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DESCRIPCION
Genes involucrados en la produccion de noscapina

INTRODUCCION

Esta descripcion se refiere al aislamiento y secuencia de una molécula de acido nucleico que incluye un grupo de
genes que comprende 10 genes de una noscapina que produce el cultivar Papaver somniferum [adormidera]; células
transgénicas transformadas con dicha molécula de acido nucleico, variantes de secuencia de los genes; el uso de
dichos genes/proteinas en la produccion de alcaloides opiaceos; y el uso de genes como marcador de plantas de P.
somniferum que sintetizan alcaloides opiaceos, noscapina en particular.

Antecedentes de la divulgacion

La noscapina pertenece a la subclase ftalidaisoquinolina de los alcaloides de isoquinolina estructuralmente diversos,
mientras que la codeina, morfina, tebaina y oripavina pertenecen a la subclase morfinano. Si bien la biosintesis de
los morfinanos se ha dilucidado a nivel molecular, nuestro conocimiento de la biosintesis de la noscapina no ha
avanzado significativamente desde la demostracion que usé el etiquetado de is6topos en la década de 1960, que se
deriva de la escoulerina. Comprender la genética bioquimica que sustenta la biosintesis de la noscapina deberia
permitir una producciéon mejorada de noscapina y moléculas relacionadas tanto en la adormidera como en otros
sistemas de expresion.

P. somniferum es la planta de la que se extrae el opio. La amapola de opio es la Unica amapola comercialmente
explotada de la familia Papaveraceae y es la principal fuente de opiaceos naturales. El opio se extrae del latex
cosechado de las vainas de semillas verdes. Otra fuente de alcaloides opiaceos es la paja de adormidera que es la
planta madura seca. P. somniferum es una fuente de alcaloides opiaceos clinicamente Gtiles como morfina, codeina,
tebaina, noscapina [también conocida como narcotina] y papaverina. La aplicaciéon clinica de estos alcaloides
opiaceos y sus derivados es amplia y tiene uso como analgésicos, antitusigenos y antiespasmaédicos. Aunque no se
usa como un agente farmacoldgico en si mismo, la tebaina es un opiaceo particularmente Gtil que se puede convertir
en una gama de compuestos tales como hidrocodona, oxicodona, oximorfona, naltrefina, naltrexona, buprenorfina y
etorfina. Estos productos intermedios también tienen amplias aplicaciones farmacéuticas. Por ejemplo, oxicodona,
oximorfona y etorfina se utilizan ampliamente como analgésicos para el dolor moderado a intenso y, a menudo, se
combinan con otros analgésicos como el ibuprofeno. La buprenorfina se usa en el tratamiento de la adiccion a la
heroina y el dolor crénico. Naltrexona se usa en el tratamiento del alcohol y la adiccién a los opiaceos.

La presente descripcion se refiere al analisis transcriptémico de P. somniferum que producen variedades de
noscapina en comparacion con cultivares de P. somniferum que no producen noscapina. El andlisis ha revelado la
manifestacion exclusiva de un grupo de genes principalmente de citocromo P450 y metiltransferasa en una variedad
de amapola que produce noscapina. Estos genes estan sorprendentemente ausentes de los genomas de dos
variedades que no producen noscapina. El andlisis de un mapeo de la poblaciéon F2 indicé que los genes estan
estrechamente relacionados en la variedad de la noscapina y la secuenciacion cromosémica artificial bacteriana
confirmé que existen como un nuevo conjunto de genes para la biosintesis de alcaloides opiaceos.

Declaraciones de la invenciéon

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende
un grupo de genes que codifica dos o mas polipéptidos implicados en la biosintesis de alcaloides opiaceos o
intermedios, en donde uno de dichos dos genes comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
que consiste en;

i) una secuencia de nucle6tidos como se expone en la SEQ ID NO: 9;

i) una secuencia de nucledtidos donde dicha secuencia esta degenerada como resultado del cédigo genético de la
secuencia de nucleodtidos definida en (i);

iii) una molécula de &cido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas
con la secuencia en la SEQ ID NO: 9 y que codifica un polipéptido que tiene actividad deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta; y

iv) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO: 19 o una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de aminoacidos del 46% a través de la secuencia de aminodcidos de longitud completa expuesta en la
SEQ ID NO: 19 donde dicho polipéptido tiene actividad deshidrogenasa/reductasa de cadena corta.
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La hibridacion de una molécula de &cido nucleico se produce cuando dos moléculas de acido nucleico
complementarias experimentan una cantidad de enlaces de hidrogeno entre si. La rigurosidad de la hibridacion
puede variar de acuerdo con las condiciones ambientales que rodean a los acidos nucleicos, la naturaleza del
método de hibridaciéon y la composicién y longitud de las moléculas de &cido nucleico utilizadas. Los céalculos con
respecto a las condiciones de hibridacion requeridas para alcanzar grados particulares de rigor se discuten en
Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 2001); and Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with
Nucleic Acid Probes Part I, Chapter 2 (Elsevier, New York, 1993). La Tm es la temperatura a la que el 50% de una
cadena dada de una molécula de acido nucleico se hibrida con su cadena complementaria. Lo siguiente es un
conjunto ejemplar de condiciones de hibridacion y no es restrictivo:

Rigor Muy Alto (permite secuencias para compartir al menos 90% de identidad para hibridar)

Hibridacion: 5x SSC a 65 ° C durante 16 horas
Lavar dos veces: | 2x SSC a temperatura ambiente (RT) durante 15 minutos cada uno
Lavar dos veces: 0.5x SSC a 65 ° C durante 20 minutos cada uno

Rigor Alto (permite secuencias para compartir al menos 80% de identidad para hibridar)

Hibridacion: 5x-6x SSC a 65 ° C-70 ° C durante 16-20 horas
Lavar dos veces: 2x SSC a temperatura ambiente durante 5-20 minutos cada uno
Lavar dos veces: 1x SSC a 55 ° C-70 ° C durante 30 minutos cada uno

Rigor Bajo (permite secuencias para compartir al menos 50% de identidad para hibridar)

Hibridacion: 6x SSC a temperatura ambiente a 55 ° C durante 16-20 horas
Lavar al menos dos | 2x-3x SSC a temperatura ambiente a 55 ° C durante 20-30
veces: minutos cada uno

En un aspecto o realizacion preferida de la invencion, dicha molécula de acido nucleico comprende o consiste en
una secuencia de nucleétidos como la SEQ ID NO: 9 donde dicha molécula de acido nucleico codifica un polipéptido
con actividad deshidrogenasa/reductasa de cadena corta.

En una realizacion preferida de la invencion, la molécula de acido nucleico incluye ademas una o mas secuencias de
nucleétidos seleccionadas del grupo que consiste en:

i) una secuencia de nucledétidos representada por la secuencia enla SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 80 10;

i) una secuencia de nucleétidos donde dicha secuencia esta degenerada como resultado del cédigo genético de la
secuencia de nucleoétidos definida en (i);

iii) una molécula de &cido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas
con la secuencia en la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 10 donde dicha molécula de acido nucleico codifica
polipéptidos implicados en la biosintesis de alcaloides opiaceos de P. somniferum o intermedios en la biosintesis de
alcaloides opiaceos;

iv) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se
representa en SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 20;

V) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos donde
dicha secuencia de aminoéacidos se modifica por supresion o sustitucién de al menos un residuo de aminoéacido
como se representa en iv) anterior y que ha retenido o mejorado la actividad biosintética del alcaloide.

En una realizacién preferida de la invencién, dicha molécula de acido nucleico incluye la SEQ ID NO: 9 y ademas
incluye una o mas secuencias de nucleétidos seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,80 10.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha molécula de acido nucleico incluye secuencias de nucle6tidos 3,
4,5,6,7,8,9010 seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO. 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 0 10.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha molécula de acido nucleico incluye cada una de las secuencias
de nucleétidos como se representa en SEQ ID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un polipéptido aislado seleccionado del grupo
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gue consiste en:

i) un polipéptido que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID
NO: 19; 0

i) un polipéptido modificado que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos modificada donde
dicho polipéptido se modifica mediante eliminaciéon o sustituciéon de al menos un resto de aminoéacido de la
secuencia presentada en la SEQ ID NO: 19 y que ha retenido o mejorado la actividad deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta

En una realizacion preferida de la invencién, dicho polipéptido comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 46% idéntica a la secuencia de aminoacidos de longitud completa en la SEQ ID
NO: 19 y que codifica un polipéptido con actividad deshidrogenasa/reductasa de cadena corta.

Un polipéptido modificado como se describe aqui puede diferir en la secuencia de aminoacidos por una 0 mas
sustituciones, adiciones, eliminaciones, truncamientos que pueden estar presentes en cualquier combinacion. Entre
las variantes preferidas estan aquellas que varian de un polipéptido de referencia por sustituciones de aminoacidos
conservadoras. Tales sustituciones son aquellas que sustituyen un aminoacido dado por otro aminoacido de
caracteristicas similares. La siguiente lista no excluyente de amino&cidos se considera reemplazos conservadores
(similares): a) alanina, serina y treonina; b) acido glutdmico y &cido aspartico; c) asparagina y glutamina d) arginina y
lisina; e) isoleucina, leucina, metionina y valina y f) fenilalanina, tirosina y triptéfano. Las mas preferidas son las
variantes que retienen o potencian la misma funcién y actividad biol6gica que el polipéptido de referencia del que
varia.

En una realizacion, los polipéptidos variantes tienen al menos 46% a 50% de identidad, incluso mas preferiblemente
al menos 55% de identidad, aun més preferiblemente al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85 %, 90%, 95% de
identidad, y al menos 99% de identidad con la mayoria o la secuencia de aminoéacidos de longitud completa ilustrado
aqui.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un vector que comprende una molécula de
acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Preferiblemente, la molécula de acido nucleico en el vector esta bajo el control de, y operativamente unida a, un
promotor apropiado u otros elementos reguladores para la transcripcion en una célula huésped tal como una célula
microbiana (por ejemplo, bacteriana, de levadura) o vegetal . El vector puede ser un vector de expresion bifuncional
que funciona en mudltiples hosts. En el caso del ADN gendmico, este puede contener su propio promotor u otros
elementos reguladores y, en el caso del ADNc, puede estar bajo el control de un promotor apropiado u otros
elementos reguladores para la expresion en la célula huesped.

Por "promotor” se entiende una secuencia de nucleotidos ascendente del sitio de iniciacion de la transcripcion y que
contiene todas las regiones reguladoras requeridas para la transcripcion. Los promotores adecuados incluyen
promotores constitutivos, especificos de tejido, inducibles, de desarrollo u otros promotores para la expresiéon en
células vegetales comprendidas en plantas que dependen del disefio. Tales promotores incluyen promotores virales,
fangicos, bacterianos, animales y derivados de plantas capaces de funcionar en células vegetales.

Los promotores constitutivos incluyen, por ejemplo, el promotor CaMV 35S (Odell y col. (1985) Nature 313, 9810 -
812); actina de arroz (McElroy y col. (1990) Células vegetales 2: 163-171); ubiquitina(Christian y col. (1989) Plant
Mol. Biol. 18:675-689; pEMU Last y col. (1991) Theor Appl. Genet. 81: 581-588); MAS (Velten y col. (1984) EMBO J.
3. 2723-2730); ALS promoter (U.S. Application Seriel No. 08/409,297), y similares. Otros promotores constitutivos
incluyen los de las patentes de EE. UU. Numeros de Patentes 5,608,149; 5,608,144; 5,604,121; 5,569,597;
5,466,785; 5,399,680, 5,268,463; y 5,608,142, cada uno de los cuales se incorpora por referencia.

Los promotores regulados quimicamente se pueden usar para modular la expresion de un gen en una planta
mediante la aplicacion de un regulador quimico exdégeno. Dependiendo del objetivo, el promotor puede ser un
promotor inducible por productos quimicos, donde la aplicacion de la expresion génica inducida por productos
quimicos, o un promotor reprimible quimico, donde la aplicacion del quimico reprime la expresién génica. Los
promotores inducibles por productos quimicos son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, el
promotor In2-2 de maiz, que se activa mediante herbicidas benzenesulfonamida, el promotor GST de maiz, que se
activa mediante compuestos electrofilicos hidréfobos que se usan como pre-herbicidas de emergencia, y el promotor
de tabaco PR-1a, que se activa con acido salicilico. Otros promotores regulados quimicamente de interés incluyen
promotores que responden a esteroides (véase, por ejemplo, el promotor inducible por glucocorticoides en Schena y
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col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10421-10425 y McNellis y col. (1998) Plant J. 14(2): 247-257) y
promotores inducibles por tetraciclina y represores de tetraciclina (ver, por ejemplo,Gatz y col. (1991) Mol. Gen.
Genet. 227: 229-237, y Numeros de Patentes de EE.UU 5,814,618 y 5,789,156, incorporado aqui como referencia.

Cuando se desea una expresién mejorada en tejidos particulares, pueden utilizarse promotores especificos de tejido.
Los promotores especificos de tejido incluyen los descritos por Yamamoto y col. (1997) Plant J. 12(2): 255-265;
Kawamata y col. (1997) Plant Cell Physiol. 38(7): 792-803; Hansen y col. (1997) Mol. Gen. Genet. 254(3): 337-343;
Russell y col. (1997) Transgenic Res. 6(2): 157-168; Rinehart y col. (1996) Plant Physiol. 112(3): 1331-1341; Van
Camp y col. (1996) Plant Physiol. 112(2): 525-535; Canevascni y col. (1996) Plant Physiol. 112(2): 513-524;
Yamamoto y col. (1994) Plant Cell Physiol. 35(5): 773-778; Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 181-196;
Orozco y col. (1993) Plant Mol. Biol. 23(6): 1129-1138; Mutsuoka y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 9586-
9590; y Guevara-Garcia y col (1993) Plant J. 4(3): 495-50.

"Unido operativamente" significa unido como parte de la misma molécula de acido nucleico, adecuadamente
posicionada y orientada para que se inicie la transcripcion a partir del promotor. EI ADN operativamente unido a un
promotor esta "bajo la regulacién de iniciacién transcripcional" del promotor.En un aspecto preferido, el promotor es
un promotor especifico de tejido, un promotor inducible o un promotor regulado en el desarrollo.

Particularmente interesante en el presente contexto son constructos de &cidos nucleicos que funcionan como
vectores de plantas. Los procedimientos y vectores especificos usados previamente con gran éxito en las plantas los
describe Guerineau y Mullineaux (1993) (Transformacion de plantas y vectores de expresion. En: Plant Molecular
Biology Labfax (Croy RRD ed) Oxford, BIOS Scientific Publishers, paginas 121-148. Los vectores adecuados pueden
incluir vectores derivados de plantas viricas (véase por ejemplo EP194809). Si se desea, pueden incluirse
marcadores genéticos seleccionables en la construccion, tales como aquellos que confieren fenotipos seleccionables
tales como resistencia a herbicidas (por ejemplo, kanamicina, higromicina, fosfinotricina, clorsulfurén, metotrexato,
gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas y glifosato).

En una realizacion preferida de la invencion, dicho vector es un cromosoma artificial bacteriano [BACS].

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una célula transgénica transformada o
transfectada con una molécula o vector de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

En una realizacién preferida de la invencion, dicha célula es una célula vegetal.
En una realizacion preferida de la invencion, dicha célula vegetal es del género Papaver.
En una realizacién preferida de la invencion, dicha célula vegetal es una célula Papaver somniferum.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una planta que comprende una célula
vegetal de acuerdo con la invencion.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha planta es del género Papaver; preferiblemente Papaver
somniferum.

En una realizacion alternativa preferida de la invencion, dicha célula es una célula microbiana; preferiblemente una
célula bacteriana o fungica [por ejemplo levadura, Saccharomyces cerevisae].

En una realizacion preferida de la invencion, dicha célula estd adaptada de manera que la molécula de &cido
nucleico que codifica uno 0 mas polipéptidos de acuerdo con la invencién se sobreexpresa cuando se compara con
una célula no transgénica de la misma especie.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una molécula de &cido nucleico que
comprende un casete de transcripcion donde dicho casete incluye una secuencia de nucleétidos disefiada con
referencia a una secuencia de nucle6tidos seleccionada del grupo: SEQ ID NO. 9, y esta adaptada para la expresion
mediante la provisién de al menos un promotor ligado operativamente a dicha secuencia de nucleétidos de manera
que las moléculas sentido y antisentido se transcriban a partir de dicho casete.

En una realizacién preferida de la invencién, dicho casete estd adaptado de modo que las moléculas de acido
ribonucleico sentido y antisentido se transcriban a partir de dicho casete, donde dichas moléculas de &cido nucleico
sentido y antisentido estan adaptadas para recocer al menos una parte o la totalidad de su longitud para formar un
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ARN inhibidor o ARN de horquilla corta.

En una realizacion preferida de la invencion, dicho casete esta provisto de al menos dos promotores adaptados para
transcribir cadenas sentido y antisentido de dicha molécula de acido ribonucleico.

En una realizacion preferida alternativa de la invencion, dicho casete comprende una molécula de acido nucleico
donde dicha molécula comprende una primera parte unida a una segunda parte donde dichas primera y segunda
partes son complementarias de al menos parte de su secuencia y en donde una transcripcién adicional de dicho
acido nucleico la molécula produce una molécula de acido ribonucleico que forma una region bicatenaria por
apareamiento de bases complementarias de dichas primera y segunda partes, formando asi un ARN de horquilla
corta.

Una técnica para eliminar especificamente la funcién del gen es mediante la introduccion de ARN bicatenario,
también denominado ARN inhibidor / interferente (siARN) pequefio o ARN de horquilla corta [ARNhc], en una célula
gue da como resultado la destruccion del ARNm complementario a la secuencia incluida en la molécula de siARN/
ARNhc. La molécula de siARN comprende dos cadenas complementarias de ARN (una cadena sentido y una
cadena antisentido) unidas entre si para formar una molécula de ARN de doble cadena. La molécula de siARN
normalmente se deriva de los exones del gen que se debe extirpar.El mecanismo de la interferencia de ARN esta
siendo dilucidado.Muchos organismos responden a la presencia de ARN bicatenario activando una cascada que
conduce a la formacion de siARN. La presencia de ARN bicatenario activa un complejo de proteina que comprende
RNasa Ill que procesa el ARN bicatenario en fragmentos mas pequefios (SiARNs, aproximadamente de 21-29
nucleétidos de longitud) que se convierten en parte de un complejo de ribonucleoproteina.El siARN actia como una
guia para el complejo RNasa para escindir ARNm complementario a la cadena antisentido del siARN dando como
resultado la destruccién del ARNm.

En una realizacion preferida de la invencién, dicha molécula de acido nucleico es parte de un vector adaptado para
la expresion en una célula vegetal.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una célula vegetal transfectada con una
molécula o vector de acido nucleico segun la invencion donde dicha célula tiene expresion reducida de un
polipéptido de acuerdo con la invencién.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un proceso para la modificacion de uno o mas alcaloides
opiaceos que comprende:

i) proporcionar una célula vegetal transgénica de acuerdo con la invencion;
ii) cultivar dicha célula vegetal para producir una planta transgénica; y opcionalmente
i) cosechar dicha planta transgénica, o parte de la misma.

En un método preferido de la invencidn, dicho material vegetal cosechado se seca y se extrae el alcaloide opiaceo.

De acuerdo con un aspecto alternativo de la invencién, se proporciona un proceso para la modificacion de uno o
mas alcaloides opiaceos o metabolitos intermedios de alcaloides opidceos que comprende:

i) proporcionar una célula microbiana transgénica de acuerdo con la invencion que expresa una o mas moléculas de
acido nucleico segun la invencion en cultivo con al menos un alcaloide opidceo o un metabolito intermedio de
alcaloide opiaceo;

i) cultivar la célula microbiana en condiciones que modifican uno o mas alcaloides opiaceos o alcaloides opiaceos
intermedios; y opcionalmente

iii) aislar dicho alcaloide opiaceo o intermedio alcaloide opiaceo de la célula microbiana o cultivo celular.

En un método preferido de la invencion, dicha célula microbiana es una célula bacteriana o célula fungica / de
levadura.

Si se usan células microbianas como organismos en el proceso de acuerdo con la invencién, se cultivan o se
cultivan de la manera en que el experto en la materia esta familiarizado, dependiendo del organismo anfitrion. Como
regla general, los microorganismos se cultivan en un medio liquido que comprende una fuente de carbono,
generalmente en forma de azlcares, una fuente de nitrégeno, generalmente en forma de fuentes de nitr6geno
organico como extracto de levadura o sales como sulfato de amonio, oligoelementos como sales de hierro,
manganeso y magnesio y, en su caso, vitaminas, a temperaturas de entre 0 ° C y 100 ° C, preferiblemente entre 10 °
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Cy 60 ° C, mientras gasean en oxigeno.

El pH del medio liquido puede mantenerse constante, es decir, regularse durante el periodo de cultivo, 0 no. Los
cultivos se pueden cultivar de forma discontinua, semidiscontinua o continua.Los nutrientes pueden proporcionarse
al comienzo de la fermentacion o alimentarse en forma semicontinua o continua. Los alcaloides opiaceos metilados
producidos se pueden aislar de los organismos como se describié anteriormente mediante procesos conocidos por
los expertos en la técnica, por ejemplo mediante extraccion, destilacion, cristalizacion, si es apropiado, precipitacion
con sal, y / o cromatografia. Con este fin, los organismos pueden ser interrumpidos ventajosamente de antemano.
En este proceso, el valor del pH se mantiene ventajosamente entre pH 4 y 12, preferiblemente entre pH 6 y 9,
especialmente preferiblemente entre pH 7 y 8.

El medio de cultivo que se utilizara debe cumplir adecuadamente los requisitos de las cepas en cuestion.Las
descripciones de los medios de cultivo para diversos microorganismos se pueden encontrar en el libro de texto
"Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA,
1981).

Como se describioé anteriormente, estos medios que se pueden emplear de acuerdo con la invencién normalmente
comprenden una o mas fuentes de carbono, fuentes de nitrdgeno, sales inorganicas, vitaminas y / u oligoelementos.

Las fuentes de carbono preferidas son azlcares, tales como mono-, di- o polisacaridos. Ejemplos de fuentes de
carbono son glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa, maltosa, sacarosa, rafinosa,
almidon o celulosa. Los azlcares también se pueden agregar a los medios a través de compuestos complejos como
la melaza u otros subproductos de la refinacion de azucar. La adicién de mezclas de una variedad de fuentes de
carbono también puede ser ventajosa. Otras posibles fuentes de carbono son aceites y grasas como, por ejemplo,
aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y / 0 grasa de coco, 4cidos grasos como, por ejemplo, acido
palmitico, &cido esteérico y / 0 acido linoleico, alcoholes y / o polialcoholes tales como, por ejemplo, glicerol, metanol
y / o etanol, y / o &cidos orgénicos tales como, por ejemplo, acido acético y / o acido lactico.

Las fuentes de nitrégeno son habitualmente compuestos de nitrdgeno organicos o inorganicos o materiales que
comprenden estos compuestos. Ejemplos de fuentes de nitrdgeno comprenden amoniaco en forma liquida o
gaseosa o sales de amonio como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio o
nitrato de amonio, nitratos, urea, aminoacidos o fuentes complejas de nitrégeno como licor de maiz, harina de soja,
soja proteina, extracto de levadura, extracto de carne y otros. Las fuentes de nitrbgeno se pueden usar
individualmente o como una mezcla.

Los compuestos de sales inorganicas que pueden estar presentes en los medios comprenden las sales de cloruro,
fésforo y sulfato de calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, zinc, cobre y hierro.

Los compuestos que contienen azufre inorganico tales como, por ejemplo, sulfatos, sulfitos, ditionitos, tetrationatos,
tiosulfatos, sulfuros, o compuestos de azufre organicos tales como mercaptanos y tioles pueden usarse como
fuentes de azufre para la produccion de azufre que contiene productos quimicos finos, en particular de metionina.

Se pueden usar acido fosférico, dihidrogenofosfato de potasio o hidrogenofosfato dipotésico o las correspondientes
sales que contienen sodio como fuentes de fosforo.

Se pueden afiadir agentes quelantes al medio para mantener los iones metalicos en solucion. Los agentes quelantes
particularmente adecuados comprenden dihidroxifenoles tales como catecol o protocatechuate y acidos organicos
tales como &cido citrico.

Los medios de fermentacion usados segun la invencién para cultivar microorganismos generalmente también
comprenden otros factores de crecimiento tales como vitaminas o promotores del crecimiento, que incluyen, por
ejemplo, biotina, riboflavina, tiamina, acido félico, acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de
crecimiento y las sales se derivan a menudo de componentes de medios complejos tales como extracto de levadura,
melazas, licor de salsa de maiz y similares. Ademas, es posible agregar precursores adecuados al medio de cultivo.
La composicién exacta de los compuestos de los medios depende en gran medida del experimento particular y se
decide individualmente para cada caso especifico. La informacién sobre la optimizacién de los medios se puede
encontrar en el libro de texto"Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach" (Editors P.M. Rhodes, P.F.
Stanbury, IRL Press (1997) paginas 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Los medios de crecimiento también pueden
obtenerse de proveedores comerciales, por ejemplo, Standard 1 (Merck) o BHI (infusion de cerebro y corazén,
DIFCO) y similares.
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Todos los componentes del medio se esterilizan, ya sea por calor (20 min a 1,5 bary 121 ° C) o por esterilizacion por
filtracion. Los componentes se pueden esterilizar juntos o, si es necesario, por separado. Todos los componentes del
medio pueden estar presentes al comienzo del cultivo o pueden agregarse de forma continua o por lotes, segun se
desee.

La temperatura de cultivo esta normalmente entre 15°C y 45°C, preferiblemente entre 25°C y 40°C, y puede
mantenerse constante o puede alterarse durante el experimento. El pH del medio debe estar en el rango de 5 a 8.5,
preferiblemente alrededor de 7.0. El pH para el cultivo puede controlarse durante el cultivo mediante la adicion de
compuestos basicos como hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, amoniaco y amoniaco acuoso o compuestos
acidos como acido fosférico o &cido sulfdrico. La formacién de espuma puede controlarse empleando
antiespumantes tales como, por ejemplo, ésteres de poliglicol de acido graso. Para mantener la estabilidad de los
plasmidos, es posible afiadir al medio sustancias adecuadas que tengan un efecto selectivo, por ejemplo,
antibiéticos. Las condiciones aerdbicas se mantienen introduciendo oxigeno o mezclas de gases que contienen
oxigeno tales como, por ejemplo, aire ambiente en el cultivo. La temperatura del cultivo es normalmente de 20°C a
45°C y preferiblemente de 25°C a 40°C. El cultivo continta hasta que la formacién del producto deseado es maxima.
Este objetivo normalmente se logra dentro de 10 a 160 horas.

El caldo de fermentacién puede procesarse posteriormente. La biomasa puede, segin los requisitos, eliminarse total
o parcialmente del caldo de fermentacion por métodos de separacion tales como, por ejemplo, centrifugacion,
filtracién, decantacion o una combinacion de estos métodos o dejarse completamente en dicho caldo. Es ventajoso
procesar la biomasa después de su separacion.

Sin embargo, el caldo de fermentacién también puede espesarse o concentrarse sin separar las células, usando
métodos conocidos tales como, por ejemplo, con la ayuda de un evaporador rotativo, un evaporador de pelicula
delgada, un evaporador de pelicula descendente, mediante ésmosis inversa o por nanofiltracion. Finalmente, este
caldo de fermentacién concentrado se puede procesar para obtener los alcaloides opiaceos presentes en el mismo.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de un gen codificado por una molécula
de &cido nucleico representada por la secuencia de acido nucleico en la SEQ ID NO: 9, o una molécula de &cido
nucleico que se hibrida en condiciones de hibridacidn rigurosas con la secuencia de nucledtidos en la SEQ ID NO:

9 y codifica un polipéptido con actividad biosintética de alcaloides opidceos como un medio para identificar un locus
donde dicho locus estéd asociado con la expresion o actividad alterada de dicha actividad biosintética del alcaloide
opi4ceo.

La mutagénesis como un medio para inducir cambios fenotipicos en organismos es bien conocida en la técnica e
incluye, pero no se limita a, el uso de agentes mutagénicos tales como mutadgenos quimicos [por ejemplo. analogos
de bases, agentes desaminantes, agentes de intercalacion de ADN, agentes alquilantes, transposones, bromo, azida
sédica] y mutagenos fisicos [ por ejemplo radiacién ionizante, exposiciéon al psoraleno combinada con irradiacion
uv].

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona una planta de P. somniferum que tiene una
expresion alterada de un polipéptido de deshidrogenasa/reductasa de cadena corta de acuerdo con la invencion que
comprende las etapas de:

i) mutagénesis de semillas de tipo silvestre de una planta de P. somniferum que expresa dicho polipéptido de
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta;

i) cultivo de la semilla en i) para producir las primeras y posteriores generaciones de plantas;

iii) obtener semilla de la planta de la primera generacién y las siguientes generaciones de plantas; y

iv) determinar si la semilla de dicha primera y siguientes generaciones de plantas tiene una secuencia de nucleétidos
alterada y / o una expresion alterada de dicho polipéptido de deshidrogenasa/reductasa de cadena corta.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método para el andlisis de una planta que
comprende los pasos:

i) obtener una muestra y analizar la secuencia de acido nucleico de una molécula de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos como se representa en 9;
b) una molécula de acido nucleico que se hibrida con la molécula de &cido nucleico en a) bajo condiciones de
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hibridacion rigurosas y que codifica un polipéptido con actividad biosintética sintasa de opiaceo; y opcionalmente

c) c) comparar la secuencia de nucleétidos de la molécula de acido nucleico en dicha muestra con una secuencia de
nucleétidos de una molécula de acido nucleico de la planta original de tipo salvaje y donde la molécula de acido
nucleico se analiza mediante un método que comprende los pasos

i) extraer acido nucleico de dichas plantas mutadas;

iii) amplificacion de una parte de dicha molécula de éacido nucleico mediante una reacciéon en cadena de la
polimerasa;

iv) formar una preparacion que comprende el &cido nucleico amplificado y el &cido nucleico extraido de la semilla de
tipo silvestre para formar acido nucleico heteroduplex;

V) incubar dicha preparacién con una nucleasa monocatenaria que corta en una region de acido nucleico
heterodulplex para identificar la falta de coincidencia en dicho heteroduplex; y

vi) determinar el sitio del desapareamiento en dicho heterodlplex de acido nucleico.

En un método preferido de la invencion, dicha planta de P. somniferum tiene actividad biosintética mejorada de
alcaloides opiaceos.

En un método alternativo preferido de la invencion, dicha planta de P. somniferum ha reducido o anulado la actividad
biosintética del alcaloide opiaceo.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona una planta de P. somniferum donde dicha planta
comprende un vector viral que incluye todo o parte de un gen que comprende una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la invencion.

En una realizacion preferida de la invencién, dicho gen o parte esta codificado por una molécula de acido nucleico
gue comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

i) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos como se representa en 9;

i) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleé6tidos que se hibrida en condiciones de
hibridacion rigurosas con una molécula de &cido nucleico en (i) y que codifica una actividad biosintética de alcaloide
opiaceo polipeptidico.

En una realizacién preferida de la invencion, dicha molécula de acido nucleico comprende o consiste en una
secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 28.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un vector viral que comprende la totalidad o
parte de una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un vector viral de acuerdo con la invencion en
el silenciamiento génico inducido viral en una planta de P. somniferum.

El silenciamiento génico inducido por virus [VIGS] es conocido en la técnica y explota un mecanismo de defensa
antiviral mediado por ARN. Las plantas que estan infectadas con un virus no modificado inducen un mecanismo que
se dirige especificamente al genoma viral. Sin embargo, los vectores virales que se modifican genéticamente para
incluir moléculas de acido nucleico derivadas de genes de plantas hospedadoras también inducen la inhibicion
especifica de la expresion del vector viral y adicionalmente el ARNm del huésped objetivo. Esto permite silenciar
genes genéticamente especificos sin modificacion genética del genoma de la planta y es esencialmente una
modificacién no transgénica.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las palabras "comprender" y
"contener" y variaciones de las palabras, por ejemplo "que comprende" y "comprende"”, significan "que incluyen pero
no se limitan a", y no estan destinadas (y no) excluye otros restos, aditivos, componentes, enteros 0 pasos.
"Consistente esencialmente” significa tener los enteros esenciales, pero incluyendo enteros que no afectan
materialmente a la funcién de los enteros esenciales.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, el singular abarca el plural a menos
que el contexto requiera lo contrario.

En particular, cuando se usa el articulo indefinido, debe entenderse que la especificacion contempla tanto la
pluralidad como la singularidad, a menos que el contexto requiera lo contrario.
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Las caracteristicas, enteros, particularidades, compuestos, restos quimicos o grupos descritos junto con un aspecto
particular, realizacion o ejemplo de la invencion deben entenderse aplicables a cualquier otro aspecto, realizaciéon o
ejemplo descrito en la presente, a menos que sea incompatible con los mismos.

Una realizacién de la invencién se describird ahora solo a modo de ejemplo y con referencia a las siguientes figuras:
Figura 1: Identificacion de genes exclusivamente presentes en el genoma de una noscapina que produce variedad
de amapola, HN1 (alta Noscapina 1). (A) Abundancia relativa de los principales alcaloides extraidos de las capsulas
de tres variedades comerciales de amapola, HM1 (Morfina alta 1), HT1 (alta tebaina 1) y HN1. M = morfina, C =
codeina, T = tebaina, O = oripavina y N = noscapina. (B) Se generaron bibliotecas EST procedentes de tallo y
capsula mediante pirosecuenciacién y secuencias contiguas Unicas ensambladas como se describe en el material y
los métodos. Diez genes (PSMT1, PSMT2, PSMT3, CYP82X1, CYP82X2, CYP82Y1, CYP719A21, PSAT1, PSSDR1
y PSCXE1) tal como se definen en el texto, se representaron solo en bibliotecas EST de la variedad HN1. La
abundancia de EST de otros cinco genes de P. somniferum funcionalmente caracterizados (BBE, TNMT, SalR,
SalAT y T6DM) muestra que se expresan en las tres variedades y en niveles consistentemente mas altos en el tallo
en comparacion con la capsula, como también es el caso los genes especificos HN1 como se muestra en el codigo
de color (Fig 1). La PCR en el ADN gendmico de las tres variedades revel6 que los diez genes especificos de HN1
estan ausentes de los genomas de las variedades HM1 y HT1 (Fig. 5);

Figura 2: El analisis de segregacion del contenido de noscapina en un mapeo de la poblacion F2 demuestra el
requerimiento para el grupo de genes de noscapina. (A) Representacion del diagrama de caja de los niveles de
noscapina como porcentaje de peso seco (DW) en lineas parentales cultivadas en invernadero HN1 y HM1 y la
generacién F1. (B) El campo de cultivo de generacién F2 se segreg6 en tres clases de noscapina cero, baja y alta.
F2 GC- y F2 GC + indican la ausencia y presencia respectivamente del grupo de genes de noscapina.Los nimeros
entre paréntesis indican el nimero de individuos en cada clase;

Figura 3: El conjunto de genes HNL1. La estructura y posicion de los diez genes especificos de HN1 expresados en
los tallos y los tejidos de las capsulas se muestran por encima de la linea negra central que representa 401 Kb de
secuencia genémica. Los exones estan representados por cuadros grises llenos e intrones por finas lineas negras.
Las flechas indican la orientacién de 5' a 3' de cada gen. Marcos de lectura abiertos adicionales representados
debajo de la linea negra central son los definidos por la clave. Ninguno de estos ORF esta representado en las
bibliotecas EST de tallo y capsula;

Figura 4: Caracterizacion funcional usando silenciamiento génico inducido por virus de 6 genes del grupo de genes
HNL1. Los resultados del latex de hoja y las capsulas son consistentes con cada uno de estos genes que codifican
enzimas implicadas en la biosintesis de noscapina (A-F). Todos los compuestos que se acumulan, aparte de la
escoulerina, han sido supuestamente identificados sobre la base de los espectros de masas como se detalla en la
Fig. 6 El valor (M) de la masa a la carga (m / z) seguido del tiempo de retencién (T) en segundos se muestra para
cada compuesto en el eje horizontal. (G) Ruta propuesta para la biosintesis de la noscapina basada en datos VIGS.
Las flechas sdlidas muestran los pasos respaldados por los datos VIGS, las flechas punteadas representan pasos
adicionales propuestos. Para los intermedios de secoberbina, R1 =H u OH, R2=H u OHy R3 = CH20H o CHO o
COOH (Fig. 6). La estructura de la noscapina estad numerada de acuerdo con la convencion IUPAC;

Figura 5: Los diez genes expresados exclusivamente en la variedad HN1 se encuentran en el genoma de HN1, pero
estan ausentes de las variedades HT1 y HM1. (A) Amplificacion de fragmentos de los diez genes expresados
exclusivamente en HN1 usando dos pares de cebadores diferentes. (B) Amplificacion de fragmentos de genes de las
vias de la rama de protoberberina y morfinano que se expresan en las tres variedades. Los cebadores usados se
detallan en la Tabla 3; HyperLadder | (Bioline Reagents, London, UK) se us6 como patréon de tamafio molecular;
Figura 6. Evidencia de identidades putativas de productos intermedios de experimentos VIGS. Todos los paneles
muestran los espectros de masas del ion parental pseudomolecular en el apice del pico cromatogréafico en negro y
los espectros de fragmentacion de MS2 correspondientes en rojo, a escala de abundancia relativa. Los espectros de
MS2 se generaron dirigiendo el ién precursor con un ancho de aislamiento de 3 m / z y usando energia de
disociacién de aislamiento colisionado ajustada al 35%. Todos los espectros de masas se obtuvieron con una
resolucion de 7500. El texto impreso encima de los iones de diagndstico seleccionados indica la masa
monoisotdpica exacta del ion, la formula calculada dentro de los limites C =1:100, O = 0:200, N =0:3 y H =1:200, y el
namero / ndmero total de férmulas devueltas dentro de una ventana de error de 5 ppm. Los fragmentos se
reconciliaron con los fragmentos tedricos generados por la presentacion de estructuras padre candidatas al software
Mass Frontier (version 5.01.2; HighChem, Bratislava, Eslovaquia). Las estructuras de los padres candidatos se
derivaron de las bisquedas de PubChem y de la revision exhaustiva de Papaver spp. alcaloides (Sariyar (2002)
Pure Appl. Chem. 74, 557-574). (A) Tetrahidrocolumbamina; este compuesto se caracterizd a partir de un pico de
elucion a 174s de CYP719A21 silenciado con VIGS. Ocho de cada diez fragmentos de MS2 observados se
calcularon como factibles por Mass Frontier; solo se muestran los dos fragmentos de diagnéstico mas abundantes.
(B) intermedio de Secoberbine 1 (C21H25NO6); este compuesto se caracterizd a partir de un pico que eluia a 147s
de CYP82X2 silenciado por VIGS. Si R1=0OH, R2=H, y R3=CH20H, entonces este compuesto es narcotolinol que es
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consistente con ambos fragmentos anotados. Otro ajuste de la formula candidata seria el narcotindiol desmetoxilado
(R1=H, R2=0OH, R3=CH20H); sin embargo, esta estructura no formaria el fragmento observado en 206.0816.(C)
Secoberbina intermedio 2 (C21H23NO6); este compuesto se caracterizd a partir de un pico que eluia a 103s de
CYP82X2 silenciado con VIGS. Si R1 = OH, R2 = H, y R3 = CHO, entonces este compuesto seria un derivado
desmetilado de macrantaldehido. (D) Papaveroxina; este compuesto se caracteriz6é a partir de un pico de elucién a
214s de PSCXEL1 silenciado con VIGS. El fragmento 398.1600 observado es consistente con la desacetilacion. (E)
Narcotinehemiacetal; este compuesto se caracterizo a partir de un pico de elucién a 121s de PSSDR1 silenciado con
VIGS. (F) Narcotolina (4'-desmetilnoscapina); este compuesto se caracterizd a partir de un pico de elucién a 208s de
PSMT2 silenciado con VIGS. Otras posibilidades isobaricas fueron 6- o 7-desmetilnoscapina. Sin embargo, el
fragmento 206.0816 observado es consistente con una posicion 4' hidroxilada. Se podrian descontar estructuras
alternativas comparando los espectros de fragmentacion candidatos con los de la 7-desmetilnoscapina sintética, que
se eluye en un tiempo de retencion diferente y carecia del fragmento caracteristico 206.0816;

La Tabla 1 ilustra el % de identidad de CYP82Y1, PSCXE1, PSDFR1 y PSAT1 (SEQ ID 17-20) con sus respectivos
homélogos caracterizados funcionalmente mas proximos. Los nimeros de acceso proporcionados provienen de las
bases de datos GenBank, Swiss-Prot o PDB;

Tabla 2: Genotipificacion de familias F3 derivadas de dos clases fenotipicas F2: noscapina baja y noscapina alta .
Las relaciones de segregacion observadas versus esperadas respaldan fuertemente la hipétesis de que los
individuos en la clase baja F2 de la noscapina son heterocigotos para el grupo de genes HN1 y los individuos en la
clase alta de la noscapina son homocigoticos;

Tabla 3: Secuencias de cebadores e informacion asociada.

Tabla 1
Proteina | % De | Namero de | Anotacioén
identidad acceso
CYP82Y1 | 54 CYP82X1 de Papaver somniferum
48 CYP82X2 de Papaver somniferum
39 ABM46919.1 CYP82ES3, nicotina  desmetilasa de
Nicotiana tomentosiformis
PSCXE1l | 45 207R_A AeCXE1, Carboxyl esterase de Actinidia
eriantha
PSSDR1 | 46 AAB41550.1 Vestitone reductasa de Medicago sativa
45 ABQ97018.1 Dihidroflavonol 4-reductasa de Saussurea
medusa
PSAT1 66 Q94FT4.1 Salutaridinol ~ 7-O-acetiltransferasa  de
Papaver somniferum
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Tabla 2
La clase de | Familia de | Nimero de | Segregacion | Segregacion Chi-cuadrado
noscapina y el | semillas F3 | individuos F3 | observada esperada en
genotipo (obtenida  por | genotipificados | del grupo de | F3 si la clase
resultado de | autopolinizacion genes en la | de noscapina
individuo F2 de individuos progenie F3 | baja F2 es
F2) heterocigota
y la clase de
noscapina
alta es
homocigética
GC+ | GC- | GC+ GC- X- valor
cuadrado | de p
noscapinabaja/GC+ | S-111809 28 18 10 21 7 1,714 0,190
noscapinabaja/GC+ | S-111835 26 18 8 19,5 6,5 0,462 0,497
noscapinaalta/GC- | S-111714 28 28 28
noscapinaalta/GC- | S-111854 54 54 54
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Tabla 3
Secuencias de cebadores (5'-to 3'-)
Gen[J Directal Inversa Nota: Aplicaci
on
PSMT1 | GATTCCCGATTTACTCCTGATG AACACAAAATACGATTACTTA | par
CTTTTGTCC cebador
1
PSMT1 | TGCCTCATGTTATTTCTGTTGCC GCATGAAATGGATGTAGTTAT | par
CTTGG cebador
2
PSMT2 | ATTGATGTCGGTGGTGGTCACG ATTCCCGTTCAAGTAAACATG | par
CGG cebador
1
PSMT2 | GCAACTGTTTCATTAACAGGCACA | CAGTAAATTCACACATTCCGT | par
TCC ATCTTCCC cebador
2
PSMT3 | GCTTCAGCATTGGTTAACGAGTG GAGGGTAAGCCTCAATAACA | par
C GACTGG cebador
1
PSMT3 | AGACCGTTTGTACCGAATTCTGC TCGTTCCATTCGTGAAGAATG | par
C cebador
2
CYP82 | GAACCATTAAACACTTGAGTCATG | TGCAATTGAATTTAGCTCATC | par
X1 C TCC cebador
1
CYP82 | TTGATGAACGACAAGGAACCG ATTCATGATTGTGACCTTTGT | par
X1 AATCC cebador
2
CYP82 | ATGTGGAAAACGGTAAGCAAGTG | ACGATTCTGTCATCATCATTT | par
X2 G TCGC cebador
1
CYP82 | CAACCTCAATCTAGCTAGAGTCG CCCAAGATTTTCATATCCTTT | par
X2 ACAA cebador
2
CYP82 | CAATAATTGAGTAATTTCAGTTCA | GCTCCGTAAGTGCTCCTGTG | par Cebador
Y1 TTCATGG cebador | es para
1
CYP82 | GAATTGTGGTAAAAAATTAGATGC | CCCTTCACATCTACCATCCCT | par amplifica
Y1 AG T cebador | cién de
2
CYP71 | CAAAGAGTCAATCTGACTCAAGCT | CGAGTGCCCATGCAGTGG par fragment
9A21 AGC cebador | os de
1
CYP71 | TCAAACCCTGCTACTAACACTTAC | CACTCCATCAGACACACAAG par ADN
9A21 TTGC ACC cebador | gendmic
2 0 de
HM1,
PSAT1 | TTTTATCGACCTTGAGGAACAATT | AAATGGCAGTTCCACCGC par HT1L vy
AGG cebador | HN1
1 como se
muestra
5
PSAT1 | GACTTCATGATGAAATCAGATGCA | CACTGCTGACTTCCATATCAA | par en la
C AGC cebador | Figura
2
PSCXE | ATGCTGTTGATGCTTTAAACTGGG | AGCTGAATTTGTCGATCAATA | par
1 AGTGG cebador
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PSCXE | AATAAAAATCCAACAATGGCAGAT | ACTGGCATGATATGCAACATT | par
1 CcC AGC cebador
2
PSSDR | GGAAGATGTGAGCCACCTTAAAG | GATACACTGGGAGGAGGATG | par
1 C GG cebador
1
PSSDR | GAGAGTAACCACATCTTTGTTGTC | CGGCAAAATTCATTCCTTGAG | par
1 GG C cebador
2
BBE GTTTACTCCCACGTGCATC CATTCCTCGTCTAATTCATCT
GC
TNMT GTTTACTCCCACGTGCATC GCTTCACTACTTCTTCTTGAA
AAG
SalR AAACAATGCTGGGGTTGC CATTATAATTTCCAATGCCGT
AGTTC
SalAT TAAGAGAGGGAGACCACGAG CATTCGTTGTTGTTGCTGGTA
AG
T60OD CTTATGAAGCTAGGTAATGGTATG | CATCCTCATTGCTTGTGTCC
M GA
PSMT1 | CTCTAAAATGCCAAACGCG Cebador | Cebador
de es
secuenci | usados
acion como
PSMT1 | GACCCTTTGGGACTTCCTCG Cebador | cebador
de es de
secuenci | secuenc
acion acion
PSMT1 | CGTGTTGTTTGGTCCCTCG Cebador | para
de obtener
secuenci | secuenc
acion a de
PSMT1 | TGCCTCATGTTATTTCTGTTGCC Cebador ADN _
de gendémic
secuenci | O de
acion HN1
PSMT1 | GATTCCCGATTTACTCCTGATGG Cebador
de
secuenci
acion
PSMT1 | AACACAAAATACGATTACTTACTT Cebador
TTGTCC de
secuenci
acion
PSMT1 | TGCCTCATGTTATTTCTGTTGCC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT1 | GCATGAAATGGATGTAGTTATCTT Cebador
GG de
secuenci
acion
PSMT1 | AAATCGTTCGCTCTTTACCGC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT1 | CACACCAAACTTGATCATTGTC Cebador
de

secuenci
acion
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PSMT2 | ATTGTTGATATTGAATCAGAAACT Cebador
TTC de
secuenci
acion
PSMT2 | TCAATACCAGTACTGTTAGTTTCC Cebador
G de
secuenci
acion
PSMT2 | GCAACTGTTTCATTAACAGGCACA Cebador
TCC de
secuenci
acion
PSMT2 | ATTGATGTCGGTGGTGGTCACG Cebador
de
secuenci
acion
PSMT2 | GCACACTGTCTTTTTCTTCCACC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT2 | ACCGGAATGAGAATGCATAAAGT Cebador
AAAGG de
secuenci
acion
PSMT2 | CCAATACCCAATCAATTAAACTC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT2 | CAGTAAATTCACACATTCCGTATC Cebador
TTCCC de
secuenci
acion
PSMT3 | ATTGTATAGCCAAAGTTGCAGGTA Cebador
GGG de
secuenci
acion
PSMT3 | AGACCGTTTGTACCGAATTCTGC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT3 | GCAGTGAAAGCCATATCCAAAGC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT3 | AACCGTCCCCAAGATGATTCC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT3 | TCGTTCCATTCGTGAAGAATGC Cebador
de
secuenci
acion
PSMT3 | GAGGGTAAGCCTCAATAACAGAC Cebador
TGG de
secuenci
acion
CYP82 | GAACCATTAAACACTTGAGTCATG Cebador
X1 C de
secuenci
acion
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CYP82 | TTGATGAACGACAAGGAACCG Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | TCGACAGCGCTTACGAACG Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | CAATTATCAAAGAATCAATGC Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | TGCAATTGAATTTAGCTCATCT Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | ATTCATGATTGTGACCTTTGTAAT Cebador
X1 CcC de
secuenci
acion
CYP82 | GACAGAGGGCCCAAGTTAAGG Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | AGCAAACCATTCGTCCATCC Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | TACGACAGGTTGCTAGCTTGG Cebador
X1 de
secuenci
acion
CYP82 | AATAATGGATCAGTCACGGCTTC Cebador
X2 C de
secuenci
acion
CYP82 | AATCCATCAGATTTTCAACCAGAG Cebador
X2 AGG de
secuenci
acion
CYP82 | TGTCAGCCAACCATTCGTCCATC Cebador
X2 CTAAC de
secuenci
acion
CYP82 | GGCTTCCCGGAGATGACCCAGAT Cebador
X2 TTTAT de
secuenci
acion
CYP82 | TTGTTATTTTCATGACTATTACCAC Cebador
X2 CAGCTTCCTCTTA de
secuenci
acion
CYP82 | AGTGGAGGAGGCACAAAAGTTAG Cebador
X2 GATGGAC de
secuenci
acion
CYP82 | CCATGTCTGATAAATACGGGTCG Cebador
X2 GTGTTC de
secuenci
acion
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CYP82 | TTGTTGATAAGGACGACTAAGAAT Cebador
X2 AAGCAGAAGATA de
secuenci
acion
CYP82 | ACGATTCTGTCATCATCATTTTCG Cebador
X2 C de
secuenci
acion
CYP82 | AGTCGTGTATCGTTCGCTTAATGC Cebador
X2 de
secuenci
acion
CYP82 | CATGCCTATCTATTTCCTCCCTTG Cebador
X2 CCCTC de
secuenci
acion
CYP82 | TGTCAGCCAACCATTCGTCCATC Cebador
X2 CTAAC de
secuenci
acion
CYP82 | TGTTCGATCACGTTGTCTCTTTTT Cebador
X2 GCCATAA de
secuenci
acion
CYP82 | TAACAATAAAAGTACTGATAATGG Cebador
X2 TGGTCGAAGGAGAA de
secuenci
acion
CYP82 | TATTGATGTGGACCAGTACC Cebador
Y1l de
secuenci
acion
CYP82 | TGTAACTCTTGGTCACATGG Cebador
Y1l de
secuenci
acion
CYP82 | CGCGTACTTGACATTTAACG Cebador
Y1l de
secuenci
acion
CYP82 | GGATCATCGCCAAAAGAAAC Cebador
Y1l de
secuenci
acion
CYP71 | CAAAGAGTCAATCTGACTCAAGCT Cebador
9A21 AGC de
secuenci
acion
CYP71 | TGAAATGCCTGAGATCACTAAAAT Cebador
9A21 CG de
secuenci
acion
CYP71 | TCAAACCCTGCTACTAACACTTAC Cebador
9A21 TTGC de
secuenci
acion
CYP71 | TGTAAAGACACTTCATTGATGGGC Cebador
9A21 de
secuenci
acion
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CYP71 | TTCGATTTGTGTAAACATTAATGA Cebador
9A21 TATTTGG de
secuenci
acion
CYP71 | GAGATGATCAAGTGGTTTAACCAT Cebador
9A21 TCC de
secuenci
acion
CYP71 | CGAGTGCCCATGCAGTGG Cebador
9A21 de
secuenci
acion
PSCXE | AATAAAAATCCAACAATGGCAGAT Cebador
1 CcC de
secuenci
acion
PSCXE | ATGCTGTTGATGCTTTAAACTGGG Cebador
1 de
secuenci
acion
PSCXE | GGTTAATCGAGAGATGTTTTGTG Cebador
1 GTAGG de
secuenci
acion
PSCXE | CGATGACACAGAGCAAGAACGAC Cebador
1 de
secuenci
acion
PSCXE | CGCGGGTATATGTGTAGCAATCG Cebador
1 de
secuenci
acion
PSCXE | CGGCAACGCCAGTTCCC Cebador
1 de
secuenci
acion
PSSDR | CTAACAGGCAAACAATAACAGGTT Cebador
1 GC de
secuenci
acion
PSSDR | GGAAGATGTGAGCCACCTTAAAG Cebador
1 C de
secuenci
acion
PSSDR | AAAGGTACTGACAGAAAGAGCTT Cebador
1 GCC de
secuenci
acion
PSSDR | AGATACACTGGGAGGAGGATGGG Cebador
1 de
secuenci
acion
PSSDR | CGGCAAAATTCATTCCTTGAGC Cebador
1 de
secuenci
acion
PSSDR | AACATATAGCCAAAGGACTCTTCG Cebador
1 de
secuenci
acion
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PSAT1 | AGGATACACAATGACCCAAC Cebador
de
secuenci
acion
PSAT1 | TTTTATCGACCTTGAGGAACAATT Cebador
AGG de
secuenci
acion
PSAT1 | TGTTCACTAGGTGGAAAGAG Cebador
de
secuenci
acion
PSAT1 | AGTACAATACCGAGAAATCCGAC Cebador
AAG de
secuenci
acion
PSAT1 | GCTCAATTAATGGAACAGTAGTTA Cebador
CCC de
secuenci
acion
condicio | Pares
nes de
especific | cebador
as de | es para
PCR: el
PsMT1 | VIC®-CGTGTTGTTTGGTCCCTCG GCACACTGTCTTTTTCTTCCA | 30 genotipa
CcC cilindros, | do  del
20s de | mapeo
extensio | de la
na72° poblacié
PsMT2 | VIC®- GCCAGCGCTAATACAAGGAT | 36 nF2
GCAACTGTTTCATTAACAGGCACA | GTGG cilindros,
TCC 50s de
extensio
nav2°
PsMT3 | VIC®- TCGTTCCATTCGTGAAGAATG | 30
GCAGTGAAAGCCATATCCAAAGC | C cilindros,
30s de
extensio
na72°
CYP82 | VIC®-GCTACGAAAGATAATGGTG AGCAAACCATTCGTCCATCC 30
X1 CAGC cilindros,
30s de
extensio
na72°
CYP82 | VIC®- ACGATTCTGTCATCATCATTT | 30
X2 ATGTGGAAAACGGTAAGCAAGTG | TCGC cilindros,
G 50s de
extensio
nav2°
CYP71 | VIC®- GGAATGGTTAAACCACTTGAT | 30
9A21 TGAAATGCCTGAGATCACTAAAAT | CATCTC cilindros,
CG 30s de
extensio
na72°
PSCXE | VIC®- GGGAACTGGCGTTGCCG 30
1 ATGCCAGTTTAAGAGCAATAGAAA cilindros,
TGG 30s de
extensio
na?72°
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PSSDR | VIC®- GCTCAAGGAATGAATTTTGCC | 30
1 GAAGATGTGAGCCACCTTAAAGC | G cilindros,
30s de
extensio
nav72°
CYP82 | GTTGACGCAGGAAGCTTTTGC GGAACATAAGATTTAACTCCG | Par de cebadores
X2 CCTC para la amplificacion
por PCR de la
sonda de cribado de
la biblioteca BAC
PSMT1 | aaactcgagaagctTGGTCATAATCATC | aaaggtaccCATGTACTACTACA Pares
AATCAG TCATCTCC de
PSMT2 | aaactcgagaagcttGTGTAACTAAGCC | aaaggtaccACTTGAATATATCA cebador
AGCGC CCGC es para
CYP82 | aaaggatccTTTGAGTAATGGTGAAA | aaaggtaccAACATCTACTCTCG la
X1 AGA AGGATTG amplifica
CYP82 | aaactcgagaagcttTAGGAGGGTATGT | aaaggtaccTTAACTCCGCCTCG cion y
X2 CCGGC GCTCC clonacio
CYP82 | aaaggatccTTCAGTTCATTCATGGC | aaaggtaccGTTCATAGTAAATA n de
Y1 G ATAACAGGCG fragment
CYP71 | aaactcgagaagcttATGATCATGAGTA | aaaggtaccCCAACAGGCCATTC 0s )
9A21 | ACTTATGGA CGTTG seleccio
PSCXE | aaaggatccTGGCAGATCCTTATGAA | aaaggtaccTTATGATAGGAAGC nados
1 TTCC AGCTTATTC para
PSSDR | aaaggatccGAAATTGACGAGACAAT | aaaggtaccCATTCAAAAACGAA VIGS
1 ATGG TATGTGTGC
PSAT1 | aaaggatccCCTAAGAGAGATCCTCC | aaaggtaccCAATACAAGTATGAA
AACTG AACAAGAGAATAA
PSPDS | GAGGTGTTCATTGCCATGTCAA GTTTCGCAAGCTCCTGCATA
GT
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Materiales y métodos

Material vegetal Tres variedades de amapola GSK Australia que acumulan principalmente noscapina
(Noscapina Alta , HN1), morfina (Morfina Alta, HM1) o tebaina (Tebaina Alta HT1), se cultivaron en invernadero
en Maxi (Flota) Rootrainers™ (Haxnicks, Mere) , Reino Unido) 16 horas al dia en las instalaciones de horticultura
de la Universidad de York. El sustrato de crecimiento consistié en 4 partes John Innes N°2, 1 parte Perlitay 2
partes Vermiculita. EI mapeo de la poblacion HM1 xHN1 F2 se cultivd en el sitio de prueba de campo
GlaxoSmithKline Australia, Latrobe, Tasmania desde septiembre de 2009 hasta febrero de 2010.

Cruzamiento y autofecundacion Se llevaron a cabo cruces entre individuos HN1ly HM1 para generar semilla
hibrida F1. En la etapa de gancho del desarrollo de la inflorescencia, los estambres inmaduros se eliminaron de
los botones florales seleccionados HN1. Los estigmas de HN1 se fecundaron con polen de flores HM1 en
desarrollo sincrénico poco después del inicio de la antesis. Para evitar que el polen contaminante llegue a los
estigmas receptivos, las flores emasculadas se cubrieron con una bolsa de muselina durante cuatro dias
después de la polinizacion. Las generaciones F1 y F2 se autopolinizaron para producir semillas F2 y F3,
respectivamente. La autopolinizacion se asegur6 cubriendo las flores poco antes del inicio de la antesis con una
bolsa de muselina.

Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc Los tallos superiores (definidos como la seccion de 2 cm
inmediatamente debajo de la capsula) y las capsulas enteras se recogieron en dos etapas de desarrollo
representadas por 1-3 dias y 4-6 dias, después de la caida del pétalo. Se usaron cinco plantas por etapa de
desarrollo y cultivar. El material se molié hasta obtener un polvo fino en nitrégeno liquido utilizando un mortero y
una mano de mortero. EI ARN se aislo6 del polvo usando un método de extraccion basado en CTAB (Chang y col
(1993) Plant Mol. Biol. Rep. 11, 113-116) con pequefias modificaciones: (i) se realizaron tres extracciones
secuenciales con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y (ii) el ARN se precipité durante la noche con cloruro de
litio a 4°C. Después de la cuantificacion espectrofotométrica, se juntaron cantidades iguales de ARN de cinco
plantas por cultivar, fase de desarrollo y 6rgano.Las muestras agrupadas se sometieron a una etapa de
purificacién final usando un RNeasy Plus MicroKit (Qiagen, Crawley, Reino Unido). El ARN se eluy6 tipicamente
en 30-100 pl de agua. El ADNc se prepar6 con el kit de construccion de la Biblioteca SMART cDNA (Clontech,
Saint-Germainen-Laye, Francia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, pero utilizando la transcriptasa
inversa SuperScript Il (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) para la sintesis de la primera cadena.El cebador CDSIII
/3'PCR se modifico para: 5' ATT CTA GAT CCRACATGT TTTTTTTTITTTTTTT TTT TVN 3'donde R=A 0 G,
V=A, CoG; N=A/ToC/G. Tras la digestién con Mmel (New England Biolabs, Hitchin, Reino Unido), el ADNc
se purificd finalmente usando un kit de purificacion QIAquick PCR (Qiagen, Crawley, Reino Unido).

Pirosecuenciacion de ADNc: La pirosecuenciacion se realizo en la plataforma de secuenciacion Roche 454 GS-
FLX (Branford, CT) usando ADNc preparado a partir de las siguientes cuatro muestras de cada una de las tres
variedades:

i. tallo superior, 1-3 dias después de la caida del pétalo
ii. tallo superior, 4-6 dias después de la caida del pétalo
iii. capsula, 1-3 dias después de la caida del pétalo
iv. capsula, 4 -6 dias después de la caida del pétalo

Anadlisis de secuencia bruta, ensamblaje de secuencia contigua y anotacién Los conjuntos de datos de
secuencia en bruto se derivaron de secuenciacion etiquetada paralela en la plataforma de secuenciacion 454
(Meyer y col (2008) Nature Prot. 3, 267-78). Las secuencias de cebador y etiqueta se eliminaron primero de
todas las lecturas de secuencia individuales. El ensamblaje de secuencia contigua solo se realizé en secuencias
de mas de 40 nucledtidos y que contienen menos del 3% de residuos desconocidos (N). Esas secuencias de
Secuencia de Secuencia Expresada (EST) de alta calidad se ensamblaron en secuencias contiguas Unicas con
el Programa de Conjunto de Secuencia CAP3 (Huang y Madan (1999) Genome Res. 9, 868-877), y los contigs
resultantes se anotaron localmente usando el programa BLAST2 (Altschul y col. (1997) Nucleic Acids Res. 25,
3389-3402) contra la base de datos de péptidos no redundante descargada del NCBI.

Perfiles de expresion: Se conté el nimero de EST asociados con una secuencia consenso especifica que
representa cada uno de los genes candidatos detallados en la Figura 1 para cada biblioteca EST. Los numeros
de EST se normalizaron sobre la base del nimero total de ESTs obtenidos por biblioteca. Para cada variedad,
los recuentos de EST se combinaron para las dos etapas de desarrollo de tallos y capsulas. Las diferencias en
los niveles de expresién de genes candidatos entre 6rganos y variedades se visualizaron como un mapa de calor
con Microsoft Excel.
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Preparacién de ADN gendmico a partir de plantas cultivadas en invernadero

Para amplificar y obtener secuencias gendmicas de los genes candidatos, se recogieron 30-50 mgs de material
de hoja de plantulas maduras cultivadas en invernadero de 4 a 6 semanas de edad de cada una de las tres
variedades. EI ADN genoémico se extrajo utilizando el kit BioSprint 96 Plant en la estacion de trabajo BioSprint 96
(Qiagen, Crawley, Reino Unido) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN extraido se cuantificé usando
Hoescht 33258 y se normaliz6 a 10 ng/ul.

Amplificacion y secuenciacion de genes candidatos de ADN gendmico

Los cebadores para la amplificacién y la secuenciacion de Sanger de los genes candidatos a partir de ADN
gendmico se basaron en las respectivas secuencias contiguas reunidas a partir de las EST o en las secuencias
de BAC. Las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 3. Las amplificaciones por PCR se realizaron en
conjuntos de ADN gendmico que comprenden ADN de cuatro individuos. La amplificacion se llevd a cabo
tipicamente en 10 ng de ADN gendmico en 1 x Phusion High Fidelity Buffer complementado con 200 nM directo
e inverso cebadores, 0,2 mM dNTPs, 0,02 unidades/pl Phusion Hot Start DNA Polymerase (Finnzymes, Vantaa,
Finnland). Se usaron condiciones de PCR estandar durante todo el tiempo con temperatura de hibridacion y
tiempos dependientes de los cebadores y el equipo de PCR.

Extraccion de ADN del mapeo de la poblacion F2 cultivada en el campo

Se recogieron 40-50 mg de tejido foliar de plantas F2 en la etapa de crecimiento de 'pequefia roseta' (~10 hojas
presented en cada planta) en tubos de muestra de 1,2 ml. Se afiadié un cordén de carburo de tungsteno de 3
mm a cada tubo y las muestras se mantuvieron a -80 ° C durante un minimo de dos horas antes de la liofilizacion
durante 18 horas. Después de la liofilizacién, las muestras se pulverizaron mediante molienda de perlas (Model
TissueLyser, Qiagen, Hilden, Alemania) a 30 Hz durante dos ciclos de 60 s separados por inversién de placa. La
extraccién de ADN se realiz6 con el kit Nucleospin Plant Il (Macherey-Nagel, Diren, Alemania) utilizando el
tampon Set PL2 / 3 suministrado siguiendo el protocolo del fabricante para extraccion centrifuga. El ADN fue
cuantificado por espectroscopia UV.

Genotipado del mapeo de la poblacion HN1xHM1 F2 para la presencia o ausencia de los genes
candidatos especificos de HN1

Las plantas del mapeo de la poblacibn F2 se genotiparon para la presencia o ausencia de ocho genes
candidatos. Los pares de cebadores génicos (Tabla 3) se disefiaron con etiquetas fluorescentes (marcadas con
5'-VIC®) para su uso en el aparato capilar ABI 3730xl| (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las amplificaciones
de PCR se llevaron a cabo tipicamente en 10 ng de ADN gendmico en 1x tampén GoTag suplementado con 1
mM MgCl,, cebador directo e inverso 500 nM, 0,125 mM dNTPs, 0,1 U GoTaq (Promega, Southampton, Reino
Unido). Las condiciones de amplificacion fueron: 1 min 94°C, 30-36 ciclos de desnaturalizaciéon de 30 s a 94°C,
30s de recocido a 62°C y 20-50 s de extension a 72°C, seguido de una extension final de 5 min a 72°C. El
namero de ciclos y los tiempos de extension dependian del gen candidato (Tabla 3). Los productos de
amplificacion se diluyeron 1:20 en H,O y se fraccionaron en un secuenciador capilar ABI 3730xl (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los datos se calificaron utilizando el software GeneMarker ™ (Softgenetics, State
College, PA).

Analisis de paja de amapola de plantas F2 cultivadas en el campo

Se recogieron las capsulas de amapola a mano de la poblaciéon de mapeo una vez que las capsulas se habian
secado hasta aproximadamente 10% de humedad en la planta. Después de separar manualmente la semilla de
la capsula, las muestras de paja de la capsula (Poppy Straw) se molieron en un molino de bolas (Modelo MMO04,
Retsch, Haan, Alemania) en un polvo fino. Las muestras de paja de adormidera molida se pesaron con precision
a 2 + 0,003 g y se extrajeron en 50 ml de una solucién de acido acético al 10%. La suspension de extraccion se
agité en un agitador orbital a 200 rpm durante un minimo de 10 minutos, luego se filtr6 para proporcionar un
filtrado claro. El filtrado final se paso a través de un filtro de 0,22 uym antes del analisis. La pérdida en el secado
(LOD) de la paja se determiné mediante secado en un horno a 105°C durante 3 horas.

Todas las soluciones se analizaron usando un sistema Waters Acquity UPLC (Waters Ltd., Elstree, Reino Unido).

equipado con una columna Waters Acquity BEH C18, 2.1 mm x 100 mm con un empaqguetamiento de 1.7 micras.
La fase mavil usé un perfil de gradiente con eluyente A que consiste en 10 mM de bicarbonato de amonio de pH
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10.2 y eluyente B metanol. Las condiciones de gradiente de fase movil utilizadas se muestran en la siguiente
tabla con un gradiente lineal. El caudal fue de 0,5 ml por minuto y la columna se mantuvo a 60°C. El volumen de
inyeccion fue de 2 pl y los picos eluidos se ionizaron en modo APCI positivo y se detectaron con una precisién de
masa de 5 ppm utilizando un Thermo LTQ-Orbitrap. Las pruebas fueron controladas por el software Thermo
Xcalibur (Thermo Fisher Scientific Inc., Hemel Hempstead, Reino Unido).

- Programa de flujo de gradiente:

TIEMPO (minutos)

% De eluyente A

% De eluyente B

Flujo (ml / min)

0,0

98.

2,0

0,50

0,2 98,0 2,0 0,50
0,5 60,0 40 0,50
4,0 20,0 80,0 0,50
4,5 20,0 80,0 0,50

Se recogieron espectros de masas en el intervalo de 150-900 m/z a una configuracion de resoluciéon de 7500.
Todos los andlisis de datos se llevaron a cabo en el lenguaje de programacién R en un entorno Linux de 64 bits
(R 2.11). La seleccién de pico se realizd usando el paquete Bioconductor, XCMS (Smith y col (2006) Anal. Chem.
78, 779-787), empleando el algoritmo centWave (Tautenhahn y col (2008) BMC Bioinformatics 9, 504). La
redundancia en las listas de picos se redujo utilizando el paguete CAMERA (Kuhl y col (2012) Anal. Chem. 84,
283-289). Los alcaloides se identificaron comparando la masa exacta y los valores del tiempo de retencién con
los estandares y se cuantificaron por sus areas de iones pseudomoleculares usando escrituras R personalizadas.

Construccion de la biblioteca del Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC)

La biblioteca HN1 BAC se construy6 a partir de ADN gendémico de alto peso molecular (HMW) procesado en
Amplicon Express, Inc. (Pullman, WA) a partir de plantulas de cuatro semanas usando el método descrito (Tao y
col (2002) Theor. Appl. Genet. 105, 1058-1066). EI ADN de HMW se digirid parcialmente con la enzima de
restriccion Hindlll y el tamafio seleccionado antes de la ligacion de fragmentos en el vector pCC1BAC (Epicenter
Biotechnologies, Madison, WI) y la transformacion de células de E. coli DH10B, que luego se sembraron en
Luria-Bertani (LB) agar con cloranfenicol, X-gal e IPTG en concentraciones apropiadas.Los clones se recogieron
de forma robotizada con un Genetix QPIX (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) en 240 placas de 384 pocillos que
contenian medios de congelacion LB. Las placas se incubaron durante 16 horas, se replicaron y luego se
congelaron a -80°C. La copia replicada se usé como una placa fuente para filtros de nylon que se fabricaron y
usaron para el cribado usando el kit de sintesis de sonda PCR DIG (Roche Applied Science, Indianapolis, IN).
Para estimar los tamafios de inserto, se digirieron alicuotas de ADN de 10 BAC minipreps con 5U de enzima Notl
durante 3 horas a 37°C. Los productos de digestién se separaron mediante electroforesis en gel de campo
pulsado (sistema CHEF-DRIII, Bio-Rad, Hercules, CA) en un gel de agarosa al 1% en TBE.Los tamafios de
insertos se compararon con los de Lambda Ladder MidRange | PFG Marker (New England Biolabs, Ipswich, MA).
La electroforesis se llevo a cabo durante 18 horas a 14°C con un tiempo de conmutacion inicial de 5 s, un tiempo
de conmutacion final de 15 s, en un gradiente de voltaje de 6 V/cm. El tamafio promedio de clonacién de BAC
para la biblioteca fue de 150 Kb.

Construccion y cribado del filtro

El disefio del filtro y el cribado se llevaron a cabo en Amplicon Express, Inc. (Pullman, WA). Se prepararon platos
de bioensayo que contenian medio de placa de agar LB y 12,5 pug/ml de cloranfenicol. Se aplic6 una membrana
Amersham Hybond-N* de nailon cargada positivamente (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ) a la
superficie del medio y se us6 GeneMachines G3 (Genomics Solutions, Bath, RU) para tener una red robotica de
18,432 clones por duplicado en filtros. Los filtros se incubaron a 37 ° C durante 12 a 14 horas. Los filtros fueron
procesados usando el método de lisis de filtro de nylon(Sambrook y col., Molecular Cloning: Un manual de
laboratorio (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001, ed.3, vol.1, cap. 1) con ligeras
modificaciones. Después del procesamiento, el ADN se ligo a los filtros de membrana de hibridaciéon de acuerdo
con el manual Hybond N+ mediante coccion a 80°C durante 2 horas. Para explorar la biblioteca, se generé una
sonda marcada con digoxigenina (DIG) de 643 pb representando la posicion 2161-2803 en la secuencia
gendmica de CYP82X2 (SEC ID NO 6) a partir de 1,5 ng de ADNg por reaccion de PCR usando los cebadores
que se muestran en la Tabla 3 y la PCR Kit de sintesis DIG (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) segun las
instrucciones del fabricante. Se amplific6 una sonda no marcada, se diluyé y se filtr6 a cada filtro en las
siguientes diluciones de 2 ng, 1 ng, 0,1 ng y 0,0 ng como control positivo. Los controles se cocieron a 80°C
durante 30 min. Después de un lavado prehibridacion de 30 min en solucion DIG EasyHyb a 45°C
aproximadamente 0,5 pl de producto de desnaturalizado DIG etiquetado PCR se afiadié por ml de solucion de
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hibridacién con los filtros de nylon y se incubaron con agitacién suave durante la noche a 45°C. Los filtros de
nylon se lavaron 2x en un citrato de sodio standar (SSC), 0,1% tampdén de dodecilsulfato sédico (SDS) a
temperatura ambiente durante 5 minutos cada uno, y dos veces con un 0.5x SSC, tampé6n de SDS al 0,1% a
65°C durante 15 minutos. La sonda hibridada se detecté usando una solucién madre de NBT/BCIP segun las
instrucciones del fabricante (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) y se encontré que se hibridaba con seis
clones de BAC.

Secuenciacién de BAC y ensamblaje de secuencia automatizado: Los seis clones de BAC positivos de la
biblioteca de BAC se secuenciaron en Amplicon Express, Inc. (Pullman, WA) mediante Secuenciacion de
Genoma Enfocado (FGS) con una profundidad promedio de cobertura de 100x. FGS es un método de
secuenciacion de Ultima generacion (NGS) desarrollado en Amplicon Express que permite un ensamblaje de muy
alta calidad de datos de secuencia de clonaciéon BAC utilizando la plataforma lllumina HiSeq (lllumina, Inc, San
Diego, CA). El proceso de FGS patentado crea bibliotecas marcadas con NGS de clones de BAC y genera una
secuencia consenso de los clones de BAC con todas las lecturas ensambladas a 80 pb de superposicion y 98%
de identidad. Las secuencias contiguas con huecos se ordenaron y orientaron manualmente en base a
secuencias de mate pair de cuatro bibliotecas de tamafio de insercién 5000, 2000, 500 y 170 bp. Los clones de
BAC superpuestos, PS_BAC193L09, PS_BAC179L19, PS_BAC150A23 y PS_BAC164F07, que juntos
codificaron los 10 genes del grupo HN1, se seleccionaron para un ensamblaje de secuencia adicional. Donde fue
posible, las lagunas y las regiones ambiguas en ambos clones de BAC se cubrieron con walking de cromosomas
con la secuenciacion tradicional de Sanger para validar el ensamblaje. La combinacion de las cuatro secuencias
de BAC superpuestas dio un Gnico consenso continuo de secuencia de ensamblaje de 401 Kb. Las secuencias
de los 10 genes del cluster HN1 se determinaron de forma independiente mediante la secuenciacion de Sanger y
el acuerdo del 100% de las secuencias génicas determinadas por Sanger con el ensamblaje de FGS proporciono
control de calidad para todo el ensamblaje.

Anotacion de la secuencia ensamblada: Las secuencias de los cuatro clones de BAC se anotaron con un
programa automatizado de prediccién de genes FGENESH (Salamov y Solovyev (2002) Genome Res. 10, 516-
522). La estructura del gen que incluye la disposicién exdn-intrén para los 10 genes en el grupo HN1 se valido
por comparacion con la secuencia de ADNc para cada gen. La secuencia de ADNc no estaba disponible para
ninguno de los ORFs restantes detallados en la Fig. 3 ya que no estan representados en ninguna de las
bibliotecas EST. La funcion predicha de todos los ORFs se evalu6 mediante analisis BLAST (Altschul y col
(1997) Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402) y aquellos ORFs con éxitos significativos (valor e inferior a 1e™) se
incluyeron en la Fig.3.

Generacion de construcciones de plasmidos para silenciamiento génico inducido por virus (VIGS)

El sistema de silenciamiento génico basado en el virus del tabaco cascabeleo (TRV) (Liu y col (2002) Plant J.
30, 415-422) se us6 para investigar la funcién del gen de PSMT1, PSMT2, CYP719A21, CYP82X2, PSSDR1 y
PSCXE1. Los fragmentos de ADN seleccionados para el silenciamiento se amplificaron mediante PCR y se
clonaron en el vector de silenciamiento pTRV2 (GenBank acceso n° AF406991). Se unieron a un fragmento de
129 pb de longitud (SEQ ID NO: 30) del gen P. somniferumPHYTOENE DESATURASE (PSPDS) para silenciar
simultaneamente los respectivos genes candidatos y PSPDS. Se identificaron plantas que exhibian el fenotipo de
fotodecoloracion resultante del silenciamiento de PSPDS (Hileman y col (2005) Plant J. 44, 334-341) como
plantas infectadas con éxito con las respectivas construcciones de silenciamiento y seleccionadas para un
analisis posterior.

Generacion de la construccion pTRV2: PDS: Un fragmento de 622 pb de PSPDS se amplificé a partir de ADNc
preparado a partir de HN1 utilizando cebadores que se muestran en la Tabla 3. La digestién con Sau3Al del
producto de PCR de 622 pb produjo, entre otros, un fragmento de 129 pb (SEQ ID NO: 30) que se cloné en el
sitio BamHI del vector pTRV2. La orientacion y la fidelidad se confirmaron por secuenciacion y el vector pTRV2:
PDS resultante se usé en la generaciéon de la construccion VIGS para cada gen candidato. La construccion
pTRV2: PDS también sirvi6 como control en los experimentos de VIGS.

Los fragmentos de ADN seleccionados para silenciar los genes candidatos respectivos se amplificaron a partir de
ADN gendmico de HN1 o de ADNc. Los cebadores usados para la amplificacion asi como las posiciones de las
secuencias seleccionadas dentro de los respectivos marcos de lectura abiertos se muestran en la Tabla 3. Los
fragmentos PSMT1, CYP719A21 y CYP82X2 se clonaron primero en pTV00 (Ratcliff y col (2001) Plant J., 237-
245) usando Hindlll y Kpnl y luego se subclonaron en pTRV2: PDS usando BamHI y Kpnl. Los fragmentos
PSMT2, PSCXEL1 y PSSDR1 se clonaron directamente en pTRV2: PDS usando BamHI y Kpnl. La orientacion y
la fidelidad de todos los constructos se confirmaron por secuenciacion.
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Transformaciéon de Agrobacterium tumefaciens con construcciones de VIGS: Los constructos de VIGS se
propagaron en E. coli cepa DH5a y se transformaron en electrocompetente Agrobacterium tumefaciens (cepa
GV3101) por electroporacion.

Infiltracion de plantas: Se usaron cultivos liquidos «overnight» separados de A. tumefaciens que contenian
constructos VIGS individuales (cada uno compuesto por un fragmento de ADN seleccionado del gen objetivo
unido al fragmento de 129 pb de longitud del gen P. somniferum PHYTOENE DESATURASE) para inocular
medio LB que contenia 10 mM MES, 20 pM de acetosiringona y 50 pg/ml de kanamicina. Los cultivos se
mantuvieron a 28°C durante 24 horas, se recogieron por centrifugacion a 3000xg durante 20 min y se
resuspendieron en solucion de infiltracion (MES 10 mM, acetosiringona 200 » M, MgCl, 10 mM) hasta una ODsgoo
de 2,5. A. tumefaciensharbouring las construcciones de VIGS individuales, incluyendo el control, pTRV2: PDS, se
mezclaron cada uno 1: 1(v / v) con A. tumefaciens que contiene pTRV1 (GenBank acceso n° AF406990), y se
incubaron durante dos horas a 22°C antes de la infiltracion. Se infiltraron plantulas maduras de HN1 de dos
semanas de edad cultivadas en condiciones de invernadero estandar (22°C, fotoperiodo de 16 horas), con
primeras hojas emergentes, tal como se describe (Hagel y Facchini (2010) Nat. Chem. Biol. 6, 273-275).

Andlisis de latex y cépsula de plantas silenciadas: Se analizo el latex foliar de las plantas infiltradas que
mostraban blanqueamiento fotografico como marcador visual de una infeccion y silenciamiento exitosos cuando
aparecieron brotes de las flores (plantas de 7~ semanas de edad). Se recogi6 latex de peciolos cortados, con
una sola gota dispersa en 500 pl de acido acético al 10%. Esto se diluyd 10 veces en &cido acético al 1% para
dar una solucion de alcaloide en acido acético al 2% para un analisis posterior. Las capsulas se recogieron de las
mismas plantas usadas para el analisis de latex y las capsulas individuales se molieron hasta obtener un polvo
fino en un molino de bolas (Modelo MMO04, Retsch, Haan, Alemania). Las muestras de paja de adormidera molida
se pesaron con precisién a 10 = 0,1 mg y se extrajeron en 0,5 ml de una solucién de acido acético al 10% con
agitacion suave durante 1h a temperatura ambiente. Las muestras se clarificaron luego mediante centrifugacion y
una submuestra de 50 pul se diluyd 10 veces en acido acético al 1% para dar una soluciéon de alcaloide en acido
acético al 2% para un analisis posterior. Todas las soluciones se analizaron como se describe para el andlisis de
paja de adormidera de plantas F2 cultivadas en el campo. Del mismo modo, todos los andlisis de datos se
llevaron a cabo utilizando el lenguaje de programaciéon R. Picos putativos alcaloides se cuantificaron por sus
areas de iones pseudomolecular utilizando scripts personalizados. Las listas de picos se compilaron y cualquier
diferencia significativa entre las muestras se identificé utilizando 1-way ANOVA con valores de p ajustados
usando la correccion de Bonferroni para el nimero de picos Unicos en el conjunto de datos. Para cualquier
comparacion de picos con valores de p ajustados <0.05, la prueba de HSD de Tukey se utiliz6 para identificar
picos que fueron significativamente diferentes entre cualquier muestra dada y el control. Los alcaloides se
identificaron comparando la masa exacta y los valores de tiempo de retencion con los de los estandares. Donde
los estandares no estaban disponibles, el paquete Bioconductor rcdk (Smith y col (2006) Anal. Chem. 78, 779-
787) se usO para generar formulas pseudomoleculares a partir de masas exactas dentro de las restricciones
elementales C =1 100, H =1 200, O = 0 200, N = 0 3 y exactitud de masa <5 ppm. El hit con el menor error de
ppm dentro de estas restricciones se usd para asignar una férmula putativa.

Ejemplo 1

El analisis transcriptémico revela la expresidon exclusiva de 10 genes que codifican cinco clases distintas
de enzimas en una variedad de amapola que produce noscapina alta , HN1. Estos genes estan ausentes
del genoma de dos variedades que no producen NOSCAPINA.

Extracto de cépsula de tres variedades de adormidera desarrolladas en Tasmania para la produccion de
alcaloides designadas como morfina alta 1 (HM1), tebaina alta 1 (HT1) y noscapina altal (HN1) sobre la base
del alcaloide mas abundante en cada caso ( Fig. 1A) se sometio a perfiles de metabolitos. Se descubrié que la
noscapina es unica para HN1 en relacion con HM1 y HT1. La pirosecuenciacion Roche 454 se realiz6 en
bibliotecas de ADNc derivadas de tejido de tallo y capsula de las tres variedades. El andlisis de la abundancia de
la etiqueta de secuencia expresada (EST) condujo al descubrimiento de varios genes previamente no
caracterizados que se expresan en la variedad HN1, pero que estan completamente ausentes de las bibliotecas
EST HM1 y HT1 (figura 1B). Los genes correspondientes se identificaron putativamente como tres O-
metiltransferasas (PSMT1, PSMT2, PSMT3), cuatro citocromo P450 (CYP82X1, CYP82X2, CYP82X3 vy
CYP719A21), una acetiltransferasa (PSAT1), una carboxilesterasa (PSCXE1l) y una cadena corta
deshidrogenasa/reductasa (PSSDR1). En contraste, una cantidad de otros genes caracterizados funcionalmente
asociados con la sintesis de alcaloides de la bencilisoquinolina, incluida la Enzima del Puente de Berberina
(BBE), Tetrahidroprotoberberina cis-N-metil transferasa (TNMT), Salutaridina Reductasa (SalR), Salutaridinol 7-
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O-AcetilTransferasa (SalAT) y Tebaina 6-O-demethylase (T6ODM) se expresaron en las tres variedades (Fig.
1B). El analisis de PCR en ADN genémico de las tres variedades revelé que los genes expresados
exclusivamente en la variedad HN1 estan presentes como se esperaba en el genoma de HN1 pero ausentes de
los genomas de las variedades HM1 y HT1 (Fig. 1B y Fig. 5).

Ejemplo 2

El andlisis de una poblacion de mapeo F2 muestra que los genes estan estrechamente relacionados en
HN1 y su presencia esta asociada con la producciéon de noscapina.

Se generdé una poblacién de mapeo F2 de 271 individuos usando HN1 y HM1 como progenitores. La
genotipificacion de la poblacion F2 cultivada en el campo reveld que los genes especificos de HN1 estan
estrechamente relacionados y asociados con la presencia de noscapina, lo que sugiere que se producen como
un conjunto de genes implicados en la biosintesis de la noscapina (figura 2B). El andlisis de los niveles de
noscapina en capsulas F2 cultivadas en el campo revel6 que los individuos que contienen este grupo de genes
putativo se dividen en dos clases. La primera clase que contiene 150 individuos tiene niveles relativamente bajos
de noscapina y la segunda clase que contiene 63 individuos exhibe el rasgo de noscapina alta de la variedad
parental HN1 (figura 2B). Los 58 individuos F2 que carecen del conjunto de genes putativo contienen niveles
indetectables de noscapina (figura 2B). El andlisis de la familia F3 confirmé que los individuos F2 que exhiben el
rasgo de alta noscapina eran homocigéticos para el grupo de genes, mientras que los que exhibian el rasgo bajo
de noscapina eran heterocigotos (Tabla 2). Los niveles de noscapina tanto en la poblacion F1 (figura 2A) como
en la clase F2 heterocigota son mucho menores que los niveles intermedios esperados para un rasgo
semicontinuo, lo que sugiere la participacién de alguna forma de represion. El cambio de paso a la noscapina
alta en la clase F2 homocigotica sugiere que este rasgo esta relacionado con el locus del clister de genes en
lugar de diseminarse cuantitativamente entre otros loci.

Ejemplo 3

La secuenciacidon bacteriana de cromosomas artificiales confirma que los 10 genes existen como un
complejo camulo de genes

Para caracterizar adicionalmente el supuesto conjunto de genes de noscapina, se prepard una biblioteca
de Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC) a partir de ADN gendmico aislado de HN1 y se identificaron
seis BACs solapantes que contenian genes del grupo. La generacion siguiente y la secuenciacion de Sanger
se utilizaron para generar un ensamblaje de alta calidad de 401 Kb confirmando la disposicién de los 10 genes
en un grupo que abarca 221 Kb (figura 3). Sélo otro gen homdlogo, una carboxilesterasa (PSCXE2), se encontrd
en la secuencia gendmica que flanquea el grupo de genes (Fig 3), pero PSCXE2 no se representd en ninguna de
nuestras bibliotecas EST. Intercalados entre los diez genes hay secuencias de retrotransposén y de elemento
transponible de ADN (TE) (Fig. 3), que pueden tener alguna funciéon en la reorganizacion genética para la
formacion de cumulos, como se cree para el thalianol y los cimulos marinos de A. thaliana (Field y col (2011)
PNAS 108, 16116-16121).

Ejemplo 4

El silenciamiento génico inducido por el virus da como resultado la acumulacién de intermediarios de la
via, permitiendo que la funcién del gen se relacione con la sintesis de la noscapina y se proponga una
nueva via biostética bifurcada.

Con el fin de caracterizar funcionalmente los genes en el clister de HN1, el silenciamiento génico inducido por
virus (VIGS) se realiz6 en plantulas de amapola. VIGS en plantulas de amapola persiste a través de etapas de
planta maduras(Hileman y col (2005) Plant J. 44, 334-341), y, por lo tanto, tanto el latex de hojas como los
extractos de cépsulas se analizaron rutinariamente (figura 4). El silenciamiento de PSMT1 dio como resultado la
acumulacion de escoulerina en capsulas y también bajos niveles de reticulina en el latex, lo que indica que este
producto génico es responsable del primer paso comprometido en la ruta hacia la sintesis de la noscapina (figura
4A). El producto predicho de PSMT1 es tetrahidrocolumbamina (figura 6), que se acumuld en plantulas y
capsulas que se silenciaron para CYP719A21 (figura 4B). CYP719A21 muestra una alta homologia con las
oxidasas del citocromo P450 que actian como enzimas formadoras de puentes de metilendioxilo (Diaz Chavez y
col (2011) Arch. Biochem. Biophys. 507, 186193; Ikezawa y col (2009) Plant Cell Rep. 28, 123-133). Por lo tanto,
CYP719A21 puede codificar una sintasa canadiense.Fig. 6). El silenciamiento de un segundo gen del citocromo
P450, CYP82X2, dio como resultado la acumulacion de varios productos intermedios de secoberbina, algunos de
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los cuales pueden representar productos secundarios de la via sintética principal (figura 4C, figura 6). El
silenciamiento del gen de carboxilesterasa PSCXE1 dio como resultado la acumulacion de hasta un 20% del
contenido total de alcaloides de la papaveroxina putativa (figura 6), lo que implica la acetilacion de un
intermediario de secoberbina como se representa en la figura 4G. El gen PSAT1 del grupo HN1 es un candidato
obvio para esta reaccion. El silenciamiento de PSSDR1 dio como resultado la acumulacion de lo que
supuestamente se identific6 como narcotinemiacetal (figura 6), un precursor inmediato de la noscapina (figura
4G). Estos datos apoyan una ruta biosintética hacia la noscapina que implica la O-metilaciéon temprana de un
intermediario de secoberbina en la posiciéon equivalente al grupo hidroxilo C4 'de la noscapina (figura 4G). Sin
embargo, el silenciamiento de PSMT2, dio como resultado la acumulacién de hasta 20% de narcotolina, lo que
indica que la O-metilacién en el grupo hidroxilo C4' también puede ocurrir como un paso final en la produccion de
la noscapina (Fig. 4F). Estos resultados implican la bifurcacion de la via principal en la etapa intermedia de la
secoberbina, siendo PSMT2 responsable tanto de la O-metilacién de una secoberbina intermedia como de la
narcotolina. El silenciamiento de PSMT2 da como resultado la acumulaciéon de altos niveles de narcotolina a
medida que el flujo se dirige hacia abajo por la rama desmetil de la via (figura 4F).
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gtgtctgtta
taagagetge
aagtttecgge
ctatgtattt
ctacaaaaaa
ggttaacaaa
aagaattgct
tggtggaaga
atgctgetac
ttgttgtttt
tagatgttgg
ttegeggtgt
taccttette
cattcgatac
gcatgttgca
aagctaacca
ataaaggcat
aaattccatg

aaaagaaatt

caaaaacagt
tcaatcagcc
tctttcagaa
gatggagcta
ttctgaaatt
ggatagaatt
atcaatcaac
ttegtegtgt
attcacatct
aaaagacagt
agaaccaaga
tgaggetgtt
tggtggtatt
caacttcgac
ttetttttte
tcaagcaact
ggagatatgt
tactcaattt
ctgaagtgecc
gtatcaagte

attttgaatg
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<210> 2

gtaaaaatca
taataaaaca
taagttaatg
tttttgtegt
tttatatgaa
ttttatagea
aattaaattg
ataacccett
aattattgta
ataaaatata
gtgatgaacg
aagttttgat
atgcegttgat
tttcegaata
tcteccaatgg
attaaactac
tetttttttt

aaaagtaagt

<211> 1440
<212> ADN
<213> Papaver somniferum

<400> 2

gaatcagaaa
cacactaate
ctcaaatctg
aattaggtat
tatcaagcat
tagtgagata
ctgtttcatt
attgggtatt
ctgtttcaac

tagaattage

tcattatatt
tttgtttatg
gtgattaatg
agacaaaata
tattaaaata
gtacggegtt
agggatatca
atcatatgaa
ttactagttc
tgaactatat
atgtgtgaag
aatcgagttt
toccegattta
cgatgattta
tettcatgte
caagataact
toctttttgtt

aatcgtattt

ctttetteta
cattatggaa
gaaccaaata
atttgatgece
tgtttcatca
cttatcccaa
aacaggcaca
ggcaatttct
tectgeggat

aggggaattt

ES 2 648 967 T3

ggagaaaagt
gttgtttgaa
gtgaataata
tttccaactt
agaaggtgca
ttotcaaate
aaacaaaaac
aaggataact
gtttgagcat
tgataaagat
ctgttaaaga
gttcteceecga
ctecoctgatgg
ggcaaagcag
attgagttte
acatcecattt
ttgtattcca

tgtgtt

aaatctttca
attcatttag
tgtggcactg
attcataact
ccctetteat
atggatctca
tccaagttac
tgcgaaatga
gagcctcocaa

ccagaatgga

gcagatcttg
aaaaaaaatc
tgatatctta
ttetatatta
tgagtaatat
ttattaacece
aaaaaatagg
tagtctaccce
tgataatatt
taataatgea
attgttggaa
atgaacttgg
ctectgaatec
ctggattcat
acaaatgaat

catgcatttg

ggtgtgaact

ataccagtac
aaagccaaga
ttgataccte
ctggeaaace
cttcaatcga
ttagtatcgg
tacttagaaa
tggttgttgt
tcttecagaa

atgatctgat

29

ctacattaaa
tcattgttaa
ttaccgtctt
ataaaatcag
tccaaattte
ataattaaag
gttattttge
caatttggag
tttcattaga
gtgggtactg
ctcattacct
taacaatgct
aggcggtaaa
aaaaactata
ggttattgag

cttttttttt

agttagtgtg

tgttagttte
acaagaaatg
tgttctgaga
aatgattace
acectgecaac
agaatgtttg
ccaagaaaaq
ttggcacgaa
ggttcatggt

caacaatgct

atttataata
tgcatctttce
gacacttttt
aaatatttca
ttaaagegtt
ggttteegta
agtaaaatca
agatatgggce
tttatactea
cacgattggg
gtgggtggaa
gaatcattca
gagcgaacga
cctatcecta
tgetttggta
ttcttttttt

ttgagtggac

cgataagage
aaatatcaat
tgtgcaattc
ttaaccgaat
ttgtatagat
aatgaagcaa
agtttaattg
ctaagtagct
aaaaatgctt

atgactagtg

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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atactagtgt
catcgttaat
ttcecteacat
gtccaggtgt
tgttgttgaa
tttctgatge
atacggaatg
aagtgatcat
agttgagcct
attggagaaa
ccatgccatce
ggaataagtt
ttctcattce

tttgtttgtt

aactaagcca
tgatgtcggt
aaaaggtgeg
tgagttcatc
ggtatgtaza
attttattct
tgtgaattta
aatggattta
tgatctcact
tctaattgag
aattattgtt
gggggegtgt
ggtagaaact

ggttggttgg

<210>3

<211> 1436

<212> ADN

<213> Papaver somniferum
<400> 3

aagttgcagg
aaaactaata
atggaagtag
ggttttgcag
cataataatg
gttaatgaag
aaagatgcta
tgggaaaaat
tggaatcatc
aagggcattc
atggcttgtg
agtgacggga
atatccaaag

aaaaatagta

tagggttatg
agcacacaaa
taagtaagat
aatcattagt
taaaacccat
accgtttgta
Ccacacagaa
caatggttcc
ttggggacgg
gggtttatat
atactagatt
tcaatacact
ctttteegga

aaattccaag

ES 2 648 967 T3

gcgctaatac
ggtggtcacg
gtaatcgatt
agcggtgata
gagtagctaa
tatttttggt
ctgaagagat
gtaatagacg
gtgatgaacc
atgtetggat
gcttatcectt
tgaatctgtt

gtttggggca

ttttcaagta

agcaagctca
ccgtaaaagt
tgatcaagaa
tctaaaatgt
gtctttatce
cogaattetg
atattcatta
ttcaatatta
tttaaccggt
gagagaaaat
atttgecttea
tgccggtgtt
tattaagtge

agatgttttt

aaggatgtgg
gtgccactat
taccacatgt
tattcaagtc
ccttagtgeg
ttttgcagta
gtaaggaage
acgatgataa
atggaggagg
ttagtaggeca
agttaagtca
aacatcgcaa
ttcggattcet

actgaagttt

attatctctc
tctgaagata
aaccaagcaa
gcagttcagt
gagttagcat
catttettag
gctccaccag
agcgtgactg
aactgtaacg
cctgaaaaag
geattggtta
ggccgtggta
acaatccatg

aagtccgttc

30

caaaatcctg
ggcctacata
tgttgaagcce
catttctaac
tctaatttat
tgtcctgeac
agttcocggca
cagtatttta
tagagaaagg
tgaaataatt
cccgeatgtt
ttgtgcecttt
gctgagecect

cttctctgtt

ctataaaagc
gacaaaacaa
aaatttggaa
tagagattge
ctaaacttcece
ttecacatgaa
caaagtattt
ataaagattt
cttttgagaa
atcaattgtt
acgagtgcaa
ctggtactgc
atcttectga

ctagtgcaga

aacggagtta
gttgaagctt
gcteceggage
gctgatgctg
tccacaaatt
aattgggaag
gacaaaggaa
acgcaggeaa
actaaagaag
ccaatatctg
tacttgaacy
actttatgca
tttatgtatg

ttcaaggcat

taacattaga
gagaaaaaag
acaaattttt
tgaaacactt
ggctcaacce
actcttcaac
gctaaaaggc
tacagctcca
agcgttagga
taatgaagga
aagtatttte
agtgaaagcc
agttaccagt

cgccatcttt
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<210> 4

atgaaggtaa
attcataaaa
tatacaaaaa
ggaatgtatt
cattgeggat
aatggatttg
aaaacttatt
gtctgttatt
ttaattgttyg

ctggcggtaa

<211>1921
<212> ADN
<213> Papaver somniferum

<400> 4

cttgagtcat
ttcaatacaa
tttatcatca
tattcettgtt
taagaaaaag
totcagteta
taagtacgga
ctgggagatg
aactacatta
tggaccatat
tttagaatcg
cgagttatge
tgctgagttg
gtcgacageg
aaatcatttt
cgagaggtac
agacatattt

acgetttgga

cttctaagaa
aatatgttaa
ttcaaaatca
caaatcttga
gtcgtaatag
gctatgatgc
gatgctgcag
gaggcttacc

ccttetettt

gtgcaagaaa

gccttgatat
tttctaaaac
atggagttat
actacagttt
aagaggaaga
ttgatgaacg
cctgcattea
gtaaaacagt
getgeaaaat
tggagagagc
tggaaacatc
aacaacaacg
acgttcaacg
cttacgaacyg
ggtcttgtta
aagaaaacat
ccaagtetag

gatgagctaa

ES 2 648 967 T3

attttgtttt
tggtcttaat
tataacattt
aacgatgcaa
acatggacte
tccacacggg
gttttgctag
ctcattgagg
ggatcatggt

gaaaaagcett

gctcatattt
tcatcatcat
tcataaagtt
cgattgttet
aagcaccaaa
acaaggaacc
acatcecgatt
gttttggtaa
acatgcttaa
tacgaaagat
tgaaaatcaa
gtactggaac
tgatecgcaag
gtaatatgat
ttaacttgaa
tggaagaagc
agtgggtaga

attcaattge

agaatattcg
ttattaatte
gcagagecatt
agaagcaata
gactcatccg
tggaaaagag
ctgtaaaatt
ataattttta
tgegtttata

ccagaaactt

tagtttgtca
tcaagagaga
accatttate
attatacagt
tgectgecaggg
gttgtataga
aggtaaccaa
tcaaaatgat
tcaaacaact
aatggtgcag
agagatggat
agctacccta
aaatgtcttt
catactcccect
ttttctatta
acttcatctt
teggttaaga

agggtgtett

31

ttgcaactct
tagtagagtt
cttcacgaat
ccaaaagggg
tattcaaaat
agaactgaag
actaaactat
tcecttectgtt
ataaatgecag

cecttgagtat

tattcactat
tacaaatacc
caaccaatte
gtoettettet
gcatggecgt
gcactaggga
gaagttettg
aagctatttt
tetageggat
caattactct
gcttcattta
attaggatgg
ggctaccaaa
caatctgtat
ggagatacgg
atgtcaattt
ggccttataa

attgaagage

aattgacaac
acttaaatga
ggaacgatga
gcaaagttat
ctagactege
aagattggaa
ctgctctcca
ttcectttgg
cgtttcttte

goeetgg

aactataaat
ttgatatcet
cttteagtat
gggttactga
taataggtca
gceatggetga
ttgtgagtaa
cgaatcgtca
tegeaccata
ctaaacaatc
gtaaacttaa
acgaatggtt
gtggcggaag
caatttaagg
aatcaaaggg
ttgecagttte
ggaatatgaa

accgccaaaa
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<210>5

gagattacaa
tgttotetta
caagtctatg
cttgttetaa
agaccacate
taaagaagge
cagataccce
caaacggggc
taccggcoegg
gggagaatcc
atgtggatta
gcgectggtat
ggtttgatat
tggtgatttg

t

<211> 1688
<212> ADN
<213> Papaver somniferum

<400>5

catgaaattc
ataaaagaaa
gtctttgetg
cctgttggee
ctecatgteg
ggtagttgga
aacaaatcgt
aattggagaa
cttcagagtg
gatataataa
cttgatcate
tttgatgacg

agtggttatg

tcecgtatcta
teggttgetg
attctggtta
ctttegttta
gtcaacctta
aaaagaggaa
taagctegtg
aatgcttgat
gggacgcetta
tctggagttt
caaaggtcac
getttgggea
gaaagcagca

ttttaagaag

tttatgcaaa
tgatcatgag
ctgtgttaat
caaaaacatt
tettacataa
aacctgttat
cagattattc
caatttcaag
tagcattatc
agttgatcaa
tcaagaaagc
ataagtatgt

ctcaacttge

ES 2 648 967 T3

aaagtgataa
aaaaatcgea
ggctattgat
ctgecatatgg
acttgggcece
ttagatacge
tacattaatg
cggttggegt
tttgtcaatg
aaaccagaga
aatcatgaat
tcggaggtga
agtgccaatg

acacctettg

gagtcaatct
taacttatgg
cattttcagg
accaatcata
acttgctgaa
tattgtttec
agctcgtgaa
ttctgattct
gcctcagcat
aaatttgaaa
aactgtaaga
tgaagatatg

tgaggtatte

aggagttggt
acttectgga
accaagtcta
atgtgcagga
tctgtetgtt
acgtaggaaa
caattatcaa
tagaagagtg
tttggaagat
ggtggttttt
tcataccatt
ttcatttggt
ggaaagtaga

aagttatggt

gactcaagect
attcttacge
agaagaatat
ggtaacttge
gtttacggeca
gactttgate
atgcctgaga
ggtcegtttt
ttagcatcge
gacgaagcag
ttaatcagte
catgacgtga

tattatgcta

32

gatgaacaag
gatgaccetyg
ttgcaatttt
aatcgtatca
actgaaccat
agataggeat
agaatcaatg
cgaagttggt
tcagagagat
gagtaatggt
tgggataggt
gctgcocococgt
tatggcagaa

caatcctega

agctagaata
tcatttetac
cagcatccac
acattcttgg
gtgtaatgac
gagcetggga
tcactaaaat
gggccactct
aaactgcaca
cttetggaat
ggttaatcta
tecgagttttt

aatatctacc

acttcgttga
atttggteat
ggtttatgtg
ggtgggagtg
ccgcatgtgt
gtagaagagt
cgattgtate
ggatttcatg
ccgagtgttt
gaaaagatgg
cggaggatgt
cttattcatg
atggcaggca

gagtagatgt

tataccaatc
catattagca
aacggaatgg
aggcactget
gatatggatt
agttettgtt
cggcactgca
tcgaaaaggt
ccaagagaga
ggttaaacca
tggtcaggat
gattecgtatt

aggtcataag
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<210>6

agagctgtaa
cttcagtcaa
gaagaggtta
tcaaccactg
tatcaagage
gtcaacaaat
gcaccactgg
gataagggaa
aaagaacctt
caatcactat
cttcagttta
gatggagtge
ctcgaagcac
ctetteoatgt
tocaaatate

gttttete

<211> 2918
<212> ADN
<213> Papaver somniferum

<400> 6

aagtgtgcceca
tttatggcta
tggcacattt
tgtagtgact
taattacatg
atatcatata
agtggttgtt
tttttctcca
cccacctgea
tagctaccaa
cgagectete

agtgogtgat

ctggcgeccga
accctgetac
tcatattege
catgggecact
ttaagaattt
taccatattt
cgattcctca
ctaaagttat
acaaattcat
taccatttag
gtttttctet
ttectgatat
gtatagttcc
ttactattte

attaatgttt

ctaatctact
aacaggatga
tccatgagaa
gaacaagatg
tcttatcttt
tctttgettt
cataacccca
atcatttact
atttttgcett
tggatgctga
gtgcaccaca

cataatgagg

ES 2 648 967 T3

agaagcaaaa
taacacttac
tatattcgaa
cgcattetta
cacagccaat
acaagctgtt
taaagcttgt
ggttaacatt
accagagagg
tgcaggtatg
tgctaatctt
gagtgattta
tegtttgtag
gtactegttt

acacaaatcg

gctagtgcta
ccactaaatt
ttattgatgg
ctcgatccta
ttattgaatc
ttettecaate
ccttcaacte
tgaacaacca
acctttaata
toccaaaaagt
gcatcaaggt

tattgctaag

agaagagtaa
ttgcatttte
gcttatcttt
atacgcgaac
aacaatcgeca
gttaaagaaa
aaagacactt
catgotttac
tttctgcaga
agaatttgtg
gttaatgctt
ctggggttty
tgatggaaat
ggttttggtyg

aaatcaatca

ctgctecactg
tattttggaa
catgcattta
accccacctg
attttatcta
atttagatga
attcttcect
acactagtaa
acatatatct
tatggcaaaa
ttgtggaaat

atatagtate

33

tagctctggt
tcaaatcgeca
taggtgttga
catctgttca
caatgctgaa
caatgaggat
cattgatggg
atcatactga
agcacgataa
caggaatgga
ttaaatggtc
ttetgtteat
ttcatctcat
taaaaaataa

actatgttat

acacttacac
agcggagtga
gatgaacaag
caactttagc
tcaatggatg
acaaaaaaca
ttaataacaa
gtgtagtggt
ttgattttct
agagacaacg
taaccgettg

aactttagtg

gogteoetttt
actgtatcet
tagcacttct
agagaaactt
agtcgaagac
gaaaccaatt
caagaaagtt
aaaggtttgyg
ggcgatggaa
attaggaaaa
ttgtgtgtet
gaaaaccceca
gttgttgttt
gatctaaact

gaaaattagt

atatgattga
attaattaag
atacaccaaa
taaactttaa
ctgatcaata
caataagtgt
atatctttgce
ttctcataac
tcgatcattt
tgatcgaaca
taaaaaatgg

aactgggeca
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acaaaactca
ctacacaacyg
agagtcgtga
agttaatgat
ttatcagtac
taaggacgac
tcataggtca
coatgtetga
ttgtgagcaa
atcgtccaag
caccttacygy
ctaaccaaag
taaagcttaa
acgaatggtt
gcggaggagg
tgtactatat
acaaatcgaa
ggacgagatg
ggagtttata
aaactccatt
ctcattgtta
cttgtcaata
tatgatectg
gtaaccatga
gttgacgcag
cctcteteta
goeatgtggaa
tgcaataate
gactgaagaa
tatatggaag
gaggtttttg

accatttggg

cgagttgttg
acttgcactg
aaaagttttg
gaacaagtta
ttttattgtt
taagaataag
tctcaaacta
taaatacggg
ctgggagatg
tacgttaage
aacgtattgyg
atcagaggca
tgatttatgce
ggctgacatg
cgatgcacct
cttatgttta
ttaggegett
tttgttgttt
gaccgattga
getggatgtt
tctttgtcaa
atggatcagt
gtaacatata
atattittet
gaagcttttyg
ctgctgaacc
aacggtaagce
aaagagacga
tgcgaggttyg
atccacagagq
tgecagegata

gccggtagga

ES 2 648 967 T3

aaaattggag
caagtgaaaa
tgcgactgtt
ttattteteo
acaataatat
cagaagatag
ttcatgaaac
teggtgttea
gtaaaagaat
actaaataca
agagaaatge
ttgaaaaatc
aacaacgatg
atgttcaaca
ggtatgtgat
catgttatat
ctacaacatc
tagcgacgag
gaggtcttgt
ttattgaaga
atgaatccgt
cacggcttec
ttacaacagt
gatcetggata
caggtgggac
acccaaacgt
aagtggaagt
tgagattgta
gtcggtttaa
acccaagtgt
aggtgggtgt

gggtatgtcc

attatattta
agaaaaaaaa
atttagttaa
aacggattac
ccattgtttt
cagcaccaaa
aagatactca
cacttogatt
gtttcacaac
tgctgaatga
ggaagatatt
tgaaaacgaa
tcagtggagg
ttattgectag
catcaaattt
tgatcacttt
caagaatgte
gtttgecagtt
aaaggatatg
acatcgtcaa
tggtgatgaa
cggagatgac
atttctttaa
aatgtaatec
ggacagttta
gttaaagagy
gtetgatatt
toecagtoegga
cgtacccget
gtygggagaat
ggatttatat

ggctatagtt

34

taagataaaa
caaacaacct
ttataaaatt
tgatteteocet
tctctacact
agcatcgggyg
gttttacaga
aggaaaccaa
aaacgacaag
cactaattct
ggtgcaaaaa
agaaatcgac
aggcacaaaa
gattacattt
tcgttaaaac
gacacgttct
gagagataca
tcagatatat
aaaatcttgg
aagagacgag
caagatttca
ccagatttta
gttatggatt
ggaactaata
agtgcaacct
gcaagggagyg
cegaageteg
geattaageg
ggcacacgct
ccatcagatt
ggdcagaatt

tcatcactgc

gggtcactec
caatctagct
tcaatgaagt
tegaccacca
gtcttgttga
gegtggecgt
actctaggaa
goaatcctag
tcattctecga
gtegtgttte
ctactgatot
aactcgtttg
gttaggatgg
ggttaccaaa
caaattaact
gatcatttte
agaaaacgtt
ttcecatetct
gagacgaatt
aatcattatc
ttgatgttct
ttatcaaaat
aatggatgtc
tatgaatatt
taacttgggt
aaatagatag
gatacattga
aacgatacac
tactggtgaa
ttcaaccaga
atgagctgat

agacgatgca

780

840
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<210>7

ttatgecgttg
ggtgaatatg
tatcagtcct
tttgattatg

tatgtgatca

<211> 1915
<212> ADN
<213> Papaver somniferum

<400>7

ttcagttcat
ccaactgcag
tactatgaac
ttaccagagy
aacgatctaa
ttaagattcg
tttacaggta
atgttttatg
cgaaagatat
cggatttectg
cagggaggtg
ttgacattta
gagctcatat
taaactgaat
caagcttgca
tecacggett
taaaaaatta
aatttctaga
ttgcttgteg
atctattgec
ttacatatta
cactacaaaa

ggacaaggct

gcgogteotta
gaagaaatga
cgggagccga
aaatgtattg

tcagcgaaaa

tcatggcgta
ttggcactct
agaagaagaqg
catcaggtge
atcatgtaac
gtagacatag
ccaatgacaa
acactgaatc
ctacacacaa
aagtcgataa
atactacata
acgtaatagg
agctaggttt
tatatgttat
atcgatgaag
gggtggattg
gatgcagtag
aataacacag
attatggagc
ttggtaatac
ttttttatea
ttgataatga

aaagaagaaqg

ES 2 648 967 T3

ttcaaggata
tagecatgte
ggcggagtta
ctottaagtt

tgatgatgac

tttgatgatc
tatacttgct
gggtttgagyg
atggecagtyg
tecttggtcac
aactctagtt
gttgtteteca
ttatggtttt
actcctctct
ctcectttaaa
tgtggctagt
acggatecgte
ttatatgttt
aattgaacaa
tgtcaaatct
atcgattgac
ttggggatge
gagcacttac
agtcacagat
gtctecataag
atcacacata
catggacaect

tagatacata

tgaaatgaaa
gtgocacaag
aatcttatgt
tcttttttgt

agaatcogt

aagaagtcta
tttctgctga
cgaaatcgca
ataggtcate
atggctgata
gttagtagtt
aatagtoctt
geadcettatg
aatcagcaat
aagcttcatg
cttgtgagaa
ageggattee
ggtttgtaca
cataggtgee
tatggcaacg
tggtecttaca
agtggaggat
ggagcacgaa
tcegggaaac
catgttagea
tgtgeaggac
ttetttgetg

cttegggaag

35

tcagccagee
atgagcoccote
tcecaatttta

tttttatatt

tctatttgtt
cactttcgce
ccgcaattac
ttettetttt
aatatggacc
gggagatggt
cctocttgge
ggaaatactg
tagagaagtt
agttatgcag
tggatgattg
aatcaaatgce
cacacagcte
acaaacagce
tttgeegttt
ggaaagatga
catcgccaaa
gaagaagact
caccccgaaa
gattttacct
atgttategg
ttgaaccate

aaaaagatat

togatgggaa
ttgaagttat
cattagcatc

tttaagettg

ttttgatcaa
tgttattatt
aacgactcca
catgaacgaa
tattttcage
aaaggagtgt
ggttaaactt
gagagagttg
caagcacttg
caacaacaaa
gttcegegtac
agtggcaggt
attcatatte
aggaaaaata
cagatgtggt
agaattgtgg
agaaactcaa
ttatcgatgt
tctctgtcaa
ctatatatac
gtgggagtga
cagacatatt

cggataacac

2700

2760

2820

2880

2818

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



<210>8

acctgtggtt
atcaatgcgg
tgttggtgge
acgggaccca
tgacaaaggg
caggcggata
tcettatteott
aggtttttte

ttaagattece

<211> 1133
<212> ADN
5 <213> Papaver somniferum

<400> 8

<210>9

aataaaaatc
gaagataccc
gacatttctt
gaacctcctyg
ttcattcttt
catatacceg
gctgectatyg
ctaaataata
gggtgcaget
cttgaaccag
agaactgaat
gtcatgtggg
aatattgatc
gtggtaggat
gaggaaaaaqg
tgctttgacc
gacgaattta
aaaatgagct

cggattttte

<211> 2488

10

<212> ADN

gatgetgecg
ttataccctg
ttecacgtac
agggtgtgga
atggtagatg
tgtcctggtg
gagttcgaga
cacaacaagg

tatatatget

caacaatggc
taacaagaaa
taaatcetga
taacaaagaa
tcaatgcaga
cgcetggtegt
atgatgctgt
gtgaagtatg
caggtgctaa
ctaagattaa
cagattcaaa
aactggcgtt
atgatggatc
tttatgggga
gtgtgaaggt
ctatgatacg
tatactaaaa
tttggacgaa

attttttttg

<213> Papaver somniferum

<400>9

ES 2 648 967 T3

atgttcctaa
ctagcacatt
cagctgggac
aagatccact
tgaagggtca
catcttttgc
tgaaggcacc
tggtgccact

aattaattag

agatccttat
ttttcegatt
taggaaaacc
taagctgett
ttcaactatyg
ttetgtagac
tgatgecttta
gttaaaagag
tgttgecatat
tggattaata
agtgatcaac
geegettggyg
atcatctgga
tcecacttatt
tgaaacttgg
tgaaaccttt
tatattatta
acattgtgta

ctttetttet

cctegtetac
gatggagcga
acgattatgg
ggtatttcta
gaattatgaa
cttggaagtc
agaggggaaa
agatgttcaa

atgaataaaa

gaattcectaa
cctgctacte
tcacttegaa
cctatcataa
aaccatgact
taccgtettg
aactgggtca
tatggtgact
catgccagtt
ttacactgecc
aatcaggact
tctactcgtg
aatatggtgg
gatcgacaaa
attgaacaag
ttggaaaaac
gtattaaaca
cgaactaget

getetetttt

36

atccaagcaa
atgacaagtg
gttaacgtat
cctgagagat
ctgataccat
ttgcatttgg
attgacatga
cteaceccac

tctgtggteg

tgtgecattca
ccttagatca
tcttteggece
tttatttcca
tttgtecaatce
ctectgaaaa
aagaccaagyg
tctcaaagtyg
taagagcaat
ctttttttgg
tgeccgettge
atcacgttta
ggttaatcga
ttcagctggt
gagggtatca
taaaacattt
atgaaattct
gatgtaattt

ataagtegtt

tcatcaaaga
atgattgtga
ggaagatgea
tcttgagcaa
ttggaacagg
ttcttacteg
gggcaagacc
gcacactaga

agtaa

caatcctgaa
aaacaccaaa
accaaccaaa
tggtggaggt
gattgctaca
ccgacttoce
tttaggcaaa
tttcattatg
agaaatggat
tagtcttgag
cgtaagggat
ttgtaatccg
gagatgtttt
gaagatgctg
tggggtgcta
tattttaaac
tattttttet
ttegttttac

ctt

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1915

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1133



ctaacaggca
agttcagttg
tttggcetgag
ctaactgatt
cgaactataa
agatggaagg
ggctgatcat
caagtacgta
ctagttecate
ctaaaaatag
cotaattteg
taaagctett
agaaagttte
gaattttgee
tagaattceta
tgctgatgea
atggtcagaa
atatgtggtt
tttggatgtt
toctcecagt
atgecaatte
aagagttget
taataacatt
agatttgtce
tcacgctacg
tgaagectace
aaattegete

ttacttagte

aacaataaca
gagagtaacc
tgtagtetga
attcatgcat
aggcatgeat
aacagggaag
gagattgett
ataaattaaa
attetttatt
ctaatttatg
tttctatecat
cctgaageta
gacgatgega
gaagaatata
cagtcatget
gcaatgatga
gttgacaatt
tcaaaggtac
gttactatac
gtatctatag
ctaaacttaa
atataacatt
ttaggaagga
gttatcattg
cttegtacgg
atgaagcgeca
cgaggegaat

aagtottttt

ES 2 648 967 T3

ggttgcacct
acatctttgt
ctgtaggtaa
acctaacagt
ggacagaaaa
atagtatgtg
gaacgtggtt
tttcctggea
gttcocaatea
tacgaaattg
tttgtgtett
cagagaagct
tcaacggttg
ctcttgaaaa
tgaaatctaa
taagtaatet
tcattagcaa
tgacagaaag
ttccteogtt
ctcetttegat
aaggcatatt
tttaatttte
gggagaatga
ttggtataac
tteggtcetag
gottocacget
ctaccatgaa

tagggggttt

acaacattca
tgtcggeatt
gctacaactg
catattgtta
atatatcaga
taacaggtgg
actetgtteg
tcattttctt
tgtcoceccoca
taacaatgat
gaaagaattt
tcaaattttt
tgteoggtgte
aataatcaaa
aacagtgaaa
caaagetgtt
accggaacaa
agcttgecta
ggttgttgga
aatttcaggt
gatatttaat
gocecattttt
tttttgagea
tgtgtatatce
atttttttaa
acgtttegta
gtggaagatt

cgaaaactaa

37

atttttattt
gcccccacaa
catgttgeag
tagttcccaa
gagatatcag
agctggatac
gaccaccogtt
caatataaat
agtctaaaag
cteoctagett
agggaagatg
gaagcagate
tttectegttg
acatgcgtgg
aaggttgtgt
aaagaaattg
gttattoctg
aagttttctg
ccttttatca
atccteteca
aataccteca
aggcctaatt
aaccttagaa
atggttttta
ttcogeteega
cgekttegett
cctttaattg

agtgaaccac

tggtaaatga
tactgagtgt
ataataatca
aaaaaattct
aaattcaaaqg
ttggcatctt
cggtctgaca
ttcttattat
aagtagtaat
atgaggctca
tgagccacct
ttgaaaacce
ctcaaggaat
aaggaactct
acacatectte
acgagacaat
gattgceccte
aagaacatgg
ctcecccatece
tccgaaaaat
tacctaaaaa
gaaaaagtta
ctgtgtggtyg
aaagcgecge
agcgtagtta
cagattttte
attcactttt

tgogectege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



tactgttttt
atattaaatt
aatcataaaa
ttcacgcttt
acatttctgt
gacttgaaaa
gtgaaaaage
ctaaatttat
caccacctte
actgaattat
cagataagct
atgcaatacg
gaggagatgt

attgtttttc

<210> 10
<211> 1572
<212> ADN

gaaattaact
attaataaca
cgacgctteca
caataccttg
gtttcgttta
tgcggtacat
aaaaggaaga
atctgagaat
tttattatta
catcagttta
gttgagtatg
atgtgccaaa
gggagtagct

aaatgaataa

<213> Papaver somniferum

<400> 10

cgcatataat
caatgtctag
caccatatca
atgttccgat
accatgatga
caatggctgg
ttttogaagt
taagtetget
ttgttcaagt
agattgcaga
tagctcgtcg
tcgattcgac
cacaggatag

agattacatc

ccaatttgca
tgctgctgta
acttagaaac
cattcttttc
tcttcacttyg
taggatgaaa
aagaatcaaa
tetteogtet
gaacatgttt
tgcatgcacc
tgggagctct
atcactcttt
taccagcgta

tgcacgtgaa

ES 2 648 967 T3

agacttatat
aactactact
catttcaaca
gtgtacatag
tatatatgac
atagatgatg
catatttgtt
tatecggaat
ttcatcaagt
ctaaaggata
ggatttcagt
gagaagggtt
agcccaaaat

acgggcag

ttgtttatcg
gaagtgatct
tacaatatgt
taccctgctg
cttaagaggt
gacaacatga
ggtagaatgt
gaagtcgett
gattgecggtg
atgattacct
attgctgcac
ccacctagtg
gataaacttg

aaattgcaat

taaattgata
atttatagga
tgegeatege
attaatactt
caggtgatgt
ttgctttage
cttcagttga
tcaacgtace
cactttgggt
ttgaggaaca
tcaaatatga
tcctttagag

gccctgeteg

accttgagga
cgaaagaaac
cacttetega
ccteocecgacge
ctctttctga
ctgttgactg
gtgacttcat
ccacgaactt
gaactgccat
tcattegtag
caaccacaaa
aacaattggc
tcagcaaaag

ccttgatgca

38

caattattat
aaaaattcgc
ttcgtataaa
cctectcetge
gtogatgatg
acacatattc
ttttcecaatg
gactgagtga
attttaacct
agaaccagtt
ttttgcagag
accaactata

cactagctta

acaattaggg
gattaaacca
ccaatattet
taatagtacc
aacgctagtt
taacgacgaa
gatgaaatca
cgtgaaggaa
ttgtttetgt
tttggcagge
tcagaatttg
atctcaagtt
atttgtgttt

tgataaatac

atcttcctaa
ttcaaatatc
aaaaaaacgc
gctggtgtta
cttggtgtta
gtttttgaat
catgatctge
gtttatettt
tattgttttt
catctttect
attttceggtyg
gtttggttcg

tattattgtt

gatatggcaa
agaaatccaa
tetctagttt
ggaagtaagc
cacttttate
ggtattgact
gatgcacact
gcacaggtga
atatcaaaca
accaccaaca
gttccttctt
tcctatccta
gatgcggcaa

aaatgccata

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2488

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ggccgacaag
cgcceggttce
cattacaaga
caacggcgac
aagtggcact
taaagggtga
cttcegtage
ggtgcaagtt
ctgttccatt
gtgaaggaat
acctaagaga
gtegtgtttg

ttacteccggt

ggttgaggta
tatatccact
tgegtcattc
aacaacaaat
tgatgagtta
taaaggttge
gaaagacagt
tggattctac
aattgagcca
tgaagtgtgg
gatcctecaa
tccatcttaa

aa

ES 2 648 967 T3

gtttoecgett
gtaacccatg
gggaatcttt
ccagcaacca
agtgattttyg
atggagaaaa
gatgttgaag
gaagctgatt
aagtacaaga
gtgaatttte
ctgttttgat

ctaccatctt

tgatatggaa
ccatgaactt
gtgtggttgt
aaaaagttag
tageocetatt
tcattcaaaa
ataaggtgac
ttggttgggy
acatggtttt
tggaggatga
tttcaacegt

tatteotettg

gtcagcagtg
tagaaagaaa
tacagcagta
tagtacgagt
gaggcgogaa
gttcatctat
agctttgttt
aacgccagtt
catgaacgat
tatgaccaag
tteocctaata

ttttcatact

aaatctgcectce
atggatccac
ttaccagcaa
aatgaagage
atagataagg
ggtcatgatg
atgactagct
tgggtaacta
atgaaatgtg
ttegaacacce
gaggtcaatt

tgtattigte

<210>11
<211> 390
<212> PRT
<213> Papaver somniferum
<400> 11
Met Ala Thr
1

Ser Ala Thr

Val Cys Tyr

35

Met
50

Pro Ala

Ser Lys Phe

Lys Met Pro

Arg Tle Leu

Asn

val

20

Leu

Leu

Gly

Asn

Arg
100

Gly

Thr

Ser

Arg

Thr

Ala

85

Leu

Glu

Lys

Glu

Ala

Asp

70

Lys

Leu

Ile

Ile

Thr

Ala

55

Ala

Asn

Gly

Phe

Thr

Ala

40

Met

Lys

Asn

Ala

Asn

Ala

25

Asn

Glu

val

Pro

Ser
105

39

Thr

10

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

90

Ser

Tyr

Asn

Gly

Asn

Ala

75

Ala

Ile

Gly

Glu

Lys

val

60

Ser

Ala

Leu

His

Ser

Leu

45

Phe

Glu

Met

Ser

Asn

Ser

30

Ile

Gln

Ile

Tyr

val
110

His

15

Asn

Cys

Leu

Ala

Leu

95

Ser

Gln

Gly

Ile

Ile

Ser

Aszp

Thr

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1572



Thr

Lys

Glu

145

val

Asp

Ala

val

Phe

225

Ser

Phe

Glu

Met

Lys

305

Leu

Ser

Gly

Lys

Leu

130

Asp

val

Ser

Ala

Phe

210

Leu

Val

Asp

His

Leu

290

Leu

Ile

Phe

Gly

Lys

115

Tyr

Gly

val

val

Thr

195

Ser

Asp

Ser

Leu

Val

275

Leu

Leu

Ile

Asn

Lys
355

Ser

Gly

Val

Asp

Pro

180

Glu

Ile

Met

Lys

Pro

260

Ala

Lys

Lys

Glu

Ala

340

Glu

Ile

Leu

Ser

Ser

165

Phe

Pro

val

Lys

Ile

245

His

Gly

Trp

Asn

Phe

325

Leu

Arg

ES 2 648 967 T3

Asn

Thr

Leu

150

Phe

Glu

Arg

val

Glu

230

val

val

Asp

Val

Cys

310

Val

Ile

Thr

Arg

Asn

135

Val

Phe

val

Met

Phe

215

Leu

Ala

Ile

Met

Leu

295

Trp

Leu

Pro

Ile

Gly

129

Ser

Glu

Lys

Ala

Asn

200

Glu

Leu

Lys

Ser

Phe

280

His

Asn

Pro

Asp

Ser
360

Gly

Ser

Glu

Leu

Hisg

185

Gln

Ala

Asp

Tyr

val

265

Glu

Asp

Ser

Asn

Leu

345

Glu

40

Asp

Cys

Leu

Lys

170

Gly

Val

val

val

Pro

250

Ala

Glu

Trp

Leu

Glu

330

Leu

Tyr

Asp

Cys

Leu

155

Cys

Ala

Phe

Phe

Gly

235

Leu

Pro

val

Gly

Pro

315

Leu

Leu

Asp

val

Leu

140

Phe

val

Lys

Agn

Arg

220

Gly

Ile

Gln

Pro

Asp

300

val

Gly

Met

Asp

val

125

Val

Thr

val

Ile

Asp

205

val

Gly

Arg

Tyr

Lys

285

Glu

Gly

Asn

Ala

Leu
368

val

Pro

Ser

Glu

Phe

190

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

270

Gly

Arg

Gly

Asn

Leu

350

Gly

His

Arg

Asp

Glu

175

Glu

Met

Asp

Gly

Val

255

Gly

Gln

Cys

Lys

Ala

335

Asn

Lys

Glu

Gln

Lys

160

Lys

Tyr

Ala

Gly

Thr

240

Asn

val

Asn

Val

val

320

Glu

Pro

Ala



Ala Gly Phe

370

Vval Ile Glu

385
<210>12
<211> 356
<212> PRT

<213> Papaver somniferum

<400> 12

Met Glu Ile

1

Gln

Cys

Fro

Ser

€5

Ser

val

Ser

Val

Fro

145

Glu

Thr

Ile

Ala

Met

Ser

Gln

Ser

Leu

Trp

130

Ile

Fhe

Ser

Trp

Ile

35

Ile

Ser

Met

Leu

Ile

115

His

Fhe

Pro

Val

Ile

FPhe

His

Asn

20

Gln

Thr

Ile

Asp

Thr

100

Asp

Glu

Gln

Glu

Thr
180

Lys

His

Leu

Gln

Leu

Leu

Glu

Leu

Gly

Trp

Leu

Lys

Trp

165

Lys

ES 2 648 967 T3

Thr Ile Pro Ile Pro Ile Ser Asn Gly Leu His

Lys
390

Glu

Ile

Gly

Thr

Pro

70

Ile

Thr

vVal

Ser

Val

150

Asn

Pro

375

Ser

Cys

Ile

Glu

Cys

Ser

Ser

Leu

Ser

135

His

Asp

Ala

Gln

Gly

Phe

40

Leu

Asn

Ile

Lys

Ala

120

Ser

Gly

Leu

Leu

Glu

Thr

25

Asp

Ser

Leu

Gly

Leu

105

Ile

val

Lys

Ile

Ile
185

41

Gln

10

val

Ala

Ser

Tyr

Glu

Leu

Ser

Ser

Asn

Asn

170

Gln

Glu

Asp

Ile

Ile

Arg

75

Cys

Leu

Cys

Thr

Ala

155

Asn

Gly

380

Met

Thr

His

val

60

Leu

Leu

Arg

Glu

Pro

140

Leu

Ala

Cys

Lys

Ser

Asn

45

Ser

val

Asn

Asn

Met

125

Ala

Glu

Met

Gly

Tyr

vVal

30

Ser

Ser

Arg

Glu

Gln

110

Met

Asp

Leu

Thr

Lys
190

Gln

15

Leu

Gly

Pro

Tyr

Ala

95

Glu

val

Glu

Ala

Ser

175

Ile

Ser

Arg

Lys

Ser

Leu

80

Thr

Lys

val

Pro

Gly

160

Asp

Leu



Asn Gly

Met Ala
210

Asp Leu
225

Phe Ile

Leu Leu

Leu Leu

Ile Tle
290

Gln Ala
305

Arg Glu

Phe Ser

Val Ala

<210>13
<211> 339
<212> PRT

Val

195

Tyr

Pro

Ser

Lys

Lys

275

Met

Lys

Arg

Arg

Tyr
355

<213> Papaver somniferum

<400> 13
Met Glu
1

Lys Gln

Gln Leu

val

Ile

Glu
35

Thr

Ile

His

Gly

Tyr

260

Arg

Asp

Leu

Thr

His

340

Pro

val

Phe
20

Ile

Ser

Val

Val

Asp

245

val

Cys

Leu

Ser

Lys

325

Glu

ES 2 648 967 T3

Leu

Glu

val

230

Ile

Leu

Lys

Val

Leu

310

Glu

Ile

Ile

Ala

215

Glu

Fhe

His

Glu

Ile

295

Asp

Asp

Ile

Ser Lys Ile

5

Gly Phe Ala

Ala Glu Thr

Asp Val

200

Phe Pro

Ala Ala

Lys Ser

Asn Trp

265

Ala val

280

Asp Asp

Leu Thr

Trp Arg

Pro Ile
345

Asp Gln

Gly

His

Pro

Ile

250

Glu

Pro

Asp

val

Asn

330

Ser

Gly

Ile

Glu

235

Ser

Asp

aAla

Asp

Met

315

Leu

Ala

Gly

Lys

220

Arg

Asn

Thr

Asp

Asn

300

Asn

Ile

Met

Glu Asn Gln

10

Glu Ser Leu Val Leu

25

Leu His Asn Asn Val

40

42

His Gly

205

Gly Ala

Pro Gly

Ala Asp

Glu Cys

270

Lys Gly

285

Ser Tle

His Gly

Glu Met

Pro Ser
350

Ala Lys

Lys Cys
30

Ala

Val

vVal

Ala

255

val

Lys

Leu

Gly

Ser

335

Ile

Ile
15

Ala

Thr

Ile

Glu

240

Val

Asn

Val

Thr

Gly

320

Gly

Ile

Trp

val

Lys Prc Met Ser

45



Leu

Arg

65

Lys

Leu

Thr

Thr

val

145

Met

Lys

Gly

Lys

Ile

225

Met

Leu

Ala

Arg

Ser

50

Leu

Asp

Leu

Asp

Gly

130

Tyr

Ala

Ser

Thr

Cys

210

Pro

Lys

Lys

Asp

Leu
290

Glu

Tyr

Ala

Lys

Lys

115

Asn

Met

Cys

Ile

Gly

195

Thr

Arg

Ser

Arg

val

275

aAla

Leu

Arg

Thr

Gly

100

Asp

Cys

Arg

Asp

Phe

180

Thr

Ile

Asp

Tle

Cys

260

val

Met

Ala

Ile

Thr

85

Trp

Phe

Agn

Glu

Thr

165

Ser

Ala

His

Val

Leu

245

Lys

Ile

Asp
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Ser

Leu

70

Gln

Glu

Thr

Ala

Asn

150

Arg

Asp

val

Asp

Phe

230

His

Glu

Asp

Leu

Lys

55

Hisg

Lys

Lys

Ala

Phe

135

Pro

Leu

Gly

Lys

Leu

215

Lys

Glu

Ala

Met

Ala
295

Leu

Phe

Tyr

Ser

Pro

120

Glu

Glu

Phe

Ile

Ala

200

Pro

Ser

Trp

Ile

Asp

280

Met

Pro

Leu

Ser

Met

105

Trp

Lys

Lys

Ala

Asn

185

Ile

Glu

Val

Asn

Dro

265

Ser

Met

43

Ala

val

Leu

90

val

Asn

Ala

Asp

Ser

170

Thr

Ser

vVal

Pro

Asp

250

Lys

Thr

Leu

Gln

His

75

Ala

Pro

His

Leu

Gln

155

Ala

Leu

Lys

Thr

Ser

235

Glu

Gly

His

His

Pro

60

Met

Pro

Ser

Leu

Gly

140

Leu

Leu

Ala

Ala

Ser

220

Ala

Glu

Gly

Pro

Thr
300

val

Lys

Pro

Ile

Gly

125

Lys

Phe

val

Gly

Phe

205

Lys

Asp

Cys

Lys

Tyr

285

Gly

Asn

Leu

Ala

Leu

110

Asp

Gly

Asn

Asn

val

130

Pro

Asn

Ala

Ile

val

270

Ser

Gly

Glu

Phe

Lys

95

Ser

Gly

Ile

Glu

Glu

175

Gly

Asp

Ser

Ile

Gln

255

Lle

Lys

Lys

Asp

Asn

80

Tyr

val

Leu

Arg

Gly

160

Cys

Arg

Ile

Lys

Phe

240

Ile

Ile

Ser

Glu
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Arg Thr Glu Glu Asp Trp lLys Lyg ILeu Tle Asp Ala Ala Gly Phe Ala

305

Ser Cys Lys

Tyr Pro His
<210> 14
<211> 540
<212> PRT
<213> Papaver somniferum
<400> 14
Met Glu Leu
1

Ile Ile Leu

Phe Trp Val
35

Ala Gly Ala
50

Lys Glu Pro
€5

Pro Ala Phe

Asn Trp Glu

Phe Ser Asn
115

Thr Thr Ser
130

Arg Lys Ile
145

Trp Lys His

310

315

320

Ile Thr Lys Leu Ser Ala Leu Gln Ser Val Ile Glu Ala

Phe

Val

20

Thr

Trp

Leu

Asn

Met

100

Arg

Ser

Met

Leu

325

Ile

Thr

Asp

Pro

Tyr

Ile

85

val

Gln

Gly

val

Lys
165

Lys

Thr

Lys

Leu

Arg

70

Arg

Lys

Thr

Phe

Gln

150

Ile

Leu

Val

Lys

Ile

55

Ala

Leu

Gln

Thr

Ala

135

Gln

Lys

Pro

Ser

Lys

40

Gly

Leu

Gly

Cys

Leu

120

Pro

Leu

Glu

Phe

Ile

25

Lys

His

Gly

Asn

Phe

105

Ala

Tyr

Leu

Met

44

330

Ile

10

val

Arg

Leu

Ser

Gln

Gly

Ala

Gly

Ser

Asp
170

Gln

Leu

Lys

Arg

Met

75

Glu

Asn

Lys

Pro

Lys

155

Ala

Pro

Leu

Lys

Leu

60

Ala

val

Gln

Tyr

Tyr

140

Gln

Ser

Ile

Tyr

Ala

45

Leu

Asp

Leu

Asn

Met

125

Trp

Ser

Phe

Pro

Ser

Pro

Met

Lys

val

Asp

110

Leu

Arg

Leu

Ser

335

Phe

15

Vval

Asn

Asn

Tyr

val

95

Lys

Asn

Glu

Glu

Lys
175

Ser

Phe

Ala

Asp

Gly

80

Ser

Leu

Gln

Leu

Ser

160

Leu



Asn

Met

val

Asp

225

Leu

Glu

Gly

Gln

Glu

305

Leu

Ile

Leu

Glu

Thr

385

Leu

Glu

Glu

Asp

Fhe

210

Thr

His

Trp

Asp

Lys

230

Gln

Pro

val

Cys

Leu

370

Pro

Tyxr

Val

Leu

Glu

195

Gly

Glu

Leu

Val

Glu

275

Arg

Azp

Gly

Ser

Leu

355

Asp

Lys

Pro

Gly

Cys

180

Trp

Tyr

Ser

Met

Asp

260

Leu

Leu

Phe

Asp

Gly

340

Leu

Thr

Leu

Asn

Gly

Asn

Phe

Gln

Lys

Ser

245

Arg

Asn

Gln

Val

Asp

325

Gly

Leu

His

val

Gly

405

Phe
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Asn

Ala

Ser

Gly

230

Ile

Leu

Ser

Ser

Asp

310

Fro

Ser

Asn

val

Tyr

390

Ala

His

Asn

Glu

Gly

215

Glu

Phe

Arg

Ile

val

295

vVal

Asp

Glu

His

Gly

375

Ile

Met

Val

Gly

Leu

200

Gly

Arg

Ala

Gly

Ala

280

Ser

Leu

Leu

Thr

Pro

360

Lys

Asn

Leu

Pro

Thr

185

Thr

Arg

Tyr

Val

Leu

265

Gly

Lys

Leu

val

Thr

345

His

Asp

Ala

Asp

Ala

45

Gly

Phe

Ser

Lys

Ser

250

Ile

Cys

Ser

Ser

Ile

330

Ser

val

Arg

Ile

Arg

410

Gly

Thr

Asn

Thr

Lys

235

Asp

Arg

Leu

Asp

Val

315

Lys

Ser

Leu

Hisg

Ile

385

Leu

Gly

Ala

Val

Ala

220

Thr

Ile

Asn

Ile

Lys

300

Ala

Ser

Thr

Lys

val

380

Lys

Ala

Arg

Thr

Ile

205

Leu

Leu

Phe

Met

Glu

285

Gly

Glu

Met

Leu

Lys

365

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

130

Ala

Thr

Glu

Pro

Lys

270

Glu

val

Lys

Ile

Thr

350

Ala

Glu

Ser

Glu

Phe

Ile

Arg

Asn

Glu

Ser

2558

Arg

His

Gly

Ser

Leu
335

Trp

Lys

Ser

Met

Glu

415

Val

Arg

Asn

Gly

Ala

240

Leu

Phe

Arg

Asp

Gln

320

Glu

Ala

Glu

Asp

Arg

400

Cys

Asn



Val Trp

Phe Lys
450

Asp Tyr
465

Arg Met

Leu Pro

Gly Lys

Lys Thr
530
<210> 15
<211> 486
<212> PRT

Lys

435

Pro

Lys

Cys

Arg

Val

515

Pro

<213> Papaver somniferum

<400> 15
Met Ile
1

Ala Val

S8er Thr

Asn Leu
50

Leu Ala
65

Lys Pro

Val Asn

Met

Phe

Thr

35

His

Glu

Val

Lys

420

Ile

Glu

Gly

Ala

Leu

300

Asp

Leu

Ser

aAla

20

Glu

Ile

val

Ile

Ser

Gln

Arg

His

Gly

485

Ile

Met

Glu

Asn

ala

Trp

Leu

Tyr

Ile

85

Ser

ES 2 648 967 T3

Arg

Trp

Asn

470

Met

His

Ala

val

Leu

val

Pro

Gly

Gly

70

Val

Asp

Asp

Phe

455

His

Leu

Gly

Glu

Met
535

Trp

Leu

Val

Gly

55

Ser

Ser

Tyr

Pro

440

Leu

Glu

Trp

Phe

Met

520

val

Ile

Ile

Gly

40

Thr

val

Asp

Ser

425

Ser

Ser

Phe

Ala

Asp

505

Ala

Asn

Leu

Ile

25

Pro

Ala

Met

Phe

Ala

46

val

Asn

Ile

Ser

490

Met

Gly

Pro

Thr

10

Phe

Lys

Leu

Thr

Asp

Arg

Trp

Gly

Pro

475

Glu

Lys

Met

Arg

Leu

Arg

Thr

His

Ile

75

Arg

Glu

Glu

Glu

460

Phe

Val

Ala

Val

Glu
540

Ile

Arg

Leu

Val
&0

Trp

Ala

Met

Asn

445

Lys

Gly

Ile

Ala

Ile
525

Ser

Arg

Pro

45

Val

Ile

Trp

Pro

430

Pro

Met

Ile

His

Ser

510

Cys

Thr

Ile

30

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

Leu

Asp

Gly

Leu

495

Ala

Phe

Ile

15

Ser

Ile

His

Ser

Val

95

Ile

Glu

Val

Arg

480

Val

Asn

Lys

Leu

Ala

Gly

Lys

Trp

80

Leu

Thr



Lys

Pro

Pro

145

Lys

Pro

Ile

Asp

Glu

225

Thr

Phe

Ser

Tyr

Ala

305

Leu

Asp

Ile

Phe

130

Gln

Leu

Leu

Tyr

Val

210

val

Gly

Leu

Gln

Leu

290

Phe

Lys

Val

Gly

115

Trp

His

Ile

Asp

Gly

195

Ile

Fhe

Ala

Gln

Leu

275

Leu

Leu

Asn

Asn

100

Thr

Ala

Leu

Lys

His

180

Gln

Glu

Tyr

Glu

Ser

260

Tyr

Gly

Ile

Phe

Lys
340

Ala

Thr

Ala

Asn

165

Leu

Asp

Phe

Tyr

Glu

245

Asn

Pro

val

Thr
325

Leu
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Asn

Leu

Ser

150

Leu

Lys

Phe

Leu

Ala

230

Ala

Pro

Glu

Asp

Glu

310

Ala

Pro

Trp

Arg

135

Gln

Lys

Lys

Asgp

Ile

215

Lys

Lys

Ala

Glu

Ser

295

Fro

Asn

Tyr

Arg

120

Lys

Thr

Asp

Ala

Asp

200

Arg

Tyr

Arg

Thr

val

280

Thr

Ser

Asn

Leu

105

Thr

Gly

Ala

Glu

Thr

185

Asp

Ile

Leu

Arg

Asn

265

Ile

Ser

val

Asn

Gln
345

47

Ile

Leu

His

Ala

170

Val

Lys

Ser

Pro

Val

250

Thr

Ile

Ser

Gln

Arg

330

Ala

Ser

Gln

Gln

155

Ala

Arg

Tyr

Gly

Gly

235

Ile

Tyr

Phe

Thr

Glu

315

Thr

Val

Ser

Ser

140

Glu

Ser

Leu

Val

Tyr

220

His

Ala

Leu

Ala

Thr

300

Lys

Met

Val

Ser

125

val

Arg

Gly

Ile

Glu

205

Ala

Lys

Leu

His

Ile

285

Ala

Leu

Leu

Lys

110

Asp

Ala

Asp

Met

Ser

190

Asp

Gln

Arg

Val

Phe

270

Phe

Trp

Tyr

Lys

Glu
350

Ser

Leu

Ile

val

175

Arg

Met

Leu

Ala

Arg

255

Leu

Glu

Ala

Gln

Val

335

Thr

Gly

Ser

Ile

160

Lys

Leu

His

Ala

val

240

Pro

Llys

Ala

Leu

Glu

320

Glu

Met



Arg Met

aAsp Thr
370

Val asn
385

Tyr Lys

Glu Gln

Met Glu

Agn Ala
450

Ser Asp
465

Arg Ile

<210> 16
<211> 554
<212> PRT

Lys

355

Ser

Ile

Phe

Ser

Leu

435

Phe

Leu

val

<213> Papaver somniferum

<400> 16
Met Lys
1

Asp Ser

Ser Tle

Lys Gln
50

Gly His
65

Ser

Pro

Val

35

Lys

Leu

Pro

Leu

His

Ile

Leu

420

Gly

Lys

Leu

Pro

Leu

Ser

20

Phe

Ile

Lys

Ile

Met

Ala

Pro

405

Leu

Lys

Trp

Gly

Arg
485

Met

Thr

Leu

Ala

Leu
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Ala

Gly

Leu

390

Glu

Pro

Leu

Ser

Phe

470

Leu

Met

Thr

Tyr

Ala

Phe
70

Pro

Lys

375

His

Arg

Phe

Gln

Cys

455

val

Asn

Ile

Thr

Pro

55

Met

Leu

360

Lys

His

Phe

Ser

Phe

440

val

Leu

Lys

Ile

Val

40

Lys

Lys

Ala

val

Thr

Leu

Ala

425

Ser

Ser

Phe

Leu

Ser

25

Leu

Ala

Gln

48

Ile

Asp

Glu

Gln

410

Gly

Phe

Asp

Met

Leu

10

Thr

Leu

Ser

Asp

Pro

Lys

Lys

395

Lys

Met

Ser

Gly

Lys
475

Phe

Phe

Ile

Gly

Thr
75

His

Gly

380

val

His

Arg

Leu

Vval

460

Thr

Leu

Ile

Arg

Ala

60

Gln

Lys

365

Thr

Trp

Asp

Ile

Ala

445

Leu

Pro

Gln

val

Thr

45

Trp

Phe

Ala

Lys

Lys

Lys

Cys

430

Asn

Pro

Leu

Arg

Thr

30

Thr

Pro

Tyr

Cys

val

Glu

Ala

415

Ala

Leu

Asp

Glu

Ile

15

Ile

Lys

Phe

Arg

Lys

Met

Pro

400

Met

Gly

Val

Met

Ala
480

Thr

Ile

Asn

Ile

Thr
80



Leu

Gly

Cys

Ser

Tyr

145

Leu

Glu

val

Met

Gly

225

Tyr

Ala

Gly

Ala

Ser

305

Phe

Gly

Asn

Fhe

Thr

130

Gly

Ile

Ile

Ser

Met

210

Gly

Lys

val

Leu

Gly

290

Ser

Ile

Thr

Gln

Thr

115

Lys

Thr

Ser

Asp

Gly

195

Phe

Asp

Lys

Ser

val

275

Cys

Leu

Asp

Met

Ala

100

Thr

Tyr

Iyr

Asn

Asn

180

Gly

Asn

Ala

Thr

Asp

260

Lys

Phe

Leu

val

Ser

85

Ile

Asn

Met

Trp

Gln

165

Ser

Gly

Ile

Pro

Leu

245

Ile

Asp

Ile

Ser

Leu
325
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Asp

Leu

Asp

Leu

Arg

150

Arg

Phe

Thr

Ile

Gly

230

Asp

Phe

Met

Glu

Leu

310

Leu

Lys

val

Lys

Asn

135

Glu

Ser

Vval

Lys

Ala

215

Ala

Glu

Pro

Lys

Glu

295

Ser

Ser

Tyr

val

Ser

120

Asp

Met

Glu

Lys

val

200

Arg

Ser

Met

Ser

Ile

280

His

Asn

Ile

Gly

Ser

105

Phe

Thr

Arg

Ala

Lau

185

Arg

Ile

Thr

Phe

Lau

265

Lau

Arg

Glu

Met

49

Ser

90

Asn

Ser

Asn

Lys

Leu

170

Asn

Met

Thr

Thr

vVal

250

Glu

Gly

Gln

Ser

Asp
330

val

Trp

Asn

Ser

Ile

155

Lys

Asp

Asp

Phe

Ser

235

Val

Phe

Asp

Lys

val

315

Gln

Phe

Glu

Arg

val

140

Leu

Asn

Leu

Glu

Gly

220

Lys

Leu

Ile

Glu

Arg

300

Gly

Ser

Thr

Met

Pro

125

val

val

Leau

Cys

Trp

205

Tyr

Asn

Ala

Asp

Leu

285

Arg

Asp

Arg

Leu

val

110

Ser

Phe

Gln

Lys

Asn

190

Leu

Gln

val

Thr

Arg

270

Aan

Glu

Glu

Leu

Arg

95

Lys

Thr

Ser

Lys

Thr

175

Asn

Ala

Ser

Glu

Arg

255

Leau

Ser

Ser

Gln

Pro
335

Leu

Glu

Leu

Pro

Leu

160

Lys

Asp

Asp

Gly

Arg

240

Phe

Arg

Ile

Leu

Asp

320

Gly



<210> 17
<211> 556
<212> PRT

Asp

Gly

Leu

Arg

385

Leu

Val

Arg

Ile

Glu

465

Asn

Ile

Gln

Glu

Tle
545

Asp

Gly

Leu

370

His

Gly

Gly

Phe

His

450

Arg

Tyr

Vval

Gly

Glu

530

Tle

Pro

Thr

355

Asn

Val

Tyr

Ala

Asn

435

Arg

Phe

Glu

Ser

Tyr

515

Met

Ser

<213> Papaver somniferum

<400> 17

Asp

340

Asp

His

Glu

Ile

Leu

420

val

Asp

Leu

Leu

Ser

500

Glu

Ile

Pro

Phe

Ser

Pro

Asn

Asp

405

Ser

Pro

Pro

Cys

Ile

485

Leu

Met

Ala

Arg
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Ile

Leu

Asn

Gly

390

Ala

Glu

Ala

Ser

Ser

470

Pro

Gln

Lys

Met

Glu
550

Ile

Ser

val

375

Lys

Ile

Arg

Gly

Val

455

Asp

Phe

Thr

Ser

Ser

535

Pro

Lys

Ala

360

Leu

Gln

Ile

Tyr

Thr

440

Trp

Lys

Gly

Met

Ala

520

Cys

Arg

Ile

345

Thr

Lys

Val

Lys

Thr

425

Arg

Glu

val

Ala

His

505

Ser

His

Arg

50

Met

Leu

Arg

Glu

Glu

410

Thr

Leu

Asn

Gly

Gly

490

Tyr

Leu

Lys

Ser

Ile

Thr

Ala

Val

395

Thr

Glu

Leu

Pro

val

475

Arg

Ala

Asp

Met

Leu

Trp

Arg

380

Ser

Met

Glu

val

Ser

460

Asp

Arg

Leu

Gly

Ser
540

Glu

Val

365

Glu

Asp

Arg

Cys

Asn

445

Asp

Leu

val

Ala

Lys

525

Pro

Ala

350

Leu

Glu

Ile

Leu

Glu

430

Ile

Phe

Tyr

Cys

Arg

510

Val

Leu

Phe

Ser

Ile

Pro

Tyr

415

Val

Trp

Gln

Gly

Pro

495

Leu

Asn

Glu

Ala

Leu

Asp

Lys

400

Pro

Gly

Lys

Pro

Gln

480

Ala

Ile

Met

val



Met

Pro

Pro

Arg

Pro

65

His

Leu

val

Pro

Gly

145

Thr

Arg

Ser

Arg

Ile

225

Gln

Ala

Thr

val

Thr

50

val

val

Arg

Lys

Ser

130

Fhe

His

Ile

Asn

Met

210

val

Glu

Tyr

Ala

Ile

35

aAla

Ile

Thr

Phe

Glu

115

Ser

Ala

Lys

Ser

Asan

195

Asp

Ser

Lys

Leu

val

20

Ile

Ile

Gly

Leu

Gly

100

Cys

Leu

Pro

Leu

Glu

180

Lys

Asp

Gly

Tyr

Met

Gly

Tyr

Thr

His

Gly

Arg

Phe

Ala

Tyr

Leu

165

Val

Gln

Trp

Phe

Lys
245
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Ile

Thr

Tyr

Thr

Leu

70

His

His

Thr

val

Gly

150

Ser

Asp

Gly

Phe

Gln

230

Leu

Lys

Leu

Glu

Thr

55

Leu

Met

Arg

Gly

Lys

135

Lys

Asn

Asn

Gly

Ala

215

Ser

Ala

Lys

Ile

Gln

40

Pro

Leu

Ala

Thr

Thr

120

Leu

Tyr

Gln

Ser

Asp

200

Tyr

Asn

Ile

Ser

Leu

25

Lys

Leu

Phe

Asp

Lau

105

Asn

Met

Trp

Gln

Phe

185

Thr

Leu

Ala

Asp

51

Ile

10

Ala

Lys

Pro

Met

Lys

20

Val

Asp

Phe

Arg

Leu

170

Lys

Thr

Thr

Val

Glu
250

Tyr

Phe

Arg

Glu

Asn

75

Tyr

val

Lys

Tyr

Glu

155

Glu

Lys

Tyr

Phe

Ala

235

val

Leu

Leu

Gly

Ala

60

Glu

Gly

Ser

Leu

Asp

140

Leu

Lys

Leu

Val

Asn

220

Gly

Ser

Phe

Leu

Leu

45

Ser

Asn

Pro

Ser

Phe

125

Thr

Arg

Phe

His

Ala

205

val

Ala

Asn

Phe

Thr

30

Arg

Gly

Asp

Ile

Trp

110

Ser

Glu

Lys

Lys

Glu

190

Ser

Ile

Thr

Leu

Asp

15

Leu

Arg

Ala

Leu

Phe

35

Glu

Asn

Ser

Ile

His

175

Leau

Leu

Gly

Asn

Met
255

Gln

Ser

Asn

Trp

Asn

80

Ser

Met

Arg

Tyr

Ser

160

Leu

Cys

Val

Arg

Ser

240

Ala



Thr

Leu

Ala

Ile

305

Phe

Asn

Gly

Leu

Thr

385

Ala

Ser

Asp

Trp

Pro

465

val

Arg

Phe

Thr

val

280

Ser

Ile

His

Gly

Leu

370

Tyr

Ala

Met

Asp

val

450

Leu

Asp

Arg

Ala

Gly

275

val

Arg

Asp

Pro

Ser

355

Asn

Phe

Asp

Arg

Cys

435

Asn

val

Val

Ile

val

260

Leu

Gly

Asn

Val

Glu

340

Asp

His

Gly

val

Leu

420

Asp

val

Phe

Lys

Cys

Ser

Thr

Asp

Asn

Cys

325

Ile

Thr

Pro

Lys

Pro

405

Tyr

val

Trp

Leu

Gly

485

Pro

ES 2 648 967 T3

Asp

Gly

Ala

Thr

310

Leu

Ser

Thr

Asp

Lys

390

Asn

Pro

Gly

Lys

Pro

470

Gln

Gly

val

Lys

val

295

Gly

Ser

val

Lys

Ile

375

Lys

Len

Ala

Gly

Met

455

Glu

Asn

Ala

val

Met

280

Glu

Ala

Ile

Lys

Leu

360

Leu

Ile

val

Ser

Phe

440

Gln

Arg

Tyxr

Ser

Pro

265

Lys

Asp

Leu

Met

Ser

345

Ile

Asp

Ser

Tyr

Thr

425

His

Arg

Phe

Glu

Phe

52

Arg

Asn

His

Thr

Glu

330

Ile

Met

Lys

Asp

Ile

410

Leu

val

Asp

Leu

Leu

490

Ala

Leu

Cys

Arg

Glu

315

Gln

Ala

Thr

hla

Asn

3585

Gln

Met

Pro

Pro

Ser

475

Ile

Leu

Gly

Gly

Gln

300

His

Ser

Leau

Trp

Lys

380

Thr

Ala

Glu

Ala

Arg

460

Asn

Pro

Glu

Trp

Lys

285

Lys

Glu

Gln

Asp

Thr

365

Glu

Pro

Ile

Arg

Gly

445

val

Asp

Phe

val

Ile

270

Lys

Lys

Glu

Ile

Met

350

Leu

Glu

Val

Ile

Met

430

Thr

Trp

Lys

Gly

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Pro

335

Leu

Ser

Val

Val

Lys

415

Thr

Arg

Lys

Gly

Thr

495

His

Arg

Asp

Lys

Asp

320

Gly

Ser

Leu

Asp

Asp

400

Glu

Ser

Leu

Asp

Met

480

Gly

Leu



Val Leu

Lys Ile
530

Pro Leu
545
<210> 18
<211> 320
<212> PRT

Thr
515

Asp

Asp

<213> Papaver somniferum

<400> 18
Met Ala
1

Asp Thr

Asn Thr

Ile FPhe
50

Leu Pro
65

Ala Asp

Ile Pro

Arg Leu

Lys Asp
130

Glu Tyr
145

Ala Asn

Asp

Leu

Lys

35

Arg

Ile

Ser

Ala

Pro

115

Gln

Gly

Val

500

Arg

Met

val

Pro

Thr

20

Asp

Pro

Ile

Thr

Leu

100

Ala

Gly

Asp

Ala

Leu

Arg

Gln

Tyr

Arg

Ile

Pro

Ile

Met

85

val

Ala

Leu

Phe

Tyr

ES 2 648 967 T3

Ile

Ala

Leu
550

Glu

Asn

Ser

Thr

Tyr

70

Asn

val

Tyr

Gly

Ser

150

His

Len

Arg

535

Thr

Phe

Phe

Leu

Lys

55

Phe

His

Ser

Asp

Lys

135

Lys

Ala

Glu
520

Pro

Pro

Leu

Pro

Asn

40

Glu

His

Asp

val

Asp

120

Leu

Cys

Ser

505

Phe

Gly

Arg

Met

Ile

25

Pro

Pro

Gly

Phe

Asp

105

Ala

Asn

Phe

Leu

53

Glu

Phe

Thr

Cys

10

Pro

Asp

Pro

Gly

Cys

90

Tyr

Val

Asn

Tle

Arg

Met

Phe

Leu
555

Ile

Ala

Arg

val

Gly

75

Gln

Arg

Asp

Ser

Met

155

Ala

Lys

His

540

Asp

His

Thr

Lys

Thr

60

Phe

Ser

Leu

Ala

Glu

140

Gly

Ile

510

Ala Pro Glu Gly

525

Asn Lys Vval Vval

Asn

Pro

Thr

45

Lys

Ile

Ile

Ala

Leu

125

Val

Cys

Glu

Pro

Leu

30

Ser

Asn

Leu

Ala

Pro

110

Asn

Trp

Ser

Met

Glu

15

Asp

Leu

Lys

Phe

Thr

95

Glu

Trp

Leu

Ser

Asp

Glu

Gln

Arg

Leu

Asn

80

His

Asn

Val

Lys

Gly

160

Leu



Glu Pro

Ser Leu

Leu Pro
210

Gly Ser
225

Gly Ser

Val Gly

Lys Met

Gly Gly
290

Fhe Leu
305
<210> 19
<211> 348
<212> PRT

Ala

Glu

195

Leu

Thr

Ser

Phe

Leu

275

Tyr

Glu

<213> Papaver somniferum

<400> 19
Met His
1

Met Glu

Leu Ala

Arg Thr

50

Leu Lys

Gly

Gly

Ser

35

Thr

Ala

Lys

180

Arg

Ala

Arg

Ser

Tyr

260

Glu

His

Lys

Gln

Thr
20

Trp

Val

Leu

165

Ile

Thr

Val

Asp

Gly

245

Gly

Glu

Gly

Leu

Lys

Gly

Leu

Arg

Pro

ES 2 648 967 T3

Asn

Glu

Arg

His

230

Asn

Asp

Lys

val

Lys
310

Asn

Lys

Ile

Ser

Glu

Gly

Ser

Asp

215

Val

Met

Pro

Gly

Leu

295

His

Ile

Ile

Met

Asp

55

Ala

Leu

Asp

200

Val

Tyr

val

Leu

val

280

Cys

Phe

Ser

val

Arg

40

Pro

Thr

Ile

185

Ser

Met

Cys

Gly

Ile

265

Lys

Phe

Ile

Glu

Cys

25

Leu

Lys

Glu

54

170

Leu

Lys

Trp

Asn

Leu

250

Asp

Val

Asp

Leu

Arg

10

val

Leu

Phe

Lys

His

Val

Glu

Pro

235

Ile

Arg

Glu

Pro

Asn
315

Tyr

Thr

Glu

Arg

Leu

Cys

Ile

Leu

220

Asn

Glu

Gln

Thr

Met

300

Asp

Gln

Gly

Arg

Glu

60

Gln

Pro

Asn

205

Ala

Ile

Arg

Ile

Trp

285

Ile

Glu

Lys

Gly

Gly

45

Asp

Ile

Phe

190

Asn

Leu

Asp

Cys

Gln

270

Ile

Arg

Phe

Phe

Ala

30

Tyr

Val

Phe

175

Phe

Gln

Pro

His

Phe

255

Leu

Glu

Glu

Ile

Lys

15

Gly

Ser

Ser

Glu

Gly

Aszp

Leu

Asp

240

val

val

Gln

Thr

Tyr
320

Glu

Tyr

val

His

Ala



65

Asp

Gly

Leu

Gln

Ser

145

Ile

Glu

Thr

Val

Pro

225

Ser

val

Arg

Phe

Lys
305

Leu

Val

Glu

Ser

130

Ala

Asp

Gln

Glu

Thr

210

Pro

Met

Ala

His

Ile

230

Asp

Glu

Phe

Lys

115

Cys

Asp

Glu

Val

Arg

195

Ile

Pro

Met

Leu

Ile

275

Ser

Ile

Asn

Leu

100

Ile

Leu

Ala

Thr

Ile

180

Ala

Leu

Ser

Leu

Ala

260

Cys

Glu

Glu

Pro

85

val

Ile

Lys

Ala

Ile

165

Pro

Cys

Pro

Val

Gly

245

His

Ser

Asn

Glu

ES 2 648 967 T3

70

Glu

Ala

Lys

Ser

Met

150

Trp

Gly

Leu

Pro

Ser

230

val

Ile

Ser

Tyr

Gln
310

Ser

Gln

Thr

Lys

135

Met

Ser

Leu

Lys

Leu

215

Ile

Arg

Phe

Val

Pro

2395

Glu

Phe

Gly

Cys

120

Thr

Ile

Glu

Pro

Phe

200

val

Ala

Leu

val

Asp

280

Glu

Pro

Asp

Met

105

val

val

Ser

Val

Ser

185

Ser

Val

Leu

Glu

Phe

265

Phe

Phe

Val

55

Asp

90

Asn

Glu

Lys

Asn

Asp

170

Tyr

Glu

Gly

Ser

Asn

250

Glu

Pro

Asn

His

75

Ala

FPhe

Gly

Lys

Leu

155

Asn

Val

Glu

Pro

Ile

235

Ala

Cys

Met

Val

Leu
315

Ile

Ala

Thr

val

140

Lys

Phe

Val

His

Phe

220

Ile

val

Glu

His

Pro

300

Ser

Asn

Glu

Leu

125

val

Ala

Ile

Ser

Gly

205

Ile

Ser

His

Lys

Asp

285

Thr

Ser

Gly

Glu

110

Arg

Tyr

Val

Ser

Lys

190

Leu

Thr

Gly

Ile

Ala

270

Leu

Asp

Asp

Cys

95

Tyr

Ile

Thr

Lys

Lys

175

Val

Asp

Pro

Asp

Asp

255

Lys

Pro

Leu

Lys

80

Val

Thr

Leu

Ser

Glu

160

Pro

Leu

val

His

Val

240

Asp

Gly

Lys

Leu

Leu
320



Leu Ser Met

Agp Ala Ile

<210> 20
<211>471
<212> PRT

<213> Papaver somniferum

<400> 20

Met Ala Thr

1

Ile

Ser

Phe

Asp

€5

Fhe

Asn

Cys

Ser

Gln

145

Ser

Leu

Lys

Leu

Tyr

50

Asp

Tyr

Asp

Asp

Glu

130

Val

Asn

Ala

Pro

Leu

35

Pro

Leu

Pro

Glu

Phe

115

val

Asn

Lys

Gly

Gly

Arg
340

Met

Arg

20

Asp

Ala

His

Met

Gly

100

Met

Ala

Met

Ile

Thr
180

Phe
325

Cys

Ser

Asn

Gln

Ala

Leu

Ala

85

Ile

Met

Ser

Phe

Ala

165

Thr

ES 2 648 967 T3

Gln

Ala

Ser

Pro

Tyr

Ser

Leu

70

Gly

Asp

Lys

Thr

Asp

150

Asp

Asn

Phe

Lys

Ala

Thr

Ser

Asp

lys

Arg

Phe

Ser

Asn

135

Cys

Ala

Ile

Lys

Glu

Ala

Pro

Ser

40

Ala

Arg

Met

Phe

Asp

120

Phe

Gly

Cys

Ala

Tyr

Lys
345

vVal

Tyr

25

Leu

Asn

Ser

Lys

Glu

105

Ala

val

Gly

Thr

Arg
185

56

Asp
330

Gly

Glu

10

Gln

val

Ser

Leu

Asp

val

His

Lys

Thr

Met

170

Arg

Phe

Phe

Val

Leu

Tyr

Thr

Ser

75

Asn

Arg

Leu

Glu

Ala

155

Ile

Gly

Ala

Leu

Ile

Arg

val

Gly

Glu

Met

Ile

Ser

Ala

140

Ile

Thr

Ser

Glu Ile Phe Gly

Ser

Asn

Pro

45

Ser

Thr

Thr

Lys

Leu

125

Gln

Cys

Phe

Ser

Lys

Tyr

30

Ile

Lys

Leu

val

Gly

110

Leu

Vval

Phe

Ile

Ile
130

335

Glu

15

Asn

Ile

His

val

Asp

Arg

Leu

Ile

Cys

Arg

175

Ala

Thr

Met

Leu

His

His

80

Cys

Met

Pro

Vval

Ile

160

Ser

Ala



Pro

Phe

Asp

225

Ala

Asp

Leu

Thr

Gln

305

Pro

Ser

Val

Cys

val

385

Thr

Thr

Asn

Thr

Pro

210

Ser

Ala

Lys

Ile

val

290

Asp

Ala

Thr

Ala

Met

370

Ala

Ser

Pro

Met

Thr

195

Pro

Thr

Lys

Tyr

Trp

275

Thr

Ala

Thr

Ser

Leu

355

Glu

Lys

Trp

val

val
435

Asn

Ser

Ser

Ile

Lys

260

Lys

His

Ser

Thr

Asn

340

Leu

Lys

Asp

Cys

Trp

420

Phe

Gln

Glu

Val

Thr

245

Cys

Ser

Ala

Phe

Ala

325

Glu

Arg

Ile

Ser

Lys

405

val

Met

ES 2 648 967 T3

Asn

Gln

Asp

230

Ser

His

Ala

Met

Gly

310

Thr

Glu

Ile

Asp

390

Phe

Thr

Asn

Leu

Leu

215

Lys

Ala

Arg

val

Asn

295

Asn

Thr

Gln

Glu

Gln

375

val

Gly

Thr

Asp

val

200

Ala

Leu

Arg

Pro

Tys

280

Phe

Leu

Thr

val

Ile

360

Lys

Glu

Phe

vVal

Met
440

Pro

Ser

Val

Glu

Thr

265

Ser

Arg

Cys

Asn

Ala

345

Asp

Phe

Asp

Tyr

Pro

425

Lys

57

Ser

Gln

Ser

Lys

250

Arg

Ala

Lys

val

Pro

330

Leu

Lys

Ile

Lys

Glu

410

Leu

Cys

FPhe

val

Lys

235

Leu

val

Pro

Lys

val

315

Ala

Asp

val

Tyr

val

395

Ala

Ile

Gly

Asp

Ser

220

Arg

Gln

Glu

Pro

Met

300

val

Thr

Glu

Lys

Gly

380

Thr

Asp

Glu

Glu

Ser

205

Tyr

Phe

Ser

val

Gly

285

Asp

Thr

Lys

Leu

Gly

365

His

Ala

Phe

Pro

Gly
445

Thr

Pro

Val

Leu

val

270

Ser

Pro

Ala

Lys

Ser

350

Asp

Asp

Leu

Gly

Lys

430

Ile

Ser

Thr

Phe

Met

255

Ser

Ile

Pro

vVal

Val

335

Asp

Lys

Ala

Phe

Trp

415

Tyr

Glu

Leu

Gln

Asp

240

His

aAla

Ser

Leu

Leu

320

Ser

Phe

Gly

Ser

Met

400

Gly

Lys

val



10

15

20

25

30

ES 2 648 967 T3

Trp Val Asn Phe Leu Glu Asp Asp Met Thr Lys Phe Glu Hig His Leu

450

455

Arg Glu Ile Leu Gln Leu Phe

465

<210> 21

<211> 350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VIGS:

<400> 21
tggtcataat catcaatcag
tggtgtetgt tatctttcag
actaagagcet gcecgatggage
aaaagtttcg gcttctgaaa
agctatgtat ttggatagaa
tactacaaaa aaatcaatca

<210> 22

<211>213

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VIGS

<400> 22

gtgtaactaa gccagcgcta
taattgatgt cggtggtggt
acataaaagg tgcggtaatc

gtgttgagtt catcagcggt

<210> 23

<211> 264

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VIGS

<400> 23
tttgagtaat ggtgaaaaga

atttgggata ggtcggagga

ggtgctgece cgtcttatte

agatatggca gaaatggcag
ggtcaatcct

<210> 24

<211>119

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VIGS <400> 24

cgagagtaga

470

ccacagtcac
aaacggctaa
taaatgtgtt
ttgecctectaa
ttettegact

acagaggagyg

atacaaggat
cacggtgaca
gatttaccac

gatatattca

tggatgtgga
tgtgeogetgg
atgggtttga
gcatggtgat

tgtt

460

taaaatcact gcttctaatg aaagcagcaa 60
cttggggaag ttaatatgca ttecaatgge 120
ccaacttate tcaaagttcg gaactgacge 180
aatgccaaac gcgaagaata atcctgaage 240
gctcggggeca agttctatte tttetgttte 300
agatgatgta gtagtacatg 350
gtggcaaaat cctgaacgga gttacatcgt 60
ctatggeeta catagttgaa goetttteete 120
atgttgttga agccgctccg gagecgtccag 180
agt 213
ttacaaaggt cacaatcatg aattcatacc 60
tatgetttgg gecatcggagg tgattcattt 120
tatgaaagca gcaagtgcca atgggaaagt 180
ttgttttaag aagacacctc ttgaagttat 240

264

58



10

15

20

25

30

atgatcatga gtaacttatg

gctgtgttaa tcattttcag
<210> 25
<211> 196
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VIGS
<400> 25
taggagggta tgtccggeta

taettatteaa ggatatgaaa
aatgatagcc atgtcgtgcc

gccgaggcgyg agttaa
<210> 26
<211> 186
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VIGS
<400> 26
tcctatatat gctaattaat

ctaatgaaca agatgaataa
accctcattt ggttgtattc

tggtgy
<210> 27
<211> 204
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VIGS
<400> 27
tggcagatce ttatgaattc

gaaattttcc gattcctget
ctgataggaa aacctcactt

agaataagct gettectatce
<210> 28
<211> 323
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VIGS
<400> 28

ES 2 648 967 T3

gattcttacg cteatttcta ccatattage agtetttget

gagaagaata tcagcatcca caacggaatg gcctgttgg

tagtttcatc actgcagacg atgcattatg cgttggcgcg
tgaaatcage cagectegat gggaaggtga atatggaaga

acaagatgag ccctcttgaa gttattatca gtcctcggga

tagatgaata aaatctgtgg tcgagtaaat ctaattaatg
aaaattttet ttetgetttt getttggtta gggttatttg

gttggcgcac aacttttgtg cttcttaata taattccttt

ctaatgtgeca ttcacaatcc tgaagaagat accctaacaa
actcccttag atcaaaacac caaagacatt tctttaaatce
cgaatctttc ggccaccaac caaagaacct cctgtaacaa

ataa

59

60

119

60

120

180

196

60

120

180

186

60

120

180

204



10

15

20

25

30

35

40

45

gaaattgacg
attcctggat
ttttetgaag
tttatcacte
gtgtcgatga

gcacacatat

agacaatatg
tgceccteata
aacatggttt
ccecatectec
tgcttggtgt

tcgtttttga

<210> 29
<211> 117
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VIGS
<400> 29
cctaagagag atcctccaac

tcgtgtttgt ccatcttaac
<210> 30
<211> 129
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VIGS
<400> 30
gatcatcttc tcttcagcag

tgcaaggaat attatgaccc

gaatggatc
<210> 31
<211> 22
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 31
gattcccgat ttactcctga tg 22
<210> 32
<211> 30
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 32
aacacaaaat acgattactt acttttgtcc
<210> 33
<211> 23
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 33
tgcctcatgt tatttctgtt gcc 23
<210> 34
<211> 26
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
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gtcagaagtt
tgtggtttca
ggatgttgtt
tcccagtgta
tagacttgaa

atg

tgttttgatt

taccatcttt

aagtccectce

aaacaaatcc

30

gacaatttca
aaggtactga
actatactte
tctatagcte

aatgcggtac

ttcaaccgtt

attctcttgt

ttaagcgtat

atgcttgagt

60

ttagcaaacc
cagaaagagc
cteegttggt
tttecgataat

atatagatga

tcectaatag

tttcatactt

acgctgacat

tggtatttge

ggaacaagtt
ttgectaaag
tgttggacct
ttcaggtgat

tgttgcttta

aggtcaattg

gtatttg

gtcagtgaca

acccgetgag

60

120

180

240

300

323

60

117

60

120

129
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<223> Cebador

<400> 34

gcatgaaatg gatgtagtta tcttgg 26
<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 35

attgatgtcg gtggtggtca cg 22
<210> 36

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 36

attcccgttc aagtaaacat gcgg 24
<210> 37

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 37

gcaactgttt cattaacagg cacatcc 27
<210> 38

<211>29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 38

cagtaaattc acacattccg tatcttccc 29
<210> 39

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 39

gcttcagceat tggttaacga gtgce 24
<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 40

gagggtaagc ctcaataaca gactgg 26
<210> 41

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 41

agaccgtttg taccgaattc tgc 23
<210> 42
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<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 42

tcgttccatt cgtgaagaat gc 22
<210> 43

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 43

gaaccattaa acacttgagt catgc 25
<210> 44

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 44

tgcaattgaa tttagctcat ctcc 24
<210> 45

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 45

ttgatgaacg acaaggaacc g 21
<210> 46

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 46

attcatgatt gtgacctttg taatcc 26
<210> 47

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 47

atgtggaaaa cggtaagcaa gtgg 24
<210> 48

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 48

acgattctgt catcatcatt ttcgc 25
<210> 49

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 49

caacctcaat ctagctagag tcg
<210> 50

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 50

cccaagattt tcatatcctt tacaa
<210>51

<211>31

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 51

caataattga gtaatttcag ttcattcatg g

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 52

gctcecgtaag tgctectgtg
<210>53

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 53

gaattgtggt aaaaaattag atgcag

<210> 54

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 54

cccttcacat ctaccatccc tt
<210> 55

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 55

caaagagtca atctgactca agctagc

<210> 56

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 56

cgagtgccca tgcagtgg
<210> 57
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<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 57

tcaaaccctg ctactaacac ttacttgc 28
<210> 58

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 58

cactccatca gacacacaag acc 23
<210> 59

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 59

ttttatcgac cttgaggaac aattagg 27
<210> 60

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 60

aaatggcagt tccaccgc 18
<210> 61

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 61

gacttcatga tgaaatcaga tgcac 25
<210> 62

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 62

cactgctgac ttccatatca aagc 24
<210> 63

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 63

atgctgttga tgctttaaac tggg 24
<210> 64

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 64

agctgaattt gtcgatcaat aagtgg
<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 65

aataaaaatc caacaatggc agatcc
<210> 66

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 66

actggcatga tatgcaacat tagc
<210> 67

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 67

ggaagatgtg agccacctta aagc
<210> 68

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 68

gatacactgg gaggaggatg gg
<210> 69

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 69

gagagtaacc acatctttgt tgtcgg
<210>70

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 70

cggcaaaatt cattccttga gc
<210>71

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 71

gtttactccc acgtgcatc
<210> 72

19
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<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 72

cattcctcgt ctaattcatc tgc 23
<210>73

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 73

gtttactccc acgtgcatc 19
<210> 74

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 74

gcttcactac ttcttcttga aaag 24
<210> 75

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 75

aaacaatgct ggggttgc 18
<210>76

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 76

cattataatt tccaatgccg tagttc 26
<210>77

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 77

taagagaggg agaccacgag 20
<210> 78

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 78

cattcgttgt tgttgctggt aag 23
<210>79

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>
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<223> Cebador

<400> 79

cttatgaagc taggtaatgg tatgga 26
<210> 80

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 80

catcctcatt gcttgtgtcc 20
<210>81

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 81

ctctaaaatg ccaaacgcg 19
<210> 82

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 82

gaccctttgg gacttcctcg 20
<210> 83

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 83

cgtgttgttt ggtcccteg 19
<210> 84

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 84

tgcctcatgt tatttctgtt gcc 23
<210> 85

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 85

gattcccgat ttactcctga tgg 23
<210> 86

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 86

aacacaaaat acgattactt acttttgtcc 30
<210> 87
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<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 87

tgcctcatgt tatttctgtt gcc 23

<210> 88

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 88

gcatgaaatg gatgtagtta tcttgg
<210> 89

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 89

tcccttgact ttaataccct ¢ 21

<210> 90

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 90

cacaccaaac ttgatcattg tc
<210>91

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 91

attgttgata ttgaatcaga aactttc
<210>92

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 92

tcaataccag tactgttagt ttccg
<210> 93

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 93

gcaactgttt cattaacagg cacatcc
<210> 94

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>
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<223> Cebador

<400> 94

attgatgtcg gtggtggtca cg
<210> 95

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 95

gcacactgtc tttttcttcc acc
<210> 96

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 96

accggaatga gaatgcataa agtaaagg

<210> 97

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 97

ccaataccca atcaattaaa ctc
<210> 98

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 98

cagtaaattc acacattccg tatcttccc

<210> 99

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 99

attgtatagc caaagttgca ggtaggg

<210> 100

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 100

agaccgtttg taccgaattc tgc
<210> 101

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 101

gcagtgaaag ccatatccaa agc
<210> 102
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<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 102

tcccttgact ttaataccct ¢
<210> 103

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 103

tcgttccatt cgtgaagaat gc
<210> 104

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 104

gagggtaagc ctcaataaca gactgg

<210> 105

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 105

gaaccattaa acacttgagt catgc

<210> 106

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 106

ttgatgaacg acaaggaacc g
<210> 107

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 107

tcgacagcgc ttacgaacg
<210> 108

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 108

tcccttgact ttaataccct ¢
<210> 109

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>
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<223> Cebador

<400> 109

tgcaattgaa tttagctcat ct
<210> 110

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 110

attcatgatt gtgacctttg taatcc
<210> 111

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 111

gacagagggc ccaagttaag g
<210> 112

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 112

agcaaaccat tcgtccatcc
<210> 113

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 113

tacgacaggt tgctagcttg g
<210> 114

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 114

aataatggat cagtcacggc ttcc
<210> 115

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 115

aatccatcag attttcaacc agagagg
<210> 116

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 116

tgtcagccaa ccattcgtcc atcctaac
<210> 117

22

20

21
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<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 117

ggcttccecgg agatgaccca gattttat 28
<210> 118

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 118

ttgttatttt catgactatt accaccagct tcctctta 38
<210> 119

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 119

agtggaggag gcacaaaagt taggatggac 30
<210> 120

<211>29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 120

ccatgtctga taaatacggg tcggtgttc 29
<210> 121

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 121

ttgttgataa ggacgactaa gaataagcag aagata 36
<210> 122

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 122

acgattctgt catcatcatt ttcgc 25
<210> 123

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 123

agtcgtgtat cgttcgctta atgc 24
<210> 124

<211>29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 124

catgcctatc tatttcctcc cttgecctc 29
<210> 125

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 125

tgtcagccaa ccattcgtcc atcctaac 28
<210> 126

<211>31

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 126

tgttcgatca cgttgtctet ttttgccata a 31
<210> 127

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 127

taacaataaa agtactgata atggtggtcg aaggagaa
<210> 128

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 128

tattgatgtg gaccagtacc 20
<210> 129

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 129

tgtaactctt ggtcacatgg 20
<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 130

cgcgtacttg acatttaacg 20
<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 131

ggatcatcgc caaaagaaac 20
<210> 132
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<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 132

caaagagtca atctgactca agctagc 27
<210> 133

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 133

tgaaatgcct gagatcacta aaatcg 26
<210> 134

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 134

tcaaaccctg ctactaacac ttacttgc 28
<210> 135

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 135

tgtaaagaca cttcattgat gggc 24
<210> 136

<211>31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 136

ttcgatttgt gtaaacatta atgatatttg g 31
<210> 137

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 137

gagatgatca agtggtttaa ccattcc 27
<210> 138

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 138

cgagtgccca tgcagtgg 18
<210> 139

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 139

aataaaaatc caacaatggc agatcc
<210> 140

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 140

atgctgttga tgctttaaac tggg
<210> 141

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 141

ggttaatcga gagatgtttt gtggtagg
<210> 142

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 142

cgatgacaca gagcaagaac gac
<210> 143

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 143

cgcgggtata tgtgtagcaa tcg
<210> 144

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 144

cggcaacgcc agttccc 17
<210> 145

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 145

ctaacaggca aacaataaca ggttgc
<210> 146

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 146

ggaagatgtg agccacctta aagc
<210> 147
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<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 147

aaaggtactg acagaaagag cttgcc 26
<210> 148

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 148

agatacactg ggaggaggat ggg 23
<210> 149

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 149

cggcaaaatt cattccttga gc 22
<210> 150

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 150

aacatatagc caaaggactc ttcg 24
<210> 151

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 151

aggatacaca atgacccaac 20
<210> 152

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 152

ttttatcgac cttgaggaac aattagg 27
<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 153

tgttcactag gtggaaagag 20
<210> 154

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador
<400> 154

agtacaatac cgagaaatcc gacaag

<210> 155

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 155

gctcaattaa tggaacagta gttaccc
<210> 156

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 156

cgtgttgttt ggtcccteg 19
<210> 157

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 157

gcacactgtc tttttcttcc acc 23
<210> 158

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 158

gcaactgttt cattaacagg cacatcc
<210> 159

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 159

gccagcgcta atacaaggat gtgg
<210> 160

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 160

gcagtgaaag ccatatccaa agc
<210> 161

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 161

tcgttccatt cgtgaagaat gc
<210> 162
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<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 162

gctacgaaag ataatggtgc agc
<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 163

agcaaaccat tcgtccatcc 20

<210> 164

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 164

atgtggaaaa cggtaagcaa gtgg
<210> 165

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 165

acgattctgt catcatcatt ttcgc
<210> 166

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 166

tgaaatgcct gagatcacta aaatcg
<210> 167

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 167

ggaatggtta aaccacttga tcatctc
<210> 168

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 168

atgccagttt aagagcaata gaaatgg
<210> 169

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

ES 2 648 967 T3

23

24

26

27

27

78



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<223> Cebador

<400> 169

gggaactggc gttgccg 17
<210> 170

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 170

gaagatgtga gccaccttaa agc 23
<210> 171

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 171

gctcaaggaa tgaattttgc cg 22
<210> 172

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 172

tcecttgact ttaataccct ¢ 21
<210> 173

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 173

ggaacataag atttaactcc gcctc 25
<210> 174

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 174

aaactcgaga agcttggtca taatcatcaa tcag
<210> 175

<211>31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 175

aaaggtaccc atgtactact acatcatctc ¢
<210> 176

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 176

aaactcgaga agcttgtgta actaagccag cgc
<210> 177

31
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<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 177

aaaggtacca cttgaatata tcaccgc 27
<210> 178

<211>29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 178

aaaggatcct ttgagtaatg gtgaaaaga 29
<210> 179

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 179

aaaggtacca acatctactc tcgaggattg 30
<210> 180

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 180

aaactcgaga agctttagga gggtatgtcc ggc 33
<210> 181

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 181

aaaggtacct taactccgcc tcggctcc 28
<210> 182

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 182

aaaggatcct tcagttcatt catggcg 27
<210> 183

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 183

aaaggtaccg ttcatagtaa ataataacag gcg 33
<210> 184

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 184

aaactcgaga agcttatgat catgagtaac ttatgga 37
<210> 185

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 185

aaaggtaccc caacaggcca ttcegttg 28
<210> 186

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 186

aaaggatcct ggcagatcct tatgaattcc 30
<210> 187

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 187

aaaggtacct tatgatagga agcagcttat tc 32
<210> 188

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 188

aaaggatccg aaattgacga gacaatatgg 30
<210> 189

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 189

aaaggtaccc attcaaaaac gaatatgtgt gc 32
<210> 190

<211>31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 190

aaaggatccc ctaagagaga tcctccaact g 31
<210> 191

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 191

aaaggtacca atacaagtat gaaaacaaga gaataa 36
<210> 192
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<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 192

gaggtgttca ttgccatgtc aa
<210> 193

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 193

gtttcgcaag ctcctgcata gt
<210> 194

<211> 39

<212> AND

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222>(12)_(12)
<223>nisa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(38)
<223>V=A,CorG
<222>(39)(39)

<223>N=A/T or C/IG
<400> 194
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22

22

attctagatc cracatgttt tttttttttt tttttttvn 39
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende un grupo de genes que codifica dos o mas
polipéptidos implicados en la biosintesis de alcaloides opiaceos o intermedios, en donde uno de dichos dos
genes comprende una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en;

i) una secuencia de nucle6tidos como se expone en la SEQ ID NO: 9;

i) una secuencia de nucleétidos donde dicha secuencia esta degenerada como resultado del cédigo genético de
la secuencia de nucleétidos definida en (i);

iii) una molécula de é&cido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida en condiciones de hibridacion
rigurosas con la secuencia en la SEQ ID NO: 9 y que codifica un polipéptido que tiene actividad
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta; y

iv) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en la SEQ ID NO: 19 o una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene una
identidad de secuencia de aminoacidos del 46% a través de la secuencia de aminoacidos de longitud completa
expuesta en la SEQ ID NO: 19 donde dicho polipéptido tiene actividad deshidrogenasa/reductasa de cadena
corta.

2. Un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

i) un polipéptido que comprende o0 que consiste en una secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ
ID NO: 19; 0

i) un polipéptido modificado que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos modificada donde
dicho polipéptido se modifica por adicion, delecion o sustitucion de al menos un residuo de aminoacido de la
secuencia presentada en la EQ ID NO: 19 y que ha retenido o mejorado la actividad de
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta; o

iii) un polipéptido modificado que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos un
46% idéntica a la secuencia de aminoacidos de longitud completa en la EQ ID NO: 19 y que codifica un
polipéptido con actividad deshidrogenasa/reductasa de cadena corta.

3. La molécula de &cido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la molécula de
acido nucleico incluye ademas una o méas secuencias de nucleétidos seleccionadas del grupo que consiste en:

i) una secuencia de nucledtidos representada por la secuencia enla SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 80 10;

i) una secuencia de nucleétidos donde dicha secuencia esta degenerada como resultado del cédigo genético de
la secuencia de nucleétidos definida en (i);

iii) una molécula de acido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida en condiciones de hibridacion
rigurosas con la secuencia en la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 10 donde dicha molécula de acido nucleico
codifica polipéptidos implicados en la biosintesis de alcaloides opiaceos de P. somniferum o intermedios en la
biosintesis de alcaloides opiaceos;

iv) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
como se representa en SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 20.

v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
donde dicha secuencia de aminoacidos se modifica por adicion, delecién o sustitucion de al menos un residuo de
aminoacido como se representa en iv) anterior y que ha retenido o mejorado la actividad biosintética del alcaloide
opiaceo .

4. La molécula de &cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, donde
dicha molécula de &cido nucleico incluye la SEC ID NO: 9 y ademas incluye una 0 mas secuencias de
nucleotidos seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO. 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8y 10.

5. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 3, donde dicha molécula de
acido nucleico incluye 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 secuencias de nucleétidos seleccionadas del grupo que consiste en:
SEQIDNO: 1, 2,3,4,5,6,7,8,9y 10.

6. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 5, donde dicha molécula de acido
nucleico incluye cada una de las secuencias de nucle6tidos como se representa en la SEC ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9y10.

7. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicacionesl, 3-
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6.

8. Una célula transgénica transformada o transfectada con un vector de acuerdo con la reivindicacion
7.

9. La célula transgénica segun la reivindicacion 8, donde dicha célula es una célula vegetal o célula
microbiana.

10. Una molécula de acido nucleico que comprende un casete de transcripcion donde dicho casete

incluye la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 9 y esta adaptado para la expresion mediante la provision de al
menos un promotor unido operativamente a dicha secuencia de nucleétidos de modo que las moléculas sentido y
antisentido se transcriban a partir de dicho casete.

11. Un proceso para la modificacion de uno o mas alcaloides opiaceos que comprende:

i) proporcionar una célula vegetal transgénica segun 9;
ii) cultivar dicha célula vegetal para producir una planta transgénica; y opcionalmente
iii) cosechar dicha planta transgénica, o parte de la misma.

12. Un proceso para la modificacion de uno o mas alcaloides opiaceos o metabolitos intermedios de
alcaloides opiaceos que comprende:

i) proporcionar una célula microbiana transgénica segun la reivindicacién 9 que expresa una o mas moléculas de
acido nucleico de acuerdo con la invencién en cultivo con al menos un alcaloide opiaceo o un metabolito
intermedio de alcaloide opiéceo;

ii) cultivar la célula microbiana en condiciones que modifican uno o mas alcaloides opiaceos o alcaloides
opiaceos intermedios; y opcionalmente

iii) aislar dicho alcaloide opiaceo o intermedio alcaloide opiaceo de la célula microbiana o cultivo celular.

13. El uso de un gen codificado por una molécula de acido nucleico que comprende o que consiste en
la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 9, o una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones de
hibridacion rigurosas con la secuencia de nucleétidos en la SEQ ID NO: 9 y codifica un polipéptido con actividad
de deshidrogenasa/reductasa de cadena corta como un medio para identificar un locus donde dicho locus esta
asociado con la expresion o actividad alterada de dicha actividad biosintética del alcaloide opiaceo.

14. Una planta de P. somniferum que tiene una expresién alterada de un polipéptido de
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta segun la reivindicacion 2, que comprende los pasos de:

i) mutagénesis de semillas de tipo silvestre de una planta de P. somniferum que expresa dicho polipéptido de
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta;

i) cultivo de la semilla en i) para producir las primeras y posteriores generaciones de plantas;

iii) obtener semilla de la planta de la primera generacién y las siguientes generaciones de plantas; y

iv) determinar si la semilla de dicha primera y siguientes generaciones de plantas tiene una secuencia de
nucleédtidos alterada y / o una expresion alterada de dicho polipéptido de deshidrogenasa/reductasa de cadena
corta.

15. Un procedimiento para el analisis de una planta, que comprende

i) obtener una muestra de la planta de acuerdo con la reivindicacién 14 y analizar la secuencia de acido nucleico
de una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos como se representa en 9;

b) una molécula de acido nucleico que se hibrida con la molécula de acido nucleico en a) bajo condiciones de
hibridacion rigurosas y que codifica un polipéptido con actividad biosintética de alcaloides; y opcionalmente

c) comparar la secuencia de nucleétidos de la molécula de acido nucleico en dicha muestra con una secuencia
de nucledtidos de una molécula de acido nucleico de la planta original de tipo salvaje y donde la molécula de
acido nucleico se analiza mediante un método que comprende los pasos:

ii) extraer acido nucleico de dichas plantas mutadas;
iii) amplificacion de una parte de dicha molécula de acido nucleico mediante una reaccion en cadena de la

84



ES 2 648 967 T3

polimerasa;
iv) formar una preparacion que comprende el acido nucleico amplificado y el acido nucleico extraido de la semilla

de tipo silvestre para formar acido nucleico heteroduplex;
V) incubar dicha preparacién con una nucleasa monocatenaria que corta en una regién de acido nucleico

heterodlplex para identificar la falta de coincidencia en dicho heteroduplex; y
vi) determinar el sitio del desapareamiento en dicho heterodlplex de acido nucleico.

16. Un vector viral que comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 4 (cont 1)
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Figura 4 (cont 2)
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Figura 4 (cont 4)
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Figura 4 (cont 5)
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Figura 5
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Figura 5 (cont 1)
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Figura 5 (cont 2)
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Figura 6
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Figura 6 (cont 1)
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SEQID NO: 1 PSMT1

Comienzo Fin Caracteristica

i 66 regién no traducida 5'
67 877 exon 1
878 993 intrén 1
994 1058 exon 2

1059 1841 intrén 2
1842 2138 exon 3
2139 2306 regién no traducida 3

> PSMT1
CACACCAAACTTGATCATTGTCATAAAAAACAGTCCTAATTGTCATCAATCAAAAACAGTCCTAACATGGCTACC
ARTGGCGAAATTTTCAATACCTATGGTCATAATCATCAATCAGCCACAGTCACTAAAATCACTGCTTCTAATGAA
AGCAGCRATGGTGTCTGTTATCTTTCAGRAACGGCTAACTTGGGGAAGTTAATATGCATTCCAATGGCACTAAGA
GCTGCGATGGAGCTAAATGTGTTCCAACTTATCTCAMRAGTTCGGAACTGACGCARAAGTTTCGGCTTCTGAAATT
GCCTCTARAATGCCAAACGCGAAGAATAATCCTGAAGCAGCTATGTATTTGGATAGAATTCTTCGACTGCTCGGE
GCAAGTTCTATTCTTTCTIGTTTCTACTACAAAAAAATCAATCAACAGAGGAGGAGATGATGTAGTAGTACATGAG
ARGCTTTATGGGTTAACAAATTCGTCGTGTTGTTTGGTCCCTCGACAAGAAGACGGGGTCTCATTAGTCGAAGAA
TTGCTATTCACATCTGACAAGGTTGTTGTGGATAGTTTTT TCAARCTGARATGTGTGGTCGAAGAARARGACAGT
GTGCCATTTGAGGTTGCTCATGGTGCTAAAATCTTTGAGTATGCTGCTACAGARCCAAGRATGAATCAAGTATTT
AACGATGGAATGGCAGTTTTCTCTATTGTTGTTTTTGAGGCTGTTTTTAGAGTTTACGATGGATTTCTTGATATG
ARAGAATTGTTAGATGTTGGTGGTGGTATTGGTACTTCGGTTAGTAAGATTGTTGCTAAATACCCTTTGATTCGC
GGTGTCAACTTCGACTTGCCTCATGTITATTTCTGTTCCCCCTCARTACCCAGGTATACCTTCTTCTTCTTTTTTC
TGAAAAGAACGGGTTCGAATTTTTACAGAATTTTTTTTCTCATTCGATACTCAAGCAACTCTATTARAGTATACT
GTGTAATAATGCATGCAGGTGTAGAGCATGT TGCAGGAGATATGT TCGAGGAAGTCCCAAAGGGTCAAAACATGT
TGCTAARAGTAAGCTAACCATACTCAATTTTCTTAATAATTAGGAAAATTGCARAAACCGTCACAATATTATAAA
GGCATCTGARGTGCCATCACTCAGATACCGATGCTATGTACTCTATACAT TGACARAATTCCATGGTATCAAGTC
TCAACCTGCCGGTTATAATAATTTTITTTCAGGCT TTCTTTAAAAGARATTATTTTGAATGGTAAARATCATCATT
ATATTGGAGAAANGTGCAGATCTTGCTACATTAAAATTTATAATATAATARAACATTTGTTTATGGTTGTTTGAA
ARRARAAAATCTCATTIGTTAATGCATCTTTCTAAGTTAATGGTGATTAATGGTGRATAATATGATATCTTATTACC
GTCTTGACACTTTTTTTTTTGTCGTAGACARAAATATTTCCAACTTTTCTATATTAATARAATCAGAAATATTITCA
TTTATATGAATATTARAATAAGARAGGCTGCATGAGTAATATTCCARATTTCTTARAGCGTTTTTTATAGCAGTACG
GCGTTTTCTCAAATCT TATTAACCCATAATTARAGGGTTTCCGTARATTARATTGAGGGATATCARAACAARAAC
ARAAAATAGEGGTTATTTTGCAGTARAATCAATAACCCCTTATCATATGAAAAGGATAACTTAGTCTACCCCAATT
TGGAGAGATATGGGCAATTATTGTATTACTAGTTCGTTTGAGCATTGATAATATTTT TCATTAGATTTATACTCA
ATAARATATATGAACTATATTGATAARGATTAATAATGCAGTGGGTACTGCACGATTGGGETGATGAACGATGTS
TGAAGCTGTTARAGAATTGTTGGARCTCATTACCTGTGGGTGGARAAGTTTTGATAATCGAGTTTGTTCTCCCGA
ATGAACTTGGTAACAATGCTGAATCATTCRAATGCGTTGATTCCCGATTTACTCCTGATGGCTCTGAATCCAGGCS
GTAAAGAGCGAACGATTTCCGAATACGATGATTTAGGCAAAGCAGCTGGATTCATAAAAACTATACCTATCCCTA
TCTCCAATGGTCTTCATGTCATTGAGTTTCACAAATGAATCGTTATTGAGTGCTTTGGTAAT TAAACTACCAAGA
TAACTACATCCATTTCATGCATTTCCTTTTTTTTTTICTTTTTTTTICTTTITTTTICTTTTTGTTTITGTATTCCA
GGTGTGAACTACTTAGTGTGTTGACTGGACAARAGTARGTAATCGTATTTTGTGTT
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SEQIDNO:2 PSMT2

Comienzo Fin Caracteristica
1 74 regiédn no traducida 5'
75 851 exon 1
852 °38 intrén
939 1232 exon 2
1233 1440 regidén no traducida 3'
> PSMT2

GAATCAGAAACTTTCTTCTAAAATCTTTCAATACCAGTACTGTTAGTTITCCGATARGAGCCACACTAATCCATTA
TGGAAATTCATTTAGAAACCCAAGAACAAGAAATGAAATATCAATCTCAARTCTGCGAACCARAATATGTGGCACTG
TTGATACCTCTGTTCTGAGATGTGCAATTCAATTAGGTATATTTGATGCCATTCATAACTCTGGCARACCAATGA
TTACCTTAACCGRATTATCAAGCATTGTTTCATCACCCTCTTCATCTTCAATCGAACCCTGCAACTTCTATAGAT
TAGTGAGATACTTATCCCAAATGGATCTCATTAGTATCGGAGAATGTTTGAATGAAGCARCTGTTTCATTARCAG
GCACATCCAAGTTACTACTTAGAAACCAAGAAAAGAGTTTAATTGATTGGGTATTGGCAATTTCTTGCGAAATGA
TGGTTGTTGTTTGCGCACGAACTAAGTAGCTCTGTTTCAACTCCTGCGGATGAGCCTCCAATCTTCCAGAAGGTTC
ATGGTAARAAATGCTTTAGARATTAGCAGGGGAATTTCCAGAATGGAATGATCTGATCAACAATGCTATGACTAGTG
ATACTAGTGTAACTAAGCCAGCGCTAATACARGGATGTCGGCAARATCCTGRACGCGAGTTACATCGTTAATTGATG
TCGGTGCTGGTCACGGTGCCACTATGGCCTACATAGTTCAAGCTTTTCCTCACATARAAGGTGCGGTAATCGATT
TACCACATGTTGTTGAAGCCGCTCCGGAGCCGTCCAGGTCTTGAGTTCATCAGCGGTGATATATTCAAGTCCATTT
CTAACGCTGATGCTGTGTTGTTGAAGGTATGTARAGAGTAGCTAACCT TAGTGCGTCTAATT TATTCCACAAATT
TTTCTGATGCATTTTATTCTTATTTTTGGTTTTTGCAGTATGTCCTGCACAATTGGGAAGATACGGAATGTGTGA
ATTTACTGAAGAGATGTAAGGAAGCAGTTCCGGCAGACARAGGRARAGTGATCATAATGGATTTAGTAATAGACG
ACGATGATAACAGTATTTTAACGCAGGCAAAGTTGAGCCTTGATCTCACTGTGATGAACCATGGAGGAGGTAGAG
ARAGGACTAAAGAAGAT TGGAGAAATCTAATTGAGATGTCTGGATTTAGTAGGCATCAAATAATTCCAATATCTG
CCATGCCATCAATTATTGTTGCTTATCCTTAGTTAAGTCACCCCCATGTTTACTTGAACGGGAATAAGTTGGEGE
CGTGTTGAATCTGTTAACATCCCAATTGTGCCTTTACTTTATGCATTCTCATTCCGGTAGRAACTGTTTGGGGCA
TTCGGATTCTGCTGAGCCCTTTTATGTATGTTTGTTTGTTGCTTGGT TGCTTTTCAAGTRAACTGRAGTTTCTTCT
CTGTTTTCAAGGCAT
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SEQIDNO: 3 PSMT3

Comienzo Fin Caracteristica
1 120 regién no traducida 5°'
121 846 exon 1
847 994 intrén
995 1288 exon 2
1289 1436 regidén no traducida 3"
> PSMT3

AAGTTGCAGGTAGGGTTATGAGCAAGCTCAARTTATCTCTCCTATARAAGCTAACATTAGAARRACTARTAAGCAC
ACAAACCGTAAAACTTCTCAAGATAGACAAAACAAGAGAARAAAAGATGGAAGTAGTAAGTAAGATTGATCAAGAA
AACCAAGCAAAAARTTTGGAAACAAATTTTTGGT TTTGCAGRAATCATTAGTTCTAAAATGTGCAGTTCAGTTAGAG
ATTGCTGARACACT TCATAATAATGTARAACCCATGTCTTTATCCGAGTTAGCATCTAAACTTCCGGCTCAACET
GTTAATGAAGACCGTTTGTACCGAATTCTGCATTTCTTAGTTCACATGAAACTCTTCAACAAAGATGCTACCACA
CAGAAATATTCATTAGCTCCACCAGCAAAGTATTTGCTRAARAGGCTGGGARAAATCAATGGTTCCTICAATATTA
AGCGTGACTGATAAAGATT TTACAGCTCCATGGAATCATCTTGGGGACGGT TTAACCGGTARCTGTAACGCTTTT
GAGARAGCGTTAGGAAAGGGCATTCGGGTTTATATGAGAGAAAATCCTCGAAAAAGATCAATTGTTTAATGAAGGA
ATGGCTTGTGATACTAGATTATTTGCTTCAGCATTGGTTAACGAGTGCAAAAGTATTTTCAGTGACGGGATCAAT
ACACTTGCCGGTGTTGGCCETGGTACTGGTACTGCAGTGARAGCCATATCCARAGCTTTTCCGGATATTAAGTGC
ACAATCCATGATCTTCCTGAAGT TACCAGTAAAAATAGTAAAATTCCAAGAGATGTTT TTARGTCCGTTCCTAGT
GCAGACGCCATCTTTATGAAGGTAACTTCTAAGAAAT TTTGTTTTAGAATATTCGTTGCAACTCTAATTGACAAC
ATTCATAAARAATATGTTAATGGTCTTAATTTATTAAT TCTAGTAGAGTTACTTAAATGATATACAAAAATTCAA
AATCATATAACATTTGCAGAGCATTCTTCACGAATGGAACGATCAGGAATGTAT TCARATCTTGARAACGATGCAA
AGAAGCAATACCAAAAGGGGGCAAAGTTATCATTGCGGATGTCGTAATAGACATGGACTCGACTCATCCETATTC
MAAATCTAGACTCGCAATGGATT TGGCTATGATGCTCCACACGGGTGGAAAAGAGAGAACTGAAGAAGATTGGAR
BAARACTTATTGATGCTCCAGCTTTTGCTAGCTGTAAAATTACTAAACTATCTGCTCTCCAGTCTGTTATTGAGGL
TTACCCTCATTGAGGATAATTTTTATCCTTCTGTTTTICCCTTTGGTTARTTGT TGCCTTCTCTTTGGATCATGGT
TGCGTTTATAATAAATGCAGCGTTTCTTTCCTGGCGGTAAGTGCAAGARAGARARAGCTTCCAGRAACTTICCTTG
AGTATGCCTGE
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SEQIDNO: 4 CYpP82x1

Comienzo Fin Caracteristica
1 130 regién no traducida 5°'
131 800 exon 1
BO1 © 881 intrén 1
882 1216 exon 2
1217 1298 intrén 2
1299 1916 exon 3
1917 1921 regién no traducida 3!

CTTGAGTCATGCCTTGATATGCTCATATTTTAGT TTGTCATATTCACTATAACTATAAATTTCAATACAATTTCT
AAAACTCATCATCATTCAAGAGAGATACAAATACCTTGATATCCTTTTATCATCAATGGAGT TATTCATARAGTT
ACCATTTATCCAACCARTTCCTTTCAGTATTATTCTTGTTACTACAGTTTCGATTGTTCTATTATACAGTGTCTT
CTTCTGGGTTACTGATAAGAAAAAGAAGAGGARGAAARGCACCAAATGCTGCAGGCGGCATGGCCGTTAATAGGTCA
TCTCCGTCTATTGATGAACGACAAGGAACCGTTGTATAGAGCACTAGGGAGCATGGCTGATAAGTACGGACCTGC
ATTCAACATCCGATTAGGTAACCAAGAAGTTCTTGTTGTGAGTAACTGGGAGATGGTARAACAGTCTTTTGGTAA
TCAARATGATARGCTATTTTCGRATCGTCAARCTACATTAGCTGCARAATACATCCTTAATCAAACAACTTCTAG
CGGATTCGCACCATATEGACCATATTGGAGAGAGCTACGAARGATAATGGTGCAGCAATTACTCTCTAAACRATC
TTTAGAATCGTGGAAACATCTGAAAATCARAGAGATGGATGCTTCATTTAGTAAACTTARCGAGTTATGCAACAA
CAACGGTACTGGAACAGCTACCCTAATTAGGATGGACCGAATGETTTGCTGAGTTGACGTTCAACCGTGATCGCAAG
ARATGTCTTTCGCTACCAAAGTGGCGGAAGGTCGACAGCGCTTACGAACGGTARTATGATCATACTCCCTCAATC
TGTATCAATTTAAGGARATCATTTTGGTCTTGTTATTAACTTGAATTTTCTATTAGGAGATACGGAATCARAGGG
CGAGAGGTACRAGAARACATTGGARGAAGCACTTCATCTTATGTCAATTTITGCAGTTICAGRACATATTTCCAAG
TCTAGAGTGGGTAGATCGGTTAAGAGGCCTTATAAGGAATATGAAACGCTTTGGAGATGAGC TARATTCAATTGC
AGGGTGTCTTATTGAAGAGCACCGCCAAAAGAGATTACAATCCGTATCTAARAGTGATAAAGGAGTTGGTGATGA
ACAAGACTTCGTTGATGTTCICTTATCGGTTGCTGARAARATCGCAACTTCCTGCAGATGACCCTGATTTGGTCAT
CAAGTCTATGATTCTGGTTAGGCTATTGATACCAAGTCTATTGCAATTTTGGTTTATGTGCTTGTTCTAACTTTC
GTTTACTGCATATGGATGTGCAGGAAATCCTATCAGGTGGGAGTGAGACCACATCGTCRACCTTAACTTGGGCCT
TCTGTCTGTTACTGAACCATCCGCATG TG TTAAAGAAGGCAAAAGAGCAATTAGATACGCACGTAGGAALAGATA
GGCATGTAGAAGAGTCAGATACCCCTAAGCTCGTGTACATTAATGCAATTATCAAAGAATCAATGCGATTGTATC
CAAMCGGGGCAATGCTTGATCGGTTGGCGTTAGAAGAGTGCGRRAGTTGGTGGATTTCATGTACCGGCCGGGGGAC
GCTTATTTGTCAATCTTTGGAAGAT TCAGAGAGATCCGAGTGTTTGCGAGAATCCTCTGGAGTTTAARCCAGAGA
GGTGGTTT TTGAGTAATGGTGAAAACGATGCATGTGGAT TACAAAGGTCACAATCATGAATTCATACCATTTGGGA
TAGGTCGGAGGATGTGCGCTGGTATGCTTTGGGCATCGGAGGTGATTCATTTGGTGCTGCCCCGTCTTATTCATG
GGTTTGATATGAAAGCAGCAAGTGCCARATGGGAARGTAGATATGGCAGAAATGGCAGGCATGGTGATTTGTTTTA
AGAAGACACCTCTTGAAGTTATGGTCAATCCTCGAGAGTAGATGTT

SEQID NO: 5 CYPT19A21

Comienzo Fin Caracteristica
1 69 regidén no traducida 5'
70 1530 ORF

1531 1688 regién no traducida 3

CATGAAATTCTTTATGCAAAGAGTCAATCTGACTCAAGCTAGCTAGAATATATACCAATCATAAARGAAATGATC
ATGAGTAACTTATGGATTCTTACGCTCATTTCTACCATATTAGCAGTCTTTGCTGCTGTGTTAATCATTTTCAGG
AGAAGAATATCAGCATCCACAACGGAATGGCCTGTTGGCCCAAARACATTACCAATCATAGGTAACTTGCACATT
CTTGGARGGCACTGCTCTCCATGTCGTCTTACATAAACTTICCTGAAGTTTACGGCAGTGTAATGACGATATGGATT
GGTAGTTGGAARCCTGTTATTATTGTTTCCGACTTTGATCGAGCCTGGGAAGTTCTTGTTAACAAATCGTCAGAT
TATTCAGCTCGTGAAATGCCTGAGATCACTARAATCGGCACTGCAAATTGGAGAACAATTTCAAGTTCTGATTCT
GETCCGTTTTGGGCCACTCTTCGAAAAGGTCTTCAGAGTGTAGCATTATCGCCTCAGCATTTAGCATCGCAAACT
GCACACCRAGAGAGAGATATAATAAAGTTGATCARAAATTTGAARCGACCAAGCAGCTTCTGGAATGGTTARACCA
CTTGATCATCTCARAGARAGCAACTGTAAGAT TAATCAGICGGT TAATCTATGGTCAGGATTTTGATGACGATAAG
TATGTTGAAGATATGCATGACGTGATCGAGTTTTTGATTCGTATTAGTGGTTATGCTCAARCT TGCTGAGGTATTC
TATTATGCTAAATATCTACCAGGTCATAAGAGAGCTGTAACTGGCGCCGAAGAAGCAAAAAGAAGAGTAATAGCT
CTGGTGCGTCCTTTTCTTCAGTCAAACCCTGCTACTARCACTTACTTGCATTTTCTCAAATCGCAACTGTATCCT
GAAGAGGTTATCATATTCGCTATATTCGAAGCTTATCTTTTAGGTGTTGATAGCACTTCTTCAACCACTGCATGG
GCACTCGCATTCTTAATACGCGAACCATCTGTTCAAGAGAAACTTTATCAAGAGCTTARGRATTTCACAGCCAAT
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AACAATCGCRACAATGCTGARAGTCGAAGACGTCARCARATTACCATATTTACAAGCTGTTGTTAAAGAAACAATG
AGGATGARACCAATTGCACCACTGGCGATTCCTCATAAAGCTTGTAAAGACACTTCATTGATGGGCAAGAAAGTT
GATAAGGGAACTAARAGTTATGGTTAACATTCATGCTTTACATCATACTGARAAGGTTTGGAARGARCCTTACAAA
TTCATACCAGAGAGGTTTCTGCAGAAGCACGATAAGGCGATGGAACAATCACTATTACCATTTAGTGCAGGTATG
AGAATTTGTGCAGGAATGGAATTAGCGAAAACTTCAGTTTAGTITTTCTCTTGCTAATCTTGTTAATGCTTTTAAR
TGGTCTTGCTGTGTCTGATGGAGTGCTTCCTGATATGAGTGATTTACTGGGCTTTGTTCTGTTCATGAAAACCCCA
CTCGAAGCACGTATAGTTCCTCGTTTGTAGTGATCGAAATTTCATCTCATGTTGTTGTTICTCTTCATGTTTACT
ATTTCGTACTCGTTTGGTTTTGGTGCTAAAAAATAAGATCTAAACTTCCARATATCATTAATGTTTACACARATCG
AAATCAATCAACTATGTTATGAAAATTAGTGTTTICTC

SEQIDNO:6 CYP82X2

Comienzo Fin Caracteristica

1 783 secuencia promotora
784 893 regidén no traducida 5'
894 1581 exon 1
1582 1694 intrén 1
1695 2050 exon 2
2051 2170 intrén 2
2171 2791 exon 3
27982 2918 regidén no traducida 3°'
>SCYPBZ2X2

BAGTGTGCCACTAATCTACTGCTAGTGCTACTGCTCACTGACACTTACACATATGATTGATTTATGGCTAAACAG
GATGACCACTAAATTTATTTTGGAAAGCGGAGTGAATTAATTARCTGGCACATTTTCCATGAGAATTATTGATGG
CATGCATTTAGATGAACAAGATACACCAAATGTAGTGACTGAACAAGATGCTCGATCCTAACCCCACCTGCAACT
TTAGCTRAACTTTAATRATTACATGTCTTATCTTTTTATTGRAATCATTTTATCTATCAATGGATGCTGATCAATA
ATATCATATATCTTTGCTTTTTCTTCRAATCATTTAGATGAACAAAAARCACARTAAGTGTAGTGGTTGTTCATAA
CCCCACCTTCAACTCATTCTTCCCTTTAATARCAAATATCTTTCCTITTTTCTCCAATCATTTACTTGAACAACCA
ACACTAGTAAGTGTAGTGGTTTCTCATAACCCCACCTGCAATTTTTGCTTACCTTTAATAACATATATCTTTGAT
TTTCTTCGATCATTTTAGCTACCAATGGATGCTGATCCAARAAGTTATCGCAAAAAGAGACAACGTGATCGAACA
CGAGCCTCTCGTGCACCACAGCATCAAGGT TTGTGGRARTTAACCGCTTGTAAAARATGGAGTGCGTGATCATAA
TGAGGTATTGCTAAGATATAGTATCAACTTTAGTGAACTGGGCCAACAARACTCACGAGTTGT TGAARATTGGAG
ATTATATTTATAAGATAAAAGGGTCACTCCCTACACAACGACTTGCACTGCAAGTCAAAAAGAAANAPAACARAC
AACCTCAATCTAGCTAGAGTCGTGAAAAAGTTTTGTGCGACTGTTATTTAGTTAATTATAARATTTCAATGAAGT
CGTTAATGATGAACAAGTTATTATTTCTCCAACGGATTACTGATTCTCCTTCGACCACCATTATCAGTACTTTTA
TTGTTACAATAATATCCATTGTTTTTCTCTACACTGCTCTTGTTGATARGGACGACTARGAARTAAGCAGAAGATAG
CAGCACCARAAAGCATCGGGGGCGTGGCCGTTCATAGGTCATCTCARACTATTCATGARACARGATACTCAGTTTT
ACAGAACTCTAGGAACCATGTCTGATAAATACGGGTCGGTGTTCACACTTCGATTAGCAAACCAAGCAATCCTAG
TTGTGAGCAACTGGGAGATGGTAAAAGAATGTTTCACAACAAACGACAAGTCATTCTCGAATCGTCCAAGTACGT
TARGCACTARATACATGCTGAATGACACTAATTCTGTCGTGT TTTCACCTTACGGRACGTATTGGAGAGARATGC
GGARGATATTCGTGCAAMARCTACTCATCTCTAACCAAAGATCAGAGGCATTGAARAATCTCAAAACGAARGAAA
TCGACAACTCGTTTGTAARGCTTAATGATTTATGCAACAACGATGTCAGTGGAGGAGGCACAAMAGT TAGGATGG
ACGAATGGTTGGCTGACATGATGTTCAACATTATTGCTAGGATTACATTTGGTTACCAAAGCGGAGGAGGCGATG
CACCTGGTATGTGATCATCAAATTTTCGTTAAAACCAAATTAACTTGTACTATATCTTATGTTTACATGTTATAT
TGATCACTTTGACACGTTCTGATCATTTTCACARATCGAAT TAGGCGCTTCTACAACATCCAAGARTGTCGAGAG
ATACAAGAAARACGTTGGACGAGATGTTTGTTGTTTTAGCGACGAGCTTTGCAGTTTCAGATATATTTCCATCTCT
GGAGTTTATAGACCGATTGAGAGGTCTTGTAAAGGATATGAAAATCTTGGGAGACGAATTARACTCCATTGCTGG
ATGTTTTATTGAAGAACATCGTCAAAAGAGACGAGAATCATTATCCTCATTGTTATCTTTGTCAAATGAATCCGT
TGGTGATGAACARGATTTCATTCGATGTTCTCTTGTCAATAATGGATCAGTCACGGCTTCCCGGAGATGACCCAGA
TTTTATTATCAAAATTATGATCCTGGTAACATATATTACAACAGTATTTCTTTAAGTTATGGATTAATGGATGTC
GTAACCATGAATATTTTTCTGATCTGGATAAATGTAATCCGGAACTAATATATGARTATTGTTGACGCAGGAAGT
TTTTGCAGGTGGGACGGACAGTTTAAGTGCAACCTTAACTTGGGTCCTCTCTCTACTGCTGAACCACCCARACGT
GTTAAAGAGGGCAAGGGAGGAAATAGATAGGCATGTGGAAAACGGTAAGCAAGTGCGAAGTGTCTGATATTCCGAA
GCTCGGATACATTGATGCAATAATCAAAGAGACGATGAGATTGTATCCAGTCGGAGCAT TAAGCGAACGATACAC
GACTGAAGAATGCGAGGTTGGTCGGTTTAACGTACCCGCTGGCACACGCTTACTGGTGARTATATGGAAGATCCA
CAGAGACCCAAGTGTGTGGGAGAATCCATCAGATTTTCAACCAGAGAGGTTTTTGTGCAGCGATAAGGTGGGTGT
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GGATTTATATGGCCAGAATTATGAGCTGATACCATTTGGGGCCGGTAGGAGGGTATGTCCGGCTATAGTTTCATC
ACTGCAGACGATGCATTATGCGTTGGCGCGTCTTATTCAAGGATATGARATGAAATCAGCCAGCCTCGATGGGAA
GGTGAATATGGAAGAAATGATAGCCATGTCGTGCCACAAGATGAGCCCTCTTGAAGTTATTATCAGTCCTCGGGA
GCCGAGGCGGAGTTAAATCTTATGTTCCAATTTTACATTAGCATCTTTGATTATGAAATGTATTGCTCTTAAGTT
TCTTTTTTGTTTTT TATAT T TTTAAGCTTGTATGTGATCATCAGCGAARATGATGATGACAGAATCGT

SEQID NO: 7 CYP82Y1

Comienzo Fin Caracteristica
1 12 regién no traducida 5°'
13 718 exon 1
719 815 intrén 1
g8le 1153 exon 2
1154 1237 intrén 2
1238 1864 exon 3
1865 1915 regién no traducida 3'
> CYPB2Y1

TTCAGTTCATTCATGGCGTATTTGATGATCAAGAAGTCTATCTATTTGTTTTTTGATCAACCAACTGCAGTTGGC
ACTCTTATACTTGCTTTTCTGCTGACACTTTCGCCTGTTATTAT TTACTATGARCAGRAGARGAGGGGTTTGAGG
CGAAATCGCACCGCAATTACAACGACTCCATTACCAGAGGCATCAGGTGCATGGCCAGTGATAGGTCATCTTCTT
CTTTTCATGAACGAAAACGATCTARARTCATGTAACTCTTGGTCACATGGCTCATAAATATGCACCTATTTTCAGC
TTRAGATTCGGTAGACATAGAACTCTAGTTGTTAGTAGTTGGGAGATGGTARAGGAGTGTTTTACAGGTACCAAT
GACAAGTTGTTCTCAAATCGTCCTTCCTCCTTGGCGGTTAARCTTATGT TTTATGACACTGAATCTTATGGTTTT
GCACCTTATGGGAAATACTGGAGAGAGCTTGCCGAAAGATATC TACACACAAACTCCTCTCTARTCAGCAATTAGAG
ARGTTCAAGCACTTCCGGATTTCTGAAGTCGATAACTCCTTTAAAAAGCTTCATGACGTTATGCAGCAACAACAAA
CAGGGAGGTGATACTACATATGTGGCTAGTCTTGTGAGAATGGATGATTGGTTCGCGTACTTGACATTTAACGTA
ATAGGACGGATCGTCAGCGGATTCCAATCAAATGCAGTGGCAGGTGAGCTCATATAGCTAGGTTTTTATATGTTT
GGTTTGTACACACACAGCTCATTCATATTCTAAACTGAATTATATGTTATAATTGRACARCATAGGTGCCACARMA
CAGCCAGGRAAAATACAAGCTTGCAATCGATGAAGTGTCAAATCTTATGGCAACGTTTGCCGTTTCAGATGTGGT
TCCACGGLTTGGGTGGATTGATCGATTGACTGGTCTTACAGGAARGATGAAGAATTGTGGTAAAARATTAGATGC
AGTAGTTGGGGATGCAGTCGAGCGATCATCGCCARRAGAAACTCARAATTTCTAGARATARCACAGGAGCACTTAC
GGAGCACGAAGAAGAAGACTTTATCGATGCTTTGCTTGTCGATTATGGAGCAGTCACAGATTCCGGGARACCACCC
CGAAATCTCTGTCAAATCTATTGCCTTGGTAATACGTCTCATAAGCATGTTAGCAGATTTTACCTCTATATATAC
TTACATATTATTTTTTATCAATCACACATATGTGCAGGACATGTTATCGGGTGGGAGTGACACTACAARATTGAT
AATGACATGGACCCTTTCTITTGCTGTTGAACCATCCAGACATATTGGACAAGGCTAAAGAAGAAGTAGATACATA
CTTCGGGAAGAAPARGATATCGGATARCACACCTGTGGTTGATGCTGCCGATGTTCCTARCCTCGTCTACATCCA
AGCAATCATCAAAGAATCAATGCGGTTATACCCTGCTAGCACATTGATGCAGCGAATGACAAGTGATCGATTGTGA
PGTTGGTGGCTTCCACGTACCAGCTGGGACACGATTATGGGTTAACGTATGGAAGATGCAACGGGACCCARGGGT
GTGGAAAGATCCACTGGTATTTCTACCTGAGAGATTCTTGAGCAARTGACAAAGGGATGGTAGATGTGAAGGGTCA
GARATTATGAACTGATACCATTTGGAACAGGCAGGCGGATATGTCCTGGTGCATCTTTTGCCTTGGAAGTCTTGCA
TTTGGTTCTTACTCGTCTTATTCTTGAGTTCGAGATGARGGCACCAGAGGGGAARATTGACATGAGGGCAAGALC
AGGTTTTTTCCACAACAAGGTGCTGCCACTAGATGTTCAACTCACCCCACGCACACTAGATTAAGATTCCTATAT
ATGCTAATTAATTAGATGAATAAAATCTGTGGTCGAGTAA
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SEQIDNO:8 PSCXE1

Comienzo Fin Caracteristica
1 15 regién no traducida 5'
16 978 ORF
979 1333 regién no traducida 3'
>PSCXE]L

AATAAAMAATCCAACAATGGCAGATCCTTATGAATTCCTAATGTGCATTCACAATCCTGAAGAAGATACCCTAACA
AGAAATTTTCCGATTCCTGCTACTCCCTTAGATCARARCACCARAGACATTTCTTTAAATCCTGATAGGARRACC
TCACTTCGAATCTTTCGGCCACCAACCAAAGAACCTCCTGTAACAAAGAATAAGCTGCTTCCTATCATAATTTAT
TTCCATGETGGAGGTTTCATTCTTTTCAATGCAGATTCAACTATGAACCATGACTTTTGTCAATCGATTGCTACA
CATATACCCGCGCTGGTCGTTTCTGTAGACTACCGTCTTECCTCCTGAAAACCGACTTCCCGCTGCCTATGATGAT
GCTGTTGATGCTTTAAACTGGGTCAAAGACCAAGGTTTAGGCARACTARRTARTAGTGAAGTATGGT TAAARGAG
TATGGTGACTTCTCAAAGTGTTTCATTATGGGGTGCAGCTCAGGTGCTAATGTTGCATATCATGCCAGTTTAAGA
GCAATAGRARATGGATCTTGAACCAGCTAAGATTAATGGATTAATATTACACTGCCCTTTTTTTGGTAGTCTTGAG
AGAACTGAATCAGATTCAAAAGTGATCAACAATCAGGACTTGCCGCTTGCCGTAAGGGATCTCATGTGGGAACTG
GCGTTGCCGCTTGGGTCTACTCGTGATCACGTTTATTGTAATCCGRATATTGATCATGATGGATCATCATCTGGA
BATATGGTGGGGTTAATCGAGAGATGTTTTGTGGTAGGATTTTATGGGGATCCACTTATTGATCGACAAATTCAG
CTGGTGAAGATGCTGGAGGAAAAAGGTGTGAAGGTTGAAACTTGGATTGAACAAGCGAGGGTATCATGGGGTGCTA
TGCTTTGACCCTATGATACGTGAAACCTTTTTGGAAAAACTAAAACATTTTATTTTAAACGACGAATTTATATAC
TARARTATATTATTAGTATTAAACAATGAAATTCTTATTTTTTCTAAAATGAGCTTITTGGRCGAARCATTGTGTA
CGAACTAGCTGATCTAATTTTTCGTTTTACCGGATTTTTCATTTTTTTTGCTTTCTTTCTGCTCTCTTTTATAAG
TCGTTCTT

SEQID NO: 9 PSSDR1
Comienzo Fin Caracteristica
1 254 regidén no traducida 5°'
255 423 exon 1
424 635 intrén 1
636 1178 exon 2
1179 19853 intrén 2
1954 21486 exon 3
2147 2236 intrén 3
2237 2378 exon 4
2379 2488 regién no traducida 3'
>PSSDR1

CTAACAGGCARACAATBACAGGTTGCACCTACAACATTCAATTTTTATTTTCGTARRTGAAGT TCAGTTGGAGAGTARCCACA
TCTTTGTTGTCGGCATTGCCCCCACAATACTGAGTGTTTTGGCTGAGTGTAGTCTGACTGTAGGTAAGCTACRACTGCATGTT
GCAGATAATAATCACTAACTGATTATTCATGCATACCTARCAGTCATATTGTTATAGT TCCCARRPARARTTCTCGARCTATA
AAGGCATGCATGGACAGAANANTATATCAGAGAGATATCAGAAAT TCANAGAGATGCAAGGAACACCGGAAGATAGTATGTGTA
RCAGGTGORGCTGCATACTTGGCATCTTCGCTGATCATGRAGAT TGCTTGARCGTCGTTACTCTGTTCGGACCACCETTCLGTC
TGACCCARGTACGTAATAAATTARATTTCCTGGCATCATTTTCTTCAATATAAATTTCTTATTATCTAGTTCATCATTCTTTA
TTGTTCCRAATCATGTCCCCCCARGTCTARRAGAAGTAGTARTCTARARATAGCTAATTTATGTACGARATTGTAACAATGATC
TCCTAGCTTATGAGGCTCACCTRAATTTCGTTICTATCATTITGTGTCTTGAAAGAATT TAGGGAAGATGTGAGCCACCTTAAA
GCTCTTCCTGAAGCTACAGAGRAGCTTCARATTTT TGAAGCAGATCT TGARARCCCRGAAAGT TTCGACGATGCGATCARACEG
TTCTGTCGCTGTCTTTCTCGTTGCTCARGGARTGAATTTTCCCGAAGRATATACTCTTGAAARAATRAT CAARACATGCGTCG
AAGGAACTCTTAGAATTCTACAGTCATGCTTGAAATCTARAACAGTGAARPAGGTTGTGTACACATCTTCTGCTGATGCAGCA
ATGATGATAAGTAATCTCAAAGCTGTTAAAGAAAT TGACGAGACAATATGGTCAGARGTTGACARTT TCATTAGCARACCGGR
ACARGTTATTCCTGGATTGCCCTCATATGTGGTTTCAAAGGTACTGACAGAARGAGCT TGCCTAAAGTTTTCTGARGARCRTG
GTITGGATGTTGTTACTATACTTCCTCCGT TGGTTGTTGGACCTTTTATCACTCCCCATCCTCCTCCCAGTGTATCTATAGCT
CTTTCGATAATTTCACGTATCCTCTCCATCCGAARAATATGCCAATTCCTARACT TAARAGGCATATTGATATT TAATARTAL
CTCCATACCTAARARRAGAGT TGCTATATAACATTTT TAATTTTCGCCCAT TTTTAGGCC TAAT TGARAAAGTTATAATAACA
TTTTAGGARGGAGGGAGAATGATT TTTGAGCAARCCT TAGARCTGTGTGGTGAGATTTGTCCGTTATCATTGTTGGTATARCT
GTGTATATCATGGTTTTTAARAGCCCCGCTCACGCTACGCTTCGTACGGTTCEGTCTAGATTTTTTTRATTCGCTCCGARGCG
TAGTTATGAAGCTACCATGARGCGCCGCTTCACGCTACGTTTCGTACGCTTCGCTTCAGATTTT TCARATTCGCTCCGAGGCG
AATCTACCATGARGTGGAAGAT TCCTTTAATTGATTCACTTTTTTACTTAGTCAAGTCTTTTTTAGGGGGTTTCGARARACTAR
AGTGAACCACTGCGCCTCGCTACTGTTTTTGAAAT TARCTAGACTTATAT TARATTGATACAATTATTATATCTTCCTAAATA
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TTARARTTATTAATAACAARCTACTACTATTTATAGGAARARATTCGCTTCRAATATCARTCATARAACGACGCTTCACATTTC
AACATGCGCATCGCTTCGTATAAARARAAARCGCTTCACGCTTTCARTACCTTGGTGTACATAGATTAATACTTCCTCCTCTG
CGCTGGTGTTAACATTTCTGTGTTTCGT TTATATATATGACCAGGTGATGTGTCGATGATGCTTGGTGTTAGACTTGARAATG
CGGTACATATAGATGATGCTTGCTTTAGCACACATATTCGTTTTTGAATGTGARARAGCRARAGGRAGACATATTTGTECTTCA
GTTGATTTTCCAATGCATGATCTGCCTARATTTATATC TGAGAATTATCCGGAAT TCARCGTACCGACTGAGTGAGT TTATCT
TTCACCACCTTCTTTATTATTATTCATCRAGTCACTTTGGGTATTTTARCCTTATTGTTTTTACTGAATTATCATCAGTTTAC
TARAGGATATTGACGAACAACAACCAGTTCATCTTTCCTCAGATAAGCTGTTGAGTATGGGATTTCAGTTCARATATGATTTT
GCAGAGATTTTCGGTGATGCAATACGATGTGUCAAAGAGARGGETTTCCTTTAGAGACCAACTATAGT TTGEGTTCGGAGGAGA
TGTGGGAGTAGCTAGCCCAARATGCCCTGCTCGCACTAGCTTATATTATTGT TATTGTTTTTCAAATGAATABACGGGCAG

SEQID NO: 10 PSAT?

Comienzo Fin Caracteristica
1 53 regién no traducida 5'
54 1469 ORF
1470 1572 regién no traducida 3°'
> PSATI

CGCATATAATCCAATTTGCATTGTTTATCGACCTTGAGGAACAATTAGCGGATATGGCARCARATGTCTAGTGCTG
CTGTAGAAGTGATCTCGAAAGAAACGATTAAACCAAGAAATCCAACACCATATCAACTTAGAAACTACAATATGT
CACTTCTCGACCAATATTCTTCTCTAGTTTATGTTCCGATCATTCTTTTCTACCCTGCTGCCTCCGACGLTAATA
GTACCGGAAGTAAGCACCATGATGATCTTCACTTGCTTRAAGAGGTCTCTTTCTGAAACGCTAGTTCACTTTTATC
CAATGGCTGGTAGGATGAAAGACARCATGACTGTTGACTGTARCGACGAAGGTATTGACTTTTTCGARGTARGAA
TCAAAGGTAGRATGTGTGACTTCATGATGAAATCAGATGCACACTTAAGTCTGCTTCTTCCGTCTGAAGTCGCTT
CCACGAACTTCGTGAAGGARAGCACAGGTGATTGT TCAAGTGAACATGTTTGATTGCGGTGGAACTGCCATTTGTT
TCTGTATATCARACAAGAT TGCAGATGCATGCACCATGATTACCTTICATTCGTAGTTTGGCAGGCACCACCAACA
TAGCTCGTCGTGGGAGCTCTATTGCTGCACCARCCACAAATCAGARTTTGCGTTCCTTCTTTCGATTCGACATCAC
TCTTTCCACCTAGTGAACAATTGGCATCTCAAGTTTCCTATCCTACACAGGATAGTACCAGCGTAGATAAACTTG
TCAGCARAAGATTTGTGTTTGATGCCGCAAAGATTACATCTGCACGTGAAAAATTGCAATCCTTGATGCATGATA
AATACAAATGCCATAGGCCGACAAGGGTTGAGGTAGTTTCCGCTTTGATATGGAAGTCAGCAGTGARATCTGLCTC
CGCCCGGTTCTATATCCACTGTAACCCATGCCATGAACTTTAGARAGAAARTGGATCCACCATTACARGATGCGT
CATTCGGGAATCTTTGTGTGGTTGTTACACGCAGTATTACCAGCARCAACGGCGACARCAACAAATCCAGCARCCA
ARARAGTTAGTAGTACCAGTAATGAAGAGCAAGTGGCACTTGATGAGT TAAGTGATTTTGTAGCCCTATTGAGGE
GCGAAATAGATAAGGTAARARGGGTGATAAAGGT TGCATGGAGAAAATCAT TCAAAAGT TCATCTATGGT CATGATG
CTTCCGTAGCGARAGACAGTGATGTTGAAGATAAGCTGACAGCTTTGTTTATGACTAGCTGGTGCAAGTT TGGAT
TCTACGARGCTGATTTTGGTTGGGCAACGCCAGTTTGGGTAACTACTGTTCCATTARTTGAGCCARARGTACAAGA
ACATGGTTTTCATGAACGATATGARATGTGGTGAAGGAATTGAAGTGTGGGTGAATTTTCTGGAGGATGATATGA
CCAAGTTCGAACACCACCTAAGAGAGATCCTCCAACTGTTTTGATTTTCAACCGTTTCCCTAATAGAGGTCAATT
GTCGTGTTTGTCCATCTTAACTACCATCTTTATTCTCTTGTTTTCATACTTGTATTTGTCTTACTCCGGTAA

SEQID NO: 11 PSMT1

MATNGETFNTYGHNHQSATVTKITASNESSNGVCYLSETANLGKLICI PMALRAAMELNVFQLISKFGTDAKVSA
SEIASKMPNAKNNPEAAMYLDRILRLLGASSILSVSTTKKS INRGGDDVVVHEKLYGLTNSSCCLVPRQEDGVSL
VEELLFTSDRVVVDSFFKLKCVVEEKDSVPFEVAHGAKI FEYAATEPRMNQVFNDGMAVFSIVVFEAVERVY DGF
LOMKELLDVGGGIGTSVSKIVAKYPLIRGVNFOLPHYISVAPQYPGVEHVAGDMFEEVPKGONMLLKWVLHDWGD
ERCVKLLENCWNSLPVGGKVLIIEFVLPNELGNNAESFNALIPOLLLMALNPGGKERTISEYDDLGKAAGFIKTI
PIPISNGLHVIEFHK.

SEQID NO: 12 PSMT2

MEIELESQEQEMKYQSQIWNQICGTVDTSVLRCAIQLGIFDAIHNSGKPMITLTELSSIVSSPSSSSIEPCNLYR
LVRYLSQMDLISIGECLNEATVSLTGTSKLLLRNQEKSLIDWVLAISCEMMVYVWHELSSSVSTPADE PPIFQKV
HGKNALELAGEFPEWNDLINNAMTSDTSVTKPALIQGCGKILNGVTSLIDVGGGHGATMAY IVEAFPHIKGAVID
LPHVVERAPERPGVEFISGDIFKSI SNADAVLLKYVLHNWEDTECVNLLKRCKEAVPADKGKYI IMDLVIDDDDN
SILTQAKLSLDLTVMNHGGGRERTKEDWRNLIEMSGFSRHEIIPISAMPSIIVAYP,.
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SEQ ID NO: 13 PSMT3

MEVVSKIDQENQAKIWKQI FGFAESLVLKCAVQLEIAETLHNNVKPMSLSELASKLPAQPVNEDRLYRILHFLVH
MKLFNKDATTQKY SLAPPAKYLLKGWEKSMVPSILSVTDKDOFTAPWNHLGOGLTGNCNAFEKALGKGIRVYMREN
PEKDQLFNEGMACDTRLFASALVNECKSIFSDGINTLAGVGRGTGTAVKAISKAFPDIKCTIHDLPEVTSKNSKI
PRDVFKSVPSADAIFMKSILHEWNDEECIQILKRCKEARIPKGGKVIIADVVIDMDSTHPYSKSRLAMDLAMMLHT
GGKERTEEDWKKLIDAAGFASCKITKLSALQSVIEAYFPH.

SEQID NO: 14 CYP82X1

MELFIKLPFIQPIPFSIILVTITVSIVLLYSVFFWVTDKKKKRKKAPNAAGAWPLIGHLRLLMNDKEPLYRALGSM
ADKYGPAFNIRLGNQEVLVVSNWEMVKQCEFGNQNDKLESNRQTTLARKYMLNQTTSSGFAPYGPYWRELRKIMVQ
QLLSKQSLESWKHLKIKEMDAS FSKLNELCNNNGTGTATLIRMDEWFAELTENVIARNVEGYQSGGRSTALTNGD
TESKGERYKKTLEEALHLMSIFAVSDI FPSLEWVDRLRGLIRNMKREGDELNS IAGCLIEEHRQKRLQSVSKSDK
GVGDEQDFVDVLLSVAEKSQLPGDODPDLVIKSMILEIVSGGSETTSSTLTWALCLLLNHPHVLKKAKEELDTHVG
KDRHVEESDTPKLVY INAIIKESMRLYPNGAMLDRLALEECEVGGFHVPAGGRLFVNVWKIQRDPSVWENPLEFK
PERWFLSNGEKMDVDYKGENHEFIPFGIGRRMCAGMLWASEVIHLVLPRLIHGFOMKAASANGKVDMAEMAGMV L
CFKKTPLEVMVNPRE .

SEQID NO: 15 CYP713A21

MIMSNLWILTLISTILAVFAAVLIIFRRRISASTTEWPVGPKTLPIIGNLHILGGTALHVVLHEKLAEVYGSVMTI
WIGSWKPVIIVSDFDRAWEVLVNKSSDYSAREMPEITKIGTANWRTISSSDSGPFWATLRKGLOSVALSPQHLAS
QTAHQERDIIKLIKNLKDEAASGMVKPLDHLKKATVRLISRLIYGQRDFDDDKYVEDMHDVIEFLIRISGYAQLAE
VFYYAKY LPGHKRAVTGAEEAKRRVIALVRPFLOSNPATNTYLHFLKSQLYPEEVIIFAI FEAYLLGVDSTSSTT
AWALAFLIREPSVQERKLYQELKNFTANNNRTMLKVEDVNKLPY LQAVVKETMRMKPTAPLAI PHKACKDT SLMGK
KVDKGTKVMVNIHBALHHTEKVWKEPYKFIPERFLOKHDKAMEQSLLPFSAGMRICAGMELGKLQFSFSLANLVNA
FKWSCVSDGVLPDMSDLLGFVLFMKTPLEARIVPRL.

SEQID NO: 16 CYP82X2

MKSLMMNKLLFLQRITDSPSTTIISTFIVTIISIVELYTVLLIRTTKNKQKIAAPKASGAWPFIGHLKLFMXKQDT
QFYRTLGTMSDKYGSVEFTLRLGNQAILVVSNWEMVKECFTTNDKSFSNRPSTLSTKYMLNDTNSVVESPYGTYWR
EMRKILVQKLLISNQRSEALKNLKTKEIDNSEVKLNDLCNNDVSGGGTKVRMDEWLADMMENI IARITECYQSGG
GDAPGASTTSKNVERYKKTLDEMFVVLATREAVSDIFPSLEFIDRLRGLVKDMKI LGDELNS IAGCFIEEHRQKR
RESLSSLLSLSNESVGDEQDFIDVLLSIMDOSRLPGDDPDFIIKIMILEAFAGGTDSLSATLTWVLSLLLNHPNVY
LKRAREEIDRHVENGKQVEVSDIPKLGYIPDAIIKETMRLY PVGALSERYTTEECEVGRFNVPAGTRLLVNIWKIH
RDPSVWENPSDFQPERFLCSDKVGVDLYGONYELIPFGAGRRVCPAIVSSLOTMHYALARLIQGYEMKSASLDGK
VNMEEMIAMSCHKMSPLEVIISFREPRRS.

SEQ ID NO: 17 CYP82Y1

MAYLMIKKSIYLFFDQPTAVGTLILAFLLTLSPVIIYYEQKKRGLRRNRTAITTTPLPEASGAWPVIGHLLLEFMN
ENDLNHVTLGHMADKYGPIFSLRFGRHRTLVVSSWEMVKECFTGTNDKLFSNRPSSLAVKLMFYDTESYGFAPYG
KYWRELRKISTHKLLSNQQLEKFKHLRISEVDNSFKKLHELCSNNKQGGDTTYVASLVRMDDWEAYLTFNVIGRI
VSGFPQSNAVAGATNSQEKYKLAIDEVSNLMATFAVSDVVPRLGWI DRLTGLTGKMKNCGKKLDAVVGDAVEDHRQ
KKLKISRNNTGALTEHEEEDFIDVCLSIMEQSQIPGNHPEISVKSIALDMLSGGSDTTKLIMTWTLSLLLNHPDI
LDKAKEEVDTYFGKKKISDNTPVVDAADVPNLVY IQAIIKESMRLY PASTLMERMTSDDCDVGGEFHVPAGTRLWV
NVWKMQORDPRVWKDPLVFLPERFLSNDKGMVDVKGONYELIPFGTGRRICPGASFALEVLHLVLTRLILEFEMKA
PEGKIDMRARPGFFHNKVVPLDVQLTPRTLD.

SEQ ID NOQ: 18 PSCXE1

MADPYEFLMCIHNPEEDTLTRNFPIPATPLDONTKDISLNPDRKTSLRIFRPPTKEPPVTKNKLLPIIIYFHGGG
FILFNADSTMNHDFCQSIATHIPALVVSVDYRLAPENRLPAAYDDAVDALNWVKDQGLGKLNNSEVWLKEYGDES
KCFIMGCSSGANVAYHASLRAIEMDLEPAKINGLILHCPFFGSLERTESDSKVINNQDLPLAVRDVMWELALPLG
STRDOHVYCNPNIDHDGSSSGNMVGLIERCEFVVGFYGDPLIDROIQLVKMLEEKRGVKVETWIEQGGYHGVLCFDPM
IRETFLEKLKHFILNDEFIY.
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SEQ ID NO: 19 PSSDR1

MHGQKNISERY(OKFKEMEGTGKIVCVTGGAGY LASWLIMRLLERGY SVRTTVRSDPKFREDVSHLKALPEATEXL
QIFEADLENPESFDDAINGCVGVFLVAQGMNFAEEYTLEKI IXTCVEGTLRILOSCLKSKTVKKVVYTSSADAAM
MISNLKAVKEIDETIWSEVDNFISKPEQVIPGLPSYVVSKVLTERACLKFSEEHGLDVVTILPPLVVGPFITPHP
PPSVSIALSIISGDVSMMLGVRLENAVHIDDVALAHT FVFECEKAKGRRICSSVDFPMHDLPKFISENYPEENVP
TDLLKDIEEQEPVHLSSDKLLSMGFQFKYDFAEIFGDAIRCAKEKGEL.

SEQ ID NO: 20 PSAT1

MATMSSAAVEVISKETIKPRNPTPYQLRNYNMSLLDOQYSSLVYVPIILFYPAASDANSTGSKHHDDLHLLKRSLS
ETLVHFYPMAGRMKDNMTVDCNDEGIDFFEVRIKGRMCDFMMKSDAHLSLLLPSEVASTNEFVKEAQVIVQVNMED
CGGTAICFCISNKIADACTMITFIRSLAGTTNIARRGSSIAAPTTNQNLVPSFDSTSLFPPSEQLASQVSYPTOD
STSVDKLVSKREVEDAAKITSAREKLQSLMADKYKCHRPTRVEVVSALIWKSAVKSAPPGSISTVTHAMNFRKKM
DPPLODASFGNLCVVVTAVLPATTATTTNPATKKVSSTSNEEQVALDELSDEFVALLRRE I DKVKGDKGCMEKLIIQ
KF1YGHDASVAKDSDVEDKVTALFMTSWCKFGFYEADFGUWGTPVWYTTVPLIEPKY KNMV FMNDMKCGEGIEVAY
NFLEDDMTKFEHHLREILQLF.

SEQ ID NO: 21 VIGS PSMT1

TGGTCATAATCATCAATCAGCCACAGTCACTARAATCACTGCTTCTAATGARAGCAGCAATGGTGTCTGTTATCT
TTCAGAAACGGCTAACTTGGGGAAGTTAATATGCATTCCAATGGCACTAAGAGCTGCGATGGAGCTARATGTGTT
CCAACTTATCTCAAAGTTCGGAACTGACGCAAAAGTTTCGGCTTCTGAAATTGCCTCTAAAATGCCARACGCGAA
GAATAATCCTGAAGCAGCTATGTATTTGGATAGAAT TCTTCGACTGCTCGGGGCAAGTTCTATTCTTTCTGTTTC
TACTACRAAAAAATCAATCAACAGAGGAGGAGATGATGTAGTAGTACATG ‘

SEQ [D NO: 22 VIGS PSMT2
GTGTARCTARGCCAGCGCTAATACAAGGATGTGGCARRATCCTGARCGGAGTTACATCGTTARTTGATGTCGGTG

GTGGTCACGGTGCCACTATGGCCTACATAGTTGAAGCTTTTCCTCACATARAAGGTGCGGTAATCGATTTACCAC
ATGTTGTTGAAGCCGCTCCGGAGCGTCCAGGTGTTGAGTTCATCAGCCGTGATATATTCAAGT

SEQ ID NO: 23 VIGS CYP82X1
TTTGAGTAATCGTGAAAAGATGGATGTGGAT TACAAAGGTCACAATCATGAATTCATACCATTTGGGATAGGTCG
GAGGATGTGCGCTGGTATGCTTTGGGCATCGGAGGTGATTCATTTGGTGCTGCCCCGTCTTATTCATGGGTTTGA

TATGARAGCAGCAAGTGCCRATGGGAAAGTAGATATGGCAGRAATGGCAGGCATGGTGATTTGTTTTAAGAAGAC
ACCTCTTGAAGTTATGGTCAATCCTCGAGAGTAGATGTT

SEQ ID NO: 24 VIGS CYP719A21

ATGATCATGAGTAACTTATGGATTCTTACGCTCATTITCTACCATATTAGCAGTCTTTGCTGCTGTGTTAATCATT
TTCAGGAGAAGAATATCAGCATCCACAACGGAATGGCCTGTTGG

SEQ ID NO: 25 VIGS CYP82X2
TAGGAGGGTATGTCCGGCTATAGTTTCATCACTGCAGACGATGCATTATGCGTTGGCGCGTCTTATTCARGGATA
TGAAATGAAATCAGCCAGCCTCGATGGGARGGTGAATATGGAAGARATGATAGCCATGTCGTGCCACAAGATGAG
CCCTCTTGAAGTTATTATCAGTCCTCGGGAGCCGAGGCGGAGTTAR

SEQID NO: 26 VIGS CYP82Y1
TCCTATATATGCTAATTARTTAGATGAATAAAATCTGTGGTCGAGTAAATCTAATTAATGCTAATGAACAAGATG

ARTAAAARAATTTTCTTTCTGCTTTTGCTTTGGT TAGGGTTATTTGACCCTCATTTGGTTGTATTCGTTGGCGCAC
AARCTTTTGTGCTTCTTAATATAATTCCTTTTGGTGG
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SEQ ID NO: 27 VIGS PSCXET
TGGCAGATCCTTATGAATTCCTAATGTGCATTCACAATCCTGAAGAAGATACCCTAACAAGAAATTTTCCGATTC

CTGCTACTCCCTTAGATCAAARACACCAAAGACATTTCTTTAAATCCTGATAGGAARACCTCACTTCGARTCTTTC
GGCCACCAACCAAAGAACCTCCTGTAACAAAGAATAAGCTGCTTCCTATCATAR

SEQ ID NO: 28 VIGS PSSDR1
GAAATTGACGAGACAATATGGTCAGAAGTTGACAATTTCATTAGCAAACCGGRACAAGTTATTCCTGGATTGCCC
TCATATGTGGTTTCAAAGGTACTGACAGAARGAGCTTGCCTAARGTTTTCTGAAGAACATGGTTTGGATGTTGTT
ACTATACTTCCTCCGTTGGTTGTTGGACCTTTTATCACTCCCCATCCTCCTCCCAGTGTATCTATAGCTCTTTCG
ATAATTTCAGGTGATGTGTCGATGATGCTTGGTGTTAGACTTGAARATGCGGTACATATAGATGATGTTGCTTTA
GCACACATATTCGTTTTTGAATG

SEQ ID NO: 29 VIGS PSATY

CCTAAGAGAGATCCTCCAACTGTTTTGATTTTCAACCGTTTCCCTAATAGAGGTCAATTGTCGTGTTTGTCCATC
TTAACTACCATCTTTATTCTCTTGTTTTCATACTTGTATTTG

SEQ ID NO: 30 VIGS PSPDS

GATCATCTTCTCTTCAGCAGAAGTCCCCTCTTAAGCGTATACGC TGACATGTCAGTGACATGCAAGGAATATTAT
GACCCARACARATCCATGCTTGAGTTGGTATTTGCACCCGCTGAGGAATGGATC
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