucleétido que codifica para la proteina segtn la invencion también puede ser
codén-optimizado, o alterado por otra parte para potenciar por ejemplo, la transcripcién una vez que es incorporado en
el material de la planta. Tal optimizacién de codén también puede usarse para alterar la estructura secundaria predicha
del transcripto de ARN producido en cualquier célula transformada, o para destruir la inestabilidad de los elementos
cripticos de ARN presentes en el transcripto inalterado, de este modo aumentando la estabilidad y/o disponibilidad del
transcripto en la célula transformada (Abler and Green. 1996. Plant Molecular Biology (32) pp63-78).

La presente invencidn todavia proporciona adicionalmente un método para proporcionar plantas que son resistentes
y/o tolerantes a un herbicida difenil éter que comprende: (a) insertar en el material del genoma de la planta un polinu-
cleétido o secuencia de polinucledtido que proporciona una GST o variante de GST como se describi6 anteriormente
o una construcciéon de ADN como se describié anteriormente; y (b) regenerar plantas o partes de plantas de allf; y (c)
aplicar a dichas plantas o partes de plantas una cantidad de dicho herbicida difenil éter que es fitot6xico a las plantas
tipo control y seleccionar estas plantas o partes de plantas que son resistentes a dicho herbicida difenil éter. En una
nueva realizacién de la presente invencion el polinucleétido insertado en el material de la planta de acuerdo con el
método de la oracidn precedente codifica para una secuencia de aminodcidos descrita como SEQ ID No. 10.

La presente invencién todavia proporciona adicionalmente métodos como los descritos en el parrafo precedente
en los cudles dicho herbicida difenil éter comprende fomesafen y/o acifluorfen. La construccién polinucle6tido/ADN
puede ser incorporada en el material del genoma de la planta de acuerdo con la presente invencién por técnicas de
transformacion de plantas las cudles son bien conocidas por las personas experimentadas en el arte. Tales técnicas
incluyen pero no se limitan a la transformacién por particulas mediada por biolistica. La transformaciéon mediada
por Agrobacterium, transformacién de protoplastos (opcionalmente en presencia de polietilenglicoles); sonicacién
de tejidos de plantas, células o protoplastos en un medio que comprende el polinucleétido o vector; microinsercién
del polinucleédtido o vector en el material totipotente de la planta (opcionalmente empleando la conocida técnica de
“pelos” de carburo de silicio), electroporacién y similares. Las técnicas que son especificamente optimizadas para
un cultivo particular pueden ser empleadas para los propdsitos de transformar un cultivo particular de acuerdo con
la presente invencién. Por ejemplo, cuando se transforma la soja puede ser preferible usar un método basado en uno
descrito por Christou y otros (1990). Dan y otros (1999). Williams y otros (2000) y Hinchee y otros (1999). El método
de transformacién per se no es pertinente a la presente invencién y la persona experta puede emplear cualquier método
funcional apropiado para el cultivo diana.

La presente invencion todavia proporciona adicionalmente plantas o partes de plantas resistentes a los herbicidas
obtenidas de acuerdo a los métodos descritos anteriormente. Tales plantas o partes de planta pueden seleccionarse
del grupo que consiste de: melones; mangos; soja; algodon; tabaco; remolacha azucarera; colza oleaginosa; canola;
lino; girasol; papa; tomate; alfalfa; lechuga; maiz; trigo; sorgo; centeno; bananos; cebada; avena; césped de hierba;
césped de forraje; cafia de azicar; guisante; haba; arroz; pino; dlamo; manzana; melocotones; uva; fresas; zanahoria;
lechuga; berza; cebolla; citrico; cereal; plantas de nuez u otros cultivos de horticultura. En una realizacion particular
de la presente invencién dichas plantas o partes de planta son las plantas o partes de la planta de soja (Glicina sp.).

La presente invencion todavia proporciona adicionalmente un método de proporcionar una planta con una carac-
teristica agrondmica deseada adicional que comprende: (a) insertar en el material del genoma de la planta o parte de
una planta como es descrito anteriormente un polinucleétido que proporciona la caracteristica agrondmica deseada;
y regenerar plantas o partes de planta de dicho material; o (a) cruzar una primera planta o parte de planta como se
describi6 anteriormente con una segunda planta que proporciona dicha caracteristica agrondémica deseada; y (b) selec-
cionar aquellas plantas resultantes que contienen dicha caracteristica agronémica deseada adicional. Serfa apreciado
que la planta resultante de tal método contenga las caracteristicas de las GSTs y/o homoglutatién sintetasa segun la
presente invencién como se describié anteriormente junto con las caracteristicas asociadas con dichas caracteristicas
agronémicas. En una realizacion adicional de la presente invencién dicha caracteristica agronémica deseada adicional
proporciona la resistencia a un herbicida que comprende glifosato o una sal del mismo. La caracteristica agronémica
deseada adicional también puede ser seleccionada del grupo que consiste de: mayor resistencia al herbicida; resistencia
al insecto; resistencia al nematodo; tolerancia al stress; rendimiento alterado; valor de nutricional alterado; cualidad
alterada o cualquier otra caracteristica agrondmica deseable. En atn una realizacién adicional de la invencion dicha
caracteristica agronémica adicional comprende la resistencia y/o tolerancia a insectos lograda por la produccion de
proteinas insecticidas tales como las lectinas o proteinas derivadas de Bacillus thuringiensis, Xenorhabdus sp. y de
Photorabdus sp en la planta. En ain una realizacién adicional de la invencién dicha caracteristica agrondémica adicio-
nal comprende la resistencia y/o tolerancia a nematodos lograda por medio de la produccién de proteinas nematicidas
tales como los inhibidores de enzima, en la planta.

La presente invencién todavia proporciona adicionalmente un método para controlar selectivamente las malas hier-
bas en un campo dicho campo comprendiendo la cosecha de las plantas y las malas hierbas dicho método comprende
la aplicacién a dicho de campo de una formulacién agricolamente aceptable de un agroquimico que comprende fome-
safen y/o acifluorfen en la cual dicho cultivo de plantas son las plantas segin la invencion.

La invencién serd ahora descrita por via de los siguientes ejemplos no limitantes con referencia a las figuras y
secuencias enumeradas en las que:

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico del vector de clonaje pMJIB2.
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La Figura 2 muestra un diagrama esquematico del vector de clonaje pMOG1051
La Figura 3 muestra un diagrama esquematico del vector binario pMOG800

La Figura 4 muestra un diagrama esquematico del vector pFT2 usado, para la transformacién por medio de Agro-
bacterium, para transformar las plantas para dar la resistencia a los herbicidas.

Lista de secuencias
SEQ ID No.1. Homoglutatién sintetasa de Glicina max.
SEQ ID Nos. 2 a 5. Regiones de la proteina Homoglutatién sintetasa.
SEQ ID No. 6. Secuencia polinucleotidica que codifica para la Homoglutation sintetasa de Glicina max.
SEQ ID Nos. 7a 10.  Glutatién-S-transferasas 2.6, 3.1, 3.2 y 3.3 respectivamente.

SEQID No. 11 a 14.  Polinucleétidos que codifican para las GSTs 2.6, 3.1, 3.2 y 3.3 respectivamente. (GST 3.3
también puede estar referida como GST 3.6).

SEQ ID Nos. 15 a24. Los cebadores.

SEQ ID Nos. 25 a 34. La secuencia de soja derivada de la secuencia de dcidos nucleicos P32110; la secuencia de
Frijol Mungo U20809; la secuencia de Tabaco Q03663; la secuencia de papa derivada de
la secuencia de 4cidos nucleicos P32111; la secuencia de Arabidopsis P46421; la secuen-
cia (genémica) de Arabidopsis P46421; la secuencia de Papaya AJ000923; la secuencia
de Abeto AF051214; la secuencia de trigo AF004358; la secuencia de Abeto AF051238
respectivamente.

SEQ ID No. 35. El cebador.

SEQID Nos 36 a43. Las secuencia de clones enumeradas como SEQ ID Nos. 8, 22, 7,21, 31, 15,23 y25en la
Solicitud Internacional de Patente Numero de Publicacién WO 00/18936.

Ejemplo 1
Aislamiento e identificacion de ADNcs parciales que codifican para GSTs de soja

1.1 Se obtuvieron ADNcs parciales que codifican para GSTs de soja usando la reaccién en cadena de la polimerasa
reverso-transcriptasa (RT-PCR) con oligonucledtidos cebadores degenerados disefiados para las regiones conservadas
dentro de las conocidas GSTs clase tau usando métodos de alineamiento conocidos en el arte. El ARN total se obtuvo
de cultivos celulares de soja (Glicina max cv. Mandarin) usando el reactivo TRIZOL™ (Life Technologies™) segtin las
pautas de los fabricantes. La primera cadena de ADNc se obtuvo de 5 ug de ARN total usando el oligonucleétido OG2
(SEQ ID No. 35) en conjunto con la reverso transcriptasa Superscript-1I (Life Technologies™) usando los protocolos
estandares proporcionados por el fabricante. Los oligonucleétidos cebadores degenerados CON2 (SEQ ID No. 17) y
CON3 (SEQ ID No. 18) se usaron entonces en las reacciones de PCR independientes con el oligonucleétido cebador
OG9 (SEQ ID No. 16) para amplificar parcialmente los genes que codifican para la GST a partir de la primera cadena
de ADNc. 2 ul de la primera cadena de ADNCc sintetizada se usaron como plantilla en la reaccién. Las condiciones
de PCR usadas son (94°C, 45 s; 51°C, 30 s y 72°C, 60 s) 35 ciclos usando la Tag ADN polimerasa suministrada
por Life Technologies y un termociclador Techne. Los productos amplificados fueron ligados en el vector pCR2.1
(Invitrogen™) y transformados en células de E. coli INV F’.

1.2 Las colonias transformadas se seleccionaron en medio LB que contiene 100 ug ml-1 de ampicilina y 40 ug ml de
X-GAL. Los plasmidos se recuperaron a partir de cultivos de toda la noche de 5 ml, iniciado cada uno de 90 colonias
blancas individuales (45 de cada reaccidn de RT inicial). Los diferentes plasmidos fueron sometidos entonces a andlisis
de restriccion (EcoRI, Sspl, Sspl: Sphl y Rsal) permitiendo agrupar los clones similares. Los distintos ADNcs fueron
identificados por secuencia automatizada de ADN con los cebadores M13, usando un secuenciador automadtico de
ADN ABI 377, y analizados por similitud con las secuencias de GST conocidas mediante la realizacién de bisquedas
en bases de datos usando el algoritmo BLAST (Altschul S.F y otros, 1990).

Ejemplo 2

Aislamiento e identificacion del ADNc parcial que codifica para la homoglutation sintetasa

2.1 Un ADNc de longitud parcial que codifica para la homoglutation sintetasa fue obtenido por RT-PCR. Los
oligonucleétidos cebadores degenerados MS-3 (el SEQ ID No.15) y OG9 (SEQ ID No. 16) se usaron para amplificar
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especificamente el clon deseado de primera cadena de ADNc, producido por cultivos celulares de soja como se describe
anteriormente.

2.2 El producto de PCR obtenido se clond en el vector pCR2.1 y fue secuenciado usando un secuenciador automd-
tico de ADN AB1377™. Los productos que exhiben homologia con glutation sintetasas relacionadas fueron identifi-
cados buscando en las bases de datos usando el algoritmo BLAST.

Ejemplo 3
Construccion de la libreria, aislamiento del clon y secuenciacion

3.1 Se construy6 una biblioteca de ADNc usando el sistema lambda ZAP-II (Stratagene). E1 ARN total se aisl6 de
una suspension celular de cultivos de 5 dias de células soja (cv. Mandarin) usando reactivo TRIZOL™. E1 ARNm Poli
A+ se aisl6 a partir de ARN total usando PolyATtract (Promega™) segiin los protocolos estdndares suministrados. La

biblioteca de ADNCc se construyé segiin los siguientes protocolos estdndares proporcionados por Stratagene™.

La tabla 1 mds abajo muestra las caracteristicas de la biblioteca de ADNc construida de una suspension celular de
cultivos de 5 dias de células soja (cv. Mandarin).

Biblioteca Titulo primario | Promedio talla
ADNc

Cultivo de células de|2x10° pfu 1.4 Kb

planta de semillero

3.2 Las secuencias parciales de ADNc identificadas en los ejemplos anteriores fueron marcadas con P*? usando el
kit de marcaje Ready-to-go (Pharmacia™) y usadas para muestrear la biblioteca de ADNc de soja por ADNcs de lon-
gitud completa. Fueron muestreados 160,000 pfu y las colonias supuestas hibridaron de forma cruzada con las sondas
sometidas a un muestreo secundario y terciario hasta que se observo pureza en la placa. E1 ADN de los plasmidos se
recupero de las reservas de placas puras usando protocolos de escision in vivo suministrados por Stratagene™. Fue-
ron identificados los ADNcs de longitud completa que codifican para GSTs y los ADNcs de longitud completa que
codifican para la homoglutatién sintetasa.

Ejemplo 4
Identificacion de GSTs de soja con actividad sobre sustratos herbicidas
4.1 Expresion bacteriana de los clones de ADNc

Los ADNcs de longitud completa que codifican para homoglutation sintetasa y glutatién S-transferasa se expresa-
ron de forma independiente en E.coli usando el sistema de expresion pET (Novagen™).

4.2 Los sitios Ndel o Ncol fueron introducidos de forma apropiada en el extremo 5 de los ADNcs que codifican
para la glutatién S-transferasa y BamHI en el extremo 3’ usando PCR. El ADNc se clon6 entonces en el pET-24a o
pET-24d como es apropiado. Los plasmidos resultantes se introdujeron en E.coli BL21 (DE3) usando procedimientos
estandares de transformacion bacteriana conocidos por aquellos expertos en el arte. La expresion y purificacién de
la GST recombinante se realiz6 usando cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de afinidad S-Hexil-
glutation segtin los métodos conocidos en el arte (por ejemplo, Skipsey y otros, 1997). La actividad GST de la proteina
recombinante purificada hacia CDNB, acetoclor, acifluorfen, etil clorimuron, fluorodifen, fomesafen y metolaclor en
presencia de ambas glutatién y homoglutatién se realiz6 por medio de ensayos que se describen en Andrews y otros,
1997 y Skipsey y otros, 1997.

4.3 La tabla 2 mds abajo muestra la actividad de enzimas recombinantes. +SE, n=2, ND = No detectable, * Activi-
dad nkat mg-1, **Actividad pkat mg-1
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Ejemplo 5
Identificacion de Homoglutation sintetasa activa
5.1 Expresion bacteriana del clon de ADNc

Sitios de enzimas de restriccion 5° Ncol y 3° Xhol fueron introducidos en el ADNc de homoglutatién sintetasa por
medio de PCR usando los cebadores MS4-Nco (SEQ ID No. 20). Ademas, el uso del cebador MS-4-HIS proporciona
una cola de HIS C-terminal para ayudar a la purificacién de la enzima.

5.2 El fragmento resultante de la PCR fue digerido con Ncol y Xhol y ligado en el pET-24d similarmente digerido.
Este vector fue llamado pET-MS4-His. La purificaciéon de la homoglutatioén sintetasa se realizé usando el siguiente
método. Las E.coli BL21 (DE3) que portaban el plasmido pET-MS4-His (seccién 1.3) fueron crecidas a 30°C hasta
una DOgy = 0.5, luego se afiadié isopropil-S-tiogalactésido (IPTG) a una concentracién final de 0.1 mM. Posterior
a una incubacién de 3 horas las bacterias fueron colectadas por centrifugacién, resuspendidas en tampén A (20 mM.
Tris, 0.5 M NaCl, 5 mM. imidazol pH 8.0) y lisadas. Los restos celulares fueron removidos por centrifugacién (10,000
¢, 10 min) y el sobrenadante aplicado a una columna de 5 ml de dcido iminidiaceico (Sigma™), previamente cargado
con NiSO, y equilibrado en tampé6n A. La columna fue lavada con tampdén A que contiene 20 mM de imidazol, seguido
por tamp6n A que contiene 300 mM de imidazol para remover las proteinas unidas por afinidad.

5.3 La proteina eluida fue concentrada usando una columna de centrifugacion Centriplus 30 (Amicon™) y resus-
pendida en tampén A previo a su aplicacion a una columna quelante HiTrap de 1 ml (Pharmacia™), pre-cargada con
NiSO, y equilibrada como se describié anteriormente. La proteina unida por afinidad es recobrada entonces usando
una concentracion creciente de imidazol de 20-200 mM vy la presencia de la homoglutation sintetasa recombinante con
cola de Histidina fue detectada usando anticuerpos para colas de Histidina de acuerdo a procedimientos conocidos. Las
fracciones que contenian la homoglutatién sintetasa recombinante fueron agrupadas, concentradas usando columnas
de centrifugacién Centricon 30 y resuspendidas en 20 mM Tris-HCI1 pH 8.0, 1 mM DTT.

5.4 Se ensayo6 la actividad de la homoglutatién sintetasa en 250 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM KCl, 20 mM MgCl,,
5 mM DTT, 10 mM ATP, 1 mM vy-glutamilcisteina y 50 mM glicina o 10 mM g-alanina en un total de 100 pl.
Los controles experimentales no contenian la enzima o glicina/ S-alanina. Los ensayos se realizaron a 30°C por 60
minutos, con alicuotas de 20 ul removidas a intervalos de tiempo regulares. Entonces se realizé una derivatizacién
monobromobimana en las alicuotas para determinar la presencia de o glutatién o homoglutatién de acuerdo con los
métodos descritos por Cummins y otros, 1997.

TABLA 3

Caracteristicas de la homoglutation sintetasa recombinante

B-alanina Glicina
Vmax (pkats/mg hGS) | 42250 £ 3173|3300 + 341
Km (mM) 0.84 £ 0.19 |54.9 + 18.7

Ejemplo 6
Generacion de plantas resistentes/tolerantes a los herbicidas

6.1 Las plantas con tolerancia incrementada a los herbicidas acifluorfen y fomesafen fueron obtenidas por expresion
en la planta hospedero de ambos la GST 3.3 activa de soja y la homoglutation sintetasa para incrementar ademads los
niveles de homoglutatién, requeridos para potenciar la eficiencia de la funcién de GST 3.3.

6.2 La PCR, usando los oligonucledtidos cebadores hGSH-Ncol (SEQ ID No. 21) y hGSH-KpnI (SEQ ID No. 22)
se usé para introducir un sitio 5° Ncol y un sitio 3° Kpnl en el ADNc GST 3.6. El producto resultante de la PCR fue
purificado, secuenciado, digerido con Ncol y Kpnl y ligado en el vector pMJB2 (Figura 1). El cassette de expresion,
que comprende el promotor doble potenciado CaMV35S: Glucanasa II lider, ADNc de hGSH sintetasa y terminador
nos fue escindido entonces de pMJB2 usando HindlIl/EcoRI y ligado en el vector binario pMOGS800 similarmente
digerido (Figura 3).

6.3 Los oligonucleétidos cebadores 3.6-BglIl (SEQ ID No. 23) y 3.6 Ncol (SEQ ID N. 24) fueron usados para
introducir los sitios Ncol y BglII en los extremos 5° y 3° del ADNc GST 3.6 respectivamente. El producto resultante
de la PCR fue purificado, secuenciado y digerido con Ncol y Bglll y sub-clonado en el vector pMOG1051 (Figura 2).
El cassette de expresion que comprende el promotor RolD/Fd, ADNc de GST 3.3 y el terminador PI-II de papa fue
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escindido entonces de pMOG1051 usando BamHI y ligado en el dnico sitio BamHI en el vector binario pMOG800
(Figura 3) que porta el cassette de expresién de la homoglutation sintetasa (ver adelante). La orientacién del inserto
fue determinada por PCR. El vector binario resultante, llamado pFT2 (Figura 4) fue secuenciado integramente para
confirmar su autenticidad.

Ejemplo 7
Transformacion y Regeneracion de planta

7.1 El vector binario pFT2 fue transformado en Agrobacterium tumefaciens cepa LBA 4404 usando el método
de transformacién de congelacion descongelacién proporcionado por Holsters y otros, 1978. La transformacién de
tabaco y regeneracion de la planta entera fue realizada usando Nicotiana tabacum var. Samsun segtin los protocolos
estandares detallados por Bevan, 1984. Los eventos de transformacién se seleccionaron en medio MS que contiene
kanamicina. Pueden ser empleados otros métodos de transformacién para la transformacion de otros cultivos, tales
como la soja. Ejemplos de tales métodos son referidos a continuacién.

Ejemplo 8
Andlisis de plantas transgénicas
8.1 Andlisis por PCR de los transformantes

Se tomaron muestras de hojas de lineas transformadas y se extrajo ADNc segtin los métodos descritos por Edwards
y otros, 1991. Los pares de oligonucleétidos cebadores SEQ ID No. 21 y SEQ ID No. 22 y SEQ ID. No. 23 SEQ ID
No. 24 fueron usados para amplificar regiones especificas dentro de la homoglutatién sintetasa y GST 3.3 para permitir
la deteccidn de ambos transgenes dentro del material putativo de la planta transformada.

Los andlisis siguientes fueron realizados en material positivo a PCR para confirmar la funcionalidad de los genes
introducidos.

8.2 Andlisis de la enzima

La actividad GST hacia el fomesafen en lineas transgénicas fue realizado de acuerdo a los métodos descritos en la
publicacién de Andrews y otros, 1997.

8.3 Actividad sintetasa de tiol libre

Las actividades glutatiéon y homoglutatién sintetasa fueron determinadas en las lineas transgénicas usando el ensayo
descrito anteriormente.

8.4 Determinacion de tiol libre

La presencia de tiol libre en las plantas transgénicas fue determinada usando el método de derivatizacion monobro-
mobimana. El tejido (1 g) fue pesado con precisién, congelado en nitrégeno liquido, triturado a polvo fino y transferido
a un tubo limpio que contiene 3 ml de HC1 0.1 M. Después de una incubacién en hielo por 30 minutos con mezcla
ocasional, la mezcla fue transferida a un tubo eppendorf y centrifugada (13,000 g, 3 min). Dos alicuotas de 100 u1 de
sobrenadante fueron transferidas a tubos eppendorfs limpios, y se afiadié 10 ul de agua a uno y al otro se le afadi6
1 mM de glutation o homoglutatién (10 wl). El tiol libre presente fue reducido por la adicién de 10 ul de NaOH 1M
seguido por 10 ul de NaOH que contenia 20 mg/ml NaBH, y la solucién fue incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente.

8.4.1 La reaccion fue detenida por la adicion de 120 ul de HCI 3.6 M y las muestras centrifugadas (13,000 g, 5
min). El sobrenadante (100 ul) fue transferido a un tubo fresco y 10 ul de 5 mg ml de monobromobimana disueltos en
acetonitrilo afiadidos, seguido por 5 ul de N-etilmorfolina al 35% v/v. Las muestras fueron puestas en la oscuridad por
un periodo de 20 min, y la reaccién fue parada por la adicién de 880 ul de 4cido acético al 5% (5 ul v/v). Una curva
estdndar fue preparada derivatizando glutatién o homoglutatiéon (0-20 mmol), y los conjugados S-bimana analizados
por HPLC usando metodologia conocida en el arte (Cummins y otros, 1997).

Ejemplo 9
Pruebas de tolerancia a los herbicidas

9.1 A continuacién del cultivo de tejidos, las plantulas resistentes a la kanamicina fueron transferidas a recipientes
de 5 pulgadas que contienen abono para recipientes John Innes no. 3. Se les permiti6 a las plantas desarrollarse hasta
aproximadamente un estadio 10 de hoja y se aplicé fomesafen a 10 g ai ha™!, formulado con surfactante no i6nico, al
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TABLA 4

Andlisis de lineas de tabaco transgénicas

Linea de | % de|Actividad GST { Actividad | Actividad [ ug UG
planta dafio | hacia fomesafen | GSH hGSH GSH hGSH
GSH hGSH
WT 55 1.4 5.0 0.91 ND 71.3 ND
T82 3740 |15 5.2 558.5 4.6 113.3 78.3 18.5
T82 3747 |5 10.7 1320.4 1.59 145.9 112.2 | 26.9
Ejemplo 10

Produccion de lineas homocigdticas de plantas

10.1 Las lineas transgénicas de planta de una sola copia fueron identificadas por andlisis con Southern blot segtin
los métodos descritos por Sambrook, 1989 usando sondas apropiadas radiomarcadas. El andlisis de segregacion fue
realizado en plantas que contenian un solo evento de insercién por germinaciéon en medio MS que contiene kanamicina.
La confirmacidn posterior de lineas homocigéticas puede ser realizada por retro cruzamiento de lineas transgénicas
con tabaco tipo salvaje y andlisis de segregacién genética seguido por seleccién en kanamicina.
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REIVINDICACIONES

1. Una Glutatién-S-transferasa (GST) que comprende la secuencia de aminoécidos descrita como SEQ ID NO. 10 o
una variante de GST que tiene al menos 80% de identidad con la misma cuando se calcula sobre la longitud completa
de la SEQ ID NO. 10 con la condicién de que dicha variante de GST no comprenda la secuencia de aminodcidos
descrita como SEQ ID NO. 36, y en la cual la GST o variante de GST sea capaz de conferir resistencia y/o tolerancia
a un herbicida el cual comprende fomesafen y/o acifluorfen.

2. Un polinucleétido que comprende la regién que codifica para una GST o variante de GST de acuerdo a la
reivindicacioén 1.

3. Un polinucleétido de acuerdo a la reivindicacién 2 que comprende la secuencia descrita como SEQ ID NO. 14.

4. Una proteina que comprende la secuencia de aminodcidos descrita como SEQ ID NO. 1 o una variante de
proteina que tiene al menos un 80% de identidad con la misma cuando se calcula sobre la longitud completa de
la SEQ ID NO. 1, donde dicha proteina o variante es capaz de catalizar la adicién de Beta-alanina sobre gamma
glutamilcisteina y donde la variante tiene una Km para Beta-alanina la cual es menor que dichas variantes de Km para
glicina cuando se calcula usando el mismo método.

5. Una variante de proteina de acuerdo a la reivindicacion 4 cuya variante comprende una secuencia de aminoécidos
seleccionada del grupo descrito como SEQ ID NOs. 2, 3,4 6 5.

6. Un polinucledtido que comprende una regién que codifica para una proteina o variante de proteina segtn las
reivindicaciones 4 6 5.

7. Un polinucleétido de acuerdo a la reivindicacién 6 que comprende la secuencia descrita como SEQ ID NO. 6.

8. Un polinucleétido que comprende la primera region que comprende un polinucleétido segtin las reivindicaciones
2 6 3 y una segunda regién que comprende un polinucleétido segin las reivindicaciones 6 6 7.

9. Un polinucleétido de acuerdo a la reivindicacién 8 donde dicha primera region comprende un polinucleétido
que codifica para la secuencia de aminodcidos descrita como SEQ ID NO. 10 y dicha segunda regién comprende un
polinucleétido que codifica para un aminodcido descrito como SEQ ID NO. 1.

10. Un método de proporcionar plantas que sean resistentes y/o tolerantes a un herbicida difenil éter que compren-
de:

(a) insertar en el material del genoma de la planta un polinucleétido o una secuencia de polinucledtido de
acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 2, 3,8 6 9;

(b)  regenerar plantas o partes de plantas de la misma; y

(c)  aplicar a dichas plantas o partes de plantas una cantidad de dicho herbicida difenil éter el cual es fitotéxico
a las plantas tipo control y seleccionar aquellas plantas o partes de plantas las cuales son resistentes a dicho
herbicida difenil éter.

11. Plantas o partes de plantas, donde dichas plantas o partes de plantas son resistentes a los herbicidas difenil
éter debido a la expresion de una GST de acuerdo a la reivindicacién 1 codificada por una construccién de ADN que
comprende un polinucleétido segiin cualquiera de las reivindicaciones 2, 3, 8 6 9.

12. Un método para proporcionar una planta con una caracteristica agrondmica deseada adicional que comprende:

(a)  insertar en el material del genoma de la planta de una planta o parte de una planta de acuerdo a la reivindica-
cién 11 un polinucleétido el cual proporciona una caracteristica agrondmica deseada adicional y regenerar
plantas o partes de plantas de dicho material; o

(b) el método de la reivindicacioén 10, seguido por el cruzamiento de la primera planta o parte de planta pro-
porcionada por el paso (c) del método de la reivindicacién 10 con una segunda planta la cual proporciona
dicha caracteristica agronémica deseada y seleccionar dichas plantas resultantes las cudles contienen dicha
caracteristica agronémica deseada adicional.

13. Un método de controlar selectivamente las malas hierbas en un campo dicho campo comprendiendo plantas de
cultivo y malas hierbas, dicho método comprendiendo aplicar a dicho campo una formulacién agricolamente aceptable
de un agroquimico que comprende fomesafen y/o acifluorfen, donde dichas plantas de cosecha son las plantas de
acuerdo a la reivindicacién 11.
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TTigAaOstgy tatagrtaaac agtgaltgger gaaagggact tgaggoitin gaytoettgg L20
Ltragtocet thgeccigey ggtgeagatt goosttaace o ttatgag 18O

o3
or
I
K2
rr
Il
lQ
u:;

g

a s tga
agactttgaa tcmc&aﬁéqt Gaattgatte tiasaguoosa contgngsas 240

aggaaratocc cagtttieyt cratggagat azagtcatat ghe 4 L

get &

torgacaat sat 380

-Q

gagtaca:‘ag atgaggortry
a

tegage tgozogatt ttgggtitot tacatogato acaagtgges tasgtosotiyg 422
Aaaagrgtte tacygactdges agatgatgag yeaaagaage tacacttrga gopagoggaa 480
gsaglgllily sgaagolygye Sgoagigrnic aacaaghigoa gogaagyoas ggoatatsie 540
goagyagata cgatigeadtt tgrttgacatt ggtrttggaa gotottigag cttravtaga 600
gictragaga atatgastge aagaasatig Ctigatygaaa cgaaygtacss tggoiigacce 665
LTITHHYULY ARACTTILHC Lgetgatest geoigtgeagg gectictgoe agagacigaa 728
aagetigitg aglttigcaaa gaticlitesg qrazsaltgyg CULgongoads rtootgcaaag 780
taaatyggaatl caaattsatt gotggatgaa tttcazzaat rgttgtgeaa gtratrtate 8490

aggets tgtitgtige aastitstat atttsaaagt camaaataaat gttatgataa 800

218

tetagtaasa aaadaada

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 15

gogzagochs armgagargd hggagyg

12
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<210> 16
<211>23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 16

cycactgasa gaggatcoic gag

<210> 17
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<220>

<221> base modificada
<222> (16, 24)
<223>1i

<400> 17

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 18

gagicymwig tsattgligas atacattgat gag

<210> 19

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador

13

27

il

hat



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316382 T3

<400> 19

CCITLCa83aC CeatLgitica acc

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 20

GTQrItcaga vitagetaty cagtatotacs

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 21

cotoeicaaas ccatggetans aco

<210> 22

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 22

COCG@tecet ccatarasdag Raaatca

<210> 23

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

[

14

31
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<400> 23

sagaroryges acasacatayg oot

<210> 24

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 24

<210> 25

<211> 2763

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia de 4cidos nucleicos derivada de SOJA P32110

<400> 25
ccatacaaal zatacataac taaataastg
cgtottatat rTaatgtatta atitatgroge
ctttasataa zaaazatlle aagtiasacta
aatlaasacal Lasealaaaa Laatsacata
gaateascil sataitatit avcatatars
gaadgaatas satugttaac attataazat
acaasliazae zaceaaclac aaatagtasas
gatctcaaaa tcgtatacet catgasatrt
titaaegraat adaacaaaar avgagtittt
ttatatttan arttgaagtty taaataatat
actaaaaagr cgtaataggt goetascaact
rttzazatala coccesatga asaabiscgg
cotgasatact agasacaagy gtggcasaga
gaaaatarty atateattas acaaaatsyc

taasaaacaa
avassPILLT

traaaaasgte

ttoaaagtaa

aaaaaatgoy

15

taaagaagca
AASAAARAERS

acractaati

~
12
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tatsattoga ategagrata Liiaaggcaa agitctcotac goggtriacg vaatgtciia
catcatttat ttriecacgt Ligitnacte tgaggoatct tottgatage ggeaaghuit
trcarattit ttetagatoe tuobcatgly caatgictor goaticaban ggagcaatca

cotoos tastattgac

ad FLacttteo catcrrrerg ttatog

ratacccalg atatgtetat aygulotatct sitebasttg atracotatcs tgotjsatac
ragoragtes tgattcotag ctctataasa gjagaatacc ataggaatic atcatagaca
zacazacs8al Tsacoagota factogticd thitgaacgl tagasgligcel acadtacasa
caatggoage tacrcagges catgtuaage LiNIigggtat tgtgggeaagn ooatiigrgt
goagQulcte gatiyccrtt aagitgaagg gagirgesta caaatliibig gasagaaaatt
Lggocaanad gagigatttg citotnasar acaacesigt tcaceaagaay gtiocagigt
ttgttcacas tgageagoos atagcagagt ctotigrgat tgtigaatac atlgatgaga
catggaagan csacccocate ttaccttety atcctlacea aagaygentlty gutogitoct

t £

gatgat aageiaatic adcatitcaa aaatcet

t t
¢ gatgaaarst atatatgligs satctuictg

nt t

attrgogelg setulglicage aacacatos Tz
stgtggeate tatatglgass atcolttgaat atgttagaga actcaaszagh caacagocasa
seatgatbtt ttittaatgt stcaasttet tgraasacea tatiagligal tigeasctet
ztggaatcat atactatgat rttrggsagas stuttatitt atttractet trttatstog
gqorgggogga tiorgToacg tatttgtuite vatatsacte gatctaaartt crgrrLgtece
taatcacttt atgaastaal tactaateaa Tcattygigaty £gogaaatoa g2rrngtoggt
goctotatcoga aatotgittt cacggttgat gagaasgago gtgagsagaa tghligasegea
aeatstgags ciorocagtt tortgagadt gagotgseqg acaagaegii tttiggagga
gaggaatttyg gghuggtaga fatigetgry gicricatag cattitggas ccgastitit
caggoaeatag caggertgea gttattoace agtgageaal LICotatact cracazatgy
sgccaagaat Lenliaaccs coctitttgiy vasgaagice ticctoetag agaconacty
LLLgootacs LCaadgoccoy otatgaasght cUitotgott calsatagacl ttatitaagy
atattigrtlg aacaacilgr giottgtiga gLTATLGOLY Tttgaattic atgtasaatg
acactagcrta tatgltazatc ccagaadaasa aaassaaaaga atcoteggat cregtrtrceyg
rrtrggooet trcagtatat zasgaaatisa tattittegs tataaatitt gttgtsazaa
goeorarict —goticatas aatcerttaa tgugoataat cttattogta gagegacitea
gagcggoiag tagcractac Stigassttt tiioThiast toglagygaca acgtatatet
tatataataa thartattgs paguiggeaee togtgtaags atgtttgaty actsatatygag
traacaatat actgtorotoe ctetgoaace tigatggatt ciszaatrat teooutgger

€2
O
[+

<210> 26

<211> 1137

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia de Frijol mungo U20809
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<400> 26
gaatraaagr gottegatgg grtcoaagica §gaagas¢ig scocinetog aattacvtgga €0
zaeocattty Lruygcagyyt gaagatagoc cigaagitoa agggagitge aracaaatac 120
gttyaagasa atticcgoaa caagaglgaa cagobtiotga satacaaccoe aghlcacaayg 180
asggrrocag rguregrnt tggtgacaas CCCCtTocay sgloccitgr gatigitgag 246
racarcgatg sgacatggaa caacaacccs atotiguctt ctgatoette coagagageo 300
CTouoToglt LoUggrocsa attoatogst facasgalty tggglgoTic gIiggaasslct 280
gttttcacag ttgatgagaa agagogigag s54gastatig cagaaacata Tgagagictg $20
cagsiticntg agastgagatl aaaggsgasy zagttetttg gagcagaaga gortaggttyg 480
gragatatty cigetguota o tgaticaaga eatacragga 340
ttggagtiat tgacaagiya ggtggagoce agaattritg €00

catccas togtcasaga cagsttitge ctttrtcasa 660

goacpotate asgEneiitt grtgtgagag atttagzatt 720
ratagggaas attgtyrges t ttoaasaatta togtugaany TBO
rgaatoetag gattigogoa tgrcaaacaa atsacclggy ttagtyg thgatatutt 84
sctattreaa tezataasts atgfagctic ttaccgagtt sacattcgat cgasataagg 900
acrcaacaaga ttaactasgg ctgeattatt tgtettitig ttaaattaga tatlagtatyg 960
caccaaaaaqg tyaytelite citacagaag crttutaast attaagraglh taattodata 1020
ggtotaceat tatagotcaa gttatatasa tattatgygt gocettotsot actcoaataar 1080
tatgactata szatcongny Jriataatgs Cacgaacasg tgaachatol canibtod 1137

<210> 27

<211> 2038

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia de Tabaco Q03663

<400> 27

ctogeggatt tcaascicta goticactas asuttgagor tietitrcaoa aatgtega 5

2438CHaaaT aaacetaage tatttacsae aagtpaazaa aractoca aatcraaa 120
grosagrogt gattgggata agaaastags: aatiiattta tastocagat casgoege 189
trggeaatgas ataatagaaa agtalgatag ltacatgagte acaicaagit ggadaltiaag 240
ggaaggasst tagagaaaga acigaagast atogaaatat toetttacglc csaatitgat 300
agitaitias cgteatogag atgacqgeeca tgltoaagtt ccacaaat atbgagaaaa 360
gadasgaagaa gacacaaact grgtrtgeta ttattatagt ctittebttt agagastiga 420
ttgtacatat aagaaatata atvataageit tagsastssay attattagas saatcsasaca 48C
tcaaagtart tatttiaaatl Lcebititcua atggacatic ccatictqQas aaacsegaga 540
tataaataty gaagtaaasaa ttaatcagat cgitasatgh agsssatatt aattsacaca €0
Ltaaccataa cgagrotact ttatiraara aazaygcacatl cligsratarc aclazaagighb 660
traacnteat geatrgacas taaaatta thtigeaaga togagrasas ctatbtitaca 729
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acaatiggta actgcatata taagtitaal atgylaacet Agsasatagg ataaattare 78C
tatsacagga tatatiacat tgatattact atgloassss attisgtaayg tacatgaata B4C
atcaccytga salclicaag arntofocta ITaaatacect tggtagtase totaqgrorss GOO

casttgoe 960

Coattcaaga tacaacatil ctoctatagr catgggattt gotacstoer ¢
2

troattbott cligiotoia Cactiololt attactacta atates

TCaaaaltel Cascsagant atltiggartge ccatsacava goiogligcs tgt 1OEG
agaaccrity aootgggace accaygltage agoolelgog cassatraty otvoeccaart 1140
gactgcagat Tglaasonay tacatuotca Lygleaatss gangaaaacce tagotgeqsy 1200
aagtggegat ttcalgacgyg oigclaeeggs 1grtgagaty tggutcgety agasacagta 126¢
ttatgaccatl gacicaaate CLIgQTgeaca aggacasgie tgtggacact atastcaggt 1320
ggLitogegr aactoggite gtgtogaatsg tgdtaggglt caglgtaaca avrgoagaata 1380
Tgtiguotot tgoaactaty atoctocagy fastiatags €QOCaRagte catachaatt 1440
gaaasgacst scgtceattit cacygttaats tgtanggath gttergortyg atatcaagaa 1500
Crlaasteat tgotcladas agesacttaa agtosagtat atagtaatag tactatattt 1560
gtastecotot gasgltggalc ratzaasags oosagigdte ataattaagy ggaaaactar 1620
gagitgatga tzagotigel gratqgatcofg atattattal gaacactity graciestac 1E8D
Jasicatglg Ttgatggliot egctactitge gatetlasgs geaaaaticr taacracatg 1740

Tadga gugurasess cargaasatt 1800

-
Sottagglas asgotiatas agtizetata asctac
g

accaatttag atggtaggeq gatatigaaa gty acLgac
Tagtotizaa atbgacggta tazasaztatt tacateatoa ggtroattiat asagutsatta 1920
tagpraasts titatgacgs artctcasta gtastcigss zaaaaattgt zactaaccTa LU80
ttatactaaa actactaras taggitagal tacatizalo stgrcattag aagatott 23138

<210> 28

<211> 2796

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia de dcidos nucleicos derivada de Papa P32111

<400> 28
sagcltacat tcazcgigil getgottoaa aataagogtc ittacaaaat ttaaacsata 60
taziagaagas tritgaaitt tarasttaaa googhtcagaas aggaciigas oittgeagooe 12C
agcccaacto aavattacaa aalcaaaaat tttagrgoar tratrftetaa zaapacaaaa 18¢

240

e
~
[Ts3
k)
4
it
Wt
te]
k2]
o
o]
rtr
[Fag

2 & t
azttacttat geagticity sacoQliigt gagacgagay gcag
cacgoticad LitQaacoly 2aggttgeya gtrrgagqtcs ccaacge

ggagolecia ga2agugglaa aaazaadaas aasasaettaal assaas
b

gc saaaagggta 300
¢ cototangas 360

2y

Sa4ta
cegetantge astictecce tgatcticsor cgigutttca attattaatt 423
a

at
crataticatl gacaccatgl gatgrticie Lyggeragice taaasataga ggratigaaa 480
attatgtigt ttetotcoctgy totatstact ttocttgtgr sctttatigt atttcatatt 540
glraatiittt ggottogitt tatascatgt tattagoaca saaciitast catatcgagt BQC

18
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gactattrac ttacuitaas
agtottrtag crattcacat
ratttaatatlt atatfaatTt
aacrceatic attrtasact
aaggttitas alrrtigige
attttrtaza tttiatacta
38a33taaaa aaageatact
aactaticta tcattgatty
sacataggte atottrtatog
cztacttaatt Taglceaadta
“tiaetgcet ccottattocot
~acacatast raagatqgea
atagagttga atgggertota
racaaaataa gagooecetiLa
raarteacaa tyggeeaghtgr
catitgaagg cocttooaty
gaeataazte cgrogaagat
vergttitag ttacgtratt
aaasatiLcgac teagacgaac
ttggttagge aatasagtiat

ttggagataa

tttragaaata catasctats
aatatctgte taacliotsac
ttyttgggoa gygygeagea
aagctaaaga ggaagertat
agtgetttgt tggtgacaza
ztttgggaat totligseayaa

atttitgtge ttgpagagat

atgaatrget tataeo
cctcaagtyg
ftgasatatat

ttiggattica

<210> 29
<211> 1289
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2316382 T3

LeaacyLaaa
agatazatat
racaagtgle
Caaattgaas
Tatetatala

atttygaartt

gotaggaagt

gRagIgaage
ARE8TLALQY
croiicasat
atcigrgagt
LTgoetaaag
szggratatt
acatatagiy
ttczcgtata

Legetatcya
grgLg
gagargrrgs
trrggarttg

gaaaa

gtatoeiggaa
gaatazigea
cgagectaca

ttttougtyg

*

tgttataags

tigt

W

+
ES

ad

™
m

t

agacaagate

teetttaar

[l

racttgtyga
titatartag
{arLaazaaaa
tegtangast

tcacttityg

Ttgaaaatna

Laggoctoet
grtoaacaala
aattchggat
tataaaatta
dgdtLCdt &
aacyaytcaa

Rl

jag e

gtttctt

LoCaEant ol
tgtcaaacac
tttgaaatta
aaaatatgat
CaARETEGLPY
aaat

a

tea

zataaglgaa
ggaatatttt
tgatgottea
tgagtrtt

tttcactage

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia de Arabidopsis P46421

19

atgrataacs:

ttratatita

atcaaagotlyg

agcaagaste
tagacgetts

taaaeliate

taagrtrtet
gaacaagaga
aaggeacaagsa
L guageacttt
asztttoras
cetrcaagag
saatgagrat

Laasticaat

o
3
Lo

~J
3%
[

1820
168C
174G
1800
1BBO

529
1580
2050
4100
2160
2220
2280
2340
2400
24670
2520
2588
7E40
2300
278C
2736
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<400> 29
aagtcaagygt scacalgcelc cagggataag gcaaggttag gaattaggad acatoiosac
rractsaaaa agagataaza aaadstitgta tagggaacgt tataasstaty tigtasageo
aacatarqgTT Toottciaga cteotuogeat tlacaicace oigoogacta tataasacgg
caaagttegt cgtogtitia tcacasgaco alusacasca taaggotata aatccaaact
saaagotagl gallaaCicts acCaaastcag aazaactaca ttictsucat atagaagass
cagagaaaaa gagagacaga GoCCraatgy ctgagadsys agaagigaay outtugggga

tatgggegayg socrntrage rogagtoy egatggoict casagtcasa ggearacogy

acgegracgt ggaagagata ctyggagaaca 2asggoeitt gotuotigot ctiapaccct

ttracaagaa agtocectgtt cttgtocaca atggtsasac catteotigag tatcatgr

crigaats catcgatgayg actiggecac asaszatocaat totceoctcaa gatoclta
cast

aggatccaa agclogllic futgeotaaar togrogatga acaggiastt
L

30

35

40

45

50

60

65

ggattcttge actiigtege cggaagtt LETLEs
guastaggat tggaagtgat tacagaggag aagtitosay sgilcaagag atgogrtagg
zatttggaga aggttgagat tgttaaaget tgigitocac <asgagsgga acatgragaa
cacatgaact atatggeega gagagtgaga tolheltaag asascazato atgtrtaglt
ctteateabyg Caatgitigt grtgrurat
grigtotggt tgagsagige tgatotoTcd ttiggtceca
gccactat agaattaatyg

<210> 30

<211> 1339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia gendémica de Arabidopsis
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gastiaatic tigacgaage atgeggttou cricagaaaa tgaakgyatc aagtcaaggs 60
acécatgctc cagggataag gcaaggttag gaattaggac acatctctac ttactaasaes 120
agagataaaa aaaaattgla tagggaacg: tataaatsig ttygtaaagic aacatoight 180
tcettotaga ctottoyrat ttacatcaca ctgecgacca tataasaacgg cadagsicot 240
cgtogttita ttacaagacc atcaacacca taaggctata sstccaagot aazagetagt 300
mattaacteC 3CREA2CCAY ARASACLAC3E Uticrascat stagasgass cagagaaaaa 360
gagagagaga cerotadtgg chgagagags agasgligaag citiligggga TLalgggljag 420
ceottttage cgteoggteg agatggcist caaactcaaa queataccgt acgagtangt 480
guasgagata CUQCRJRACHE 33aCCCLLil goltertger ctraaccota ttcauaagaa 5§40
agrcectgit cligrerace atggtéeaase catictogag totcatgtga Ltottgaata 600
catogatcayg acttggreac zasatocasat totoocicaa gatcoutilaliy asagatecas 680
agetcgrite ttrgetaaas togtogatgs sCaggteatt geatiggtsc aaaatrtgcatr 720
gteaaataat Aaaaceatlgy tlolgoetitig trastttare asacasjtsa thitctatza iB0
asattagoga ttatatofct cugteattgt agattatgaa ogutgeggttt statczatgg 840
caagagCaga CQEgaaagygs Agagaagitt Tagoogaga ggtaagages ctgattatgt 0
arstogagas agascitgtc J¢aassgats acliicggagy ©aagacighs ggstrotigg 860
acrrogroge cqgaagttta attoogiitt gritggagag aggtigggaa ggsetaguat 1028
tggasgtgat tacagaggag aagttlbcoayg agttcaagag atgggoitagg &atttggaga 1080
aggttgagas tgttasagat LgtgQrLcciac ©2agagaggs acatglagas cacabgasct 1140
atatggeage gagagtyaga tottertasg azaacaaato atgitiagtt citgatcatg 1200
mastgbtrgl atggitatgt tgtigrbttat triattgaat stoittgtat gtrgigregs 1260
cgagesagtyga gghtitatca veatgiotca cyttatenta triggiccce gocactantt 1323
1338

agaartacrqg

<210> 31

<211> 968

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

50

55

60

65

21

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia de Papaya AJ000923
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<400> 31

cagaactagt ggatcccs ggotgoagsa athocggoacy agagatitta tcttttagga €0
£

<g
3CLCCgitlt acaacaatgy CHQRCgaggl tglictolig gatitengge caagccoettt 120
tggaatgaga atcagaatog orTiagocga gaagggtalt cactacqagt acaaggaaga 180
gaatctgaga aacaagagic cottaciccl goagaigaac ccggracaca agaaastece 240
ggttcteatc cacaatggta asccooatotyg tgagtottig atocagattc agtacatage 300

tgaggtatgyg agogacaagy ctecictget tocctctgat cottatceege gagoteasge 350
caggttotey geotgactarg ttgacasgaa gatgtatgaa goigggagga gaghtrggac 420
gactaaagqy gaacadacagy aguogyelaas goaagagrtc atagaszatnt tgaagactru 48D
gysgggagaa cttogggaga agocttatrt tggtggegas egtttrgggt atgtggatit 40
gactthtatc ccattctaca cttggttcag tgtgtatgas ttttggyas agatgagceat 6CO
agaggcagaa tqgoczcaagt tgtttagiig ggtgasaayg tytitggaga aggagagly
ttcaaaatet ctgoctgato aagataaggt at t
tetigggatt tgagtttitt gagagactio aa
gtootoceayg fattyattas asadgygiiot gge
crgttgtat tggaatazag gggtgtcctt tt %
Yrte gguapattar a2ty

a3
Pe

tgtygigacy tcastitoll gtaty

<210> 32

<211> 1040

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Abeto AF051214

<400> 32
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coCgouioTg gortigoattt gtagacgata agoigelgos atgoettogy ggegtittos 47¢
AQIICCEYQy acayuagCas cagsaagoyt 1g9gsagaats googgycaags thtstutyags 430
tggagygages tctgegaace agegactget totcogggaas ascgtatine goassgacaszg 549
sgateggoil Loltgacate goattggyrg gratgitage atsigtcaaa goootegaga $90
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LEgQYATLLan agAgRatyss 10490
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<210> 33

<211> 902

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Trigo AF004358
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<400> 33
ggracoagge aagcaceagc agctaaagea atctcagtgy toticeaaac acacacacac
acactgacac acatecgaltcy 20gUtagrlag agaigytogyg aggagatgac ctgaagege
toggtgeatyg gorasgcccs ttiottacoa gggtgaaget ggogologoo ctgasgyges
Lgagchacey ¢gacglogag gaggaccigt afzagiagag tygagcettcte ctcaagtecsa
SCCCUgtyta casgaagata ooogigotoa fecatzacgg agoooenggte tgogagtors
tgetcattct ccagtacate gacgaagtglt LCQLTageac Cggecaghod ctteticcag
cggacsocns cgagiacges atigoteoget totggeligie tracsgrigac garaagetgg
cagocecaty gaggraghgg ttoagoyggta agacagagga ggagasatoc gagypasaga
AgragGegtt oGTogtggty gYgItcatog Aagoggeett Jagggagtgo Toeaagggeg
ggugeTnett cggtggcgad ggogtogyggn toegicgacql Lgegoragge ggegrgatat
colggargixa ggtgasogaq gugeigtotg Giygdcasagat Titooacgos gosadqacic
sgortoetggo ogeastagals jagcgcttca Ligageioga cqgogogotasgyg gocgecatge
Cggecyteey Saggctgotit gagritgoca aggcacsgaga ggctgooyer guegogtooa
agilgegooge cagoacatat CC3¢aarast tAaREaTTIgy tatitiagat guugthigtt
cggorgetty atgraataat gtastaacig siglogtcers thiaaasiaas ajaaal3ass
aa

<210> 34

<211> 1127

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Abeto AF051238
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<400> 34
gacacatata aclg¢acages zaaasaatal tcsaztacaa
qacggaggaetl tgtggageaa aggggcaagt goagotgota
cgiygctyogy gitegeatag cactrgerst tasaggoate
gascatgcaa aataggagas agergotger goeatgaaac
agtgottato cacaatgdgas ageccatityg
tgaggoatige vacaciaagy cacecaanet
LgeoTgetts tgggelgolt ttgiagacga
cgerggouat ggogageage tadagaaags
gatagaggaa gohitgogas cCaacegolyg
tesagatagoe ttoetigaca togeatliggg Lggtatgtss
gaaggeiace garaccglita taatagates goagasgatg
geacsgatis tgrcaatceca atgnagtyas agaaglasig
geastciata Toagutagys gageoagact tgoatgaccey
atgtogatel tataasctga gystagacayg atgyattata
tgtocCriiia Lreatetgyt cagoticage gttttaasto
glotgaataa tgtiteggtyg aarctogest guactatacge
tacgcotgatt tagtitgaas aagttityggl gaatctoeeceo
ccrgrteaat gigogotgat tiagtttgua taagrrter
ageratgutyge gatgatiiot aztyvoatag aaacgagast

<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador

<400> 35
gagegaggatT cotogagtit LutiiLrere tosz

<210> 36

<211> 234

<212> PRT

<213> Glicina max
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<400> 36

Met Ser Lys Ser Glu Asp Leu Lys Leu Lau Gly Gly Trp $he Her Pro
i 3 13 13
#he Als Leu Arg Val Gln Ile Ala Lew Asn Leu Lys Giy lLeu Glu Tyr
20 25 30
Sl Val val Glu Slu Thr Leu Asn Proc Lys Ser Asp Leu Leu Leu lys

335 40 45
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<210> 37
<211>22

2

<212> PRT
<213> Glicina max

<400> 37

Met A

Pra Phs Leu Hi

la Ser Ser

[
L]

(28]
Lo ]

Tyr Lys Tyr Leu
33
Lys Tyr Asn Fro
ST
Lvs Pro Ile Ser
63
Trp Lys Asn Asn
Ala Arg Fhe Trp
106
Trp Lvs S2r Ala
118
Gilv Glw Leu Phe
130
Lys Phe Phe &Gly
145
Leu Ils Pra Ile
Slu Lys Phe Pio
180
fro Val val Asn
iR5.3
Phe Lys 4la Arg
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<210> 38

<211> 895

<212> ADN
<213> Glicina max
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<400> 38
cacaactstg coccoccttgte azactictta togtgatgle taadsgegad gacttgaagce
'ttttggqagg ctggttcage ccatttgeoc tgagyggtoca gattgcaott aacctcaagg
gtctagaata tgaggilgtbt gazgagauct tgaatcccaa aegtgacsiyg cttogtaagt
cCazCoUtyt gracaagaaa atoccagtti tcortccatgg agatasaagic atttgtgaat
tpcaatcat agrrgagtas attgargagg ctiggagtaa Igticooioe atgcttocac
asaatgetta tgategiger aatgerogat Lilggtitge enmacattgat gagaaghggt
tracgioott gageagurgtt stagiggotg aagargatge ggcaaagazy soacactiiiy
ajceageaga agaagggett gagaggttygg dagaagrtdgtt csacdaagtec agigzaggge
aggeotatst cggaggagar agestrggat teattgacat tggrittiggg agotitaliga
gLiggargag agtoatagag gagatgaqgtyg geageaaatt getigatgsa aagaageacc
ctoenthgac ccastgeget gaadcytilg ciyctgates tguigigaag ggeattetio
cagagactga taagotitygit gagtitgode egattottcs geotaaastgy actgoLiguag
cagotgeage tguedeglaa atggaaceas atteatsoog agagtattit caasattgtt
grccaagttg tLTTCaTCIo aggeratgit grtelaactt tastTaTtzTa aaagrratrt
tadatiTaasd 3TQgTaARaTE ttaagasacl Tlaagteagl tagiigdasad aLiti
<210> 39
<211> 895
<212> ADN
<213> Glicina max
<400> 39
asataagrat ctrogtagbtt grataagrea agageageag tgeantggot goaalggetth
caafgTcagga agaqgtgace crtibtgugag tigtgogasg cocatitoia cacagggltce
agatigotet caagitgaag ccaclitgaat acaaaraiit ggasgacgatl Lugaacaacs
agagrgattt gotoeicaay tatascocag tttacgaaat gatteccagtg ctrgrtcaca
atgagaagoo catttcagag tcoottgtga trgtvgagia cattgatgac acatgygaaae
aczatoccat ottagcoltot GAarosciacs aadagagocrt goeItogtite tgggctaagrt
rcarnoatga c2agLgrgty giiccageat ggasetctge tittatyect gatgagaaag
sGaaagagaa ggctasagaa gagriatity agyctcolgag trticttgag aatgagtiga
aacoeasgrt ttitggrtaga gaggagiiiyg gotitetogn tattgetgor goigriaatace
cratasttcs agaQatagca gogttgcaar tgtosacaay tgagaaattc ccaasgotcot
ctaeatqgag craagactti cazaacoate cagrigreaa cgaagttartg cotoftaacy
aTCaACLLIL tgoCcrattts 28ggetegyg Cicasagott cgtigotaas acazagaatt
aatatagtga gectcoagast thtooaicgag gittcagtat tgtatgaaal gasasgctact
tgtotatght teghbiatigo gottgrtatti teoatttitea atgsattatg tgatataggo
tototecaty toaasagata gticaakita stcaatassa teaacgaatyg agogy
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<210> 40
<211>977

<212> ADN
<213> Glicina max

<400> 40
ante
2ta

3
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rf

gaagortiiyg
gaaggagtt
caaatccaac
agagterett
:tctgatc:t
tgrggqgLec
tgasgagtia
Lagaggaga
tetaaticae
cazatygsge
teaactLite
trraaggata
catgicaate
teottggst
aaa3adaana

<210> 41

<211> 1006
<212> ADN
<213> Glicina max

<400> 41

ataghgetge
cattrgrgote
agaaaatrt

Locaattygte
ctatgaaage
tzagaattat
totatgtyeg
tvgicattige
gtaareragg
aataaatsat

9

goicaataag
gtzcoigttag
ggagetactg
caztacaeat
ccagtteaca
gtgatrgrtg
raccaaagag
t gratggaaat
gagygcic

tat
ganattggagt

gatggoIics
cagggtrcat
gaggaacaag

attcacaat
aquaaqaa&
gazbtc

ES 2316382 T3

aggagaatac
aagtgcraca

aageeeatt

e

Ltittggsaaga

gaaggrtee
aatacatigs
cocttggoteyg
azatttatac
tgcagtttet
tggtagatat
gtttgeagtt
tosaccache
angecTgesa
ctactgygtct
Lngatttag

ttoggonat

agteaggagg
attgeecte
aq’qaa < "}c

acaagaaq&t
cattitygggt
ttectaagos
rgoeooctag
cagastagat
gaggettota

crr

raggaat.s catzagaaac

aacaataatg gorgerastes

tgrgtgeagg gticagatto
@aaatttgagy 4acasagageg
agrgtttatt cacaatgaga
tgagacatyg aa

ttrctggtos aasttcatig

gaseance

agvagogie
cltgaagyaca
ttecatageoat

tgttgatgay
tgagaalgag
tgectgergre
aitcacaagt gagaaattic
tgteghoaga caagreonnd

TetgotIon

Wt

ctaagboLy
g
tqggga

Trragttaat asaga

Leatttygig agTtattoca

Taace taraotoooal

trtgggaget
agtt:aataa
ceaTasagiL
Lgate
ase

aggrigticy
aaazsasaaa

28

atrtaattcac
aggaagatgt
cecreaagtt
adcLgettet
agrcocatage
ceatotrgea
atgacaagqgt
agazgaatgl
agaagtit:z

tetggstoce

ggagasadte

gtbttttece

actggaagoe
aaatatgtoy
sacaagasgy

grtigaatanc

660
720

840
G005
850
877

50
120
180
2490
200
260
42¢C
48¢C
548
800
660
720
780
240
200
13
1008
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<210> 42

<211> 885

<212> ADN
<213> Glicina max

teacaggaty

Tetiaaatad

<400> 42
ccatagcaat ggragageaa gacasggtgs
ccaagagggt ggaattgges cltaatttta
acttgagaaa tsagagtgal ttgoticiae
racttgttce t@atggaaag gooatiglty
agacatggas agatggLocl geactgoLes
cattrigygtg tcettuoala caggatcagt
cigatggege ageasaacas aaggecattyg
zagalggaat geagacsonat crggyagaag
anntraQaat cotrtgacatbts gtogrttitgsg
AdgtLaTig0 ColiCaasgliic atagigoead
tggetatLge tgaggntgsa goigtgaaas
maarrotToa grigrrcagg ctgrotgcac

<210> 43

<211>991

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 43
ctcgtgcogt tLetavtaaag golaaactoa
tigcaacaca aticaattiit gegcacttac
aagaagasayt gaggectatig ggoaagrags
crcLcaaget caayggrgtt cocracaaat
ctgatoiiot caagtacaac CSOOEuicsca
aconattate cgagtcactc atcattgiig
castattgee tcaegacoca tatgasagag
atgacaegat culgeeaget atatggaatg
3agcagigga ggaageetto gmagearsga
pattotrtay aggagagags ataggattgg
ayottgloat arigcaagag attgcagggt
agiratataz ttggagicasa gacrtnatos
ctagagatga attghotaont Tucticaaag
gtaggattca taataagtta gtatgatigt
aggartgttc rgtrttaaat ttaattgact
rrtaaciaaa aaaagigttc agtittaaas
42aa33a235 4AAEEA333A BEaadasz2aa

geaatgetat
ctizaratgg
sRaagttos

rrgcEacto

tgadatonic

actoogagya
agaaggticc
aatacataga
soitggeteyg
ctrgetggag
dag

teraca

anCECCCTGT

cLEetgotas

29

=

ctatgagia

tgticacaag

gatcc::gqg

Ttacaaacga

Tgcctacaeag
rotgtiguis
tecaczatgaa
trotgoraca
ctgegagrot

agzgtgatga

sadad

tageaacagsa
agatctigct
gegttrigote
LtgagacgTgg
ttrttggtoet
tgasgagsat
ggaaacactsg
tg::aat:tc

caces gag

gatgtzggoe

ageocottatg 69
gttgaagaay 120
agggttcctg 180
tatattgatg <40
gococaagete 300
gtagicaaaa 36C
aszagigeteyg 420
nttogasaace 480
goteargaag 544G
terigortga 600
asaacagryy 660
gaatgatrata 720
rtagugtatg 78D
tatagagata E£40
8835
tcatcorratt 60
tcatatoatg 120
gqragacctig 180
aacaagagig 249
zacaatgggs 300
gazaataacs 360
aagaccitag 420
gggcgtgaca 489
aaagacaaga 340
attgggtats 600
caatttecca 450
graotgecte 720
ch:ttagaa 780
trgtgageau €40
crattrtear 909
zaszazadaa Y60
28]
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