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DESCRIPCION
Moléculas de &cido nucleico de Nicotiana y usos de las mismas

La presente invencion se relaciona con un cultivo de tejidos de células de tabaco regenerables que tienen una
mutaciéon en un gen de nicotina desmetilasa endogeno, en donde dicha planta de tabaco regenerada exhibe
expresion reducida del gen de nicotina desmetilasa mutado o producto genético, o la nicotina desmetilasa codificada
por el gen mutado exhibe actividad enzimatica reducida, como se define en las reivindicaciones. Adicionalmente, la
presente invencién es pertinente a un método para reducir la expresion o actividad enzimatica de una nicotina
desmetilasa en una planta de tabaco, y a un método para producir un producto de tabaco, como se define en las
reivindicaciones.

Antecedentes

Durante la maduracion o curado del tabaco la expresion de diversos genes es alterada. Tales genes pueden afectar
las rutas metabdlicas involucradas en la formacién de numerosos metabolitos secundarios incluyendo terpenoides,
polifenoles y alcaloides que afectan las caracteristicas de calidad del producto final. Por ejemplo, la bioconversion de
la nicotina para formar nornicotina durante la senescencia de la planta y en el postcultivo o fase de curado de las
hojas se presentan muchas especies de Nicotiana. La nicotina es la fuente predominante de nornicotina. El alcaloide
nornicotina, es un sustrato para la nitrosacién mediada por microbios para formar la nitrosamina especifica del
tabaco (TSNA) N’-nitrosonornicotina (NNN) durante el curado de la hoja y subsecuentemente durante el
almacenamiento y procesamiento de la hoja.

Los genes expresados durante la maduracion o curado del tabaco pueden ser expresados constitutivamente,
inducidos por etileno o por genes relacionados con la senescencia, por ejemplo, genes que codifican un citocromo
p450. Los citocromos p450, por ejemplo, catalizan las reacciones enzimaticas para un rango diverso de sustratos
quimicamente disimiles que incluyen el metabolismo oxidativo, peroxidativo y reductor de sustratos enddgenos y
xenobidticos. En las plantas, los p450 participan en las rutas bioquimicas que incluyen la sintesis de productos
vegetales tales como fenilpropanoides, alcaloides, terpenoides, lipidos, glicésidos cianogénicos, y glucosinolatos
estudiados (Chappell, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 46:521-547, 1995). Los citocromos p450, también
conocidos como proteinas p450 hemotiolato, usualmente actian como oxidasas terminales en cadenas de
transferencia de electrones de componentes mdltiples, denominadas sistemas de monooxigenasa que contienen
p450. Reacciones especificas catalizadas por estos sistemas de enzimas incluyen desmetilacion, hidroxilacion,
epoxidacion, N-oxidacion, sulfooxidacion, y N-, S- y O- desalquilaciones, desulfonacion, desaminacion y reduccién
de grupos azo, nitro y N-oxido.

El papel diverso de las enzimas p450 de las plantas de Nicotiana ha estado implicado en la ejecucion de una
variedad de metabolitos vegetales tales como fenilpropanoides, alcaloides, terpenoides, lipidos, glicdsidos
cianogénicos, glucosinolatos, y una hueste de otras entidades quimicas. Algunas enzimas p450 pueden impactar la
composicion de los metabolitos vegetales. Por ejemplo, se ha deseado durante mucho tiempo mejorar el sabor y
aroma de ciertas plantas alterando un perfil de la planta de acidos grasos seleccionados a través de cruzamientos;
sin embargo, se sabe muy poco acerca de los mecanismos involucrados en el control de los niveles de esos
constituyentes de las hojas. La subregulacion o sobrerregulacion de las enzimas p450 asociadas con la modificacion
de acidos grasos puede facilitar la acumulacion de acidos grasos deseados que proveen cualidades fenotipicas de
las hojas mas preferidas.

La funcién de las enzimas p450 y sus papeles crecientes en los constituyentes vegetales estan siendo adn
descubiertos. Por ejemplo, se encontré que una clase especial de enzimas p450 catalizan la ruptura de acidos
grasos en aldehidos volatiles C6 y C9 y B-alcoholes que contribuyen de manera principal al olor “verde fresco” de
frutas y vegetales. El nivel de otros p450 objetivo novedosos puede ser alterado para potenciar las cualidades de los
constituyentes de las hojas modificando la composicion en lipidos y en metabolitos de ruptura relacionados en las
hojas de Nicotiana. Varios de estos constituyentes en la hoja son afectados por la senescencia que estimula la
maduracion de propiedades de calidad de las hojas. Todavia otros reportes han mostrado que las enzimas p450
juegan un papel funcional en la alteracion de los acidos grasos que estan involucrados en las interacciones planta-
patégeno y resistencia a enfermedades.

La gran multiplicidad de las formas de la enzima p450, sus estructuras y funcionamiento diferentes han hecho que
su investigacion acerca de las enzimas p450 de la Nicotiana sea muy dificil antes de la presente invenciéon. Ademas,
la clonacion de las enzimas p450 ha sido obstaculizada al menos en parte porque estas proteinas localizadas en la
membrana estan presentes tipicamente en baja abundancia y frecuentemente son inestables durante la purificacion.
Por lo tanto, existe una necesidad para identificar las enzimas p450 en plantas y las secuencias de acidos nucleicos
asociadas con estas enzimas p450. En particular, solo se han reportado unas pocas proteinas de citocromo p450 y
Nicotiana. La divulgacién descrita aqui abarca el descubrimiento de los citocromos 450 y fragmentos de citocromo
p450 que corresponden a varios grupos de especies de psso con base en su identidad de secuencia.
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Ademas de las secuencias de p450, la presente divulgacion abarca el descubrimiento de otras secuencias
constitutivas e inducidas por etileno o senescencia que apuntan a la necesidad de regular las rutas metabdlicas
involucradas en la formacion de metabolitos secundarios que afectan la calidad de un producto de tabaco. Estas
secuencias también son (tiles en el desarrollo de germoplasmas vegetales que tienen caracteristicas deseables
para utilizacion en programas de cruzamiento para desarrollar germoplasmas mas deseables, y especialmente
germoplasmas tipo no GMO (organismo genéticamente modificado).

Resumen de la invencién

Los presentes inventores han identificado y caracterizado secuencias constitutivas, e inducidas por etileno y
senescencia, incluyendo un clon genémico de la nicotina desmetilasa, del tabaco. También se describe aqui el uso
de estas secuencias en métodos de cruzamiento y en métodos para crear una planta (por ejemplo una planta
transgénica) que tiene caracteristicas deseables, tales como niveles alterados de nornicotina o N"-nitrosonornicotina
(“NNN”) o ambos con respecto a una planta de control.

Una planta de tabaco puede ser identificada como una variante para la expresion del gen de nicotina desmetilasa,
por ejemplo, a los niveles transcripcional, postranscripcional y de traduccion o a nivel de la actividad enzimatica)
utilizando las secuencias descritas aqui y métodos estandar conocidos en el arte.

La planta de tabaco induce un gen enddgeno de nicotina desmetilasa que tiene una mutacion (por ejemplo, una
eliminacion, sustitucion, mutacion puntual, translocacion, inversion, duplicacion o una insercion). La planta de tabaco
puede incluir un gen de nicotina desmetilasa que tiene una mutacion nula, incluye un gen recombinante que silencia
un gen de nicotina desmetilasa enddgeno, o incluye una nicotina desmetilasa que tiene actividad enzimatica
reducida o alterada. El gen de nicotina desmetilasa de la planta de tabaco puede estar ausente. La plan de tabaco
puede ser una planta transgénica.

La planta de tabaco incluye una molécula de acido nucleico endégena seleccionada del grupo consistente de las
secuencias de acidos nucleicos mostradas en la Figura 1, Figuras 3 a 7 y Figuras 10-17, en donde el &cido nucleico
incluye una mutaciéon. Mutaciones de ejemplo incluyen eliminacion, sustituciéon, mutacion puntual, translocacién,
inversion, duplicacién o una insercion.

La primera planta de tabaco del método antes descrito puede incluir una molécula de acido nucleico endégena
seleccionada del grupo consistente de las secuencias de acidos nucleicos mostradas en la Figura 1, Figuras 3a 7y
Figura 10-17 en donde el acido nucleico incluye una mutaciéon nula. La plata de tabaco puede incluir un gen
recombinante que silencia la expresion de la molécula de acido nucleico endégena una molécula de acido nucleico
enddgena seleccionada del grupo consistente de las secuencias de acidos nucleicos mostradas en la Figura 1,
Figuras 3 a 7, y Figuras 10-17.

La planta de tabaco incluye, si se desea, una molécula de acido nucleico enddgena seleccionada del grupo
consistente de las secuencias de acidos nucleicos mostradas en la Figura 1, Figuras 3 a 7 y Figuras 10 a 17, en
donde la molécula de acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad enzimatica reducida o alterada. En
todavia otras realizaciones, la planta de tabaco es una planta transgénica.

Las plantas de tabaco de ejemplo divulgadas aqui incluyen Nicotiana africana, Nicotiana amplexicaulis, Nicotiana
arentsii, Nicotiana benthamiana, Nicotiana. bigelovii, Nicotiana corymbosa, Nicotiana debneyi, Nicotiana excelsior,
Nicotiana exigua, Nicotiana glutinosa, Nicotiana goodspeedii, Nicotiana gossei. Nicotiana hesperis, Nicotiana
ingulba, Nicotiana knightiana, Nicotiana maritima, Nicotiana megalosiphon. Nicotiana miersii. Nicotiana nesophila,
Nicotiana noctiflora, Nicotiana nudicaulis, Nicotiana otophora, Nicotiana palmeri, Nicotiana paniculata, Nicotiana
petunioides, Nicotiana pharmbaginifolia, Nicotiana repanda, Nicotiana rosulata, Nicotiana rotundifolia, Nicotiana
rustica, Nicotiana setchelli, Nicotiana stocktonli, Nicotiana eastii, Nicotiana suaveolens o Nicotiana trigonophylla.
Otras plantas de tabaco incluyen variedades de Nicotiana tabacum o Nicotiana rustica. Todavia otra planta de
tabaco es un tabaco negro oriental, tabaco amarillo o curado al aire, Virginia, o una planta de tabaco Burley.

En todavia un aspecto relacionado adicionalmente, la invencion presenta un cultivo de tejidos de células de tabaco
regenerables obtenidas de acuerdo con los métodos descritos aqui, como se define en las reivindicaciones. Tales
cultivos de tejidos regeneran plantas de tabaco capaces de expresar todas las caracteristicas fisiologicas y
morfolégicas de la planta de tabaco que tiene la expresion variante del gen de nicotina desmetilasa o un atributo
modificado. Células regenerables de ejemplo son embriones, células meristematicas, semillas, polen, hojas, raices,
puntas de raices, o flores 0 son protoplastos de callus derivadas de las mismas.

En todavia aspectos relacionados, la invencién presenta un método para producir un producto de tabaco como se
define en las reivindicaciones.

Productos de tabaco de ejemplo incluyen hojas o tallos o ambos; un producto de tabaco sin humo; un rapé himedo
0 seco; un tabaco para masticar; productos de cigarrillos; productos de cigarros; cigarrillos; tabacos para pipa; o
bidis.
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Un aspecto adicional de la divulgaciéon presenta un método para reducir la expresion o actividad enzimatica de un
polipéptido de tabaco constitutivo, o inducido por etileno o inducido por senescencia en una planta vegetal. Este
método involucra la reduccién del nivel o actividad enzimatica de un polipéptido de tabaco constitutivo endégeno, o
inducido por etileno o senescencia en la célula vegetal. En una realizacion deseable, el polipéptido de tabaco es un
p450. En otras realizaciones deseables, la célula vegetal es de una especie de Nicotiana.

La reduccion del nivel del polipéptido de tabaco constitutivo, o inducido por etileno o senescencia puede involucrar la
expresion de un transgen que codifica una molécula de acido nucleico antisentido de una secuencia de acidos
nucleicos mostrada en la Figura 1, Figuras 3 a 7, y Figuras 10-17 o una secuencia de acidos nucleicos que codifica
un polipéptido que contiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1, Figuras 3 y 4, y Figuras 10-17
en la célula vegetal. El transgen puede codificar una molécula de ARN de cadena doble de un acido nucleico de
tabaco constitutivo, o inducido por etileno o senescencia 0 una secuencia de aminoacidos en la célula vegetal. El
transgen puede ser expresado, por ejemplo, en una forma especifica para el tejido, especifica para la célula o
especifica para el érgano. Ademas, la reduccion del nivel del polipéptido de tabaco constitutivo, o inducido por
etileno o senescencia involucra de manera deseable la cosupresion del polipéptido de tabaco constitutivo, o inducido
por etileno o senescencia en la célula vegetal. Al reducir el nivel del polipéptido de tabaco constitutivo, o inducido por
etileno o senescencia se puede involucrar la expresion de un gen negativo dominante producido en la célula vegetal.
De manera deseable, el polipéptido de tabaco constitutivo, o inducido por etileno o senescencia incluye una
mutacion en un gen que codifica una secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1, Figuras 3y 4, y Figuras 10
a 17. La expresion reducida puede ocurrir a nivel transcripcional, a nivel translacional, o a nivel postranslacional.

Un aspecto adicional presenta una molécula de acido nucleico, por ejemplo, una secuencia de ADN, que contiene
una secuencia de nucleétidos que codifica una nicotina desmetilasa. En realizaciones deseables, la secuencia de
nucleotidos del primer aspecto es sustancialmente idéntica a una secuencia de nucleétidos que codifica una nicotina
desmetilasa de tabaco, tal como una nicotina desmetilasa de tabaco que contiene una secuencia de nucleétidos que
es al menos 70% idéntica a la secuencia de nuclettidos de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, o que contiene los
nucleétidos 2010-2949 y/o 3947-4562 de SEQ ID NO: 4, o que contiene la secuencia de SEQ ID NO: 4 o SEQ IDE
NO:5. La molécula de acido nucleico aislada, por ejemplo, esta enlazada operativamente a un promotor funcional en
una célula vegetal y deseablemente esta contenida en un vector de expresion. En otras realizaciones deseables, el
vector de expresion esta contenido en una célula, por ejemplo, una célula vegetal. De manera deseable, la célula
vegetal, tal como una célula de planta de tabaco, estéa incluida en una planta. La divulgacion también representa una
semilla, por ejemplo una semilla de tabaco, de una planta que contiene el vector de expresion, en donde la semilla
incluye una molécula de acido nucleico aislada que hibrida bajo condiciones restrictivas a la secuencia de SEQ ID
NO: 4 enlazada operativamente a una secuencia promotora heterdloga. Adicionalmente, la divulgacién presenta una
planta derivada de una célula germinada que contiene el vector de expresién, una hoja, bien sea verde o curada, de
la planta, y un articulo de manufactura hecho a partir de la hoja.

La secuencia de nucle6tidos puede contener una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas al complemento
de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4 y/o SEQ ID NO: 5, o a un fragmento de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID
NO: 5. De manera deseable, la secuencia de nucledtidos codifica una nicotina desmetilasa que es sustancialmente
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. La nicotina desmetilasa puede tener al menos 70% de
secuencia de identidad de aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos de la nicotina desmetilasa de
SEQ ID NO: 3 0 a un fragmento de una nicotina desmetilasa que tiene actividad enzimatica alterada (por ejemplo,
reducida) en comparacion con el polipéptido de longitud completa. De manera deseable, la nicotina desmetilasa
incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto, la divulgacion presenta una molécula de acido nucleico aislada que contiene un promotor que
hibrida bajo condiciones de restriccion a la secuencia de SEQ ID NO: 8, o un fragmento de la misma que conduce la
transcripcion. De manera deseable, el promotor (i) es inducido siguiendo tratamiento con etileno o durante la
senescencia; y (ii) incluye (a) pares de bases 1-2009 de SEQ ID NO: 4, o (b) al menos 200 pares de bases
consecutivas idénticos a 200 pares de bases consecutivas de la secuencia definida por los pares de bases 1-2009
de SEQ ID NO: 4, o (c) una porcion de nucleétido de 20 pares de bases idéntica en secuencia a una porcion de 20
pares de bases consecutivas de la secuencia fijada en los pares de bases 1-2009 de SEQ ID NO: 4.

Un aspecto adicional presenta un promotor de acido nucleico aislado que contiene una secuencia de nucleétidos
que tiene 50% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 8. De manera deseable, este
promotor de acido nucleico aislado es inducido siguiendo el tratamiento con etileno o durante la senescencia y, por
ejemplo, incluye la secuencia de SEQ ID NO: 8. Alternativamente, el promotor puede incluir un fragmento obtenible
de SEQ ID NO: 8, en donde el fragmento guia la transcripcién de un gen heterélogo o reduce o altera la actividad
enzimatica de la nicotina desmetilasa (por ejemplo, silencia la expresién del gen). En una realizacién deseable la
secuencia del promotor estd enlazada operativamente a una secuencia de acido nucleico heteréloga, y puede, por
ejemplo, estar contenida en un vector de expresién. En otras realizaciones deseables el vector de expresion esta
contenido en una célula, por ejemplo, una célula vegetal. De manera deseable, la célula vegetal, tal como una célula
de planta de tabaco, esta incluida en una planta. En otra realizacion deseable, la invencion presenta una semilla, por
ejemplo, una semilla de tabaco, de una planta que contiene el vector de expresion en donde la semilla incluye una
molécula de acido nucleico aislada que hibrida bajo condiciones de restriccion a la secuencia de SEQ ID NO: 8
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enlazado operativamente a la secuencia de acidos nucleicos heteréloga. Adicionalmente, la divulgacién presenta
una planta derivada de una semilla germinada que contiene el promotor de este aspecto, una hoja, bien sea verde o
curada, de la planta, y un articulo de manufactura hecho a partir de la hoja.

En adn otro aspecto, la descripcion presenta un método para reducir la expresion de la nicotina desmetilasa en una
planta de tabaco. Este método incluye las etapas de (i) introducir en la planta de tabaco un vector que contiene la
secuencia de SEQ ID NO: 8 o un fragmento obtenible de SEQ ID NO: 8 enlazado operativamente a una secuencia
de acidos nucleicos heterdloga y (ii) expresar el vector en la planta de tabaco. En una realizaciéon deseable de este
método, la expresion de la nicotina desmetilasa es silenciada. En otra realizacion deseable, el vector expresa ARN,
tal como ARN antisentido o una molécula de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi).

En un aspecto deseable adicional, la divulgaciéon presenta una molécula de acido nucleico aislada que contiene un
intron que hibrida bajo condiciones de restriccion a la secuencia de SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma que
reduce o altera la actividad enzimatica de la nicotina desmetilasa (por ejemplo, silencia la expresién del gen) o
puede servir como marcador molecular para identificar secuencias de acido nucleico de la nicotina desmetilasa. En
una realizacion deseable, el intrén incluye (a) pares de bases 2950-3946 de SEQ ID NO: 4, o (b) al menos 200 pares
de bases consecutivos idénticos a 200 pares de bases consecutivos de la secuencia definida por los pares de bases
2950-3946 de SEQ ID NO:4, o (c) una porcién de nucledtidos de 20 pares de bases idéntica en secuencia a una
porcién de 20 pares de bases consecutivos de la secuencia fijada en los pares de bases 2950-3946 de SEQ ID NO:
4.

Otro aspecto deseable presenta un intron de acido nucleico aislado que incluye una secuencia de nucleétidos que
tiene 50% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 7, o un fragmento del mismo que
reduce o altera la actividad enzimatica de la nicotina desmetilasa (por ejemplo, silencia la expresién del gen) o
puede servir como un marcador molecular para identificar las secuencias de acidos nucleicos de la nicotina
desmetilasa. El silenciamiento de la expresion del gen puede involucrar, por ejemplo, recombinacién homaéloga (por
ejemplo utilizando la secuencia de SEQ ID NO: 188 o un fragmento de la misma) o una mutaciéon que da como
resultado un producto de gen que no tiene actividad de nicotina desmetilasa. En particular, el intrén puede incluir la
secuencia de SEQ ID NO: 7 o un fragmento obtenible de SEQ ID NO: 7. De manera deseable, una molécula de
acido nucleico aislada que incluye un intron esta enlazada operativamente a una secuencia de acidos nucleicos
heterdloga y esta secuencia deseablemente esta incluida en un vector de expresién. En otra realizacion, el vector de
expresion esta contenido en una célula, tal como una célula vegetal. En particular, la célula vegetal puede ser una
célula de tabaco. Es deseable una planta, por ejemplo, una planta de tabaco, que incluye una célula vegetal que
contiene la secuencia de SEQ ID NO: 7 o un fragmento obtenible de SEQ ID NO: 7 enlazado operativamente a una
secuencia de acidos nucleicos heterdloga en un vector de expresion. Adicionalmente, una semilla, por ejemplo una
semilla de tabaco, de una planta, en donde la semilla contiene un intrébn que hibrida bajo condiciones restrictivas a
SEQ ID NO: 7 enlazado operativamente a una secuencia de acidos nucleicos heterdloga también es deseable.
Adicionalmente, la divulgacion presenta una planta derivada de la semilla germinada que contiene el intron de este
aspecto, una hoja, bien sea verde o curada, de la planta, y un articulo de manufactura hecho a partir de la hoja verde
0 curada.

En adn otro aspecto, la divulgacién presenta un método para reducir la expresion de la nicotina desmetilasa en una
planta de tabaco. Este método incluye las etapas de (i) introducir en la planta de tabaco un vector que contiene la
secuencia de SEQ ID NO: 7 o un fragmento obtenible de SEQ ID NO: 7 enlazado operativamente a una secuencia
de acidos nucleicos heterdloga y (ii) expresar el vector en la planta de tabaco. En una realizaciéon deseable de este
método, la expresion de la nicotina desmetilasa es silenciada. En otra realizacion deseable, el vector expresa ARN,
tal como ARN antisentido o una molécula de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi).

En un aspecto adicional, la divulgacion presenta una molécula de acido nucleico aislada que contiene una regién no
traducida que hibrida bajo condiciones restrictivas a la secuencia de SEQ ID NO: 9, o un fragmento de la misma que
puede alterar el patron de expresion de un gen, reduce o altera la actividad enzimatica de la nicotina desmetilasa
(por ejemplo, silencia la expresién del gen) o puede ser utilizada como un marcador para identificar las secuencias
de acidos nucleicos de la nicotina desmetilasa. En una realizacion deseable de este aspecto, la region no traducida
incluye (a) pares de bases 4563-6347 de SEQ ID NO: 4, o (b) al menos 200 pares de bases consecutivos idénticos a
200 pares de bases consecutivos de la secuencia definida por los pares de bases 4563-6347 de SEQ ID NO:4, o (c)
una porcion de nucledtidos de 20 pares de bases idéntica en secuencia a una porcion de 20 pares de bases
consecutivas de la secuencia fijada en los pares de bases 4563-6347 de SEQ ID NO: 4.

Un aspecto deseable adicional presenta una region no traducida de acido nucleico aislado que contiene una
secuencia de nucleétidos que tiene 50% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 9. De
manera deseable, la regiéon no traducida incluye la secuencia de SEQ ID NO: 9 o la regién no traducida incluye un
fragmento obtenible de SEQ ID NO: 9 que puede alterar el patron de expresion de un gen, reduce o altera la
actividad enzimatica de la nicotina desmetilasa (por ejemplo, silencia la expresion del gen) o puede ser utilizada
como marcador para identificar las secuencias de acidos nucleicos de la nicotina desmetilasa. La regién no traducida
de manera deseable esta enlazada operativamente a una secuencia de acidos nucleicos heteréloga y puede estar
contenida en un vector de expresion. Adicionalmente, este vector de expresién esta contenido de manera deseable
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en una célula, tal como una célula vegetal, por ejemplo, una célula de tabaco. Otra realizacién deseable presenta un
planta tal como una planta de tabaco, que incluye una célula vegetal que contiene un vector que incluye una
secuencia de acidos nucleicos aislada que tiene 50% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID
NO: 9 y esta enlazada operativamente a una secuencia de acidos nucleicos heteréloga.

La divulgacion también presenta una semilla, por ejemplo, una semilla de tabaco, de una planta, en donde la semilla
incluye una regioén no traducida que hibrida bajo condiciones restrictivas a SEQ ID NO: 9 enlazado operativamente a
una secuencia de aminoacidos heteréloga. Adicionalmente, esta divulgacién presenta una planta derivada de una
semilla germinada que contiene la region no traducida de este aspecto de la invencion, una hoja, bien sea verde o
curada, de la planta, y un articulo de manufactura hecho a partir de la hoja verde o curada.

Adicionalmente, la invencién presenta un método para reducir la expresion o alterar la actividad enzimatica de la
nicotina desmetilasa en una planta de tabaco, tal como se define en las reivindicaciones.

Otro aspecto presenta un vector de expresion que incluye una molécula de acido nucleico que contiene una
secuencia de nucleétidos que codifica una nicotina desmetilasa, en donde el vector es capaz de dirigir la expresion
de la nicotina desmetilasa codificada por la molécula de acido nucleico aislada. De manera deseable, el vector
incluye la secuencia de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5.

En un aspecto adicional, la divulgaciéon presenta una planta de tabaco que tiene expresion reducida de una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido, por ejemplo, una que incluye la secuencia de SEQ ID NO:
3, y que desmetila la nicotina, en donde la expresién reducida (o una reduccion en la actividad enzimatica) reduce el
nivel de nicotina en la planta. En una realizacién deseable, la planta de tabaco es una planta transgénica, tal como
una que incluye un transgen que, cuando es expresado en la planta transgénica, silencia la expresién genética de
una nicotina desmetilasa de tabaco endégena.

En particular, la planta transgénica incluye de manera deseable uno o0 mas de los siguientes: un transgen que
expresa una molécula antisentido de una nicotina desmetilasa de tabaco o una molécula de ARN capaz de inducir
ARN de interferencia (ARNiI); un transgen, que cuando se expresa en la planta transgénica, cosuprime la expresion
de una nicotina desmetilasa de tabaco; un transgen que codifica un producto de gen negativo dominante, por
ejemplo, una forma mutada de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; una mutacién puntual en un gen que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; una eliminacion en un gen que codifica una nicotina
desmetilasa de tabaco; y una insercion en un gen que codifica una nicotina desmetilasa de tabaco.

En otras realizaciones deseables, la expresion reducida de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido ocurre a nivel transcripcional, a nivel de traduccion, o al nivel de postraduccion.

Un aspecto adicional presenta un método para reducir la expresion de nicotina desmetilasa de tabaco en una planta
o0 en un componente de la planta. Este método involucra las etapas de: (a) introducir en células vegetales un
transgen que codifica una nicotina desmetilasa de tabaco enlazado operativamente a un promotor funcional en las
células vegetales para producir células vegetales transformadas; (b) regenerar una planta o0 un componente de
planta de las células vegetales transformadas, en donde la nicotina desmetilasa de tabaco es expresada en las
células de la planta o componente de la planta, reduciendo por lo tanto la expresion de la nicotina desmetilasa de
tabaco en una planta o componente de la planta. En realizaciones particulares de este aspecto, el transgen que
codifica la nicotina desmetilasa de tabaco es expresado constitutivamente o expresado de manera inducible, por
ejemplo, en una forma especifica para el tejido, especifica para la célula o especifica para el 6rgano. En otra
realizacién de este aspecto, la expresion del transgen cosuprime la expresion de una nicotina desmetilasa de tabaco
enddgena o cualquier otro polipéptido descrito aqui.

Un aspecto adicional de la divulgacién presenta otro método para reducir la expresion de nicotina desmetilasa de
tabaco o cualquiera de los otros polipéptidos descritos aqui en una planta o componente de una planta. Este método
incluye las etapas de: (a) introducir en plantas vegetales un transgen que codifica una secuencia de codificacion
antisentido de una nicotina desmetilasa de tabaco a una molécula de ARN capaz de inducir ARN de interferencia
(ARNi) enlazado operativamente a un promotor funcional en las células vegetales para producir células vegetales
transformadas; (b) regenerar una planta 0 un componente de la planta a partir de las células vegetales
transformadas, en donde la molécula antisentido o una de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi) de la
secuencia de codificacién de la nicotina desmetilasa de tabaco es expresada en las células de la planta o un
componente de la planta, reduciendo por lo tanto la expresion de la nicotina desmetilasa de tabaco en una planta o
componente de la planta. De manera deseable, el transgen que codifica una secuencia antisentido o una molécula
de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi) y una nicotina desmetilasa de tabaco es expresada
constitutivamente o es expresada de manera inducible, por ejemplo, en una forma especifica para el tejido,
especifica para la célula o especifica para el érgano. En otra realizaciones deseables la molécula antisentido o de
ARN capaz de inducir ARNi de la secuencia de codificacién de la nicotina desmetilasa de tabaco contiene el
complemento de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 61, SEQ ID NO: 188, o un fragmento de las mismas.
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Un aspecto adicional presenta aun otro método para reducir la expresion de nicotina desmetilasa de tabaco en una
planta o componente de la planta. Este método involucra las etapas de: (a) introducir en las células vegetales un
transgen que codifica un producto de gen negativo dominante de una nicotina desmetilasa de tabaco enlazado
operativamente a un promotor funcional en las células vegetales para producir células vegetales transformadas; y (b)
regenerar una planta o componente de la planta a partir de las células vegetales transformadas, en donde el
producto de gen negativo dominante de la nicotina desmetilasa de tabaco es expresado en las células de la planta o
componente de la planta, reduciendo por lo tanto la expresion de la nicotina desmetilasa de tabaco en una planta o
componente de la planta. En realizaciones particulares de este aspecto, el transgen que codifica el producto de gen
negativo dominante es expresado constitutivamente o es expresada de manera inducible, por ejemplo, en una forma
especifica para el tejido, especifica para la célula o especifica para el érgano.

Un aspecto adicional presenta un método adicional para reducir la expresion o la actividad enzimatica de la nicotina
desmetilasa de tabaco en una célula vegetal. Este método involucra reducir el nivel de una nicotina desmetilasa de
tabaco, o su actividad enzimatica, en la célula vegetal. De manera deseable, la célula vegetal es de una
dicotileddnea, una planta solanacea, o una especie de Nicotiana. En realizaciones deseables de este aspecto, la
reduccion de nivel de nicotina desmetilasa en el tabaco endégena involucra la expresion de un transgen que codifica
una molécula de acido nucleico antisentido o una molécula de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi) de
una nicotina desmetilasa de tabaco en una célula vegetal, o involucra la expresién de un transgen que codifica una
molécula de ARN de cadena doble de una nicotina desmetilasa de tabaco en la célula vegetal. De manera deseable,
el ARN de cadena doble es una secuencia de ARN correspondiente a la secuencia de SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 188 o un fragmento de
las mismas. En una realizaciéon adicional, la reduccién de nivel de nicotina desmetilasa de tabaco enddgena
involucra la cosupresion de la nicotina desmetilasa de tabaco enddgena en la célula vegetal o involucra la expresion
de un producto de gen negativo dominante en la célula vegetal. En particular, el producto de gen negativo dominante
puede incluir un gen que codifica una forma mutada de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o cualquier
otra secuencia de aminoacidos descrita aqui.

En otras realizaciones deseables de este aspecto, la nicotina desmetilasa de tabaco endégena incluye una mutacion
puntual en un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones deseables la
reduccion del nivel de expresion de una nicotina desmetilasa de tabaco endégena involucra una eliminacion en un
gen que codifica una nicotina desmetilasa de tabaco o involucra una insercién en un gen que codifica una nicotina
desmetilasa de tabaco. La expresién reducida puede ocurrir a nivel transcripcional, a nivel de traduccién o a nivel
postraduccion.

La nicotina desmetilasa tiene al menos 70% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. De
manera deseable, el compuesto hace disminuir la actividad de la nicotina desmetilasa de tabaco.

Un aspecto adicional presenta una planta o componente de planta de tabaco curado que contiene (i) niveles
reducidos de nicotina desmetilasa o (ii) una nicotina desmetilasa que tiene una actividad enzimatica alterada y una
cantidad reducida de una nitrosamina. De manera deseable, el componente vegetal es hoja de tabaco o tallo de
tabaco. En una realizacion deseable, la nitrosamina es nicotina, y el contenido de nicotina de manera deseable es
menos de 5 mg/g, 4.5 mg/g, 4.0 mg/g, 3.5 mg/g, 3.0 mg/g, mas deseablemente menor de 2.5 mg/g, 2.0 mg/g, 1.5
mg/g, 1.0 mg/g, mas deseablemente menor de 750 pg/g, 500 pg/g, 250 pg/g, 100 pg/g, aun mas deseablemente
menor de 75 pg/g, 50 pg/g, 25 ug/g, 10 pgl/g, 7.0 pg/g, 5.0 pg/g, 4.0 pg/g, y aun mas deseablemente menor de 2.0
po/g, 1.0 pg/g, 0.5 pg/g, 0.4 pg/g, 0.2 pg/g, 0.1 pg/g, 0.05 pg/g, o 0.01 pg/g o en donde el porcentaje de alcaloides
secundarios con respecto al contenido total de alcaloides en la misma es menor de 90%, 70%, 50%, 30%, 10%, de
manera deseable menos de 5%, 4%, 3%, 2%, 1.5%, 1%, y mas deseablemente menos de 0.75%, 0.5%, 0.25%, o
0.1%. En otra realizacion deseable, la nitrosamina es N’-nitrosonomicotina (NNN), y el contenido de N’-NNN es de
manera deseable menor de 5 mg/g, 4.5 mg/g, 4.0 mg/g, 3.5 mg/g, 3.0 mg/g, mas deseablemente menor de 2.5 mg/g,
2.0 mg/g, 1.5 mg/g, 1.0 mg/g, mas deseablemente menor de 750 pg/g, 500 pg/g, 250 pg/g, 100 ug/g, aun mas
deseablemente menor de 75 pg/g, 50 pg/g, 25 pg/g, 10 pg/g, 7.0 pg/g, 5.0 pug/g, 4.0 pg/g, y aun mas deseablemente
menor de 2.0 pg/g, 1.0 pg/g, 0.5 pg/g, 0.4 pg/g, 0.2 pg/g, 0.1 pg/g, 0.05 pg/g, o 0.01 pg/g o en donde el porcentaje
de alcaloides secundarios con respecto al contenido total de alcaloides contenido de la misma es menor de 90%,
70%, 50%, 30%, 10%, de manera deseable menos de 5%, 4%, 3%, 2%, 1.5%, 1%, y de manera mas deseable
menos de 0.75%, 0.5%, 0.25%, o 0.1%. En realizaciones deseables adicionales de este aspecto, la planta o
componente de planta de tabaco curada es un tabaco oscuro, tabaco Burley, tabaco curado amarillo, tabaco Virginia
curado al aire o tabaco oriental.

Adicionalmente, la planta o0 componente de planta de tabaco curada de manera deseable incluye un gen de nicotina
desmetilasa recombinante, por ejemplo, uno que contiene la secuencia de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 0 un
fragmento del mismo. De manera deseable, la expresion de un gen de nicotina desmetilasa enddgeno, o de
cualquier otra secuencia de aminoacidos descrita aqui, en la planta o componente de la planta de tabaco curada es
silenciada.

Otro aspecto presenta un producto de tabaco que contiene una planta o componente de la planta de tabaco curado
que incluye (i) expresion reducida de una nicotina desmetilasa o cualquier otro polipéptido descrito aqui o (ii) una
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nicotina desmetilasa u otro polipéptido descrito aqui que tiene actividad alterada, y una cantidad reducida de
nitrasamina. De manera deseable, el producto de tabaco es tabaco sin humo, rapé humedo o seco, un tabaco para
masticar, productos de cigarros, productos de cigarrillos, tabacos para pipa o bidis. En particular, el producto de
tabaco de este aspecto puede contener tabaco oscuro, tabaco molido o incluir un componente saborizante.

La invencion también presenta un método para hacer un producto de tabaco, por ejemplo, un producto de tabaco sin
humo, que contiene (i) expresion reducida de una nicotina desmetilasa o (ii) una nicotina desmetilasa que tiene
actividad enzimatica alterada (por ejemplo reducida), y una cantidad reducida de una nitrosamina. Este método
involucra proveer una planta o componente de planta de tabaco curada que contiene (i) un nivel reducido de nicotina
desmetilasa o (ii) una nicotina desmetilasa que tiene una actividad enzimatica alterada y una cantidad reducida de
una nitrosamina y la preparacién del producto de tabaco a partir de la planta o0 componente de la planta de tabaco
curada, como se define en las reivindicaciones.

Definiciones

“Actividad enzimatica” se entiende que incluye, pero no se limita a desmetilacién, hidroxilacion, epoxidacion, N-
oxidacion, sulfooxidacion, N-, S- y O-desalquilaciones, desulfatacién, desaminacion y reduccion de grupos azo, nitro,
N-6xido, y tales otros grupos quimicos enzimaticamente reactivos. La actividad enzimatica alterada se refiere a un
descenso en la actividad enzimatica (por ejemplo, de una nicotina desmetilasa de tabaco) en al menos 10-20%,
preferiblemente en al menos 25-50%, y mas preferiblemente en al menos 55-95% 0 mas con respecto a la actividad
de una enzima de control (por ejemplo, una nicotina desmetilasa de tabaco de una planta de tabaco tipo silvestre).
La actividad de una enzima, tal como una nicotina desmetilasa puede ser probada utilizando métodos estandar en la
técnica, por ejemplo, utilizando ensayos de microsoma de levadura descritos aqui.

El término “acido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétido o ribonucleétido bien sea en forma de
cadena sencilla o doble, o sentido o antisentido, y a menos que se indique otra cosa, abarca analogos conocidos de
nucleétidos naturales que hibridan a acidos nucleicos de una manera similar a los nucleétidos de origen natural. A
menos que se indique otra cosa, una secuencia de acidos nucleicos particular incluye la secuencia complementaria
de la misma. Los términos “enlazado operativamente”, “en combinacion operable” y “en orden operable” se refieren a
un enlace funcional entre una secuencia de control de expresion de acidos nucleicos (tal como un promotor,
secuencia de sefializacion, o arreglo de sitios de enlazamiento del factor de transcripcién) y una segunda secuencia
de acidos nucleicos, en donde la secuencia de control de expresién afecta la transcripcion y/o traduccion del
correspondiente &cido nucleico a la segunda secuencia. De manera deseable, una secuencia de acidos nucleicos
enlazado operativamente se refiere a un fragmento de un gen que esta enlazado a otras secuencias del mismo gen
para formar un gen de longitud completa.

El término “recombinante” cuando se utiliza con referencia a una célula indica que la célula replica un acido nucleico
heterdlogo, expresa el acido nucleico o expresa un péptido, péptido heterélogo o proteina codificados por un acido
nucleico heterdlogo. Las células recombinantes pueden expresar genes o fragmentos de genes bien sea en formas
en sentido o antisentido o una molécula de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi) que no se encuentran
dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula. Las células recombinantes también pueden expresar genes
gue se encuentran en la forma nativa de la célula, pero en donde los genes son modificados y reintroducidos en la
célula por medios artificiales.

Un “gen estructural” es una porcién de un gen que comprende un segmento de ADN que codifica una proteina,
polipéptido o una porcién del mismo, y que excluye, por ejemplo, la secuencia 5 que guia la iniciacion de la
transcripcion o el 3° UTR. El gen estructural puede codificar alternativamente un producto no traducible. El gen
estructural puede ser uno que normalmente se encuentra en la célula o que normalmente no se encuentra en la
célula o localizacién celular en donde es introducido, en cuyo caso se denomina un “gen heter6logo”. Un gen
heterélogo puede ser derivado en todo o en parte de una fuente conocida en la técnica, incluyendo un genoma
bacteriano o episoma, un ADN eucaridtico, nuclear o de plasmido, ADNc, ADN viral o ADN sintetizado
guimicamente. Un gen estructural puede contener una o mas modificaciones que podrian afectar la actividad
bioloégica o sus caracteristicas, la actividad biolégica o la estructura quimica del producto de expresion, la rata de
expresion o la manera de control de expresion. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, mutaciones,
inserciones, eliminaciones y sustituciones de uno o mas nucleétidos.

El gen estructural puede constituir una secuencia de codificaciéon no interrumpida o puede incluir uno o mas intrones,
enlazados por las uniones de empalme apropiadas. El gen estructural puede ser traducible o no traducible,
incluyendo una molécula en antisentido o de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi). El gen estructural
puede ser una composicion de segmentos derivada de una pluralidad de fuentes y de una pluralidad de secuencias
de genes (de origen natural o sintético, en donde sintético se refiere a un ADN que es sintetizado quimicamente).

Un “ex6n” tal como se utiliza aqui en referencia a una secuencia de acidos nucleicos significa una porcion de la
secuencia de acidos nucleicos de un gen, en donde la secuencia de acidos nucleicos del exén codifica al menos un
aminoéacido del producto genético. Un exoén es tipicamente adyacente a un segmento de ADN no codificador tal
como un intrén.
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Un “intrén” tal como se utiliza aqui en referencia a una secuencia de acidos nucleicos significa una regién no
codificadora de un gen que es flanqueada por regiones codificadoras. Un intrén tipicamente es una regién no
codificadora de un gen que es transcrita en una molécula de ARN pero es escindida por el ARN que se empalma
durante la produccion del ARN mensajero u otro ARN estructural funcional.

Un “3” UTR” tal como se utiliza aqui en referencia a una secuencia de acidos nucleicos indica una secuencia de
acidos nucleicos no codificadora préxima a un codon de detencion de un exén.

“Derivado de” se utiliza para indicar tomado, obtenido, recibido, trazado, replicado o descendiente de una fuente
(quimica y/o biologica). Un derivado puede ser producido por manipulacion quimica o bioldgica (incluyendo, pero no
limitandose a, sustitucion, adicién, insercion, eliminacién, extraccion, aislamiento, mutacion y replicacion) de la
fuente original.

“Sintetizada quimicamente”, tal como se relaciona con una secuencia de ADN, significa que las porciones de los
nucleétidos componentes fueron ensambladas in vitro. La sintesis quimica manual de ADN puede ser logrado
utilizando procedimientos bien establecidos (Caruthers, Methodology of DNA and RNA Sequencing, (1983),
Weissman (ed.), Praeger Publishers, New York, Chapter 1); la sintesis quimica automatica puede llevarse a cabo
utilizando cualquiera de un cierto nimero de maquinas disponibles comercialmente.

El alineamiento 6ptimo de las secuencias para la comparaciéon puede llevarse a cabo, por ejemplo, por el algoritmo
de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la busqueda segin el método de similitud de
Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444 (1988), por implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), 0 por inspeccion.

La NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1990) esta disponible a partir de varias fuentes,
incluyendo el National Center for Biological Information (NCBI, Bethesda, Md.) y en internet, para uso en conexion
con los programas de andlisis de secuencias blastp, blastn, blastx; tblastn, y tblastx. Puede tenerse acceso en
http://www.ncbi. nlm.nih.gov/BLAST/. Una descripcion de cémo determinar la identidad de secuencia utilizando este
programa esta disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast help.html.

Los términos "identidad de aminoacidos sustancial” o "identidad de secuencia de amino&cidos sustancial” tal como
se aplica a las secuencias de aminodacidos si se utiliza aqui denota una caracteristica de un polipéptido en donde el
péptido comprende una secuencia que tiene al menos 70 por ciento de identidad en secuencia, por ejemplo
preferiblemente 80 por ciento de identidad de secuencia de aminoacidos, méas preferiblemente 90 por ciento de
identidad de secuencia de aminoéacidos, y lo mas preferiblemente al menos 99 a 100 por ciento de identidad de
secuencia en comparacién con la secuencia de proteinas mostrada en las Figuras 10 a 17. De manera deseable,
para una nicotina desmetilasa, la comparacion de secuencias se efectia de manera deseable en una regién que
sigue al motivo GXRXCX(G/A) (SEQ ID NO: 2265) del citocromo p450 hasta el coddn de detencion del péptido
traducido.

Los términos "identidad substancial de acidos nucleicos” o "identidad sustancial de secuencia de &cidos nucleicos”
tal como se aplica a las secuencias de acidos nucleicos tal como se utiliza aqui denota una caracteristica de una
secuencia de polinucleétidos, en donde el polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos 50 por
ciento, preferiblemente 60, 65, 70, o 75 por ciento de identidad de secuencia, mas preferiblemente 81 o0 91 por ciento
de identidad de secuencia de acidos nucleicos, y lo mas preferiblemente al menos 95, 99, o incluso 100 por ciento
de identidad de secuencia en comparacion con una regién de un grupo de referencia correspondiente al primer acido
nucleico que sigue a la regiéon de codificacion del motivo GXRXCX(G/A) (SEQ ID NO: 2265) de citocromo p450
hasta el codén de detencién del péptido traducido.

Otra indicacion de que las secuencias de nucleétidos son sustancialmente idénticas es si las dos moléculas se
hibridan una a otra bajo condiciones de restriccion. Las condiciones de restriccién son dependientes de la secuencia
y seran diferentes en diferentes circunstancias. De manera general, se seleccionan las condiciones de restriccion
para que sean de alrededor de 5°C a aproximadamente 20°C, de manera usual aproximadamente 10°C hasta
aproximadamente 15°C, inferior al punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y
pH definidos. La Tm es la temperatura (bajo fuerza iénica y pH definidos) a la cual el 50% de la secuencia objetivo
hibrida a una sonda comparada. Tipicamente, las condiciones de restriccion seran aquellas en las cuales la
concentracion de sal es aproximadamente 0.02 molar a pH 7 y la temperatura es al menos aproximadamente 60°C.
Por ejemplo, en el procedimiento de hibridacion Southern estandar, las condiciones de restriccién incluirdn un lavado
inicial en 6xSSC a 42°C seguido por uno o mas lavados adicionales en 0.2xSSC a una temperatura de al menos
aproximadamente 55°C, tipicamente alrededor de 60°C, y frecuentemente alrededor de 65°C.

Las secuencias de nucleotidos también son sustancialmente idénticas para los prop6sitos de esta invencion cuando
dichas secuencias de nuclettidos codifican polipéptidos y/o proteinas que son sustancialmente idénticos. Asi,
cuando una secuencia de acidos nucleicos codifica esencialmente el mismo polipéptido que una segunda secuencia
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de &cidos nucleicos, las dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticas incluso si no hibridan
bajo condiciones restrictivas debido a la degeneracion permitida por el cédigo genético (véase, Darnell et al. (1990)
Molecular Cell Biology, Second Edition Scientific American Books W. H. Freeman and Company New York para una
explicacién de la degeneracion de los codones y el cédigo genético). La pureza u homogeneidad de la proteina
pueden ser indicadas mediante un cierto nimero de medios bien conocidos en el arte, tales como electroforesis en
gel de poliacrilamida de una muestra de proteina, seguida por visualizacion por tincion. Para ciertos propositos
puede requerirse de alta resolucién y pueden utilizarse HPLC o un medio similar para la purificacion.

Por un anticuerpo que “se enlaza especificamente” o “reconoce especificamente” un polipéptido particular, tal como
una nicotina desmetilasa de tabaco, se entiende una afinidad incrementada del anticuerpo por el polipéptido con
respecto a una cantidad igual de cualquier otra proteina. Anticuerpos deseables son anticuerpos que se enlazan
especificamente a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1, Figuras 3y 4, o
Figuras 10 a 17. Por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza especificamente a una nicotina desmetilasa de tabaco
gue contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 tiene de manera deseable una afinidad por su antigeno
que es al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 30 veces, 0 100 veces mayor que para una cantidad igual de cualquier
otro antigeno, incluyendo antigenos relacionados. El enlazamiento de un anticuerpo a un antigeno, por ejemplo, una
nicotina desmetilasa de tabaco, puede ser determinado por un cierto nimero de métodos estandar en la técnica, por
ejemplo, analisis Western, ELISA o coinmunoprecipitacion. Los anticuerpos que se enlazan especificamente a un
polipéptido, por ejemplo una nicotina desmetilasa, también son (tiles para purificar el polipéptido.

Tal como se utiliza aqui, el término “vector” es utilizado en referencia a moléculas de acidos nucleicos que
transfieren segmentos de ADN hacia una célula. Un vector puede actuar para replicar ADN y puede reproducirse
independientemente en una célula anfitriona. El término “vehiculos” se utiliza algunas veces de manera
intercambiable con “vector”. El término “vector de expresion” tal como se utiliza aqui se refiere a una molécula de
ADN recombinante que contiene una secuencia de codificaciébn deseada y secuencias de acidos nucleicos
apropiadas necesarias para la expresion de la secuencia de codificacion enlazado operativamente en un organismo
anfitrion particular. Las secuencias de acidos nucleicos necesarias para la expresion en procariotas incluyen
usualmente un promotor, un operador (opcional), y un sitio de enlazamiento al ribosoma, frecuentemente junto con
otras secuencias. De manera deseable, el promotor incluye la secuencia de SEQ ID NO: 8 o un fragmento de la
misma que guia la transcripcién. También son deseables secuencias promotoras que tienen al menos 50%, 60%,
75%, 80%, 90%, 95%, o incluso 99% de identidad de secuencia con la secuencia de la SEQ ID NO:8 y que guian la
transcripcion. Las células eucariéticas son conocidas por utilizar promotores, potenciadores y sefiales de terminacion
y poliadenilacién, tales como la secuencia 3" UTR de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, se ha observado que los
vectores de expresion vegetal requieren la presencia de intrones derivados de las plantas, tales como un intrén que
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 7, para tener expresion estable. Como tal, la secuencia de SEQ ID NO: 7 o
cualquier intron que tenga una union de empalme de ARN apropiada puede ser utilizada como se describe aqui mas
adelante. Vectores deseables incluyen una secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras 1,3a 7,10 a 17.

Para el propoésito de regenerar plantas manipuladas genéticamente completas con raices, un acido nucleico puede
ser insertado en las células vegetales, por ejemplo, por cualquier técnica tal como inoculacién in vivo o por
cualquiera de las técnicas de cultivo de tejidos in vitro conocidas para producir células vegetales transformadas que
pueden ser regeneradas en plantas completas. Asi, por ejemplo, la insercién en células vegetales puede ser por
inoculacion in vitro por A. tumefaciens patogénico o no patogénico. También pueden emplearse otras tales técnicas
de cultivo de tejidos.

“Tejido vegetal’, “componente de plantas” o “célula vegetal’ incluyen tejidos de plantas diferenciados y no
diferenciados, incluyendo, pero no limitandose a, raices, brotes, hojas, polen, semillas, tejidos tumorales y diversas
formas de células en cultivo, tales como células individuales, protoplastos, embriones y tejido de callus. El tejido
vegetal puede estar in planta o en un cultivo de érganos, tejidos o células.

“Célula vegetal” tal como se utiliza aqui incluye células de plantas in planta y células de plantas y protoplastos en
cultivo. “ADNc” o “ADN complementario” se refiere en general a una molécula de ADN de cadena sencilla con una
secuencia de nucledtidos que es complementaria a una molécula de ARN no procesada que contiene un intrén, o a
una ARNm procesada que carece de intrones. El ADNc es formado por la accion de la enzima reversa transcriptasa
sobre una plantilla de ARN.

“Tabaco” tal como se utiliza aqui, incluye curado amarillo, Virginia, Burley, oscuro, oriental y otros tipos de plantas
dentro del género Nicotiana. La semilla del género Nicotiana es facilmente disponible comercialmente en la forma de
Nicotiana tabacum.

“Articulos de manufactura” o “productos de tabaco” incluyen productos tales como rapé humedo y seco, tabacos
para mascar, productos de cigarrillos, productos de cigarros, cigarrillos, tabacos para pipa, bidis y productos
similares derivados del tabaco.

Por “silenciamiento del gen” se entiende un descenso en el nivel de la expresion del gen (por ejemplo, expresion de
un gen que codifica nicotina desmetilasa de tabaco) en al menos 30-50%, preferiblemente en al menos 50-80%, y
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mas preferiblemente en al menos 80-95% o0 mas con respecto al nivel en una planta de control (por ejemplo, una
planta de tabaco tipo silvestre). La reduccién de tales niveles de expresién puede lograrse empleando métodos
estandar que son conocidos en la técnica incluyendo, sin limitacion, ARN de interferencia, interferencia de cadena
triple, ribozimas, recombinacién homdloga, silenciamiento de genes inducido por virus, tecnologias antisentido y de
cosupresion, expresion de un producto de gen negativo dominante, o a través de la generacion de genes mutados
utilizando técnicas de mutagénesis estandar, tales como las descritas aqui. Los niveles de un polipéptido o
transcripto de nicotina desmetilasa de tabaco, o ambos, son monitorizados de acuerdo con cualquier técnica
estandar incluyendo, pero no limitdndose a, inmunoprecipitacién Northern, proteccion de RNasa, o
inmunoprecipitacion.

Por un “fragmento” o “porcién” de una secuencia de aminoacidos se entiende al menos por ejemplo, 20, 15, 30, 50,
75, 100, 250, 300, 400 o 500 aminoacidos contiguos de cualquiera de las secuencias de aminoacidos mostradas en
las Figuras 1, 3, 4 y 10 a 17. Fragmentos deseables de ejemplo son los aminoacidos 1-313 de la secuencia de SEQ
ID NO: 3y los aminoacidos 314-517 de la secuencia de SEQ ID NO: 3, asi como la secuencia de SEQ ID NO: 2y
63. Ademas, con respecto a un fragmento o porcién de una secuencia de acidos nucleicos, los fragmentos
deseables incluyen al menos 100, 250, 500, 750, 1000 o 1500 de acidos nucleicos contiguos de cualquiera de las
secuencias de acidos nucleicos mostradas en las figuras 1, 3 a 7, y 10 a 17. Fragmentos deseables de ejemplos son
los acidos nucleicos 1-2009, 2010-2949, 2950-3946, 3947-4562, 4563-6347 y 4731-6347 de la secuencia de SEQ ID
NO: 4.

Por un “polipéptido sustancialmente puro” se entiende un polipéptido que ha sido separado de la mayoria de los
componentes que lo acompafan de manera natural; sin embargo, otras proteinas encontradas en la fraccién
microsdmica asociadas con una preparacién que tienen una actividad enzimatica de al menos 8.3 pKat/mg de
proteina también se consideran como un polipéptido sustancialmente puro. Tipicamente, el polipéptido
sustancialmente puro cuando esta al menos 60%, en peso, libre de las proteinas y moléculas de origen organico con
las cuales esta asociado de manera natural. Preferiblemente, la preparacion es al menos 75%, mas preferiblemente
al menos 90%, y lo mas preferiblemente al menos 99%, en peso, del polipéptido deseado. Un polipéptido
sustancialmente puro puede ser obtenido, por ejemplo, por extraccién a partir de una fuente natural (por ejemplo,
una célula vegetal de tabaco); por expresion de un acido nucleico recombinante que codifica el polipéptido; o
sintetizando quimicamente la proteina. La pureza puede ser medida por cualquier método apropiado, por ejemplo,
cromatografia de columna, electroforesis en gel de poliacrilamida o analisis por HPLC.

Por “molécula de acido nucleico aislada” se entiende una secuencia de acidos nucleicos libre de las secuencias de
acidos nucleicos que flanquean de manera natural la secuencia de la molécula de acido nucleico en el genoma de
un organismo.

Por “célula transformada” se entiende una célula en la cual (0 en un ancestro de la cual) se ha introducido, por
medio de técnicas de ADN recombinante, una molécula de ADN, por ejemplo una molécula de ADN que codifica
nicotina desmetilasa de tabaco o cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos divulgadas aqui (por ejemplo, las
secuencias de acidos nucleicos mostradas en las figuras 1,3a 7y 10 a 17).

Por una “nicotina desmetilasa de tabaco” o “nicotina desmetilasa” tal como se utiliza aqui, se entiende un polipéptido
que es sustancialmente idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 3. De manera deseable, una nicotina desmetilasa de
tabaco es capaz de convertir la nicotina (C10H14N2), también denominada como 3-(1-metil-2pirrolidinil)piridina) en
nornicotina (CeH12N>). La actividad de una nicotina desmetilasa de tabaco puede ser probada utilizando métodos
estandar en el arte, tales como la medicion de la desmetilacién de nicotina radioactiva por microsomas expresados
en levadura, tal como se describe aqui.

Tal como se proveen aqui, los términos “citocromo p450” y “p450” se utilizan indistintamente.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente Descripcion Detallada, los
dibujos y las reivindicaciones.

Breve descripcioén de los dibujos

La figura 1 es una secuencia de acidos nucleicos de D35-BG11 (SEQ ID NO: 1) y su producto de traduccion (SEQ
ID NO: 2).

La figura 2 es un diagrama esquematico de la estructura genémica del gen de nicotina desmetilasa de tabaco.

La figura 3 es una secuencia de &cidos nucleicos de nicotina desmetilasa de tabaco gendémica (SEQ ID NO: 4) y su
producto de traduccion (SEQ ID NO: 3)

La figura 4 es la secuencia de acidos nucleicos de la regién de codificacion del gen de nicotina desmetilasa de
tabaco (SEQ ID NO: 5), y su producto de traduccién (SEQ ID NO: 6).
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La figura 5 es la secuencia de acidos nucleicos de un intrén (SEQ ID NO: 7) presente en la secuencia genémica de
nicotina desmetilasa de tabaco.

La figura 6 es la secuencia de acidos nucleicos del gen promotor de desmetilasa de tabaco (SEQ ID NO: 8).

La figura 7 es la secuencia de acidos nucleicos de la 3'UTR del gen de nicotina desmetilasa de tabaco (SEQ ID NO:
9).

La figura 8 es una imagen de electroforesis que muestra los productos por PCR de lineas de tabaco con el conjunto
de cebador de longitud completa ("FL") Geno.

La figura 9 es una imagen de electroforesis que muestra los productos por PCR de lineas de tabaco con conjuntos
de cebadores (1), (2), (3), y (4) como se establece en el Ejemplo 17. Los tamafios aproximados de las bandas son
3,500 nucleétidos (nt) para FL, 2,600 nt para (1), 1,400 nt para (2), 600 nt para (3), y 1,400 nt para (4).

La figura 10 es la secuencia de acidos nucleicos de D35-BG11 (SEQ ID NO: 62), y la secuencia de aminoacidos de
D35-BG11 (SEQ ID NO: 63), la cual es la traduccion de D35-BG11 (SEQ ID NO: 62).

La Figura 11 es la secuencia de acidos nucleicos D120-AH4 (SEQ ID NO: 188), y la secuencia de aminoacidos de
D120-AH4 (SEQ ID NO: 189), la cual es la traduccion de D120-AH4 (SEQ ID NO: 188).

La Figura 12 es la secuencia de acidos nucleicos D121-AA8 (SEQ ID NO: 190), y la secuencia de aminoacidos de
D121-AA8 (SEQ ID NO: 191), la cual es la traduccién de D121-AA8 (SEQ ID NO: 190).

La Figura 13 es la secuencia de acidos nucleicos D122-AF10 (SEQ ID NO: 192), y la secuencia de aminoacidos de
D122-AF10 (SEQ ID NO: 193), la cual es la traduccion de D122-AF10 (SEQ ID NO: 192).

La Figura 14 es la secuencia de acidos nucleicos D208-AC8 (SEQ ID NO: 226), y la secuencia de aminoacidos de
D208-AC8 (SEQ ID NO: 227), la cual es la traduccion de D208-AC8 (SEQ ID NO: 226).

La Figura 15 es la secuencia de acidos nucleicos D103-AH3 (SEQ ID NO: 230), y la secuencia de aminoacidos de
D103-AH3 (SEQ ID NO: 231), la cual es la traduccion de D103-AH3 (SEQ ID NO: 230).

La Figura 16 es la secuencia de acidos nucleicos D208-AD9 (SEQ ID NO: 232), y la secuencia de aminoacidos de
D208-AD9 (SEQ ID NO: 233), la cual es la traduccién de D208-AD9 (SEQ ID NO: 232).

La Figura 17 es la secuencia de acidos nucleicos D235-AB1 (SEQ ID NO: 254), y la secuencia de aminoacidos de
D235-AB1 (SEQ ID NO: 255), la cual es la traduccion de D235-AB1 (SEQ ID NO: 254).

La figura 18 es un conjunto de alineamientos de secuencias de aminoacidos consistentes del alineamiento de
secuencias de D208-AD9 (SEQ ID NO: 2196), D120-AH4 (SEQ ID NO: 2197), D121-AA8 (SEQ ID NO: 2198), D122-
AF10 (SEQ ID NO: 2199), D103-AH3 (SEQ ID NO: 2200), D208-AC8 (SEQ ID NO: 2201), y D235-AB1 (SEQ ID NO:
2202); el alineamiento de secuencia de D244-AD4 (SEQ ID NO: 2203), D244-AB6 (SEQ ID NO: 2204), D285-AA8
(SEQ ID NO: 2205), D285-4B9 (SEQ ID NO: 2206), y D268-AE2 (SEQ ID NO: 2207); y el alineamiento de secuencia
de D100A-AC3 (SEQ ID NO: 2208) y D100A-BE2 (SEQ ID NO: 2209).

La figura 19 es un diagrama que muestra la clonacion de fragmentos de ADNc de citocromo p450 por PCR. Los
cebadores utilizados para la clonacién aparecen listados: DM (SEQ ID NO: 2255), DM4 (SEQ ID NO: 2256), DM12
(SEQ ID NO: 2257), DM13 (SEQ ID NO: 2258), DM17 (SEQ ID NO: 2259), OLIGO d(T) (SEQ ID NO: 2260), T7
(SEQ ID NO: 2261), y SP6 (SEQ ID NO: 2262).

La figura 20 es una tabla que muestra las secuencias del conjunto de sondas (SEQ ID NO: 385 - SEQ ID NO: 445)
de los clones sobre el microarreglo GeneChip®.

Descripcién detallada

Tradicionalmente, se involucraron etapas numerosas en el desarrollo de cualquier germoplasma de planta novedoso
deseable. El cruzamiento de plantas comienza con el andlisis y definicién de los problemas y la debilidad del
germoplasma actual, el establecimiento de metas del programa, y la definicion de objetivos de cruzamiento
especificos. La siguiente etapa es la seleccion de germoplasma que posee las caracteristicas que satisfacen las
metas del programa. La meta es combinar en una variedad individual una combinacion mejorada de caracteristicas
deseables del germoplasma progenitor. Las caracteristicas deseables incluyen, por ejemplo, un rendimiento en
semillas mas alto, resistencia a enfermedades e insectos, tolerancia a la sequia y al calor, y mejores cualidades
agrondmicas. Sin embargo, estos procesos, que llevan a la etapa final de comercializacion y distribucién, pueden
tomar de seis a doce afios a partir del momento en que se hace el inicio. De acuerdo con lo anterior, el desarrollo de
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nuevas variedades es un proceso que consume tiempo que requiere una planificacion hacia adelante precisa, uso
eficiente de recursos, y un minimo de cambios en la direccion.

La mejora de variedades vegetales a través de la transformacidn genética se ha hecho crecientemente importante
para el cruzamiento vegetal moderno. Los genes de interés comercial potencial, tales como los genes que confieren
caracteristicas especificas, deseadas a las plantas de resistencia a enfermedades, resistencia a insectos o calidad
mejorada, pueden ser incorporados en especies en cultivos a través de diversas tecnologias de transferencia de
genes. La capacidad de manipular la expresion genética provee un medio para producir nuevas caracteristicas en
plantas transformadas. En algunas situaciones pueden desearse niveles altos o incrementados de expresion
genética. Por ejemplo, es deseable incrementar la producciéon de una proteina que por si misma maximiza la
resistencia a una enfermedad, rendimiento, sabor o cualquier otro atributo comercialmente deseable de una planta.
De la misma manera, la regulacion de la expresion genética endégena por ejemplo, por silenciamiento de genes
puede dar como resultado plantas o productos de plantas mas valiosos.

Durante la maduraciéon o curado del tabaco, la activacién, sobrerregulacion o subregulacién de cualquiera de los
genes identificados como inducidos por etileno o relacionados con la senescencia (por ejemplo, los que tienen la
secuencia de SEQ ID NOS: 4, 188 y 226) pueden afectar aquellas rutas metabdlicas involucradas en la formacion de
numerosos metabolitos secundarios incluyendo terpenoides, polifenoles, alcaloides, etc., que afectan las
caracteristicas de calidad del producto final (por ejemplo, resistencia a enfermedades, resistencia a insectos, calidad
mejorada, aroma modificado, sabor modificado y similares). De la misma forma afectadas por los genes identificados
aqui pueden ser las rutas metabdlicas asociadas con la rata y tipo de materia seca acumulada durante la
senescencia o la particion de la materia seca dentro de la planta durante la senescencia. Los cambios en la rata y
tipo de acumulacion de almidén, formacion de lignina, deposicion de celulosa y translocacion de azlcares podrian
ser demostrados. El control de los genes identificados aqui también puede afectar aquellas rutas metabdlicas
involucradas en la determinacién de las ratas de senescencia, la uniformidad de la senescencia dentro de una hoja y
entre hojas de una planta individual, y la induccién de la senescencia por medios artificiales o naturales. Los agentes
o actividades inductores de la senescencia que estimulan o activan los genes identificados aqui incluyen, por
ejemplo, agente quimicos tales como peroxidos diluidos, pesticidas, herbicidas, reguladores del crecimiento,
tratamientos por calor, lesiones, o gases tales como 0zono y concentraciones elevadas de diéxido de carbono.

Identificacién de secuencias de tabaco expresadas constitutivamente o inducidas por etileno o senescencia

El ARN fue extraido de tejido de Nicotiana de lineas de Nicotiana convertidoras y no convertidoras. El ARN extraido
fue utilizado entonces para crear ADNc. Las secuencias de acido nucleico fueron generadas entonces utilizando dos
estrategias.

En la primera estrategia, el ARN enriquecido con poli A fue extraido de tejido vegetal y se hizo el ADNc por PCR en
transcripcion reversa. La cadena sencilla de ADNc fue utilizada entonces para crear poblaciones por PCR
especificas de p450 utilizando cebadores degenerados mas un cebador reverso oligo d(T). El primer disefio estuvo
basado en los motivos altamente conservados de otras secuencias de genes de citocromo p450 de otra planta.
Ejemplos de cebadores degenerados especificos se presentan en la figura 1 de las Publicaciones de Solicitud de
Patente US 2004/0103449 A1, US 2004/0111759 Al, y US 2004/0117869 Al. La secuencia de fragmentos de
plasmidos que contienen insertos de tamafio apropiado fue analizada posteriormente. Los tamafios de estos insertos
variaban tipicamente desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente 800 nucleétidos dependiendo de los
cebadores usados.

En una segunda estrategia, se construyé inicialmente una biblioteca de ADNc. El ADNc en los plasmidos fue
utilizado para crear poblaciones de PCR especificas de p450 utilizando cebadores degenerados mas el cebador T7
sobre plasmido como cebador reverso. Como sucedié en la primera estrategia, la secuencia de fragmentos de
plasmidos que contenia insertos de tamafio apropiado fue analizada posteriormente.

Las lineas de plantas de Nicotiana conocidas por producir altos niveles de nornicotina (convertidora) y lineas de
plantas que tenian bajos niveles de nornicotina pueden ser utilizadas como materiales de partida. Las hojas pueden
ser retiradas de las plantas y tratadas con etileno para activar las actividades enzimaticas de p450 definidas aqui. El
ARN total es extraido utilizando técnicas conocidas en el arte. Los fragmentos de ADNc pueden ser generados
entonces utilizando PCR (RT-PCR) con el oligo cebador d(T) (SEQ ID NO: 2260) como se describe en la figura 19.
La biblioteca de ADNc puede ser construida entonces como se describe de manera mas completa en los ejemplos
aqui.

La region conservada de las enzimas tipo p450 se utiliza como plantilla para cebadores degenerados, ejemplos de
los cuales se muestran en la figura 19. Utilizando cebadores degenerados, las bandas especificas de p450 fueron
amplificadas por PCR. Las bandas indicadoras de enzimas similares a p450 fueron identificadas por
secuenciamiento de ADN. Los fragmentos del PCR fueron caracterizados utilizando busqueda BLAST, alineamiento
u otras herramientas para identificar candidatos apropiados.
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La informacion de secuencias a partir de los fragmentos identificados fue utilizada para desarrollar los cebadores
para PCR. Estos cebadores en combinacion con cebadores de plasmidos en la biblioteca de ADNc fueron utilizados
para clonar genes de p450 de longitud completa. Se llevé a cabo un andlisis reverso por Southern a gran escala
para examinar la expresion diferencial para todos los clones de fragmentos obtenidos y en algunos casos los clones
de longitud completa. Estos ensayos Southern reversos a gran escala pueden ser llevados a cabo utilizando ADNc
total de diferentes tejidos como una sonda para hibridar con fragmentos de ADN clonados con el fin de seleccionar
todos los insertos clonados. Los ensayos de inmunoprecipitacion Northern no radiactiva y radiactiva (P32) fueron
utilizados también para caracterizar los fragmentos de p450 clonados y clones de longitud completa.

Una vez que se obtienen las células vegetales que expresan el nivel deseado de la enzima p450, los tejidos
vegetales y las plantas completas pueden ser regenerados a partir de las mismas utilizando métodos y técnicas bien
conocidos en el arte. Las plantas regeneradas son reproducidas entonces por medios convencionales y los genes
introducidos pueden ser transferidos a otras cepas y cultivares por técnicas de cruzamiento de plantas
convencionales.

Los genes inducidos por etileno o relacionados con la senescencia, por ejemplo, los identificados en SEQ ID NOS:
4, 188 y 226 pueden codificar enzimas que son determinantes importantes de los parametros de calidad de la hoja
del tabaco importantes para una variedad de productos de tabaco. Los productos de tabaco incluyen rapé hiumedo y
seco, tabacos para mascar, cigarros, cigarrillos, tabacos para pipa, bidis y productos similares para fumar. Los
parametros de calidad de las hojas pueden incluir: atributos visuales tales como color, uniformidad de la superficie,
textura o variegacion; caracteristicas estructurales o fisicas tales como las ejemplificadas por la relacién lamina a
tallo, aceitosidad, potencial para llenado de cigarrillos, densidad aparente, retencion de humedad, y flexibilidad;
caracteristicas quimicas o bioquimicas relacionadas con sabor, aroma, capacidad de fermentacion, ratas de quema,
temperaturas de quema, absorcion y liberacion de sabores artificiales; y generacion de constituyentes del humo
incluyendo alquitran o materia en particulas, alcaloides y otros atributos similares. Las reacciones enzimaticas que
resultan de estos genes inducidos por etileno o relacionados con la senescencia pueden producir también
metabolitos secundarios que influyen en las interacciones con patdégenos o insectos que afectan el rendimiento y
calidad de las hojas de tabaco. Por ejemplo, Wagner et al. (Nature Biotechnology, 19:371-374, 2001) demostré que
la supresion del gen p450 hidroxilasa incrementa grandemente la acumulacion de cembratien-ol, un metabolito
secundario que influye en la resistencia de los afidos.

Generacion de anticuerpos

Se hicieron anticuerpos especificos de péptidos derivando su secuencia de aminoacidos y seleccionando regiones
de péptidos que fueran antigénicas y Unicas con respecto a otros clones. Los anticuerpos de conejo fueron hechos
para que péptidos sintéticos se conjugaran con una proteina portadora. Los analisis por inmunoprecipitacion
Western u otros métodos inmunolégicos fueron llevados a cabo sobre tejidos de plantas utilizando estos anticuerpos.
Ademas, los anticuerpos especificos para péptidos fueron hechos para varios clones de longitud completa derivando
su secuencia de aminoacidos y seleccionando regiones de péptidos que eran potencialmente antigénicas y eran
Unicas con respecto a otros clones. Los anticuerpos de conejo fueron hechos en péptidos sintéticos conjugados a
una proteina portadora. Los andlisis por inmunoprecipitacion Western fueron llevados a cabo utilizando estos
anticuerpos.

Subregulacién de la expresién genética y alteracién de la actividad enzimatica

Las plantas que tienen expresién disminuida de un polipéptido se generan de acuerdo con métodos de
silenciamiento de genes estandares. (Para una revision, véase Arndt y Rank, Genome 40: 785-797, 1997; Turner y
Schuch, Journal of Chemical Technlogy and Biotechnology 75: 869-882, 2000; y Klink y Wolniak, Journal of Plant
Growth Regulation 19(4): 371-384, 2000.). En particular, las secuencias de acidos nucleicos de la nicotina
desmetilasa de tabaco (por ejemplo, SEQ ID NO: 4, 5, 7, 8 y 9, o fragmentos de las mismas tales como la
secuencias de SEQ ID NOS: 1 y 62) asi como secuencias de acidos nucleicos sustancialmente idénticas (por
ejemplo, la secuencia de SEQ ID NO: 188) pueden ser utilizadas para alterar los fenotipos del tabaco o metabolitos
del tabaco, por ejemplo, nornicotina en cualquier especie de Nicotiana. La expresién reducida de un gen de nicotina
desmetilasa de tabaco puede ser lograda usando, por ejemplo, ARN de interferencia (ARNi) (Smith et al., Nature
407:319-320, 2000; Fire et al., Nature 391:306-311, 1998; Waterhouse et al., PNAS 95:13959-13964, 1998; Stalberg
et al., Plant Molecular Biology 23:671-683, 1993; Brignetti et al., EMBO J. 17:6739-6746, 1998; Allen et al., Nature
Biotechnology 22: 1559-1566, 2004); virusinduced gene silencing ("VIGS") (Baulcombe, Current Opinions in Plant
Biology, 2:109-113, 1999; Cogoni and Macino, Genes Dev 10: 638-643,2000; Ngelbrecht et al., PNAS 91:10502-
10506, 1994); silenciamiento del gen objetivo transfiriendo un gen endégeno de la planta en la orientacion en sentido
(Jorgensen et al., Plant Mol Biol 31: 957-973, 1996); expresion de un gen antisentido; recombinacién homaéloga (Ohl
et al., Homologous Recombination and Gene Silencing in Plants. Kluwer, Dordrecht, The Netherlands, 1994);
sistemas Cre/lox (Qin et al., PNAS 91: 1706-1710, 1994; Koshinsky et al., The Plant Journal 23: 715-722, 2000;
Chou, et al.,, Plant and Animal Genome VII Conference Abstracts. San Diego, CA, 17-21 January, 1999);
atrapamiento de gen y etiquetado de T-ADN (Bums et al., Genes Dev. 8: 1087-1105, 1994; Spradling, et al., PNAS
92:10824-10830, 1995; Skames et al., Bio/Technology 8, 827-831, 1990; Sundaresan, et al., Genes Dev. 9: 1797-
1810, 1995); y cualquiera de los otros posibles sistemas de silenciamiento de genes que estan disponibles en las
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areas cientificas que dan como resultado la subregulacion de la expresién del polipéptido de tabaco o una reduccién
en su actividad enzimatica. Como se provee adicionalmente aqui, cualquiera de las secuencias de aminoacidos
provistas aqui pueden ser subreguladas o sobrerreguladas utilizando técnicas descritas aqui y otras tecnologias
encontradas en el arte. Mas abajo se describen en detalle métodos de ejemplo.

Interferencia de ARN

La interferencia de ARN (“ARNi”) es un proceso aplicable generalmente para inducir silenciamiento de genes
postraduccién potente y especifico en muchos organismos incluyendo plantas (véase, por ejemplo Bosher et al., Nat.
Cell Biol. 2. E31-36, 2000; y Tavernarakis et al., Nat. Genetics 24: 180-183, 2000). EI ARNi involucra la introduccién
de ARN con caracter de cadena doble parcial o completamente en la célula o en el ambiente extracelular. La
inhibicion es especifica porque una secuencia de nucleétidos de una porciéon del gen objetivo (por ejemplo una
nicotina desmetilasa de tabaco) se escoge para producir el ARN inhibidor. La porcién escogida generalmente abarca
exones del gen objetivo, pero la porcidon escogida también puede incluir regiones no traducidas (UTR), asi como
intrones (por ejemplo, la secuencia de SEQ ID NO: 7, o una secuencia de acidos nucleicos a partir de un gen vegetal
deseado, tal como una secuencia de acidos nucleicos mostrada en las figuras 1,3 a 7, y 10-17).

Por ejemplo, para construir vectores de transformacion que producen ARN capaz de formaciéon duplex, dos
secuencias de acidos nucleicos, una en la orientaciéon en sentido y la otra en antisentido, pueden ser enlazadas
operativamente, y colocadas bajo el control de un promotor viral fuerte, tal como CaMV 35S o el promotor aislado a
partir del virus de color polvoso pardo de la cassava (CBSV). Sin embargo, el uso del promotor endégeno, tal como
el promotor de la nicotina desmetilasa que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8, o un fragmento del mismo que guia
la transcripciéon, también puede ser deseable. La longitud de las secuencias de &acidos nucleicos de nicotina
desmetilasa de tabaco incluidas en tal constructo es de manera deseable al menos de 25 nucleétidos, pero puede
abarcar una secuencia que incluye hasta el gen de nicotina desmetilasa de tabaco de longitud completa.

Los constructos que producen ARN capaz de formar duplex pueden ser introducidos en el genoma de una planta, tal
como una planta de tabaco, por transformacion mediada por Agrobacterium (Chuang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97: 4985-4990, 2000), produciendo interferencia genética especifica y heredable en la nicotina desmetilasa de
tabaco. EI ARN de cadena doble también puede ser introducido directamente en la célula (esto es,
intracelularmente) o inducido extracelularmente, por ejemplo, bafiando una semilla, brote o planta en una solucién
que contiene el ARN de cadena doble.

Dependiendo de la dosis de material de ARN de cadena doble administrado, el ARNi puede proveer una pérdida de
funcién parcial o completa para el gen objetivo. Puede obtenerse una reduccion o pérdida de la expresion genética
en al menos 99% de las células objetivo. En general, dosis menores de material infectado y tiempos mas largos de
administracion de ARNds da como resultado la inhibicién en una fraccion mas pequefia de células.

El ARN utilizado en ARNi puede comprender una o mas cadenas de ribonucleétido polimerizado; puede incluir
modificaciones bien sea al esqueleto fosfato-azlcar o al nucleésido. La estructura de cadena doble puede ser
formada mediante una cadena de ARN sencilla autocomplementaria o por dos cadenas de ARN complementarias y
la formacién de ARN duplex puede ser iniciada bien sea dentro o fuera de la célula. El ARN puede ser introducido en
una cantidad que permite la administracion de al menos una copia por célula. Sin embargo, dosis mas altas (por
ejemplo, al menos, 5, 10, 100, 500 o 1000 copias por células) de material de cadena doble puede producir mas
inhibicion efectiva, la inhibicion es especifica de la secuencia porque las secuencias de nucleétidos correspondientes
a la regién doble del ARN son direccionadas para la inhibicién genética. EIl ARN que contiene secuencias de
nucleétido idénticas a una porcién del gen objetivo es preferido para la inhibicién. Las secuencias de ARN con
inserciones, eliminaciones y mutaciones puntuales sencillas con respecto a la secuencia objetivo también pueden
ser efectivas para la inhibicién. Asi, la identidad de secuencia puede ser optimizada por algoritmos de alineamiento
conocidos en el arte y calculando el porcentaje de diferencia entre las secuencias de nucleétidos. Alternativamente,
la region duplex del ARN puede ser definida funcionalmente como una secuencia de nucleétidos que es capaz de
hibridar con una porcién del transcripto del gen objetivo.

Ademas, el ARN utilizado para ARNi puede ser sintetizado bien sea in vivo o in vitro. Por ejemplo, la ARN
polimerasa enddgena en la célula puede mediar en la transcripcion in vivo, o la polimerasa de ARN clonada puede
ser utilizada para la transcripcién in vivo o in vitro. Para la transcripcion a partir de un transgen in vivo 0 un
constructo de expresion, puede utilizarse una region reguladora para transcribir la cadena (o cadenas) de ARN.

Interferencia por cadena triple

La expresién del gen de nicotina desmetilasa de tabaco enddgeno o la expresién de un fragmento de acido nucleico
a partir de un gen de planta deseado, tal como cualquier secuencia de acidos nucleicos en las figuras 1, 3 a 7 y 10-
17, también puede ser subregulado direccionando secuencias de desoxirribonucleétido complementarias a la region
reguladora de un gen de tabaco (por ejemplo, regiones promotoras o potenciadoras) para formar estructuras
helicoidales triples que evitan la transcripcién del gen de tabaco en células objetivo. (Véase en general, Helene,
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Anticancer Drug Des, 6:569-584, 1991; Helene et al, Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36, 1992; y Maher, Bioassays 14:
807-815, 1992).

Las moléculas de acidos nucleicos utilizadas en la formacion de hélice triple para la inhibicion de la transcripcion son
preferiblemente de cadena sencilla y estan compuestas de desoxirribonucleétidos. La composicién en bases de
estos oligonucledtidos deberia promover la formacién de hélice triple a través de las reglas de apareamiento de
bases de Hoogsteen, las cuales generalmente requieren estiramientos dimensionables bien sea de purinas o
pirimidinas que estén presentes en una cadena de un diplex. Las secuencias de nucleétidos pueden ser basadas en
pirimidina, las cuales daran como resultado tripletes TAT y CGC a través de las tres cadenas asociadas de la hélice
triple resultante. Las moléculas ricas en pirimidina proveen complementariedad en bases a una region rica en purina
de una cadena sencilla del ddplex en una orientacion paralela a la cadena. Ademas, las moléculas de acido nucleico
pueden ser escogidas de tal manera que sean ricas en purina, por ejemplo, que contengan un estiramiento de
residuos G. Estas moléculas formaran una hélice triple con un duplex de ADN que es rico en pares GC, en los
cuales la mayoria de los residuos de purina estan localizados sobre una cadena sencilla del duplex direccionado,
dando como resultado tripletes CGC a través de estas tres cadenas en el triplete.

Alternativamente, las secuencias potenciales que pueden ser direccionadas para la formacion de hélices triples
pueden ser incrementadas creando una molécula de acido nucleico de “retroconmutacion”. Las moléculas de
retroconmutacion son sintetizadas de una forma alternante 5°-3", 3’-5", de tal manera que aparean bases con la
primera cadena de un duplex y luego la otra, eliminando la necesidad de un estiramiento dimensionable de purinas o
pirimidinas que estén presentes en una cadena de un duplex.

Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN que actian como enzimas y que pueden ser manipuladas para escindir otras
moléculas de ARN. Una ribozima puede ser disefiada para aparearse especificamente con cualquier ARN objetivo y
escindir el esqueleto fosfodiéster en una localizacién especifica, inactivando por lo tanto funcionalmente el ARN
objetivo. La ribozima misma no es consumida en este proceso y puede actuar cataliticamente para escindir multiples
copias de moléculas de ARNm objetivo. De acuerdo con lo anterior, las ribozimas también pueden ser utilizadas
como un medio para subregular la expresion de una nicotina desmetilasa de tabaco. El disefio y uso de ribozimas
especificas para un ARN objetivo esta descrito en Haseloff et al., (Nature 334: 585-591, 1988). Preferiblemente, la
ribozima incluye al menos aproximadamente 20 nucleétidos continuos complementarios a la secuencia objetivo (por
ejemplo, una nicotina desmetilasa de tabaco o un fragmento de &cidos nucleicos de un gen vegetal deseado, tal
como cualquier secuencia de acidos nucleicos mostrada en las figuras 1, 3 a 7, y 10-17) a cada lado del sitio activo
de la ribozima.

Ademas, las secuencias de ribozimas también pueden ser incluidas dentro de un ARN antisentido para conferir
actividad de escision de ARN sobre el ARN antisentido y, por lo tanto, incrementar la efectividad del constructo
antisentido.

Recombinacién homdéloga

La tecnologia de reemplazo de genes es otro método deseable para subregular la expresion de un gen dado. La
tecnologia de reemplazo de genes esta basada en la recombinacion homdloga (véase, Schnable et al., Curr.
Opinions Plant Biol. 1: 123-129, 1998). La secuencia de acidos nucleicos de la enzima de interés tal como nicotina
desmetilasa de tabaco o un polipéptido codificado por cualquier secuencia de acidos nucleicos mostrada en las
figuras 1, 3 a 7 y 10-17 puede ser manipulada por mutagénesis (por ejemplo, inserciones, eliminaciones,
duplicaciones o reemplazos) para hacer disminuir la funcién enzimatica. La secuencia alterada puede ser introducida
entonces en el genoma para reemplazar el gen existente, por ejemplo tipo silvestre a través de recombinacién
homéloga (Putcha et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 93: 5055-5060, 1996; y Kempin et al., Nature 389: 802-803,
1997). Alternativamente, un gen de nicotina desmetilasa de tabaco endégeno puede ser reemplazado con un gen
que no tenga actividad de desmetilasa, por ejemplo, la secuencia de SEQ ID NO: 188.

Cosupresién

Un método adicional deseable para silenciar la expresion genética es la cosupresion (también denominada como
supresion en sentido). Esta técnica, que involucra la introduccién de un acido nucleico, por ejemplo, un fragmento de
acido nucleico a partir de un gen vegetal deseado, tal como una secuencia de acidos nucleicos mostrada en las
figuras 1, 3 a 7 y 10-17, configurada en la orientacion en sentido, ha demostrado bloquear efectivamente la
transcripcion de los genes objetivo (véase, por ejemplo Napoli et al., Plant Cell, 2: 279-289, 990 y Jorgensen et al.,
Patente de los Estados Unidos No. 5,034,323).

En general, la supresion en sentido involucra la transcripcién de la secuencia introducida. Sin embargo, la supresion
también puede ocurrir cuando la secuencia introducida no contiene secuencias de codificacion per se, pero
solamente intrones o secuencias no traducidas u otras de tales secuencias sustancialmente idénticas a las
secuencias presentes en el transcripto primario del gen endégeno que va a ser reprimido. La secuencia introducida
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en general sera sustancialmente idéntica al gen enddgeno direccionado para la represién. Tal identidad es
tipicamente mayor que aproximadamente 50%, pero se prefieren identidades mayores (por ejemplo, 80% o incluso
95%) por que dan como resultado una represion mas efectiva. El efecto de la cosupresion también puede ser
aplicado a otras proteinas dentro de una familia similar de genes que exhiben homologia u homologia sustancial.
Los segmentos de un gen de una planta pueden ser utilizados directamente, por ejemplo, para inhibir la expresion
de genes homologos en especies de plantas vegetales.

En la supresion en sentido, la secuencia introducida, que requiere menos que la identidad absoluta, no necesita ser
de longitud completa, con respecto bien sea al producto de transcripcion primario o al ARNm procesado
completamente. Un grado mas alto de identidad de secuencia en una secuencia mas corta que de longitud completa
compensa una secuencia mas larga de menor identidad. Adicionalmente, la secuencia introducida no necesita tener
el mismo patrén de intrén o exdn, y la identidad de los segmentos no codificadores pueden ser igualmente efectiva.
Se prefieren secuencias de al menos 50 pares de bases, con secuencias introducidas de mayor longitud como las
mas preferidas (véase, por ejemplo, lo métodos descritos por Jorgensen et al., Patente de los Estados Unidos No.
5,034,323)

Supresion antisentido

En la tecnologia antisentido, un segmento de acidos nucleicos del gen vegetal deseado, tal como una secuencia de
acidos nucleicos mostrados en las figuras 1, 3 a 7 y 10-17, es clonada y enlazado operativamente a una regién de
control de expresion tal que la cadena de antisentido de ARN es sintetizada. El constructo es transformado entonces
en plantas y se produce la cadena antisentido de ARN. En células vegetales, se ha demostrado que el ARN
antisentido inhibe la expresién genética.

El segmento de acidos nucleicos que va a ser introducido en la supresion antisentido es generalmente
sustancialmente idéntico a al menos una porcién del gen o genes enddgenos que van a ser reprimidos, pero no
necesitan ser idénticos. Las secuencias de acidos nucleicos de la nicotina desmetilasa de tabaco divulgada aqui
pueden ser incluidas en vectores disefiados de tal manera que el efecto inhibidor se aplica a otras proteinas dentro
de una familia de genes que exhiben homologia u homologia sustancial al gen objetivo. Pueden usarse segmentos
de un gen de otra planta, por ejemplo, directamente para inhibir la expresion de genes homologos en diferentes
variedades de tabaco.

La secuencia introducida también no necesita ser de longitud completa con respecto bien sea al producto de
transcripcién primario o al ARNm procesado completamente. En general, puede utilizarse una homologia mas alta
para compensar el uso de una secuencia mas corta. Ademas, la secuencia introducida no necesita tener el mismo
patrén de intrén o exdn, y la homologia de segmentos no codificadores sera igualmente efectiva. En general, tal
secuencia antisentido tendra al menos usualmente 15 pares de bases, preferiblemente alrededor de 15-200 pares
de bases, y mas preferiblemente 200-2,000 pares de bases de longitud o mas. La secuencia antisentido puede ser
complementaria a todo o a una porcion del gen que va a ser suprimido, y, segun es apreciado por los
experimentados en la técnica, el sitio o sitios en particular a los cuales se enlaza la secuencia antisentido asi como
la longitud de la secuencia antisentido variaran, dependiendo del grado de inhibicion deseado y de la exclusividad de
la secuencia antisentido. Un constructo transcripcional que expresa una secuencia de nucle6tidos antisentido
reguladora negativa en plantas incluye, en la direccién de la transcripcion, un promotor, la secuencia codificadora
para el ARN antisentido sobre la cadena en sentido, y una regién de terminacion transcripcional. Las secuencias
antisentido pueden ser construidas y expresadas como se describe, por ejemplo, en van der Krol et al., (Gene 72:
45-50, 1988); Rodermel et al. (Cell 55: 673-681, 1988); Mol et al. (FEBS Lett. 268: 427-430, 1990); Weigel and
Nilsson (Nature 377: 495-500, 1995); Cheung et al., (Cell 82: 383-393, 1995); y Shewmaker et al. (U.S. Pat. No.
5,107,065).

Negativos dominantes

Las plantas transgénicas que expresan un transgen que codifica un producto genético negativo dominante de un
producto genético de tabaco pueden ser probadas en ambientes artificiales o en el campo para demostrar que el
transgen confiere subregulaciones a un producto genético de tabaco en la planta transgénica. Los transgenes
negativos dominantes son construidos de acuerdo con métodos conocidos en el arte. Tipicamente, un gen negativo
dominante incluye un polipéptido regulador negativo mutante de un producto genético de tabaco el cual, cuando se
sobreexpresa, perturba la actividad de la enzima tipo silvestre.

Mutantes

Las plantas que tienen expresion o actividad enzimatica disminuida de un producto genético de tabaco también
pueden ser generadas utilizando metodologias de mutagénesis estandar. Tales métodos de mutagénesis incluyen,
sin limitacién, el tratamiento de semillas con metilsulfato de etilo (Hildering and Verkerk, In, The use of induced
mutations in plant breeding. Pergamon press, pp 317-320, 1965) o de radiacion con UV, rayos X e irradiacion con
neutrones rapidos (véase, por ejemplo, Verkerk, Neth. J. Agric. Sci. 19:197-203, 1971; y Poehlman, Breeding Field
Crops, Van Nostrand Reinhold, New York (3.sup.rd ed), 1987), uso de transposones (Fedoroffet al., 1984; U.S. Pat.
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No. 4,732,856 y U.S. Pat. No. 5,013,658), asi como metodologias de insercién de T-ADN (Hoekema et al., 1983;
U.S. Pat. No. 5,149,645). Los tipos de mutaciones que pueden estar presentes en un gen de tabaco incluyen, por
ejemplo, mutaciones puntuales, eliminaciones, inserciones, duplicaciones e inversiones. Tales mutaciones de
manera deseable estan presentes en la region de codificacion de un gen de tabaco; sin embargo las mutaciones en
la region promotora, y el intrén, o una region no traducida de un gen de tabaco también pueden ser deseables.

Por ejemplo, la mutagénesis por insercién de T-ADN puede ser utilizada para generar mutaciones por insercion en
un gen de tabaco para subregular la expresién del gen. Tedéricamente, se requieren aproximadamente 100,000
inserciones de T-ADN independientes para una probabilidad del 95% de obtener una insercion en cualquier gen
dado (McKinnet, Plant J. 8: 613-622, 1995; y Forsthoefel et al., Aust. J. Plant Physiol. 19:353-366, 1992). Las lineas
etiquetadas de T-ADN en plantas pueden ser seleccionadas utilizando el analisis por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). Por ejemplo, un cebador puede ser disefiado para un extremo del T-ADN y otro cebador puede
ser disefiado para el gen de interés y ambos cebadores pueden ser utilizados en el analisis por PCR. Si no se
obtiene un producto por PCR, entonces no hay insercién en el gen de interés. En contraste, si se obtiene un
producto por PCR, entonces hay una insercion en el gen de interés.

La expresion de un producto genético de tabaco mutado puede ser evaluada de acuerdo con procedimientos
estandar (por ejemplo, los descritos aqui) y, opcionalmente, puede ser comparada con la expresién de la enzima no
mutada. Cuando se compara con plantas no mutadas, las plantas mutadas que tienen expresion disminuida de un
gen que codifica un producto genético de tabaco son realizaciones deseables de la presente invencién. Una planta
gue tiene una mutacién en cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos descritas aqui puede ser utilizada en un
programa de cruzamiento tal como se describe aqui.

Promotores de plantas

Un promotor deseable es un promotor de caulimovirus, por ejemplo, un promotor del virus mosaico de la coliflor
(CaMV) o un promotor del virus mosaico de la vena de cassava (CsVMV). Estos promotores confieren altos niveles
de expresion en la mayor parte de los tejidos vegetales, y la actividad de estos promotores no es dependiente de las
proteinas codificadas viralmente. La CaMV es una fuente para los promotores 35S y 19S. Ejemplos de constructos
de expresion en plantas que utilizan estos promotores son conocidos en la técnica. En la mayor parte de los tejidos
de plantas transgénicas, el promotor CaMV 35S es un promotor fuerte. EI promotor CaMV también es altamente
activo en monocotiledéneas. Ademas, la actividad de este promotor puede ser incrementada adicionalmente (esto
es, entre 2-10 veces) por duplicacién del promotor de CaMV 35S.

Otros promotores de plantas Utiles incluyen, sin limitacion, el promotor de la nopalina sintasa (NOS), el promotor de
la octopina sintasa, el promotor del virus mosaico del higo (FMV) el promotor de la actina de arroz, y el sistema
promotor de ubiquitina.

Promotores de monocotiledéneas de ejemplo incluyen, sin limitacién, el promotor del virus amarillo moteado de
comelina, el promotor del virus badna de la cafia de azlcar, el promotor del virus baciliforme tungro del arroz, el
elemento de virus polvoso de maiz, y el promotor del virus enano de trigo.

Para ciertas aplicaciones, puede ser deseable producir un producto genético de tabaco, tal como un producto
genético mutante negativo dominante, en un tejido apropiado, a un nivel apropiado, o en un tiempo de desarrollo
apropiado. Para este propésito, hay un surtido de promotores genéticos, cada uno con sus propias caracteristicas
distintivas incorporadas en sus secuencias reguladoras, de las que se ha demostrado son reguladas en respuesta a
sefiales inducibles tales como el ambiente, hormonas y/o sefiales de desarrollo. Estos incluyen, sin limitacién,
promotores de genes que son responsables por la expresion del gen regulada por calor, expresion de gen regulada
por la luz (por ejemplo el guisante rbcS-3a; el promotor de maiz rbcS; el gen de la proteina de enlazamiento de
clorofila a/b encontrado en el guisante; o el promotor Arabssu), expresion de gen regulada por hormonas (por
ejemplo, las secuencias que responden al acido abscisico (ABA) del gen Em del trigo; los promotores inducibles por
ABA HVA1 y HVA22 y rd29A de cebada y Arabidopsis; y la expresion del gen inducida por lesiones (por ejemplo de
wunl) la expresion de gen especifica de érganos (por ejemplo, el gen de la proteina de almacenamiento especifica
de tubérculos; el gen de zeina de 23-kDa de maiz descrito; o el gen de la B-faseolina de alubia francesa, o los
promotores inducibles por patégenos (por ejemplo, los promotores PR-1, prp-1 o de B-1,3 glucanasa, el promotor
wirla inducible por hongos del trigo, y los promotores inducibles por nematodos, TobRB7-5A Y Hmg-1, de tabaco y
perejil, respectivamente).

Vectores de expresiéon en plantas

Tipicamente, los vectores de expresion en plantas incluyen (1) un gen vegetal clonado bajo el control transcripcional
de la secuencia reguladora de 5" y 3" y (2) un marcador seleccionable dominante. Tales vectores de expresion en
plantas también pueden contener, si se desea, una region reguladora promotora (por ejemplo, una que confiere
expresion inducible o constitutiva, inducida por patégenos o lesiones, regulada por el ambiente o el desarrollo, o
especifica para células o tejidos), un sitio de arranque de la iniciacion de la transcripcion, un sitio de enlazamiento a
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ribosoma, una sefal de procesamiento de ARN, un sitio de terminacion de la transcripcion y/o una sefial de
poliadenilacion.

Los vectores de expresién en plantas también pueden incluir opcionalmente sefiales de procesamiento de ARN, por
ejemplo, intrones, los cuales han demostrado ser importantes para la sintesis y acumulacion eficiente de ARN. La
localizacién de las secuencias de empalme del ARN pueden influir dramaticamente en el nivel de la expresion
transgénica en plantas. A la vista de este hecho, un intron puede ser posicionado corriente arriba o corriente abajo
de una secuencia de codificacion de la nicotina desmetilasa de tabaco en el transgen para alterar los niveles de la
expresion genética.

Ademas de las secuencias de control reguladoras de 5 mencionadas mas arriba, los vectores de expresion también
pueden incluir regiones de control reguladoras que estan presentes generalmente en las regiones 3" de los genes
vegetales. Por ejemplo, la regién terminadora 3" puede ser incluida en el vector de expresion para incrementar la
estabilidad del ARNm. Tal regién terminadora puede ser derivada de la region terminadora PI-Il de la patata.
Ademas, otros terminadores utilizados cominmente son derivados de las sefiales de la octopina o nopalina sintasa.

El vector de expresion en plantas también contiene tipicamente un gen marcador seleccionable dominante utilizado
para identificar aquellas células que han sido transformadas. Los genes seleccionables Utiles para sistemas
vegetales incluyen el gen de la aminoglicésido fosfotransferasa del transposén Tn5 (Aph Il), los genes que codifican
genes de resistencia a antibidticos, por ejemplo, los que codifican resistencia a higromicina, kanamicina, bleomicina;
neomicina, G418, estreptomicina y espectinomicina. Los genes requeridos para la fotosintesis también pueden ser
utilizados como marcadores seleccionables en cepas deficientes en fotosintesis. Finalmente, los genes que codifican
la resistencia a los herbicidas pueden ser utilizados como marcadores seleccionables; los genes de resistencia a
herbicidas utiles incluyen el gen bar que codifica la enzima fosfinotricina acetil transferasa y confiere resistencia al
herbicida de amplio espectro Basta” (Bayer Cropscience Deutschland GmbH, Langenfeld, Alemania). Otros
marcadores seleccionables incluyen genes que proveen resistencia a tales otros herbicidas tales como glifosfato y
similares, y las imidazolinonas, sulfonilureas, herbicidas de triazolopirimidina, tales como clorosulfron, bromoxinil,
dalapon y similares. Adicionalmente, los genes que codifican la dihidrofolato reductasa pueden ser utilizados en
combinacion con moléculas tales como metatrexato.

El uso eficiente de marcadores seleccionables es facilitado por una determinacién de la susceptibilidad de una célula
vegetal a un agente seleccionable en particular y a una determinacion de la concentracién de este agente que
efectivamente mata la mayor parte, si no todas, de las células transformadas. Algunas concentraciones Utiles de
antibiéticos para la transformaciéon del tabaco incluyen, por ejemplo, 20-100 pg/ml (kanamicina), 20-50 pg/ml
(higromicina), o 5-10 pg/ml (bleomicina). Una estrategia Util para la seleccion de transformantes para la resistencia
de herbicidas esta descrita, por ejemplo, en Vasil (Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol I, II, 1l
Laboratory Procedures and Their Applications, Academic Press, New York, 1984).

Ademas de un marcador seleccionable, puede ser deseable utilizar un gen informador. En algunos casos un gen
informador puede ser utilizado sin un marcador seleccionable. Los genes informadores son genes que tipicamente
no estan presentes o no son expresados en el organismo o tejido receptor. El gen informador codifica tipicamente
para una proteina que provee algun cambio fenotipico o una propiedad enzimatica. Ejemplos de tales genes se
proveen en Weising et al. (Ann. Rev. Genetics 22:421, 1988). Genes informadores preferidos incluyen sin limitacion
el gen de la glucuronidasa (GUS) y los genes de GFP.

Por construccion del vector de expresion en plantas, hay disponibles varios métodos estandar para la introduccion
del vector en un anfitrién vegetal, generando por lo tanto una planta transgénica. Estos métodos incluyen (1)
transformacion mediada por Agrobacterium (A. tumefaciens o A rhizogenes) (véase, por ejemplo, Lichtenstein and
Fuller In: Genetic Engineering, vol 6, PWJ Rigby, ed, London, Academic Press, 1987; y Lichtenstein, C.P., y Draper,
J., In: DNA Cloning, Vol I, D.M. Glover, ed, Oxford, IRI Press, 1985; Patentes de los Estados Unidos NUmeros,
4,693,976, 4,762,785, 4,940,838, 5,004,863, 5,104,310, 5,149,645, 5,159,135, 5,177,010, 5,231,019, 5,463,174,
5,469,976, y 5,464,763; y Patentes Europeas NUmeros 0131624, 0159418, 0120516, 0176112, 0116718, 0290799,
0292435, 0320500, y 0627752, y Solicitudes de Patente Europea Nimeros 0267159 y 0604622,), (2) el sistema de
administracion en particulas (véase, por ejemplo, los nimeros de Patente de los Estados Unidos 4,945,050 y
5,141,131), (3) protocolos de microinyeccién, (4) procedimientos con polietilen glicol (PEG), (5) consumo de ADN
mediado por liposomas, (6) protocolos de electroporacion (véase, por ejemplo, WO 87/06614 y Patentes de los
Estados Unidos Numeros 5,384,253, 5,472,869, 5,641,664, 5,679,558, 5,712,135, 6,002,070, y 6,074,877, (7) el
método de vortex, o (8) la asi llamada metodologia de los filamentos (véase, por ejemplo, Coffee et al., Patente de
los Estados Unidos Numeros 5,302,523 y 5,464,765). El tipo de tejido vegetal que puede ser transformado con un
vector de expresion incluye tejido de embrién, tejido de callus tipo | y Il, hipocotilos, meristema y similares.

Una vez introducida en el tejido vegetal, la expresion del gen estructural puede ser probada por cualquier medio
conocido en la técnica, y la expresion puede ser medida como ARNm transcrito, proteina sintetizada o la cantidad de
silenciamiento de gen que ocurre determinada por la monitorizacién de metabolitos a través de andlisis quimico de
alcaloides secundarios en tabaco (tal como se describe aqui; véase también la Patente de los Estados Unidos No.
5,583,021). Se conocen técnicas para el cultivo in vitro del tejido vegetal, y en un cierto nimero de casos, para la
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regeneracién en plantas completas (véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Numeros 5,595,733 y
5,766,900). Los procedimientos para transferir el complejo de expresion introducido a cultivares Cutiles
comercialmente es conocido por los experimentados en la técnica.

Una vez que se obtienen las células vegetales que expresan el nivel deseado de un producto genético deseable, los
tejidos vegetales y las plantas completas pueden ser regenerados a partir de las mismas utilizando métodos y
técnicas bien conocidas en el arte. Las plantas regeneradas son reproducidas entonces por medios convencionales
y los genes introducidos pueden ser transferidos a otras cepas y cultivares mediante técnicas de cruzamiento
vegetal convencionales.

Las plantas de tabaco transgénicas pueden incorporar un acido nucleico de cualquier porcién del gen genémico en
diferentes orientaciones para subregulacion, por ejemplo, orientacion antisentido, o sobreexpresion, por ejemplo,
orientacion en sentido. La sobreexpresién de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la totalidad o una parte
funcional de una secuencia de aminoacidos de un gen de tabaco de longitud completa es deseable para incrementar
la expresion del producto genético en lineas de Nicotiana.

Determinacién de los niveles transcripcionales o de traduccién de un gen de tabaco

La expresion genética puede ser medida, por ejemplo, por analisis de inmunoprecipitacion Northern estandar
(Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, NY, (2001), y Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y., (1989)) utilizando un gen o un
fragmento de gen de tabaco como sonda de hibridacion. La determinacion de los niveles de expresion de ARN
también puede ser auxiliada por PCR de transcripcion reversa (rtPCR), incluyendo rtPCR cuantitativo (véase, por
ejemplo, Kawasaki et al., in PCR Technology: Principles and Applications of RNA Amplification (H. A. Erlich, Ed.)
Stockton Press (1989); Wang et al., in PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (M. A. Innis, et al., Eds.)
Academic Press (1990); y Freeman et al., Biotechniques 26:112-122 y 124-125, 1999). Técnicas bien conocidas
adicionales para la determinacién de la expresion de un gen de tabaco incluyen hibridacién in situ, e hibridacién
fluorescente in situ (véase, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
New York, NY, (2001)). Las técnicas estandar anteriores también son Utiles para comparar el nivel de expresion
entre plantas, por ejemplo, entre una planta que tiene una mutacién en un gen de tabaco y una planta de control.

Si se desea, la expresion de un gen de tabaco, (por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos mostrada en las
figuras 1, 3 a 7, y 10-17, o un fragmento de las mismas) puede ser medida al nivel de produccién de proteina
utilizando la misma metodologia general y técnicas de andlisis de proteinas estandar incluyendo los ensayos de
Bradford, ensayos espectrofotométricos, y técnicas de deteccion inmunoldgicas, tales como precipitacién Western o
inmunoprecipitacién con un antibiético especifico para el polipéptido deseable (Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, NY, (2001), y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y., (1989)).

La actividad de cualquier polipéptido descrito aqui puede ser probada utilizando métodos estandar en el arte. Por
ejemplo, la actividad de un p450 se prueba tipicamente utilizando ensayos basados en fluorescencia (véase, por
ejemplo, Donato et al. Drug Metab Dispos. 32: 699-706, 2004). En particular, la actividad de la nicotina desmetilasa
puede ser probada como se describe aqui utilizando ensayos de microsomas de levadura.

Usos

La regulacién del gen endégeno correspondiente a cualquiera de las secuencias descritas aqui, por ejemplo, por
silenciamiento de genes puede dar como resultado plantas o productos de plantas mas valiosos. En particular, las
secuencias identificadas aqui como secuencias inducidas por etileno o relacionadas con la senescencia (por
ejemplo, aquellas que tienen la secuencia de SEQ ID NO: 4, 188 y 226, 0 una secuencia de acido nucleico mostrado
en las figuras 1, 3 a 7 y 10-17 o un fragmento de las mismas pueden ser utilizadas para afectar las rutas metabdlicas
involucradas en la formaciéon de numerosos metabolitos secundarios, incluyendo terpenoides, polifenoles, alcaloides,
etc., que afectan las caracteristicas de calidad del producto final. De la misma manera los genes identificados aqui
pueden ser utilizados para regular rutas metabdlicas asociadas con la rata y tipo de materia seca acumulada durante
la senescencia o la particion de la materia seca dentro de la planta durante la senescencia. La regulacion de los
genes identificados aqui también pueden ser utilizada para afectar las rutas metabdlicas involucradas en la
determinacién de las ratas de senescencia, la uniformidad de la senescencia dentro de una hoja y entre hojas de
una planta individual, y la induccidn de la senescencia por agentes o actividades que estimulen o activen los genes
identificados aqui, y por lo tanto, controlar la calidad de un producto o articulo de manufactura que incluya una hoja u
otro componente de la planta.

La region promotora de un gen descrita aqui puede ser utilizada para guiar la expresion de cualquier producto
genético deseable para mejorar la calidad de un cultivo o potenciar caracteristicas especificas. La regulacion de una
secuencia promotora también puede ser utilizada para subregular genes de tabaco endégenos, incluyendo genes
involucrados en la biosintesis de alcaloides y/o otras rutas. De manera deseable, una regién promotora de gen de
tabaco u otra region reguladora transcripcional se utiliza para alterar propiedades quimicas tales como el contenido
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de nornicotina y los niveles de nitrosamina en una planta. Ademas, los motivos promotores, los cuales pueden ser
identificados facilmente en una secuencia promotora utilizando métodos estandar en la técnica, pueden ser
utilizados para identificar factores que se asocien con o regulan la expresion de un producto genético de tabaco, por
ejemplo, un p450.

Ademas, cualquiera de las secuencias de la presente invencién (por ejemplo, las secuencias de acidos nucleicos
mostradas en la figura 1, figuras 3 a 7, y 10-17, o fragmentos de las mismas) pueden ser utilizadas en métodos que
reducen la expresion genética o alteran la actividad enzimatica de un producto genético, tal como un p450, utilizando
técnicas estandar descritas aqui. Tales técnicas incluyen, sin limitacion, interferencia por ARN, interferencia con
cadena triple, ribozimas, recombinacion homéloga, silenciamiento de genes inducido por virus, tecnologias
antisentido de cosupresion, expresion de un producto genético negativo dominante, y la generacién de genes
mutados usando técnicas de mutagénesis estandar. Por ejemplo, la reduccién de la expresion de p450 o la
alteracion de la actividad enzimatica de p450 pueden utilizarse para alterar los acidos grasos que estan involucrados
en las interacciones planta-patdgeno y en la resistencia a enfermedades o pueden utilizarse para alterar el perfil de
la planta de acidos grasos seleccionados y por lo tanto alterar el sabor o aroma de la planta o componente de la
planta.

Adicionalmente, utilizando métodos estandar, cualquier porcidon de un gen de tabaco, incluyendo el promotor, la
secuencia codificadora, un intrén o una 3" UTP, o un fragmento del mismo, pueden ser utilizados como marcador
genético para aislar genes, promotores o regiones reguladoras relacionados, para seleccionar el gen relacionado en
otra especie de tabaco o de Nicotiana, o para determinar si una planta tiene una mutaciéon en un gen enddégeno
correspondiente. Una porcidon de un gen de tabaco también puede ser utilizada para monitorizar el flujo de genes a
través de un esfuerzo de cruzamiento para seguir la intergresion o pérdida de un gen en particular.

Por ejemplo, la Nicotiana tabacum es un alotetraploide, como lo son varias de las otras especies de Nicotiana, y los
marcadores genéticos podrian ser utilizados para identificar genes homélogos o genes relacionados en el genoma
progenitor diferente del genoma en el cual reside el gen original. Un marcador para el gen relacionado también
podria ser utilizado para seleccionar germoplasma de tabaco existente, segregar o sintetizar poblaciones creadas
por hibridaciones, poblaciones creadas a partir de tratamientos mutagénicos o a partir de diversos métodos de
cultivo de tejidos. Como tales, las secuencias de acidos nucleicos descritas aqui (por ejemplo, las secuencias de
acidos nucleicos mostradas en la figural, figuras 3 a 7 y 10-17 o fragmentos de las mismas) pueden ser utilizadas
para identificar o afectar genes involucrados en resistencia a enfermedades o a insectos, propiedades de sabor y
aroma, tolerancia a herbicidas, factores de calidad relacionados con constituyentes indeseables, o que incrementan
el rendimiento de la hoja, o afectan los componentes de la hoja o la planta, tales como ligninas, celulosa, etc.,
relacionados con caracteristicas estructurales o contenido de fibra.

Productos

Los productos de tabaco que tienen una cantidad reducida de contenido de nitrosamina son manufacturados
utilizando cualquiera de los materiales de la planta de tabaco descritos aqui de acuerdo con métodos estandar
conocidos en la técnica. En una realizacion, los productos de tabaco son manufacturados utilizando material vegetal
de tabaco obtenido a partir de una planta de tabaco curada. La planta de tabaco curada puede contener o haber sido
cruzada para contener actividad reducida de nicotina desmetilasa. Por ejemplo, la planta de tabaco curada puede
ser una planta de tabaco resultante de un cruce que incluye una planta de tabaco identificada por tener expresién
variante de nicotina desmetilasa. De manera deseable, el producto de tabaco tiene una cantidad reducida de
nornicotina 0 NNN de menos de aproximadamente 5 mg/g, 4.5 mg/g, 4.0 mg/g, 3.5 mg/g, 3.0 mg/g, 2.5 mg/g, 2.0
mg/g, 1.5 mg/g, 1.0 mg/g, 750 pg/g, 500 pg/g, 250 pg/g, 100 pg/g, 75 pa/g, 50 pa/g, 25 pg/g, 10 pgl/g, 7.0 pg/g, 5.0
po/g, 4.0 pg/g, 2.0 pg/g, 1.0 pg/g, 0.5 pg/g, 0.4 pg/g, 0.2 pg/g, 0.1 pg/g, 0.05 pg/g, o 0.01 pg/g o en donde el
porcentaje de alcaloides secundarios con respecto al contenido total de alcaloides contenido en ella es menor de
90%, 70%, 50%, 30%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1.5%, 1%, 0.75%, 0.5%, 0.25%, o 0.1%. La expresién “una cantidad
reducida” se refiere a una cantidad de nornicotina 0 NNN o de ambas en una planta o0 componente de una planta de
tabaco o un producto de tabaco que es menor de lo que se encontraria en una planta o componente de planta o
producto de tabaco tipo silvestre a partir de la misma variedad de tabaco, procesada de la misma manera, que no ha
sido hecha transgénica para buscar nornicotina o NNN reducidas. En un ejemplo, una planta de tabaco tipo silvestre
de la misma variedad ha sido procesada de la misma manera y utilizada como control para medir si una reduccién
de nornicotina o NNN o ambas ha sido obtenida por los métodos descritos aqui. En otro ejemplo, las plantas que
tienen una cantidad reducida de contenido de nitrosamina son evaluadas utilizando métodos estandar, por ejemplo,
monitorizando la presencia o ausencia de un gen o un producto genético, por ejemplo, una nicotina desmetilasa, o
una mutacion particular en un gen. En todavia otro ejemplo, el contenido de nitrosamina de las plantas resultantes
de un programa de cruzamiento se compara con el contenido de nitrosamina de la linea receptora o linea donante, o
ambas, utilizadas para cruzar la planta que tiene la cantidad reducida de nitrosamina. Otros controles adecuados
conocidos en la técnica también se utilizan segun sea necesario. Los niveles de nornicotina y NNN o ambos se
miden de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica del tabaco.

Los siguientes ejemplos ilustran métodos para llevar a cabo la invencién y deberian entenderse como ilustrativos de,
pero no limitantes del alcance de la invencion el cual esta definido en las reivindicaciones anexas.
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Ejemplo 1

Desarrollo de tejido vegetal y tratamiento con etileno

Crecimiento de la planta

Las plantas fueron sembradas en macetas y cultivadas en un invernadero durante 4 semanas. Los brotes de 4
semana de edad fueron trasplantados a macetas individuales y cultivados en el invernadero durante 2 meses. Las
plantas fueron regadas 2 veces al dia con agua que contenia 150 ppm de fertilizante NPK durante el crecimiento.
Las hojas verdes expandidas fueron desprendidas de las plantas para realizar el tratamiento con etileno descrito
mas adelante.

Linea celular 78379

La linea 78379 de tabaco que es una linea de tabaco Burley producida por la Universidad de Kentucky fue utilizada
como una fuente de material vegetal. Se cultivaron 100 plantas como ese estandar en a arte de cultivo del tabaco,
trasplantadas y etiquetadas con un nimero distintivo (1-100). La fertilizacion y el manejo de campo fueron llevados a
cabo segun se recomienda.

Tres cuartos de las 100 plantas convirtieron entre 20 y 100% de la nicotina a nornicotina. Un cuarto de las cien
plantas convirti6 menos del 5% de la nicotina a nornicotina. La planta nidmero 87 tuvo la menor conversion (2%)
mientras que la planta nimero 21 tuvo 100% de conversion. Las plantas que convirtieron menos del 3% fueron
clasificadas como no convertidoras. Se hicieron semillas autopolinizadas de la planta nimero 87 y de la planta
numero 21 asi como semillas cruzadas (21 x 87 y 87 x 21) para estudiar las diferencias genéticas y fenotipicas. Las
plantas de 21 autopolinizada fueron convertidoras, y el 99% de las autopolinizadas de 87 fueron no convertidoras. El
otro 1% de las plantas de 87 mostraron baja conversiéon (5-15%). Las plantas de cruzamiento reciprocos fueron
todas convertidoras.

Linea celular 4407

La linea 4407 de Nicotiana, que es una linea Burley, fue utilizada como fuente de material vegetal. Se seleccionaron
plantas uniformes y representativas (100) y se etiquetaron. De las 100 plantas 97 fueron no convertidoras y tres
fueron convertidoras. La planta nimero 56 tuvo la menor cantidad de conversion (1.2%) y la planta nimero 58 tuvo
el nivel mas alto de conversién (96%). Con estas dos plantas se hicieron semillas autopolinizadas y semillas
cruzadas.

Las plantas autopolinizadas 58 se segregaron con convertidor 3:1 a una relacion no convertidora. Las plantas 58-33
y 58-25 fueron identificadas como lineas de plantas convertidoras y no convertidoras homozigéticas,
respectivamente. La conversion estable de 58-33 fue confirmada por andlisis de su progenie.

Linea celular PBLBO1

La PBLBO1 es una linea Burley desarrollada por ProfiGen, Inc., y fue utilizada como fuente de material vegetal. La
planta convertidora fue seleccionada a partir de las semillas originales de PBLBO1.

Procedimientos de tratamiento con etileno

Las hojas verdes fueron desprendidas de plantas cultivadas en invernadero de 2-3 meses y asperjadas con 0.3% de
solucion de etileno (Prep brand Ethephon (Rhone-Poulenc)). Cada hoja asperjada fue colgada en una gradilla de
curado equipada con humidificador y cubierta con plastico. Durante el tratamiento, las hojas de muestra fueron
asperjadas periddicamente con la solucion de etileno. Aproximadamente 24-48 horas después del tratamiento con
etileno, las hojas fueron recolectadas para la extraccion de ARN. Otra submuestra fue tomada para analisis de
constituyentes metabdlicos para determinar la concentracion de metabolitos en la hoja y constituyentes mas
especificos de interés tales como una variedad de alcaloides.

Como ejemplo, el analisis de alcaloides pudo ser llevado a cabo como sigue. Las muestras (0.1 g) fueron agitadas a
150 rpm con 0,5 ml de NaOH 2N, y 5 ml de una solucién de extraccién que contenia quinolina como estandar interno
y metil t-butil éter. Las muestras fueron analizadas en un GC HP 6890 equipado con un detector FID. Se utilizd una
temperatura de 250°C para el detector y el inyector. Se utilizé una columna HP (30 m — 0.32 nm-Imm) consistente de
silica fusionada entrecruzada con fenol al 5% y metil silicona al 95% a un gradiente de temperatura de 110-185°C a
10°C por minuto. La columna fue operada a 100°C con una rata de flujo de 1.7 cm® minuto™ con una relacion de
divisiéon de 40:1 y un volumen de inyeccion de 2:1 utilizando helio como gas transportador.

Ejemplo 2

Aislamiento de ARN
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Para las extracciones de ARN, se trataron hojas medias de plantas cultivadas en invernadero de dos meses de edad
con etileno como se describié mas arriba. Las muestras de 0 y 24-48 horas fueron utilizadas para la extracciéon de
ARN. En algunos casos, se tomaron muestras de hojas bajo el proceso de senescencia de las plantas 10 dias
después de la remocion de la cabeza de la flor. Estas muestras fueron utilizadas también para extraccion. EI ARN
total fue aislado utilizando el Rneasy Plant Mini Kit® (Qiagen, Inc., Valencia, California) de acuerdo con el protocolo
del fabricante.

La muestra de tejido fue triturada bajo nitrégeno liquido hasta un polvo fino utilizando un mortero y pistilo tratados
con DEPC. Se transfirieron aproximadamente 100 miligramos de tejido triturado a un tubo Eppendorf de 1.5 ml
estéril. Este tubo de muestra fue colocado en nitrégeno liquido hasta que se recolectaron todas las muestras. Luego,
se agregaron a cada tubo individual 450 ul de regulador RLT segln se suministra en el kit (con la adicion de
mercaptoetanol). La muestra fue sometida a vortex vigorosamente e mcubada a 56°C durante 3 minutos. El lisado
fue aplicado entonces al asiento de la columna de rotacion QIAshredder en un tubo de recoleccion de 2 ml, y fue
centrifugado durante 2 minutos a velocidad maxima. El flujo fue recolectado y se agregaron 0.5 voliumenes de etanol
al lisado clarificado. La mezcla fue bien mezclada y transferida a una columna Rneasy® mini giratoria en un tubo de
recoleccién de 2 ml. La muestra fue centrifugada durante 1 mlnuto al0,000 rpm. A continuacién se agregaron
mediante pipeta 700 pul de regulador RW1 sobre la columna Rneasy y se centrifugd a 10,000 rpm. Se agreg6 con
pipeta regulador RPE sobre la columna Rneasy en un nuevo tubo de recolecmon y se centrifugd durante 1 minuto a
10,000 rpm. Se agreg6 de nuevo regulador RPE a la columna Rneasy giratoria y se centrifugd durante 2 minutos a
velocidad maxima para secar la membrana. Para eliminar cualquier etanol arrastrado, la membrana fue colocada en
un tubo de recoleccion separado y centrifugado durante 1 minuto adicional a velocidad maxima. La columna
Rneasy fue transferida a un nuevo tubo de recoleccion de 1.5 ml y se agregaron con pipeta 40 pl de agua libre de
Rnasa sobre la membrana Rneasy Este tubo eluido final fue centrifugado durante 1 minuto a 10,000 rpm. La
calidad y la cantidad del ARN total fueron analizadas mediante gel desnaturalizado con formaldehido y
espectrofotometria.

El poli(A) ARN fue aislado utilizando el kit de purificacion Oligotex® poli A + ARN (Qiagen Inc.) siguiendo el protocolo
del fabricante. Se utilizaron aproximadamente 200 ug de ARN total en un volumen maximo de 250 pl. Se agregé un
volumen de 250 pl de regulador OBB y 15 ul de suspension de Ollgotex a los 250 pl de ARN total. Los contenidos
fueron mezclados exhaustivamente mediante pipeta y se incubaron durante 3 minutos a 70°C sobre un bloque de
calentamiento. La muestra fue colocada entonces a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos. El
complejo Ollgotex :ARNm fue convertido en pellas por centrifugacion durante 2 minutos a velocidad maxima. Todo
excepto 50 ul del sobrenadante fue retlrado del tubo de microcentrifuga. La muestra fue tratada adicionalmente con
regulador OBB. La pella de Ollgotex :ARNm fue resuspendida en 400 ul de regulador OW2 mediante vortex. Esta
mezcla fue transferida sobre una columna de rotacion pequefia colocada en un nuevo tubo y centrifugada durante 1
minuto a velocidad maxima. La columna de rotacion fue transferida a un nuevo tubo y se agregaron 400 pl
adicionales del regulador OW2 a la columna. El tubo fue centrifugado entonces durantel minuto a velocidad
maéaxima. La columna de rotacion fue transferida a un tubo de microcentrifuga final de 1.5 ml. La muestra fue eluida
con 60 pl de regulador OEB caliente (70°C). El producto poli A fue analizado por geles de formaldehido
desnaturalizados y analisis espectrofotométrico.

Ejemplo 3

PCR de transcripcién reversa

La primera cadena de ADNCc fue producida utilizando la transcriptasa reversa SuperScript siguiendo el protocolo del
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, California). La mezcla de ARN enriquecido en poli A+/cebador oligo dT consistia de
menos de 5 pg de ARN total, 1 pl de mezcla de dNTP 10 mM, 1 ul de Oligo d(T)i2-18 (0.5 pg/ul), y hasta 10 pl de
agua tratada con DEPC. Cada muestra fue incubada a 65°C durante 5 minutos, luego colocadas sobre hielo durante
al menos 1 minuto. Se prepar6 una mezcla de reaccion agregando cada uno de los siguientes componentes en
orden: 2 ul de regulador 10X RT, 4 ul de MgCl, 25 mM, 2 ul de DTT 0.1 My 1 ul de RNasa OUT Recombinant
RNase Inhibitor. Una adicion de 9 ul de mezcla de reaccidn fue transferida con pipeta a cada mezcla ARN/cebador y
se mezclo suavemente. Se incub6 a 42°C durante 2 minutos y se agrego 1 pl de Super Script Il RT a cada tubo. El
tubo fue incubado durante 50 minutos a 42°C. La reaccion fue terminada a 70°C durante 15 minutos y enfriada sobre
hielo. La muestra fue recolectada por centrifugacion y se agregé 1 pl de RNasa H a cada tubo y se incubé durante
20 minutos a 37°C. El segundo PCR fue llevado a cabo con 200 pmoles del cebador de avance y 100 pmoles del
cebador reverso (mezcla de 18 nt oligo d(T) seguida por una base aleatoria).

Las condiciones de reaccion fueron 94°C durante 2 minutos y luego 40 ciclos de PCR a 94°C durante 1 minuto, 45°C
hasta 60°C durante 2 minutos, 72°C durante 3 minutos, con una extension a 72°C durante 10 minutos extra. Se
analizaron diez microlitros de la muestra amplificada por electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1%. Los
fragmentos de tamafio correcto fueron purificados a partir del gel de agarosa.

Ejemplo 4

Generacion de las poblaciones de fragmentos de PCR
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Los fragmentos de PCR del Ejemplo 3 fueron ligados sobre un pGEM-T Easy Vector (Promega, Madison, Wisconsin)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto ligado fue transformado en células competentes JM 109 y
sembrados sobre placas de medio LB para seleccion azul/blanco. Las colonias fueron seleccionadas y cultivadas en
una placa de 96 pozos con 1.2 ml de medio LB durante la noche a 37°C. Se generé una reserva congelada para
todas las colonias seleccionadas. EI ADN de plasmido fue purificado de las placas utilizando el Beckman Biomeck
200 miniprep robotics con Wizard SV Miniprep kit (Promega). EI ADN en el plasmido fue eludido con 100 pl de agua
y almacenado en una placa de 96 pozos. Los plasmidos fueron digeridos con EcoRl y luego analizados utilizando gel
de agarosa al 1% para confirmar la cantidad de ADN y el tamafio de los insertos. Los plasmidos que contenian un
inserto de 400-600 bp fueron secuenciados utilizando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, California).
Las secuencias fueron alineadas con la base de datos GenBank con busqueda BLAST. Los fragmentos relacionados
con p450 fueron identificados y analizados posteriormente. Alternativamente, se aislaron fragmentos de p450 a partir
de bibliotecas de sustraccién. Estos fragmentos también fueron analizados como se describi6é anteriormente.

Ejemplo 5

Construccion de una biblioteca de ADNc

Se construyé una biblioteca ADNc preparando ARN total a partir de hojas tratadas con etileno como sigue. Primero,
se extrajo el ARN total a partir de las hojas tratadas con etileno de la linea de tabaco 58-33 utilizando un protocolo
de extraccion modificado con fenol acido y cloroformo. El protocolo fue modificado para utilizar un gramo de tejido
que fue triturado y subsecuentemente sometido a vértex en 5 ml de regulador de extraccién (Tris-HCI 100 mM, pH
8.5; NaCl 200 mM; EDTA 10 mM; SDS al 0,5%) al cual se agregaron 5 ml de fenol (pH 5.5) y 5 ml de cloroformo. La
muestra extraida fue centrifugada y se conservé el sobrenadante. Esta etapa de extraccién fue repetida 2-3 veces
hasta que el sobrenadante apareciod claro. Se agregaron aproximadamente 5 ml de cloroformo para remover
cantidades traza de fenol. El ARN fue precipitado a partir de las fracciones sobrenadantes combinadas agregando 3
veces el volumen de etanol y 1/10 veces el volumen de NaOAc 3M (pH 5.2) y almacenando a -20°C durante 1 hora.
Después de transferir a un contenedor de vidrio Corex la fraccién de ARN fue centrifugada a 9,000 RPM durante 45
minutos a 4°C. La pella fue lavada con etanol al 70% y se hizo rotar durante 5 minutos a 9,000 RPM a 4°C. Después
de secar la pella, el ARN en forma de pella fue disuelta en 0.5 ml de agua libre de RNasa. La calidad y cantidad del
ARN total fue analizada por gel desnaturalizado con formaldehido y espectrofotémetro, respectivamente.

El ARN total resultante fue utilizado para aislar poli A+ ARN utilizando un protocolo de celulosa oligo (dT) (Invitrogen)
y columnas de rotacién de microcentrifuga(lnvitrogen) mediante el siguiente protocolo. Aproximadamente veinte mg
de ARN total fueron sometidos dos veces a purificaciéon para obtener poli A+ ARN de alta calidad. El producto de poli
A+ ARN fue analizado ejecutando un gel desnaturalizado con formaldehido y subsecuente RT-PCR de genes de
longitud completa conocidos para asegurar la alta calidad del ARNm.

A continuacion se utilizé poli A+ ARN como plantilla para producir una biblioteca de ADNc empleando el kit de
sintesis de ADNC, kit de sintesis ZAP-cDNA, y el kit de clonacion ZAP-cDNA Gigapack Il gold (Stratagene, La Jolla,
California). EI método involucré seguir el protocolo del fabricante segin se especifica. Se utilizaron
aproximadamente 8 pg de poli A+ ARN para construir la biblioteca de ADNc. El andlisis de la biblioteca primaria
revelo aproximadamente 2.5 x 10° -1 x 10’ pfu. Una prueba de fondo de calidad de la biblioteca fue completada por
ensayos de complementacion utilizando IPTG y X-gal, donde placas recombinantes fueron expresadas a mas de
100 veces por encima de la reaccion de fondo.

Un analisis mas cuantitativo de la biblioteca por PCR aleatorio mostré que el tamafio promedio del ADNc inserto fue
aproximadamente 1.2 kb. El método utilizé un método de PCR de dos etapas. Para la primera etapa, los cebadores
reversos fueron disefiados con base en la informacion de secuencia preliminar obtenida a partir de los fragmentos
p450. Los cebadores reversos disefiados y los cebadores T3 (de avance) fueron utilizados para amplificar los genes
correspondientes de la biblioteca de ADNc. Las reacciones de PCR fueron sometidas a electroforesis en agarosa y
las bandas correspondientes de alto peso molecular fueron seccionadas, purificadas, clonadas y secuenciadas. En
la segunda etapa, los nuevos cebadores disefiados para 5" UTR o la region de inicio de codificacion de p450 como
los cebadores de avance juntos con los cebadores reversos (disefiados a partir de 3 UTR de p450) fueron utilizados
en la PCR subsecuente para obtener clones de p450 de longitud completa.

Los fragmentos de p450 fueron generados por amplificacién por PCR a partir de la biblioteca de ADNc construida tal
como se describe en el Ejemplo 3 con excepcion del cebador reverso. EL cebador T7 localizado en el plasmido
corriente abajo de los insertos de ADNc fue utilizado como cebador reverso. Los fragmentos de PCR fueron
aislados, clonados y secuenciados como se describe en el Ejemplo 4.

Los genes p450 de longitud completa fueron aislados por este método de PCR a partir de la biblioteca de ADNc
construida. Los cebadores reversos especificos del gen (disefiados a partir de la secuencia corriente debajo de los
fragmentos p450) y un cebador de avance (T3 sobre el plasmido de la biblioteca) fueron utilizados para clonar los
genes de longitud completa. Los fragmentos de PCR fueron aislados, clonados y secuenciados. En caso necesario,
se aplico una segunda etapa de PCR. En la segunda etapa, nuevos cebadores de avance disefiados a partir de la 5
UTR de p450 clonados junto con los cebadores reversos disefiados a partir de 3" UTR de clones de p450 fueron
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utilizados en las reacciones de PCR subsecuentes para obtener clones de p450 de longitud completa. Los clones
fueron secuenciados subsecuentemente.

Ejemplo 6

Identidad ge acidos nucleicos, relaciéon estructural de fragmentos de &cidos nucleicos aislados e hibridacién en
GeneChip

Fueron secuenciados mas de 100 fragmentos de p450 clonados en conjuncidn con analisis por inmunoprecipitacion
Northern para determinar su relacion estructural. La metodologia utilizé cebadores de avance basados en cualquiera
de los dos motivos de p450 comunes localizados cerca del terminal carboxilo de los genes de p450. Los cebadores
de avance corresponden a los motivos del citocromo p450 FXPERF (SEQ ID NO: 2268) o GRRXCP (A/G) (SEQ ID
NO: 2269). Los cebadores reversos utilizaron cebadores estandar de cualquiera del plasmido, SP6 o T7 localizado
en ambos brazos del plasmido pGEM, o una cola poli A. A continuacién se describe el protocolo usado.

Se utiliz6 espectrofotometria para estimar la concentracion del ADN de cadena doble de partida siguiendo el
protocolo del fabricante (Beckman Coulter). La plantilla fue eluida con agua a la concentracion apropiada,
desnaturalizada por calentamiento a 95°C durante 2 minutos, y subsecuentemente colocada sobre hielo. La reaccién
de secuenciamiento fue preparada sobre hielo utilizando 0.5 a 10 pl de la plantilla de ADN desnaturalizada, 2 pl de
1.6 pmol del cebador de avance, 8 ul del DTCS Quick Start Master Mix y el volumen total fue llevado a 20 pl con
agua. El programa de termociclado consisti6 de 30 ciclos del ciclo siguiente: 96°C durante 20 segundos, 50°C
durante 20 segundos y 60°C durante 4 minutos seguido por sostenimiento a 4°C.

La reaccion de secuenciamiento fue detenida agregando 5 pl de regulador de detencién (volumen igual de NaOAc
3My EDTA 100 mM y 1 pl de 20 mg/ml de glicégeno. La muestra fue precipitada con 60 pl de etanol frio al 95% y
centrifugada a 6000 x g durante 6 minutos. Se descart6 el etanol. La pella fue lavada dos veces con 200 pl de etanol
frio al 70%. Después de que la pella estaba seca, se agregaron 40 pl de solucion SLS y la pella fue resuspendida.
Se sobrepuso una capa de aceite mineral y la muestra fue colocada en el CEQ 8000 Automated Sequencer para
analisis posterior.

Para verificar las secuencias de acidos nucleicos, la secuencia de acidos nucleicos fue resecuenciada en ambas
direcciones utilizando cebadores de avance para la regiéon FXPERF (SEQ ID NO: 2268) o0 GRRXCP(A/G)(SEQ ID
NO: 2269) del gen p450 o cebadores reversos para cualquiera del plasmido o de la cola poli A. Todo el
secuenciamiento fue llevado a cabo al menos dos veces en ambas direcciones.

Las secuencias de acidos nucleicos de los fragmentos del citocromo p450 fueron comparadas una con otra a partir
de la region de codificacion correspondiente al primer acido nucleico después de la regién que codifica el motivo
GRRXC(A/G) (SEQ ID NO: 2269) a través del coddn de detencioén. Esta region fue seleccionada como indicadora de
la diversidad genética entre proteinas de p450. Un gran nimero de genes de p450 distinguibles genéticamente, por
encima de 70 genes, fueron observados, similares a los de otras especies de plantas. Por comparaciéon de las
secuencia de acidos nucleicos, se encontré que los genes podrian ser colocados en distintos grupos de secuencias
con base en su identidad de secuencias. Se encontré6 que el mejor agrupamiento Unico de miembros de p450 fue
determinado como aquellas secuencias con 75% o0 mas de identidad en acidos nucleicos. (Véase, por ejemplo,
Tabla 1 de la Publicacion de Solicitud de Patente US 2004/0162420).

Se utilizé hibridacion en microarreglo GeneChip® (Affymetriz Inc.; Santa Clara, CA) para identificar genes con
diferentes patrones de expresion entre las lineas isogénicas cercanas convertidoras y no convertidoras después de
la activacion con etileno. El tamafio del chip fue de 18 micrones y el formato de arreglo fue de 100-2187,
acomodando 528 conjuntos de sondas (11,628 sondas). Se utilizaron 7 pares de hibridacién para obtener una
verificacion independiente de los resultados del microarreglo. Estos consistieron de un par (convertidor/no
convertidor) de muestras de tabaco Burley no tratado 4407-33/4407-25, cuatro pares de muestras 4407-33/4407-25
tratadas con etileno, un par de muestras de tabaco oscuro tratado con etileno NL Madole/181, otro par de lineas
isogénicas cercanas para la conversion de nicotina, y un par de hojas senescentes de manera natural de
4407=33/25 (Tabla 1).
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Tabla 1 Relaciones de sefial normalizada convertidor:no convertidor de hibridacion por GeneChip®

Burley no . Oscuro tratado | Burley
Burley tratado con etileno .
tratado con etileno | senescente
) (178/NL Madole) | (4407-33/25)
(4407-33/25) (4407-33/25)
Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4
Inducido
D121-AA8 1.03 2.143 12.90 5.17 12.19 16.60 2.57
D120-AH4 1.44 1.90 12.74 2.87 7.55 8.17 1.69
D35-BG11 | 1.73 2.32 13.06 22.22 19.10 28.76 3.40
Control
| similar a | ;g 0.99 0.74 0.73 0.57 1.02 0.97
actina (57)
| similar a | ; g 1.12 0.81 1.08 0.79 0.93 0.85
actina (3")

Todos los 14 conjuntos de hibridaciones fueron exitosos segun fue evidenciado por el Reporte de Expresion
generado utilizando instrumentos de deteccion de Genome Explorations, Inc. (Memphis, TN). Los reportes
principales incluyen analisis de ruido, factor de escala, fondo, conjuntos de sonda totales, nUmero y porcentaje de
conjuntos de sondas presentes y ausentes, intensidad de sefial de controles de mantenimiento. Los datos fueron
analizados subsecuentemente presentados utilizando el software GCOS en combinacién con otro software. Se
hicieron comparaciones de sefial entre pares de tratamiento, y los datos globales para todas las sondas respectivas
para todas las hibridaciones fueron compilados y los datos de expresion también fueron analizados. Los resultados
basados en las intensidades de sefial mostraron que solamente dos genes, D121-AA8 y D120-AH4 y un fragmento
D35-BG11, el cual es un fragmento parcial de D121-AA8, tenian induccion reproducible en lineas convertidoras
tratadas con etileno en comparacion con lineas no convertidoras. Las sefiales de un gen en una linea convertidora,
por ejemplo, la variedad de tabaco Burley 4407-33, fue determinada como la relaciéon de la sefial de un gen en una
linea isogénica no convertidora relacionada, 4407-25. Sin tratamiento con etileno, la relacion de las sefiales de
convertidor a no convertidor para todos los genes se aproximé a 1.00. Para eliminar la influencia de las diferencias
de fondo, también se calcularon relaciones de sefial normalizadas. Las relaciones de sefial normalizadas son
obtenidas dividiendo la relacién del par tratado con la correspondiente relacion del no par correspondiente. Después
del tratamiento con etileno y analisis, se determiné que dos genes, D121-AA8 y D120-AH4, fueron inducidos en
lineas convertidoras con respecto a lineas no convertidoras segun se determiné por cuatro analisis independientes.
Estos dos genes comparten un 99.8 de homologia relativa y sus sefiales de hibridacion relativas en variedades
convertidoras variaron desde aproximadamente 2 hasta 22 veces mas que las sefiales de sus contrapartes no
convertidoras. Con base en las relaciones normalizadas, dos clones de control internos similares a actina no fueron
inducidos en lineas convertidoras. Ademas, un fragmento (D35-BG11) cuya region de codificacion esta
completamente contenida en los genes D121-AA8 y D120-AH4, fue altamente inducido en las mismas muestras de
lineas convertidoras y no convertidoras isogénicas pareadas. Adicionalmente, los genes D121-AA8 y D120-AH4
fueron inducidos fuertemente en lineas convertidoras de pares de tabaco oscuro isogénicas, NL Madole y 181 (8 a
28 veces), demostrando asi que la induccidon por etileno de estos genes en lineas convertidoras fue en una
respuesta in planta. Los mismos genes fueron identificados en las comparaciones hechas a partir de hibridaciones
de muestras senescentes de manera natural de 4407-33/25 también. Los ensayos de RT-PCR de estos materiales
utilizando cebadores especificos para D121-AA8 verificaron los resultados en microarreglo para este gen

Con base en estos resultados, el gen D121-AA8 (la secuencia ADNc de la cual es la secuencia de SEQ ID NO: 5;
figura 4) fue identificado como el gen de nicotina desmetilasa de tabaco de interés. A la vista de las reglas de
nomenclatura de p450, se determind que D121-AA8 es el mas similar al p450 en la familia CYP82E (The
Arabidopsis Genome Initiative (AGT) and The Arabidopsis Information Resource (TAIR); Frank, Plant Physiol.
110:1035-1046, 1996; Whitbred et al., Plant Physiol. 124:47-58,2000); Schopfer and Ebel, Mol. Gen. Genet. 258:315-
322, 1998; y Takemoto et al., Plant Cell Physiol. 40:1232-1242, 1999).

Ejemplo 7
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Andlisis bioguimico de la actividad enzimatica

El analisis bioquimico, por ejemplo, tal como se describe en solicitudes presentadas previamente, determiné que la
secuencia de SEQ ID NO: 5 codifica una nicotina desmetilasa de tabaco (SEQ ID NO: 3; figuras 3y 4).

En particular, la funcién del clon candidato D121-AA8 fue confirmada como gen de codificacién para la nicotina
desmetilasa, probando la actividad de la enzima p450 expresado de manera heterdloga en células levadura como
sigue:

1. Construccion del vector de expresion en levadura

La secuencia de codificacion de proteina putativa del ADNc que codifica la nicotina desmetilasa de tabaco (D121-
AA8), D120-AH4, D121-AA8, 208-AC-8, y D208-AD9, fueron clonados en el vector de expresién en levaduras
pYeDP60. Se introdujeron sitios apropiados BamHI y Mfel (subrayados mas abajo) a través de cebadores de PCR
gque contenian estas secuencias bien sea corriente arriba del codén de inicio de la traduccion (ATG) o corriente
abajo del coddn de detencion (TAA). El Mfel en el producto de PCR amplificado es compatible con el sitio EcoRI del
vector. Los cebadores utilizados para amplificar el ADNc de D121-AA8 fueron 5
TAGCTACGCGGATCCATGCTTTCTCCCATAGAAGCC-3 (SEQ ID NO: 2194) y 5'-
CTGGATCACAATTGTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGATCCTCTATAAAGCTCAGGTGCCAGGC-3' (SEQ ID NO:
2297). Un segmento de secuencia que codifica nueve aminoacidos extra en el terminal C de la proteina incluyendo
seis histidinas fue incorporado en el cebador reverso para facilitar la expresién del p450 etiquetado con 6-His por
induccién. Los productos de PCR fueron ligados en el vector pYeDP60 después de las digestiones enzimaticas en la
orientacion en sentido con referencia al promotor GAL10-CYC1. La construccién apropiada de los vectores de
expresion en levadura fue verificada por el analisis con enzima de restriccion y secuenciamiento de ADN. Ademas,
la expresion de las proteinas de p450 fue visualizada en electroforesis en gel SDS-PAGE para la fase detergente de
los microsomas de levadura. El tamafio predicho de las proteinas p450 es 59 kD, con base en la secuencia genética;
se confirmo un resultado mediante el analisis en gel.

2. Transformacion de levadura

La linea de levadura WAT11, modificada para expresar la NADPH-citocromo p450 reductasa de Arabidopsis ATR1,
fue transformada con los plasmidos de ADNc pYeDP60-p450. Se mezclaron cincuenta microlitros de suspension de
células de levadura WAT11 con ~ 1 ug de ADN de plasmido en una cubeta con una brecha de electrodo de 0.2 cm.
Se aplicé un pulso a 2.0 kV mediante un eletroporador Eppendorf (Modelo 2510). Las células fueron esparcidas
sobre placas SGI (5 g/L de bactocasamino acidos, 6.7 g/L de base nitrogenada de levadura sin aminoéacidos, 20 g/L
de glucosa, 40 mg/L de DL-triptéfano, 20 g/L de agar). Los transformantes fueron confirmados por analisis por PCR
llevado a cabo directamente sobre colonias seleccionadas aleatoriamente.

3. Expresion de p450 en células de levadura transformadas

Se utilizaron colonias de levadura individuales para inocular 30 mL de medio SGI (5 g/L de bactocasamino acidos,
6.7 g/L de bases nitrogenadas de levadura sin aminoacidos, 20 g/L de glucosa, 40 mg/L de DL-triptéfano) y se
cultivaron a 30°C durante aproximadamente 24 horas. Un alicuota de este cultivo fue diluida 1:50 en 1000 mL de
medio YPGE (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de bacto peptona, 5 g/L de glucosa, 30 ml/L de etanol) y se
cultivo hasta que la glucosa fue consumida completamente como lo indicé el cambio colorimétrico de una tira de
reactivo de urianalisis Diastix (Bayer, Elkhart, IN). La induccion del p450 clonado fue iniciada agregando DL-
galactosa a una concentracion final de 2%. Los cultivos se dejaron crecer durante 20 horas adicionales antes de ser
utilizados para el ensayo de actividad in vivo o para la preparaciéon de microsomas.

Las células de levadura WAT11 que expresaban pYeDP60-CYP71D20 (un p450 que cataliza la hidroxilacién de 5-
epi-aristoloqueno y 1-desoxicapsidiol en Nicotiana tabacum) fueron utilizadas como control para la expresiéon de
p450 y los ensayos de actividad enzimatica.

Para evaluar la efectividad de la expresién en levadura de p450 en gran detalle, se llevo a cabo espectroscopia
diferencial con CO reducido. El espectro con CO reducido exhibié un pico a 450 nm de proteinas para todas las
cuatro lineas de levadura transformadas con p450. No se lograron picos similares en los microsomas de control
derivados de las células de levadura no transformadas de control o las células de levadura con control de vector
blanco. Los resultados indicaron que las proteinas de p450 fueron expresadas efectivamente en lineas celulares que
alojan el pYeDP60-CYP 450. Las concentraciones de la proteina de p450 expresada en microsomas de levadura
vario de 45 a 68 nmol/mg de proteina total.

4. Ensayo enzimatico in vivo

La actividad de la nicotina desmetilasa en las células de levadura transformadas fue probada alimentando el cultivo
de levadura con DL-Nicotina (Pirrolidina-2-**C). La nicotina marcada con **C (54 mCi/mmol) fue agregada a 75 pl del
cultivo inducido con galactosa hasta una concentracion final de 55 pM. El cultivo de ensayo fue incubado con
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agitacion en tubos de polipropileno de 14 ml durante 6 horas y luego extraido con 900 pl de metanol. Después de
rotar, se separaron 20 pl del extracto en metanol con una rp-HPLC y la fraccidon de nornicotina fue cuantificada por
LSC.

El cultivo de control de WAT11 (pYeDP60-CYP71D20) no convirtié la nicotina a nornicotina, mostrando que la cepa
de levadura WAT11 no contiene actividad de enzima enddgena que pueda catalizar la etapa de la bioconversion de
nicotina a nornicotina. En contraste, la levadura que expresa el gen de nicotina desmetilasa de tabaco produjo
cantidad detectables de nornicotina, indicando la actividad de nicotina desmetilasa del producto de traduccion de
SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5.

5. Preparacién de microsomas de levadura

Después de la induccidon con galactosa durante 20 horas, las células de levadura fueron recolectadas por
centrifugacion y lavadas dos veces con regulador TES-M (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, sorbitol 0.6 M, 2-
mercaptoethanol 10 mM). La pella fue resuspendida en regulador de extraccién (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 1
mM, sorbitol 0.6 M, 2-mercaptoethanol 2 mM, albumina de suero bovino al 1%, Cdctel Inhibidor de Proteasa (Roche)
a 1 tableta/50 ml). Las células fueron rotas entonces con perlas de vidrio (0.5 mm de diametro, Sigma) y el extracto
celular fue centrifugado durante 20 minutos a 20,000 x g para remover los residuos celulares. El sobrenadante fue
sometido a ultracentrifugacion a 100,000 x g durante 60 minutos y la pella resultante contenia la fraccién
microsomica. La fraccién microsémica fue suspendida en el regulador TEG-M (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM,
glicerol al 20% y 2-mercaptoethanol 1.5 mM) a una concentracidon de proteina de 1 mg/mL. Las preparaciones
microsomicas fueron almacenadas en un congelador con nitrégeno liquido hasta el uso.

6. Ensayo de actividad enzimatica en preparaciones microsémicas de levadura

Se llevaron a cabo ensayos de actividad de la nicotina desmetilasa con preparaciones microsémicas de levadura. En
particular la DL-nicotina (pirrolidina—2-14C) fue obtenida a partir de Moravek Biochemicals y tenia una actividad
especifica de 54 mCi/mmol. La clorpromazina (CPZ) y el citocromo oxidado ¢ (cyt. C) ambos inhibidores de P450,
fueron comprados de Sigma. La forma reducida de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) es el donante
de electrones tipico para citocromo P450 a través de la NADPH:citocromo P450 reductasa. El NADPH fue obtenido
para la incubacion de control. El ensayo enzimatico de rutina incluyd proteinas microsémicas (alrededor de 1 mg/ml),
NADPH 6 mM, y nicotina marcada con “c 55 MM. La concentracion de CPZ y Cyt. C, cuando se utilizaron, fue de 1
mM y 100 puM, respectivamente. La reaccion fue llevada a cabo a 25°C durante 1 hora y fue detenida con la adicion
de 300 pl de metanol a cada 25 pl de mezcla de reaccidn. Después de la centrifugacién, se separaron 20 pl del
extracto metanolico con un sistema de Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento en fase reversa (HPLC) (Agilent)
utilizando una columna de cromatografia Inertsil ODS-33 1 (150 x 4.6 mm) de Varian. La fase movil isocratica fue la
mezcla de metanol y regulador de fosfato de potasio 50 mM, pH 6.25, con una relacién de 60:40 (v/v) y la rata de
flujo fue de 1 ml/minuto. El pico de la nornicotina, tal como se determino por comparacién con nornicotina autentica
no marcada, fue recolectada y sometida a un 2900 tri-carb Liquid Scintillation Counter (LSC) (Perkin Elmer) para su
cuantificacion. La actividad de la nicotina desmetilasa se calcula con base en la produccidon de nornicotina marcada
con *C después de 1 hora de incubacion.

Se observo actividad similar a la de p450 en preparaciones microsdmicas a partir de células de levadura de control
que expresa CYP71D20 y los tres cultivos de levadura con p450 de prueba transformados con los genes D120-AH4,
D208-AC8, y D208-AD9. Sin embargo, el control y las tres p450 de prueba no mostraron ninguna formacion por
conversién en nornicotina sugiriendo que no contienen una enzima enddgena o inducida que pueda catalizar la
desmetilacion de la nicotina. En contraste, los resultados de los andlisis por HPLC y LSC mostraron cantidades
detectables de nornicotina producida a partir de la desmetilacion de nicotina utilizando muestras microsémicas
obtenidas a partir de células de levadura que expresan el gen de la nicotina desmetilasa de tabaco (D121-AA8).
Estos resultados indican que la actividad de la nicotina desmetilasa es el resultado del producto genético de D121-
AA8. La actividad de la nicotina desmetilasa requeria NADPH y demostro ser inhibida por inhibidores especificos de
p450, consistentes con la nicotina desmetilasa de tabaco que es una p450. La actividad enzimatica para la nicotina
desmetilasa de tabaco (D121-AA8) fue aproximadamente 10.8 pKat/mg de proteina calculada por intensidad
radioactiva y concentraciones de proteina. Un conjunto tipico de resultados de ensayo enzimatico obtenidos para las
células de levaduras se muestran en la siguiente tabla. (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad de desmetilasa en microsomas de células de levadura que expresan D121-AA8 y genes P450 de
control

Microsomas + | Microsomas + | Microsomas -

Muestras Microsomas clorpromazina 1 mM citocromo C 100 uM NADPH

10.8 + 1.2* pkat/mg | 1.4 + 1.3 pkat/mg | 24 + 0.7 pkat/mg | 0.4 + 0.1 pkat/mg

D121-AA8 . . . .
proteina proteina proteina proteina

28



10

15

20

25

30

35

40

ES 2534203 T3

Muestras Microsomas Microsomas + | Microsomas + | Microsomas -
clorpromazina 1 mM citocromo C 100 uM NADPH
Control
No detectado No detectado No detectado No detectado
(CYP71D20
*n=12, otros n=3

La omision del NADPH del ensayo que utiliza microsomas derivados de las células de levadura D121-AA8 dio como
resultado la abolicién de la actividad de nicotina desmetilasa; por lo tanto no se formo nornicotina (Tabla 2). Cuando
dos inhibidores conocidos de P450, la clorpromazina (CPZ, 1 mM) y citocromo C oxidado (cyt C, 100 pM) fueron
agregados a las mezclas del ensayo enzimatico separadamente y se incubaron durante 1 hora antes de agregar la
solucion de detencién de metanol, las actividades de nicotina desmetilasa decrecieron significativamente (Tabla 2).
Juntos estos experimentos demostraron que la D121-AA8 codifica una proteina de citocromo p450 que cataliza la
conversion de nicotina a nornicotina cuando se expresan levaduras.

Ejemplo 8

Identidad de secuencias de aminoéacidos relacionadas de clones de longitud completa

Las secuencias de acidos nucleicos de genes de nicotina de longitud completa clonados en el Ejemplo 5 fueron
deducidas en cuanto a su secuencia completa de aminoacidos. Los genes de citocromo p450 fueron identificados
por la presencia de tres motivos de dominio p450 conservados, los cuales correspondian a UXXRXXZ (SEQ ID NO:
2274), PXRFXF (SEQ ID NO: 2275) o GXRXC (SEQ ID NO: 2276) en el terminal carboxil donde U es E 0 K, X es
cualquier aminoacidoy Z es P, T, S 0 M. Todos los genes de p450 fueron caracterizados en cuanto a la identidad del
aminoéacido utilizando un programa BLAST que compara subsecuencias de longitud completa una con otra y con
genes de tabaco conocidos. El programa utilizé la herramienta BLAST especial NCBI (Alineamiento de dos
secuencias (b12seq), http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/b12seq/b12.html). Dos secuencias fueron alineadas bajo
BLASTN sin filtro para secuencias de acidos nucleicos y BLASTP para secuencias de aminoacidos. Con base en su
porcentaje de identidad en aminoacidos, cada secuencia fue agrupada en grupos de identidad en donde el
agrupamiento contenia miembros que compartian al menos 85% de identidad con otro miembro.

Utilizando estos criterios, se identificaron grupos Unicos y se representan en la Tabla 3. Se dedujo que la secuencia
de aminoacidos del gen de nicotina desmetilasa de longitud completa tenia la secuencia provista en SEQ ID NO: 5
(Figura 4) *

Tabla 3 Grupos de identidad de secuencia de aminoacido de genes p450 de Nicotiana de longitud completa
1 D208-AD9 (SEQ ID NO: 233); D120-AH4 (SEQ ID NO: 189); D121-AA8 (SEQ ID NO: 191),
D122-AF10 (SEQ ID NO: 193); D103-AH3 (SEQ ID NO: 231); D208-AC8 (SEQ ID NO: 227);

D235-AB1 (SEQ ID NO: 255)

Los genes de longitud completa fueron agrupados posteriormente con base en la homologia de aminoéacidos
altamente conservada entre el dominio UXXRXXZ p450 (SEQ ID NO: 2274) y el dominio de p450 GXRXC (SEQ ID
NO: 2276) cerca al extremo del terminal carboxilo. Los clones individuales fueron alineados con base en la
homologia de secuencia entre los dominios conservados y colocados en diferentes grupos de identidad. En varios
casos, aunque la secuencia de acidos nucleicos del clon era Unica, la secuencia de aminoacidos para la region fue
idéntica. El agrupamiento final fue similar al basado en el porcentaje de identidad para la secuencia de aminoacidos
completa de los clones.

Tabla 4 Grupos de identidad de secuencia en aminoacidos de regiones entre dominios conservados de genes p450
de Nicotiana

1 D208-AD9 (SEQ ID NO: 233); D120-AH4 (SEQ ID NO: 189); D121-AA8 (SEQ ID NO: 191), D122-AF10
(SEQ ID NO: 193); D103-AH3 (SEQ ID NO: 231); D208-AC8 (SEQ ID NO: 227); D235-AB1 (SEQ ID NO:
255)

Ejemplo 9
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Uso de fragmentos de citocromo p450 de Nicotiana y clones en regulacién alterada de las cualidades del tabaco

El uso de los fragmentos de acidos nucleicos de p450 de tabaco o genes completos es util en la identificacién y
seleccién de aquellas plantas que tienen fenotipos de tabaco o constituyentes de tabaco alterados y, de manera mas
importante, metabolitos alterados. Las plantas de tabaco transgénicas son generadas por una variedad de sistemas
de transformacién que incorporan fragmentos de acidos nucleicos o genes de longitud completa, seleccionados de
los reportados aqui, en orientaciones para subregulacion, por ejemplo orientacion antisentido, o sobreexpresion, por
ejemplo, orientaciéon en sentido y similares. Para la sobreexpresion en genes de longitud completa, es deseable
cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifique la totalidad o una parte funcional o una secuencia de
aminoacidos de los genes de longitud completa descrita en esta invencion. Tales secuencias de acidos nucleicos de
manera deseable son efectivas para incrementar la expresion de una cierta enzima y da como resultado asi el efecto
fenotipico dentro de la Nicotiana. La lineas de Nicotiana que son homozigéticas se obtienen a través de una serie de
retrocruzamientos y se establecen los cambios fenotipicos incluyendo, pero no limitandose a, analisis de ARN de
p450 endoégeno, transcriptos, péptidos expresados en p450 y concentraciones de metabolitos vegetales utilizando
técnicas comunmente disponibles para una persona de habilidad normal en la técnica. Los cambios exhibidos en las
plantas de tabaco proveen informacion sobre el papel funcional del gen seleccionado de interés o son de utilizacion
como especies de plantas de Nicotiana preferidas.

Ejemplo 10

Clonacién de la nicotina desmetilasa genémica de tabaco de Tabaco Burley convertidor

El ADN genémico fue extraido de una linea de plantas de tabaco Burley convertidoras 4407-33 (una variedad de
Nicotiana tabacum linea 4407)usando el kit tal como se describi6 mas arriba en los Ejemplos (véase también el
procedimiento del fabricante).

Los cebadores fueron disefiados con base en el promotor 5’ y en la regién 3' UTR clonada en los ejemplos previos.
Los cebadores de avance fueron 5-GGC TCT AGA TAA ATC TCT TAA GTT ACT AGG TTC TAA-3' (SEQ ID NO:
2280) y 5-TCT CTA AAG TCC CCT TCC -3’ (SEQ ID NO: 2288) y los cebadores reversos fueron 5’-GGC TCT AGA
AGT CAA TTA TCT TCT ACA AAC CTT TAT ATA TTA GC-3' (SEQ ID NO: 2281), y 5'- CCA GCA TTC CTC AAT
TTC -3’ (SEQ ID NO: 2289). Se aplico PCR al ADN gendmico 4407-33 con 100 ml de mezcla de reaccion. Se utilizé
la enzima de alta fidelidad Pfx para a amplificacion por PCR. El producto de PCR fue visualizado sobre gel de
agarosa al 1% después de la electroforesis. Se observd y seccioné del gel una banda con peso molecular de
aproximadamente 3.5 kb. La banda resultante fue purificada usando un kit para purificacion del geles (Qiagen; con
base en el procedimiento del fabricante). Tel ADN purificado fue digerido mediante la enzima Xba | (NEB; usada de
acuerdo con las instrucciones del fabricante). El plasmido pBluescript fue digerido mediante Xba | usando el mismo
procedimiento. El fragmento fue purificado en gel y ligado al plasmido pBluescript. La mezcla de ligazon fue
transformada en célula GM109 competente y sembrada sobre una placa LB que contenia 100 mg/I de ampicilina con
seleccién azul/blanco. Se extrajeron las colonias blancas y se cultivaron en 10 mL de medio liquido que contenia
ampicilina. EI ADN fue extraido por minipreparacion. EI ADN plasmido que contenia el inserto fue secuenciado
usando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, California) con base en el procedimiento del fabricante.
Los cebadores T3 y T7 y otros 8 cebadores internos fueron usados para el secuenciamiento. La secuencia fue
ensamblada y analizada, proveyendo asi la secuencia genomica (SEQ ID NO: 4; Figura 3). Con base en la
secuencia genémica, se determin6 que el gen de la nicotina desmetilasa en ambas lineas de tabaco convertidora y
no convertidora, no contiene un elemento transponible.

La comparacion de la secuencia de SEQ ID NO: 5 con la secuencia de SEQ ID NO: 4 permiti6 la determinacion de
un intrén sencillo con la porcién de codificacion del gen (identificada como la secuencia de SEQ ID NO: 7; Figura 5).
Como se muestra en la Figura 2, la estructura gendmica de la nicotina desmetilasa de tabaco incluye dos exones
que flanquean un intron sencillo. El primer exén cubre los nucledtidos 2010 a 2949 de SEQ ID NO: 4, los cuales
codifican los aminoacidos 1-313 de SEQ ID NO: 3, y el segundo exén cubre los nucleétidos 3947 a 4562 de SEQ ID
NO: 4, los cuales codifican los aminoacidos 314-517 de SEQ ID NO: 3. De acuerdo con lo anterior, el intron cubre
los nucleétidos 2950-3946 de SEQ ID NO: 4. En la Figura 5 se provee la secuencia del intrén y es la de SEQ ID NO:
7. El producto de traducciéon del ADN gendmico se provee en la Figura 3 como la secuencia de SEQ ID NO: 3. La
secuencia de aminoacidos de la nicotina desmetilasa del tabaco contiene un motivo de anclaje de la membrana del
reticulo endoplasmatico.

Ejemplo 11

Clonacién de la secuencias de flanqueo de 5” (SEQ ID NO: 8) y 3" UTR (SEQ ID NO; 9) de tabaco convertidor

A. Aislamiento de ADN total de tejido de hojas de tabaco convertidor

El ADN gendmico fue aislado a partir de las hojas de tabaco convertidor 4407-33. El aislamiento del ADN fue llevado

a cabo utilizando un DNeasy Plant Mini Kit de la compafiia Qiagen, Inc. (Valencia, Ca) de acuerdo con el protocolo
del fabricante (Dneasy’ Plant Mini and DNeasy Plant Maxi Handbook, Qiagen January 2004). El procedimiento para
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la preparacion del ADN incluyd las siguientes etapas: el tejido de hojas de tabaco (aproximadamente 20 mg en peso
seco) fue triturado hasta un polvo fino bajo nitrégeno liquido durante 1 minuto. El polvo del tejido fue transferido a un
tubo de 1.5 ml. Se agregaron regulador AP1 (400 pl) y 4 pl de solucion de reserva de RNasa (100 mg/ml) a un
méaximo de 100 mg de tejido de hojas triturado y se sometid a virtex vigorosamente. La mezcla fue incubada durante
10 minutos a 65°C y mezclada 2-3 veces durante la incubacion por inversion del tubo. El regulador AP2 (130 pl) fue
agregado entonces al lisado. La mezcla fue mezclada e incubada durante 5 minutos sobre hielo. El lisado fue
aplicado a un QlAshredder Mini Spin Column y centrifugado durante 2 minutos (14,000 rpm). La fraccién que fluyé
fue transferida a un nuevo tubo sin perturbar la pella de residuos celulares. El regulador AP3/E (1.5 volumenes) fue
agregado entonces al lisado clarificado y mezclado con una pipeta. La mezcla (650 pl) de la etapa precedente
incluyendo cualquier precipitado fue aplicada a una DNeasy Mini Spin Column. La mezcla fue centrifugada durante 1
minuto a >6000 x g (>8000 rpm) y se descarto la parte que fluyo. Esto fue repetido con la muestra restante y se
descartaron la parte que fluyé y el tubo de recoleccion. La DNeasy Mini Spin Column fue colocada en un nuevo tubo
de recoleccion de 2 ml. Se agreg6 entonces regulador AW (500 pl) a la columna de DNeasy y se centrifugé durante
1 minuto (>8000 rpm). Se descarg6 la parte que fluyd. El tubo de recoleccion fue reutilizado en la siguiente etapa. Se
agreg6 entonces regulador AW (500 pl) a la columna DNeasy y se centrifugd durante 2 minutos (>14,000 rpm) con el
fin de secar la membrana. La columna DNeasy fue transferida a un tubo de 1.5 ml. El regulador AE (100 pl) fue
transferido con pipeta sobre la membrana DNeasy. La mezcla fue incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente (15-25°C) y luego centrifugada durante 1 minuto (>8000 rpm) para eluir.

La calidad y cantidad del ADN fue estimada corriendo las muestras sobre un gel de agarosa.
B. Clonacién de la secuencias de flanqueo de 5° del gen estructural

Se utilizd6 un método de PCR inversa para clonar 750 nuclettidos de las secuencias de flanqueo de 5  del gen
estructural de SEQ ID NO: 5. Primero, se seleccionaron las enzimas de restriccion apropiadas con base en el sitio
de restriccion en el fragmento de secuencia conocido y la distancia de los sitios de restriccion corriente abajo de las
secuencias de flanqueo 5°. Los dos cebadores fueron disefiados con base en este fragmento conocido. El cebador
de avance fue localizado corriente abajo del cebador reverso. El cebador reverso fue localizado en la porcién 3" del
fragmento conocido.

El procedimiento de clonacion incluy6 las siguientes etapas:

El ADN gendmico purificado (5 pg) fue digerido con 20-40 unidades de la enzima de restriccion apropiada (EcoRl y
Spel) en una mezcla de reaccion de 50 pl. Se ejecutd una electroforesis en gel de agarosa con 1/10 volimenes de la
mezcla de reaccion para determinar si el ADN fue digerido completamente. Se llevo a cabo una ligazén directa
después de la digestion completa ligando durante la noche a 4°C. Una mezcla de reaccién de 200 ul que contenia
10 ul de ADN digerido y 0.2 ul de T4 CADN ligasa (NEB) fue ligado durante la noche a 4°C. El PCR sobre la
reaccion de ligazon fue ejecutado después de que se obtuvo un genoma circular pequefio artificial. La PCR fue
llevada a cabo con 10 pl de reaccion de ligazén y dos cebadores a partir de fragmentos conocidos en 2 direcciones
diferentes en 50 pl de mezcla de reaccién. Se aplicé un programa de PCR gradiente con temperaturas de fusion de
45-56°C.

Se llevo a cabo la electroforesis en gel de agarosa para verificar la reaccion de PCR. La banda deseada fue cortada
del gel y se utilizo un kit de purificacion de gel QIAquick de QIAGEN para purificar la banda. Los fragmentos de PCR
purificados fueron ligados en un vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los plasmidos de ADN transformados fueron extraidos por minipreparacion utilizando el kit SV Miniprep
(Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN del plasmido que contenia el inserto fue
secuenciado utilizando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, CA). Aproximadamente 758 nt (nucleétidos
1241-2009 de SEQ ID NO: 4) de la secuencia de flanqueo de 5’ fueron clonados por el método descrito mas arriba.

C. Clonacioén de las secuencias de flanqueo 5" mas largas (SEQ ID NO: 8; figura 6) del gen estructural

Se utilizo el BD GenomeWalker Universal Kit (Clontech laboratories, Inc., PaloAlto, CA) para clonar una secuencia
de flanqueo 5’ adicional del gen estructural, D121-AA8 de acuerdo con el manual de usuario del fabricante (BD
GenomeWalker Agosto de 2004). El tamafio y la pureza del ADN gendmico de tabaco fueron probados corriendo
muestras sobre un gel de agarosa al 0.5%. Se fijaron un total de 4 reacciones de extremo romo (DRA I, STU I,
ECOR V, PVU Il) para la construccién en marcha del genoma de biblioteca 33 de tabaco. Después de la purificacion
de los ADN digeridos, los ADN gendmicos diferidos fueron ligados al adaptador paseante de genoma. Las
reacciones PCR primarias fueron aplicadas a los cuatro ADN digeridos utilizando el cebador adaptador AP1 vy el
cebador especifico del gen de D121-AA8 (CTCTATTGATACTAGCTGGTTTTGGAC; SEQ ID NO: 2282). Los
productos de PCR primarios fueron utilizados directamente como plantillas para el PCR anidado. El cebador anidado
adaptador provisto por el kit y el cebador anidado del clon conocido D121-AA8 (SEQ ID NO: 5)
(GGAGGGAGAGTATAACTTACGGATTC; SEQ ID NO: 2283) fueron utilizados en la reaccion de PCR. Los
productos de PCR fueron verificados corriendo electroforesis en gel. Las bandas deseadas fueron seccionadas del
gel y los fragmentos PCR fueron purificados utilizando el kit de purificacion de gel QlAquick de QIAGEN. Los
fragmentos de PCR purificados fueron ligados en un vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Los plasmidos de ADN transformados fueron extraidos por minipreparacion utilizando el
kit SV Miniprep (Promega, Madison, WI) y siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN de plasmido que
contenia el inserto fue secuenciado utilizando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, CA).
Aproximadamente otros 853 nt de la secuencia de flanqueo de 5', incluyendo nucleétidos 399-1240 de SEQ ID NO:
4, fueron clonados por el método descrito anteriormente.

Una segunda ronda del genoma paseante fue llevada a cabo de acuerdo con el mismo método con la diferencia de
que fueron utilizados los siguientes cebadores GWR1A (5'-AGTAACCGATTGCTCACGTTATCCTC -3’) (SEQ ID NO:
2284) y GWR2A (5’- CTCTATTCAACCCCACACGTAACTG -3’) (SEQ ID NO: 2285). Otra secuencia de flanqueo de
aproximadamente 398 nt, incluyendo los nucleétidos 1-398 de SEQ ID NO: 4, fue clonado por este método.

Una busqueda de elementos reguladores revel6 que, ademas de la caja "TATA", las cajas "CAAT" y las cajas
"GAGA", estan presentes varios sitios de reconocimiento similares a MYB y elementos de especificidad del 6rgano
en la region promotora de la nicotina desmetilasa del tabaco. Elementos de respuesta de obtencion putativos y
elementos regulados por nitrégeno, identificados utilizando métodos estandar, también estan presentes en la regién
promotora.

D. Clonacion de secuencias flanqueantes de 3" del gen estructural

Se utilizé el BD GenomeWalker Universal Kit (Clontech laboratories, Inc., PaloAlto, CA) para clonar la secuencia
flanqueadora de 3’ del gen estructural, D121-AA8 de acuerdo con el manual de usuario del fabricante. El
procedimiento de clonacién es el mismo que se describio en la seccidon C precedente de este ejemplo, excepto para
los cebadores especificos del gen. El primer cebador fue disefiado de cerca al extremo del gen estructural D121-
AA8 (5'- CTA AAC TCT GGT CTG AAC CTG ATA CTT -3’) (SEQ ID NO: 2286). El cebador anidado fue disefiado
posteriormente corriente abajo del cebador 1 del gen estructural de D121-AA8 (CA TAC GTA AGG TAA ATC CTG
TGG AAC) (SEQ ID NO: 2287). Los productos de PCR finales fueron verificados por electroforesis en gel. Las
bandas deseadas fueron seccionadas del gel. Los fragmentos de PCR fueron purificados utilizando el kit de
purificacién de gel QIAquick de QIAGEN. Los fragmentos de PCR purificados fueron ligados en un vector pGEM-T
Easy (Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos de ADN transformados
fueron extraidos por minipreparacion utilizando el kit SV Miniprep (Promega, Madison, WI) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN del plasmido que contenia el inserto fue secuenciado utilizando un secuenciador
CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, CA). Aproximadamente 1617 nucledtidos de la secuencia de flanqueo de 3’
adicional (nucledtidos 4731-6347 de SEQ ID NO: 4) fueron clonados por el método descrito mas arriba. La
secuencia de acido nucleicos de la regién 3'UTR se muestra en la figura 7.

Ejemplo 12

Filtracién del género Nicotiana para la presencia o ausencia de un gen de nicotina desmetilasa

Cuarenta y tres especies de Nicotiana, cuarenta y nueve lineas de Nicotiana rustica y aproximadamente seiscientas
lineas de Nicotiana tabacum fueron sembradas en macetas y las plantas resultantes fueron cultivadas en el
invernadero.

Las muestras de hojas fueron tomadas de plantas de seis semanas de edad. Las extracciones de ADN de las hojas
fueron llevadas a cabo utilizando el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo
del fabricante.

Los cebadores fueron disefiados con base en las regiones de promotor 5’ y 3' UTR descritas aqui. El cebador de
avance fue 5'-GGC TCT AGA AAA ATC TCT TAA GTT ACT AGG TTC TAA-3' (SEQ ID NO: 2290) y el cebador
reverso fue 5-GGC TCT AGA AGT CAA TTA TCT TCT ACA AAC CTT TAT ATA TTA GC-3' (SEQ ID NO: 2291)
(desde -750 de la regién flanqueante de 5’ a 180 nt de 3' UTR). EI ADN gendmico extraido de todas las lineas de
Nicotiana antes mencionadas fue utilizado para el analisis por PCR. Una mezcla de reaccién de 100 pl y la enzima
de alta fidelidad Pfx fueron utilizadas para la amplificacién por PCR. La temperatura de fusién usada fue de 54°C
debido a la menor homologia entre las especies (esta temperatura es 2°C inferior a la temperatura utilizada para la
clonacién de la secuencia genémica del tabaco convertidor 4407 como se describié mas arriba). El producto de PCR
fue visualizado sobre gel de agarosa al 0.8% después de la electroforesis. Una banda sencilla con peso molecular
de aproximadamente 3.5 kb estaba presente o ausente en el gel. Las lineas con una banda positiva fueron
calificadas como poseedoras del gen objetivo. Para las lineas que carecieron de bandas positivas, se llevaron a
cabo cuatro reacciones adicionales de PCR utilizando cuatro conjuntos mas de cebadores. Estos conjuntos de
cebadores fueron seleccionados de las diferentes regiones del gen. Los cuatro conjuntos de cebadores fueron:

(1) desde el codén de inicio (5'- GCC CAT CCT ACA GTT ACC TAT AAA AAG GAA G -3’) (SEQ ID NO: 2292) hasta
el coddn de detencion (5'- ACC AAG ATG AAA GAT CTT AGG TTT TAA -3) (SEQ ID NO: 2293),

(2) desde 570 nt corriente abajo del codén de inicio (5'- CTG ATC GTG AAG ATG A -3') (SEQ ID NO: 2294) hasta el
extremo del intrén (5’- TGC TGC ATC CAA GAC CA -3’) (SEQ ID NO: 2295),
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(3) desde 300 nt corriente abajo del inicio del intrén (5'- GGG CTA TAT GGA TTC GC -3')(SEQ ID NO: 2296) hasta
el extremo del intrén (5’- TGC TGC ATC CAA GAC CA -3') (SEQ ID NO: 2295), y

(4) desde 300 nt corriente abajo del inicio del intron (5'- GGG CTA TAT GGA TTC GC -3’) (SEQ ID NO: 2296) hasta
el 3 UTR (5'- AGT CAATTA TCT TCT ACA AAC CTT TAT ATA TTA GC -3’) (SEQ ID NO: 2195).

Si las cinco reacciones de PCR antes mencionadas no mostraron bandas correctas, la linea fue calificada como
carente del gen objetivo. Ejemplos de la cantidad de ADN gendmico y productos de PCR del gen de nicotina
desmetilasa objetivo se representan en las figuras 8 y 9.

El germoplasma identificado como carente del gen de nicotina desmetilasa se utiliza como material fuente para
cruzar con tabacos cultivados. Sin embargo, cualquier secuencia de acidos nucleicos mostrada en las figuras 1, 3 a
7,y 10-17, o un fragmento de las mismas, puede ser utilizada de manera similar. Los métodos de hibridacién
interespecificos o intraespecificos combinados con métodos estandar de cruzamiento, tales como retrocruzamiento
o el método del pedigri, pueden ser utilizados para transferir el gen de nicotina desmetilasa aberrante o ausente o
cualquier secuencia de acidos nucleicos mostrada en las figuras 1, 3 a 7, y 10-17, o un fragmento de las mismas,
desde la fuente donante a los tabacos cultivados. Los resultados de los experimentos de filtracién para la nicotina
desmetilasa se presentan en la Tabla 5 a continuacién. Una linea negativa para nicotina desmetilasa puede ser
cruzada consigo misma o con otra linea negativa (por ejemplo, Nicotiana africana x Nicotiana africana o Nicotiana
africana x Nicotiana amplexicaulis o cualquier combinacién de cruzamiento adecuada). Las lineas negativas también
se cruzan con cualquier otra variedad comercial de tabaco de acuerdo con técnicas de cruzamiento de tabaco
estandar conocidas en el arte. Las lineas de tabaco pueden ser cruzadas con cualquier otra planta compatible de
acuerdo con procedimientos estandar en el arte.

Tabla 5: Resultados de ejemplo de la filtracion del género Nicotiana para el gen de nicotina desmetilasa

Nombre cientifico o nombre comun o (origen) NUmero de inventario Resultados de la filtracion
Nicotiana africana TW6 Negativo
Nicotiana anplexicaulis TW10 Negativo
Nicotiana arentsii TW12 Negativo
Nicotiana benthamiana TW16 Negativo
Nicotiana bigelovii TW18 Negativo
Nicotiana corymbosa TW35 Negativo
Nicotiana debneyi TW36 Negativo
Nicotiana excelsior TW46 Negativo
Nicotiana exigua TWA48 Negativo
Nicotiana glutinosa TW58 Negativo
Nicotiana goodspeedii TW67 Negativo
Nicotiana gossei TW68 Negativo
Nicotiana hesperis TW69 Negativo
Nicotiana ingulba TW71 Negativo
Nicotiana knighliana TW73 Negativo
Nicotiana maritima TW82 Negativo
Nicotiana megalosiphon TW83 Negativo
Nicotiana miersii TW85 Negativo
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Nombre cientifico o nombre comun o (origen) NUmero de inventario Resultados de la filtracion
Nicotiana nesophila TW87 Negativo
Nicotiana noctiflora TW88 Negativo
Nicotiana nudicaulis TW90 Negativo
Nicotiana otophora TW94 Positivo
Nicotiana palmeri TW98 Negativo
Nicotiana paniculata TW99 Negativo
Nicotiana petunioides TW105 Negativo
Nicotiana plumbaginifolia TW106 Negativo
Nicotiana repanda TW110 Negativo
Nicotiana rosulata TW112 Negativo
Nicotiana rotundifolia TW114 Negativo
Nicotiana rustica TW116 Negativo
Nicotiana setchelli TW121 Negativo
Nicotiana stocktonii TW126 Negativo
Nicotiana eastii TW127 Negativo
Nicotiana suaveolens TW128 Negativo
Nicotiana thrysiflora TW139 Positivo
Nicotiana tomentosa TW140 Positivo
Nicotiana tomentosiformis TW142 Positivo
Nicotiana trigonophylla TW143 Negativo
NL Madole Semilla basica Positivo
KY 14 Semilla basica Positivo
TN 86 Semilla basica Positivo
Coker 176 Semilla basica Positivo
Ky21 TC62 Positivo
KY22 TC63 Positivo
KY24 TC64 Positivo
KY26 TC65 Positivo
KY33 TC66 Positivo
KY34 TC67 Positivo
KY35 TC68 Positivo
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Nombre cientifico o nombre comun o (origen) NUmero de inventario Resultados de la filtracion
KY41A TC69 Positivo
KY54 TC71 Positivo
KY52 TC70 Positivo
Virginia 528 TC85 Positivo
Virginia B-29 TC86 Positivo
401 Rojo cereza TC227 Positivo
401 Rojo cereza libre TC228 Positivo
KY170 TC474 Positivo
KY171 TCA475 Positivo
Maryland 609 TC505 Positivo
Maryland mamut TC507 Positivo
VA403 TC580 Positivo
KY908 TC630 Positivo
Earl Jennett Madole TC642 Positivo
Kavala TC533 Positivo
Kavala No 15A TC534 Positivo
GR 10 TC 19 Positivo
GR 10A TC20 Positivo
GR 24 TC27 Positivo
NOD 9 T1 1745 Positivo
NOD 12 T1 1747 Positivo
NOD 17 T1 1749 Positivo
80111 Pudawski 66CMS Tl 1661 Positivo
84160 Pudawski 66 TI 1683 Positivo
MIl 109 TI1715 Positivo
Mississippi Heirloom TI 1716 Positivo
Ovens 62 TI1741 Positivo
BT 101 T1 1594 Positivo
Kentucky MI 429 Tl 1595 Positivo
Shiroenshu 201 Tl 1604 Positivo
Shiroenshu 202 TI 1605 Positivo
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Nombre cientifico o nombre comun o (origen)

NUmero de inventario

Resultados de la filtraciéon

Ostrolist 2747 11 Tl 1568 Positivo
Ergo TI 1349 Positivo
Burley 323 TI 1535 Positivo
Burley ruso T1 1534 Positivo
Puremozhetz 83 TI 1569 Positivo
Bulsunov 80 TI 1537 Positivo
Amarillo Riogrande TI74 Positivo
Espado TI151 Positivo
Crillo Saltono TI11082 Positivo
Kutsaga E-1 TI1552 Positivo
Beinhart 1000-1 TI1561 Positivo
Kelly hoja parda TC50 Positivo
KY9 TC54 Positivo
Mamut negro TC460 Positivo
Orinoco cola de lagarto TCA477 Positivo
Bel MS-2 TC493 Positivo
Maryland 201 TC503 Positivo
Perique TC556 Positivo
NC-BMR 90 TC571 Positivo
LN KY 171 TC605 Positivo
Samsun TC536 Positivo
Xanthi-Parental TC554 Positivo
(Turquia) Tl 1222 Positivo
Hongrois (Espafia) Tl 1246 Positivo
(Etiopia) Tl 1269 Positivo
Ravajk(Yugoslavia) Tl 1284 Positivo
(Bolivia) T1 1301 Positivo
Adjuctifolia (Nueva Zelanda) TI1 1317 Positivo
NO. 6055 (Cuba) TI1 1375 Positivo
(Bulgaria) T1 1386 Positivo
Grande Reditto (Italia) Tl 1414 Positivo
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Nombre cientifico o nombre comun o (origen) NUmero de inventario Resultados de la filtracion
(Alemania) Tl 1459 Positivo
(Suiza) Tl 1506 Positivo
Sironer (Australia) TI 1508 Positivo
Dubek 566 (Polonia) Tl 1567 Positivo
Kagoshima Maruba (Japén) TI 158 Positivo
Erzegovina Lecce MI 411 (ltalia) TI1 1602 Positivo
(Colombia) TI 291 Positivo
Okso (Antigua Unién Soviética) TI 86 Positivo
Ejemplo 13

Creacién o generacién de mutaciones y filtracién por variacién genética en el gen de nicotina desmetilasa

Las variaciones 0 mutaciones genéticas preexistentes en la secuencia que codifica la nicotina desmetilasa o
cualquier otro gen representado por una secuencia de acidos nucleicos mostrada en las figuras 1, 3 a 7,y 10-17, o
un fragmento de las mismas, son filtrados utilizando tecnologias moleculares que incluyen lesiones locales inducidas
direccionadas en genomas (LABRADO), métodos de huellas dactilares de ADN tales como polimorfismo de longitud
de fragmento amplificada (AFLP) y polimorfismo de nucle6tidos individuales (SNP). En la practica, se usan las
poblaciones de plantas que representan variaciones genéticas preexistentes tales como una planta transgénica, (por
ejemplo, cualquiera de las descritas aqui) o las creadas por la exposicidn de tejidos reproductivos, semillas u otros
tejidos vegetales a mutagenos quimicos tales como agentes alquilantes, sulfonato de etano metilo (EMS) por
ejemplo, o a radiacién tal como rayos X o rayos gamma. Para poblaciones mutagenizadas la dosificacién de los
agentes quimicos mutagénicos o radiacion se determina experimentalmente para cada tipo de tejido vegetal de tal
manera que se obtiene una frecuencia de mutacion que esta por debajo de un nivel de umbral caracterizado por la
letalidad o esterilidad reproductiva. EI nimero de semillas de generacion Ml o el tamafio de las poblaciones de
plantas MI resultantes de los tratamientos mutagénicos se estiman con base en la frecuencia esperada de
mutaciones. La progenie, la generacion M2 de las plantas Ml representa la poblacién que de manera deseable es
evaluada para una mutacion en un gen, por ejemplo, el gen de la nicotina desmetilasa.

El labrado, las huellas dactilares de ADN, SNP o técnicas similares pueden ser utilizados para detectar variaciones
genéticas inducidas o de origen natural en un gen deseable tal como el gen de la nicotina desmetilasa. La variaciéon
puede ser el resultado de eliminaciones, sustituciones, mutaciones puntuales, translocaciones, inversiones,
duplicaciones, inserciones 0 mutaciones nulas completas. Estas tecnologias podrian ser utilizadas en una seleccién
asistida por marcador (programa de cruzamiento MA) para transferir o cruzar los alelos nulos o disimiles del gen de
la nicotina desmetilasa o cualquier secuencia de acidos nucleicos mostradas en las figuras 1, 3 a 7, y 10-17, o un
fragmento de las mismas, en otros tabacos. Un experto en cruzamientos podria crear poblaciones segregables a
partir de hibridaciones de un genotipo que contiene el alelo nulo o disimil con un genotipo agronémicamente
deseable. Las plantas en las generaciones F2 o de retrocruzamiento podrian ser filtradas utilizando un marcador
seleccionado de la secuencia de la nicotina desmetilasa o una secuencia de acidos nucleicos mostradas en las
figuras 1, 3 a 7, y 10-17, o un fragmento de las mismas, utilizando una de las técnicas listadas previamente. Las
plantas identificadas por poseer los alelos nulos o disimiles podrian ser retrocruzadas o autopolinizadas para crear la
siguiente poblacién que podria ser filtrada. Dependiendo del patron de herencia esperado o de la tecnologia MAS
utilizada, puede ser necesario autopolinizar las plantas seleccionadas antes de cada ciclo de retrocruzamiento para
ayudar en la identificacion de las plantas individuales deseadas. El retrocruzamiento u otro procedimiento de
cruzamiento pueden ser repetidos hasta que el fenotipo deseado del progenitor recurrente sea recuperado.
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REIVINDICACIONES

1. Un cultivo de tejidos de células de tabaco regenerables, teniendo dichas células de tabaco una mutacién en un
gen de nicotina desmetilasa endégeno que tiene la secuencia definida en SEQ INO: 4, en donde la mutacién es
seleccionada del grupo consistente de una mutacién puntual, una eliminacion, una insercién, una duplicacion y una
inversidon, en donde dicho cultivo de tejidos regenera plantas de tabaco capaces de expresar todas las
caracteristicas fisiologias y morfoldgicas de una planta de tabaco que tiene dicha mutacién, y en donde dichas
plantas de tabaco regeneradas exhiben expresion del gen o del producto genético mutados de nicotina desmetilasa
con respecto a una planta de control no mutada, o la nicotina desmetilasa codificada por el gen mutado exhibe
actividad enzimatica reducida con respecto a una nicotina desmetilasa no mutada.

2. El cultivo de tejidos de células de tabaco regenerables de la reivindicacion 1, en donde las células regenerables
son embriones, células meristematicas, semillas, polen, hojas, raiz, puntas de raiz, o flores o son protoplastos o
callus derivados de los mismos.

3. Un método para producir un producto de tabaco que comprende:

(a) proveer tabaco curado a partir de una planta de tabaco que tiene una mutacién en un gen de nicotina
desmetilasa enddgeno que tiene la secuencia fijada en SEQ ID NO: 4, en donde la mutacién es seleccionada del
grupo consistente de una mutacion puntual, una eliminacién, una insercién, una duplicacion y una inversion, y en
donde dicha planta de tabaco exhibe expresion reducida del gen o del producto genético de nicotina desmetilasa
mutado con respecto a una planta de control no mutada, o la nicotina desmetilasa codificada por el gen mutado
exhibe actividad enzimatica reducida con respecto a una nicotina desmetilasa no mutada; y

(b) preparar un producto de tabaco utilizando dicho tabaco curado; particularmente en donde dicho producto de
tabaco es una hoja o tallo curados, un rapé hiumedo o seco, un tabaco para mascar, un producto de cigarrillo, un
producto de cigarro, un cigarrillo, un tabaco para pipa o bidis.

4. Un método para reducir la expresion o actividad enzimatica de una nicotina desmetilasa en una planta de tabaco
con respecto a una planta de control, comprendiendo dicho método:

(a) expresar un transgen que codifica un acido nucleico antisentido que exhibe expresion de un acido nucleico
enddgeno seleccionado del grupo consistente de las secuencias de acidos nucleicos SEQ ID NOS: 4 o 7 en dicha
planta, en donde la planta de control carece de transgen; o

(b) expresar un transgen que cosuprime un acido nucleico endégeno seleccionado del grupo consistente de SEQ ID
NOS: 4y 7 en dicha planta, en donde la planta de control carece del transgen; o

(c) expresar un producto de gen negativo dominante en dicha planta que inhibe la expresion de un acido nucleico
enddgeno seleccionado del grupo consistente de las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NOS: 4 o 7, en
donde dicha expresién reducida ocurre a nivel transcripcional, a nivel de traduccion, o a nivel postraduccién, en
donde la planta de control carece del producto de gen negativo dominante.

5. El cultivo de tejidos, o método de la reivindicacion 1, 2 o 3, en donde dicha mutacion es una mutacion puntual.
6. El cultivo de tejidos, o un método de la reivindicacién 1, 2 o 3, en donde dicha mutacion es una eliminacion.

7. El cultivo de tejido, o método de la reivindicacion 1, 2 o 3, en donde dicho tabaco es Nicotiana tabacum, Nicotiana
sylvestris, Nicotiana tomentosiformis o Nicotiana glauca.

8. El cultivo de tejidos, o método de la reivindicacion 1, 2, 3 0 4, en donde la expresién del gen de nicotina
desmetilasa endégeno mutante que tiene la secuencia fijada en SEQ ID NO: 4 es reducida en al menos 30% en la
planta de tabaco mutante con relacién al nivel de expresion en la planta de control no mutante.

9. El cultivo de tejidos, o método de la reivindicacién 1, 2, 3 o0 4, en donde la actividad enzimatica de la nicotina
desmetilasa mutante codificada por el gen de nicotina desmetilasa endégeno que tiene la secuencia fijada en SEQ
ID NO: 4 es disminuido en al menos 10% en la planta de tabaco mutante con respecto a la nicotina desmetilasa no
mutada.
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SEQ ID NO.: 1 (D35-BG11)
atgacttatg cattgcaagl ggaacactia acaatggcac atttgatcca aggtitcaat
tacagaacic caaaigacga geectiggal stgaappaag glgcagpcest aactatacgt

aagglaaatc cigtggaact gataatagep cctegectgg cacctgaget ttattaa

SEQ ID NO.: 2 (D35-BG11)
Met Thr Tyr Ala Leu Gln Val Ghu His Leu Thr Met Ala His Len Tle
Gln Gly Phe At Tyr Arg Tt Pro Asn Asp Gla Pro Lea Asp Met Lys
Giu Gly Ala Gly Tle Thr Tie Avg Lys Val Asn Pro Val Gla Leu e

Ile Ala Pro Arg.Len Ala Pro Glu Len Tyr

FIGURA 1
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- Estructura del Genoma de 33-L
(Gen Gendmico de D121-AA8)

Promotor Exén | Intrén | Exonll 3'UTR

2010 2949 3947 4562
laa «—— 313p0a . 314aa—517aa

FIGURA 2
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SEQ ID NO:3

CARACTERISTICAS
Total

SECUENCIAS DE FLANQUEO DE ¥

cDs
Intrén
Pradusto
3! UTR®
Traduccion
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Localizacionf Caliﬁcaddr

1..6347
1..3009
unién
2949, .2946
Citocromo P450
4562..6347

(2010..2948,3947. .4561)

MLSPIEAIVGLVTFTPLFFFLMTKRSQKPSKPLFPKIPGG“PVIGELPBPNDDGDDRPLRRKLGDLADKYGF
TFRLGLPLVLVVSSYEAVKLCFSTRDAI FSNRPATL YGDYLGYNNAML FLANY GPYWRKNRKLVIQEVLSAS)
EKFKHVRFARIQASTHKNLY TRIDGNSST INLTDWLEELNFGLIVEMIAGKTY ESGKEDEQVERFKKAFKDFM,
SMEFVLWDAFPIPLFRWVDFQGHVKAMKR TP KD IDSVPONWLEER INKREKMEVNAEGNEQDF IDVVLSKME!
YLGEGYSRDTVIKATVFSLVLDAADTVALH I NWGMALLI NNQKALTRKAQEEI DTKVGKDRWVEESDI KDLVY,
AIVKEVLRLYPPGPLLVPHENVEDCVVEGYHIPKGTRLFANVMKLORDPKLWSDPDTFDPERFIATDIDFRG
YKYIPFESGRRSCPGMTYALQVEHLTHAHLI QEFNYRTPNDEPLDMKEGAGI TIRKVNPVELI IAPRLAPEL

SEQ ID RD:4
RECUENTQ DE BASES 2046 a

TCTCTARAGT
TTATTCAGAC
GATGGTATTT
GTTATTTGAT
AATGTTGGCT
TTTCAGATCG

1

61
121
i1
241
3ol
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

TACTATTTTA
GTARRTOATT
GTTGAATAGA
CAATACGAAA
CATTCAGAAC

TGTTICTGGC
TCAACTTATT
RGARTATTIGA
TTCTTTTATT
TATCGTTGGT
TETTTGGCTT
TACTCACAAR
ATCCARARCA
TRAGTTACTA
ACATAGTTTC
CCCCGGTCTA

TTTGACCATT
AATRAGGAAT
TAAARTCGTA
TACTATCTAT
AACATGARTG
CTTGTGTAAC
TATCAAATAT

GCATTAGTGG

ATAACGTGAG .

%84 ¢ 1163 g

AGATATCECT ATTATTITGS
TTCTTTATTAR TTAATCAAAT
TTCCTAGTAA GCGAAATATC
TGACAGCCGC ATCTCRAGGG
CTGCTTCGAC GACTTAAATC
ACACCCAGCA ARTTCCTGAT
GRAGARARRG ATGACTTITA
GATTGTGGCT ATGCTATTIC
AGAGTAAGTG ARRAGATCTG
ACATACACTG. AATGATTCTA
CAATCGATTA CTTCCCATTA
CAATRGAGGR GAGGAATACT
AAGTGAGTTA TCCCTCAATC
GTTAATTATT CAAATGATTA
TGTARCATAC ATCTTTTGTT
TCGACTITIT TICTTTTAAT
GAATAATAAC TRGTGCATAR
TACRAAAATA ARRAACATTC
RGAGGOGGAG CCAGGATTTG
GGTTCTAAAT TRATAATTTA
RAACGAARGCT ACTGGETTCG
RAAACCAGCTA GTATCAATAG
GACRATGGCT TATTACTTGC
ATTTARACAG ATACGTCATC

AAAGTATATA TTTCGATACG
CATACTTAAC ACCOGATTITT

2154 ¢

CGTAACTTAT AGATCACACG AATACAACTT
AAARACARTT CTARCATRGC ACATCAARAT
TAGACAGAGR ARAAAACAGT TRCGTGTGGH
TAATATTGAA ATTCACCGAC TTTTTTAGTT
RAARGGAAAR GGACAATGCC TRAAAAGGACA
ATTTCTAGTC CGAAGATTTC TAGTTCGAGG
GCAATTGCCR ACTGGATGTT TGACTATTTA
ACGTTACGTA TGGAGTTTGOR ACCCTTCACA
ACGATTCAAC TATOATTCCOG CTAACTTCAAR
GTCCAARATT ATTTARTAAR GTTATACTAT
TRACATATTTR GTTRAATCTT AGCCCAACCC
TTTGATTTAT TCTGTTCGGT AATTTCGCTT
AGTCATATAC TCTAATATIT TTAATTGRAAG
TAAGCTCACA TGATAGTTGA CAARATCTTT

TTAGAGTTAA TTGCGTOAACT TAGAGAATAT

ATATTAATAT GTAGGTGTTA TATTTITAAA
TAAARACTTA GOCCAATTAC CCTACCAACT

ARAATACTGT ATATCAAACA CTAATGTTIT CTATTTCGGT ACGACAGTIC TCTATTTACC

1921 ATATTATGGA ATTATGCOCA TCCTACAGTT ACCTATARAR AGGAAGTTGC CGATAGTTAT

FIGURA 3
HOJA 1 DE 3
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SBQ ID NO:4 CONTINUACION

1981 ATTCTCRACT TCTTATCTAR
2041 TAGTAACCTT CRCATTTCTC
2101 AACCCTTACC ACCGAAARATC
2161 ATGACOACGG CGACCACCST
2221 GCCCCGTTTT CACTITTCSG
2281 CTGTAAAAGA CTGTTTCTCT
2341 ACGGCGATTA CCTTGGCTAC
2401 GOCGAAAARA TCGAAMATTA
2461 TCAAACACGT GAGATTTGCA
2521 ATGGAAATIC GAGTACGATA
2581 TCOGTGAAGAT GATCGCTGGA
2641 GATTTARAGAR AGCCTTTANG
2701 'CATTTCCAAT TCCATTATTT
2761 GGACTTTTAA AGATATAGAT
2821 GAGARARART GGAGGTTAAT
2881 CAARAATGAG TRATGAATAT
2941 CGGTGITTIGT RAGTTCATCT
3001 ATGTTAATAR TAATTTGGAG
3061 GTGCARCCAC TAATGCTTGT
31121 TGGCTCTITOC CGAACCCTGC
3181 TTTGTTAAAC TATCTAAATA
3241 AAAGATGAGA TTATTTTTGG
3301 ATCTACCAGT TGAGACTITA
3361 TAGTATTTAC CACTCCAAAR
2421 GATTGAACCA CGTTGATRGA
3481 ACCAARCGGA ATTCTTCTCT
3541 TTCATGTOGT TATICTATTT
3601 ATGTCATTTG GITIGCGGAC
3661 GTGATTATTT AGAGGATATA
3721 TAGARTATAC
2781 CGTACARTTC
1841 AAATCATAGT
3501 GTATGIGAAT
3961 TGCAGCAGAC
4021 AAAGGUCTTG
4081 AGARGAGACT
41461 ATTATATCCA
4201 TGGATATCAC
4261 TCCTARACTC
4321 TGACTTTCGT
4381 AGGAATGACT
4441 CAATTACAGA

AAATCCATAA
TTCTTCITCC
CCCGGRGGAT
CCATTAGCTC
CTAGGCCTTC
ACRAATGACG
AATAARTGCCA
GTTATTCAGG
AGAATTCAAG
ARTTTARCTG
AARAATTATS
GATTTTATGA
ARATGGETGE
TCTGTITTIC
GCAGRAGGGA
CTTGGTGRAG
GTCATTITIC
CARCTGTAAR
ATTAGATTAT
AATGCTGGAT
CTRAGGATGA
GGCTATRTGE
CTCCAGRARLT
TCTTTCGATGE
ATARARCTTC
TTTTTAGGGS
TTAATARTGR
AAGTTATATT
CATTITITIT
TAARRCGTGT
TTTGAARTAA

- TGTGTGCATA

TGCTTTCTCC CATAGARGCC RTTGTAGGAC
TATGGACAAA AAAATCTCAA AAACCTTCAA

CGAGCATTAA GAATITATAT ACTCGAATTG
ATTGGTTAGA AGAATTGAAT TTTGGTCTGA
AATCCOGGTAR AGGROGATGAR CAAGTGGRGA

GTTGTCTGCA TCATACCCCT AATTGGRGTG
GCTGGATGCT TTATGTATCA GACTGACCTT
TTTAATARAA ATATAGAATG GTAAACAGAA
ATTCGCCCGG GCTTTGGGAG GTAARACGGT
TTATCTCGAG AGCTCTGAAT AAAAATGAAA
TARRRAGATG AGATATAACC TCTTATAATT
TTTACTCCCA TTCAGCATAR GRAAARTGAA
GARATTCCTT AATTGCTTGT TGAATATAGA
TGARRATCAR TATAGTCAAA GTTARTACTT
GGARCTATAYT AATACOTCTA TTATAGRATA
GOGATAAATAT TTGATTTATT GGATTARRAA
GTTTGCTTTT ACACTARATA RAACTTGACCT
ATGAATTATT TTATTGTTAR TCAATTARAR
CTTGACAATA ACTATACIAR CTAAAACAAG
TTATTCTTTT TTCCAGAGTT TGGTCTTGGA
TTGGGGAATG GCATTATIGA TAARCAATCA
AGRCACAARR GTTGGTAAGG ACAGATGGGT
CCTCCAAGCT ATTGTTAAAG RAGTGTTACG
ACACGRARAT GTAGRAGATT GTGTTGTTAG
ATTCGCAARC GTCATGRAAC TGCAACGTGR
CGATCCAGAG AGATTCATTG CTACTGATAT
CCCOTTTGET TCTGGAAGAC GATCTTOTCC

ACTCCAAATG ACGAGCCCTT GGATATGAAG GAAGGTGCAG GCATAARCTAT

4561 ACGTAAGGTA AATCCTGTGG AACTGATAAT RGCGCCTCOC CTGGCACCTG AGCTTTATTA -
4561 ARACCTAAGA. TCTTTCATCT TGCTTGATCR TTGTATAATA CTCCTARATG GATATICATT

4621 TACCTTTTAT CAATTAATTG
4681 AGTAAARGAAT AATTGTGCTA
4741 ACAATCTCCA GTGARAGTGT
4801 TITGCCTAGT GTCATGRTAT
4861 CTGGACTGGA CGATCTTTCA
4921 TACTGGTOGC TTTACCAATA
4981 GAACARCAACT ATCARGGAGA
5041 TTGCTACTAA GTAACCTARC
$101 GARAGTTTIGC CGTCTCICTTT
§161 ATTTCAGRAT TTTATITICG
5321 ATTATCATGT ATTTTCAGTC
5281 TGCTATGTTC GGCTTTCCTA
5341 TATCGTGACT GATAATTACA

TCAGTACGAG
ATATATARAG

TITTTCTAAT TTGGTACATT TGTAATARTA |
GTITTGTRAGRA GATARTTAAC TSGITGTIACC °

TAATTATTTA CTTGATCCAC AGCTTATICT ATGTTTGAAR

TACTCCATCA

TITTGTTATT
GARAATGTGT
CGOTTTAGTA

FIGURA

AATTCAAGAA ATAATCATIT CCAACTTTIC

TCTGTRAATT CCGCTATTTT GGTTCTTTAT
TRGGCGCTAT CACGACTGAT TGAGATITIG
AATTTTGATA TTITICAAAAA GAGTTTITIT

3

HOJA 2DE 3
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SEQ ID NO:4 CONTINUACION

5401 AATARRATAT GCRACTTCAG
5461 CATATAACTT ACATARAACT
5521 ATATAACTTA CATATRATTT

5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
€121
6181
6241
6301

TATGTCTTTG
CAAACTCTCT
BACRATCOGR
ARCTTCACTT
GAGTTGATTC
GATTGACGTT
GATGATTTCA
ACGCTGRTTA
GTGGATTTTG
GTAAATTTTG
ATGOATTCGT
ATGATTTIGA
TTGGTATGAR

TTTTTGAGTA

TAGARARTTG
ATATTATCGG
ACTTTAGTGT
CGAAGTTTGG
TETTRATITGT
TGGACGAGCT

TCAARACATA
TGCGTATGAA
GCATACARCT
TCAATTTGAA

TTATAGATIT

TGAGATCTAG

" GACTTGTRTA

TTCTAATTIC
ATCTCGGART
TATGTTTGGG
GCATCTTARR
TETCCATITG
ARAGTTCGGC
RAGTTTGARA
GTCGAGCCTT
CTACGEGGGEC

CAACGTTTTG TTGTATAAAT
TTTTTTGTTG TATARACATT
TACATARAAC TTGCATATAR
ATTCCAACAR AARCAAACTC
CAAAAGATAT CCTTARATCGT
CGTETTGTTT GGOEGTTIGA
TGTGGTCGOGA ATTAARTTTC
GGARGTTITR AGATGGAATG
CGAGATTTGA AGGTTCCAAT
TTGAGTATCG GGTGGTCCGG

FIGURA 3
HOJA3DE 3
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SEQ ID NO:5

Secuencias de Codificacién del Gen de Nicotina Desmetilasa de Tabaco

RECUENTO DEBASES 485 a 2785 ¢ 33 9. 457 ¢
1 ATGCTTTCTC CCATAGAAGC CATTGTAGGA CTAGTAACCT TCACATTTCT CTTCTTCTTIC
61 CTATGGACAA AAAAATCTCA AARACCTTCA AARCCCTTAC CACCGAARAT CCCCGGAGGA
. 121 TGGCCGETAA TCGGCCATCT TTTCCACTIC AATGACGACG GCGACGACCG TCCATTAGCT
181 CGRAAACTCG GAGACTTAGC TGACARATAC GGCCCCGTTT TCACTTTTCG GCTAGSCCTT
241 CCCCTTGTCT TAGTTGTAAG CAGTTACGAA GCIGTAAAAG ACTGTTTCTC TACARATGAC
301 GCCATTTTTT CCRATCGTCC AGCITTTCTT TACGGCGATT ACCTTGGCTR CAATAATGCC
361 ATGCTATTTT TGGCCAATTA CGGACCTTAC TGGCGAAAAR ATCGAAAATT AGTTATTCAG
421 GAAGTTCTCT CCGCTAGTCG TCTCOGAAAAA TTCARBACACG TGAGATTTGC AAGAATTCAR
481 GCOGAGCATTA AGAATTTATA TACTCGAATT GATGGAAATT CGAGTACGAT AAATTTAACT
541 GATTGGTTAG AAGAATTOAA TTTTGGTCTG ATCGTGAAGA TGATCGCTGG AAARAATTAT
€01 GAATCCGGTA AAGGAGATGRA ACARGTGGAG AGATTTAAGA RAGCGTTTAR GGATTTTATC
661 ATTITATCAAR TGGRGTTIGT GTTATGGGAT GCATITCCAA TTCCATTATT TAAATGGGTG
721 GATITTCARG GGCATGTTAA GGCTATGAAR AGGACTTTTA AAGATATAGA TICIGTTTITIT
781 CAGAATTGGT TRGRGGAACA TATTAATAAA AGAGAARAAL TGGRGGTTAR TGCAGRAAGGS
841 AATGAACAAG ATTTCATTGA TGTGGTGCIT TCAARAATGA GTAATGAATA TCTTGGTGAA
901 GGTTACTCTC GTGATACTGT CATTARARGCA ACGGTGTITA GTTTGGTCTT GGATGCRAGCA
961 GACACAGTTG CTCTTCACAT RAATTGGGGA ATGGCATTAT TOATARACARA TCARAAGGCC
1021 TTGACGAAAG CACAAGAAGA GATAGACACA AARGTTGGTA AGGACRGATG GGTRGAAGAG
1081 AGTGATATTIA AGGATTTGGT ATACCTCCAAR- GCTATTGTTA ARGAAGTGIT ACGATTATAT
1141 CCACCAGSAC CTTTGTTAGT ACCACACGAA AATGTAGARG ATTGTGTIGT TAGTGGATAT
1202 CACATTCCTA AAGGGACARG ATTATTCGCA AACCTCATGA ARCTECAACG TGATCCTAAR
1261 CTCTGGTCTG ATCCTGATAC TTTCGATCCA GAGAGATTCA TTGCTACTGR TATTGACTTT
1321 CGTGETCAGT ACTATARGTA TATCCOGTTT GGTTCTGGAA GACGATCTTG TCCAGGGATG
1381 ACTTATGCAT TGCAAGTGGA ACACTTAACA ATGGCACATT TGATCCAAGG TITCAARTTAC
1441 AGRRCTCCAA ATGRCGAGCC CTTGGATATG AAGGARGGTE CAGGCATAAC TATACGTARG
1501 GTAAATCCTG TGGAACTGAT AATAGCGCCT COCCTGGCAC CTGAGCTTTA TTAA ’

SEQ ID NO:6
Aminoacidos Deducidos del Gen de Nicotina Desmetilasa de Tabaco

1 MLSPIEARIVG LVTFTFLFFF LWIKKSQKPS KPLPPKIPGG WPVIGHLFHF NDDGDDRPLA

61 RKLGDLADKY GPFVFTFRLGL PLVLVVSSYE AVKDCFSTND AIFSNRPAFL YGDYLGYNNA
121 MLPLANYGPY WRKNRKLVIQ BVLSASRLEK FFHVRFARIQ ASIKNLYTRI DGNSSTINLT
181 PWLEELNFQL'IVKMIAGRNY ESGKGDEQVE RFRKAFKDFM ILSMEFVLWD AFPPIPLFKWY .

- 241 DPQGHVKAMK RTFKDIDSVF QNWLEPHINX REEKMEVNAEG NEQDFIDVVL SKMSNEYLGE
301 GYSROTVIKA TVFSLVLDAA DTVALHIRWG MALLINNQKA LTKAQEEIBT KVGKDRWVER

361 SDIKD:LWIQ AIVKEVLRLY PPGPLLVPHE NVEDCVVSGY HIPKGTRLFA NVMKLORDPRK
421 LWSDPDTFDP ERPIATDIDF RGQYYKYIPF GSGRRSCPGM TYALQVEHLT MAHLIQGFNY
481 RTPNDEPLDM KBGAGITIRK VNPVELIIAP RLAPELY

FIGURA 4
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SEQ ID NO:7

Intrén del gen de Nicotina Desmetilasa de Tabaco

1
. 61
i21
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
851
901,
961

GTAAGTTCAT
RATAATTTGG
ACTAATGCTT
CCCGAACCCT
ACTATCTAAA
GATTATTTIT
GTTGAGACTT

ES 2534203 T3

CTGTCATTIT
AGCAACTGTA
GTATTAGATT
GCAATGCTGG
TACTAAGGAT
GGGGCTATAT
TACTCCAGAA

ACCACTCCAA -ARTCTTTGAT

CACGTTGATA

GRATARAACT
CITTTTTAGG
TITTAATART
ACAAGTTATA
TACATITTTT
TCTARAACGT
TATTTGAAAT
GATGTGTGCA
TTCCTTTTIT

TCATTTATTC
AAGTTATCTA
ATGTTIGTCTG
ATGCTGGATG
GATTTARTAA
GGATTCECCC
CTTTATCTCG
GGTAARAAAGA
TCTTTACTCC
GGGAARTTCC
GATGAAAATC
TTGGAACTAT
TTGGATARRT
GTCTTTOCTT
AAATGAATTA
TACTTGACRA

AATTATICTT

FIGURA 5

45

(998 nt)

ACTTTTATTT TGAGGAGCAG ACATGTTAAT
TGTGTACAGG TTCGAGCCTC AGGTGCAACC
CATCATACCC CTAATTGGAG TGTGGCTCTT
CTTTATGTAT CAGACTGACC TTTTTGTTAA
AAATATAGAR TGGTAAACAG AAAAAGATGA
GGGCTTTGGG AGGTARAACG GTATCTACCA
AGAGCTCTGA ATAARAATGA AATAGTATTT
TGAGATATAA CCTCTTATAA TTGATTGARC
CATTCAGCAT AAGAARAATG AAACCAAACG
TTAATTGCTT GTTGAATATA GATTCATGTC
AATATAGTCA ARGTTAATAC TTATGTCATT
ATAATACGTC TATTATAGAA TAGTGATTAT
ATTTGATTTA TTGGATTAAR ARTAGRATAT
TTACACTAAR TAAACTTGAC CTCGTACAAT
TITTATTGTT AATCAATTAR AARARTCATA
TAACTATACT AACTARARCA AGGTATGTGA'
TTTTCCAG |



ES 2534203 T3

SEQ ID NO:8

Promotor del gen de Nicotina Desmetilasa de Tabaco

1 TCTCTAAAGT CCCCTTCCAC

€1 TTATTCAGAC TCTTATTTGT
121 GATGGTATIT AGATATCGCT
181 GTTATTTGAT TTCTTTATTA
241 BATGTTGGCT TICCTAGTAA
301 TTTCAGATCG TGACAGCCGC
361 GCATTAGTGG CTGCTTCGAC
421 TACTATTTTA RCACCCAGCA
481 GTAARTGATT GAAGARRANG
541 GTTGAATAGA GATTGTGGCT
601 CAATACGARA AGRAGTARGTG
661 CATTCAGAAC ACATACACTG
721 ATAACGTGAG CAATCGGTTA
781 TGTTTCTGGC CAATAGAGGA
841 TCAACTTATT AAGTGAGTTA
901 RGRATATTGA GTTAATTATT
961 TTCTTTTATT TGTRAACATAC
1021 .?‘Jlm TOGACTTTTT
1081 TGTTTGGCTT GAATAATAAC
1141 TACTCACAAR TACRAARATA
1201 ATCCRARACA AGAGGCGGAG
1261 TAAGTTACTA GGTTCTAAAT
1321 ACATAGTTTG RACGRAAGCT
1381 CCCCGGTCCA ARACCAGCTA
1441 TTTGACCATT OACRATGGCT
1501 ARTARGGAAT ATTTAAACAG
1561 TAAAATCGTA GAAACATTAC
1621 TACTATCTAT CTTGTTCCGC
1681 ARCATGAATG CAAARGARAA
1741 CTTGTGTARC AAAGTATATA
1801 TATCAMATAT CATACTTAAC
"1861 AARATACTGT RTATCARACA
1921 ATATTATGGA ATTATGCCCA
1981 ATTCTCAARCT TCTTATCTAA

TTTATCTTAC
ATTATTCTAG
ATTATTTTGG
TTAATCARAT
GOGAAATATC
ATCTCAAGGG
GACTTARATC
AATTCCIGAT
‘ATGACTTTTA
ATGCTATTTC
ARRAGGTCTG
AATGATTCTA
CTTCCCATTA
GAGGAATACT
TCCCTCAATC
CARATGATTA
ATCTTITIGTIT
TTCTTTTRAT
TAGTGCATAR
AMAAACATIC
CCAGGATTIG
TARTAATTTA
ACTGGGTTCG
GTATCARTAG
TATTACTTGC
ATACGTCATC
GTTRAATTGC
CATTTTCTTA
TTATTGTGCA
TTTCGATACG
ACCGATTTTT
CTARTGTTTT
TCCTACAGTT
ARRTCCATR

FIGURA &

46

(2009 nt)

CTGTGTGATT TCTTTCAGAC AACCTTATTT
ARGCTCGTGT ACTIGTGACA CCAGTTCTGO
CTTATTCACT TCAGTTCAGA TTTTATTCCA
TCAATTGTTA AAMATGCTTA AAATTACTCC
AGGCGCCATC ACGGTACCCG AAGGTGAGAA
GTGTGATGTA AACAGTTTAC GATGGTGCAA
CGTAACTTAT AGATCACACG ARTACARCTT
ARMAARCAARTT CTARCATAGC ACATCAAAAT
TAGACAGAGA AARAARCAGT TACGTGTGGG
TAATRTTGAR ATTCACCGRC TTTTITAGTT
AARAGGAARA GGACAATGCC TARAAGGRCA
ATTTCTAGTC CGAAGATTTC TAGTTCGAGG
GCAATTGCCA ACTGGATGTT TGACTATTTA
ACGITACGTA TGGAGTTTGA ACCCTTCACR
ACGATTCARC TATGATTCCG CTAACTTCRA
GTCCAAMATT ATTTAATAAR GTTATACTAT
TACATATTTA GTTAARATCTT AGCCCAACCC
TTTGATITAT TCTOTTUGGT AATTTCGCTT
AGTCATATAC TCTAATATIT TTAARTTGAAG -
TAAGCTCACA TGATAGTTGA CAAAATCTIT
AARCTTATGG GTTCAGAATT CTAAATCTCT
TACATGTTCA ATGAATTICT TAAGACAAART
GCOGAATCCG TAAGTTATAC TCTCCCTCCG
AGRGAGAGRG AGAGAGAGAG AGATAATAAA
AATCTACGAG TRAACGAAGTA AGAAATACCC
TTGACAGCCT ATCTAGTAAG AGTCAAAATC
ARGARGTACA TGRGCTTTAT CATCCACCTC
ACTTARTATG TTATAATCAR TGATATGTGT
ATATTAATAT GTAGGTGTTA TATTTTTRAR
TAARAACTTA GGCCAATTAC CCTACCARCT
CTATTTCGGT ACGACAGTTC TCTATITACC
ACCTATRARA AGGARGTTGC CGATAGTTIAT
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SEQ ID NO:S

3'UTR del Gen de Nicotina Desmetilasa de Tabaco

1

61
121
181
241
301
sl
421
481
541
601
661
721
781
B4l
501
261
1021
1082
1141
1203
1261
© 1321
%158
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ARCCTARGAT
ACCTTTTATC
GTRAAGAATA
CARTCTCCAG
TTGCCTAGTG
TGGACTGEAC
ACTGGTCGCT
ARCACAACTA
TGCTACTAAG
RRAGTTTTGG
TTTCAGRATT
TTATCATGTA
GCTATGTTCG
ATCGTGACTG
ATRAARTATG
ATATARCTTA
TATAACTTAC
ATGTCTTTGT
ARRCTCTCTC
ACARTCCGAT
ACTTCACTTT
AGTTGATTCE GATGARAAAT
ATTGACGTTT GAGTARRCGA
ATGATTTCAG ACTTGAGCGT
CGCTGATTAT AGAARATIGO
TGGATTTTGA TATTATCGET
TAAATTTTGR CTTTAGTGTA
TGCGTTCGTC GARGTTTGAA
TGATTTTGAT GTTATTTGTS
TGGTATGAAT GGACGAGCTC

CTTTCAICTT
AATTRATTGT
ATTGTGCTAA

GCTTTCCTAG
ATAATTACRC
CARCTTCRAGT
CATAARRCTT
ATATARTTTG
TITTGAGTAT
AAARTTGAGT
CGBCCGTTTT
ATGTTGTATG

GGTTGATCAT
CAGTACGAGT
TATATAAAGG
AATTATTTAC
ACTCCATCAA
TAATARAGGA
GARTGAARTG
TARRAGGTAC
ARATCTTTCA
CTTRTGTATT
ATTAGAGCTC
TTTIGTTATTT
AAAATGTGTT
GGTTTAGTAR
CARRACATAC
GCGTATGRAT
CRATACAACTT
CARTTTGAARR
TATAGATTTC
GAGATCTAGC
ACTTGTATAT
TCTAATTTCG
TCTCGGRATC
ATGTTIGGGT
CATCTTARAG
GTCCATTIGG
AAGTTCGGCG
AGTTTGAARG
TCGAGCCTTT
TACGGGGGCC

FIGURA 7

47

TGTATARTAC
TTTTCTARTT
TTTGTAGARG
TTGATCCACA
ATTCARGARR
TCTTTARTIT
TGATGGAAAT
GTRARGGARA
GRAARGARATC
GTTGTCTTTA
AAGACTCTGT
CTGTAAATTC

TCCTAAATGG ATATTCATTT
TGGTACATTT GTAATAATAA
ATAATTGACT GGTTGTACCA
GCTTATTCTA TGTTTGRAAT
TAATCATTTC CAACTITTGC
GCCAAAGTTG AGATCAARAT
TATGTACGTT GGGATARGGG
RAGARARAARTT TGCCATTGAT
ACTTGTATAR GTCGGRGTTS
GACRGTATTG TACTTAGTTA
ATTTATTAGT TCTGGGAGAA
CGCTATTTIC CTTCTITATT
RCGACTGATT GAGATTTIGT
TTTCAMARAG AGTTTTTTTA
TGTATARAATC CGATCAAAAC
ATARRCATTT GGTTARRACA
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A ———
33.1 332 TW TW TW TW TW. TW
14 6 116 128 126 142

FIGURA 8
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FIG. 10

SEQ ID 62

ES 2534203 T3

D35-BG1L

1 ATGACTTAT GCATTGCAAG TGGAACACTT ARCAATGGCA-

§1 CATTTGATCC AAGGTTTCAA TTACAGAACT CCARATGACG AGCCCTTGGR TM'GAAGGM
121 GGTGCAGGCA TAACTATACG TARGGTAAAT CCTGTGGAAC mrumec GCCTCGLCTG
181 GCACCTGAGC TTTATTAM

SEQ ID 63

MTYALQVEHLTMAHLI OGFNYRT“WMIT IRRVNFVELIIAPRLAFELY

FIG. 11
NOMBRE

D120-AH4

ORGANISMO NICOTIARA TABACUM

SEQ. ID. NO.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
761
© B4l
901

961 G

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

‘seq. 1D,

61
121
181
241
01
361
421

. 481

188
ATAATGCTTT CTCCCATAGA

GACGCCATTT TTTCCAATCG
GCCATGCTAT TTTTGGCCAA
CAGGAAGTTC TCTCCGCTAG
CAAGCGRAGCA TTAAGAATTT
ACTGATTGGT TAGAAGAATT
TATGAATCCG GTARAGGAGA
ATGATTTTAT CAATGGRGIT
GTGGATTTTC AAGGGTATGT
TTTCAGAATT GGTTRGEGEGA
GGGRATGAAC AARGATTTCAT
GAAGGTTACT CTCGTGATAC
CAGACACAG TTGCTCTTCA

ACATATTART
TGATGTGGTG
TGTCATTAAA
CATAAATTGE
GCCTIGACGA AAGCACAAGA
GAGAGTGATA TTAAGGATTT GGTATACCTC
TATCCACCAG GACCTTTGTT AGTACCACAC
TATCACATTC CTARAGGGAC ARGATTATTC
ARACTCTGGC CTGATCCTGA

AGTACTATAA

®O. 189

1 MLSPIERIVG :.vmnrrr M‘KKSDKPS
RXLGDLADKY GFVFTFRLGL PLVLVVESYE

GYSRDTVIRA TVFSLVLDAA mﬂm.

SDIFKDLVYLQ AIVKEVLRLY PPGPLLVFHE
LWPDFDTFDP EFFIATDIDF RGQYYKYIPE
RTPNDEFLDM KEGAGITIRK VNPVELIIAP

50

AGAGATAGAC.

TTATTARAAC
ATARTACTCC TAAATGGATA TTCATTTACC

KPLPPKIPGG WPVIGHLFHF NDDGDDRFLA
AVEDCPSTHD AIPSNRPAFL YGDYLGYNNA
FKMVRFARIQ ASTKNLYTRI DGHSSTINLT
RFREAPKDPM ILSMEFVIMD AFPIPLFRWV
REXMEVNAEG NEQDFIDVVL SKMSNEYLGE
MALLINNQRA LTKAQEEIDT XKVGKURWVEE
NVEDCVVSGY HIPKGTRLFA NVMKLLRDPR
GCSGRRASCPGM TYALQVEHLT MAHLIQGFNY.
RLAPELY



FIG, 14
NOMBRE
ORGANISMO

SEQ. ID.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
801
661

ES 2534203 T3

D121-AR8

NICOTIANA TABACUM
NO. 150
1 AATCCATAAT GCTTTCTCCC
TCTTCTTCCT ATGGACARAR
CCGGAGGATG GCCGGTARTC
CATTAGCTCG ARAACTCGGR
TAGGCCTTCC CCTTGTCTTA
CARATGACGC ‘CATTTTTICC
ATAATGCCAT GCTATTTTTG
TTATTCAGGA AGTTCTCTCC
GAATTCAAGC GAGCATTAAG
ATTTARCTGA TTGGTTAGAA
AARATTATGA ATCCGGTAAA
ATTTTATGAT TTTATCAATG

721 . AATGEGTGGA TTTTCAAGGG

781
841
s01
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

SEQ. ID.

TAGRAGAGAG TGATATTAAG
GATTATATCC ACCRAGGACCT
GTGGATATCA CATTCCTAAA
ATCCTAARCT CTGGTCTGAT
TTGACTTTCG TGGTCAGTAC
CAGGCATGAC TTATGCATTG
TCAATTACAG AACTCCARAT
TACETAAGGT ARATCCTGTG
AARACCTAAG ATCATCTTEC

NO. 181

1 MLSPIEAIVG LVTFTPLFFF
61 RRLGDLADKY GPVFTPRLGL

ATAGAAGCCA
AAATCTCARA
GGCCATCTTT
GACTTAGCTG
GTTGTAAGCA
AATCGTCCAG
GCCAATTACG
GCTAGTCGTC
AATTTATATA
GARATTGAATT
GGAGATGAAC
‘GAGTTTCTGT
CATGTTAAGG
GAGGAACATA
TTCATTGATG “TGCTCCTTTC
GATACTGTCA
CTTCACATAA
CAAGAAGAGA
GATTTGGTAT
TTGTTAGTAC

_GGGACAAGAT TATTCGCAAA
TACTT

CCTGA:
TATAAGTATA
CARGTGGAAC
GACGAGCCCT
GAACTGATAA
TTGAT .

TAGCGLCTCG

LWTKKSQKPS
PLVLVVSSYE

AGTAACCTTC ACATTTCTCT
ACCCTTACCA CCGARAATCC
TGRCGACGGC GACGACCGTC
CCCCETTTTC ACTTTTCGGC
TGCTAAAAGAC TGTTTCTCTA
CGGCGATTAC CTTGGCTACA
GCGARAARAT CGAARATTAG
CAAACACGTG AGATTTGCAR
TGGARATTCG AGTACGATAA
CGTGAAGATG ATCGCTGGARA
ATTTAAGAAA GCGTTTAAGG
ATTTCCAATT CCATTATTTA
GACTTTTAAA GATATAGATT
AGAARARAATG GAGGTTAATG
ARARATGAGT AATGAATATC
GGTGTTTAGT TTGGTCTTGG
GGCATTATTG ATARACAATC
AGTTGGTAAG GACAGATGGG

CCTGGCACTT GAGCTTTATT

RFLPPKIPGG WPVIGHLFHF NDDGDDRPLA
AVRDCFSTND AIFSNRPAFL YGDYLGYNRA

121 MLFLANYGPY WRKNRKLVIQ EVLSASRLEK FKHVRFARIQ ASIKNLYTRI DGNSSTINLT
181 DWLEELNFGL IVKMIAGKNY ESGRGDEQVE RFRRAFRDFM ILSMEFVLMD AFPIPLFKWV
241 DFOGHVEAMK RTFKDIDSVF ONWLEEHINK REKMEVMAEG NEQDFIDVVL SKMSNEYLGE
301 CYSRDTVIRA TVPSLVLDAA DTVALEHINWG MALLINNQKR LTKAQEEIDT KVGKDRWVEE
361 .SDIRDLVYLQ AIVKEVLRLY PPGPLLVFHE NBVEDCVVSGY -HIPRGTRLFA.

42) LWSDFDTFDP ERFIATDIDF RGQYYRYIPF GSGRRSCPGM TYALQVEHLT MAHLIQGFNY
481 RTPNDEPLDM KEGAGITIRK VNPVELIIAP RLAPELY :

51



FIG. 13
NOMBRE
QRGANISMO

ES 2534203 T3

D12Z-AF10
NICOTIANA TABACUM

SEQ. ID. NO. 1852

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

CTAAAACTCC ATRATGGTTT
TCTCTTCTAC TTCCTATGGC
AATTCCCGGA GGGTGGCCOGE
CCGTCCATTA GCTCGAARAC
CCGGCTAGGC CTTCCGCTTG
CTCTACAAAT GACGCCATTT
CTACAATAAT GCCATGCTAT
ATTAGTCATT CAGGAAGTTC
TGGTAARATT CAAACGAGCA
GATAARTCTA ACTGATTGGT
TGGGAARAAT TATGAATCCG
TAAGGATTTT ATAATTTTAT
GTTCAAATSG GTGGATTITC
AGATTCTGTT TTTCAGAATT
TAATGCACAZ GGGAATGRAAC
ATATCTTGAT GAAGGTTACT

CTCCCGTAGA
CCARRAAATT
TRATCGGCCA
TCGGAGACTT
TGTTAATTGT
TCTCCAATCG
TTTTGACAAA
TCTCTGCTAG
TTAAGAGTTT
TAGAAGAATT
GTARAGGAGA
CAATGGAGTT
AAGECTATGT
GGTTAGAGGA
AAGATTTCAT
CTCGTGATAC

AGCCRTTGTA
TCAAATACCT
TCTTTTCTAC
RAGCTGACAAA
AAGCAGTTAC
TCCAGCTTTT
ATACGGARCCT

TAAGGCCATG
ACATGTCAAG
TGATGTGETG
TGTCATARAA

CTTGGATGCT GCGGACACAG TTGCTCTTCA CATGAATTGG

CAATCAACAT GCCTTGAAGR
ATGGGTAGAA GAGAGTGATA
GTTACGATTA TATCCACCAG
TGTTAGTGGA TATCACATTC

ARGCRCAARGh
TTAAGGATTT
GACCTTTATT
CTAAAGGGAC

GCGCGATCCT ARACTCTGGT CAAATCCTGA
TGATRTTGAC TACCGTGGIC AGCRCTATGA
TTGTCCCGGEC ATGACTTATG CATTACAAGT
GGGTTTCAAT TACAARAACTC CAAATGACGA
AACTATACCT ARAGTAAATC CTGTAGAAGT
TTATTAARAAC CTTAGATGTT TTATCTTGAT

SEQ. ID. NO. 193
1 MVSPVEAIVG LVTLTLLFYF LWPKKFQIPS

.61 RKLGDLADKY GEVFTFRLGL PLVLIVSSYE
3121 MLFLTKYGPY WRXNRKLVIQ EVLSASRLEK
181 DWLEELNFGL IVKMIAGKNY ESGKGDEQVE
241 DFQGYVKAMK RTFKDIDSVF QNWLEEHVRR REKMEVNAQG
301 GYSRDTVIKA TVFSLVLDAA DIVALHMNAG MALLINNQHA
. 361 _SDIRDLVYLQ.AIVKEVLRLY . PFGPLLVFEE NVEDCVVSGY
431 LWSNPDKFDP ERFFADDIDY RGQHYEFIPF GSGRRSCPCM
481 KTPFNDEPLDM XEGAGLTIRK VNPVEVTITA RLAPELY

52

AGAGATCGAT
GGTCTACCTC
AGTACCTCAT
TAGACTATTC
TAAGTTTGAT
GTTTATCCCA
GGAACACCTA
GCCCTTGGAT

‘GACARATTACG

TGTACTAKTA

KPLPFKIPGG
AVKDCPSTND
LKHVRFGKIQ
RFRKAYKDF'T

GGACTAGTAA CCCTTARCACT
TCARRACCAT TACCACCGAA
TTCGATGATG ACGGCGACGA
TACGGCCCGG TTTTCACTTT
GAAGCTGTAA AAGACTGCTT
CTTTACGGTG  AATACCTTGG
TATTGGCGAA AAAATAGAAA
ARATTGRAGC ACGTGAGATT

GATGCTTTTC CAATTCCATT .
ARAAGGACAT TTAAGGATAT
AARAGAGARA AAATGGAGGT
CTTTCAAAAA TGAGTAATGA
GCAACAGTGT TTAGTTTGGT
GGAATGGCAT TACTGATARA

CCAGAGAGAT TCTTCGCTGA
TTTGGTTCTG GAAGACGATC
ACAATAGCAC ATTTGATCCA
ATGAAGGAAG GTGCAGGATT
GCTCGCCTGE CACCTGAGCT
TATATATGCA GARARRATTG

WPVIGHLFYF DDDGDDRPLA
AIFSNRPAFL YGEYLGCYNNA
TSIRSLYTRI DGNSSTINLT



G, |4
NOMBRE
ORGANISMO

1

D208-ACB

ES 2534203 T3

NICOTIANA TABACUM
SEQ. ID. NO. 226

ATGCTTTCTC

CCATAGARGC

61 CTATGGACAA AAARATCTCA
TGGCCGGTAA TCGGCCATCT

121
181
241

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
851
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
- 1441
1501
1561

CGARAGCTCE
CCCCTTGTGC
301 GCCATTTTCT

ATGCTTTTTC

GRAGTTCTCT

ACGAGCATTA
GATTGGTTAG
GAATCCGCTA
GTTTTATCAA
GATTTTCAAG
CAGAACTGGT
AATGAACARG
GGTTACTCTC
GACACAGTTG
TTGATGARAG
AGTGATATTA
CCACCAGGRC
CACATTCCTA
CTCTTGTCAA
CGTGGTCACC
ACTTATGCAT
ARAACTCCAA
GTAAATCCAG
AGATGTTTCA

SEQ. ID. ND. 227
1

. 61
121
181
241
301
361
421
481

MLSPIEAFVG

GAGACTTAGC
TAGTTGTARG
CCAATCGTCC
TAGCARATTA
CTGCTAGTCG
AGAATTTATA
AAGAATTGAR
AAGGAGATGA
TGGAATTTGT
GTCATATTAA
TAGAGGARACA
ATTTCATTGA
GTGATACTGT
CTCTTCACAT
CACAAGAAGA
AGGATTTAGT
CTTTGTTAGT
AAGGGACTAG
ATCCTGATAA
ACTATGAGTT
TGCAAGTGGA
ATGACGAGGC
TGGAATTGAT
TCTTGGTIGH

LVTFTFLLYR

CTTTGTAGGA CTAGTAACCT
AAARCTTCCA AAACCCTTAC
TTTTCACTTC AATAACGACG
TCATAAATAC GECCCCGTTT
CAGTTACGAR GCTATARAMAG
AGCTCTTCTT TACGGCGAAT

CACTCGAATT AATGGARATT
TTTTGGTCTG ATCGTGAARA
ACAAGTGGAA AGATTTAAGA
ATTATGGGAT GCATTTCCAA
GGCAATGAAA AGGACATTTA
TATTAATARA AGAGAAAAAR

RKLGDLADKY
MLFLARYGPY
DWLEELNFGL
DFOGHIKAMR
GYSRDTVIRA

GPVFTFRLGL
WREKNRXLVIQ

RTFKDIDSVP
TVFSLVLDAA

SDIKDLVYLQ
LLSNPDKFDP
RTPNDEALDM

ERFIAGDIDF
KEGAGITIRK

TGTGETGCTT
CATTAAAGCA
ARATTGGGGA
GATAGACACA
ATACCTCCAA
ACCACATGAA
ATTATTCGCA
GTTCGATCCA
TATCCCATTT
ACACCTAACA
CTTGGATATG
ARTAACGCCT
TCATTGT

LWTKXSQKLP
PLVLVVSSYE
EVLSASRLEK
ESGKGDEQVE

ONWLEEHINR:
_DTVALHINWG

PPGPLLVPHE
RGHHYEFIPF
VNFVELIITP

53

TCAAAATTGAR
ACAGTTTTTA
ATGACATTAT
AAAGTTGGTA
GCTATTGTTA
AATGTAAAGG
AACGTCATGA
GAGAGATTCA
GGTTCTGGAA
ATGGCACATT
AAGGAAGCGTG
CGCTTGGCAC

KPLPPKIPGG

TCACATTTCT
CACCGAARAT
GCGACGACCG
TCACTTTTCG
ATTGCTTCTC
ACCTTGGCTA
ATCGTAAATT
TGAGATTCAC
CGAGTACGAT
TGATCGCTGG
ATGCGTTTAA
TTCCATTATT
AGGATATAGA
TAGAGGTTGG
GTARAGAATA
GTTTGGTCTT
TGATAARACAA
AGGATAGATG
AARAGGTGTT
ATTGTGTTGT

AACTGCAGCG-

TCGCTGGTGA
GACGATCTTG
TAATCCAGGG
CAGGCATAAC
CTGAGCTTTA

WPVIGHLFHF

ATXDCPSTND AYFSNRPALL
FROQVRFTRIQ TSIKNLYTRI

NNDGDDRFPLA
YGEYLGYNNT
NGNSSTINLT
APPIPLFKKV.
SKLSKEYLDE -
KVGKDRWVEE

NVMRLORDPR
GSGRRSCPGH TYALOVEHLT MAHLIQGFNY

RLAPELY



FIG. 15 .
NOMEBRE
ORGANISMO

SEQ. ID. NO.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
€01
661
721
781
841
$01
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

D103-AH3
NICOTIANA
230

ATGGTTTTTC
CTATGGACAA
TGGCCGGTAR
CGRARACTCG
CCCCTTGTGC
GCCATTTICT
ATGCTTTTTC
GAAGTTCTCT
ACGAGCATTA
GATTGGTTAG
GAATCCGGTA
GTTTTATCRA
GATTTTCAAG
CAGRACTGGT
ARTGAACARG
GGTTACTCTC
GACACAGTTG
TTGATGAAAG
AGTGATATTA
CCACCAGGAC
CACATTCCTA
CTCTTGTCAA
CGTGGTCACT
ACTTATGCAT
AARACTCCAA
GTAAATCCAG
AGATCTTTCA

SBﬁ. ID. NO. 231
1 MVFPIEAFVG

61
121
181
241
30
361
421
481

RKLGDLADKY
MLFLANYGPY
DWLEELNFGL
DFQGHIRTMR
GYSRDTVIKA
SDIFDLVYLD
LLSNEDKFDP
KTPNDEVLDM

ES 2534203 T3

TABACUM

CCATAGAAGC
AAAAATCTCA
TCGGCCACCT
GAGACTTAGC
TAGTTGTAAG
CCAATCGTCC
TAGCAAATTA
CTGCTAGTCG
AGAATTTATA
AAGRATTGAA
AAGGAGATGA
TGGAATTTGT
GTCATATTAA
TAGAGGAACA
ATTTCATTGA
GTGATACTGT
CTCTTCACAT
CACAAGRAGA
AGGATTTAGT
CTTTGTTAGT
AAGGGACTAG
ATCCTGATAR
ACTATGAGTT
TGCAAGTGGA
ATGACGAGGT
TCGAATTGAT
TCTTGGTTGA

LVTFTFLLYF
GPVFTFRLGL
WRKNRKLVIQ
IVKHMIAGKNY
RTFRDIDSVF
TVFSLVLDAA
AIVEEVLRLY
ERFIAGDIDF
KEGAGITIRK

CTTTGTAGGA
RARACTTCCA
TTTTCACTTC
TGATARATAC

TATTAATAAR
TGTGGTGCTT
CATTAAAGCA
ARATTGGGGA
GATAGRCACA
ATACCTCCAA
ACCACATGAA
ATTATTCGCA
GTTCGATCCA
TATCCCATCT
ACACCTAACA
CTTGGATATG
AATAACGCCT,
TCATTGTTTA

LWTKKSQKLP
PLVLVVSSYE
EVLSASRLEK
ESGKGDEQVE
ONWLEEHINR
DTVALHINWG
PFGPLLVFHE
RGHHYEFIPS
VNEVELIITP

54

CTAGTAACCT
AAACCCTTAC
AATARCGACG
GGCCCCGTTT
GCTACAARAG
TACGGCGAAT
TGGCGARAAR
TTCAARCAAG
AATGGAARTT
ATCGTGAARA
AGATTTAAGA
GCATTTCCAA
AGGACATTTA
AGAGARARRAA
TCAAAATTGAR
ACAGTTTTTA
ATGACATTAT
AAAGTTGGTA
GCTATTGTTA
AATGTARAGG
AACGTCATGA

KPLPPKIPGG
ATKDCFSTND
FKQVRFTRIQ
RFKNAFKDFM

REKMEVGAEG

MTLLINNQNA

TCACATTTCT
CACCGRAAAT
GCGACGACCG
TCACTTTTCG
ATTGCTTCTC
ACCTTGGCTA
ATCGTAAATT
TGAGATTCAC
CGAGTACGAT
TGATCGCTGG
ATGCGTTTAA
TTCCATTATT
AGGATATAGA
TGGAGGTTGG
GTAAARGRATA

WPVIGHLFHF
AIPSNRPAFPL
TSIKNLYTRI
VLSMEFVLVWD
NEQDFIDVVL
LMRAQEEIDT

GGTAGAAGAG
ACGATTATAT
TAGTGGATAT

NNDGDDRPLA
YGEYLGYNNT
RNGNSSTINLT
AFPIPLFKWV
SKLSKEYLDE
KVGKDRWVEE

NVEKDCVVSGY HIPRGTRLFA NVMKLQRDFK

GSGRRSCPGM
RLAPELY

TYALOQVEHLT

\

MAHLIQGFNY



FIG. (6
NOMBRE D208-AD9
ORGANISMO NICOTIANA
SEQ. ID. NO. 232
1 ATGCTTTCTC
61 CTATGGACAA
121 TGGCCGGTAA

181 CGARAACTCG
241 CCCCTTGTCT
301 GCCATTTTTT
361 ATGCTATTTT
421 GAARGTTCTC?T
481 GCGAGCATGA
541 GATTGGTTAG
601 GAATCCGGTA
661 ATTTTATCAA
721 GATTTTCAAG
781 CAGAATTGGT
841 AATGAACAAG
501 GGTTACTCTC
961 GACACAGTTG
1021 TTGACGAAAG
1081 AGTGATATTA
1141 CCACCAGGAC
1201 CACATTCCTA
1261 CTCTIGGTCTG
1321 CGTGGTCAGT
1381 ACTTATGCAT

1441 AGAACTCCAA A

1501 GTARATCCIGC
1561 AGATGTTTCA

S5Q. ID. NO. 233

6; MLSPIEAIVC

1 RKLGDLADRY

121 MLFLANYGPY

181 DWLEELNFGL

241 DFQGHVKAMK

301 GYSRDTVIER

— 361~SDIFDLVYLQ

421 1MSDPDTFDP

£81 RTPNDEPLDM

ES 2534203 T3

TABACUM

CCATAGARGC CATTGTAGGA
AAAAATCTCA ARAACCTTCA
TCGGCCATCT TTTCCACTTC
GAGACTTAGC TGACAAATAC
TAGTTGTAAG CAGTTACGAA
CCAATCGTCC AGCTTITTCTT
TGGCCAATTA CGCACCTTAC
CCGCTAGTCG TCTCGAARARA
AGAATTTATA TACTCGAATT
RAGARTTGAR TTTTGGTCTG
AAGGAGATGA ACAAGTGGAG
TGGAGTTTGT: GTTATGGGAT
GGCATGTTAA GGCTATGRAA
TAGAGGAACA TATTARTARA
ATTTCATTGA TGTGGTGCTT
GTGATACTGT CATTGAAGCA
CTCTTCACAT AAATTGGGGA
CACRAGAAGA GATAGACACA
AGGATTTGGT ATACCTCCAA
CTTTGTTAGT ACCACACGRA
AAGGGACAAG ATTATTCGCA
ATCCTGATAC TTTCGATCCA
ACTATAAGTA TATCCCGTTT

LVTFTFLFFF LWTKRSQKPS
GPVFTFRLGL PLVLVVSSYE
WRKNRKLVIQ EVLSASRLER
IVKMIAGKNY ESGKGDEQVE
RTFKDIDSVF QNWLEEHINK
TVFSLVLDAAR DTVALHINWG
AIVREVLRLY-PEGPLLVPHE
ERFIATDIDF RGQYYKYIFF
KEGAGITIRK VNPVELIIAP

55

CTAGTAACCT
AARCCCTTAC
AATGACGACG
GGCCCCGTTT
GCTGTRARRG
TACGGCGATT
TGGCGAARAA
TTCAAACACG
GATGGAMATT
ATCGTGAAGA
AGATTTAAGA
GCATTTCCAA
AGGACTTTTA
AGAGRARAAR
TCAAAAATGA -
ACGGTGTTTA
ATGGCATTAT
AAAGTTTGTA
GCTATTGTTA
AATGTRGAAG
AACGTCATGA
GAGAGATTCA
GGTCCTGGAA
ATGGCACATT
AAGGAAGGTG
CGCOTGGCAS

RPLPPKIPGG
AVEDCFSTND
FRHVRFARID
RFRKRAFKDFN
REKMEVNAEG
MALLINNQFRA
NVEDCVVSGY-
GPGRRSCPCM

RLAPELY'

TCACATTTCT CTTCTTCTTC
CACCGAAAAT CCCCGGRGGA
GCGACGACCG TCCATTAGCT
TCACTTTICG GCTAGGCCTT
ACTGTTTCTC CACAAATGAC
ACCTTGGCTA CAATAATGCC
ATCGAAAATT AGTTATTCAG
TGAGATTTGC AAGAATTCAA
CGAGTACGAT AAATTTAACT
TGATCGCTGG AARRAATTAT
AAGCGTTTAA GGATTTTATG

:TTCCATTATT TARMATGGGTG

AAGATATAGA TTCTGTTTTT
TGGAGGTTAR TGCAGAAGGG
GTAATCAATA TCTTGGTGAA
GTTTGETCTT GGATGCAGCA
TGATAARCAR TCAAARGGCC
AGGACAGATG GCTAGAAGAG
AAGAAGTGTT ACGATTATAT
ATTGTGTTGT TAGTGGATAT
AACTGCARCG TGATCCTARA
TTGCTACTGA TATTGACTTT
GACGATCTTG TCCAGGGATG
TGATCCAARGG TTTCAATTAC
CAGGCATAAC TATACGTAAG
CTIGAGCTTTA. TTAAAACCTA



FG. | ¥
NOMBRE
ORGANISMO

SEQ. 1ID. NO.

1
61
121
181
241
301
361
s21
481
541
601
661
721
781
841
501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

D235-aB1
NICOTIANA
254

AAAATTCATA
CTTATACTTC
CCCCGGAGGA
TCCATTAGCT
GCTAGGTCTT
TACAAATGAC
CAATAATACA
AGTCATTCAG
CAGAATTCAA
AAATCTAACT
GARAAATTAT
GGATTTTATG
TAAATGGGTG
TTCTGTTITT
TGCAGARGGG
TCTTGATGAA

ACGATTATAT
TAGTGGATAT
CGATCCTARA
TATCGACTTC
TCCGGGGATG
TTTCAATTAC
AATACGTAAG
CTARAACCTA
ATTCATC

SEQ. ID. NO. 255
1 MVFPIEAFVG

61
121
181
241
301
361
421

481

RKLGDLADKY
MLFLARYGPY.
DWLEELDFGL
DFQGHIRAMR
GYSRDTVIKA
SDIKDLVYLD
LLSNPDKFDP
KTFNDEALDM

ES 2534203 T3

TABACTM

ATGGTTTTIC CCATAGAAGC
CTATGGACAA AAAAATCTCA
TGGCCGGTAA TCGGCCATCT
CGAAAACTCG GRGACTTAGC
CCCCTTGTEC TAGTTGTAAG
GCCATTTTCT CCAATCGTCC
ATGCTTTTTC TAGCAAATTA
GAAGTTCTCT CTGCTAGTCG
ACGAGCATTA AGAATTTATA
GATTGGTTAG AAGAATTGGA
GAATCCGGTA AAGGAGATGA
GTTTTATCAA TGGAATTTGT
GATTTTCAAG GTCATATTAA
CAGAACTGGT TAGAGGAACA
AATGAACAAG ATTTCATTGA
GGTTACTCTC GTGATACTGT
GACACAGTTG CTCTTCACAT
TTGATGAAAG CACAAGAAGA
AGTGATATTA AGGATTTAGT

'WRKNRKLVIQ EVLSASRLEK
IVKMIAGKNY ESGKGDEQVE
RTFKDIDSVF QNWLEEXHINK
TVPSLVLDAA DTVALHINWG -
AIVKRVLELY PPGPLLVPHE
ERFIAGDIDF RGHHYEFPIPF
KEGAGITIRK VNPVELIITP

56

CTTTGTAGGA
AAAACTTCCA
TTTTCACTTC
TGATAAATAC
CAGTTACGAA
AGCTTTTCTT
CGGACCTTAC
TCTCGARARA
CRACTCGARATT
TTTTGGTCTG
ACAAGTGGAR
ATTATGGGAT
GGCARTGAAR
TATTAATARA
TGTGGTGCTT
CATTARAGCA
AAATTGGGGA
GATAGACACA
ATACCTCCAA
ACCACATGAR
ATTATTCGCA

GTTCGATCCA -GAGAGATTCA

TATCCCATTT
ACRCCTAACA
CTTGGATATG

AATAACGCCT

CTAGTAARCCT
AAACCCTTAC
AATAACGACG
GGCCCCGTTT
GCTATAAAAG
TACGGCGAAT -
TGGCGAAAAA
TTCARACAAG
AATGGAAATT
ATCGTGAARA
AGATTTAAGA
GCATTTCCAM
AGGACATTTA
AGAGRAAAAR

TCATTGTTTA ATACTCCTAG ATAGATGGGT

KPLLPRIPGC WPVIGHLFHF NNDGDDRPLA
AIKDCFETND AIFSNRPAFL YGEYLGYNNT
FRKQVRFTRIQ TSIKNLYTRI NGNSSTIRLT
RPKNAFKDFM VLSMEFVLWD AFPIPLFKWV
REKMEVGAEG NEQDFIDVVL SKLSKEYLDE
MTLLINNQNA -LMRAQEEIDT -KVGKYRWVEE
YVKDCVVSGY HIPRGTRLFA NVMKLQRDPR
GSGRRSCPGM TYALQVEHLT MAHLIQGFNY

RLAPELY



ES 2534203 T3
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ES 2534203 T3

: Clonacion de Fragmentos de ADNc de Citocromo p450 por PCR

FG. 1§
_GRRXCP(A/G) |
, , I ._
{terminalN__ W W teminalC | -AAA
R t -

DM FXPERF-for STIYIICCIGARMGITTY-3* - SEQID NO:2255
DM4 GRRX CP(A/G-for 5'-GGIMGIMGINITGYCCIGS-»*  SEQID NO:2256
DMI1z FKPERF-for §'-TTYAARCCTGAGAGATT-3' '~ ~ SEQIDNO:2257 |
DM13 PERFL-for §'-CCAGARAGATTCITG-3* ~  SEQIDNO:2258
DM17 GRRMCPfor 5-GGRMGRMGRATGTGYCC-3'  SEQID NO:2259 -
OLIGO &(T) : ' S TTTTITIITITIITITIINS' SEQ ID NO:2260
Ry . “ATTATGCTGAGTGATATCCC3* SEQ ID NO:2261

SP§ - ) o . 5-ATTTAGGTGACACTATAGS’ = SEQ IDNO:2262

Y= Descellnosina; Y= C, T; M= AGR=AGS=CGN=ATCO

58
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