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

La presente invencion se refiere a enzimas citocromo p450 (en lo sucesivo, p450 y enzimas p450), en plantas de
Nicotiana, en particular con plantas de tabaco que tienen una mutacion en un gen enddgeno para nicotina
desmetilasa, con tabaco curado elaborado a partir de dichas plantas, y un método para reducir la expresién de
nicotina desmetilasa en una planta de tabaco, como se define en las reivindicaciones.

Antecedentes

Durante la maduracién o curado del tabaco se altera la expresion de diversos genes. Tales genes pueden afectar las
rutas metabdlicas implicadas en la formacién de numerosos metabolitos secundarios, incluyendo terpenoides,
polifenoles, y alcaloides que afectan a rasgos de calidad del producto final. Por ejemplo, la bioconversion de la
nicotina para formar nornicotina durante la senescencia de la planta y en la fase de curado de la hoja o poscosecha,
se produce en muchas especies de Nicotiana. La nicotina es la principal fuente de nornicotina. El alcaloide
nornicotina, es un sustrato para la nitrosacion mediada por microbios para formar la nitrosamina especifica del
tabaco (TSNA) N'-nitrosonornicotina (NNN) durante el curado de la hoja o el almacenamiento y procesamiento
posterior de la hoja.

Los genes expresados durante la maduracion o el curado del tabaco pueden ser genes constitutivamente
expresados, inducidos por etileno o relacionados con la senescencia, por ejemplo, los genes que codifican un
citocromo p450. Los citocromos p450, por ejemplo, catalizan reacciones enzimaticas para una amplia gama de
sustratos quimicamente diferentes que incluyen al metabolismo oxidativo, peroxidativo, y reductivo 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 hemo-tiolato p450, por lo general actian como oxidasas terminales en las
cadenas de transferencia de electrones de multiples componentes, llamados sistemas monooxigenasa que
contienen p450. Las reacciones especificas catalizadas por estos sistemas enzimaticos incluyen desmetilacion,
hidroxilacién, epoxidacion, N-oxidacién, sulfooxidacion, N, S, y O-desalquilaciones, desulfatacion, desaminacion y
reduccion de grupos azo, nitro, y N-6xido.

Los diversos papeles de las enzimas p450 de la planta de Nicotiana han sido implicados en la realizaciéon de una
variedad de metabolitos vegetales tales como fenilpropanoides, alcaloides, terpenoides, lipidos, glicosidos
cianogénicos, glucosinolatos, y una serie de otras entidades quimicas. Algunas enzimas p450 pueden afectar la
composicion de metabolitos de las plantas. Por ejemplo, se ha deseado durante mucho tiempo mejorar el sabor y el
aroma de ciertas plantas alterando un perfil de la planta de acidos grasos seleccionados a través de
fitomejoramiento; sin embargo, muy poco se sabe acerca de los mecanismos que intervienen en el control de los
niveles de estos constituyentes de la hoja. La subregulacién o sobrerregulacion de las enzimas p450 asociadas con
la modificacion de los acidos grasos puede facilitar la acumulaciéon de acidos grasos deseados que proporcionan
cualidades fenotipicas mas preferidas de la hoja.

La funcién de las enzimas p450 y su gran cantidad de funciones en componentes de las plantas aun estan por
descubrirse. Por ejemplo, se encontré que una clase especial de enzimas p450 cataliza la descomposicién de acidos
grasos en aldehidos y B-alcoholes volatiles C6 y C9 que son los principales contribuyentes del olor “verde fresco” de
frutas y verduras. El nivel de otras p450 novedosas especificas puede ser alterado para mejorar las cualidades de
los constituyentes de la hoja mediante la modificacion de la composicion de lipidos y metabolitos de degradacion
relacionados en la hoja de Nicotiana. Varios de estos constituyentes en la hoja se ven afectados por la senescencia
que estimula la maduracién de las propiedades de calidad de la hoja. Sin embargo, otros informes han demostrado
que las enzimas p450 juegan un papel funcional en la alteracion de los acidos grasos que estan involucrados en las
interacciones planta-patégeno y de resistencia a las enfermedades.

La gran multiplicidad de formas de la enzima p450, sus diferentes estructuras y funciones han hecho muy dificil su
investigacion sobre enzimas p450 de Nicotiana antes de la presente invencion. Ademas, la clonacién de enzimas
p450 se ha visto obstaculizada por lo menos en parte debido a que estas proteinas localizadas en la membrana
estan tipicamente presentes en baja cantidad y, a menudo son inestables durante la purificacion. Por lo tanto, existe
la necesidad para la identificacion de enzimas p450 en plantas y las secuencias de acido nucleico asociadas con
esas enzimas p450. En particular, sélo se han reportado unas pocas proteinas citocromo p450 en Nicotiana. La
invencion descrita en la presente invencion implica el descubrimiento de las citocromo p450 y fragmentos de
citocromo p450 que corresponden a varios grupos de especies de p450 con base en su identidad de secuencia.

Ademas de las secuencias de p450, la presente invencién abarca el descubrimiento de otras secuencias
constitutivas y de etileno o inducidas por senescencia que abordan la necesidad de la regulacion de las rutas
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metabdlicas implicadas en la formacién de metabolitos secundarios que afectan la calidad de un producto de tabaco.
Estas secuencias también son utiles en el desarrollo de germoplasmas de plantas que tienen caracteristicas
deseables para uso en programas de fitomejoramiento para desarrollar germoplasmas mas deseables, y
especialmente de germoplasmas que no son del tipo OGM (organismo genéticamente modificado).

Resumen de la invencion

Los presentes inventores han identificado y caracterizado secuencias constitutivas, y de etileno e inducidas por
senescencia, incluyendo un clon genémico de nicotina desmetilasa, del tabaco. También se describe aqui el uso de
estas secuencias en los métodos de fitomejoramiento y en los 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 en relacién con una planta de control.

En aspectos relacionados la invencién presenta una planta de tabaco como se define en las reivindicaciones. En aun
un aspecto relacionado adicional, la descripcion presenta un cultivo de tejido de células de tabaco que pueden ser
regeneradas obtenidas a partir de cualquiera de las plantas engendradas o producidas de acurdo con los métodos
descritos aqui. Tales cultivos de tejidos regeneran plantas de tabaco capaces de expresar todas las caracteristicas
fisiolégicas y morfologicas de la planta de tabaco que tiene una variante de la expresion del gen para nicotina
desmetilasa o un atributo modificado. Ejemplos de células que pueden ser regeneradas son embriones, células
meristematicas, semillas, polen, hojas, raices, puntas de las raices o flores o son protoplastos o callos derivados de
los mismos.

En aspectos aun relacionados, la descripcidon presenta un método para la produccion de un producto de tabaco que
implica: (a) proporcionar una planta de tabaco producida de acuerdo con cualquiera de los métodos de
fitomejoramiento antes mencionados; y (b) la preparacion de un producto de tabaco a partir de la planta de tabaco.
Los ejemplos de productos de tabaco incluyen hojas o tallos o ambos; un producto de tabaco sin humo; un tabaco
himedo o seco; tabacos para mascar; cigarrillos; cigarros; cigarritos; tabacos de pipa; o bidis.

Un aspecto adicional presenta un método para reducir la expresion o la actividad enzimatica de un polipéptido del
tabaco constitutivo, o inducido por etileno o inducido por senescencia en una célula vegetal. Este método implica
reducir el nivel o la actividad enzimatica de un polipéptido endégeno del tabaco constitutivo, o inducido por etileno o
por senescencia en la célula vegetal. En una realizacién deseable, el polipéptido del tabaco es un p450. En otras
realizaciones deseables, la célula vegetal es de una especie de Nicotiana.

Un aspecto adicional presenta una molécula aislada 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 nucleétidos del primer aspecto es sustancialmente idéntica a una secuencia de nucleétidos que
codifica una nicotina desmetilasa de tabaco, tal como la nicotina desmetilasa de tabaco que contiene una secuencia
de nucledtidos que es al menos 70% idéntica a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 5,
0 que contiene los nucledtidos 2010 - 2949 y/o 3947 - 4562 de la SEQ ID NO: 4, o que contiene la secuencia de la
SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 5. La molécula aislada de acido nucleico, por ejemplo, esta operativamente enlazada
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 estd contenido en una célula, por ejemplo, una célula vegetal.
Deseablemente, la célula vegetal, tal como una célula de una planta de tabaco, esta incluida en una planta. La
invencion también presenta una semilla, por ejemplo, una semilla de tabaco, de una planta que contiene el vector de
expresion, donde la semilla incluye una molécula aislada de acido nucleico que hibrida bajo condiciones rigurosas
con la secuencia de la SEQ ID NO: 4 operativamente enlazada a una secuencia heteréloga del promotor. Ademas,
la invencién presenta una planta derivada de una semilla germinada que contiene el vector de expresion, una hoja,
ya sea verde o curada, de la planta, y un articulo de fabricacion elaborado a partir de la hoja.

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

En otro aspecto, la invencién presenta una molécula aislada de acido nucleico que contiene un promotor que hibrida
bajo condiciones rigurosas con la secuencia de la SEQ ID NO: 8, o un fragmento de la misma que dirige la
transcripcion. Deseablemente, el promotor (i) se induce tras el tratamiento con etileno o durante la senescencia; y (ii)
incluye (a) los pares de bases 1-2009 de la SEQ ID NO: 4, o (b) al menos 200 pares de bases consecutivas
idénticas a 200 pares de bases consecutivos de la secuencia definida por los pares de bases 1-2009 de la SEQ ID
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NO : 4, o (c) una porcidn de nucleétidos de 20 pares de bases idéntica en secuencia a una porciéon de 20 pares de
bases consecutivas de la secuencia expuesta en los pares de bases 1-2009 de la SEQ ID NO: 4.

Un aspecto adicional de la invencidn presenta un promotor aislado de acido nucleico que contiene una secuencia de
nucleotidos que tiene 50% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de la SEQ ID NO: 8. Deseablemente,
este promotor aislado de acido nucleico es inducido después de tratamiento con etileno o durante la senescencia vy,
por ejemplo, incluye la secuencia de la SEQ ID NO: 8. Alternativamente, el promotor puede incluir un fragmento que
puede ser obtenido a partir de la SEQ ID NO: 8, en donde el fragmento dirige la transcripcién de un gen heterdlogo o
reduce o altera la actividad enzimatica de la nicotina desmetilasa (por ejemplo, silencia la expresion génica). En una
realizacion deseable la secuencia del promotor esta operativamente enlazada a una secuencia heteréloga de acido
nucleico, y puede, por ejemplo estar contenido en un vector de expresion. En otras realizaciones deseables, el
vector de expresion esta contenido en una célula, por ejemplo, una célula vegetal. Deseablemente, la célula vegetal,
tal como una célula de una planta de tabaco, esta incluida en una planta. En otra realizacion deseable, la invencién
presenta una semilla, por ejemplo, una semilla de tabaco, de una planta que contiene el vector de expresion, donde
la semilla incluye una molécula aislada de acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia
de la SEQ ID NO: 8 operativamente enlazada a una secuencia heter6loga de acido nucleico. Ademas, la invencion
presenta una planta derivada de una semilla germinada que contiene el promotor de este aspecto, una hoja, ya sea
verde o curada, de la planta, y un articulo de fabricacién elaborado a partir de la hoja.

En otro aspecto, la invencion 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 la SEQ ID NO: 8 o un fragmento que puede ser obtenido a partir de la SEQ ID NO: 8 operativamente
enlazado a una secuencia heteréloga de acido nucleico y (ii) expresar el vector en la planta de tabaco. En una
realizacién 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 deseable, la invencidén presenta una molécula aislada de acido nucleico que contiene un
intron que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de la 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 un marcador molecular para identificar las secuencias de acido nucleico de la nicotina
desmetilasa. En una realizacién deseable, el intron incluye (a) los pares de bases 2950 - 3946 de la SEQ ID NO: 4, o
(b) al menos 200 pares de bases consecutivas idénticas a 200 pares de bases consecutivas de la secuencia definida
por los pares de bases 2950 - 3946 de la SEQ ID NO: 4, o (c) una porcién de nucleétidos de 20 pares de bases
idéntica en secuencia a una porcion de 20 pares de bases consecutivas de la secuencia expuesta en los pares de
bases 2950-3946 de la SEQ ID NO: 4.

Otro aspecto deseable de la invencion presenta un intrén aislado de acido nucleico que incluye una secuencia de
nucledtidos que tiene 50% o mas de identidad de secuencia con la secuencia de la 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 expresioén
génica) o puede servir como un marcador molecular para identificar secuencias de acido nucleico de la nicotina
desmetilasa. El silenciamiento de la expresién génica, por ejemplo, implica la recombinacion homaéloga (por ejemplo,
usando la secuencia de la SEQ ID NO: 188, o un fragmento de la misma) o una mutacién que resulta en un producto
génico que no tiene actividad de nicotina desmetilasa. En particular, el intron puede incluir la secuencia de la SEQ ID
NO: 7 o un fragmento que puede ser obtenido a partir de la SEQ ID NO: 7. Deseablemente, una molécula aislada de
acido nucleico que incluye un intron esta operativamente enlazada a una secuencia heteréloga de acido nucleico y
esta secuencia deseablemente esta incluida en un vector de expresion. En otra realizacién, el vector de expresion
esta contenido en una célula, tal como una célula vegetal. En particular, la célula puede ser una célula de tabaco.
Una planta, por ejemplo, una planta de tabaco, incluyendo una planta con una célula vegetal que contiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 7 o un fragmento que puede ser obtenido a partir de la SEQ ID NO: 7 operativamente
enlazado a una secuencia heteréloga de acido nucleico en un vector de expresién es otra realizacién deseable.
Ademas, una semilla, por ejemplo, una semilla de tabaco, de una planta, en donde la semilla contiene un intréon que
hibrida bajo condiciones rigurosas con la SEQ ID NO: 7 operativamente enlazada a una secuencia heteréloga de
acido nucleico es también deseable. Ademas, la invencion presenta una planta derivada de la semilla germinada que
contiene el intrén de este aspecto, una hoja, ya sea verde o curada, de la planta, y un articulo de fabricacién
elaborado a partir de la hoja verde o curada.

En aun otro aspecto, la invencion presenta un método para reducir la expresiéon 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 la SEQ ID NO: 7 o un fragmento que puede ser obtenido a partir de la SEQ ID NO: 7 operativamente
enlazado a una secuencia heteréloga de acido nucleico y (ii) expresar el vector en la planta de tabaco. En una
realizacién 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).
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En un aspecto adicional, la invencién presenta una molécula aislada de acido nucleico que contiene una region no
traducida que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de la 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 génica), o puede ser utilizada como un marcador para identificar las
secuencias de acido nucleico de la nicotina desmetilasa. En una realizacion deseable de este aspecto, la regién no
traducida incluye (a) los pares de bases 4563-6347 de la SEQ ID NO: 4, o (b) al menos 200 pares de bases
consecutivas idénticas a las 200 pares de bases consecutivas de la secuencia definida por los pares de bases 4563-
6347 de la SEQ ID NO: 4, o (c) una porcion de nucledtidos 20 pares de bases idéntica en secuencia a una porcion
de 20 pares de bases consecutivas de la secuencia expuesta en los pares de bases 4563-6347 de la SEQ ID NO: 4.

Un aspecto deseable adicional presenta una regién no traducida de acido nucleico aislado que contiene una
secuencia de nucledtidos que tiene 50% o mas identidad de secuencia con la secuencia de la SEQ ID NO: 9.
Deseablemente, la region no traducida incluye la secuencia de la SEQ ID NO: 9 o la region no traducida incluye un
fragmento que puede ser obtenido a partir de la SEQ ID NO: 9 que puede alterar el patrén de expresion de un gen,
reduce o altera la actividad enzimatica de la nicotina desmetilasa (por ejemplo, silencia la expresion génica), o puede
ser utilizado como un marcador para identificar secuencias de acido nucleico de nicotina desmetilasa. La regién no
traducida deseablemente esta operativamente enlazada a una secuencia heteréloga de acido nucleico y puede estar
contenida en un vector de expresion. Ademas, este vector de expresion esta contenido deseablemente en una
célula, tal como una célula vegetal, por ejemplo, una célula de tabaco. Otra realizacion deseable presenta una
planta, tal como una planta de tabaco, que incluye una célula vegetal que contiene un vector que incluye una
secuencia aislada de acido nucleico que tiene 50% o mas identidad de secuencia con la secuencia de la SEQ ID
NO: 9 y esta operativamente enlazada a una secuencia heteréloga de acido nucleico.

La invencion también presenta una semilla, por ejemplo, una semilla de tabaco, de una planta, donde la semilla
incluye una region no traducida que hibrida bajo condiciones rigurosas con la SEQ ID NO: 9 operativamente
enlazada a una secuencia heteréloga de acido nucleico. Ademas, la invencidn presenta una planta derivada de una
semilla germinada que contiene la regién no traducida de este aspecto de la invencion, una hoja, ya sea verde o
curada, de la planta, y un articulo de fabricacién elaborado a partir de la hoja verde o curada.

Ademas, la invencidn presenta un método para reducir la expresion o alterar la actividad enzimatica 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 una secuencia aislada de &cido nucleico que tiene 50% o mas identidad de secuencia con la
secuencia de la SEQ ID NO: 7 y esta operativamente enlazada a una secuencia heterdloga de &cido nucleico y (ii)
expresar el vector en la planta de tabaco. De manera deseable, la expresion de la nicotina desmetilasa es
silenciada. En otras realizaciones deseables el vector expresa ARN, por ejemplo, ARN antisentido o una molécula
de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi).

Otro aspecto presenta un vector de expresion que incluye una molécula de acido nucleico que contiene una
secuencia de nucledtidos que codifica una nicotina desmetilasa, donde el vector es capaz de dirigir la expresion de
la nicotina desmetilasa codificada por la molécula aislada de acido nucleico. Deseablemente, el vector incluye la
secuencia de la SEQ ID NO: 4.

En un aspecto adicional, la divulgacién presenta una planta de tabaco que tiene expresidon reducida de una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido, por ejemplo, una que incluye la secuencia de la SEQ ID
NO: 3, y que desmetila nicotina, donde la expresion reducida (o una reduccioén en la actividad enzimatica) reduce el
nivel de nornicotina en la planta en una realizacion deseable, la planta de tabaco es una planta transgénica, tal como
una que incluye un transgén que, cuando se expresa en la planta transgénica, silencia la expresion génica de una
nicotina desmetilasa endégena de tabaco.

En particular, la planta transgénica incluye deseablemente uno o mas de lo siguiente: un transgén que expresa una
molécula antisentido de una nicotina desmetilasa de tabaco o una molécula de ARN capaz de inducir ARN de
interferencia (ARNi); un transgén que, cuando se expresa en la planta transgénica, suprime conjuntamente la
expresion de una nicotina desmetilasa del tabaco; un transgén que codifica un producto génico dominante negativo,
por ejemplo, una forma mutada de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3; una mutacién puntual en un
gen que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3; una supresiéon en un gen que codifica una
nicotina desmetilasa del tabaco; y una insercién en un gen que codifica una nicotina desmetilasa del tabaco.

En otras realizaciones deseables, la expresién reducida de una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido se produce a nivel transcripcional, a nivel de la traduccién, o a nivel posterior a la traduccion.

Un aspecto adicional presenta un método para reducir la expresion de la nicotina desmetilasa de tabaco en una
planta o componente de una planta. Este método implica las etapas de: (a) introducir en células vegetales un
transgén que codifica nicotina desmetilasa de tabaco operativamente enlazada a un promotor funcional en las
células vegetales para producir células vegetales transformadas; y (b) regenerar una planta o componente de una
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planta a partir de la célula vegetal transformada, en donde la nicotina desmetilasa de tabaco es expresada en las
células de la planta o componentes de la planta, reduciendo de ese modo la expresién de la nicotina desmetilasa de
tabaco en una planta o componente de una planta. En realizaciones particulares de este aspecto, el transgén que
codifica la nicotina desmetilasa de tabaco es constitutivamente expresado o expresado en forma inducible, por
ejemplo, en una forma especifica del tejido, o especifica de la célula o especifica de un érgano. En otra realizacién
de este aspecto, la expresion del transgén suprime conjuntamente la expresion de nicotina desmetilasa endégena
de tabaco o cualquier otro polipéptido descrito en la presente invencion.

Un aspecto adicional de la invencion presenta otro método para reducir la expresion de la nicotina desmetilasa del
tabaco en una planta o componente de la planta tal como se define en las reivindicaciones. Este método incluye las
etapas de: (a) introducir en células vegetales un transgén que codifica una molécula de ARN capaz de inducir ARN
de interferencia (ARNi) operativamente enlazado a un promotor funcional en las células vegetales para producir
células vegetales transformadas; y (b) regenerar una planta o componente de una planta a partir de las células
vegetales transformadas, en donde la molécula antisentido o una molécula de ARN capaz de inducir ARN de
interferencia (ARNi) de la secuencia codificante de la nicotina desmetilasa de tabaco se expresa en las células de la
planta o el componente de la planta, reduciendo de este modo la expresién de la nicotina desmetilasa de tabaco en
una planta o componente de una planta. Deseablemente, la molécula de ARN capaz de inducir ARN de interferencia
(ARNi) de una nicotina desmetilasa de tabaco se expresa constitutivamente o se expresa de manera inducible, por
ejemplo en una forma especifica del tejido, especifica de la célula o especifica de un érgano.

Este método implica reducir el nivel de una nicotina desmetilasa endégena de tabaco, o su enzimatica actividad, en
la célula vegetal. Deseablemente, la célula vegetal es de una dicotiledonea, una planta solanacea, o una especie de
Nicotiana. En este aspecto, la reduccién del nivel de la nicotina desmetilasa enddgena de tabaco implica expresar un
transgén que codifica una molécula de ARN bicatenaria de una nicotina desmetilasa del tabaco en la célula vegetal
tal como se define en las reivindicaciones. Deseablemente, el ARN bicatenario es una secuencia de ARN
correspondiente a la secuencia de la SEQ ID NO: 4, o un fragmento de la misma.

En otras realizaciones deseables, la nicotina desmetilasa enddgena de tabaco incluye una mutacién puntual en un
gen que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones deseables la reduccion del
nivel de expresion de una nicotina desmetilasa endégena de tabaco implica una supresiéon en un gen que codifica
una nicotina desmetilasa de tabaco o implica una insercién en un gen que codifica una nicotina desmetilasa de
tabaco. La expresion reducida puede ocurrir a nivel transcripcional, a nivel de la traduccién, o a nivel
postraduccional.

Un aspecto adicional de la invencion presenta un tabaco curado elaborado a partir de una planta de tabaco o
componente de la planta como se define en las reivindicaciones, 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. Deseablemente, el componente de la planta es una hoja de tabaco o tallo de tabaco. En una
realizacién deseable, la nitrosamina es nornicotina, y el contenido de nornicotina deseablemente es inferiora 5 mg /
g,45mg/g,40mg/g,35mg/g, 3,0 mg/g, mas deseablemente inferiora2,5mg/g,2,0mg/g,1,5mg/g, 1,0
mg / g, mas deseablemente inferior a 750 ug / g, 500 pg / g, 250 pg / g, 100 pg / g, incluso mas deseablemente
inferiora 75 yg /9,50 yg/g9,25pug /9,10 g /9,70 g /g, 50 ug/ g, 4,0 ug/ g, e incluso mas deseablemente
inferiora 2,0 pg/9,1,0pg/9,05pg/9,04p9/9,02pg/g,0,1pug/g,0,05ug/g,o00,01pug/go endonde el
porcentaje de alcaloides secundarios con respecto al contenido total de alcaloides alli es inferior a 90%, 70%, 50%,
30%, 10%, deseablemente inferior a 5%, 4%, 3%, 2%, 1,5%, 1%, y mas deseablemente inferior a 0,75%, 0,5%,
0,25%, o 0,1%. En otra realizaciéon deseable, la nitrosamina es N'-nitrosonornicotina (NNN), y el contenido de N'-
NNN deseablemente es inferiora5mg/g,4,5mg/g,40mg/g, 3,5mg/g, 3,0 mg/g, mas deseablemente inferior
a25mg/g,20mg/g,1,5mg/g,1,0mg/g, mas deseablemente inferior a 750 ug / g, 500 pg / g, 250 ug / g, 100
Mg / g, incluso mas deseablemente inferiora 75 ug/ g, 50 ug/g,25ug/g9,10pug/g9,7,0ug/g9,50pg/g, 4,0 ug/ g,
e incluso més deseablemente inferiora 2,0 yg/g,1,0pug/9,05pu9/9,0,4p9/9,0,2pg/g,0,1pg/g,005pg/g,
o0 0,01 yg / g o en donde el porcentaje de alcaloides secundarios con respecto al contenido total de alcaloides
contenidos alli es inferior a 90%, 70%, 50%, 30%, 10%, deseablemente inferior a 5%, 4%, 3%, 2%, 1,5%, 1%, y mas
deseablemente inferior a 0,75%, 0,5% , 0,25%, o0 0,1%. En realizaciones adicionales deseables de este aspecto de
la invencidn, la planta de tabaco curada o componente de la planta es un tabaco negro, tabaco Burley, tabaco
curado al humo, Virginia, tabaco curado al aire, o tabaco oriental.

Deseablemente, la expresion de un gen enddégeno para nicotina desmetilasa, o de cualquier otra secuencia de acido
nucleico descrita en la presente invencion, en la planta de tabaco curada o componente de la planta es silenciada.

Otro aspecto de la invencion presenta un producto de tabaco que contiene una planta de tabaco curado o
componente de la planta que incluye (i) expresién reducida de una nicotina desmetilasa o cualquier otro polipéptido
descrito aqui, o (ii) una nicotina desmetilasa u otro polipéptido descrito en la presente invencién que tiene actividad
alterada, y una cantidad reducida de una nitrosamina. Deseablemente, el producto de tabaco es tabaco sin humo,
tabaco humedo o seco, tabacos de mascar, cigarrillos, cigarros, cigarritos, tabacos de pipa, o bidis. En particular, el

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2535643 T3

producto de tabaco de este aspecto puede contener tabaco negro, tabaco molido, o incluir un componente
aromatizante.

La descripcion también incluye un método de fabricacion de 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 implica proporcionar una planta de tabaco curado o componente de la planta 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 preparar el producto de tabaco a partir de la planta de tabaco curado o
componente de la planta.

Definiciones

“Actividad enzimatica” se entiende que incluye pero no se limita a desmetilacién, hidroxilacién, epoxidacién, N-
oxidacion, sulfooxidacion, N, S, y O-desalquilaciones, desulfatacion, desaminaciéon y reduccion de azo, nitro, N-
oxido, y otros de tales grupos quimicos enzimaticamente reactivos. Actividad enzimatica alterada se refiere a una
disminucion de la actividad enzimatica (por ejemplo, de una nicotina desmetilasa de tabaco) en al menos un 10-20%,
preferiblemente en al menos 25-50%, y mas preferiblemente en al menos 55-95% o mayor en relaciéon con la
actividad de una enzima de control (por ejemplo, nicotina desmetilasa de tabaco de una planta de tabaco de tipo
silvestre). La actividad de una enzima, tal como una nicotina desmetilasa puede analizarse utilizando métodos
convencionales en la técnica, por ejemplo, usando los analisis de microsomas de levadura descritos en este
documento.

El término “acido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétido o ribonucleétido ya sea en forma
monocatenaria o bicatenaria, o sentido o antisentido, y a menos que se limite de otra forma, abarca analogos
conocidos de nucledtidos naturales que hibridan con acidos nucleicos de una manera similar a los nucleétidos de
origen natural. A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acido nucleico incluye la secuencia
complementaria de la misma. Los términos “operativamente enlazado”, “en combinacién operable,” y “en orden
operable” se refiere al enlace funcional entre una secuencia de control de expresion del acido nucleico (tal como un
promotor, secuencia sefial, 0 matriz de sitios de enlazamiento del factor de transcripcién) y una segunda secuencia
de acido nucleico, donde la secuencia de control de la expresién afecta la transcripcién y / o traduccién del acido
nucleico correspondiente a la segunda secuencia. Deseablemente, una secuencia de acido nucleico operativamente
enlazada 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 usa con referencia a una célula indica que la célula replica un acido nucleico
heterologo, expresa el acido nucleico o expresa un péptido, péptido heterdlogo, o proteina codificada por un acido
nucleico heterdlogo. Las células recombinantes pueden expresar genes o fragmentos de genes, ya sea en forma
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
que se encuentran en la forma nativa de la célula, pero en donde los genes se modifican y se reintroducen en la
célula por medios artificiales.

Un “gen estructural” es aquella porcion de un gen que comprende un segmento de ADN que codifica una proteina,
polipéptido o una porcién de los mismos, y excluyendo, por ejemplo, la secuencia 5' que dirige el inicio de la
transcripcion o la 3'UTR. El gen estructural puede codificar alternativamente un producto no traducible. El gen
estructural puede ser uno que se encuentra normalmente en la célula o uno que no se encuentra normalmente en la
célula o localizacion celular en la que se introduce, en cuyo caso se denomina un “gen heterélogo”. Un gen
heterologo puede derivarse en su totalidad o en parte de cualquier fuente conocida en la técnica, incluyendo un
genoma bacteriano o ADN de episoma, eucariota, nuclear o de plasmido, ADNc, ADN viral o ADN sintetizado
quimicamente. Un gen estructural puede contener una o mas modificaciones que podrian afectar la actividad
biolégica o sus caracteristicas, la actividad biolégica o la estructura quimica del producto de expresion, la tasa de
expresion o la forma de control de la expresién. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, mutaciones,
inserciones, supresiones y sustituciones de uno o mas nucledétidos.

El gen estructural puede constituir una secuencia de codificacion ininterrumpida o puede incluir uno o mas intrones,
delimitados por las uniones de empalme apropiadas. El gen estructural puede ser traducible o no traducible,
incluyendo una molécula antisentido o de ARN capaz de inducir ARN de interferencia (ARNi). El gen estructural
puede ser un compuesto de segmentos derivados de una pluralidad de fuentes y de una pluralidad de secuencias
génicas (de origen natural o sintético, donde sintético se refiere a ADN que se sintetiza quimicamente).

Un “exén” como se usa en la presente invencion en referencia a una secuencia de &cido nucleico se entiende como
una porcién de la secuencia de acido nucleico de un gen, en donde la secuencia de acido nucleico del exén codifica
al menos un aminoacido del producto del gen. Un exén es tipicamente adyacente a un segmento de ADN no
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codificante, tal como un intrén.

Un “intrén” como se usa en la presente invencion en referencia a una secuencia de acido nucleico se entiende como
una regién no codificante de un gen que esta flanqueado por las regiones de codificacion. Un intron es tipicamente
una region no codificante de un gen que se transcribe en una molécula de ARN pero luego es escindida por
empalme de ARN durante la produccion del ARN mensajero u otro ARN estructural funcional.

Un “3'UTR” como se usa en la presente invencion en referencia a una secuencia de acido nucleico se entiende como
una secuencia de acido nucleico no codificante proximal a un codén de parada de un exon.

“Derivado de” se usa para significar tomado, obtenido, recibido, trazado, replicado o descendiente de una fuente
(quimica y / o biolégica). Un derivado puede ser producido por manipulaciéon quimica o biolégica (incluyendo, pero
no limitado a, sustitucion, adicidn, insercion, supresién, extraccion, aislamiento, mutacion y replicacion) de la fuente
original.

“Quimicamente sintetizado”, en relacién con una secuencia de ADN, significa que se ensamblaron porciones de los
nucleoétidos componentes in vitro. La sintesis quimica manual de ADN puede realizarse utilizando procedimientos
bien establecidos (Caruthers, Methodology of DNA and RNA Sequencing, (1983), Weissman (ed), Praeger
Publishers, Nueva York, Capitulo 1.); la sintesis quimica automatizada puede llevarse a cabo utilizando una de una
serie de maquinas comercialmente disponibles.

La alineaciéon 6ptima de secuencias para comparacion puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineacién de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda del método de similitud de
Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 85: 2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccion.

La herramienta de busqueda de alineacion local basica del Centro Nacional para Informacién Bioldgica (BLAST)
(Altschul et al., 1990) esta disponible a partir de varias fuentes, incluyendo el Centro Nacional de Informacion
Biolégica (NCBI, Bethesda, Md.) y en la Internet, para uso en conexién con los programas de analisis de secuencias
blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Se puede acceder a través de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Una
descripcion de como determinar la identidad de secuencia usando este programa esta disponible en
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/blast help.html.

Los términos “identidad sustancial de aminoacidos” o “identidad sustancial de secuencias de aminoacidos” como se
aplica a las secuencias de aminoacidos y como se usa aqui denotan una caracteristica de un polipéptido, en donde
el péptido comprende una secuencia que tiene al menos 70 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente 80
por ciento de identidad de secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente 90 por ciento de identidad de secuencia
de aminoacidos, y lo mas preferible al menos 99 a 100 por ciento de identidad de secuencia en comparacion con la
secuencia de la proteina mostrada en las figuras 10 - 17. Deseablemente, para una nicotina desmetilasa, la
comparacion de secuencias se compara deseablemente para una region después del motivo del citocromo p450
GXRXCX(G/A) (SEQ ID NO: 2265) para el codén de parada del péptido traducido.

Los términos “identidad sustancial de acidos nucleicos” o “identidad sustancial de secuencia de acidos nucleicos” tal
como se aplica a secuencias de acidos nucleicos y como se utiliza aqui denota una caracteristica de una secuencia
de polinucledtidos, 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 preferentemente 81 o 91 por ciento de
identidad de secuencia de acidos nucleicos, y mas preferiblemente al menos 95, 99 o incluso 100 por ciento de
identidad de secuencia en comparacion con un grupo de referencia sobre la regidon correspondiente al primer acido
nucleico después de la regién que codifica al motivo del citocromo p450 GXRXCX (G/A) (SEQ ID NO: 2265) para el
codoén de parada del péptido traducido.

Otra indicacion de que las secuencias de nucleétidos son sustancialmente idénticas es si dos moléculas hibridan
entre si bajo condiciones rigurosas. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en
diferentes circunstancias. Generalmente, se seleccionan las condiciones rigurosas para que sean aproximadamente
de 5 °C hasta aproximadamente 20 °C, usualmente de aproximadamente 10 °C hasta aproximadamente 15 °C,
inferiores al punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. El Tm es
la temperatura (bajo una fuerza iénica y pH definidos) a la que 50% de la secuencia objetivo hibrida con una sonda
emparejada. Tipicamente, condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracion de sal es
aproximadamente 0,02 molar a pH 7 y la temperatura es al menos aproximadamente 60 °C. Por ejemplo, en un
procedimiento de hibridacion estandar tipo Southern, las condiciones rigurosas incluirdn un lavado inicial en 6 x SSC
a 42 °C seguido por uno o mas lavados en 0,2 x SSC a una temperatura de al menos aproximadamente 55 °C,
tipicamente de aproximadamente 60 °C, y a menudo aproximadamente 65 °C.
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Las secuencias de nucledtidos también son sustancialmente idénticas para los propdsitos de esta invencidon cuando
dichas secuencias de nucledtidos codifican polipéptidos y/o proteinas que son sustancialmente idénticos. Asi pues,
cuando una secuencia de acido nucleico codifica esencialmente el mismo polipéptido como una segunda secuencia
de acido nucleico, las dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas, incluso si no se hibridan bajo
condiciones rigurosas debido a la degeneracion permitida por el codigo genético (véase, Darnell et al. (1990)
Molecular Cell Biology, segunda edicion Scientific American Books W.H. Freeman and Company Nueva York para
una explicacién de la degeneracion del coddn y el codigo genético). La pureza u homogeneidad de la proteina
pueden ser indicadas por una cantidad de medios bien conocidos en la técnica, tales como electroforesis en gel de
poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido por la visualizacién después de la coloraciéon. Para ciertos fines
puede ser necesaria alta resolucion y se pueden utilizar HPLC o un medio similar para la purificacion.

Por un anticuerpo que “enlaza especificamente” o “especificamente reconoce” un polipéptido particular, tal como una
nicotina desmetilasa de tabaco, se entiende un aumento de la afinidad del anticuerpo por el polipéptido en relacion
con 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, las Figuras 3 y
4, o las Figuras 10 a 17. Por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza especificamente a una nicotina desmetilasa de
tabaco que contiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 tiene deseablemente una afinidad por su
antigeno que es al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 30 veces, o 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 cualquier cantidad de métodos
convencionales en la técnica, por ejemplo, andlisis tipo Western, ELISA, o co-inmunoprecipitacion. Los anticuerpos
que enlazan especificamente un polipéptido, por ejemplo, una nicotina desmetilasa, también son Uutiles para purificar
el polipéptido.

Tal como se utiliza aqui, el término “vector” se usa en referencia con moléculas de acido nucleico que transfieren un
segmento(s) de ADN en una célula. Un vector puede actuar para replicar el ADN y puede reproducirse
independientemente en una célula huésped. El término “vehiculo” a veces se utiliza como sinénimo de “vector”. El
término “vector de expresion” tal como se utiliza aqui se refiere a una molécula de ADN recombinante que contiene
una secuencia de codificacion deseada y secuencias apropiadas de acido nucleico necesarias para la expresion de
la secuencia de codificacion operativamente enlazada en un organismo huésped particular. Las secuencias
necesarias de acido nucleico para la expresion en procariotas incluyen generalmente un promotor, un operador
(opcional) y un sitio de enlazamiento al ribosoma, a menudo junto con otras secuencias. Deseablemente, el
promotor incluye la secuencia de la SEQ ID NO: 8, o un fragmento de la misma que dirige la transcripcion. 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 dirige la transcripcion. Se sabe que las células
eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefiales de terminacion y de poliadenilacién, tal como la secuencia
3'UTR de la SEQ ID NO: 9. En algunos casos, se ha observado que los vectores de expresién de una planta
requieren la presencia de intrones derivados de la planta, tales como el intron que tiene la secuencia de la SEQ ID
NO: 7, para tener una expresion estable. Como tal, la secuencia de la SEQ ID NO: 7, o cualquier otro intrén que
tenga una unién apropiada de empalme de ARN se pueden usar como se describe adicionalmente en la presente
invencion. Vectores deseables incluyen secuencias de acido nucleico mostradas en las Figuras 1,3a 7,010 a 17.

Para el propésito de la regeneracion de plantas completas modificadas genéticamente con raices, se puede insertar
un acido nucleico en células vegetales, por ejemplo, por cualquier técnica, tal como la inoculacién in vivo o por
cualquiera de las técnicas conocidas de cultivo de tejido in vitro para producir células vegetales transformadas que
puedan ser regeneradas en plantas completas. Asi, por ejemplo, la insercién en células vegetales puede ser por
inoculacion in vitro mediante A. tumefaciens patdgeno o no patégeno. También se pueden emplear otras técnicas de
cultivo de tejidos.

“Tejido de la planta”, “componente de la planta” o “célula vegetal” incluye tejidos de plantas diferenciados y no
diferenciados, incluyendo, pero no limitado a, raices, brotes, hojas, polen, semillas, tejido tumoral y diversas formas
de células en cultivo, tales como células individuales, protoplastos, embriones y tejido de callo. El tejido de la planta
puede ser in planta o en un 6rgano, tejido o cultivo celular.

“Célula vegetal” como se usa en este documento incluye células vegetales in planta y células vegetales y
protoplastos en cultivo. “ADNc” o “ADN complementario” generalmente se refiere a una molécula de ADN
monocatenario con una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una molécula de ARN no procesado que
contiene un intron, o un ARNm procesado que carecen de intrones. El ADNc se forma por la accién de la enzima
transcriptasa inversa en una plantilla de ARN.

“Tabaco” como se usa en este documento incluye tabaco curado al humo, Virginia, Burley, oscuro, Oriental, y otros
tipos de plantas dentro del género Nicotiana. La semilla del género Nicotiana esta facilmente disponible
comercialmente en forma de Nicotiana tabacum.
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Los “articulos de fabricacion” o “productos del tabaco” incluyen productos tales como tabaco humedo y seco,
tabacos de mascar, cigarrillos, cigarros, cigarritos, tabacos de pipa, bidis, y los productos similares derivados del
tabaco.

Por “silenciamiento génico” se entiende una disminucion en el nivel de expresién génica (por ejemplo, la expresion
de un gen que codifica una nicotina desmetilasa de tabaco) en al menos un 30-50%, preferiblemente en al menos el
50-80%, y mas preferiblemente en al menos 80-95% o mas con respecto al nivel en una planta de control (por
ejemplo, una planta de tabaco de tipo silvestre). La reduccién de dichos niveles de expresion puede llevarse a cabo
mediante el empleo de métodos convencionales que son conocidos en la técnica, incluyendo, sin limitacion, ARN de
interferencia, triple hebra de interferencia, ribozimas, recombinacion homadloga, silenciamiento génico inducido por
virus, tecnologias antisentido y de cosupresion, expresion de un producto del gen negativo dominante, o a través de
la generacion de genes mutados usando técnicas de mutagénesis estandar, tales como las descritas en la presente
invencion. Los niveles de un polipéptido o transcripto de nicotina desmetilasa de tabaco, o ambos, se controlan de
acuerdo con cualquier técnica estandar, incluyendo, pero sin limitarse a, transferencia tipo Northern, proteccion de
RNasa, o inmunotransferencia.

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 - 17. Los ejemplos de fragmentos deseables son los aminoacidos 1 a 313 de la secuencia de
la SEQ ID NO: 3 y los aminoacidos 314 a 517 de la secuencia de la SEQ ID NO: 3, asi como la secuencia de las
SEQ ID NOS: 2 y 63. Ademas, con respecto a un fragmento o porciéon de una secuencia de acido nucleico, los
fragmentos deseables incluyen al menos 100, 250, 500, 750, 1000, o 1500 acidos nucleicos contiguos de cualquiera
de las secuencias de acido nucleico mostrada en las Figuras 1, 3 a 7, y 10 - 17. Los ejemplos de fragmentos
deseables son los acidos nucleicos 1 - 2009, 2010 - 2949, 2950 - 3946, 3947 - 4562, 4563 - 6347,y 4731 - 6347 de
la secuencia de la SEQ ID NO: 4.

Por un “polipéptido sustancialmente puro” se entiende un polipéptido que ha sido separado de la mayoria de
componentes que lo acompanan de forma natural; sin embargo, también se considera que otras proteinas que se
encuentran en la fraccion microsomal asociadas con una preparacion que tiene una actividad enzimatica de al
menos 8,3 pKat / mg de proteina que son un polipéptido sustancialmente puro. Tipicamente, el polipéptido es
sustancialmente puro cuando esta al menos 60%, en peso, libre de las proteinas y moléculas organicas de origen
natural con las que se asocia naturalmente. Preferiblemente, la preparacion es al menos 75%, mas preferiblemente
al menos 90%, y lo mas preferible al menos 99%, en peso, el polipéptido deseable. Un polipéptido sustancialmente
puro puede ser obtenido, por ejemplo, por extraccion a partir de una fuente natural (por ejemplo, una célula de una
planta de tabaco); por expresion de un acido nucleico recombinante que codifica al polipéptido; o por sintesis
quimica de la proteina. La pureza se puede medir por cualquier método apropiado, por ejemplo, cromatografia en
columna, electroforesis en gel de poliacrilamida, o mediante analisis por HPLC.

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

Por “célula transformada” se entiende una célula en la que (o en un antepasado de la misma) se ha introducido, por
medio de técnicas de ADN recombinante, una molécula de ADN, por ejemplo, una molécula de ADN que codifica
una nicotina desmetilasa de tabaco o cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas en este documento
(por ejemplo, las secuencias de acido nucleico mostradas en las Figuras 1,3a 7,y 10 a 17.

Por un “nicotina desmetilasa de tabaco” o “nicotina desmetilasa” como se usa aqui, se entiende un polipéptido que
es sustancialmente idéntico a la secuencia de la SEQ ID NO: 3. De manera deseable, una nicotina desmetilasa de
tabaco es capaz de convertir nicotina (CioH1N2, también conocida como 3-(1-metil-2-pirrolidinil)piridina) en
nornicotina (CoH12N32). La actividad de una nicotina desmetilasa de tabaco puede ser analizada mediante métodos
convencionales en la técnica, tales como midiendo la desmetilacion de nicotina radioactiva mediante microsomas
expresados en levadura, tal como se describe en la presente invencion.

Segun lo previsto en la presente invencion, los términos “citocromo p450” y “p450” se utilizan indistintamente.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, los
dibujos, y las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es la secuencia de acido nucleico de D35-BG11 (SEQ ID NO: 1) y su producto de traduccion (SEQ ID
NO: 2).
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La Figura 2 es un diagrama esquematico de la estructura genédmica del gen para la nicotina desmetilasa de tabaco.

La Figura 3 es la secuencia gendmica de acido nucleico para la nicotina desmetilasa de tabaco (SEQ ID NO: 4) y su
producto de traduccion (SEQ ID NO: 3)

La Figura 4 es la secuencia de acido nucleico de la region codificante del gen para nicotina desmetilasa de tabaco
(SEQ ID NO: 5), y su producto de traduccion (SEQ ID NO: 6).

La Figura 5 es la secuencia de acido nucleico de un intron (SEQ ID NO: 7) presente en la secuencia genémica para
la nicotina desmetilasa de tabaco.

La Figura 6 es la secuencia de acido nucleico del promotor del gen para desmetilasa de tabaco (SEQ ID NO: 8).

La Figura 7 es la secuencia de acido nucleico de la 3'UTR del gen para nicotina desmetilasa de tabaco (SEQ ID NO:
9).

Figura 8 es una imagen de electroforesis que muestra productos de PCR de lineas de tabaco con el conjunto de
cebadores de longitud completa (“FL”) Geno.

La Figura 9 es una imagen de electroforesis que muestra productos de PCR de lineas de tabaco con conjuntos de
cebadores (1), (2), (3) y (4) como se indica en el Ejemplo 17. Los tamafos aproximados de las bandas son de 3.500
nucleétidos (nt) para la FL, 2600 nt para (1), 1400 nt para (2), 600 nt para (3) y 1400 nt para (4).

La Figura 10 es la secuencia de acido nucleico de D35-BG11 (SEQ ID NO: 62), y la secuencia de aminoacidos de
D35-BG1 (SEQ ID NO: 63), que es la traduccion de D35-BG11 (SEQ ID NO: 62 ).

La Figura 11 es la secuencia de acido nucleico de D120-AH4 (SEQ ID NO: 188), y la secuencia de aminoacidos de
D120-AH4 (SEQ ID NO: 189), que es la traduccion de D120-AH4 (SEQ ID NO: 188).

La Figura 12 es la secuencia de acido nucleico de D121-AA8 (SEQ ID NO: 190), y la secuencia de aminoacidos de
D121-AA8 (SEQ ID NO: 191), que es la traducciéon de D121-AA8 (SEQ ID NO: 190).

La Figura 13 es la secuencia de &cido nucleico de D122-AF10 (SEQ ID NO: 192), y la secuencia de aminoacidos de
D122-AF10 (SEQ ID NO: 193), que es la traduccién de D122-AF10 (SEQ ID NO: 192).

La Figura 14 es la secuencia de acido nucleico de D208-AC8 (SEQ ID NO: 226), y la secuencia de aminoacidos de
D208-AC8 (SEQ ID NO: 227), que es la traduccion de D208-AC8 (SEQ ID NO: 226).

La Figura 15 es la secuencia de acido nucleico de D103-AH3 (SEQ ID NO: 230), y la secuencia de aminoacidos de
D103-AH3 (SEQ ID NO: 231), que es la traduccion de D103-AH3 (SEQ ID NO: 230).

La Figura 16 es la secuencia de acido nucleico de D208-AD9 (SEQ ID NO: 232), y la secuencia de aminoacidos de
D208-AD9 (SEQ ID NO: 233), que es la traduccion de D208-AD9 (SEQ ID NO: 232).

La Figura 17 es la secuencia de acido nucleico de D235-AB1 (SEQ ID NO: 254), y la secuencia de aminoacidos de
D235-AB1 (SEQ ID NO: 255), que es la traduccion de D235-AB1 (SEQ ID NO: 254).

La Figura 18 es un conjunto de alineaciones de secuencias de aminoacidos que consisten de la alineacién de
secuencia 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); la alineacion de secuencia de D244-AD4 (SEQ ID NO: 2203), D244-AB6 (SEQ ID NO: 2204), D285-AA8
(SEQ ID NO: 2205), D285-AB9 (SEQ ID NO: 2206), y D268-AE2 (SEQ ID NO: 2207); y la alineacién de secuencia
de D-100A 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 del citocromo p450 por PCR. Los
cebadores utilizados para la clonacién estan 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 enumera las secuencias del conjunto de sondas (SEQ ID NO: 385 - (SEQ ID NO: 445)
de clones en el microarreglo GeneChip®.
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Descripcion detallada

Tradicionalmente, numerosas etapas estaban involucradas en el desarrollo de cualquier germoplasma vegetal
novedoso deseable. El fitomejoramiento de las plantas comienza con el analisis y definicién de los problemas y
debilidades del germoplasma presente, el establecimiento de los objetivos del programa, y la definicién de objetivos
especificos de fitomejoramiento. La siguiente etapa es la seleccion del germoplasma que posee los rasgos para
cumplir los objetivos del programa. El objetivo es combinar en una sola variedad una combinacion mejorada de
rasgos deseables del germoplasma progenitor. Los rasgos deseables incluyen, por ejemplo, un mayor rendimiento
de semilla, resistencia a enfermedades e insectos, tolerancia a la sequia y el calor, y mejores cualidades
agronomicas. Sin embargo, estos procesos, que conducen a la etapa final de comercializacion y distribucién, pueden
tomar de seis a doce afios desde el momento en que se hace el primer cruzamiento. Por lo tanto, el desarrollo de
nuevas variedades es un proceso que consume tiempo y requiere una planificacion anticipada precisa, el uso
eficiente de los recursos, y un minimo de cambios de direccion.

La mejora de las variedades vegetales a través de la transformacidn genética se ha vuelto cada vez mas importante
para el fitomejoramiento moderno. Los genes de interés comercial potencial, tales como los genes que confieren
rasgos especificos deseados en la planta de resistencia a enfermedades, resistencia a los insectos, o0 mejora de la
calidad, se pueden incorporar en especies de cultivo a través de diversas tecnologias de transferencia de genes. La
capacidad para manipular la expresion génica proporciona un medio de producir nuevas caracteristicas en las
plantas transformadas. En algunas situaciones pueden ser deseables niveles altos o mayores de expresion génica.
Por ejemplo, es deseable aumentar la produccién de una proteina que por si misma maximiza la resistencia a las
enfermedades, el rendimiento, sabor, o cualquier otro atributo comercialmente deseable de una planta. Del mismo
modo, la regulacién de la expresion de genes enddgenos, por ejemplo, mediante el silenciamiento de genes puede
dar lugar a plantas o productos vegetales mas valiosos.

Durante la maduracién o curado del tabaco, la activacion, sobrerregulacion, o subregulacién de cualquiera de los
genes identificados como inducidos por etileno o relacionados con la senescencia (por ejemplo, aquellos que tienen
la secuencia de las SEQ ID NOS: 4, 188, y 226) pueden afectar aquellas rutas metabdlicas implicadas en la
formacion de numerosos metabolitos secundarios, incluyendo terpenoides, polifenoles, alcaloides, etc. que afectan
los rasgos de calidad del producto final (por ejemplo, resistencia a enfermedades, resistencia a insectos, la mejora
de la calidad, aroma modificado, sabor modificado, y similares). Afectados del mismo modo por los genes
identificados en la presente invencién pueden ser las rutas metabdlicas asociadas con el rasgo y el tipo de materia
seca acumulada durante la senescencia o la reparticion de la materia seca dentro de la planta durante la
senescencia. Los cambios en la velocidad y el tipo de acumulacién de almidén, la formacion de lignina, la deposicién
de celulosa, y la translocacion de azucar se pueden demostrar. El control de los genes identificados en la presente
invencion también puede afectar a aquellas rutas metabdlicas implicadas en la determinacion de las tasas de
senescencia, la uniformidad de la senescencia dentro de una hoja y entre las hojas de una sola planta, y la induccién
de la senescencia por medios artificiales o naturales. Los agentes que inducen la senescencia o las actividades que
estimulan o activan los genes identificados en la presente invencién incluyen, por ejemplo compuestos quimicos
tales como peroxidos diluidos, pesticidas, herbicidas, reguladores del crecimiento, tratamientos térmicos, lesiones, o
gases como el ozono y concentraciones elevadas de dioxido de carbono.

Identificacion de tabaco constitutivamente expresado, o secuencias inducidas por etileno o por senescencia

Se extrajo el ARN a partir de tejido de Nicotiana de lineas de Nicotiana convertidoras y no convertidoras. El ARN
extraido fue luego utilizado para crear ADNc. Se generaron luego secuencias de acido nucleico, utilizando dos
estrategias.

En la primera estrategia, se extrajo el ARN enriquecido en poli A de tejido de la planta y se elaboré ADNc por PCR
de transcripcién inversa. A continuacion, se utilizd ADNc monocatenario para crear poblaciones especificas de p450
por PCR usando cebadores degenerados mas un cebador inverso oligo d(T). El disefio del cebador se basé en los
motivos altamente conservados de otras secuencias de genes para el citocromo p450 de la planta. Ejemplos de
cebadores degenerados especificos se exponen en la Figura 1 de las publicaciones de las solicitudes de patente de
los Estados Unidos Nos. 2004/0103449 A1, 2004/0111759 A1 y 2004/0117869 A1. Se analiz6 adicionalmente la
secuencia de fragmentos de plasmidos que contenian insertos de tamafio apropiado. El tamafio de estos insertos
iba tipicamente desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente 800 nucleétidos, dependiendo de qué
cebadores se utilizaron.

En una segunda estrategia, se construyd inicialmente una biblioteca de ADNc. EI ADNc en los plasmidos se utilizd
para crear poblaciones especificas de p450 por PCR usando cebadores degenerados mas el cebador T7 en el
plasmido como cebador inverso. Como en la primera estrategia, se analizé adicionalmente la secuencia de
fragmentos de plasmidos que contenian insertos de tamafio apropiado.

Se pueden usar lineas de plantas de Nicotiana que se sabe que producen altos niveles de nornicotina (convertidor) y
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lineas de plantas que tienen bajos niveles de nornicotina como materiales de partida. Las hojas pueden ser
removidas luego de las plantas y tratadas con etileno para activar las actividades enzimaticas de p450 definidas en
la presente invencion. EI ARN total se extrae usando técnicas conocidas en la técnica. Se pueden generar luego
fragmentos de ADNc usando PCR (RT-PCR) con el cebador oligo d(T) (SEQ ID NO: 2260) como se describe en la
Figura 19. La biblioteca de ADNc puede luego ser construida como se describe mas detalladamente en los ejemplos
en la presente invencion.

La region conservada de las enzimas tipo p450 se utilizd como plantilla para cebadores degenerados, ejemplos de
los cuales se muestran en la Figura 19. Usando cebadores degenerados, se amplificaron bandas especificas de
p450 mediante PCR. Se identificaron bandas indicativas para enzimas tipo p450 mediante secuenciacion del ADN.
Se caracterizaron fragmentos de PCR mediante la busqueda con BLAST, alineacidon u otras herramientas para
identificar a los candidatos adecuados.

La informacidn de la secuencia de fragmentos identificados fue utilizada para desarrollar cebadores para la PCR.
Estos cebadores en combinacion con cebadores de plasmidos en la biblioteca de ADNc se utilizaron para clonar
genes para p450 de longitud completa. Se llevd a cabo un andlisis tipo Southern inverso a gran escala para
examinar la expresion diferencial de todos los clones de fragmentos obtenidos y, en algunos casos, los clones de
longitud completa. Estos ensayos tipo Southern inverso a gran escala pueden llevarse a cabo utilizando ADNc
totales marcados de diferentes tejidos como sonda para hibridarse con fragmentos de ADN clonados con el fin de
seleccionar todos los insertos clonados. Se usaron también ensayos de transferencia tipo Northern radioactivos (PBZ)
y no radiactivos para caracterizar fragmentos de p450 clonados y clones de longitud completa.

Una vez que se obtienen células vegetales que expresan el nivel deseado de enzima p450, se pueden regenerar
tejidos vegetales y plantas enteras a partir de las misma usando métodos y técnicas bien conocidas en la técnica.
Las plantas regeneradas se reproducen luego por medios convencionales y los genes introducidos pueden
transferirse a otras cepas y variedades cultivadas mediante técnicas convencionales de reproduccion de plantas.

Los genes relacionados con la senescencia o inducidos por etileno, por ejemplo, aquellos identificados en las SEQ
ID NOS: 4, 188, y 226 puede codificar enzimas que son importantes determinantes de los parametros de calidad de
la hoja de tabaco para una variedad de productos de tabaco. Los productos de tabaco incluyen tabaco humedo o
seco, tabacos de mascar, cigarrillos, cigarros, cigarritos, tabacos para pipa, bidis y productos para fumar similares.
Los parametros de calidad de la hoja pueden incluir: atributos visuales como el color, uniformidad de la superficie,
textura, o abigarramiento; caracteristicas estructurales o fisicas como las ejemplificadas por la relacion lamina a
tallo, oleaginosidad, potencial de llenado de cigarrillos, densidad aparente, retencion de humedad, y flexibilidad;
rasgos quimicos o bioquimicos relacionados con el sabor, el aroma, la capacidad de fermentacion, tasas de
quemado, temperaturas de quemado, absorcidn y liberacion del sabor artificial; y generacién de los componentes del
humo incluyendo alquitran o material en particulas, alcaloides y otros atributos similares. Las reacciones enzimaticas
resultantes de estos genes inducidos por el etileno o relacionados con senescencia también pueden producir
metabolitos secundarios que influyen sobre las interacciones con patdgenos o insectos que afectan el rendimiento y
la calidad de la hoja de tabaco. Por ejemplo, Wagner, et al. (Nature Biotechnology, 19: 371 - 374, 2001) demostré
que la supresion de un gen para la hidroxilasa p450 aumenta en gran medida la acumulacion de cembratien-ol, un
metabolito secundario que influye sobre la resistencia a los afidos.

Generacion de anticuerpos

Los anticuerpos especificos de péptidos se elaboraron mediante la derivaciéon de su secuencia de aminoacidos y
seleccionando regiones peptidicas que eran antigénicas y unicas con respecto a otros clones. Se elaboraron
anticuerpos de conejo con péptidos sintéticos conjugados con una proteina portadora. Se realizaron analisis de
transferencia tipo Western u otros métodos inmunoldgicos en tejido vegetal utilizando estos anticuerpos. Ademas, se
elaboraron anticuerpos especificos de péptidos para varios clones de longitud completa mediante la derivacion de su
secuencia de aminoacidos y seleccionando regiones peptidicas que eran potencialmente antigénicas y eran unicas
con respecto a otros clones. Se elaboraron anticuerpos de conejo con péptidos sintéticos conjugados con una
proteina portadora. Los andlisis de transferencia tipo Western se realizaron utilizando estos anticuerpos.

Subregulacion de la expresién génica y alteracion de la actividad enzimatica

Las plantas que tienen menor expresion de un polipéptido se generan de acuerdo a los métodos convencionales de
silenciamiento génico. (Para una revision, véase Arndt y Rank, Genome 40: 785 - 797, 1997; Turner y Schuch,
Journal of Chemical Technology and Biotechnology 75: 869 - 882, 2000; y Klink y Wolniak, Journal of Plant Growth
Regulation 19 (4): 371 - 384, 2000). En particular, se pueden usar secuencias de acido nucleico para la nicotina
desmetilasa de tabaco (por ejemplo, las SEQ ID NOS: 4, 5, 7, 8, y 9, o fragmentos de las mismas, tales como la
secuencia de las SEQ ID NOS: 1 y 62), asi como secuencias de acido nucleico sustancialmente idénticas (por
ejemplo, la secuencia de la SEQ ID NO: 188) para alterar fenotipos de tabaco o metabolitos de tabaco, por ejemplo,
nornicotina en cualquier especie de Nicotiana. La disminucion de la expresién de un gen para nicotina desmetilasa
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de tabaco puede conseguirse usando, por ejemplo, el ARN de interferencia (ARNi) (Smith y otros, 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); silenciamiento génico inducido por virus (“VIGS”) (Baulcombe, Current
Opinions in Plant Biology, 2: 109 - 113, 1999; Cogoni y Macino, Genes Dev 10: 638 - 643, 2000; Ngelbrecht et al.,
PNAS 91: 10502 -10506, 1994); silenciamiento del gen objetivo mediante la transferencia de un gen endégeno de la
planta en la orientaciéon sentido (Jorgensen et al., Plant Mol Biol. 31: 957 - 973, 1996); expresion de un gen
antisentido; recombinacién homologa (Ohl et al., Homologous Recombination and Gene Silencing in Plants. Kluwer,
Dordrecht, Paises Bajos, 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 VIl Conference Abstracts. San Diego, CA,
17 - 21 de enero de 1999); atrapamiento de genes y etiquetado de ADN-T (Burns et al., Genes Dev. 8: 1087 - 1105,
1994; Spradling, et al., PNAS 92: 10824 - 10830, 1995; Skarnes et al., Bio/Technology 8, 827 - 831, 1990;
Sundaresan, et al., Genes Dev. 9: 1797 - 1810, 1995); y cualquiera de los otros sistemas posibles de silenciamiento
de genes que estan disponibles en las areas de la ciencia que resultan en la subregulacion de la expresién de un
polipéptido de tabaco o en una reduccion de su actividad enzimatica. Tal como se establece adicionalmente en este
documento, cualquiera de las secuencias de acido nucleico proporcionadas en este documento puede ser
subregulada o sobrerregulada utilizando las técnicas descritas en la presente invencion y otras tecnologias
encontradas en la técnica. Se describen ejemplos de métodos con mas detalle a continuacion.

ARN de interferencia

ARN de interferencia (“ARNi”) es un proceso generalmente aplicable para inducir silenciamiento génico
postraduccional potente y especifico en muchos organismos, incluyendo plantas (véase, por ejemplo, Bosher et al.,
Nat. Cell Biol. 2: E31 - 36, 2000; y Tavemarakis et al., Nat. Genetics 24: 180 - 183, 2000). EI ARNi implica la
introduccion de ARN con caracter parcial o completamente bicatenario en la célula o en el entorno extracelular. La
inhibicion es especifica porque se escoge esa secuencia de nucledtidos de una porcién del gen objetivo (por
ejemplo, una nicotina desmetilasa de tabaco) para producir RNA inhibidor. La porcién elegida generalmente abarca
los exones del gen objetivo, pero la porcion elegida también puede incluir regiones no traducidas (UTR), asi como
intrones (por ejemplo, la secuencia de la SEQ ID NO: 7, o una secuencia de acido nucleico a partir de un gen de una
planta deseada, tal como cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras 1,3 a7,y 10 - 17).

Por ejemplo, para la construccién de vectores de transformacion que producen ARN capaces de formacién de
duplex, dos secuencias de acido nucleico, una en la orientacion sentido y el otro en la orientacion antisentido,
pueden ser operativamente enlazadas, y colocadas bajo el control de un promotor viral fuerte, tal como 35S del
CaMV o el promotor aislado del virus del estriado marrén de la yuca (CBSV). Sin embargo, el uso del promotor
enddgeno, tal como el promotor de la nicotina desmetilasa que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 8, o un
fragmento de la misma que dirige la transcripcion, también puede ser deseable. La longitud de las secuencias de
acido nucleico de la nicotina desmetilasa de tabaco incluidas en una construccidon de este tipo es deseable de al
menos 25 nucledtidos, pero puede abarcar una secuencia que incluye al gen para la nicotina desmetilasa de tabaco
de longitud completa.

Los constructos que producen ARN capaces de formacioén de duplex pueden introducirse en el genoma de una
planta, tal como una planta de tabaco, mediante transformaciéon mediada por Agrobacterium (Chuang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 97: 4985 - 4990, 2000), causando interferencia genética especifica y heredable en una
nicotina desmetilasa de tabaco. EI ARN bicatenario también puede ser introducido directamente en la célula (es
decir, intracelularmente) o introducido extracelularmente, por ejemplo, mediante el bafio de una semilla, planta de
semillero, o de la planta en una solucién que contiene el ARN bicatenario.

Dependiendo de la dosis de material de ARN bicatenario suministrado, el ARNi puede proporcionar pérdida parcial o
completa de la funcién para el gen objetivo. Se pueden obtener una reduccion o pérdida de la expresion génica en al
menos 99% de las células objetivo. En general, dosis inferiores del material inyectado y mayores tiempos después
de la administracion de ARNpi dan como resultado la inhibicién en una fraccion mas pequefia de células.

El ARN usado en el ARNi puede comprender una o mas hebras de ribonucledtido polimerizado; puede incluir
modificaciones ya sea en la cadena principal de fosfato-azicar o en el nucledsido. La estructura bicatenaria puede
estar formada por una sola hebra de ARN auto-complementaria o por dos hebras de ARN complementarias y la
formacion del duplex de ARN puede ser iniciada dentro o fuera de la célula. El ARN puede ser introducido en una
cantidad que permite el suministro de al menos una copia por célula. Sin embargo, dosis mas altas (por ejemplo, al
menos 5, 10, 100, 500 o 1000 copias por célula) de material bicatenario pueden producir una inhibicién més eficaz.
La inhibicion es especifica cuando las secuencias de nucleétidos correspondientes a la region duplex del RNA estan
dirigidos para inhibicion genética. Se prefiere ARN que contiene una secuencia de nucleétidos idéntica a una porcion
del gen objetivo para la inhibicién. Las secuencias de ARN con inserciones, supresiones, y mutaciones puntuales
individuales en relacién con la secuencia objetivo también pueden ser eficaces para la inhibicién. Por lo tanto, la
identidad de la secuencia puede ser optimizada por algoritmos de alineacion conocidos en la técnica y el calculo de
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la diferencia porcentual entre las secuencias de nucleétidos. Alternativamente, la regidon duplex del RNA puede ser
definida funcionalmente como una secuencia de nucleétidos que es capaz de hibridarse con una porcion del
transcrito del gen objetivo.

Ademas, el ARN utilizado para el ARNi puede ser sintetizado in vivo o in vitro. Por ejemplo, la ARN polimerasa
enddgena en la célula puede mediar la transcripcion in vivo, o se puede usar ARN polimerasa clonada para la
transcripcion in vivo o in vitro. Para la transcripcion a partir de un transgén in vivo o un constructo de expresion, se
puede usar una region reguladora para transcribir la hebra de ARN (o hebras).

Triple hebra de interferencia

La expresion del gen enddégeno para nicotina desmetilasa de tabaco o la expresién de un fragmento de acido
nucleico a partir de un gen de una planta deseada, tal como cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en las
Figuras 1, 3 a 7, y 10 - 17, también puede ser subregulada por direccionamiento de secuencias de
desoxirribonucleétido complementarias a la region reguladora de un gen de tabaco (por ejemplo, regiones
promotoras o potenciadoras) para formar estructuras de triple hélice que impiden la transcripcion del gen de tabaco
en las células objetivo. (Véase, en general, Helene, 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 acido nucleico usadas en la formacion de la triple hélice para la inhibiciéon de la transcripcion son
preferiblemente monocatenarias y compuestas por desoxirribonucledtidos. La composiciéon base de estos
oligonucledtidos debe promover la formacién de la triple hélice a través de las reglas de apareamiento de bases de
Hoogsteen, que generalmente requieren que estén presentes tramos considerables ya sea de purinas o de
pirimidinas en una hebra de un duplex. Las secuencias de nucleétidos pueden basarse en pirimidina, lo que se
traducird en las tripletas TAT y CGC a través de las tres hebras asociadas de la triple hélice resultante. Las
moléculas ricas en pirimidinas proporcionan complementariedad de bases a una region rica en purina de una sola
hebra del duplex en una orientacion paralela a esa hebra. Ademas, se pueden escoger las moléculas de acido
nucleico que sean ricas en purina, por ejemplo, que contengan un tramo de residuos de G. Estas moléculas
formaran una triple hélice con un duplex de ADN que es rico en pares GC, en donde la mayoria de los residuos de
purina estan ubicados en una sola hebra del duplex objetivo, lo que resulta en tripletes CGC a través de las tres
hebras en el triplex.

Alternativamente, las secuencias potenciales que pueden ser seleccionadas para la formacién de la triple hélice
pueden incrementarse mediante la creacién de una molécula de acido nucleico en “zigzag”. Las moléculas en zigzag
se sintetizan en una forma alternante 5'-3', 3'-5', de tal manera que se aparean primero las bases con la primera
cadena de un duplex y luego con la otra, eliminando la necesidad de que esté presente un tramo considerable ya
sea de purinas o de pirimidinas en una hebra de un duplex.

Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN que actian como enzimas y pueden ser modificadas genéticamente para
escindir otras moléculas de ARN. Una ribozima puede ser disefiada para emparejarse especificamente con
practicamente cualquier ARN objetivo y escindir la cadena principal de fosfodiéster en una ubicacién especifica,
inactivando por lo tanto funcionalmente el ARN objetivo. La ribozima misma no se consume en este proceso y puede
actuar cataliticamente para escindir multiples copias de moléculas objetivo de ARNm. Por consiguiente, las
ribozimas también se pueden utilizar como un medio para subregular la expresion de una nicotina desmetilasa de
tabaco. El disefio y uso de ribozimas especificas del ARN objetivo se describen 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 acido
nucleico de un gen de una planta deseada, tal como cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras
1,3a7,y10-17) en cada lado del sitio activo de la ribozima.

Ademas, las secuencias de ribozimas también se pueden incluir dentro de un RNA antisentido para conferir actividad
de escision al ARN en el ARN antisentido y, de ese modo, aumentar la eficacia del constructo antisentido.

Recombinacién homéloga

La tecnologia de reemplazo de genes es otro método deseable para la subregulacion de la expresion de un gen
dado. La tecnologia de reemplazo de genes se basa en la recombinacién homdloga (véase, Schnable et al., Curr.
Opinions Plant Biol. 1: 123 - 129, 1998). La secuencia de acido nucleico de la enzima de interés tal como una
nicotina desmetilasa de tabaco o un polipéptido codificado por cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en
las Figuras 1, 3 a 7, y 10 - 17 pueden ser manipulados por mutagénesis (por ejemplo, inserciones, supresiones,
duplicaciones o reemplazos) para disminuir la funcién enzimatica. La secuencia alterada puede ser luego introducida
en el genoma para reemplazar la existente, por ejemplo, del gen de tipo silvestre, a través de recombinacioén
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homodloga (Puchta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 5055 - 5060, 1996; y Kempin et al., Nature 389: 802 -
803, 1997). Alternativamente, un gen enddégeno para nicotina desmetilasa de tabaco puede ser reemplazado con un
gen que no tenga actividad de desmetilasa, por ejemplo, la secuencia de la SEQ ID NO: 188.

Cosupresién

Un meétodo deseable adicional de silenciar la expresion génica es la cosupresion (también conocida como la
supresion sentido). Esta técnica, que implica la introduccién de un acido nucleico, por ejemplo, un fragmento de
acido nucleico de un gen de una planta deseada, tal como cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en las
Figuras 1,3 a7,y 10 - 17, configurada en la orientacién sentido, que se ha demostrado que bloquea eficazmente la
transcripcion de genes objetivo (véase, por ejemplo, Napoli et al., Plant Cell, 2: 279 - 289, 1990 y Jorgensen et al.,
patente de los Estados Unidos No. 5.034.323).

Generalmente, la supresion sentido implica la transcripcion de la secuencia introducida. Sin embargo, también
puede ocurrir cosupresion cuando la secuencia introducida no contiene una secuencia codificante en si misma, sino
unicamente secuencias de intron o no traducidas u otras de tales secuencias sustancialmente idénticas a las
secuencias presentes en el transcrito primario del gen endégeno que va a ser reprimido. La secuencia introducida en
general sera sustancialmente idéntica a la del gen enddgeno blanco de la represion. Tal identidad es tipicamente
aproximadamente mayor al 50%, pero se prefieren identidades superiores (por ejemplo, del 80% o incluso del 95%)
porque dan lugar a una represion mas eficaz. El efecto de la cosupresion también se puede aplicar a otras proteinas
dentro de una familia similar de genes que exhiben homologia u homologia sustancial. Los segmentos de un gen de
una planta se pueden utilizar directamente, por ejemplo, para inhibir la expresion de genes homologos en diferentes
especies de plantas.

En la supresion sentido, la secuencia introducida, que requiere menos de la identidad absoluta, no necesita ser de
longitud completa, ya sea en relacion con el producto de transcripcion primaria o con el ARNm totalmente
procesado. Un mayor grado de identidad de secuencia en una secuencia mas corta que la longitud completa
compensa una secuencia mas larga de identidad menor. Ademas, la secuencia introducida no necesita tener el
mismo patrén de intron o de exdn, y la identidad de segmentos no codificantes puede ser igualmente eficaz. Se
prefieren las secuencias de al menos 50 pares de bases, siendo mas preferible con secuencias introducidas de
mayor longitud (véase, por ejemplo, aquellos métodos descritos por Jorgensen et al., patente de los Estados Unidos
No. 5.034.323).

Supresion antisentido

En la tecnologia antisentido, un segmento de acido nucleico del gen de la planta deseada, tal como cualquier
secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras 1, 3a 7,y 10 - 17, se clona y se enlaza operativamente a una
regién de control de la expresién de tal manera que se sintetiza la cadena antisentido de ARN. El constructo se
transforma a continuacién en plantas y se produce la cadena antisentido de ARN. En células vegetales, se ha
demostrado que el ARN antisentido inhibe la expresion génica.

El segmento de acido nucleico que se introduce en la supresion antisentido es generalmente sustancialmente
idéntica a al menos una porcion del gen o genes endégenos que van a ser reprimidos, pero no tiene por qué ser
idéntico. Las secuencias de acido nucleico de la nicotina desmetilasa de tabaco descritas en este documento
pueden incluirse 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 con el gen objetivo. Los segmentos de un gen
de una planta se pueden utilizar, por ejemplo, directamente para inhibir la expresion de genes homodlogos en
diferentes variedades de tabaco.

La secuencia introducida tampoco necesita ser de longitud completa con respecto ya sea al producto de
transcripcion primaria o al ARNm totalmente procesado. Generalmente, se puede utilizar mayor homologia para
compensar el uso de una secuencia mas corta. Ademas, la secuencia introducida no necesita tener el mismo patrén
de intron o de exon, y la homologia de segmentos no codificantes sera igualmente eficaz. En general, tal secuencia
antisentido usualmente tendra al menos 15 pares de bases, preferiblemente aproximadamente 15-200 pares de
bases, y mas preferiblemente 200 - 2000 pares de bases de longitud o mayor. La secuencia antisentido puede ser
complementaria a toda o a una porcidon del gen que va a ser suprimido, y, como apreciaran los expertos en la
técnica, el sitio o sitios particulares a los que se une la secuencia antisentido asi como la longitud de la secuencia
antisentido variaran, dependiendo del grado de inhibiciéon deseado y de la unicidad de la secuencia antisentido. Un
constructo transcripcional que expresa una secuencia de nucleétidos antisentido reguladora negativa de la planta
incluye, en la direccién de la transcripcion, un promotor, codificando la secuencia que codifica el ARN antisentido en
la cadena sentido, y una regién de terminacion de la transcripcidon. 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 y Nilsson (Nature 377: 495 -
500, 1995); Cheung et al., (Cell 82: 383 - 393, 1995); y Shewmaker et al. (patente de los Estados Unidos No.
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5.107.065).
Negativos dominantes

Las plantas transgénicas que expresan un transgén que codifica un producto génico dominante negativo de un
producto génico de tabaco se pueden ensayar en entornos artificiales o en el campo para demostrar que el transgén
que confiere subregula un producto génico de tabaco en la planta transgénica. Los transgenes negativos dominantes
se construyen de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Tipicamente, un gen dominante negativo codifica un
polipéptido regulador negativo mutante de un producto génico de tabaco que, cuando se sobreexpresa, interrumpe
la actividad de la enzima de tipo silvestre.

Mutantes

Las plantas que tienen menor expresion o actividad enzimatica de un producto génico de tabaco también pueden ser
generadas utilizando metodologias estandar de mutagénesis. Tales métodos de mutagénesis incluyen, sin
limitacion, el tratamiento de las semillas con metilsulfato de etilo (Hildering y Verkerk, en, The use of induced
mutations in plant breeding. Pergamon press, paginas 317 - 320, 1965) o la irradiacion UV, rayos X, y la irradiacion
de neutrones rapidos (véase, por ejemplo, Verkerk, Neth. J. Agric. Sci. 19: 197 - 203, 1971; y Poehlman, Breeding
Field Crops, Van Nostrand Reinhold, Nueva York (3.sup.rd ed), 1987), el uso de transposones (Fedoroff et al., 1984;
patente de los Estados Unidos No. 4.732.856 y la patente de los Estados Unidos No. 5.013.658), asi como
metodologias de insercién de T-ADN (Hoekema et al., 1983; patente de los Estados Unidos No. 5.149.645). Los
tipos de mutaciones que pueden estar presentes en un gen del tabaco incluyen, por ejemplo, mutaciones puntuales,
supresiones, inserciones, duplicaciones, e inversiones. Tales mutaciones deseablemente estan presentes en la
region codificante de un gen de tabaco; sin embargo, también pueden ser deseables las mutaciones en la region
promotora, y el intrén, o una regién no traducida de un gen de tabaco.

Por ejemplo, se puede usar mutagénesis por insercién de T-ADN para generar mutaciones por inserciéon en un gen
del tabaco para subregular la expresion del gen. Tedricamente, se requieren cerca de 100.000 inserciones
independientes de T-ADN para un 95% de probabilidad de lograr 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
con T-ADN de plantas se pueden cribar usando el analisis de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Por
ejemplo, se puede disefiar un cebador para un extremo del T-ADN y se puede disefiar otro cebador para el gen de
interés y ambos cebadores se puede utilizar en el andlisis de la PCR. Si no se obtiene un producto de la PCR,
entonces no hay insercion en el gen de interés. En contraste, si se obtiene un producto de la PCR, entonces hay una
insercion en el gen de interés.

La expresién de un producto génico mutado de tabaco puede ser evaluada de acuerdo con procedimientos estandar
(por ejemplo, los descritos en la presente invencion) y, opcionalmente, puede ser comparada con la expresion de la
enzima no mutada. Cuando se compara con plantas no mutadas, las plantas mutadas que tienen menor expresion
de un gen que codifica un producto génico de tabaco son realizaciones deseables de la presente invencion. Una
planta que tiene una mutacién en cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas en la presente invencion
puede utilizarse en un programa de fitomejoramiento como se describe aqui.

Promotores vegetales

Un promotor deseable es un promotor de caulimovirus, por ejemplo, un promotor del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), o el promotor del virus del mosaico de la vena de la yuca (CsVMV). Estos promotores confieren altos
niveles de expresion en la mayoria de los tejidos vegetales, y la actividad de estos promotores no depende de
proteinas codificadas en forma viral. El CaMV es una fuente tanto para los promotores 35S como 19S. Los ejemplos
de constructos de expresion de plantas que utilizan estos promotores son conocidos en la técnica. En la mayoria de
los tejidos de las plantas transgénicas, el promotor 35S del CaMV es un promotor fuerte. El promotor del CaMV es
también muy activo en monocotiledéneas. Ademas, la actividad de este promotor se puede aumentar adicionalmente
(es decir, entre 2 - 10 veces) por duplicacion del promotor 35S del CaMV.

Otros promotores vegetales utiles incluyen, sin limitacion, al promotor de la nopalina sintasa (NOS), al promotor de
octopina sintasa, al promotor del virus del mosaico de escrofularia (FMV), al promotor de actina del arroz, y al
sistema promotor de ubiquitina.

Los ejemplos de promotores de monocotileddneas incluyen, sin limitacién, al promotor del virus del moteado amarillo
de la Commelina, al promotor del virus de la cafia de azUcar, al promotor del virus baciliforme del tungro del arroz, al
elemento del virus del rayado del maiz, y al promotor del virus de enanismo del trigo.

Para ciertas aplicaciones, puede ser deseable producir un producto génico de tabaco, tal como un producto génico
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mutante dominante negativo, en un tejido apropiado, a un nivel apropiado, o en un tiempo de desarrollo apropiado.
Para este propésito, hay una variedad de promotores génicos, cada uno con sus propias caracteristicas distintivas
incorporadas en sus secuencias reguladoras, que se muestran que son regulados en respuesta a sefales inducibles
tales como el medio ambiente, hormonas, y/o sefales de desarrollo. Estos incluyen, sin limitacion, promotores
geénicos que son responsables de la expresion génica regulada por el calor, la expresién génica regulada por la luz
(por ejemplo, el rbcS-3A del guisante; el promotor rbcS de maiz, el de un gen de la proteina que enlaza clorofila a/b
que se encuentra en el guisante; o el promotor Arabssu), la expresion de genes regulados por hormonas (por
ejemplo, las secuencias sensibles al acido abscisico (ABA) del gen Em del trigo; los promotores HVA1 y HVA22
inducibles por ABA, y rd29A de la cebada y Arabidopsis; y la expresion génica inducida por lesiones (por ejemplo, de
wunt), la expresion génica especifica de un o6rgano (por ejemplo, del gen de la proteina de almacenamiento
especifica del tubérculo; el gen de la zeina de 23 kDa del maiz descrito; o el gen de la B-faseolina del frijol francés),
o promotores inducibles por patégenos (por ejemplo, los promotores PR-1, prp-1, o B-1,3 glucanasa, el promotor
wiria del trigo inducible por hongos, y los promotores inducibles por nematodos, TobRB7-5A y Hmg-1, del tabaco y
de perejil, respectivamente).

Vectores de expresion de plantas

Tipicamente, los vectores de expresion de plantas incluyen (1) un gen clonado de una planta bajo el control
transcripcional de secuencias reguladoras 5’ y 3’ y (2) un marcador seleccionable dominante. Tales vectores de
expresion de plantas también pueden contener, si se desea, una region reguladora del promotor (por ejemplo, uno
que confiere expresion inducible o constitutiva, inducida por patégenos o por lesiones, regulada por el desarrollo o
por el medio ambiente o, especifica de tejido o de la célula), un sitio de partida de inicio de la transcripcién, un sitio
de enlazamiento al ribosoma, una sefial de procesamiento de ARN, un sitio de terminacién de la transcripcion, y/o
una sefal de poliadenilacion.

Vectores de expresion de la planta también pueden incluir opcionalmente sefiales de procesamiento del ARN, por
ejemplo, intrones, que se ha demostrado que son importantes para la sintesis y acumulacion eficiente de ARN. La
ubicacién de las secuencias de empalme de ARN puede influir drasticamente en el nivel de expresién del transgén
en las plantas. En vista de este hecho, se puede colocar un intron secuencia arriba o secuencia abajo de una
secuencia de codificacion de la nicotina desmetilasa del tabaco en el transgén para alterar los niveles de expresion
del gen.

Ademas de las secuencias reguladoras de control 5’ mencionados anteriormente, los vectores de expresiéon también
pueden incluir regiones reguladoras de control que estan generalmente presentes en las regiones 3' de los genes de
las plantas. Por ejemplo, la region terminadora 3' se puede incluir en el vector de expresién para aumentar la
estabilidad del ARNm. Una de tales regiones terminadoras se puede derivar de la region terminadora PI-Il de la
patata. Ademas, otros terminadores comunmente utilizados se derivan de las sefiales de la octopina o nopalina
sintasa.

El vector de expresién de la planta también contiene tipicamente un gen marcador seleccionable dominante utilizado
para identificar aquellas células que se han transformado. Genes seleccionables Utiles para los sistemas vegetales
incluyen el gen de la aminoglucésido fosfotransferasa del transposén Tn5 (Aph Il), genes que codifican genes de
resistencia a antibiéticos, por ejemplo, aquellos que codifican la resistencia a la higromicina, kanamicina, bleomicina,
neomicina, G418, estreptomicina o espectinomicina. Los genes requeridos para la fotosintesis también pueden ser
utilizados como marcadores seleccionables en cepas fotosintéticas deficientes. Por ultimo, los genes que codifican la
resistencia a herbicidas pueden utilizarse como marcadores seleccionables; los genes Utiles de resistencia a
herbicidas incluyen el gen bar que codifica la enzima fosfinotricina acetiltransferasa y que confiere resistencia al
herbicida de amplio espectro Basta® (Bayer CropScience Deutschland GmbH, Langenfeld, Alemania). Otros
marcadores seleccionables incluyen genes que proporcionan resistencia a otros herbicidas tales como el glifosato y
similares, y herbicidas de imidazolinonas, sulfonilureas, triazolopirimidina, tales como clorosulfurona, bromoxinilo,
dalapon, y similares. Ademas, los genes que codifican la dihidrofolato reductasa se pueden usar en combinacién con
moléculas tales como metotrexato.

El uso eficiente de marcadores seleccionables se ve facilitada por una determinacion de la susceptibilidad de una
célula de la planta a un agente seleccionable particular y una determinacién de la concentracion de este agente que
mata efectivamente la mayoria, si no todas, las células transformadas. Algunas concentraciones utiles de
antibidticos para la transformacion del tabaco incluyen, por ejemplo, 20 - 100 ug/ml (kanamicina), 20 - 50 ug/mi
(higromicina), o 5 - 10 ug/ml (bleomicina). Una estrategia util para la seleccion de transformantes para resistencia a
herbicidas es descrita, por ejemplo, por Vasil (Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol |, II, Il
Laboratory Procedures and their Applications, Academic Press, Nueva York, 1984).

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

Tras la construccion del vector de expresién vegetal, varios métodos convencionales estan disponibles para la
introduccion del vector en un huésped vegetal, generando de ese modo una planta transgénica. Estos métodos
incluyen (1) transformaciéon mediada por Agrobacterium (A. tumefaciens o A. rhizogenes) (véase, por ejemplo,
Lichtenstein y Fuller en: Genetic Engineering, vol 6, PWJ Rigby, ed, Londres, Academic Press, 1987; y Lichtenstein ,
CP, y Draper, J., en: DNA Cloning, vol I, D.M. Glover, ed, Oxford, IRl Press, 1985; las patentes de los Estados
Unidos Nos. 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 las solicitudes de patente europea Nos. 0131624, 0159418, 0120516, 0176112,
0116718, 0290799, 0292435, 0320500, y 0627752, y las solicitudes de patente europea Nos. 0267159 y 0604622),
(2) el sistema de suministro de particulas (véase, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. 4.945.050 y
5.141.131), (3) protocolos de microinyeccion, (4) procedimientos con polietilenglicol (PEG), (5) absorcion de ADN
mediada por liposomas, (6) protocolos de electroporacion (véase, por ejemplo, el documento WO 87/06614 vy las
patentes de los Estados Unidos Nos. 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 agitacion tipo vortice, u (8) la asi llamada metodologia de bigotes (véase, por ejemplo,
Coffee et al., patentes de los Estados Unidos Nos. 5.302.523 y 5.464.765). El tipo de tejido vegetal que puede ser
transformado con un vector de expresion incluye tejido embrionario, tejido de callo tipo | y Il, hipocotilos, meristemo,
y similares.

Una vez introducido en el tejido vegetal, la expresién del gen estructural puede analizarse por cualquier medio
conocido en la técnica, y puede medirse la expresion como ARNm transcrito, proteina sintetizada, o la cantidad de
silenciamiento de genes que se produce segun lo determinado por la supervisién de metabolitos a través de analisis
quimico de alcaloides secundarios en el tabaco (como se describe en la presente invencion; véase también la
patente de los Estados Unidos No. 5.583.021). Se conocen técnicas para el cultivo in vitro de tejido vegetal, y en un
numero de casos, para la regeneracion en plantas completas (véase, por ejemplo, las patentes de los Estados
Unidos Nos. 5.595.733 y 5.766.900). Los procedimientos para transferir el complejo de expresion introducido en
variedades de cultivo comercialmente utiles son conocidos por los expertos en la técnica.

Una vez que se obtienen células vegetales que expresan el nivel deseado de un producto génico deseable, se
pueden regenerar tejidos de las plantas y plantas enteras a partir de las mismas usando métodos y técnicas bien
conocidas en la técnica. Las plantas regeneradas se reproducen luego por medios convencionales y los genes
introducidos pueden transferirse a otras cepas y variedades cultivadas mediante técnicas convencionales de
fitomejoramiento de plantas.

Las plantas de tabaco transgénicas pueden incorporar un acido nucleico de cualquier porcién del gen gendémico en
diferentes orientaciones o bien para subregulaciéon, por ejemplo, orientacién antisentido, o sobreexpresion, por
ejemplo, orientacion sentido. La sobreexpresion de la secuencia de acido nucleico que codifica la totalidad o una
parte funcional de una secuencia de aminoacidos de un gen de tabaco de longitud completa es deseable para
aumentar la expresion del producto génico dentro de las lineas de Nicotiana.

Determinacion de los niveles de transcripcion o traduccion de un gen de tabaco

La expresién génica se puede medir, por ejemplo, mediante analisis estdndar de transferencia tipo Northern
(Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, (2001), y Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, (1989)) usando un gen o fragmento
de gen de tabaco como sonda de hibridacién. La determinacién de los niveles de expresiéon de ARN también puede
ser ayudada por PCR de transcripcion inversa (rtPCR), incluyendo rtPCR cuantitativa (véase, por ejemplo, Kawasaki
et al., en PCR Technology: Principles and Applications of DNA Amplification (H.A. Erlich, Ed) Stockton Press (1989);
Wang et al., en 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 adicionales bien conocidas para
la determinacién de la expresion de un gen de tabaco incluyen hibridacién in situ, y la hibridacién fluorescente in situ
(véase, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY,
(2001)). Las técnicas estandar anteriores también son utiles para comparar el nivel de expresion entre las plantas,
por ejemplo, entre una planta que tiene una mutacién en un gen de tabaco y una planta de control.

Si se desea, la expresién de un gen de tabaco (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico mostrada en las
Figuras 1, 3 a 7, y 10 - 17, o una fragmento de la misma) puede medirse al nivel de la produccién de proteina
utilizando el mismo enfoque general y técnicas de analisis convencionales de proteina incluyendo ensayos de
Bradford, ensayos espectrofotométricos, y técnicas de deteccion inmunoldgicas, tales como transferencia tipo
Western o inmunoprecipitacion con un anticuerpo especifico para el polipéptido deseable (Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, (2001), y Sambrook et al., Molecular Cloning:. A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, (1989)).
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La actividad de cualquier polipéptido descrito en este documento puede ser analizada utilizando métodos
convencionales en la técnica. Por ejemplo, la actividad de una p450 se analiza normalmente utilizando ensayos
basados en fluorescencia (véase, por ejemplo, Donato et al. Drug Metab Dispos. 32: 699 - 706, 2004). En particular,
la actividad de una nicotina desmetilasa puede ser analizada como se describe en la presente invencién usando
ensayos de microsomas de levadura.

Usos

La regulacion del gen enddgeno correspondiente a cualquiera de las secuencias descritas en este documento, por
ejemplo, el silenciamiento génico puede dar lugar a plantas o productos vegetales mas valiosos. En particular, las
secuencias identificadas en este documento como las inducidas por etileno o las relacionados con la senescencia
(por ejemplo, aquellas que tienen la secuencia de las SEQ ID NOS: 4, 188, y 226, o una secuencia de acido nucleico
mostrada en las Figuras 1, 3 a 7, y 10 - 17, o una fragmento de la misma) pueden ser utilizadas para afectar las
rutas metabdlicas implicadas en la formacién de numerosos metabolitos secundarios, incluyendo terpenoides,
polifenoles, alcaloides, etc., que afectan los rasgos de calidad del producto final. Del mismo modo, los genes
identificados en la presente invencion pueden ser utilizados para regular las rutas metabdlicas asociadas con la tasa
y el tipo de la materia seca acumulada durante la senescencia o la reparticion de la materia seca dentro de la planta
durante la senescencia. La regulacion de los genes identificados en este documento también puede usarse para
afectar a las rutas metabdlicas implicadas en la determinacién de las tasas de senescencia, la uniformidad de la
senescencia dentro de una hoja y entre las hojas de una sola planta, y la induccién de la senescencia por agentes o
actividades que estimulan o activan los genes identificados en la presente invencion, y, de ese modo, controlar la
calidad de un producto o articulo de fabricacién que incluye una hoja u otro componente de la planta.

La regién promotora de un gen descrito en este documento puede ser utilizada para dirigir la expresion de cualquier
producto génico deseable para mejorar la calidad de la cosecha o mejorar rasgos especificos. La regulacién de una
secuencia del promotor también puede ser utilizada para subregular genes endégenos de tabaco, incluyendo genes
implicados en la biosintesis de alcaloides y/o en otras rutas. Deseablemente, se utiliza una regién promotora del gen
de tabaco u otra region reguladora de la transcripcion para alterar propiedades quimicas tales como el contenido de
nornicotina y los niveles de nitrosamina en una planta. Ademas, los motivos del promotor, que pueden identificarse
facilmente en una secuencia del promotor usando métodos convencionales en la técnica, pueden utilizarse para
identificar los factores que se asocian con, o que regulan la expresién de un producto génico de tabaco, por ejemplo,
un p450.

Ademas, cualquiera de las secuencias de la presente invencion (por ejemplo, las secuencias de acido nucleico
mostradas en las Figura 1, en las Figuras 3 a7,y 10 - 17, o fragmentos de las mismas) pueden usarse en métodos
que reducen la expresiéon génica o alteran la actividad enzimatica de un producto génico, tal como un p450,
utilizando técnicas convencionales descritas en la presente invencion. Tales técnicas incluyen, sin limitacion, ARN
de interferencia, triple hebra de interferencia, ribozimas, recombinacién homoéloga, silenciamiento génico inducido
por virus, tecnologias antisentido y de cosupresion, la expresion de un producto génico dominante negativo, y la
generacién de genes mutados usando técnicas de mutagénesis estandar. Por ejemplo, la reduccion de la expresion
de p450 o la alteracién de la actividad enzimatica de p450 se puede utilizar para alterar los acidos grasos que estan
implicados en las interacciones planta-patégeno y la resistencia a enfermedades o pueden utilizarse para alterar el
perfil de una planta de acidos grasos seleccionados y por lo tanto alterar el sabor o el aroma de la planta o el
componente de la planta.

Ademas, utilizando métodos convencionales, se puede utilizar cualquier porcion de un gen del tabaco, incluyendo el
promotor, la secuencia codificadora, un intrén, o una 3'UTR, o un fragmento de los mismos, como un marcador
genético para aislar genes relacionados, promotores o regiones reguladoras, para la selecciéon de los genes
relacionados en otras especies de tabaco o de Nicotiana, o para determinar si una planta tiene una mutacién en un
gen endogeno correspondiente. También se puede usar una porcidon de un gen del tabaco para controlar el flujo de
genes a través de un esfuerzo de fitomejoramiento para rastrear la introgresion o la pérdida de un gen particular.

Por ejemplo, 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 homodlogos o genes relacionados en el genoma
progenitor diferente del genoma en el que reside el gen original. Un marcador para el gen relacionado también
podria usarse para seleccionar germoplasma de tabaco existente, poblaciones segregantes o sintéticas creadas por
hibridaciones, poblaciones creadas a partir de tratamientos mutagénicos o de diferentes métodos de cultivo de
tejidos. Como tales, las secuencias de acido nucleico descritas en la presente invencién (por ejemplo, las
secuencias de acido nucleico mostradas en la Figura 1, las Figuras 3 a 7, y 10 - 17, o fragmentos de las mismas)
pueden utilizarse para identificar o afectar a genes implicados en la enfermedad o resistencia a los insectos, las
propiedades de sabor y aroma, tolerancia a los herbicidas, los factores de calidad relacionados con constituyentes
indeseables, o que aumenten el rendimiento de las hojas, o afectan a los componentes de las hojas de las plantas,
tales como ligninas, celulosa, etc., relacionados con rasgos estructurales o el contenido de fibra.
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Productos

Los productos del tabaco que tienen una cantidad reducida de contenido de nitrosamina se fabrican utilizando
cualquiera de los materiales de la planta de tabaco descritos en este documento de acuerdo con métodos
convencionales conocidos en la técnica. En una realizacion, los productos de tabaco se fabrican usando material de
la planta de tabaco obtenido de una planta de tabaco curado. La planta de tabaco curado puede contener o haber
sido fitomejorada para tener una actividad reducida de nicotina desmetilasa. Por ejemplo, la planta de tabaco curado
puede ser una planta de tabaco resultante de un cruce que incluye una planta de tabaco identificada por tener una
variante de expresion de la nicotina desmetilasa. Deseablemente, el producto de tabaco tiene una cantidad reducida
de nornicotina o NNN de menos de aproximadamente 5mg/g,4,5mg/g,40mg/g,3,5mg/g,3,0mg/g, 2,5mg
/g9,20mg/g,15mg/g,10mg/g, 750 ug/g, 500 ug/g, 250 ug/g, 100 ug/ g, 75ug /g, 50 ug/g,25ug /g, 10
Mg/9,70pg9/9,50pg/g9,40pg9/9,20pg/9,1,0ug/9,05pug/g,0,4pg/g,02ug/g,0,1ug9/9,0,05ug/g,0
0,01 pg / g o en donde el porcentaje de alcaloides secundarios con respecto al contenido total de alcaloides
contenido alli es inferior al 90%, 70%, 50%, 30%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1,5%, 1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0 0,1%. La
frase “una cantidad reducida” se refiere a una cantidad de nornicotina o NNN o ambas en una planta de tabaco o
componente de la planta de tabaco o un producto de tabaco que es menor que el que se encontraria en una planta
de tabaco o componente de la planta de tipo silvestre o producto de tabaco de la misma variedad de tabaco,
procesado de la misma manera, que no se volvié transgénico para nornicotina o NNN reducida. En un ejemplo, una
planta de tabaco de tipo silvestre de la misma variedad que ha sido procesada de la misma manera se utiliza como
control para medir si se ha obtenido una reduccién de nornicotina o NNN o ambas por los métodos descritos en la
presente invencién. En otro ejemplo, se evaluan plantas que tienen una cantidad reducida de contenido de
nitrosamina utilizando métodos convencionales, por ejemplo, mediante el control de la presencia o ausencia de un
gen o producto génico, por ejemplo, una nicotina desmetilasa, o una mutacion particular en un gen. En aun otro
ejemplo, el contenido de nitrosamina de las plantas resultantes de un programa de fitomejoramiento se compara con
el contenido de nitrosamina de la linea destinataria o de la linea del donante, o ambos, usada para reproducir 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 de 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 debe entenderse que son ilustrativos,
pero no limitantes, del alcance de la invencién que se define en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1
Desarrollo del tejido de la planta y tratamiento con etileno
Crecimiento de la planta

Las plantas fueron sembradas en macetas y se desarrollaron en un invernadero durante 4 semanas. Se
trasplantaron las plantulas de 4 semanas de edad a macetas individuales y crecieron en el invernadero durante 2
meses. Se regaron las plantas 2 veces al dia con agua que contenia 150 ppm de fertilizante de NPK durante el
crecimiento. Las hojas verdes expandidas fueron separadas de las plantas para hacer el tratamiento con etileno
descrito a continuacion.

Linea celular 78379

La linea de tabaco 78379, que es una linea de tabaco Burley liberada por la Universidad de Kentucky se utilizé6 como
fuente de material vegetal. Se cultivaron cien plantas como estandar en la técnica de cultivo de tabaco, se las
trasplanto, y etiqueté con un namero distintivo (1-100). La fertilizaciéon y el manejo de campo se realizaron como se
recomienda.

Tres cuartas partes de las 100 plantas convirtieron entre el 20 y el 100% de la nicotina en nornicotina. Una cuarta
parte de las 100 plantas convirti6 menos del 5% de la nicotina en nornicotina. La planta nimero 87 tuvo la menor
conversion (2%), mientras que la planta numero 21 tuvo un 100% de conversion. Las plantas que convirtieron menos
del 3% se clasificaron como no convertidoras. Se realizé la autopolinizacion de la semilla de la planta numero 87 y
de la planta niumero 21, asi como también se cruzaron (21 x 87 y 87 x 21) para estudiar las diferencias genéticas y
fenotipicas. Las plantas producto de la autofecundacion de la planta 21 eran convertidoras, y el 99% de las
autofecundadas a partir de planta 87 eran no convertidores. El otro 1% de las plantas de la nimero 87 mostraron
una conversion baja (5-15%). Las plantas provenientes de cruzamientos reciprocos eran todas convertidoras.

Linea celular 4407

La linea de Nicotiana 4407, que es una linea Burley, se utilizé como fuente de material vegetal. Se seleccionaron las
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plantas en forma uniforme y representativa (100) y se etiquetaron. De las 100 plantas, 97 eran no convertidores y
tres eran convertidores. La planta numero 56 tuvo la menor cantidad de conversion (1,2%) y la planta nimero 58
tuvo el mas alto nivel de conversion (96%). Las semillas autopolinizadas y las semillas cruzadas se hicieron con
estas dos plantas.

Las plantas de la planta 58 autofecundada fueron segregadas con una relacién 3:1 de convertidoras con respecto a
las no convertidoras. Las plantas 58 - 33 y 58 - 25 fueron identificadas como lineas de plantas homocigotas
convertidoras y no convertidoras, respectivamente. La conversion estable de 58 - 33 se confirmé por analisis de su
progenie.

Linea celular PBLB01

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

Procedimientos de tratamiento con etileno

Las hojas verdes se separaron de las plantas cultivadas en invernadero de 2 - 3 meses y se rociaron con una
solucion de etileno al 0,3% (marca de la preparacion Ethephon (Rhdne-Poulenc)). Cada hoja rociada fue colgada en
un estante de curado equipado con un humidificador y cubierto con plastico. Durante el tratamiento, se rociaron
periédicamente las hojas de muestra con la solucion de etileno. Aproximadamente 24 - 48 horas después del
tratamiento con etileno, se recogieron las hojas para la extraccion del RNA. Se tomo otra submuestra para el analisis
de los constituyentes metabdlicos para determinar la concentracién de los metabolitos de las hojas y los
constituyentes mas especificos de interés, tales como una variedad de alcaloides.

Como un ejemplo, el andlisis de los alcaloides se puede realizar de la siguiente manera. Las muestras (0,1 g) se
agitaron a 150 rpm con 0,5 ml de NaOH 2 N, y una solucioén de extraccion de 5 ml que contenia quinolina como
estandar interno y metil-t-butil éter. Las muestras se analizaron en un cromatégrafo de gases HP 6890 equipado con
un detector FID. Se usé una temperatura de 250 °C para el detector y el inyector. Se usé una columna HP (30 m —
0,32 nm - 1 mm) que consistia de silice fundida entrecruzada con 5% de fenol y 95% de metil silicona en un
gradiente de temperatura de 110 - 185 °C a razén de 10 °C por minuto. La columna se oper6é a 100 °C con una
velocidad de flujo de 1,7 cm® . min™ con una relacion de division de 40: 1 con un volumen de inyeccion de 2:1
utilizando helio como el gas portador.

Ejemplo 2
Aislamiento del ARN

Para las extracciones de ARN, se trataron hojas medianas de las plantas cultivadas en invernadero de dos meses
de edad con etileno como se describié anteriormente. Se usaron muestras de 0 y 24-48 horas para la extraccién del
RNA. En algunos casos, las muestras de hojas para el proceso de senescencia se tomaron de las plantas 10 dias
después de la remocién de la cabeza de la flor. Estas muestras se utilizaron también para la extraccion. Se aisl6 el
ARN total utilizando RNeasy Plant Mini Kit® (Qiagen, Inc., Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

La muestra de tejido se molié en nitrégeno liquido hasta un polvo fino usando un mortero y mano de mortero
tratados con DEPC. Se transfirieron aproximadamente 100 miligramos de tejido molido a un tubo Eppendorf estéril
de 1,5 ml. Se coloco este tubo de muestra en nitrogeno liquido hasta que se recogieron todas las muestras. Luego,
se afiadieron 450 pl de regulador RLT como el suministrado en el kit (con la adicién de mercaptoetanol) a cada tubo
individual. Se agit6 la muestra vigorosamente formando un vértice y se incubé a 56 °C durante 3 minutos. Se aplicod
luego el lisado a la columna de centrifugacion QlAshredder® colocado en un tubo de recoleccion de 2 ml, y se
centrifugd durante 2 minutos a velocidad maxima. Se recolecto el flujo que pasé a través de la misma y se afiadieron
0,5 volumenes de etanol al lisado aclarado. Se mezcld bien la muestra y se la transfiri6 a una columna de
centrifugacién mini RNeasy® colocada en un tubo de recoleccion de 2 ml. Se centrifugd la muestra durante 1 minuto
a 10.000 rpm. A continuacion, se pipetearon 700 pl de regulador RW1 sobre la columna de RNeasy® y se centrifugd
durante 1 minuto a 10.000 rpm. Se pipeted regulador RPE sobre la columna de RNeasy® en un nuevo tubo de
recoleccién y se centrifugdé durante 1 minuto a 10.000 rpm. Se afadié nuevamente regulador RPE a la columna de
centrifugacion de RNeasy® y se centrifugd durante 2 minutos a velocidad maxima para secar la membrana. Para
eliminar cualquier etanol remanente, se colocé la membrana en un tubo de recolecciéon separado y se centrifugd
durante 1 minuto adicional a maxima velocidad. Se transfiridé la columna de RNeasy® a un nuevo tubo de
recoleccién de 1,5 ml, y se pipetearon 40 pl de agua libre de RNasa directamente sobre la membrana de RNeasy®.
Se centrifugd este tubo de eluciédn final durante 1 minuto a 10.000 rpm. Se analizé la calidad y cantidad de ARN total
a través de gel de formaldehido desnaturalizado y espectrofotometro.
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Se aislé el ARN poli (A) utilizando el kit de purificacion poli A + ARN Oligotex® (Qiagen Inc.) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Se utilizaron alrededor de 200 ug de ARN total en un volumen maximo de 250 pl. Se afadio
un volumen de 250 pl del regulador OBB y 15 pl de suspension de Oligotex® a los 250 ul de ARN total. Se
mezclaron completamente los contenidos por pipeteo y se incubaron durante 3 minutos a 70 °C en un bloque de
calentamiento. A continuacion, se colocé la muestra a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos.
El Oligotex®: se sedimenté complejo de ARNm por centrifugacion durante 2 minutos a velocidad maxima. Se
removié todo menos 50 pl del sobrenadante del tubo de microcentrifuga. Se tratdé la muestra adicionalmente por el
regulador OBB. EIl Oligotex®: se resuspendié el sedimento de ARNm en 400 pl de regulador OW2 mediante
agitacion tipo vortice. Se transfirié esta mezcla a una columna de centrifugacioén pequefia colocada en un nuevo tubo
y se centrifugd durante 1 minuto a velocidad maxima. Se transfirid la columna de centrifugacién a un nuevo tubo y se
anadio a la columna 400 pl adicionales de regulador OW2. Se centrifugd luego el tubo durante 1 minuto a velocidad
maxima. Se transfirié la columna de centrifugacion a un tubo final de microcentrifuga de 1,5 ml. Se eluy6 la muestra
con 60 pl de regulador OEB caliente (70 °C). Se analiz6 el producto Poli A por geles de formaldehido
desnaturalizado y analisis espectrofotométrico.

Ejemplo 3
PCR de transcripcion inversa

La primera cadena de ADNc fue producida usando la transcriptasa inversa SuperScript de acuerdo con el protocolo
del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, California). La mezcla de ARN enriquecido en poli A+ / cebador oligo dT
consistié en menos de 5 ug de ARN total, 1 yl de mezcla dNTP 10 mM, 1 ul de Oligo d(T)12-1s (0,5 pg / ul), y hasta 10
pl de agua tratada con DEPC. Cada muestra se incub6 a 65 °C durante 5 minutos, luego se colocé sobre hielo
durante al menos 1 minuto. Se prepard una mezcla de reaccién afiadiendo cada uno de los siguientes componentes
en orden: 2 yl de regulador 10X RT, 4 pl de MgCl> 25 mM, 2 pl de DTT 0,1 M, y 1 pl de inhibidor de RNasa
recombinante RNasa OUT. Se pipeted una adicion de 9 pl de mezcla de reaccién para cada mezcla de ARN /
cebador y se mezcld suavemente. Se incubd a 42 °C durante 2 minutos y se afadié 1 ul de SuperScript || RT a cada
tubo. El tubo se incubd durante 50 minutos a 42 °C. Se termind la reaccién a 70 °C durante 15 minutos y se enfrié
sobre hielo. Se recogié la muestra por centrifugacion y se afadié 1 yl de RNasa H a cada tubo y se incubé durante
20 minutos a 37 °C. Se llevo a cabo la segunda PCR con 200 pmoles de cebador directo y 100 pmoles de cebador
inverso (mezcla de oligo d(T) de 18 nt, seguido de 1 base al azar).

Las condiciones de reaccién fueron de 94 °C durante 2 minutos y luego 40 ciclos de PCR a 94 °C durante 1 minuto,
45 °C a 60 °C durante 2 minutos, 72 °C durante 3 minutos, con una extensién a 72 °C 10 min adicionales. Se
analizaron 10 microlitros de la muestra amplificada por electroforesis usando un gel de agarosa al 1%. Se purificaron
los fragmentos de tamario correcto del gel de agarosa.

Ejemplo 4
Generacion de poblaciones de fragmentos de PCR

Se ligaron los fragmentos de PCR del Ejemplo 3 en un vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, Wisconsin) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El producto ligado se transformé en células competentes JM109 y se
sembrdé en placas sobre medio LB para seleccion azul / blanco. Se seleccionaron las colonias y se las cultivd en una
placa de 96 pozos con 1,2 ml de medio LB durante la noche a 37 °C. Se generd una existencia para todas las
colonias seleccionadas. Se purificé el ADN del plasmido de las placas utilizando robdtica miniprep Biomeck 2000 de
Beckman con un kit Wizard SV Miniprep (Promega). Se eluyé el ADN del plasmido con 100 pl de agua y se
almacend en una placa de 96 pozos. Se digirieron los plasmidos mediante EcoR1 y se analizaron utilizando gel de
agarosa al 1% para confirmar la cantidad de ADN y el tamafio de los insertos. Se secuenciaron los plasmidos que
contenian un inserto de 400-600 pb utilizando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, California). Se
alinearon las secuencias con la base de datos del GenBank mediante una busqueda con BLAST. Se identificaron y
analizaron los fragmentos relacionados con p450. Alternativamente, se aislaron fragmentos de p450 a partir de
bibliotecas de sustraccidon. También se analizaron estos fragmentos como se describi6é anteriormente.

Ejemplo 5
Construccién de una biblioteca de ADNc

Se construyé una biblioteca de ADNc mediante la preparacion de ARN total de hojas tratadas de etileno de la
siguiente manera. En primer lugar, se extrajo el ARN total de las hojas tratadas con etileno de linea de tabaco 58 -
33 utilizando un fenol modificado con acido y el protocolo de extraccidon con cloroformo. El protocolo fue modificado
para utilizar un gramo de tejido que se trituré y se agitd posteriormente con agitacion tipo vortice en 5 ml de
regulador de extraccion (Tris-HCI 100 mM, pH 8,5; NaCl 200 mM; EDTA 10 mM; 0,5% de SDS) a la que se le afadio
5 ml de fenol (pH 5,5) y 5 ml de cloroformo. La muestra extraida se centrifugd y se guardé el sobrenadante. Esta
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etapa de extraccion se repitié 2 - 3 veces hasta que el sobrenadante aparecia claro. Se afiadieron aproximadamente
5 ml de cloroformo para eliminar las trazas de fenol. Se precipité el ARN a partir de las fracciones de sobrenadante
combinadas mediante la adiciéon de un volumen de etanol 3 veces y 1/10 de volumen de NaOAc 3 M (pH 5,2) y
almacenando a -20 °C durante 1 hora. Después de la transferencia a un recipiente de vidrio Corex, se centrifugé la
fraccion de ARN a 9000 RPM durante 45 minutos a 4 °C. Se lavo el sedimento con etanol al 70% y se centrifugd
durante 5 minutos a 9000 rpm a 4 °C. Después de secar el sedimento, se disolvio el ARN sedimentado en 0,5 ml de
agua libre de RNasa. La calidad y la cantidad del ARN total se analizé por gel de formaldehido desnaturalizado y
espectrofotometro, respectivamente.

El ARN total resultante se utilizé para aislar ARN poli A+ usando un protocolo de celulosa de oligo (dT) (Invitrogen) y
columnas de centrifugacion de microcentrifuga (Invitrogen) mediante el siguiente protocolo. Se sometieron
aproximadamente 20 mg de ARN total a purificacién dos veces para obtener ARN poli A+ de alta calidad. Se analizé
el producto de ARN poli A+ mediante gel de formaldehido desnaturalizado y posterior RT-PCR de genes conocidos
de longitud completa para asegurar una alta calidad del ARNm.

A continuacion, se utilizé ARN poli A+ como molde para producir una biblioteca de ADNc empleando el kit de
sintesis de ADNc, el kit de sintesis de ZAP-ADNc, y el kit de clonacion dorado ZAP-ADNc Gigapack Ill (Stratagene,
La Jolla, California). EI método implicaba seguir el protocolo del fabricante como se especifica. Se usaron
aproximadamente 8 ug de ARN poli A+ para construir la biblioteca de ADNc. El analisis de la biblioteca primaria
revelé aproximadamente 2,5 x 10° - 1 x 10’ pfu. Se completdé una prueba de calidad de fondo de la biblioteca
mediante ensayos de complementacion utilizando IPTG y X-gal, donde las plaquetas recombinantes se expresaron
mas de 100 veces por encima de la reaccion de fondo.

Un analisis mas cuantitativo de la biblioteca mediante PCR al azar mostré que el tamafio promedio del ADNc del
inserto fue de aproximadamente 1,2 kb. El método utiliza un método de PCR de dos etapas. Para la primera etapa,
se disefiaron cebadores inversos con base en la informacion preliminar de la secuencia obtenida a partir de
fragmentos de p450. Se usaron los cebadores inversos y los cebadores T3 (directos) disefiados para amplificar los
genes correspondientes de la biblioteca de ADNc. Se sometieron las reacciones de PCR a electroforesis en agarosa
y se cortaron las bandas correspondientes de alto peso molecular, se purificaron, clonaron y secuenciaron. En la
segunda etapa, se usaron los nuevos cebadores disefiados a partir de 5'UTR o de la regién de codificacion de
partida de p450 como los cebadores directos junto con los cebadores inversos (disefiados a partir de 3'UTR de
p450) en la PCR subsiguiente para obtener clones de p450 de longitud completa.

Los fragmentos de p450 se generaron mediante amplificacion por PCR de la biblioteca de ADNc construida como se
describe en el Ejemplo 3 con la excepcion del cebador inverso. El cebador T7 localizado en el plasmido secuencia
abajo de los insertos de ADNc se utilizd como cebador inverso. Se aislaron fragmentos de PCR, se clonaron y se
secuenciaron como se describe en el Ejemplo 4.

Se aislaron genes para p450 de longitud completa mediante este método de PCR a partir de la biblioteca de ADNc
construida. Se usaron los cebadores inversos especificos de los genes (disefiados a partir de la secuencia,
secuencia abajo de los fragmentos de p450) y un cebador directo (T3 en el plasmido de la biblioteca) para clonar los
genes de longitud completa. Se aislaron, clonaron y secuenciaron los fragmentos de PCR. Si fuera necesario, se
aplica una segunda etapa de PCR. En la segunda etapa, se utilizaron los nuevos cebadores directos disefiados a
partir de 5'UTR de los p450 clonados junto con los cebadores inversos disefiados a partir de 3'UTR de clones de
p450 en las reacciones PCR posteriores para obtener clones de p450 de longitud completa. Los clones se
secuenciaron posteriormente.

Ejemplo 6

Identidad del acido nucleico, relacion estructural del fragmento de acido nucleico aislado, e hibridacién con
GeneChip®

Se secuenciaron mas de 100 fragmentos de p450 clonados junto con el analisis de transferencia tipo Northern para
determinar su relacion estructural. El enfoque utilizé cebadores directos con base en cualquiera de los dos motivos
p450 comunes situados cerca del terminal carboxilo de los genes para p450. Los cebadores directos
correspondieron a motivos del citocromo p450 FXPERF (SEQ ID NO: 2268) o GRRXCP (A/G) (SEQ ID NO: 2269).
Los cebadores inversos usaron cebadores estandar ya sea del plasmido, SP6 o T7 situado en ambos brazos del
plasmido pGEM, o una cola de poli A. El protocolo utilizado se describe a continuacion.

Se us6 espectrofotometria para estimar la concentracion del ADN bicatenario de partida de acuerdo con el protocolo
del fabricante (Beckman Coulter). La plantilla se diluyé con agua hasta la concentraciéon apropiada, desnaturalizado
por calentamiento a 95 °C durante 2 minutos, y posteriormente se colocd sobre hielo. La reaccion de secuenciacion
se preparo sobre hielo utilizando 0,5 a 10 pl de la plantilla de ADN desnaturalizado, 2 pl de 1,6 pmoles del cebador
directo, 8 pl de la mezcla DTC Quick Start Master y se llevo el volumen total hasta 20 ml con agua. El programa de
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termociclado consistié en 30 ciclos del siguiente ciclo: 96 °C durante 20 segundos, 50 °C durante 20 segundos, y 60
°C durante 4 minutos, seguido por mantenimiento a 4 °C.

La reaccion de secuenciacion se detuvo afiadiendo 5 pl de regulador de parada (igual volumen de NaOAc 3 M y
EDTA 100 mM y 1 pl de glicogeno de 20 mg / ml). La muestra se precipitdé con 60 pl de etanol frio al 95% y se
centrifugd a 6.000 x g durante 6 minutos. El etanol se descartd. El sedimento se lavo dos veces con 200 pl de etanol
frio al 70%. Después de secar el sedimento, se afiadieron 40 ul de una soluciéon de SLS y se resuspendio el
sedimento. Se colocd encima una capa de aceite mineral y se colocé la muestra en el secuenciador automatizado
CEQ 8000 para su posterior analisis.

Para verificar las secuencias de acido nucleico, se secuencié nuevamente la secuencia de acido nucleico en ambas
direcciones utilizando cebadores directos para la region FXPERF (SEQ ID NO: 2268) o GRRXCP (A/G) (SEQ ID NO:
2269) del gen para p450 o cebadores inversos ya sea para el plasmido o la cola de poli A. Toda la secuenciacién se
realizé al menos dos veces en ambas direcciones.

Las secuencias de acido nucleico de fragmentos de citocromo p450 se compararon entre si a partir de la region de
codificacion correspondiente al primer acido nucleico después de la region que codifica al motivo GRRXCP (A/G)
(SEQ ID NO: 2269) hasta el codon de parada. Esta region se seleccion6 como un indicador de la diversidad genética
entre las proteinas p450. Se observaron un gran nimero de genes para p450 genéticamente distintos, mas de 70
genes, similar a las otras especies de plantas. Tras la comparacién de las secuencias de acido nucleico, se encontré
que los genes podrian ser colocados en grupos de secuencias distintas con base en su identidad de secuencia. Se
encontré que la mejor agrupacién unica de los miembros de p450 se determind que era aquellas secuencias con
75% de identidad de acidos nucleicos o mayor. (Véase, por ejemplo, la Tabla 1 de la publicacién de la solicitud de
patente de los Estados Unidos No. 2004/0162420.

Se us6 la hibridacién del microarreglo GeneChip® (Affymetrix Inc.; Santa Clara, CA) para identificar los genes con
patrones de expresion diferenciales entre las lineas isogénicas cercanas convertidoras y no convertidoras después
de la activacion con etileno. El tamafio del chip era de 18 micras y el formato del arreglo era de 100 - 2187, con
capacidad para 528 conjuntos de sondas (11628 sondas). Se usaron siete pares de hibridacion para obtener la
verificacion independiente de los resultados de los microarreglos. Estos consistian en un par (convertidor / no
convertido) de muestras de tabaco Burley no tratadas 4407-33 / 4407-25, cuatro pares de muestras 4407-33 / 4407-
25 tratadas con etileno, un par 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 envejecidas en forma natural de 4407 = 33/25 (Tabla 1).

Tabla 1. Relaciones de sefial normalizada convertidora:no convertidora de la hibridacién de GeneChip®

Burley no Burley tratado con etileno Oscuro tratado con  Burley envejecido
tratado etileno
(4407 - 33/ 25)
(4407 - 33/ 25) (178 / NL Madole)
(4407 - 33/ 25)

E.1 E.2 E.3 E.4

Inducida
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-BG1 1,73 2,32 13,06 22,22 19,10 28,76 3,40

Control
Actina tipo | (5') 1,18 0,99 0,74 0,73 0,57 1,02 0,97
Actina tipo | (3') 1,09 1,12 0,81 1,08 0,79 0,93 0,85

Todos los 14 conjuntos de hibridaciones fueron exitosos como lo demuestra el Reporte de Expresién generado
usando instrumentos de deteccion de Genome Explorations, Inc. (Memphis, TN). Los reportes principales incluian
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analisis de ruido, factor de escala, fondo, conjuntos totales de sondas, el nimero y el porcentaje de los conjuntos de
sondas presentes y ausentes, intensidad de la sefial de los controles de mantenimiento. Los datos fueron analizados
posteriormente y presentados utilizando el programa GCOS en combinacién con otro programa. Se hicieron
comparaciones de sefial entre pares de tratamiento, y se compilaron los datos generales para todas las sondas
respectivas para todas las hibridaciones y también se analizaron los datos de expresion. Los resultados basados en
las intensidades de sefial mostraron que sélo dos genes, D121-AA8 y D120-AH4 y un fragmento, D35-BG11, que es
un fragmento parcial de D121-AA8, tenian induccién reproducible en lineas convertidoras tratadas con etileno en
comparacioén con lineas no convertidoras. La sefial de un gen en una linea convertidora, por ejemplo, la variedad de
tabaco Burley 4407-33, se determind como la relacién con la sefial de un gen en una linea isogénica no convertidora
relacionada, 4407-25. Sin tratamiento con etileno, la relaciéon de las sefiales del convertidor con respecto al no
convertidor para todos los genes se aproxim6 a 1,00. Para eliminar la influencia de las diferencias de fondo, se
calcularon también las relaciones de sefal normalizadas. Las relaciones de sefial normalizadas se obtuvieron
dividiendo la relacion emparejada tratada con la relacion no emparejada correspondiente. Tras el tratamiento y
analisis con etileno, se determind que dos genes, D121-AA8 y D120-AH4, fueron inducidos en lineas convertidoras
con relacién a las lineas no convertidoras como se determind mediante cuatro analisis independientes. Estos dos
genes comparten 99,8% de homologia relativa y sus sefiales de hibridacion relativa en variedades convertidoras
estaban en el intervalo de aproximadamente 2 a 22 veces mayor que las sefales en sus contrapartes no
convertidoras. Con base en los coeficientes normalizados, no se indujeron clones de control interno de tipo actina en
lineas convertidoras. Ademas, un fragmento (D35-BG11), cuya regidn codificante esta totalmente contenida tanto en
los genes-D121 como D120-AA8 AH4, fue altamente inducido en las mismas muestras de lineas isogénicas
convertidora y no convertidoras emparejadas. Ademas, los genes D121-AA8 y D120-AH4 fueron fuertemente
inducidos en lineas convertidoras de pares de tabaco oscuro isogénicas, NL Madole y 181 (8 a 28 veces), lo que
demuestra que la induccién con etileno de estos genes en lineas convertidoras fue una respuesta in planta. Los
mismos genes fueron identificados en las comparaciones realizadas a partir de las hibridaciones de muestras
envejecidas en forma natural de 4407-33 / 25 también. Los ensayos por RT-PCR de estos materiales utilizando
cebadores especificos para D121-AA8 verificaron los resultados del microarreglo para este gen.

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

Ejemplo 7
Anadlisis bioquimico de la actividad enzimatica

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

En particular, la funcién del clon candidato D121-AA8 fue confirmado como el gen que codifica para la nicotina
desmetilasa, mediante el ensayo de actividad enzimatica de p450 expresada de forma heteréloga en células de
levadura como sigue.

1. Construccién del vector de expresion de levadura

Las secuencias putativas codificadora de la proteina del ADNc que codifica la nicotina desmetilasa del tabaco
(D121-AA8), D120-AH4, D121-AA8, 208-AC-8, y D208-AD9, se clonaron en el vector de expresion de levadura
pYeDP60. Se introdujeron los sitios apropiados de BamHI y Mfel (subrayados mas abajo) a través de cebadores de
PCR que contienen estas secuencias ya sea secuencia arriba del coddon de inicio de la traduccion (ATG) o
secuencia abajo del codon de parada (TAA). El Mfel en el producto de PCR amplificado es compatible con el sitio de
EcoRl en el vector. Los cebadores utilizados para amplificar el ADNc de D121-AA8 fueron 5-TAGCTA-
CGCGGATCCATGCTTTCTCCCATAGAAGCC-3' (SEQ ID NO: 2194) y 5-CTGGATCACAATTGTTAGTGATG-
GTGATGGTGATGCGATCCTCTATAAAGCTCAGGTGCCAGGC-3' (SEQ ID NO: 2297). Un segmento de la
secuencia que codifica nueve aminoacidos adicionales en el terminal C de la proteina, incluyendo seis histidinas, se
incorporo en el cebador inverso para facilitar expresion de p450 etiquetado con 6-His después de la induccién. Los
productos de PCR se ligaron en el vector pYeDP60 después de digestiones con enzimas en orientacion sentido con
referencia al promotor GAL10-CYC1. La construccién apropiada de los vectores de expresion de levadura se verificd
mediante analisis con enzimas de restriccion y secuenciacion de ADN. Ademas, la expresion de las proteinas p450
se visualizé en la electroforesis en gel de SDS-PAGE para la fase detergente de los microsomas de levadura. El
tamafio predicho de las proteinas p450 es de 59 kD, con base en la secuencia del gen; un resultado que fue
confirmado por el andlisis en gel.
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2. Transformacion de la levadura

La linea de levadura WAT11, modificada para expresar NADPH-citocromo p450 reductasa ATR1 de Arabidopsis, se
transformé con los plasmidos de ADNc pYeDP60-p450. Se mezclaron 50 microlitros de suspension de células de
levadura WAT11 con ~ 1 ug de ADN de plasmido en una cubeta con 0,2 cm de separaciéon de los electrodos. Se
aplico un pulso de 2,0 kV por un electroporador Eppendorf (Modelo 2510). Las células se esparcieron en placas de
SGI (6 g / L de acidos bactocasamino, 6,7 g / L de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 20 g / L de
glucosa, 40 mg / L de DL-triptéfano, 20 g / L de agar). Los transformantes fueron confirmados mediante analisis PCR
realizado directamente sobre las colonias seleccionadas al azar.

3. Expresion de p450 en células de levadura transformadas

Se utilizaron colonias individuales de levadura para inocular 30 mL de medio SGI (5 g / L de acidos bactocasamino,
6,7 g / L de base nitrogenada 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. Una alicuota de este cultivo se diluy6é en una proporcion 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 cultivé hasta que se consumié completamente la glucosa, como se indica por el cambio colorimétrico
de una tira reactiva para analisis de orina Diastix (Bayer, Elkhart, IN). La induccién de p450 clonado se inicid
mediante la adicion de DL-galactosa hasta una concentracion final del 2%. Los cultivos se desarrollaron durante 20
horas adicionales antes de utilizarlos para el ensayo de actividad in vivo o para la preparacidon de microsomas.

Las células de levadura WAT11 que expresan pYeDP60-CYP71D20 (un p450 que cataliza la hidroxilacion de 5-epi-
aristoloqueno y 1-deoxicapsidiol en Nicotiana tabacum) se utilizaron como control para los ensayos de expresion de
p450 y de la actividad enzimatica.

Para evaluar la efectividad de la expresion en la levadura del p450 con gran detalle, se realizé la espectroscopia de
diferencia de CO reducido. El espectro de CO reducido exhibié un pico a 450 nm de proteinas de todas las cuatro
lineas de levadura transformadas con p450. No se observaron picos similares en microsomas de control derivados
de células de levadura no transformadas de control o el blanco, células de levadura de control del vector. Los
resultados indicaron que las proteinas p450 se expresaron de manera efectiva en lineas de levadura que albergan
las pYeDP60-CYP 450. Las concentraciones de proteina p450 expresadas en microsomas de levadura oscilaron
desde 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 se ensayaron mediante la
alimentacion del cultivo de levadura con DL-Nicotina (pirrolidina-2—14C). Se afiadié nicotina marcada con '*C (54 mCi
/ mmol) a 75 pl del cultivo inducido con galactosa para una concentracién final de 55 pM. Se incubé el cultivo de
ensayo con agitacion en tubos de polipropileno de 14 ml durante 6 horas y se extrajo con 900 ul de metanol.
Después de la centrifugacion, se separaron 20 pl del extracto de metanol con rp-HPLC y se cuantificé la fraccion de
nornicotina por LSC.

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

5. Preparacion del microsoma de levadura

Después de la induccién por galactosa durante 20 horas, se recolectaron las células de levadura por centrifugacion y
se lavaron dos veces con regulador TES-M (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, sorbitol 0,6 M, 2-mercaptoetanol
10 mM). Se resuspendié el sedimento en regulador de extraccion (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, sorbitol 0,6
M, 2-mercaptoetanol 2 mM, albumina de suero bovino al 1%, céctel inhibidor de proteasa (Roche) a razén de 1
tableta / 50 ml). Se rompieron luego las células con perlas de vidrio (0,5 mm de diametro, Sigma) y se centrifugé el
extracto celular durante 20 min a 20.000 x g para eliminar los restos celulares. Se sometié el sobrenadante a
ultracentrifugacion a 100.000 x g durante 60 min y el sedimento resultante contenia la fraccion microsomal. Se
suspendio la fraccién microsomal en regulador TEG-M (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, 20% de glicerol y 2-
mercaptoetanol 1,5 mM) a una concentracion de proteina de 1 mg / mL. Se almacenaron las preparaciones
microsomales en un congelador de nitrégeno liquido hasta su uso.

6. Ensayo de actividad enzimatica en preparaciones microsomales de levadura
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Se realizaron ensayos de actividad de nicotina desmetilasa con preparaciones microsomales de levadura. En
particular, se obtuvo DL-Nicotina (Pirrolidina-2-14C) a través de Moravek Bioquimicos y tenia una actividad especifica
de 54 mCi / mmol. La clorpromazina (CPZ) y el citocromo c¢ oxidado (cyt. C), ambos inhibidores de p450, se
adquirieron de Sigma. La forma reducida de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) es el donador de
electrones tipico para el citocromo p450 a través de la NADPH: citocromo p450 reductasa. La NADPH se omitié para
la incubacién de control. El ensayo enzimético de rutina incluy6 proteinas microsomales (alrededor de 1 mg / ml),
NADPH 6 mM, y 55 mM de nicotina marcada con 4C. La concentracion de CPZ y Cyt. C, cuando se utilizé, fue de 1
mM y 100 uM, respectivamente. La reaccién se llevé a cabo a 25 °C durante 1 hora y se detuvo con la adicion de
300 pl de metanol por cada 25 ul de mezcla de reaccion. Después de centrifugacion, se separaron 20 ul del extracto
de metanol con un sistema de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) de fase reversa (Agilent) utilizando
una columna de cromatografia Inertsil ODS-3 3 um (150 x 4,6 mm) de Varian. La fase movil isocratica era la mezcla
de metanol y regulador de fosfato de potasio 50 mM, pH 6,25, con una relacion de 60:40 (v / v) y la velocidad de flujo
era de 1 ml / min. El pico de nornicotina, tal como se determind por comparacién con la auténtica nornicotina no
marcada, se recogio y se lo sometié a un Contador de Centelleo Liquido 2.900 tri-carb (LSC) (Perkin Elmer) para la
cuantificacion. Se calcula la actividad de la nicotina desmetilasa con base en la produccion de nornicotina marcada
con "C después de mas de 1 hora de incubacion.

Se observd actividad como la de p450 en preparaciones microsomales de células de levadura de control que
expresan CYP71D20 y los tres cultivos de levadura con p450 de pruebas transformados con los genes D120-AH4,
D208-AC8, y D208-AD9. Sin embargo, el control y los tres p450 de prueba no mostraron ninguna formacion de
conversién de nornicotina lo que sugiere que no contenian una enzima enddégena o inducida que pueda catalizar la
desmetilacién de nicotina. En contraste, los resultados de los analisis por HPLC y LSC mostraron cantidades
detectables de nornicotina producida a partir de la desmetilacion de nicotina usando muestras microsomales
obtenidas a partir de células de levadura que expresan el gen para la nicotina desmetilasa de tabaco (D121-AA8).
Estos resultados indican que la actividad de la nicotina desmetilasa resulta del producto del gen D121-AA8. La
actividad de nicotina desmetilasa requiere NADPH y se ha demostrado que es inhibida por inhibidores especificos
de p450, de conformidad con la nicotina desmetilasa de tabaco siendo un p450. La actividad enzimatica de la
nicotina desmetilasa de tabaco (D121-AA8) fue de aproximadamente 10,8 pKat / mg de proteina como se calculé por
la intensidad de la radiacion y las concentraciones de proteina. Un conjunto tipico de resultados de ensayo de la
enzima obtenidos para las células de levadura se muestra en la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad de la desmetilasa en microsomas de células de levadura que expresan genes para p450 D121-

AA8 y de control
Muestra Microsomas Microsomas + Microsomas + citocromo Microsomas -
clorpromazina 1 mM C 100 uM NADPH

10,8 £ 1,2* pkat/mg 1,4 £ 1,3 pkat/mg de 2,4 + 0,7 pkat/mg de 0,4 + 0,1 pkat/mg de
D121-AA8 g . , ,

de proteina proteina proteina proteina
Control
(CYP71D20) No detectado No detectado No detectado No detectado

*n=12,otrosn=3

La omision de NADPH del ensayo utilizando microsomas derivados de células de levadura D121-AA8 resulté en la
abolicion de la actividad de nicotina desmetilasa; por lo tanto, no se formé nornicotina (Tabla 2). Cuando se
anadieron dos inhibidores de p450 conocidos, clorpromazina (CPZ, 1 mM) y citocromo ¢ oxidado (cyt C, 100 M), en
las mezclas de ensayo enzimatico en forma separada y se incubaron durante 1 hora antes de afiadir la solucion de
detencion de metanol, disminuyeron significativamente las actividades de la nicotina desmetilasa (Tabla 2). Juntos,
estos experimentos demostraron que D121-AA8 codifica una proteina citocromo p450 que cataliza la conversién de
nicotina en nornicotina cuando se expresa en levadura.

Ejemplo 8
Identidad de la secuencia de aminoacidos relacionada de clones de longitud completa

La secuencia de acido nucleico de genes de Nicotiana de longitud completa clonados en el Ejemplo 5 se dedujo por
su secuencia completa de aminoacidos. Los genes para el citocromo p450 fueron identificados por la presencia de
tres motivos conservados del dominio de p450, que correspondian a UXXRXXZ (SEQ ID NO: 2274), PXRFXF (SEQ
ID NO: 2275) o GXRXC (SEQ ID NO: 2276) en el terminal carboxilo donde U es E o K, X es cualquier aminoacido y
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Zes P, T, S o M. Todos los genes para p450 se caracterizaron para la identidad de los aminoacidos usando un
programa BLAST que compara sus secuencias de longitud completa entre si y con genes de tabaco conocidos. El
programa utiliza la herramienta BLAST especial del NCBI (Alineacion de dos secuencias (b12seq), http:
Ilwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast/b12seq/b12.html). Se alinearon dos secuencias bajo BLASTN sin filtro para secuencias
de acido nucleico y BLASTP para las secuencias de aminodcidos. Con base en su identidad porcentual de
aminoacidos, se agrup6 cada secuencia en grupos de identidad, donde la agrupacion contenia a los miembros que
comparten al menos un 85% de identidad con otro miembro. Utilizando estos criterios, se identificaron grupos unicos
y se describen en la Tabla 3. Se dedujo que la secuencia de aminoacidos del gen para la nicotina desmetilasa de
longitud completa tiene la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 5 (Figura 4).

Tabla 3: Grupos de identidad de secuencia de aminoacidos de genes para 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 se agruparon ademas con base en la homologia de aminoacidos altamente
conservada entre el dominio de p450 UXXRXXZ (SEQ ID NO: 2274) y el dominio de p450 GXRXC (SEQ ID NO:
2276) cerca del extremo del terminal carboxilo. Los clones individuales se alinearon con base en la homologia de
secuencia entre los dominios conservados y se colocaron en grupos de identidad distintos. En varios casos, aunque
la secuencia de acido nucleico del clon era Unica, la secuencia de aminoacidos para la region era idéntica. La
agrupacion final fue similar a aquella basada en el porcentaje de identidad para la secuencia de aminoacidos
completa de los clones.

Tabla 4: Grupos de identidad de secuencia de aminoacidos de regiones entre dominios conservados de genes para
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
Uso de fragmentos y clones del citocromo p450 de nicotiana en la regulacién alterada de las cualidades del tabaco

El uso de fragmentos de acido nucleico de p450 de tabaco o de genes completos es util en la identificacion y
seleccion de aquellas plantas que tienen fenotipos alterados de tabaco o constituyentes del tabaco y, mas
importante alun, metabolitos alterados. Las plantas de tabaco transgénico son generadas por una variedad de
sistemas de transformacion que incorporan fragmentos de acido nucleico o genes de longitud completa,
seleccionados de los reportados en este documento, en las orientaciones, ya sea para la subregulacién, por ejemplo
orientacion antisentido, o sobreexpresion por ejemplo, orientacién sentido y similares. Para la sobreexpresiéon con
genes de longitud completa, es deseable cualquier secuencia de acido nucleico que codifica la totalidad o una parte
funcional o secuencia de aminoacidos de los genes de longitud completa descritos en esta invencién. Tales
secuencias de acido nucleico deseablemente son eficaces para aumentar la expresion de una cierta enzima y
resultando por lo tanto en un efecto fenotipico dentro de Nicotiana. Las lineas de Nicotiana que son homocigotas se
obtienen a través de una serie de retrocruzamientos y se evallan los cambios fenotipicos incluyendo, pero sin
limitarse a, el andlisis de ARN enddgeno para p450, transcriptos, péptidos p50 expresados y concentraciones de
metabolitos vegetales utilizando técnicas comunmente disponibles para una persona normalmente capacitada en la
técnica. Los cambios exhibidos en las plantas de tabaco proporcionan informacion sobre el papel funcional del gen
de interés seleccionado o son de uso como especies de plantas preferidas de Nicotiana.

Ejemplo 10
Clonacién de la nicotina desmetilasa gendémica de tabaco Burley convertidor

Se extrajo ADN gendémico de la planta de tabaco Burley convertidora linea 4407-33 (una variedad de Nicotiana
tabacum linea 4407) usando el kit de Qiagen Plant Easy como se describe en los Ejemplos anteriores (véase
también el procedimiento del fabricante).

Los cebadores se disefiaron con base en el promotor 5’ y la region 3' UTR clonados en los ejemplos anteriores. Los
cebadores directos 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 inversos 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 la PCR al ADN genomico 4407-33 con 100 pl de mezcla de reaccion. Se utilizd
enzima de alta fidelidad Pfx para la amplificacion por PCR. El producto de la PCR fue visualizado en gel de agarosa
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al 1% después de la electroforesis. Se observé una unica banda con un peso molecular de aproximadamente 3,5 kb
y se la cortd del gel. La banda resultante se purificé usando un kit de purificacion de gel (Qiagen; con base en el
procedimiento del fabricante). EI ADN purificado fue digerido por la enzima Xba | (NEB; que se utiliza de acuerdo
con las instrucciones del fabricante). El plasmido pBluescript se digirid6 con Xba | usando el mismo procedimiento. El
fragmento se purificé en gel y se ligé al plasmido pBluescript. La mezcla de ligacion fue transformada en la célula
competente GMIO9 y se sembraron sobre la placa LB que contenia 100 mg / | de ampicilina con seleccion azul /
blanco. Se recolectaron las colonias blancas y se cultivaron en 10 ml de medio liquido que contenia ampicilina. Se
extrajo el ADN mediante miniprep. EI ADN del plasmido que contenia el inserto fue secuenciado usando un
secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, California) con base en el procedimiento del fabricante. Se usaron los
cebadores T3 y T7 y otros 8 cebadores internos para la secuenciaciéon. La secuencia se ensamblé y analizo,
proporcionando asi la secuencia gendmica (SEQ ID NO: 4; Figura 3). Con base en la secuencia genémica, se
determind que el gen para la nicotina desmetilasa tanto en las lineas de tabaco convertidoras como no convertidoras
no contiene un elemento transponible.

La comparacion de la secuencia de la SEQ ID NO: 5 con la secuencia de la SEQ ID NO: 4 permiti6 la determinacion
de un solo intrén dentro de la porcion de codificaciéon del gen (identificado como la secuencia de la SEQ ID NO: 7;
Figura 5). Como se muestra en la Figura 2, la estructura genémica de la nicotina desmetilasa de tabaco incluye dos
exones que flanquean un solo intrén. El primer exdn abarca los nucleétidos 2010 a 2949 de la SEQ ID NO: 4, que
codifica los aminoacidos 1 a 313 de la SEQ ID NO: 3, y el segundo exén abarca los nucledtidos 3947 hasta 4562 de
la SEQ ID NO: 4, que codifica los aminoacidos 314 a 517 de la SEQ ID NO: 3. Por consiguiente, el intrén abarca los
nucleotidos 2950-3946 de la SEQ ID NO: 4. La secuencia de intron se muestra en la Figura 5 y es aquella de la SEQ
ID NO: 7. El producto de traduccion de la secuencia de ADN gendmico se muestra en la Figura 3 como la secuencia
de la SEQ ID NO: 3. La secuencia de aminoacidos de la nicotina desmetilasa de tabaco contiene un motivo de
anclaje a la membrana del reticulo endoplasmatico.

Ejemplo 11
Clonacién de las secuencias que flanquean a 5' (SEQ ID NO: 8) y 3'UTR (SEQ ID NO: 9) del tabaco convertidor
A. Aislamiento de ADN total del tejido de las hojas de tabaco convertidor

Se aislé el ADN gendmico de las hojas del tabaco convertidor 4407-33. Se realizo6 el aislamiento del ADN utilizando
un kit DNeasy Plant Mini de la comparia Qiagen, Inc. (Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante
(Dneasy' Plant Mini and DNeasy Plant Maxi Handbook, Qiagen, enero de 2004). El procedimiento para la
preparacion del ADN incluye las siguientes etapas: se tritur6 tejido de la hoja de tabaco (aproximadamente 20 mg en
peso seco) hasta un polvo fino bajo nitrégeno liquido durante 1 minuto. El tejido en polvo fue transferido a un tubo de
1,5 ml. Se anadieron regulador AP1 (400 pl) y 4 ul de solucién patron de RNasa (100 mg / ml) hasta un maximo de
100 mg de tejido de hoja molido y se agitd vigorosamente con agitacion tipo vortice. La mezcla se incubd durante 10
min a 65 °C y se mezcld 2-3 veces durante la incubacion por inversion del tubo. Se afadio luego regulador AP2 (130
ul) al lisado. Se revolvid la mezcla y se incubd durante 5 min sobre hielo. Se aplico el lisado a una columna
QlAshredder Mini Spin y se centrifugd durante 2 min (14.000 rpm). Se transfirié la fraccién que fluy6 a través de la
columna a un nuevo tubo sin alterar el sedimento de residuos celulares. Se afiadié luego regulador AP3/E (1,5
volumenes) al lisado aclarado y se mezclé mediante pipeteo. Se aplicd la mezcla (650 pl) de la etapa anterior
incluyendo cualquier precipitado a una columna DNeasy Mini Spin. Se centrifugd la mezcla durante 1 min a> 6000 x
g (> 8000 rpm) y se descarté el flujo a través de la columna. Este se repiti6 con el resto de la muestra y se
descartaron el flujo a través de la columna y el tubo de recoleccion. Se colocé la columna DNeasy Mini Spin en un
nuevo tubo de recoleccién de 2 ml. Luego se afiadié regulador AW (500 ul) a la columna de DNeasy y se centrifugd
durante 1 min (> 8000 rpm). Se descarté el flujo a través de la columna. Se reutilizoé el tubo de recoleccién en la
siguiente etapa. Se afadio luego regulador AW (500 ul) a la columna DNeasy y se centrifugd durante 2 min (>
14.000 rpm) con el fin de secar la membrana. La columna DNeasy se transfirié a un tubo de 1,5 ml. Entonces se
pipeted el regulador AE (100 pl) sobre la membrana DNeasy. Se incub6 la mezcla durante 5 min a temperatura
ambiente (15-25 °C) y luego se centrifugd durante 1 min (> 8000 rpm) para eluir.

La calidad y cantidad del ADN se estim6 mediante corrimiento de las muestras en un gel de agarosa.
B. Clonacion de secuencias de flanqueo 5’ del gen estructural

Se utilizé un método PCR inverso modificado para clonar 750 nucleétidos de las secuencias de flanqueo 5’ del gen
estructural de la SEQ ID NO: 5. En primer lugar, 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 secuencia
abajo de las secuencias de flanqueo 5. Se disefiaron dos cebadores con base en este fragmento conocido. El
cebador directo se ubicd secuencia abajo del cebador inverso. El cebador inverso se ubicd en la porcion 3’ del
fragmento conocido.
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El procedimiento de clonacion incluia las siguientes etapas:

Se digirié el ADN gendmico purificado (5 pg) con 20-40 unidades de la enzima de restriccién apropiada (EcoRl y
Spel) en una mezcla de reaccién de 50 pl. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa con 1/10 del volumen de
la mezcla de reaccién para determinar si se digiri6 completamente el ADN. Se realizé una ligadura directa después
de la digestion completa por ligacion durante la noche a 4 °C. Una mezcla de reaccion de 200 pl que contenia 10 pl
de ADN digerido y 0,2 pl de ADN ligasa T4 (NEB) se ligd durante la noche a 4 °C. Se realizé una PCR en la reaccion
de ligacion después de obtener un pequefio genoma circular artificial. La PCR se realizé con 10 ul de la reaccion de
ligacion y 2 cebadores a partir de fragmentos conocidos en dos diferentes direcciones en 50 pl de mezcla de
reaccion. Se aplicéd un programa de PCR en gradiente con temperaturas de hibridacion de 45 - 56 °C.

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa para controlar la reaccion PCR. Se corté la banda deseada del gel y
se usoO un kit de purificacion del gel QlAquick de QIAGEN para purificar la banda. Los fragmentos de la PCR
purificados se ligaron en un vector pPGEM-T Easy (Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se extrajeron los plasmidos de ADN transformados por miniprep usando el kit SV Miniprep (Promega, Madison, WI)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN del plasmido que contenia el inserto fue secuenciado usando un
secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, CA). Aproximadamente 758 nt (nucleétidos 1241 - 2009 de la SEQ ID
NO: 4) de la secuencia de flanqueo 5' se clonaron por el método descrito anteriormente.

C. Clonacién de las secuencias de flanqueo 5’ mas largas (SEQ ID NO: 8; Figura 6) del gen estructural

Se uso el kit BD GenomeWalker Universal (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) para la clonacion de una
secuencia de flanqueo 5’ adicional del gen estructural, D121-AA8 de acuerdo con el manual de usuario del
fabricante (BD GenomeWalker de agosto de 2004). El tamafio y la pureza del ADN gendmico de tabaco se
analizaron corriendo las muestras en un gel de agarosa al 0,5%. Se prepararon un total de 4 reacciones de extremo
romo (DRA I, STU I, ECOR V, PVU Il) para una construccién de desplazamiento sobre el genoma de 33 bibliotecas
del tabaco. Después de la purificacién de los ADN digeridos, se ligaron los ADN gendmicos digeridos al adaptador
de desplazamiento sobre el genoma. Se aplicaron las reacciones PCR primarias a los cuatro ADN digeridos
mediante el uso de cebador adaptador AP1 y el cebador especifico del gen de D121-AA8
(CTCTATTGATACTAGCTGGTTTTGGAC; SEQ ID NO: 2282). Se utilizaron los productos primarios de la PCR
directamente como plantillas para la PCR anidada. El cebador adaptador anidado proporcionado por el kit y el
cebador anidado del clon conocido D121-AA8 (SEQ ID NO: 5) (GGAGGGAGAGTATAACTTACGGATTC; SEQ ID
NO: 2283) se utilizaron en la reaccién PCR. Los productos de la PCR se controlaron corriendo la electroforesis en
gel. Se cortaron las bandas deseadas del gel, y se purificaron los fragmentos de PCR usando el kit de purificacion
en gel QlAquick de QIAGEN. Los fragmentos de la PCR se ligaron en un vector pPGEM-T Easy (Promega, Madison,
WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos de ADN transformados se extrajeron mediante
miniprep utilizando el kit SV Miniprep (Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN del
plasmido que contenia el inserto fue secuenciado usando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, CA).
Otros aproximadamente 853 nt de la secuencia de flanqueo 5', incluyendo los nucleétidos 399 - 1240 de la SEQ ID
NO: 4, se clonaron mediante el método descrito anteriormente.

Una segunda ronda de desplazamiento sobre el genoma se realizd6 de acuerdo con el mismo método con la
diferencia de que se usaron los siguientes cebadores GWR1A (5'-AGTAACCGATTGCTCACGTTATCCTC-3'") (SEQ
ID NO: 2284) y GWR2A (5'-CTCTATTCAACCCCACACGTAACTG-3') (SEQ ID NO: 2285). Otros aproximadamente
398 nt de la secuencia de flanqueo, incluyendo los nucleétidos 1-398 de la SEQ ID NO: 4, se clonaron mediante este
método.

Una busqueda de elementos reguladores reveld que, ademas de la caja “TATA”, cajas “CAAT” y cajas “GAGA”,
varios sitios de reconocimiento similares a MYB y elementos de especificidad de 6rganos estan presentes en la
region promotora de nicotina desmetilasa de tabaco. Elementos sensibles inductores putativos y elementos
regulados por nitrogeno, identificados utilizando métodos convencionales, también estan presentes en la region
promotora.

D. Clonacion de secuencias de flanqueo 3’ del gen estructural

Se uso el kit BD GenomeWalker Universal (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) para la clonacion de una
secuencia de flanqueo 3' del gen estructural, D121-AA8 de acuerdo al manual de usuario del fabricante. El
procedimiento de clonacion es el mismo que se describe en la Seccidén C anterior de este ejemplo, excepto por los
cebadores especificos del gen. El primer cebador se disefid desde cerca del extremo del gen estructural-D121 AA8
(5'-CTA TCT GGT AAC CTG ATC CTG ATA CTT-3') (SEQ ID NO: 2286). El cebador anidado fue disefiado
secuencia mas abajo del cebador 1 del gen estructural-D121 AA8 (CTA TAC GTA AGG TAA ATC CTG TGG AAC)
(SEQ ID NO: 2287). Los productos finales de la PCR fueron controlados por electroforesis en gel. Se cortaron las
bandas deseadas del gel. Se purificaron los fragmentos de PCR usando el kit de purificacion en gel QlAquick de
QIAGEN. Los fragmentos de la PCR se ligaron en un vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Los plasmidos de ADN transformados se extrajeron mediante miniprep utilizando el kit
SV Miniprep (Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN del plasmido que contenia el
inserto fue secuenciado usando un secuenciador CEQ 2000 (Beckman, Fullerton, CA). Aproximadamente 1617
nucleétidos de la secuencia de flanqueo 3' adicional (nucleédtidos 4731 - 6347 de la SEQ ID NO: 4) se clonaron
mediante el método descrito anteriormente. La secuencia de acido nucleico de la region 3'UTR se muestra en la
Figura 7.

Ejemplo 12
Cribado del genero Nicotiana por la presencia o ausencia de un gen para la nicotina desmetilasa

Cuarenta y tres especies de Nicotiana, cuarenta y nueve lineas de Nicotiana rustica, y aproximadamente seiscientas
lineas de Nicotiana tabacum se sembraron en macetas y las plantas resultantes se cultivaron en el invernadero.

Se tomaron muestras de hojas de plantas de seis semanas de edad. Se llevaron a cabo extracciones de ADN de las
hojas utilizando el mini kit DNeasy Plant (Qiagen, Inc., Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Los cebadores fueron disefiados con base en el promotor 5’ y las regiones 3' UTR descritos en la presente
invencion. El cebador directo fue 5'-GGC TCT AGA TAA ATC TCT TAA GTT ACT AGG TTC TAA-3' (SEQ ID NO:
2290) y el cebador inverso 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 region de flanqueo 5' hasta 180 nt de 3' UTR). Se extrajo ADN gendmico de
todas las lineas de Nicotiana anteriormente mencionadas para el andlisis de PCR. Se usaron una mezcla de
reaccion de 100 pl y la enzima de alta fidelidad Pfx para la amplificacion por PCR. La temperatura de hibridacion
utilizada fue de 54 °C debido a la menor homologia entre las especies (esta temperatura es 2 °C mas baja que la
temperatura utilizada para la secuencia genémica de clonacién de tabaco convertidor 4407 como se describid
anteriormente). El producto de la PCR fue visualizado en gel de agarosa al 0,8% después de la electroforesis. Una
Unica banda con un peso molecular de aproximadamente 3,5 kb estaba o bien presente o ausente sobre el gel. Las
lineas con una banda positiva se calificaron como aquellas que tienen el gen objetivo. Para las lineas que carecian
de bandas positivas, se realizaron cuatro reacciones PCR adicionales usando cuatro conjuntos mas de cebadores.
Estos conjuntos de cebadores fueron seleccionados de diferentes regiones del gen. Los cuatro conjuntos de
cebadores fueron:

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

(2) desde 570 nt secuencia abajo del coddn de inicio (5'-CTG AAG ATC GTG ATG A -3') (SEQ ID NO: 2294) hasta el
final del intrén (5-TGC TGC ATC CAA GAC CA -3') (SEQ ID NO: 2295),

(3) desde 300 nt secuencia abajo del comienzo del intrén (5'-GGG CTA TAT GGA TTC GC-3') (SEQ ID NO: 2296)
hasta el final del intron (5'-TGC TGC ATC GAC CAA CA -3"') (SEQ ID NO: 2295), y

(4) desde 300 nt secuencia abajo del comienzo del intrén (5'-GGG CTA TAT GGA TTC GC-3') (SEQ ID NO: 2296)
hasta la 3 'UTR (5'-AGT CAATTA TCT TCT ACA AAC CTT TAT ATATTA GC -3') (SEQ ID NO: 2195).

Si las cinco reacciones PCR antes mencionadas, mostraron todas bandas no correctas, la linea se calific6 como
carente del gen objetivo. Los ejemplos de la cantidad de ADN gendmico y los productos de PCR para el gen objetivo
para la nicotina desmetilasa son representados en las Figuras 8 y 9.

El germoplasma identificado como carente del gen para la nicotina desmetilasa se utiliza como el material fuente
para fitomejoramiento con tabacos cultivados. Sin embargo, cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en las
Figuras 1, 3 a 7, y 10-17, o un fragmento de la misma, se puede utilizar de una manera similar. Métodos de
hibridacion interespecifica o intraespecifica combinados con métodos convencionales de fitomejoramiento, tales
como el retrocruzamiento o el método de pedigri, se pueden utilizar para transferir el gen para la nicotina
desmetilasa aberrante o ausente o cualquier secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras 1,3 a 7,y 10-17,
o un fragmento de las mismas, desde la fuente donadora hasta los tabacos cultivados. Los resultados de los
experimentos de cribado para la nicotina desmetilasa se exponen en la Tabla 5 a continuacién. Una linea negativa
para nicotina desmetilasa pueden ser reproducida con la misma linea o con otra linea negativa (por ejemplo,
Nicotiana africana x Nicotiana africana o Nicotiana africana x Nicotiana amplexicaulis o cualquier combinacién de
fitomejoramiento adecuada). También se reproducen lineas negativas con cualquier variedad comercial de tabaco
de acuerdo con técnicas convencionales de fitomejoramiento de tabaco conocidos en la técnica. Las lineas de
tabaco pueden ser reproducidas con cualquier otra planta compatible de acuerdo con procedimientos
convencionales en la técnica.
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Tabla 5. Resultados de ejemplos de cribado del género Nicotiana para el gen para la nicotina desmetilasa

Nombre cientifico o nombre comun u (origen) | Numero de inventario | Resultados del cribado
Nicotiana africana TW6 Negativo
Nicotiana amplexicaulis 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 TWT71 Negativo
Nicotiana knightiana TW73 Negativo
Nicotiana maritima TW82 Negativo
Nicotiana megalosiphon TW83 Negativo
Nicotiana miersii TW85 Negativo
Nicotiana nesophila TW87 Negativo
Nicotiana noctiflora TW88 Negativo
Nicotiana nudicaulis TW90 Negativo
Nicotiana otophora TW94 Positivo
Nicotiana palmeri TWO8 Negativo
Nicotiana paniculata TWO9 Negativo
Nicotiana petunioides TW105 Negativo
Nicotiana plumbaginifolia TW106 Negativo
Nicotiana repanda TW110 Negativo
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Nombre cientifico o nombre comun u (origen) | Numero de inventario

Resultados del cribado

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 base Positivo
KY 14 Semilla base Positivo
TN 86 Semilla base Positivo
Coker 176 Semilla base Positivo
KY21 TC62 Positivo
KY22 TC63 Positivo
KY24 TC64 Positivo
KY26 TC65 Positivo
KY33 TC66 Positivo
KY34 TC67 Positivo
KY35 TC68 Positivo
KY41A TC69 Positivo
KY54 TC71 Positivo
KY52 TC70 Positivo
Virginia 528 TC85 Positivo
Virginia B-29 TC86 Positivo
401 Rojo Cereza TC227 Positivo
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Nombre cientifico o nombre comun u (origen)

Numero de inventario

Resultados del cribado

401 Rojo Cereza Libre TC228 Positivo
KY170 TC474 Positivo
KY171 TC475 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 Tl 1745 Positivo
NOD 12 TI 1747 Positivo
NOD 17 TI 1749 Positivo
80111 Pudawski 66CMS TI 1661 Positivo
84160 Pudawski 66 TI 1683 Positivo
MII 109 TI 1715 Positivo
Mississippi Reliquia de Familia TI1716 Positivo
Ovens 62 TI 1741 Positivo
BT 101 TI 1594 Positivo
Kentucky Ml 429 TI 1595 Positivo
Shiroenshu 201 TI 1604 Positivo
Shiroenshu 202 TI 1605 Positivo
Ostrolist 2747 1 TI 1568 Positivo
Ergo TI 1349 Positivo
Burley 323 TI 1535 Positivo
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Nombre cientifico o nombre comun u (origen)

Numero de inventario

Resultados del cribado

Burley Rusa TI 1534 Positivo
Puremozhetz 83 TI 1569 Positivo
Bulsunov 80 TI 1537 Positivo
Amarillo Riogrande TI74 Positivo
Espado TI151 Positivo
Crillo Saltono TI1082 Positivo
Kutsaga E-1 TI1552 Positivo
Beinhart 1000-1 TI1561 Positivo
Kelly Brownleaf TC50 Positivo
KY9 TC54 Positivo
Negro Mamut TC460 Positivo
Cola de Lagarto Orinoco TC477 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) TI 1222 Positivo
Hongrois (Espafia) TI 1246 Positivo
(Etiopia) TI 1269 Positivo
Ravajk(Yugoslavia) Tl 1284 Positivo
(Bolivia) T1 1301 Positivo
Adjuctifolia (Nueva Zelanda) TI 1317 Positivo
NO. 6055 (Cuba) TI 1375 Positivo
(Bulgaria) TI 1386 Positivo
Grande Reditto (Italia) Tl 1414 Positivo
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Nombre cientifico o nombre comun u (origen) | Numero de inventario | Resultados del cribado
(Alemania) Tl 1459 Positivo
(Suiza) TI 1506 Positivo
Sirone (Australia) TI 1508 Positivo
Dubek 566 (Polonia) TI 1567 Positivo
Kagoshima Maruba (Japon) TI 158 Positivo
Erzegovina Lecce Ml 411 (ltalia) TI 1602 Positivo
(Colombia) TI 291 Positivo
Okso (antiguamente Unidn Soviética) TI 86 Positivo
Ejemplo 13

Creacidén o generacion de mutaciones y cribado de la variacion genética en el gen para la nicotina desmetilasa

Una variacion genética o mutaciones preexistente en la secuencia que codifica para la nicotina desmetilasa o
cualquier otro de los genes representados por una secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras 1,3 a 7,y
10-17, o un fragmento de la misma, se criban mediante el uso de tecnologias moleculares, incluyendo lesiones
locales inducidas dirigidas en genomas (TILLING), métodos de dactiloscopia de ADN tales como polimorfismos
amplificados de longitud de fragmentos (AFLP), y polimorfismos de nucleétido individuales (SNP). En la practica, se
usan poblaciones de plantas que representan una variacion genética preexistente tales como una planta transgénica
(por ejemplo, cualquiera de las descritas en la presente invencidon) o aquellas creadas por la exposicién de los
tejidos reproductivos, semillas, u otros tejidos vegetales a mutagenos quimicos tales como agentes de alquilacion,
etano metil sulfonato (EMS), por ejemplo, o a radiacion, tal como rayos X o rayos gamma. Para poblaciones
mutadas, se determina experimentalmente la dosis de la sustancia quimica mutagénica o la radiacién para cada tipo
de tejido vegetal de tal manera que se obtiene una frecuencia de mutaciéon que estd por debajo de un nivel de
umbral que se caracteriza por letalidad o esterilidad reproductiva. El nimero de las semillas de la generacion M1 o el
tamano de las poblaciones de plantas M1 resultante de los tratamientos mutagénicos se estiman con base en la
frecuencia esperada de mutaciones. La progenie, la generacion M2, de las plantas M1 representa la poblacién que
deseablemente se evalla para una mutacién en un gen, por ejemplo, el gen para la nicotina desmetilasa.

TILLING, dactiloscopia de ADN, SNP o tecnologias similares pueden ser utilizadas para detectar una variacion
genética inducida o de origen natural en un gen deseable tal como el gen para nicotina desmetilasa. La variacién
puede deberse a supresiones, sustituciones, mutaciones puntuales, translocaciones, inversiones, duplicaciones,
inserciones o mutaciones nulas completas. Estas tecnologias podrian utilizarse en una seleccion asistida por
marcador (programa de fitomejoramiento MA) para transferir o reproducir los alelos nulos o diferentes del gen para la
nicotina desmetilasa o cualquier secuencia de acido nucleico mostrados en las Figuras 1, 3 a 7, y 10-17, o un
fragmento de la misma, en otros tabacos. Un fitomejorador podria crear poblaciones segregantes de hibridaciones
de un genotipo que contiene el alelo nulo o diferente con un genotipo agrondmicamente deseable. Las plantas en las
generaciones F2 o de retrocruzamiento podia ser cribadas utilizando un marcador desarrollado a partir de la
secuencia de la nicotina desmetilasa o una secuencia de acido nucleico mostrada en las Figuras 1, 3a 7,y 10-17, 0
un fragmento de la misma, usando una de las técnicas enumeradas anteriormente. Las plantas identificadas por
poseer los alelos nulos o disimiles podria ser retrocruzada o autopolinizada para crear la siguiente poblacién que
pudiera ser cribada. Dependiendo del patrén de herencia esperado o de la tecnologia MAS utilizada, puede ser
necesaria la autopolinizaciéon de las plantas seleccionadas antes de cada ciclo de retrocruzamiento para ayudar a la
identificacion de las plantas individuales deseadas. El retrocruzamiento u otro procedimiento de fitomejoramiento se
pueden repetir hasta que se recupera el fenotipo deseado del progenitor recurrente.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de tabaco que tiene una mutaciéon en un gen endégeno para nicotina desmetilasa que tiene la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 4, en donde la mutacién se selecciona del grupo que consiste en
una mutacién puntual, una supresion, una insercién, una duplicacién y una inversion, y en donde dicha planta de
tabaco exhibe expresion reducida del gen mutado para nicotina desmetilasa o el producto génico en relacion con
una planta de control no mutada, o la nicotina desmetilasa codificada por el gen mutado exhibe actividad enziméatica
reducida con relacion a una nicotina desmetilasa no mutada.

2. La planta de la reivindicacion 1, en donde la expresion de la SEQ ID NO: 4 es silenciada.

3. La planta de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha mutacion es una mutacién puntual o
una supresion.

4. La planta de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la planta de tabaco es un tabaco negro,
tabaco Burley, tabaco curado al humo, tabaco Virginia, curado al aire, o tabaco oriental.

5. Tabaco curado elaborado a partir de la planta de tabaco de cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

6. Un método para reducir la expresion de la nicotina desmetilasa en una planta de tabaco, dicho método
comprendiendo expresar un transgén que codifica una molécula de ARN bicatenario que inhibe la expresion de una
nicotina desmetilasa codificada por la SEQ ID NO: 4 en dicha planta, dicha molécula de ARN bicatenario
comprendiendo al menos 25 nucledtidos consecutivos que tienen 91% o mas de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 4, en donde la expresion de dicha nicotina desmetilasa es inhibida en dicha planta en relaciéon con una planta
de tabaco que carece de dicho transgén.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde dicha planta de tabaco es de una especie seleccionada del grupo que
consiste de Nicotiana tabacum, Nicotiana sylvestris, Nicotiana tomentosiformis y Nicotiana glauca.

8. El método de la reivindicacion 6, en donde dicha planta de tabaco es Nicotiana tabacum.
9. El método de la reivindicacion 6, 7, u 8, en donde dicho transgén comprende un promotor constitutivo.
10. El método de la reivindicacion 6, 7, u 8, en donde dicho transgén comprende un promotor inducible.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en donde dicha molécula de ARN bicatenario comprende
al menos 100 nucledtidos que tienen 91% o mas de identidad de secuencia con un intrén o un exén de la SEQ ID
NO: 4.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en donde dicha molécula de ARN bicatenario comprende
al menos 100 nucledtidos que tienen 100% de identidad de secuencia con un intrén o un exén de la SEQ ID NO: 4.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en donde dicha molécula de ARN bicatenario comprende
al menos 250 nucledtidos que tienen 91% o mas de identidad de secuencia con un intrén o un exén de la SEQ ID
NO: 4.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en donde dicha molécula de ARN bicatenario comprende
al menos 250 nucleodtidos que tienen 100% de identidad de secuencia con un intrén o un exén de la SEQ ID NO: 4.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en donde dicha molécula de ARN bicatenario comprende
al menos 500 nucledtidos que tienen 91% o mas de identidad de secuencia con un intrén o un exén de la SEQ ID
NO: 4.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en donde dicha molécula de ARN bicatenario comprende
al menos 100 nucleétidos que tienen 100% de identidad de secuencia con los nucleétidos 2010 a 2949 o 3947 a
4562 de la SEQ ID NO: 4.
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SEQ ID NO.: 1 (D35-BG11)
atgactiatg catigcaagl ppaacactla at;aatgg_cac attigatcca apgtticaat
tacagaacic caaalpacga gecctipgal atgaagpaag gtgcagpest aactatacgt

aagglaaatc cigtggaact gataatagep cclcgoctgp caccigaget tlattaa

SEQ ID NO.: 2 (D35-BG11)

Mummﬁhmaﬁvm Glu His Leu Thr Met Ala His Leu Tle
Gln Gly Phe As Tyrh:g_Tl:;erAmArp'GlquLtu Asﬁma Lys
Glu Gly Ala Gly Tle Thr lie Arg Lys Val Asn Pro Val Glu Leu Tle

Tle Ala Pro Arg Leu Ala Pro Ghu Leu Tyr

FIGURA 1
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Estructura Genomica de 33-L
(Gen Gendmico de D121-AAB)

Promotor Exan | Intrén | Exan Il J'UTR

| — | I
| | | M _
2010 2949 3947 4582 6347
laa == 313spa 314-:—51_7“

FIGURA 2
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BEQ ID WO:

3

CARACTERISTICAS

Total

Secuencias de flanqueo 5

chs
Intrén

Producto

3!

UTR’

Traduccion

MLSPIERIVGLVTFTFLFFFLWT KRS QKPS KPLPPK I PGGWFV IGELFHFNDDEDDR PLARFLGDLADKYGPVF
TFRLGLPLVLVVSSYERVIDCF STRDATF SRR PAFL YOO Y LG Y NRAML FLANY OF YWRENRFLVIQEVLEASRL
EXFKHVRFARIQAS I KNLYTRIDGHS ST INLTDWLEELNFGLIVEM LAGK Y ESGKEDEQVERFEXAFXDFNIL
SMEFVLWDAFPI PLFEWVD FOGHVERMKR TP RDIDS VF ONWLEER INKREKMEVHAEGREQDFIDV VLS KMENE
YLGEGY SRDTVIKATVFSLVLIAADTVALE I FWGMALL T HHQKALTRAQEE IDTRKVG KDRWVEESD T FDLVYLY
AIVKEVLRLYPFGFLLVPHERVEDCVVEGYH I PYXOTRLFANVMELORDPELWSDPDTFDPERF IATDIDFRGGY
YKYIFFGEGRRSCPOMTYALOVERLTHAHLI CEFNYRTPNDEPLOMKEGAG I TIRKVEPVELI TAFRLAPELY

EEQ ID FO:4

RECUENTO BASE

1

61
121
161
241
L
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
701
961
1021
1081
1141
1201
13261
1321
1381
1441
is01
1561
1621
1581
1741
1801
1861

2048 a

TCTCTRARGT
TTATTCAGAC
GATGGTATTT
GTTATTTGAT
AATGTTGSCT
TTTCARGATCG

GCATTAGTGG

TACTATTTTA
GTAARTAATT
GTTGARTAGA
CRATRCGRAN
CATTCAGRRAC
ATAACGTGRG
TGTTTCTGEL
TCARCTTATT
RAAATATTGA
TTCTTTTATT
TATCOTTOGT
TETTTGECTT
TACTCACARRA
ATCCAARRCA
TARGTTACTA
ACATAGTTTG
CCCCGETCCAR
TTTERCCRTT
AATARGGRAT
TARARATCOTA
TRCTATCTAT
RACATGARTG
CTTGTGTARC
TATCRRATAT
ARIATACTGT

1521 ATRTTATGGR
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1..6347
1..3008

unicén (2010
2549, .3946
Citocromo p450
4562..6347

584 ©

1163 g

CCCCTTCCRE TTTATCTTAG

TCTTATTIGT
AGATATCGECT
TTCTTTATTA
TTCCTRGTRA
TGACAECOGC
CTGCTTOGAC
ACACCCRACK
GRAGRARARG
GRTTGTGECT
ROAGTARGTI

ACATACACTG-
. CAATCGGTTA

ARAGTGARGTTA
GTTRATTATT
TGTARCATAC
TOGRCTTTTT
GAATAATAAC
TACARRARTA
ABAGECGOAG
GOTTCTARAT
ARCGRARGCT
AAACCAGCTA
GACARTGECT
ATTTRARACHG
GAMACATTAC
CTTETTC06C
CRAMRGRARARA
ARAGTRTATR

ATTATICIAG
ATTATTITTEG
TTAATCRAAT
GOGARATATC
ATCTCRAGGG
GRCTTRARTC
AATTCCTGAT
ATGACTITTA
RTACTATTTC
RRRAGATCTG
AATGATTCTA
CTTCCCATTA
GRGARATACT
TCCCTCRRTC
CAARATGRTTA
ATCTTTITOTT
TTCTTTTRAT
TRETGCATAR

AAARRCATTC T

CCAGERTTIG
TRATARTTTA
ACTGGGTTCE
GTATCRATRG
TATTRCTTGC
ATRCGTCATC
GTTARATTGC
CATTTTCITA
TTATTOTGECA
TTTCGATACG

CRTACTTAAC ACCGATTITT

ATATCRARCA

CTRATGTTIT

Ubicacidn / Calificadores

..2948,3947, .4561)

2154 ¢

CTOTGTGRTT TCTTTCAGAC RACCTTATTT
AAGCTCGTOT ACTTGTGACA CCAGTTCIGG
CTTATTCACT TCAGTTCAGA TTTTATTCCA
TGARTTGTTR ARAATGGTTA AARTTACTCC

CGTRACTTAT AGATCACACG ARTACAACTT
RARARCAATT CTRACATREC ACATCAARART
TAGHRCAGKRGR RAAARACAGT TROGTGTGCO
TAATATTGAA ATTCACCGAC TTTTTTAGTT
AARAGOAMAR GGACAATGCC TRARAGGACA
ATTTCTAGTC CORAGATTTC TAGTTCGAGO
GCAATTGOCR ACTGGATGTT TGACTATTTA
ACGTTACGTA TGGRAGETTTGA ACCCTTCACK
ACGATTCARC TATGATTCCG CTARCTTCAR
GTCCAARATT ATTTARTARA GTTATACTAT
TACATATTTRA GTTAAATCTT AGCCCAACCC
TTTGATTTAT TCTGTTCOGGT RATTTCOCTT
ROTCATATAC TCTARTRTTT TTAATTGAAG

TACATGTTCA ATGARTTTCT TRAGRCAART
GCUGRATCCG TAAGTTATAC TCTOCCTOCG
AGAGAGAGRG RGAGAGRGAG AGATAATRRA
TTAGAGTTAA TTGGTGRACT TRAGROGAATAT
AATCCACGAG TRRACGAMITA RGAAATACCC
TTAACAGCCT ATCTAGTAAG AGTCAAARTC
AAGARGTACRE TORGCTITTAT CATCCACCTC
ACTTAATATG TTATRATCAA TGATATGTOT
ATATTAATAT GTRGGETGTIA TATTTTTARR
TARARACTTA GOCCAATTAC COTACCAACT
CTATTTOGET MCGACAGTIC TCTATTTACS

ATTATGCOCR TCCTACAGTT RCCTATAAAR AGGAAGTTGC CGATAGTTAT

FIGURA 3
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SEQ ID MO:4 CONT'D.

1981 ATICTCAACT TOTTATCTAA
2041 TAGTARACCTT CACATTICTC
2101 RACCCTTRACC RCCGARAATC
2161 ATGRCGROGE COMOGACOGT
2221 GCCOCGTTIT CACTTTICGS
2281 CTSTRARAGA CTGTTTCTCT
2341 ACGGOGATTR CCTTGGOTRC
2401 GEOCARAAAR TCGRAMTTA
2461 TCARACACOT GRORTTTGCR
2531 ATGGRAATTIC GAOTACGATR
2581 TOGTGAAGAT GATCGCTGAR
2641 GRTTTAAGAR RGCITTTARG
2701 CATTTCCAAT TOCATTATIT
2761 GGRACTTTTAR mnrm_ﬂ
2821 GRGARRARMRAT GORGETTAAT
2881 CRAAAATGAG TAATGARTRT
2841 COCTGTTTET AAGTTCATCT
3001 ATOTTAATAN TARTTTGGRG
3061 OTGCARCCAC TRRTGCTIGT
3121 TGECTCTTOC CGRARCCOCTGE
3181 TTIGTTRAAC TATCTARATA
32471 AAMGATGAER TTATTTITED
3301 ATCTACCAGT TORAGACTTITA
3361 TAGTATTTAC CRCTCCARRR
3421 CATTEAACCHE CGTTGRTAGR
3481 m ATTCTTCTCT
3541 TTCATGTOGT TATICTATTT TTARTRATGR
36§01 ATSTCATTITG GITTOGCOGAC AAGTTATATT
3661 GTOATTATTT AGAGOATATA CATTTTITIT
3721 TAGAATATARC ROGTARRGGTC TARARCITGT
3781 CGTACARTTC TAABARMATA TTTAARAATAR
3841 RARTCATAOT ATRAGATGRER TOTGTOCATA
31501 GTRTGTGAAT AATTGATATT CCTTTITTAR
3961 TGCROCAGAC ACAGTTGCTT TTCACATARL
4021 RAAGGCCTTG ACGAARGCAC RAGAAGAGAT
4081 AGAAGCAGAGT GATATTARGG ATTTGGTATA
4141 ATTATATCCA CCAGGROCTT TGTTARGTROC
4201 TGOATATCAC ATTCCTARRG GGRCRAGATT
4251 TCCTARACTC TGSTCTIGATC CTGATACTTT
4321 TGACTTTOCGT GOTCAGTACT ATAMSTATAT
4381 AGGGATCACT TATGCATTGC RRGTGERRCR
4481 CRATTACAGOA ACTCCARATG ACGAGCCCTT
4501 ACGTRAGGTA AATCCTOTGG AACTGATART
4561 AAACCTARGA TOTTTCATET TGGTTGATCH
4621 TACCTTTTAT CAATTRATTG TCRGTACGRG
4681 AGTRARGART RATTGTGCTA ATATATAAAG
4741 ACAATCTCCA OTGAARGTGT TAATTATITA
4801 TTTIGCCTAGT GTCATGATAT TACTCCATCA
4861 CTGOACTGER CAATCTTTCA ATAATRAAGE
4921 TACTGGTOGC TTTACCAATA AGRATGRAAT
4981 GRACACRACT RTCARGERGA CTARRAGETA
5041 TTGCTACTAR GTARCCTAAD ARRATCTTTC
5101 GARAGTTTTG GTGTCICTIT TCTTATGTAT
5161 ATTTCAGART TTTATITTCG TATTAGRAGCT
£221 ATTATCATGT ATITTCAGTC TTTIGTITATT
£281 TGCTATGTTC GACTTICCTA GARARTETGET
5341 TATUSTGACT GATAATTACA CGOTTTAGTA

GTTOTCTOCA TCATACCCCT RATTGGAGTG
GCTGGATOCT TTATGTATCA GACTGACCTT
TTTAATARAR RTATAGAATG GTARACAGAR
ATTCOCCOUE GCTTTGGGAG GTAAAACGOT
TTATCTOGAG AGCTCTGART ARRRATGRRR
TARRAAGATG AGRTATRARCOC TCTTATAARTT
TTTACTCCCR TTCAGCATAA GRARAATGAR
GARRTTCCTT AATTGCTIGT TURATATAGA
TGARAATCRA TATRGTCAMA GTTARTACTT
GGAKRCTATAT ARTACUTCTA TTATAGARTA
GGATAAATAT TTGATTTATT GGATTRAARAA
GTTIGCTTIT ACACTARATR AACTTGACCT
ATGRATTATT TTATIUTTAR TCRATTRARAR
CTTGACAATA KCTATACTAR CTRARACRAG
TTATTCTTTT TTCCAGAGTT TGGTCTTGGR
TTGEGEAATG GCATTATTGR TAAACRATCR
RGRCACARRA GTTGGTRAGG ACAGATGGSET
CCTCCRAGCT ATTOTTRARG ARGTGTTACG
ACACGRAAAT GTRGAAGATT GTGTTGTTAG
ATTOGCAARC GTCATGAARC TGCARCGTGR
COATCCAGAG AGRTTCRTTG CTACTGATAT
COCOTTIGET TCTGOAAGRE GATCTTOTCC
CTTAACAATG GCRCATTTGA TOCARGGETTT
GGATRATGARG GARGGTGCAG GCATARCTAT
AOCGCCTCAC CTGGCACCTG ASCTTTATTA
TTCTATRATA CTCCTARATG GATATTCATT
TITTTCTAAT TTOGTACATT TGTAATARTA
GTTTGTAGAR GATRATTGAC TOGTTGTALC *
CTTGRTCCAC AGCTTATICT RTGTTTGAMA
AATTCRAGAR ATAATCATTT CCAACTTTTG
ATCTTTAATT TGCCARAGTT GROATTAMAA
GTGATGGAAA TTATGTRCGT TGGGATRRGE
CGTARAGGAR RRGRAARARAT TTGCCATIGA
ABAARAGART CACTTGTATA AGTCGGGATT
TGTTGTCTTT AGACRGTATT GTACTTAGTT
CRRGRCTCTS TATTTATTRG TTCTGOGAGR
TCTGTRAATT COGCTATTIT GGTTCTTTAT
TAOGCGCTAT CACGACTGAT TGAGATTITTG
RATTTTGATRA TTITCRARAR GRGTTTTITT

FIGURA 3
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SEQ ID NO:4 CONT'D.

5401
5461
5521
55B1
5641
5701
5761
5821
s5e8l
S541
6001
E0E1
6121
61B1
6241
6301

ES 2535643 T3

AATARRATAT GCRACTTCAG TCARAACATA
CATRTAACTT ACATRARRCT

ATATAACTTA
TATGTCTTTG
CRRACTCTCT
ARCAATCOGA
RACTTCACTT
GAGTTEATTC
GATTGACGTT
GATGATTICA
ACGCTEATTA
GTGGATTTTG
GTARATTTIG
ATGCATTCGT
ATGATTTTGA
TTGGTATGAR

CATATRRTTT
TTTTTGAGTR
CARRATTOAG
TCGGRCCATTT
TATGTTGTAT
GGATGALRAA
TGAGTARACE
GACTTGAGCG
TRGARAATTG
ATATTATOGG
ACTTTRGETGT
CGARGTTTEG
TETTRTTTGET
TGAACGAGCT

TAOGTATGRA
GCATACARCT
TCRATTTGRA
TTRTAGATTT
TGAGATCTAG
GACTTGTATA
TTCTAATTTC
ATCTCGGRAT
TATGTTTGEG
GCATCTTARAR
TGTCCATTTG
AARGTTOGEC
AAGTTTGARAR
OTCGRAGCCTT
CThROGAAGEC

FIGURA 3
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TTGTATARAT
TATRRACATT
TTGCATATAR
ARACARACTC
CCTTAATOGT

ATTRRATTTC
RGETTCCAAT
GGTACTCOR
TITCATRRAGT
CCTTGGARTR
RGATTTTTAA

TTTCGGA

CCGATCARAR
TGETTAARRC
ACARTTTATT
TAATTTTTAC
TTGCRATTGT
GRCCTTGAGT

ATTGACTARG
AGGTTCGTAT
QRGCATTTCAR
TTGETTTGAR
GGTTOGTATC
TRAGATTCIG
TAGGOGATTC
ATGGEAACTTG



ES 2535643 T3

SEQ ID HO:S

Secuencias que Codifican al Gen para la Micotina Desmetilasa de Tabaco

RECUENTO BAZE | 89 a 275 ¢ 3l g. 457 ¢

1 ATGCTTTCTC CCATAGRAGC CRTTGTRGGR
€1 CTATGGACAA RARAATCTCA AARACCTTCA
121 TGECCGGTAR TOGGOCATCT TTTCCACTTC
181 CGARAACTCG GAGRCTTAGC TGRCARATAC

CTAGTAACCT TCACATTICT CTTCTICTIC
ARACCCTTAC CACCGARMAT CCCOGGAGGHR
AATGACGRCD GOGACGACCE TCCATTAGCT
GGECCCOGETTT TCACTTTTOG GCTAGGCCTT

241 CCCCTTOTCT TAGTIGTAAG CAGTTACGAR GCTGTARARG ACTGTTTCTC TRCAARTGRC

301 GOCATTTTTT CCAATOGTCC AGCTTTICIT
361 ATGCTATTTT TGGCCRRTTR COGACCTTRC
421 GAAGTTCTCT CCGCTAGTCOG TCTCGARAAR
461 OCGRGCATTA AGAATTTATA TACTCGAATT
541 GATTEGTTAG ARGRATTGAA TTTTGATCTG
601 GARATCCGGTA ARGGRGATGR ACRAGTGEAG
£61 ATTTTATCAR TGGAGTTTGT GTTATGGGAT
721 GATITTCAAG GGCATGTIAR GGCTRTGARR
781 CRGAATTOGT TRGAGGAACA TATTRATAAR
B41 ARATGAACAAG ATTTCATTGA TGTGGTACIT
901 GOTTACTCTC GTGATACTGT CRTTRRRGECR

TACGGCGATT ACCTTGGCTA CAATARTGOC
TGGOGEARARR ATCGRARATT AGTTATTCRG
TTCARACACG TGAGATTTGC ARGAATTCRA
GATGGAARTT COAGTACGAT AARTTTAACT
ATCGTGARGR TGRTCGCTGE ARARMRATTAT
AGATTTAAGHR ARCCCTTTAR GAATTTTATG
GCATTTCCAR TTCCATTATT TAMATGGETE
AGGACTTTTA AAGATATAGA TTCTGTTTTT
AGAGRARAAR TGERGGTTAR TOCAGRAGGS
TCARRMATGR GTAATGAATA TCTTGGTGAA
ACGGTGTTTA GTTTGETCTT GGARTGCRAGCA

961 GACACRGTTG CTCTTICACAT ARATTGGGEA ATGGCATTAT TGATARRCAR TCAARRGECC
1021 TTOACGARAG CACARAGAAGAR GATAGACACE ARAGTTCGTA AGOACRGATE GGTAGARGAG

1081 AGTAATATTA AGGATTTGOT ATACCTCCAA
1141 CCACCAGEAC CTTTGETTAGT ACCACAOGRA

- GCTATTATTA ARGRAGTGTT ACGATTATAT
AATGTAGRAG ATTGTGTTGT TAGTGGATAT

1201 CACATTCCTA AAGGGARCARG ATTATTCOCA RACGTCATGA ARCTGCRAROG TGATCCTARR

1261 CTCTGGTCTG ATCCTGATAC TTTCGATCCR
1321 CUTEETCAGT ACTATARGTA TATCCOOTTT

GAGRAGATTCA TTGCTACTGR TATTGACTTT
BOTTCTEGAR GROGATCTTE TOCAGGGATE

1381 ACTTATGCAT TGCAAGTGGR ACACTTRACA ATGGCACATT TGATCCARMGE TTTCAATTAC

1441 ABRRCTCCRA ATGRCGRGCC CTTOGATATG
1501 GTAAATCCTG TGGARACTGAT RATAGCOGCCT

BEQ ID NO:6

COCCTGOCAC CTGAGCTTTA TTAR

Aminodcidos Deducidos del Gen para la Nicotina Desmetilasa de Tabaco

1 MLSPIEARIVG LVTFTFLFFF LWIKKSQKPS KFLFFEIPGG WPVIGHLFHF NDDGDDRFLA
€1 RELGDLADKY GPFVFTFRLGL PLVLVVSSYE AVXDCFSTHD AIFSHRPAFL YGDYLGYNNA
121 MLFLANYGPY WRENRKLVIQ EVLSASRLEK FYHVRFRARIQ ASIKNLYTRI DEMSSTINLT
181 DWLEELNFGL IVHMIAGFNY ESGHRGDEQVE RFKKAFEDFM ILSMEFVLWD AFPPIRLFEWV
241 DPQGHVEAME RTFDIDSVF ONWLEEHINK REFNEVNAEG NEQDFIDVVL SFMSNEYLGE

301 GYSROTVIKA TVFSLVLDAA DTVALHIWWG

MALLIKRQKR LTFAQEEIDT KVGKDRWVEE

361 EDIKDLVYLQ AIVEEVLELY PPGPLLVPHE NVEDCVVESGY HIPKOTRLFA NVMKLQRDBK
421 LWSDFDTFDF ERPIATDIDF RGQYYKYIFF GSGRRSCPGM TYALOVEHLT MAHLIQGFNY
481 RTFNDEFLDM KEGAGITIRK VHPVELIIAF RLAFELY

FIGURA 4
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SEQ ID NO:7

Intrén del gen para Micotina Desmetilasa de Tabaco (398 nt)

1

(31
121
181
241
301
gl
421
481
541
801
EE1
721
781
B4l
501
961

GTAAGTTCAT CTGTCATTIT
AATAATTTEG AGCRACTGTA
ACTAATGCTT GTATTAGATT
COCOARCCCT GCAATGCTGG
ACTRTCTARR TACTRAGGAT
GATTATTTTT GGGGCTATAT
GTTGAGACTT TRCTCCRGAR
RCCACTCCRA ARTCTTTGAT
CACGTTGRTA GRATRARACT
GRATTCTTCT CTTTTTTRGE
GTTATTCTRT TTTTARATART
TGETTTGCGE ACARGTTATA
TTAGRGGATA TACATTTTTT
RCAGGTAAGG TCTAARACGET
TCTARGARRR TATTTGAAAT
GTATRGRTAR GATGTGTGCA
ATARATTGATA TICCTTTTIT

TCATTTATTC
ARGTTATCTA
ATGTTGTCTG
ATGCTGGATS
GATTTARTAR
GGATTCECCT
CTTTIATCTCE
GOTRRAARAGR
TCTTTACTCC
GAGRARTTCC
OATGAARATC
TTGGRACTAT
TTGGATRART
GTGTTTGCTT
AAATGARATTA
TACTTGACRA
ARTTATTICIT

FIGURA 5
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ACTTTTATTT TGAGGAGCAG
TETGTACAGG TTCGAGCCTC
CATCATACCC CTARTTGGAG
CTTTATETAT CAGACTGACC
AARTATAGAR TGGTARACAG
GRECTTTGEE AGGTRRRACG
AGRGCTCTGA ATAARRATGA
TGRGATATAA CCTCTTATAA
CATTCAGCAT ARGARRAATG
TTAATTGCTT GTTGAATATA
AATRATAGTCA ARGTTAATAC
ATARTACGETC TRTTATRGRA
ATTTGATTTA TTGGATTAAR
TTACACTRAA TARMRCTTGARC
TTTTATTETT ARTCAATTAR
TAACTATACT AACTARAACA
TTITCCAG

ACRTGTTRAT
RGGTGCRACT

ARAARGATGA
GTATCTACCR
RATRGTATTT
TTGATTGARC

GATTCATGTC
TTATGTCATT
TAGTGATTAT
AATRGAATAT
CTCGTACAAT
RARBATCATA
AGGTATGTGA"



SEG ID NO:B

ES 2535643 T3

Promotor del gen para Nicotina Desmetilasa de tabaco (2009 nt)

1 TCTCTRARGT CCOCTTCCAC
€1 TTATTCAGAC TCTTATTIGT

121 GATGSTATIT

181 GQTTATTTGAT TTCTTTATTA

241 RATGTTGGCT
301 TTTCRGATCG
361 GCATTAGTGSE

AGATATCGCT

TTCCTAGTRAE
TGATAGCCGEC
CIGCTTCGAL

421 TACTATTTTA -RCACCCRAGCH

481 GTARARTGATT

GRAGAMARAG

541 GTTGARATAGA GATTGTEGCT

601 CAATRCGRAR

661 CATTCAGAAC

721 ATAACGTGAG

781 TGTTTCTGGC

g41 TCAACTTATT

801 AGAATATTGA

261 TTCTTITATT
1021 TATOETTGGET
1081 TGTTTGEGCTT
1141 TACTCACAAR
1201 RATCCAMAACH
1261 TRAGTTACTA
1321 ACATAGTITG
1381 CCCOCGGTCCA
1441 TTTGACCATT
1501 AATAAGGRAT
1561 TRAARATCGTA
1621 TACTATCTAT
1681 ARCATGRATE
1741 CTTGTGTAAC
1801 TATCAMATAT
1861 ARRATACTGT
1921 ATATTATGGA
1981 ATTCTCAACT

ACAGTAAGTE
ACATACACTG
CAATCEGTTA
CAATAGAGGA
RAGTGAGTTA
GTTAATTRIT
TGTAACATAC
TCGRCTTITTT
GAATRATAAC
TACRARRATA
AGAGGECOBGAG
GGTTCTAAAT
AACGRAAGCT
AMACCHGCTA
GACRATGACT
ATTTRARCAG
CGAAACATTAC
CTTGTTCOGE
CAMARGRAAR
AAROTATATR
CATACTTARC
ATATCARACH
ATTRATGCCCA
TCTTATCTAA

TTTATCTTRG
ATTATTCTAG
ATTRTTTIGG
TTAATCAART
GCGRARTATC
ATCTCRAGGSE
GACTTARATC
AATTCCTGAT
‘ATGACTTTTA
ATGCTATTTC
ARARGGTCTG
RARTGATTCTA
CTTCCCATTA
GAGGRATACT
TCOCTCARTC
CARATGATTA
ATCTTTTGTT
TTCTTTTRAT

TTTCGATACG
CTARTGTTTT

RAATCCATA

FIGURA &
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CTGTGTGATT
AAGCTOGTAT
CTTATTCACT
TGAATTGTTR
AGEGOGCCATC
GTGTGATGTA
CGTAACTTAT
ARARACRATT
TRGACRGAGR
TAATATTGARA
AARRGGAARR
ATTTCTAGTC
OCANTTGCCA
ACGTTACGTA
ACGATTCRAC
GTCCRARATT
TACATATTTA
TTTGATTTAT
AGTCATATAC
TAAGCTCACA
ARRCTTATGA
TACATGTTCA
GCOGAATCCG
AGAGAGAGRG
TTRGAGTTAA
ARTCCACGAG
TTGACAGCCT
ARGARGTACE
ROTTARATATG
ATRATTAATAT
TRRRAACTTA
CTATTTCCGT
ACCTATARAR

TCTTTCAGRAC ARCCTTATTT
ACTTGTGRCR CCRGTTCTGG
TCAGTTCAGR TTTTATTCCA
AAMATOCTTA AAATTACTCC
ACGGTACCOG AAGGTGAGAR
AACAGTTTAC GRTGGTGCRA
RAGATCACARDG AATRCRRACTT
CTRACATRGC ACATCRAAALT
AARRARCAGT TRACGTGTGGG
ATTCACCOGAC TTTTTTAGTT
GGACARATGCC TARAAAGGACA
CGAAGATTTC TAGTTCGAGG
ACTGGATGTT TGACTATTTR
TGOAGTITGA RACCCTTCACA
TATGATTCCG CTAARCTTCAR
ATTTAATARA GTTATACTAT
GTTRARATCTT ACGCCCAACCC
TCTGTTCEET AATTTOGCTT
TCTARTATTT TTAATTGARG
TGATAGTTGA CARARTCTTIT
GTTCRGAATT CTRRATCICT
ATGAATTTCT TRAGACARAT
TAAGTTATAC TCTCCCTCCG
AGRGRGAGAG AGRATARATRAR
TTGGTGAACT TAGAGRATAT
TARCORAETA AGRAATACCC
ATCTAGTARG AGTCAAAATC
TGRGCTTTAT CATCCACCTC
TTATARTCRA TGATATATET
GTRGGTGTTA TATTTTTAAR
GECCARATTAC CCTRCCARCT
AROCGACRGTTC TCTATTTACC
ARGGARBTTGC CGATAGTTART



ES 2535643 T3

SEQ ID NO:9

3' UTR del gen para Nicotina Desmetilasa de tabaco

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B41
201
561
1021
108%
1141
1203
1261
- 1321
%= 1: )
la4dl
1502
1561
1621
1681
1741

RACCTARAGAT CTTTCATCTT
ACCTTTTATC AATTAATTCT
GTRAAGRATA ATTGTGCTAR
CRATCTCCAS TGARAGTGTT
TTGCCTAGTE TCATGATATT
TGGACTGOAC GATCTTTCAR
ACIGGTCGCT TTRACCAATARA
AACACRACTA TCARGGAGAC
TGCTACTARG TARCCTRACK
RARGTTTTGG TGTCTCTTTT
TTTCAGAATT TTATTITCGT
TTATCATGTA TTTTCAITCT
GCTATGTTCG GCTTTCCTAG
ATCGTGACTG ATRATTACAC
ATRAARTATG CARCTTCAGT
ATATAACTTA CATARRACTT
TATRACTTAC ATATANTTTG
ATGTCTTTET TTTTGRAGTAT
RAACTCTCTC ARRATTGAGT
ACARTCCOGAT CGBOCGTTTT
ACTICACTTT ATGTTGTATG
AGTTGATTCG GATGAAARAT
ATTGACGTTT GRGTARACGA
ATGATTTCAG ACTTGASCGT
CECTEATTAT AGAARATIGS
TGGATTITGA TATTATCGGT
TARATTTTGA CTTTAGTGTA
TGOGTTOGTC GRAGTITGEA
TGATTITGAT GTTATTIGTG
TGGTATGAAT GGACGAGCTC

GGTTGATCAT
CAGTACGAGT
TATRTARAGO
RATTRTTTAC
ACTCCATCRA
TRATRARGOA
GRATGARATG
TARAAGGTAC
ARRTCTTTCA
CTTATETRTT
ATTAGRGCTC
TTIGTTATTT
RAAATETETT

FIGURA 7
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TGTATAATAC TCCTRRATGG RTATTCATTT
TTITCTAATT TGGTRCATTT GTRATARTAR
TTTGTAGRAG ATARTTGRCT GGTIGTACCR
TTGATCCACA GCTTATICTA TGTTTGRART
ATTCAAGRRR TRATCATTIC CARCTTITGC
TCTTTAATTT GOCAARGTTIG AGATCAARAAT

TEATGGARART TATGTACOIT
GTARAGGARA AGARARRRATT

GGGATAAGGG
TGCCATTGEAT

GTTETCTTTA GRCAGTATIG
ARGACTCTGT ATTTATTAGT
CTOTRRATTC COGCTATTIIG
REGCGCTATC ACGACTORTT
ATTTTGATAT TTTCRRARAG
RRCGTTTTGT TGTATARATIC
TITITGTIGT ATRARCATTT
ARCATARRRCT TGCATATARR
TTCCARCRAR ARCAAACTCT
ARMAGATATC- CTTAATOGTT
GTETTGTTTG GCGGTTIGRG
GTGETOGARRA TTARRTTTCA
GRAGTTTTAR GATGGRATGA
GRGATTTGAR GGTTCCRATA
TGAGTATCOG GTGOTCCGGE
GTTTTAGRAT TTCATRAGTT
AGTTTCERGC CTTGGARTAR
TCATTCCGGA GTATTTTGAT

TACTTAGTTR

TTGACTARGG
GGTTCGTATG
AGCRATTTCRR
TGETTTGRAG
GTTCATATCG
RAGATTCTGA

TTGAARMIAR GATTTTTART AGGCGATTCR
GGATARATTT GTGTGAAGGTA TOGGACTTIGT

TCORGTARGT TTCGGR
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FIG. 10

£EQ ID 62

ES 2535643 T3

D35-BG11

1 ATGACTTAT GCATTCCARG TGGARCACTT ARCARTGGCR
&1 CATTTGATCC ARGGTITCAR TTACAGAACT CCARATEACG AGCCUTTGGA "mmssu
171 GOTGCAGGCA TAACTATACG TAAGGTARAT CCTGTGGAAC TGATMTAGE GCCTCGLCTG
181 GCACCTGAGT TTTATTAM

SEQ ID 63

MT¥ALOVEHLTHAHLIQGFNY RTPNDEFLOMHEGAGT TIREVRFVELI IRPRLAPELY

FIG. 11

NOMBRE
DRGAMNISMD

SEQ. ID. FO.

1
61
121
181
241
301
361
421
4B1
541
601
661
721
781

© B4l
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

D120-AHS :

NICOTIANA TRABACUM
188

ATARTGCTTT CTCCCATAGA

TTCCTATGGA CAARARAATT

GGATGECCGE TAATCGGCCA

GAGAGTGATA TTAAGGATTT
TATCCACCAG GACCTTTGTT
TATCACATTIC CTARARGGGAC
ARACTCTGGC CTGATCCTGA
TTTCGETGETC AGTACTATAA
ATGACTTATG CATTGCARGT
TACAGARACTC CARATEACGA
AAGGTARATC CTGTGEAMNT
CTAAGATCTT TCATCTTGGT
TTTTATCAAT ThAA

SEQ ID. WO, 189

1
61
121
181
241
a0l
36l
421

MLSPIEAIVG LVTFTFLFFF
mﬂm
MLFLANYGPY WRKNRKLVIQ
DWLEELNFGL IVKMIAGENY

DFQGHVEAME RIFHEDIDSVE

GYSRDTVIKA TVFSLVLIORA
EDIKDLVYLD ATVKEVLALY
LWFDPDTFDFP ERFIATDIDF

AGCCATTGTA
TCARARRCCT
TCTTTTCCAC

TCGTCTCGAR
ATATACTCGR
GRATTTTGGT
TGAARCAAGTG
TGTGITATGG
TARGGCTATG
ACATATTAAT
TGATGTGGETG
TGTCATTALR
CATAANTTGE
AGAGATAGAC

GGTATRCCTC

AGTACCRCAC

ARGATTATTC

RGOYYEYIPF

481 RTPNDEFLDOM KEGAGITIRK VNFVELIIAF

50

GGACTAGTAA CCTTCACATT TCTCTTCTTC
TCAMWMACCCT TRACCACCGARA RATCCCCGGA
TTCAMATGACG ACGGCGACGA CCGTCCATTAR
TACGECCOCG TTTTCACTTT TCGGCTAGEE
GAAGCTGTAMA AAGACTGTTT CTCTACARAT

'CTTTACGECE ATTACCTTGE CTACRATAAT

TACTGGCGAA AAAATCGARA ATTAGTTATT
ARNTTCARAC ACGTGAGATT TGCEAGAATT
ATTGATGGAA ATTCGAGTAC GATAAATTTA
CTGATCGTGA AGATGATCGE TGGARAMAAT
GAGAGATTTA AGARARGCGTT TAAGGATTTT
GATGCATTTC CRATTCCATT ATTTAARTGG
ARARGGRCTT TTARAGATAT AGATICTGTT
ARAAGRGHAR AAATGGAGGST TARTGCAGAR
CTTTCAARAR TGAGTAATGR ATATCTTGGT
GCAACGGTGT TTAGTTTGET CTTGGATGCA
GEAATGGCAT TATTGATAAA CAATCARAAG
ACAARAGTTG GTAAGGACAG ATGGGTAGARA
CRAGCTATTG TTAARGARET GTTACGATTA
GAARATGTAG RAGATTGTGT TGTTAGTGGA
GCAARCGTCA TGARACTGEET ACGTGATCCT
CCAGAGAGAT TCATTGCTACD TGATATTGAC
TTTGETTCTG GAAGACGATC TIGTCCAGGS
ACARTGGCRC ATTTGATCCA AGGTTTCAAT
ATGAAGUANG GTGCAGGCAT ARCTATACGT
CETCECCTGE CACCTGAGCT TTATTAARAD

T ATARTACTCC TRARTGGRTR TTCATTTACC

KPLPPRIPGE WEVIGHLFHF NDDGDDRELA
AVEDCFSTND AIFSHRPAPL YGDYLGYNMA
FIGIVRFARIQ ASIKRLYTRI DGNSSTINLT
RFEFAFKDPM ILSMEFVLWD AFPIFLFRWV

GSGRRECPGH TYALQVEHLT MAHMLIQGFIY .
RLAFELY



FIG. 12

NOMEBRE
DREAMISMO

ES 2535643 T3

D121-AAE
NICOTIANA TABACTM

SEQ. ID. HO. 180

1

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

SEQ. ID. NO.
, 1

61
121
181
241
101
361
421

AATCCATAAT GCTTTCTCCC ATAGRRGCCA
TCTTCTTCCT ATGGACARAR ARATCTCAAR
CCGGAGGATG GCCGGTAATC GGCCATCTTT
CATTARGCTCG AAMMCTCGGA GACTTAGCTG
TAGGCCTTCC CCTTGTCTTA GTTGTAAGCA

CARATGACEC 'CATTTTTTCC
ATARTGCCAT GCTATTTTTG
TTATTCAGGA AGTTCTCTCC
GAATTCRRGC GAGCATTAAG
ATTTAACTGA TTGGTTAGRA
AARATTATGR ATCCGGTRAAR
ATTTTATGAT TTTATCAATG
-RATGEGTGGA TTTTCARGGG
CTGTTTTTCA GAATTGGTTA
CAGARAGGGAR TGAACAAGAT
TTGGTGRAGE TTACTCTCGT

TAGAAGAGAG TGATATTARG
GATTATATCC ACCAGGACCT
GTGEATATCA CATTCCTRAR
ATCCTAARCT CTGGTCTGAT
TTGACTTTCOG TGGTCAGTAC
CRGEEATGAC TTATGCATTE
TCAANTTRACAG RACTCCAAAT
TACGTAAGET AARTCCTGETG
AAMACCTAAG ATCATCTTGC

151 .
MLSPIEAIVG LVTFTFLFFF
RELGDLADKY GPVFTPRLGL
MLFLANYGPY WRENRELVIQ
DWLEELNFGL IVHMIAGKNY
DFOGHVEAMK RTFRDIDSVF
GYSRDTVIEA TVFSLVLDAA
EDIFDLYYLY ATVEEVLRLY
LWSDFDTFDF ERFIATDIDF

AATCGTCCAG
GCCAATTACG
GCTAGTCGTC
AATTTATATA
GRATTGRATT
GGERGATEAAC
‘GRGTTTETGET
CATGTTRAGG
GRGGAACATA
TTCATTGATG
GRTACTGTCRE
CTTCACATRAA
CRAGAAGAGA
GATTTGETAT
TTETTAGTAC

 GGGACAAGAT

CCTGATACTT
TATAAGTATA
ChAGTGGEANC
GACEAECCCT
GAACTGATAA
TIGAT '

LWTKKSQKPS
FLVLYVESYE
EVLEASRLEY
ESGKGDEQVE
ONWLEEHIRK
DTVALHINWG
PEGPLLVPHE
REQYYKYIFF

481 RTFPNDEPLDM EEGAGITIRE VNFVELILAFP

51

TTGTAGGACT AGTAACCTTC ACATTTCTCT
RACCTTCAAM ACCCTTACCA CCGARRATCC
TCCACTTCAA TGACGACEGC GRCGACCGETC
ACARATRACGG CCCOGTTTTC ACTTTTCGEC
GTTACGAARGC TGTAARAGAC TGTTTCTLTAR
CTTTTCTTTA CGGCGATTAC CTTGGCTACA
GACCTTACTG GCGARARAAT CGAAARTTAG
TCGAAARATT CAARCACGTG AGATTTGCAA
CTCGAATTGA TGGAAATTCG AGTACCATAR
TTGETCTGAT CGTGAAGATE ATCGCTGGRA
AMAGTGGAGRAG ATTTAAGAMA GCGTTITARGG
TATGGGATGC ATTTCCAATT CCATTATTTA
CTATGARARAG GACTTTTAAA GATATAGATT
TTRATARRAG RAGAAAAAATG GAGGTTAATG
TEETGCTTTC ARRRATGAGT MATGAATATC
TTARMAGCAAC GGTGTTTAGT TTGGTCTTGG
ATTGGOGAMNT GGCATTATTG ATAAACAATC
TAGACACAMA AGTTGGTAAG GACAGATGGG
ACCTCCAAGC TATTGTTAAR GARGTGTTAC
CACACGAARR TGTAGRAGAT TGTGTTGTTA
TATTCGCAAR CGTCATGAAR CTGCAACGTG
TCGATCCAGA GAGATTCATT GCTACTGATA
TCCCETTTGG TTCTGGAAGR OGATCTTGETC
RACTTAACAAT GGCACATTTG ATCCAAGGTT
TEEATATGAR GGRAGETGCA GGCATAACTA
TAGCGCCTCG CCTGECACCT GAGCTTTATT

KPLPPRIPGG WFVIGHLFHF NDDGODDRELA
AVEDCFSTHD AIFSNRAPAFL YGDYLGYNNA
FKHVRFARIQ ASIFNLYTRI DGNSSTINLT
RFHEAFKDFM ILSMEFVLWD AFPIPLFHWV
REKMEVNAEG NEQDFIDVVL SEMSNEYLGE
FALLINNQKA LTKRAQEEIDT KVGKDRWVEE
BVEDCVWEGY HIFRGTRLFA . RVHMELORDFR
GEGRASCPGH TYALQVEHLT MAHLIQGFNY
RLAPELY '



FIG. 13
NOMBRE
DRGANISMO

SEQ. ID. WO.

1
61
121
181
241
30l
361
421
a81
541
601
661
721
781
B41
501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1322
1381
1441
1501
1561

SEQ. ID. WO.

1
-61
ina
181
241
3oL

ES 2535643 T3

D122-AF10

NICOTIANMA TRBACUM

192

CTARMACTCC ATAATGGTTT CTCCCGTAGA
TCTCTTCTAC TTCCTATGES COARARRATT
RATTCCCGGA GEGTGECCEG TAATCGGCCA
CCGTCCATTA GCTCGRAAAC TCGGAGACTT
CCGGCTRAGGC CTTCCGCTTG TGTTRATTGT
CTCTACRRAT GACGCCATTT TCOTCCAATCG
CTACARTAAT GCCATGCTAT TTTTGACAAR
ATTAGTCATT CAGGAAGTTC TCTCTGCTAG
TGETARRATT CAAACGAGCA TTRAGAGTTT
GATRAATCTA RACTGATTGGT TAGARGAATT
TGGGARARAT TATGAATCCE GTAAAGGAGA
TAMGGATTTT ATAATTTTAT CAATGGAGTT
GTTCARATEE GTGEGATTTIC AAGGCTATET
AGATTCTGTT TTTCAGARTT GGTTAGAGGA
TARTGCACAR GGGAMTGAAC ARGATTTCAT
ATATCTTGAT GARGGTTACT CTCGTGATAC
CTTGGATGCT GCGGACACAG TTGCTCTICA
CAATCAACAT GCCTTGARGA AAGCACRAGA
ATGGGTAGARA GAGAGTGARTR TTAARGGATTT
GTTACGATTA TATCCACCAG GACCTTTATT
TGTTAGTGGA TATCACATTC CTARMGGGAC
GCGCGATCCT ARACTCTGGT CAANTCCTGA
TGATATTGAC TACCGTGETC AGCACTATGA
TTETCCGEGE ATGACTTATS CATTACAAGT
GGETTTCAAT TRCAAARCTC CAAATGACGR
AACTATACGT ARAGTARATC CTGTAGRAGT
TTATTAMAAC CTTAGATGIT TTATCTTGAT

183

MVSPFVERIVG LVTLTLLFYF LWPKKFQIPS
RELGDLADEY GFVFTFRLGL PLVLIVSSYE
MLFLTEYGPY WRMNRKLVIQ EVLSARSRLER
DWLEELNFGL IVFMIAGKNY ESGRGDEQVE
DFOGYVKAME RTFEDIDSVF QMWLEEHVER
GYSROTVIRKA TVFSLVLDOAR DTVALHMNWG

. 351 SDIKDLVYLD . ATVHEVLRLY . PPGFLLVPHE
421 LWSHNPDEFDFP ERFFADDIDY RGQHYEFIFF
481 KTPNDEFLDM KEGAGLTIRK VNFVEVTITA RLAPELY

52

GGEAACRCCTAR
GCCCTTGGAT
‘GACAATTACG
TGTACTARTA

KFLPEKIPGG
AVEDCFETND
LXMVRFGKIQ
RFRRAYEDFI
RERMEVINAGG
MALLINNGHA
HMVEDCVVEGY
ESGRRSCFGH

TTTGGTTCTE GARGACGATC
ACAATAGCAC ATTTGATCCA
ATGARGGRAG GTGCAGGATT
GCTCGCCTGE CACCTGAGCT
TATRTATGCA GAAAAANTTG

WEVIGHLFYF DDDGDDRPLA
AIFENRPAFL YGEYLGYHNA
TSIKSLYTRI DGHSSTINLT
ILSMEFVLWD AFPIPLFEWV
NEQDFIDVVL SKEMSNEYLDE

HIPKGTHLFA NWHMKLORBTK
TYALQVEHLT LAHLIQGFNY



FIG. 14
MOMBRE D208-ACH
ORGAMISKO RICOTIANA
SEQ. ID. mO. 226
1 ATGCTTTCTC
61 CTATGGACAA
121 TGGCCGGTAA
181 CGARAGCTCG
241 CCCCTTGTGC
i0l GCCATTTTCT
361 ATGCTTTITC
421 GRAGTTCTCT
481 ACGAGCATTA
541 GATTGGTTAG
601 GARTCCGGTA
661 GTTTTATCAA
721 GATTTTCAAG
781 CAGRRCTGGT
841 AATGRACARG
901 GGTTACTCTC
961 GACACAGTTE
1021 TTGATGRARG
1081 AGTGATATTA
1141 CCRCCAGGAC
1201 CACATTCCTA
1261 CTCTTGTCAA
1321 CGTEETCACC
1381 ACTTATGCAT
- 1441 AAAACTCCAA
1501 GTARATCCAG
1561 AGATGTTTCA

SEQ. ID. WO. 227 -
1 MLSPIBAFVG

Bl

121

is1

241

30l

361

421

481

TWLEELNFGL
DPOGHIKXAME
GYSRDTVIEA
SDIKDLVYLQ
LLESNPDKFDP

ES 2535643 T3

TABACUM

CCRTAGARAGC
AARRATCTCR
TCGGCCATCT
GAGACTTAGC
TAGTTGTAAG
ECAATCETCC
TAGCAAATTA
CTGECTASTCG
AGARATTTATR
AAGRATTGAR
AAGGAGRTGA

ARTCCTGATRA
RCTATGAGTT
TGCRAGTGGA
ATEACGASGC
TGEANTTGAT
TCTTGGTTGA

LVTFTFLLYF
GFVFTFRLGL

FFLGDLADKY
MLFLANYGPY WRENRKLVIO

IVEMIAGHINY
RTFKDIDEVF

TVFSLVLDAR |

AIVEKVLRALY
ERFIAGDIDF

CTTTGTAGGA
ARMRCTTCCA
TTTTCACTTC
TGATAARTAC
CAGTTACGAR
AGCTCTTCTT
CGGACCTTAC

ATTATGGGEAT
GGCRATGAAA
TATTAATARA
TETGGTGCTT
CATTAARGCA
AANTTGGGGA
GATAGACACA
ATACCTCCAA
ACCACATGAR
ATTATTCGCA
GTTCGATCCA
TATCCCATTT
ACMRCCTRACA
CTTCEATATS
ARTAACGCCT

KTPNDEALDM KEGAGITIRK VNFVELIITF RLAFELY

53

TCACATTTCT CTTATACTTC
CACCGAARAT CCOCCGGAGGA
GCGACGACCGE TCCATTAGCT
TCACTTTICG GCTAGGTCTT
ATTGCTTCTC TACRAATGAT
ACCTTGGCTA CAATAATACA
ATCGTAAATT AGTCATTCAG
TGAGATTCAC CAGAATTCAA
CGAGTACGAT AAATCTAACT
TGATCGCTGE GAAAAATTAT
ATGCGTTTAR GGATTTTATG
TTCCATTATT TARATGGGTG
AGGATATRGAR TICIGTTTTT
TAGAGGTTGE TGCAGAAGHG
GTAAAGAATA TCTTGATGARL
GTTTGGTCTT GGATGCAGCA
TGATARACAR TCARAARTGCC
AGGATAGATG GOTAGAAGAG
AARAGGTGTT ACGRTTATAT
ATTGTETTGT TAGTGGATAT
MAACTGCAGCG: COATCCTARA
TCGCTGGTGAR TATTGACTTC
GACGATCTTG TCCGGGGATG
TAATCCAGGS TTICAATTAC
CAGGCATAAC AATACGTAARG
CTEGRGCTTTA CTARARCCTA

5 WEVIGHLFHF MNDGDDRFLA

AIFSNAPALL YGEYLGYHNT
TSIRNLYTRI NGMSSTINLT
VLSHEFVLWD APPIPLFKWV
NEQDFIDVVL SKLSKEYLDE
LMFAQEEIDT EKVGKDHWVEE
HIFREGTRLFA NVMFLORDPE
TYALOVEHLT MAHLIOGFNY



FIG. 15
NOMBRE

ORGAMISMO

SEQ.

1

6l

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

801

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1551

ID. RO.

D103-AH3

NICOTIANR
230

ATGETTTTTC

TGGCCGETAR
CGRARACTCG
CCCCTTGTGE
GCCATTTICT
ATGCTTTITC
GRAGTTCTCT
ACGAGCRTTA
GATTGGTTAG
GAATCCGGETA
GTTTTATCAR
GATTTTCAAG
CAGRACTGET
ARTGRACARG
GGTTACTCTC
GACACAGTTG
TTGATGAAAG
AGTGATATTA
CCACCAGGEAC
CACATTCCTA
CTCTTGTCAA
CGTGETCACC
ACTTATGCA

ARRRCTCCAA
GTRAATCCAG
AGATCTTTCA

SEQ. ID. NO. 231

1
131
121
18l
241
Nl
361
421
481

MVYFFIEAFVG
RELGDLADEY
MLFLANTGPFY
DWLEELNFGL
DFQGHIKTHE
GYSRDTVIKA
EDIFDLVYLO
LLSNFDEFDF
KTFNDEVLDM

ES 2535643 T3

TREACUH

CCATAGRAGC CTTTGSTAGGR
CTATGGACARA ARMARTCTCR ARAACTTCCR

TCGGCCACCT
GAGARCTTAGC
TAGTTGTAMG
CCARTCGTCC
TAGCARATTA
CTGCTAGTCG
AGARATTTATA
RAGRATTGRA
AAGGAGATGA
TEEAATTTGET
GTCATATTAR

LVTFTFLLYF
GEVFTFRLEL
WRENRKLVIQ
IVENIAGKNY
RTFFDIDEVF
TVFELVLOAA
AIVERVLRLY
ERFIAGDIDF
KEGAGITIRK

TTTTCACTTC
TGATAARTAC
CAGTTACGAA
AGCTTTTCTT
CGGACCTTAC
TCTCGARARR
CACTCGRATT
TTTTGGTCTG
ACAAGTGGAA
ATTATGGGAT
GACARATGAAR
TATTARATARR
TGTGETGCTT
CATTARKGCA
ARATTGGGGR
GATAGACACA
ATRCCTCCAA
ACCACATGAA
ATTATTCGCA
GTTCGATCCA
TATCCCATCT
ACRCCTRRACA
CTTGGATRTG
AATAACGCCT
TCATTGTTITA

LWTKKSQKLP
PLVLVVEEYE
EVLSASRLEK
ESCKGDEQVE
MHLEEHINK
DTVALHINWG
PPGFLLVFHE
RGHHYEFIPS
VNFVELIITP

54

CTAGTRACCT
AAACCCTTAC
AATAACGACG
GGCCCCGTTT
GCTACARARG
TACGGCGANT
TGGCGARARR
TTCAARCAAG
RATGGARATT
ATCGTGRARA
AGATTTAAGR
GCATTTCCAR

RLAPELY

TGAGATTCAC
CGAGTACGAT
TGATCGCTGE
ATGCGTTTAR
TTCCATTATT
AGEATATAGA
TGEAGETTGG
GTARAGAATA
CTTTGGETCTT
TOATARACKA
AGGATAGATE

WPVIGHLFHF
ATFPENRFPAFL
TSIFNLYTRI
VLEMEFVLWD
HEQDFITVVL
LMRAQEEIDT
HIPRGTRLFA
TYALOVEHLT

AFPIPLFEWV
SKLSKEYLDE

HMAHLIOGFINY



FIG. 16

NOMBRE D208-ADY

DRGANISMS NICOTIANA
SEQ. ID. No. 232

1 ATGCTTTCTC

61 CTATGGACAR

121 TGGCCGGTAA

1Bl CGARRACTCG

241 CCCCTTGTCT

101 GCCATTTTTT

361 ATGCTATTTT

421 GAAGTTCTCT

4Bl GCGAGCATGA

541 GATTGGTTAG

601 GAMTCCGGTA

661 ATTTTATCAA

721 GATTTTCAAG

781 CAGRATTGGT

B4l

01

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

SEQ. ID. ND. 233
1 MLSFIEAIVE

61 RELGDLADEY

301 GYSRDTVIEA
= 361 ~SDIFDLVYLQ
421 LWSDFDTFDP
481 RTFHRDEFLDH

ES 2535643 T3

TABACUM

CCATAGRAGC
ARRARTCTCA
TCGGOCATCT
GREACTTAGC
TAGTTGTARG
CCAATCGTCC
TGGECCAATTA
CCECTACTCG
AGARATTTATA
RAGRATTGAR
AAGGRGATGA

CATTGTAGGR
ARAACCTTCA
TTTCCACTTC
TGRCARATAC
CAGTTACGAA
AGCTTTTCTT
CGGACCTTAC
TCTCGARAAA
TACTCGRATT
TTTTGETCTG
ACARAGTGGAG

TGGAGTTTGT: GTTATGGGAT

GGECATGTTAR
TAGRGGAACA
ATTTCATTGA
GTGATACTGT
CTCTTCACAT

LVTPTFLFTF
GPVFTFRLGL
WRKNEELVIQ
TVKMIAGKINY
RTFKDIDSVF

GGCTATGARA
TATTAATAAA
TETEETECTT
CATTGAAGCA
AARATTGGGEA
GATAGACACR
ATRCCTCCAR
ACCACACGARR
ATTATTCGCA
TTTCGATCCR
TATCCCCTTT
ACRCTTARCA
CTTGGATATG
RAATAGCGCCT

LWTKRSQKPS
PLVLVVSSYE
EVLSASRLEK
ESGRGDEQVE
OMWLEEHIRK

TVFSLVLDAR DTVALHINWG
AIVEEVLRLY -PPGFLLVPHE
ERFIATDIDF RGOYYRYIFF
KEGAGITIRK VHNFVELIIAP

55

KPLPPKIPGG
FY¥HVREARIO

MALLINNORA

NVEDCVVSGY -

GPGRRSCPGH
RLAPELY

TCACATTTCT CTTCTTCTTC
CACCGAAAAT -CCCCGGAGGR
GCGACGACCG TCCATTAGCT

ATCGARAAATT AGTTATTCAG
TGAGATTTGC AAGAATTCAR
CGAGTACGAT AARTTTARCT
TGATCGCTGG AAAAAATTAT
ARGCGTTTAA GGATTTTATG

TTCCATTATT TARATGGGTG

BAGARTATAGA TTCTGTTTIT
TGGAGGTTAR TGCAGRAGGGE

- GTAATGAATA TCTTGGTGAA

GGATGUAGCA
TGATRARCAA TCAARRGGCC
AGGRCAGATG GGTAGAAGAG
ARGRAGTGTT ACGATTATAT
ATTGTGTTET TAGTGGATAT
AACTGCAACGE TGATCCTAMR
TTGCTACTGRE TATTGACTTT
GACGATCTTE TCCAGEGATS
TGATCCAAGG TTTCAATTAC
CAQECATRAC TATACGTAARG
CTGAGCTTTA- TTRAAACCTA

WPFVIGHLFHF NDDGDDRPLA
AIFENRFPAFL YGDYLGYHNA
ASMFNLYTRT DGHSSTIMLT



FIG. 17
NOMBRE
ORGANISMO

ES 2535643 T3

D235=-AB1
NICOTIANA TABARCTM

5EQ. ID. HO. 254
1 ARRATTCATA ATGCTTTTIC CCATAGAAGT

61 CTTATACTTC CTATGGACAA RAAAAATCTCA
CCCCGGAGGA TGGCCGGTAR TCGGCCATCT

1z1
igl
241
30l
36l
421
481
541
601
661
7121
781
841
201
261
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
150
1561
1621

TCCATTAGCT CGAARACTCG
GCTAGETCTT CCCCTTGTEC
TACAMATGRC GCCATTTTCT
CAATAATACA ATGCTTTTTC
AGTCATTCAG GRAGTTCTCT
CAGAATTCAR ACGAGCATTA
BRAATCTAACT GATTGGTTAG
GARARAATTAT GAATCCGGTA
GGATTTTATG GTTTTATCAR
TAAATGGGTG GATTTTCAMG
TTCTGTTTTT CAGRACTGGET
TGCRGAMGGG AATGAACAAG
TCTTGATGAA GGTTACTCTC
GGATGCAGCA GACACAGTTG
TCARAATGCC TTCATGAARG
GGTAGAAGAG AGTGATATTA
ACGATTATAT CCACCAGGAC
TAGTGGATAT CACATTCCTR
CGATCCTAAA CTCTTGTCAR
TATCGRCTTC COTGGTCACC
TCOGGGEGATE ACTTATGCAT
TTTCAATTAC AAAACTCCAR
AATACGTAMNG GTAAATCCGG
CTARRACCTA AGATCTTTCA
ATTCATC

SEQ. ID. RO. 255

1

61
121
181
241
301
361
821
481

MVFPIEAFVG LVTFTFLLYF
RKLGDLADKY GPVPTFRLGL
MLFLANYGPY WRENRKLVIQ
DWLEELDFGL IVEMIAGKNY
DFUGKIKAME RTFKDIDSVF
CYSHDTVIKA TVFSLVEDRA
SDIKDLVYLD ATVEEVLELY
LLSNPORFDF ERFIAGDIDF
KTENDEALDM KEGAGITIRK

GAGACTTAGC
TAGTTGTARG
CCAATCGTCC
TAGCRAATTA
CTGCTAGTCG
AGAATTTATA
RAGRATTGGA
AAGGAGATGA
TGGAATTTGT
GTCATATTAL
TAGAGGARCH

LWTKKSQFLP
FLVLVVESYE
EVLSASRLEK
ESGEGDEQVE
QNWLEEHIMK

DTVALHINWG -

FPGFLLVFHE
RGHHYEFIFF
VHPVELIITP

56

CTTTGTAGGA
AARKRCTTCCA
TTTTCACTTC
TGATAAATAC
CAGTTACGAR
AGCTTTTCTT
CGERCCTTAC
TCTCGRRARR
CROTCGAATT
TTTTGETCTG
ACRAGTGGAR
ATTATGGEAT
GGCARTGARA
TATTALTAMR
TETGETGCTT
CATTARAGCA
ARATTGGEEA
GATAGACACA
ATACCTCCAA
ACCRCATGRRA
ATTATTCGCR

CTAGTAACCT
RAMCCCTTAC
BATAACGACG

TCACATTTCT
TACCGAMAAAT
GCGRCGACCG

GGCCCCGTTIT
GCTATAAAAG
TACGGCGAAT
TGGCGAAMA
TTCAARCRARAG
ARTGGARATT
ATCGTGARAR
AGATTTAAGA

GTTCGATCCA -GAGAGATTCA

TATCCCATTT
ACRCCTAACH
CTTGGATATG
ARTARCGCCT
TCATTGTTTA

KPLLFRIPGC
AIKDCFETHD

FROVRFTRIQ

GETTCTGGAA
ATGEECACATT
AMGGRAGGTG
CGCTTGGCAC
ATACTCOCTAG

MTLLINNOTA -

GSGRRSCPGM
RLAFELY

TCACTTTTCG
ATTGCTTCTC

‘ACCTTGGCTA

ATCGTARATT

TGAGATTCAC

CGAGTACGAT

TGATCGCTGG

ATGCGTTTAR
TTCCATTATT
AGGATATAGA
TGGAGGTTGG
GTARAGAATA
GTTIGGETCTT
TGATAAACAR
AGTATRAGATG
ARRAGGTGTT
RTTGTGTTGT
RRACTGCAGCG
TCGCTGGTGA
GACGATCTTG
TAANTCCAGGS
CAGGCATARC
CTGAGCTTTA
ATAGATGGGET

MNDGDDRFLA

HGHSSTINLT
AFPIPLFEWV
SXLESXKEYLDE

NVMELQRDEE
MAHLIQCENY
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ES 2535643 T3

Fliz. 19 : Clonacién de fragmentos de ADNe de citocromo p450 por PCR

| GRRXCP(A/G) |
. _ v ‘
(Rterm W W Ciem | _AZA
. 1
DM . FXPERF-directo STIYIICCIGARMGITTY.s' = SEQIDNO:2255
DM4 GRRXCP(A/G): diecte  §"-GGIMGIMGIITGYCCIGS-3*  SEQIDNO:2256
DMIz FEPERF- directo - TTYAARCCTGAGAGATT-3' '~ - SEQIDNO2157
DMz PERFL-directo 5“CCAGARAGATTCTIG:3 ~  SEQIDNO:2258
DM17 GRRM(P-directo $GGRMGRMGRATGTGYCC.y'  SEQID NO:Z259 -
OLIGO &T) : . STITTITITITITITIITING'  SEQIDNO:2260
T 5"-ATTATGCTGAGTGATATCCC-3'  SEQ ID NO:2261
5F6

S-ATTTAGGTGACACTATAG-3"  SEQID NO:2262

| = Desoxilinosing; ¥ = C, T l\g;r AGR=AG; S =CGN-AT.C.O

58
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