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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
Patente de Invencion. ] Patente de Maodelo de Utilidad.
[x] Capitulo |. O Capitula 1.
@ Nombre: PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A.
1§§-'f'iid- ;ll,uautltuldd y evistente bajo 1as IDENTIEICACION
LICITANTE - e
SO ) ] ousi . c.C. Il nto [
ireccion: Quai Jeanrenaud 3,
CH-2000 Neuchatel, C.E. L] Otra L]
Suiza Cual
| Domicilio: Neuchétal, Numera S
Suiza
@ Morabre: LU CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Dirsccion: Carrara 42, No. 72-38 GG NIT ]
Tel&fono: 347 36 11
REPRESENTANTE |~ 211 56 50 CE. L] oo [
O APODERADO E-mail: clientes@cavelisr com Cual
Damicilic: Eogota, Colamibia, Mamera 285455244 T.P 22.555
1. Alec HAYES 2. Chengalrayan KUDITHIPUDI
@ 1100 BErandy Qabz Baulavard, 15201 Tomahawk Meadows Lane,
Pllr-'btt-l“fil-'ld Midlathian,
INV E Virginia 23832, Virginia 23112,
EN(-;%R ( . S) Estados Unidos de Amidrica Estadoz Unid os de América.
3. Rutger VAN DER HOEVEN
1413 Camberly Court,
Midlothian,
Virginia 23113,
Estados Unidos de América
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2008/010546 Fecha: 11 de diciembrz de 2008

Publicacidn Internacional No. WO 2000/074525 A1 Fecha: 18 de junio de 2009

Titulo (54)
PLANTAS TRANSGENICAS MODIFICADAS PARA REDUCIR EL TRANSPORTE DE
CADMIO, PRODUCTOS DERIVADOS, Y METODOS RELACIONADOS

Clasificacion Internacional (51) C12N 015/052 Co¥} (X | &( (b

ONO.

Po| b+ 5/00
Prioridad | (G3) Pais d= Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
sii¥l Nno[d us 13 de diciembre de 2007 | S0/996,962
Comprobante de pago No.: 10-42 145 Fecha: 24 d= mayo de 2010
Comprobante de pago No.: 10-45 328 Fecha: 1% de junio de 2010

Comprobante de pago No.: 10-55 1358 Fecha: 06 de julio de 2010
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Anexos:

Comprobants de pags de 1a tasa de presentaciin de la salicitud por § 554.000.00,
Comprobante d2 pago por 2 reivindicaciones adicionalzs después de la décima reivindicacian

por $20&.000.00.

bocun'lemo que acredita la existencia y representaciin legal cuands 2l solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fusre el caso.

Documents de ossidn dsl inventor al solicitants o a su causants.

Declaraciones.

Caopia de la solicitud internacicnal. (Resumen, descripzidn, reivindicaciones, dibujos)

Traduccidn de la solicitud intzrmacional al castellans, (Pesumen, descripoién, reivindicaciones,
dibujos)

Caopia del =vamen preliminar efectuads por la IPEA.
Traduccidn del e=amen preliminar efectuado por la IPEA.
D

hd

sar =l casa, copia del contrato d= acoeso.

)

e ser &l caso, documento que acradits la licencia o autorizacién de usa de conosimizntos
tradicionalzs d= las comunidades indigenas.

D
7]

& ser el caso, certificadn de depdsito del material biol4gico.

]
Arte final 1212

J

e sar el caso, informacidn sobre otras solisitudes d2 patente o titulos obtenides en el
=tranjero por &l mismao titular o su causants, relacionadas parcial o totalments con la invencidn
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEROS

g}

'
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@ | FIGURA CARACTERISTICA

@ Salicito la concesién de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

» - A5 A - o =< M~ \ —
FIRMA e Plriranibles

Coa, 25,460,244 de Usaquén T.F. 22 855

SCT
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DOCUMENTOS ANEXOS

!

Publicacidn Internacional WO 2000/074325 A1

Descripaidn:

Paginas 58 en <l idioma criginal
83 en espafio

Paginas

Reivindicacionas: Namero (s) 18

Figuras: Namero (s) 8

2. @ Forma PCT/ISA/210. Informe de Blusqueda Internacional.

.

3. Listado de Secusncias.

4. Extracto de publicacian.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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ESCRITURA PUBLICANUMERO - - - 14.';4/-- - - - -
- MIL CUATRu{IENTos CUARENTA Y CUATR) — = - = ~ =
DE FECHA: HARZO DIECINUEVE (19)%~ - - - - - -
DEL ARG DO3 MIL DIEZ (Z.010) -[ _______

OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6a) DEL CIRCULO

DE BOGOTA D.C.
CLASE DE ACTO O CONTRATO: PODER ESPECIAL
DE: CAVELIER ABOGADOS
A: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, NIDIA OSORIO LOPEZ, OSCAR FERNANDO
CORREA BARBOSA, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL
En la ciuda /1 de Bogota D.C. Republica de Colombla ante mi,AMPARD QUINTERO

ARTURD - - - Notaria sexta (6a.) de éste circulo notarial, se otorgo la
presente escritura publica que se consigna en los siguientes términos; -—--——---- —
COMPARECENCIA: Con minuta escrita, compareci6 el sefior CARLOS
ALBERTO GALLON GIRALDO, mayor de edad, vecino de esfa ciudad, casado,
identificado con la cédula de ciudadania No. 19.066.425 de Bogota, y dijo:-————-—-
ESTIPULACIONES:

PRIMERA.- Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad

denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,

Bogota, Colombia.
SEGUNDA: Que PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A., sociedad constituida y
existente bajo las leyes de Suiza, domiciliada en Neuchatel Suiza, designd a
CAVELIER ABOGADOS como su representante para Ia Propiedad Industrlal en

Colombia con facultades de nombrar apoderados tal como consta en la copia

auténtica del documento de representacion <_’que se protocoliza.
TERCERA.- Que en su caricter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por PHILIP MORRIS
PRODUCTS S.A., confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
T.P.A. No. 23.555, idehtiﬁcada con cédula de ciudadania numero 35.456.344 de
Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.PA. No.73.366, identificada con cédula de
ciudadania numero 39.787.682 de Bogotd, OSCAR FERNANDO CORREA
BARBOSA, T.PA. No. 71 .027 identificado con cédula de ciudadania numero

PAREL DE UZ0Q ENCLUZIVO DEL FROTOCOLD NOTARIAL | HO TIEHE SOSTO PARA EL USUARIO




79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.PA. 65.794
identificada con cédula de ciudadania :nL’lmero 52.006.265 de Bogota y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL, T.PA. No. 40.119, identificado con cédula de
ciudadania nimero 16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de
Bogota, para que representen a Ia‘-' sociedad a cuyo nombre actta, ante
cualesquiera entidades o personas, ej"erzan o no jurisdiccién, incluyendo las del

orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales

de arbitramento, en todo lo concemienfe a los siguientes asuntos:
a) Obtencion de patentes de invencion; modelos de utilidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de 'servicio, lemas comerciales, nombres
i .
comerciales, ensefias, variedades vegetales, denominaciones de origen e
indicaciones de procedencia, su renc?vacién, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

derechos

b) Las acciones de competencia desleél, proteccion del consumidor, oposiciones,

cancelacion administrativa o judicial, nblidad, medidas bcaute|ares, concesioén de

licencias, la tutela, la proteccion de 'secretos industriales y de nombres de

dominio junto con su administracién yl‘ pago; y en general los procesos civiles,

penales, administrativos o contencioso— ‘administrativos, de conciliacién,
j

arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y procesos que

promovamos 0 Seé NoS promuevan.

CUARTO.- Que los apoderados designados estan facultados en todos los
asuntos arriba determinados para su$tituir este mandato, transigir, conciliar,
arbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y

ratificar los actos de agentes oficiosos.

QUINTO- Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la
Camara de Comercio de Bogota, que al‘credita la constitucién y personeria de la
sociedad CA\(ELIER ABOGADOS, iguélmente protocoliza copia autenticada del
documento de representacién otorgado _;','I dia 02 de Diciembre de 2009 - - -

por PHILIP MORRIS PRODUCTS é.A.,/ldocumento que esta debidamente

legalizado

/




’ | PHILIP MORRIS FRODUCTS S.A.

Loy \l.!!"fn_'l).‘_':/’ -'ll.‘-'l,‘_l UERE N Y LWL \5}/ ) \VJ 'o}.-’ (A YL \lll\.‘_\.l.:ulsl.lbu O..

. + diaiclliado (s)

en/of Neuchitel,

Switrmerland

Por &l presente  sowbrame: a  CAVELIER
AROQOGADOS,  cociedad  colecive conzimida de
conforaidad con las leyer de L Reptibliza de Colombia,
mediznie Beediurs Pablica 1T, 4233 da) 10 3:
septierabes de 1974, cbiegada en L Motuda Sexen del
Civculy de Bogotd, domiciliada en Pogoid D, con
maidonla mercanal Mo, 00820237 y NIT S60041367-2,
domvdciliads en 1 Cagrera 42 17 7235, Dopots,
Colombia, come anestra  representinie en todos los
asuntas de Propiedad Todwswdal, con fulind paca
recibie notificaciones ¥ acmbinr apoderados judiciles o
extrajudiciales.

CAVELIER ABOGADOS tarakién
reprecentynos, con las mizmas  fooliades
Cindizadaz, ante cualezquicra  eniddades o [PRESONES,
ejerzan o oo jodsdiccién, misddade: adminizandvas o
juniediceicnales, wibunales Az arbioramente, en asuntog
de nituralesa civil, comerial, pamal, considmaional,
cofapetencly,  compstencia  deslenl, admirdstranva,
contencioss admingstradva, pooteccidn del consumadar,
vaiizdades vepztales, nombrer de dominis, SpoTiciones
u chservacicnes, cancelacifn adwdnisteativa y judicial,
oulidad, medidis cantelares, concecidn Je licenciae,
aczioaes de baiels, by proteccidn de cectetos indusiiales,
derecho requliicais y en general para que nes represenie
en cuales Juiers ACIC0ES § FLo0cese qUé PrOMmAvAmOE o
S€ 00S promuevan.

prodea
aprlys

La represeatante podid, #a nuesus aombre, designar
apaderados para sciar ame autotidades adminisivanvaz
Yy judisiales, por o via  exosjudicial oy
brocezalments: cn nuesios nombre,
corad demandudcs, come Hdreonse

tambien

o demandanies,

3, Soing ageats
ofictocos, soma ievceros, por Mamaraieare en garanda o
comd interviniente: ad excludendurn. Deairo de esgx
autcrzac fa, la representante poded faculiar a los
apoderadas que ella desiene para eraasigir, conciliag,
adraitis Joz hechos del procese, desistir, cancela, recibir,

© CAVELIER ABOGADOS

D herehy appzint CAVELIER ARDGADCOS, a
poorganited vnder the lws of the
puble of Colombis by means of Public Diced Ho.
2225 of September 10, 1974, zranted at Motary Sch of
the Bogaia Clezuit, domiciled io Bogoia Dl with
Mercaadle Regiswaden o, 00820237 and Tazpayer
Idendficaticn Muaber  60041367-2,  domiciled  at
Caveera 4 11 7225, Pogota, Colambia, a3 cur
veprescaiutve for all Indusidal Peoperiy matters wich
baculey t3 seceive nodficaidons and ippoint attorneys in
and aut of Cout.

CAVELIEFR. ABOGADOS may also vepresent us, with
the same faculiics coted above, hefore any eniides or
prereons, with or without pasisdiction, administrztive or
pretsdicdonal anihordes, conve of aditration, in civil,
comrnerdal, niminal, consdmdons], conpetidon, wnfar
conpetitiog, adrainisiraiive, administeative conteatious,
congumer protection, plint videdes, Jomain names,
opposidon or cbeervation matters, administcatve and
Couri cancelladoan, aullity, precautionary  measures,
licensing, ucdon for wt mandamus, protection of tade
secrew:, regularory law and in general represent us in any
acions and sulis insdtuted by us or agadast us.

The  represeniative may, in e name, decignate
atecrneys &0 ace before sdminizradve and  judical
sathodeer, dusugh cut-cf-court chanuels, and alco
procedurally in cor name as phindff, defendant, joint
hagane, representaiive wathour prwer of attamey, thicd
parry, when summconed £ appear in coure or as
ntervener ad excludendum. Under this authorizadon,
the represeniative may eropewer the attomeys appodinied
thereby to comproindse, conslisre, admic the facts of dhe
case, desist, canzel, receive, resign and subeiiute the




‘ Por/by

3

Firma/Signature

Nota:
PARA SOCIEDADES

El documento de Representacién debera ser firmado

por el representante legal de la compaiifa, autenticado
ante Notario Piblico y legalizado*.

El Notario debera certificar: i) que la compafia existe;

ii) que ejerce su objeto social; y iii) que la persona que
firma esta autotizada para otorgar este documento.

*La legalizacién podra ser por Apostilla si el pais del
otorgante hace parte de la Convencién de La Haya dél

5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de Colombia en
caso contrario.

PARA PERSONAS NATURALES

El documento de Representacién debeta ser firmado
por el otorgante: El Notatio Piiblico debers certificar
que la petsona que firma es quien dice ser.

Posteriormente el documento de Representaciéti
deberd ser legalizado por Apostilla si el pais del
otorgante hace patte de la Convencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de
Colombia en caso contrario.

© CAVELIER ABOGADOS

|
A PO I W

Note:
FOR CORPORATIONS

The Representation document ought to be signed by

the legal representative of the company, notarized and
legalized®.

The Notary Public must certify: i) that the company
legally exists; ii) that it is in exercise of its corporate
purposes; and iii) that the person who signs the
Representation document is authorized to do so.

* Legalization may be made by Apostille if the issuing
country is 2 member of the The Hague Convention of
October 5, 1961, or before the Colombian Consulate if
otherwise.

FOR INDIVIDUALS

The Representation should be signed by the
grantor. The Notary Public should certify that the
person signing is who he/she purports to be.

Subsequently, the Representation document should
be legalized by Apostille if the issuing country is a
member of the The Hague Convention of October
5, 1961 or before the Colombian Consulate if
otherwise.

Aurélie Nusbaum, CounseT

~HILIP MORRIS PRODUCTS S.A.
2000 NEUCHATEL

Stafan Kaiser
Patent Counsel

Philip Morris Products S.A.




LEGALISATION :
Vu pour lEgalisation de 1a signature sociale de Philip Morris Products S.A., 3 Neuchatel,

apposée ci-devant par:
- M. Siefan Kaiser, né le 19 mars 1971, originaire 4’ Allemagne, 4 Nc—.ucl'nﬁi'el, Patent

Counsel
- Mme Aurélic Nusbaum, née 4 Oullins (France), le 31 janvier 1973, I'ram,am fille
de Gérard, divorcée, domiciliée a Saint-Légier-La Chiésaz (VD), Counsel -------------

qu’zlles engagent par leur signature collective 3 deux.
Niuchaiel, le deux décembre deux mille neuf (2 décembre 2009)
Rép. Gén. Vol. 84 No 97

APOSTILLE
(Convention de La Haye du § octobre 1961)
1. Pays: Suisse

Le présent acte public

[

a eté signe par Me Blaize Stucker,

w

agissant en qualité de nataire,

=

@st revetu du sceautimbre de M Blaise Stucksr,
notaire & Meuchatel/Suisse
Attesté
& Neuchatel &, le 021212008
par la chancellerie &'Etat
us No 2616

Lo NG
o
\’!

Sceaultimbre 10. Signature




TRADUCCION OFICIAL NO.155/2010.-

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL‘_ Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
FRANCES. LLEVA LA FIRMA Y EL SELLO DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL
POR RESOLUCION NO. 3618 DEL MINISTERIO DE JUSTICIA DE COLOMBIA, DE FECHA 6 DE SEPTIEMBRE, 1972.

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL PODER
OTORGADO POR PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A, DOMICILIADA
NEUCHATEL, SUIZA, A CAVELIER ABOGADOS

PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A. 2000 NEUCH ATEL

FIRMADO: AURELIE NUSBAUM, ASESOR

FIRMADO: STEFAN KAISER, ASESOR DE PATENTE

LEGALIZACION

VISTO PARA LEGALIZACION DE LA FIRMA SOCIAL DE PHILIP MORRIS
PRODUCTS S.A. DE NEUCHATEL, COLOCADAS POR:

- SENOR STEFAN KAISER, NACIDO EL 19 DE MARZO DE 1971,
ORIGINARIO DE ALEMANIA, EN NEUCHATEL, ASESOR DE PATENTE.

- SENORA AURELIE NUSBAUM , NACIDA EN OUILLINS, FRANCIA, EL 31
DE ENERO DE 1973, FRANCESA, HIJA DE GERARD, DIVORCIADA,
DOMICILIADA EN SAINT-LEGIER-LA CHIESAZ (VD), ASESOR QUIENES
COMPROMETEN A LA SOCIEDAD CON SUS FIRMAS CONJUNTAS.

NEUCHATEL, 2 DE DICIEMBRE DE 2009. »
REP.GEN.VOL.84 NO.97 = ’

FIRMADO: BLAISE STUCKER, NOTARIO EN NEUCHATEL.

/7




TRADUCCION OFICIAL NQ.1535/2010.-

APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE 1961)
1. PAIS: SUIZA
- ELPRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
2. HA SIDO FIRMADO POR: ABOGADO BLAISE STUCKER
ACTUANDO EN SU CALIDAD DE: NOTARIO
LLEVA EL SELLO DE: ABOGADO BLAISE STUCKER, NOTARIO EN
NEUCHATEL.

w

CERTIFICADO
EN: NEUCHATEL

EL: 2 DE DICIEMBRE DE 2009

POR: LA CANCILLERIA DE ESTADO

BAJO ELNO. 2616

9. SELLO: REPUBLICA Y CANTON DE NEUCHATEL
10. FIRMADO: SEVERINE DESPLAND

LA'I/';Z"-\DUCT‘jRA (}Flbf\L / o

! /’/ T2y -'7 P :& W
/ ﬂ,{((;fc AN (R A s
(Y :

HELENA URIBE DE LEMOINE

o N O o,
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CAMAERD DE ZOMERCIO DE EOSOTA

SELE CHLPINEEO

16 DE MARSO DE 2010 HORER 11:15.42
RO2T77E53205% FAGINA: 1 de 23

BAJO EL NO. 155% DEL

* BN JUNIO DE ESTE 2RO 5E BLESIFAN JUNTA DIRECTIVA ¥ FEVISOR FISCAL *
* DE TA CAMARA DE COMERCIN DE EOGOTA.  LAS IMNECRIPCIONES DE *
* CANDIDATOS DEREN HACERSE EN LA FRPIMEPA GOINCENA DR MAYOD., *
* PAFA INFORMACION DETALLADR DIRIIIRSE A LR SEDE PRINCIP2L, QUINTO +*
¥ PISG, O COMUMICAFSE AL 3IGUIENTE TELEFOND: 5321000 EYTENSICON 2859, %

LR R R R R A R R LR R RR R R I I R I 2 S U SR U N IR SRS SR A AR A LR R A NS T R TR

CERETIFICAIYY) DE ZEXISTENCIR YV SEEFESENTACION LEGAL O IMSCRIPCICN DE
DOCUMENTOS

CERTIFICA:
MNOMEPE : CAVELIEF ZROGADOS
N.T.T. : B8A0041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D

o

CERTIFICA:

: CERTIFICA: .
COMSTITUCION :  QUE FoP BSSHITURS PUBLICA 1o
SEXTA DE DGEOTA D.C, DEL™ 10 LE 3EI
a6 DE SEPTIEMELE 1974 EAJO BL 1
COMATITUYD LA

CAVELIER.

Wo. 0004233 DE NOTARIA
‘ DE SEPTIEMBREE DE 1274 , INSCRIT2 EL
DE 1574 EAJD BL NUMERS 00021333 DEL LIERD IX, 2E

CIVIL EHOMINADA CAVELIER PEFDOMG Y

JCERTIFICA : oo

OUE  POP ESCRITUPA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTAPIA 3EYTA DE ECGGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , IWSCPITA EL & DE AERIL DE 1383
RAJO  EL  MUMERD 00120769 DEL LIERO I¥, LA SOCTEDAD CAMEIC SIT
NOMERZ DE : CAVELIER FEREDOMO ¥ CAVELIEF. BOF EL DE : CAVELIEFR
ABOGADOS '

CERTIFICA:
QUE POF. ESCEITURA FUBLICA NUMERD 1.000 OTORGADA EN LA NOTRREIA EA.
DE BPOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.9%23, IM2ZRITA EN  ESTA CAMARA DE
COMERCTIO EL 5 DE ARRPIL DE 1.983 BAJO EL IUMERO 130763 DEL LIEFO
I, LA SOCIEDAD CAMEIO SU NOMEPE DE: JAVELIER PRERDOMO ¥ CAVELIER,
POR BEL DE: CAVELIEFR AROGADOS, E INTFODUJO OTRAZ FEFORMAS.
CERTIFICA:
CERTIFICA :
.024 DE L& NOTARIA & DE ZANTAFE DE BOSOTA DEL 18
., INSORITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 RBAJD EL NO.!
CXITT, LA SOCTIEDAD TPRASLADD SU DOMICILIO DE LA CLU-
AFE DE BCOGOTAR D.C. AL MUNICIFIO DE TARIG ( CUNDINAMAR—H
CA ) .-, ‘ ' B
CERTIFICA:
CA MO, 7710 LE LA NOTARIAR SEXTA DE BOSOTA
24, IWECRITE EL 15 DE WOVIEMBEX DE 1324

=1

ERO ¥ITITI, LA SOCIEDATT CAMEIO SU

QUE POER ESCRITURA PURL
DEL 10 DE OCTUERE DE 1L
L
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NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD !COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFICA:
REFORMAS : * .
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-V-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204
3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. 89.582
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261
432 10-II-1.983 6A. BTA. 1-III-1.983-N0O.129.337
7.710 10-X-1.984  6A. BTA. 15-XI-1.984-NO. 1.559
7.305 21-X-1.985  6A. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.906
2.567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987  6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- IV-1.988 6A. BTA.  19- V -1988-NO. 2,740
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3- I -1.991  6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.787
1.608 8-III-1.991 6A. BTA. 14-ITII- 1991-NO. 3.841
2.155 2-IV- 1.991  6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-I1 -1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.882
1.739 14-I1I-1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.881
5.886 21-VITI-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.019
8.596 4-XII -1.991 6A. BTA 16-ITI -1992 NO. 4.430
1.494 10-III -1.992 6A. BTA. 19-IIT -1992 NO. 4.436
4.205 8 -VIT -1.992 6A. BTA. 15-VII -1992 NO. 4.554
8.829 16-XII -1.992 6A. BTA.  24-XII -1992 NO. 4.819
12 9936 STAFE BTA ..13:Iw NO. 4.850
4.877 993 6 STAFE" BTA ' NO. 5.065
5.216 F NO. 5.077
ACTA NO.71 NO. 5.174
2.034 NO. 5.937
2.227 NO. 6.092
7.594 NO. 6.294
676 NO. 6.873
‘REFORMAS : -
E.P. NO. FECHA CIUDAD FECHA NO.INSC.

0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA . 2007/07/24 00010841
5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.C. '2009/10/21 00012243
CERTIFICA:

VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
10 DE SEPTIEMBRE DE 2024

997/09/02 00007115
1998/04/21 00007426
1998/08/13 00007544
1998/08/27 00007564
1998/11/12 00007644
2000/12/04 00008481
2003/06/04 00882729
2004/07/28 00009703
2005/04/07 00009917
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DOUDUUDUDOU
ohnoonn.np.no_»—l.u

CERTIFICA:

OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
MISMO, INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HTIPOTECA, MUTUO CON O SIN
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CAMAFA DE COMERCIO DE ROGOTA

SEDE CHAFINERQ

1 DE MARZO DE 2010 HOF2 11:12:42
FO277228832 PAGIIIA: 2 ds 3

*4,"&‘**'},‘*'.1:":ir.*:".".‘:**'k'km\"k***

SIGUAYL,  PARTICIPACION Y ATEIEUCIONES TENDEA 200 SUBLENTE ACHES CSAULEBELRT
DE CAVELIER CUANDGO OCURE EL CARGO, EN CASO DE FALTA 3ABESOLUTA DE SEFMAN

INTERES, MANDATO CIVIL V¥ COMERCIAL, VS0 shal, AZ COMO
PARTICIPAP EN ASOCIACIONES JIENTIFICAS, GFEMIALES ¢ DREOFESIOIALED
SIN ANIMO DE LUCRO.

CERTIFICA:
CAPITAL ¥ 20CIO02: 210,000.00 DIVIDIDO BN 1Q,000.00 CUDTAS OOM VALOR
NOMINAL DE $1 00 CADA TNA, DISTRIBUIDO BAST
- 8SOCIO CAPITALISTA (S)

ASOCIACION CAVELIEF DEL DERECHO M.I.T. GOOO0EN01722563
NGO, CUOTAS: #,800.00 VALOR: $3,500.00
GRUDERERT DE CAVELIEF ACGNES JEAMNNE C.E. 0009000001312100
NG, CUOTAS: 1,200.00 VALOER: $1,200.00
SOTTO INDUSTRIAL (S)

CHBVARPO JORGE

MO, OTOTAS: 0.00

SUAFRES DE BRET LUS
NO. CUOTAS: 0.00
PENA VALENZUELA DANIEL
WG, JUOTAS: 0.00

000000016205580

STEMELCTA

NO. CUOTAS: 0,00

TOTALES L
NC. CUJTAS: 10, 0f

CERTIFICA: e

OUE PR EEZCRITURAS PUBLICAZ UG, 001421 ¥ 6oil32'DEL 13 DB Mamao
DE 2005 DE LA NOTARI& 05 LE EO®ITA [.3., INSCRITA EL 07 DE AERTL
DE 2005 BAJD EL NO. 0002918 Y (d09917, RESPECTIVAMENTE DEL LIERO
N¥ITT, DE TAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) EARETES [E INTEFES S00IAL
FADICADAS EN C2EESA DE AGHES GAUDEEERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES EATAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROFIEDAD FILUCIARIAL I
'AVOR. DE LA3  SIGUIENTES FERSOMAS : GEFMAN CAVELIEE FRANCO,
EFMESTO CAVELIRER FRANCO, JORGE CAVELIEF FPANCD, INES CAVELIER
FRAMCO, GUILLERMO CAVELIER FRAWCO, ELEMA  CAVELIER  TFRANCO,

ALEJANODED CAVELIEFR FRANCG, BEATRIZS CAVELIEFR TFERANCO, ¥ LUJIA
CAVELIEE FREANCO,

CERTIFICA:
FEFEESENTACION LEGAT:; EL PEPRESENTANTE LEGAL E2 EL DIFECTCR. BEL 30CI0

‘FUNDADCF.  GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDEA EL CBFEITER DE PRESILENTE |
o DIEECTOR. VITALTIIO, FARTICIPAFA FBOF  DERECHD PPOFIO  EN EL COMERID.
“e @IBERICE Y EN EL CONZEJD DIRECTIVO ¥ LLEVARA L& REBPRESENTACICH LEGAL,Y

g La S0CIEDAD  CUANDY Lo ESTIME FERTINENTE 2IN LIMITRACICON ALGUNR

CAVELIEFR GAVIRIA., L8 SOCIOZ COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS FARA EJIEFCE

LA REPFESENTACION DE LA 20CIEDAD EN CUALQUIER TIEMPG, SIN PERJUICIO DE

LAS DELEGACIONS CONFERIDAS & LS OFGANODE CJREADODI BOR LOS PRESENTES




ESTATUTOS

CERTIFICA:
*+ NOMBRAMIENTOS **
'QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE SOCIOS DEL 14 DE AGOSTO DE 2009, INSCRITA
EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJO EL NUMERO 00012200 DEL LIBRO XIII,
FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
DIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO)
GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE ‘ IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 000000002877924
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE : C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER:EN.. JUICIOS INCLUSIVE- EN AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA;PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES‘ B) CUMPLIR Y

SOCIEDAD, ASIGNARLES F”

PERSONAS QUE DEBAN

UMA . ; { 180 )
SALARIOS MINIMOS MFNSUALES SU? CELEBRACION" REQUERIRA LA

APROBACION PREVIA DEL CONSEJO SUPER;OR
CERTIFICA.
** REVISOR FISCAL *+*
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES

DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA.

ok & EL PRESENTE CERTIFICADO Né CONSTITUYE PERMISO DE * ok ok
* % % FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO ¥ox ok

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000
SMLMV Y UNA PLANTA DE PERSONAL DE MENOS DE 200 TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
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CAMAFAR DE COMERCIO DE ROS0TA

SEDE CHAFPINERD

16 DE MARDD DE 2010 HOREA 11:18:42
BOZ77R23RE3 PAGIMA: 3 ds= 3
LA I S N R R S S TR S Y (R S

78% BN BL ERIMER ANC DE  ZONSTITUCION DE &7 EMPrES2, DE 50% EN LKL
af0 v DE 25% EW EL TERCER Aflo., LEY 590 DE 2000 ¥ DECEETO E25

SEGUNDO
DE 2009,

EL SECRETARIO DE LA CAMARA DE COMERCLO,

VALOR : $ 3,600

DE COMFORMID2ZD 01T EL DECEETD 2160 DE 1535 ¥ LA AUTCORISACION IMEOARTIDA
POER LA SUPERIWTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 12 DE WOVIEMBEE DE 15%5, L& TFIRMA MECANICA OUE AFAPECE A
CONTINUACION TYENE PLEMNA VALIDED FARA TODOS LOZ EFECTOS LECALES




PAPRESO EN ENERO 1* DE 2010 POR POLYPRINT EDITORIAL LTDA. - 1T $70AIISI0S

700021

7

267729

Presente el CARLOS ALBERTO GALLON
GIRALDO, domiciliado en Bogota, . identificado como

senor

aparece al pie de su firma y manifesté que esta conforme

con el contenido de esta escritura publica

----- ~ HASTA AQUI LA MINUTA PRESENTADA ——----—--

OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION: LEIDA la presente escritura por los
comparecientes y habiéndoseles hecho las advertencias sobre los tramites y
formalidades de rigor le impartieron su aprobacion y para constancia la firman
ante mi el NOTARIO QUE AUTORIZA —y<—

DERECHOS NOTARIAlfS: $42.8060.00 = = = = =~ - - - - o - - -

IVA 16% $

15,403,00 = = = == = = — = = - ——— e e -

| PAPEL NOTARIAL: esta escritura ha quedado extendida en las hojas de papel

sellado notarial ntimeros: -
7=70G021-267736 { 7—700021—267729/ ------------ - -y - -

EN BLANCO... EN BLANCO

OTORGANTE

A & D
CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO
cc. [T7ee o
TEL 24¥36&

I
7l
i S SN

ez
=) =

Y e £
"e’“’? 8
AMPARO QUINTERO ARTURGADESS
NOTARIA SEXTA (6a) DE BOGOTAD.C.

T1558/10.PG.ANGELIK

PAPEL DE U0 EMCLUSIVD DEL PROTOCOLD HNOTARIAL . HG TIENE COITO PAPS EL USULSRIO
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WO 2009/074325 PCT/EP2008/010546

TRANSGENIC PLANTS MODIFIED FOR REDUCED CADMIUM TRANSPORT,
DERIVATIVE PRODUCTS, AND RELATED METHODS

TECHNICAL FIELP"

[0001] Compositions, expression vectors, polynucleotides, polypeptidas,
transgenic plants, transgenic cell lines, and transgenic seeds, and methods for
making and using these embodiments to produce various plants that can reduce

the transport of heavy metals into aerial portions.

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATION
[0002] This application claims priority to U.S. Provisional Application No.
A0/9965,982, filad December 13, 2007, the enlire content of which is hereby

incorporated by reference.

BACKGROUND

[0003] Plants obtain essential heavy metals, such as Zn, Ni, and Cu, by
absorbing metal ion substrates from their environment by various transport
mechanisms mediated by transmembrane transporters expressed on the surface of
root cells and other vascular tissues. Transporters classified as P-type ATPases,
such as P1B-type ATPases, are transporters that translocate positively charged
substrates across plasma membranes by utilizing energy liberated from exergonic
ATP hydrolysis reactions. P1B-type ATPases are also referred to as heavy metal
ATP-ases ("HMAs") or CPx-type ATPases. HMAs have been grouped by substrate
specificity into two subclasses, the Cu/Ag and Zn/Co/Cd/Pb groups. The first F1B-
type ATPase to be characterized in plants is AtHMA4, cloned from Arabidopsis.
Substrate selectivity by HMAS is not strictly limited to the transport of essential
metals in that several non-essential metals can be recognized indiscriminately as
substrates, resulting in the accumulation of many non-essential metals, such as Cd,
Pb, As, and Hg.

SUMMARY OF THE INVENTION
[0004] Various aspects of the invention are directed to compositions and

methods for producing transgenic plants, including transgenic tobacco plants,

-1-
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genetically modified to impede Cadmium (Cd) transport from the root system to the
leaf lamina by reducing the expression levels of transporters of the HMA family. A
HMA homologue ("NtHMA") has been identified in tobacco, which can he utilized
for constructing various RNAI constructs, encoding NtHMA RNAI polynuclzotides of
interest that can facilitate the dégradation of endogenous NtHMA RNA transcripts.
Transgenic plants that can express NtHMA RNAI polynucleotides according to the
invention can he utilized for reducing steady-state levels of NtHMA RNA transcripts,
and consequently, for reducing the number of functionally active NtHMA
transporters available for transporting metals across cellular membranes.
[0005] Other aspects of the invention are directed to recombinant expression
vectors comprising various NtHMA RNAI constructs, transgenic plants and seeds
genetically modified to exogenously express NtHMA RNAI polynucleotides, cell
lines derived from transgenic plants and seeds, and consumable products
incorporating leaves derived from transgenic plants produced accq:‘dilwg to the
disclosed methods.
[0006] According to the present invention there is provided in one aspect an
isolated polynucleotide selected from the group consisting of:

a polynucleotide comprising or consisting of a sequence having at least
5075, 552, 80", B5%s, 70"%, 75’ 80%, 85%:, 0%, 5%, 9675, 97%, 987% or 99%
sequence identity, for example at least 70% sequence identity, to SEQ 1D NO:1,
and encoding a NtHMA transport=r having P1B-type ATPase activity;

a polynuclectide comprising or consisting of a sequence having at lzast
80%, 55%, 50%, 65%, 70%:, 757, 80%, 85%:, 90, 95%3, 96%%, 97%5, 98%: or 99%
sequence identity, for example at least 70% sequence identity, to SEQ ID NO: 3;

a polynucleotide comprising or consisting of a sequence having at least
§0%5, £5%5, 0%, 65%, T0%, T5%, 8075, 85%,, 90, 95%, 9654, 97%;, 9875 or 99%
sequence idenlity, for example at least 70% sequence identity, to SEQ ID NO: 47,

a polynuclectide comprising or consisting of a sequence encoding a
polypeptide having at least 50, 5§57, 6074, 65%, 70%, 75%, 80", 85%, 90%,
Q8%5, 98", 7Y, 98%: or 99%s sequence identity, for example at least 70%
sequence identity, to SEQ ID NO:2, wherein the polypeptide is a NtHMA transporter
having P1B-type ATPase activity, and
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a polynucleotide comprising or consisting of a sequence encoding a
polypeptide having at least 50°4, 55%;, 60%%, 65%, 70%, 75%, 80™, 884, 90%,
95%;, 953%%, G754, 9895 or Y9%5 sequence identity, for example al least 70%5
sequence identity, to SEQ ID NO: 49, wherein the polypeptide is a NtHMA
transporter having P1B-type ATPase activity.

[0007] The isolated polynucleotide of the invention may hybridise to a nucleic
acid molecule comprising or consisting of SEQ ID NOs: 1, 3, or 47, or
complementary sequence of SEQ ID NOs: 1, 3 or 47, under high-stringency
conditions.

[0008] Another aspect of the invention is an expression vector comprising
the isolated polynuclectide as defined herein.

[0009] Also provided is a transgenic plant made by a process comprising
introducing the isolated polynucleotide as defined herein or the expression vector
as defined herein. The transgenic plant may, for example, be a tobacco plant.
[0010] Further provided is a cell line made by a process comprising
introducing the isolated polynuclectide as defined herein or the expression vector
as defined herein.

[0011] In a furlher aspert there is provided a consumable tobacco product
(for example, but not limited to, a smoking article or smokeless tobacco product)
incorporating leaves harvested from the transgenic plant as defined herein.

[0012] In anothir aspect, there is provided a NtHMA RNAI construct capable
of inhibiting the expression of a NIHMA mess=nger RNA to which it corresponds,
the construct comprising: |

a first sequence having at least 5045, §5%, 60%%, 85%;, 70%:, 7855, 80%,
85%;, 00%5, 9575, 96%,, 9755, 98% or 99% sequence identity, for example at least
70% sequence identity, to a portion of SEQ ID NO:3 or 47,

a second sequence; and

a third sequence having a reverse complementary sequence of the first
sequence, positioned in the same orientation as the first sequence,

wherein the second sequence is positioned between the first sequence and
the third sequence, and the second sequence is operably-linked to the first
sequence and to the third sequence.

[0013] In the NtHMA RNAI construct:

-3-
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(a) the first sequence may have at least §0%:, 56%, 502, 65%, 70%;, 75%4,
8074, 85%, 90%, 95%, 96”5, 9793, 98% or 99%; sequence identity, for example at
least 95% sequence identity, to a sequence selected from one or more of the group
consisting of: exon 1 (SEQ ID NO:5), a fragment of exon 1 (SEQ ID NO:5), exon 2
(SEQ ID NO:7), a fragment of exon 2 (SEQ ID NO:7), exon 3 (SEQ ID NO:9), a
fragment of exon 3 (SEQ ID NO:9), exon 4 (SEQ ID NO:11), a fragment of exon 4
(SEQ ID NO:11), exon & (SEQ ID NO:13), a fragment of exon 5§ (SEQ ID NO:13),
exon 6 (SEQ ID NO:15), a fragment of exon 6 (SEQ ID NO:18), exon 7 (SEQ ID
NO:17), a fragment of exon 7 (SEQ 1D NO:17), exon 8 (SEQ ID NO:19), a fragment
of exon 8 (SEQ ID NO:19), exon 9 (SEQ ID NO:21), a fragment of exon 9 (SEQ ID
NO:21), exon 10 (SEQ ID NO:23), a fragment of exon 10 (SEQ 1D NO:23), exon 11
(SEQ ID NO:25), and a fragment of exon 11 (SEQ ID NO:28),

(b) the second sequence may have at least 507, 5567, 60%, 65%, 70%,
785, 80%:, 85%, 90%, O5%h, 98%, 7%, 98°% or 99%: sequence identity, for
example at least 95%; sequence identity, to a sequence selected from one or more
of the group consisting of: intron 1 (SEQ ID NO:4), a fragment of intron 1 (SEQ ID
NQ:4), intron 2 (SEQ ID NO:6), a fragment of intron 2 (SEQ ID NO:6), intron 3
(SEQ ID NO:8), a fragment of intron 3 (SEQ ID NO:8), intron 4 (SEQ ID NO:10), a
fragment of intron 4 (SEQ ID NO:10), intron 5 (SEQ ID NO:12), a fragment of intron
5 (SEQ ID NO:12), intron 6 (SEQ ID NO:14), a fragment of intron 6 (SEQ ID
NO:14), intron 7 (SEQ ID NO:15), a fragment of intron 7 (SEQ ID NO:18), intron 8
(SEQ ID NO:18), a fragment of intron 8 (SEQ ID NO:18), intron & (SEQ ID NO:20),
a fragment of intron & (SEQ ID NO:20), intron 10 (SEQ ID NO:22), a fragment of
intron 10 (SEQ ID NO:22), intron 11 (SEQ 1D NO:24), a fragment of intron 11 (SEQ
ID NO:24), intron 12 (SEQ ID NO:26), and a fragment of intron 12 (SEQ 1D NO:26);

(c) the third sequence may have at l2ast 50", §5%, 60%, 55%, 70%, 75%,
80%,, 85%, 90%, 957, 96°,, 97, 987 or 99%4 sequence identity, for example at
least 957, sequence identity, to a sequence selected from one or more of the group
consisting of: SEQ ID NO:27, a fragment of SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, a
fragment of SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, a fragment of SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30, a fragment of SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, a fragment of SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:32, a fragment of SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, a fragment of
SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, a fragment of SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, a

-4-
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fragment of SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, a fragment of SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:37, and a fragment of SEQ ID NO:37,

(d) the first sequence may comprise SEQ ID NO:38, the second sequence
may comprise SEQ ID NO:39, and the third sequence may comprise SEQ ID
NO:40:;

(e) the first sequence may comprise SEQ 1D NO:42, the second sequence
may comprise SEQ ID NO:43, and the third sequence may comprise SEQ ID
NO:44; or

(f) one or two or three of (a), (b), (c), (d) and (e) may apply.
[0014] The invention also encompasses an expression vector comprising a
promoter positioned upstream and operably-linked to the NtHMA RNAI construct as
defined herein. The promoter may be selected from the group consisting of. a
tissue-specific promoter, an inducible promoter, and a constitutive promoter.
[0015] In the NtHMA RNAi construct, the first and the second sequence may
=ach have a length selected from the group consisting of 20-30 nucleotides, 30-50
nucleotides, 50-100 nucleotides, 100-150 nucleotides, 150-200 nucleotides, 200-
300 nuclentides, 300-400 nucleotides, 400-500 nucleotides, 500-600 nucleotides,
and 600-700 nucleotides.
[0016] A further aspect of the invention is a transgenic plant comprising the
RNAI (or the NtHMA RNAI construct, or the expression vector) as defined herein,
wherein the transgenic plant has a reduced Cd levels in at least a part of the plant
compared to the part in a non-transgenic counterpart. The transgenic plant may, for
example, be a tobacco plant.
[0017] Also provided is consumable tobacco product (for example, but not
limited to, a smoking article or smokeless tobacco product) incorporating leaves
harvested from the transgenic plant comprising the RNAI as defined herein.
[0018] The product may have a % Cd reduction value of at least about 5%,
10%5, 15%, 20%%, 25%, 30%%, 3574, 40%;, 45%, 50%%, 650, 0%, 6567, T0%, 756%,
80%, 8545, 90%, 95%:, 968%, 97%, 98%%, or 99%.
[0019] The product may have a Cd =ontent is a value ranging from about
0.01 to about 0.05 ppm, from about 0.01 to about 0.1 ppm, from about 0.01 to
about 0.5 ppm, from about 0.01 to about 1.0 ppm, or from about 0.01 to about 5

ppm.
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[0020] In another aspect of the invention, there is provided a method for
reducing Cd levels in at least a part of a plant, comprising:

reducing levels of an NtHMA mRNA in the plant by causing expression of an
RNAI construct.
[0021] For this method, the RNAIi construct may be as defined herein, and in
particular may comprise: |

a first sequence having at least 50%;, 55%:, 6054, 65%, 70%, 755, 80%,,
8E%;, 0%, 95%, 96%, 67%, 98%5 or 997 sequence identity, for example at least
90% sequence identity, to a portion of SEQ 1D NO:3 or 47;

a second sequence; and

a third sequence having a reverse complementary sequence of the first
sequence, positioned in the same orientation as the first sequence,

wherein the second sequence is positioned between the first sequence and
the third sequence, and the second sequence is operably-linked to the first
sequence and to the third sequence.
[0022] According to the method, following expression of the RNAI construct,
the part of the plant may have a Cd content reduced by at least about 5%, 10%,
1555, 209, 26%, 309, 35%, 40%, 45%;, 60%;, 5575, B0%;, G5%;, 7075, 75%, 80%5,
85%;, 902, 95%5, 96%, 7%, 98%, or 99%.
[0023] Additionally or altarnatively, following expression of the RNAI
construct, the part of the plant may have a Cd content ranging from about 0.01 to
abothDBpanfmmwabothO1toabout01rmnxfmm1about001toaboutOS
ppm, from about 0.01 to about 1.0 ppm, or from about 0.01 to about 5 ppm.
[0024] According to a further aspect of the invention, there is provided a
substantially purified polypeptide having at least at least 50%, 55%, 60%, 5%,
700, 75%, 80%, 852, 00%%, 9824, 9625, 97%;, 98 or 99%: sequence identity, for
example at least 70%: sequence identity or at least 95%, sequence identity, to SEQ
ID NO:2 or 49, wherein the polypeptide is a NtHMA transporter having P1B-type
ATPase activity.
[0025] An antibody that specifically binds to a polypeptide as defined herein,
for example comprising or consisting of SEQ ID NO:2 or 49, is also encompassed

by the invention.
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[0026] Further and various aspects (also referred to herein as

“embodiments”) of the present invention are described below.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0027] FIG. 1 is a schematic of a NtHMA genomic clone comprising 11
exons.
(0028] FIG. 2A illustrates an exemplary subcloning strategy for constructing

a NtHMA RNA.i expression vector that enables the constitutive expression of
NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as described in Example 2.

[0029]) FIG. 2B illustrates a hypothetical double-stranded RNA duplex formed
(as "stem-loop-stem" structure) from intra-molecular, base-pair interactions within
NtHMA RNAI polynucleotide produced as a product transcribed from an exemplary
NtHMA RNAI construct.

[0030] FIG. 3A shows an exemplary RNAi sequence, NtHMA (650-915), for
producing NtHMA RNAI polynucleotides of interast, as described in Example 2.

[0031] FIGS. 3B-3D show Cd reduction in leaf lamina of multiple first
generation (T0) transgenic linss, representing three varieties, that have been
genetically modified to express NtHMA RNAI polynuclectides (660-915), as

described in Example 5.

[0032] FIG. 4A shows an exemplary RNAI sequance, NtHMA (1382-1584),
for producing NtHMA RNAI polynuclzatides of intzrest, as described in Exampile 3.

(0033] FIGS. 4B-4D show Cd reduction in leaf lamina of multiple first
generation (T0) transgenic lines, representing three varieties, that have been
geneticaily modified to express NtHMA RNAI polynucleotides (1382-1584), as

described in Example 5.
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[0034] FIGS. 5A-C show normalized NtHMA RNA transcript levels in various
first generation (T0) transgenic lines that have been genetically modified to express
NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as datermined by quantitative realtime

PCR analysis of leaf lamina extracts, as described in Example 6.

[0035] FIG. 6 shows the distribution of Cd and Zn between the lzaf lamina
and the root of various first generation (T0) transgenic lines that have been
genetically modified to express NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as

presented in Table 2 and described in Example 7.

[0036] FIG. 7 shows Cd distribution among the bark (“B"), leaf lamina (L"),
pith (“P"), and root (“R") tissues of various first generation (T0O) transgenic lines that
have been genetically modified to express NtHMA RNAI polynucleotides of interest,

as presented in Table 3 and described in Example 8.

[0037] FIG. 8 shows Cd distribution between the leaf lamina (L") and the
root (“R") of various second generation (T1) transganic lines that have been
genetically modified to express NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as

described in Example 9.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0038] l. Isolation of Tobacco NtHMA Genes and Gene Products

[0039] FIG. 1 is a schematic of a NtHMA genomic clone comprising 11 exons
encoding a heavy metal transporter related to the HMA family of transporters.
Example 1 further describes the identification of the NtHMA genomic clone (_HO-
18-2) and 4 NtHMA cDNA clones. Table 1 below provides nucleotide positions
corresponding to exon and intron subregions mapped within the NtHMA genomic
clone (_HO-18-2).

(0040] A. NtHMA Polynucleotides

[0041] The term "polynucleotide” refers to a polymer of nucleotides
comprising at least 10 bases in length. The polynucleotides may be DNA, RNA or
a DNA/RNA hybrid, comprising ribonucleotides, deoxyribonucleotides,

-8-
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combinations of deoxyribo- and ribo-nucleotides, and combinations of bases and/or
modifications, including uracil, adening, thymine, cytosine, guanine, inosine,
xanthine, hypoxanthine, isocytosine, and isoguanine. The term includes single-
and double-stranded forms of DNA or RNA. The term "DNA" includes genomic
DNAs, cDNAs, chemically-synthesized DNAs, PCR-amplified DNAs, and
combinations/equivalents ther=of. The term "isolated polynucleotide” refers to a
polynucleotide not contiguous with any génome of origin, or separated from a
native context. The term includes any recombinant polynucleotide molecule such
as NtHMA RNAi constructs, NtHMA RNAi expression veclors, NtHMA genomic
clones, and fragments and variants thereof.

[0042] As shown in FIG. 1, the NtHMA genomic clone, designated as SEQ
ID NQ:1, comprises: intron 1 (SEQ ID NQ:4), exon 1 (SEQ ID NO:5), intron 2 (SEQ
ID NO:6), exon 2 (SEQ ID NO:7), intron 3 (SEQ ID NO:8), exon 3 (SEQ ID NO:9),
intron 4 (SEQ ID NO:10), exon 4 (SEQ ID NO:11), intron 5 (SEQ ID NO:12), exon 5
(SEQ ID NO:13), intron 6 (SEQ ID NO:14), exon € (SEQ ID NO:15), intron 7 (SEQ
ID NO:16), exon 7 (SEQ ID NO:17), intron 8 (SEQ ID NO:18), exon & (SEQ ID
NO:19), intron 9 (SEQ ID NO:20j), exon 9 (SEQ ID NO:21), intron 10 (SEQ ID
NO:22), exon 10 (SEQ ID NO:22), intron 11 (SEQ ID NO:24, exon 11 (SEQ ID
NO:25), and intron 12 (SEQ ID NO:26). For sequences, see Sequence Listing
below. Various embodiments of the invention are directed to isolated
polynucleotides representing genomic fragments isolated at the NtHMA locus,
comprising SEQ ID NO:1, fragments of SEQ 1D NO:1, or varianis thereof. Various
embodiments are directed to isolated NtHMA polynucleotide variants comprising at
least 505, 557, BO%, B5%, 70%, 75%, BO%:, 85%, 90%, 95%, 96"%, a7%, 985,
and 99% sequence idzntity to SEQ ID NO:1, or fragments of SEQ ID NO:1.

[0043] Various emhodiments are directed to isolated polynucleotides having
sequences that complements that of NtHMA polynucleotide variants comprising at
least 50%, 85%, B0%, 65%, T0%, 75%, 807, 35%%, 90%:, 95%4, 96%:, 7%, 987%,
and 99% sequence identity to SEQ ID NO:1, or fragments of SEQ ID NO:1.
Various embodiments are directed to isolated polynucleotides that can specifically
hybl'idize; under moderate to highly stringent conditions, to pclynucleotides
comprising SEQ 1D NQ:1, or fragments of SEQ ID NO:1.
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[0044] Various embodiments are directad to isolated polynucleotides of
NtHMA cDNA (Clone P5653), comprising SEQ ID NO:3, fragments of SEQ ID
NO:3, or variants thereof. Various embodiments arz directed to isolated NtHMA
polynucleotide variants comprising at least 70%, 75%, 80%, 85%, 90%;, 959, 965,
97*’:;&,, 98%:, and 9925 sequence identity to SEQ ID NO:3, or fragments of SEQ ID
NO:3. Various embodiments are directed to isolated NtHMA polyribonucleotide
variants comprising at least 70%, 75%, 80°%%, 85%, 90%;, 98%;, 96%4, 97%a, 98%,
and 997 sequence identity to SEQ ID NQ:3, or fragments of SEQ ID NO:3, and in
which Ts have been substituted with Us (e.9., RNAs). Various embodiments are
direcled to isolated polynucleotides that can specifically hybridize, undzr moderate
to highly stringent conditions, to polynucleotides comprising SEQ ID NO:3, or
fragments of SEQ ID NO:3. Varicus embodiments are directed to isolated
polynucleotides having a sequence that complements that of NtHMA polynucleotide
variants comprising at least 70”5, 75%;, 80725, 85%, 90%, 9874, 96%,, 977, 9874,
and 99% sequence identity to SEQ ID NO:3, or fragmenis of SEQ ID NO:3.

(0045] Various embodiments are directed to isolated polynucleotides of
NtHMA cDNA (Clone P6643), comprising SEQ ID NO:47, fragments of SEQ ID
NO:47, or variants thereof. Various embodiments are directed to isolated NtHMA
polynucleotide variants comprising at least 70%%, 75, 80%%, 857, 909, 95%;, 66%,
a7, 952, and 99%; sequence identity to SEQ ID NO:47, fragments of SEQ 1D
NO:47. Various embcdiments are directed to isolatsd NtHMA polyribonucleotide
variants comprising at least 70%, 75%, 80%, 85%,, 90%%, 9555, 9694, 977%%, 9875,
and 99%; sequence identity to SEQ ID NO:47, fragments of SEQ ID NO:47, and in
which Ts have been substituted with Us (e.g., RNAs). Various embodiments are
directed to isolated polynucieotides that can specifically hybridize, under moderate
to highly stringent conditions, to palynucleotides comprising SEQ ID NO:47,
fragments of SEQ ID NO:47. Various embodiments are directed to isolated
polynuclzotides having a sequence that 'comp"lements that of NtHMA polynucleotide
variants comprising at l=ast 70%, 75%:, 80%, 85%5, 90™i, 95", 96%%, 9775, 98%,
and 99% sequence identity to SEQ ID NO:47, fragments of SEQ ID NO:47.

[0046] Various embodiments are directzd to biopolymers that are
homologous to NtHMA polynucleotides and NIHMA polypeptides ("NtHMA

homologues”), which can be identified from different plant species.  For example,
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NtHMA homologues can be experimentally isolated by screening suitable nucleic
acid libraries derived from different plant species of interast. Alternatively, NtHMA
homologues may be identifiad by screening genome databases containing
sequences from one or more spacies utilizing a sequence derived from NtHMA
polynuclectides and/or NtHMA polypeptides. Such genomic databases are readily
available for a number of species (e.g., on the world wide web (www) at tigr.org/tdb;
genetics.wisc.edu; stanford.edu/.about.ball; hiv-web.lan1.gov; ncbi.nim.nig.gov;,
ebi.ac.uk; and pasteur.fr/othzr/biclogy). For example, degenerate oligonucleotide
sequences can be obtained by "back-translation" from NtHMA polypeptide
fragments. NtHMA polynuclenotides can be utilized as prohes or primers to
identify/amplify related sequences, or to obtain full-length sequences for related
NtHMAs by PCR, for example, or by othzr well-known techniques (e.g., see PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et. al., eds., Academic
Press, Inc. (1990)).

[0047] B. NtHMA Polypeptides

[0048] The term "NtHMA polypeptide” refers to a polypeptide comprising an
aminco acid sequence designated as SEQ ID NO:2; polypeptides having substantial
hohﬁology (i.e., sequence similarity) or substantial identity to SEQ 1D NO:2;
fragments of SEQ ID NO:2; and variants thereof. The NtHMA polypeptides include
sequences having sufficient or substantial degree of identity or similarity to SEQ 1D
NO:2, and that can function by transporting heavy metals across cell membranes.
[0049] NtHMA polypeptides include variants produced by introducing any
type of alterations (e.g., insertions, deletions, or substitutions of amino acids;
changes in glycosylation states; changes that affect refolding or isomerizations,
three-dimensional structures, or self-association states), which can be deliberately
engineered or isolated naturally. NtHMA polypeptides may be in linear form or
cyclized using known methods (e.g., H. U. Saragovi, et al., Bio/Technology 10, 773
(1992); and R. S. McDowell, et al., J. Amer. Chem. Soc. 114:9245 (1982), both
incorporatad herein by reference). NtHMA polypeptides comprise at least 8 to 10,
at least 20, at l=ast 30, or at least 40 contiguous amino acids.

[0050) Various embodiments are directed to isolated NtHMA polypeptidzs
encoded by polynucleotide sequence, SEQ ID NO:1, comprising SEQ ID NO:2,
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fragments of SEQ ID NO:2, or variants thereof. Various embodiments are directed
to isclated NtHMA polypeptide variants comprising at least 70%, 75%, 80%, 85%,
90%;, 95%, 96°%, 97%, 98%, and 99%. sequence identity to SEQ ID NO:2, or
fragments of SEQ ID NO:2.

[0051] Various embodiments are directed to is‘olated NtHMA polypeptides
(Clone P6663), comprising SEQ 1D NO:2, fragments of SEQ D NO:2, or variants
thereof. Various embodiments are directed to isolated NtHMA polypeptide variants
comprising at least 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 05%, 06%4, 9745, 98%, and 99%%
sequence identity to SEQ ID NO:2, or fragments of SEQ ID NO:2.

[0052] Various embodiments are directed to isolated NtHMA polypeptides
(Clone P6G43), comprising SEQ ID NO:49, fragments of SEQ ID NO:49, or variants
thereof. Various embodiments are directed to isolated NtHMA polypeptide variants
comprising at least 70%%, 75%, 8054, 8555, 90%%, 95%5, 965, 97%0, 98%,, and 99%,
sequence identity to SEQ 1D NO:49, or fragments of SEQ ID NO:49.

[0053] . Compositions and Related Methads for Reducing NtHMA Gene
Expression and/or NtHMA-mediated Transporter Activity

[0054] Suitable antagonistic compasitions that can down-regulate the
expression and/or the activity of NtHMA and NtHMA variants include sequence-
specific polynucleotides that can interfere with the transcription of one or more
endogenous NtHMA gene(s); sequence-sperific polynucleotides that can interfere
with the translation of NtHMA RNA transcripts (e.., dsRNAs, siRNAs, ribozymes);
sequence-specific polypeptides that can interfere with the protein stability of
NtHMA, the enzymatic activity of NtHMA, and/or the binding activity of NtHMA with
respect to substrates and/or regulatory proteins; antibodies that exhibit specificity
for NtHMA:; and small molecule compounds that can interfere with the protein
stability of NtHMA, the enzymatic activity of NtHMA, and/or the binding activity of
NtHMA. An effective antagonist can reduce heavy metal (e.g., Cd) transport into
leaf lamina structures by at least 5%, 10%, 1575, 20%5, 25%;, 304, 35%, 40%s, 45%,

50%, 55%, 60%:, 6555, T0%, 75%;, 80%, 85%a, 905, or 9550,

[0055] A. Definitions

-12-
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[0056] Throughout this disclosure and the appended claims, the terms "a”
and "the" function as singular and plural referents unless the context clearly
dictates otherwise. Thus, for example, a reference to "an RNAI polynucleotide”
includes a plurality of such RNAI polynucleotides, and a reference to "the plant”
includes reference to one or more of such plants.

[0057] The term "orientation” refers to a particular order in the placement of a
polynucleotide relative to the position of a reference polynucleotide. A linear DNA
has two possible orientations: the &'-to-3' direction and the 3'-to-5' direction.  For
example, if a reference sequence is positioned in the 5'-t0-3' direction, and if a
second sequence is positioned in the 5'-to-3' direction within the same
polynucleotide molecule/strand, then the reference séquence and the second
sequence are orientated in the same direction, or have the same orientation.
Typically, a promoter sequence and a gene of interest under the regulation of the
given promoter are positionzd in the same orientation. However, with respect to
the reference sequence positioned in the 5'-to-3' direction, if a second sequence is
positioned in the 3'-to-5' diraction within the same polynuclectide molecule/strand,
then the reference sequence and the second sequence are orientated in anti-sense
direction, or have anti-sense orientation. Two sequences having anti-sense
orientations with respect to each other can be alternativély described as having the
same orientation, if the reference sequence (5'-to-2' direction) and the reverse
complementary sequence of the reference sequence (reference sequence
positioned in the 5'-to-3') are positioned within the same polynuclectide
molecule/strand.

[0058]) The term "NtHMA RNAI expression vactor” refers to a nucleic acid
vehicle that comprises a combination of DNA components for enabling the transport
and the exprassion of NtHMA RNAI constructs. Suitable expression vectors include
episomes capable of extra-chromosomal replication such as circular, double-
stranded DNA plasmids; linearized double-stranded DNA plasmids; and other
functionally equivalent expression vectors of any origin. A suitable NtHMA RNAi
expression vector comprises at least a promoter positioned upstream and operably-
linked to a NtHMA RNAI construct, as defined below.

[0059] The term "NtHMA RNAI construct” refers to a double-stranded,
recombinant DNA fragment that encodes "NtHMA RNMNAI polynucleotides” having

-13-



WO 2009/074325 PCT/EP2008/010546

RNA interference activity. A NtHMA RNAi construct comprises a "template strand”
base-paired with a complementary "sense or coding strand." A given NtHMA RNAI
construct can be inserted into a NtHMA RNAI expression vector in two possible
orientations, either in the same (or sense) orientation or in the reverse (or anti-
sense) orientation with respect to the orientation of a promoter positioned within a
NtHMA RNAI expression vector.

[0060] The term "NtHMA RNAI polynucleotides” can target NtHMA RNA for
enzymatic degradation, involving the formation of smaller fragments of NtHMA
RNAI polynucleotides ("siRNAs") that can hind to multiple complementary
sequences within the target NtHMA RNA. Expression levels of one or more NtHMA
gene(s) can he reduced by the RNA interference activity of NtHMA RNAI
polynucleotides.

[0061] The term "template strand” refers to the strand comprising a
sequence that complements that of the "sense or coding strand” of a DNA duplex,
such as NtHMA genomic fragment, NtHMA cDNA, or NtHMA RNAI construct, or
any DNA fragment comprising a nucleic acid sequence that can be transcribed by
RNA polymerase. During transcription, RNA polymerase can translocate along the
template strand in the 3'-to-5' direction during nacent RNA synthesis.

[0062] The terms "sense strand" or "coding strand" refer to the strand
comprising a sequence that complements that of the template strand in a DNA
duplex. For example, the sequence of the sense strand ("sense sequence”) for the
identified NtHMA genomic clone is designated as SEQ ID NO:1. For example, the
sense sequence for NtHMA cDNA, identified as clone P66633, is designated as SEQ
ID NO:3. For example, the sense sequence for NtHMA cDNA, identified as clone
PA643, is designated as SEQ ID NO:46. For example, if the sense strand
comprises a hypothetical sequence 5-TAATCCGGT-3', then the substantially
identical corresponding sequence within a hypothetical target mRNA is 5'-
UAAUCCGGU-3'.

[0063] The term "reverse complementary sequence

refers to the sequence
that complements the "sense sequence” of interest (e.g., exon sequence)
positioned within the same strand, in the same crientation with respect to the sense

sequence. For example, if a strand comprises a hypothetical sequence 5'-
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TAATCCGGT-3', then the reverse complementary sequence 5'-ACCGGATTA-3'
may be operably-linked to the sense sequence, separated by a spacer sequence.
[0064] The terms "NtHMA RNA transcript” or "NtHMA RNA," in the context of
RNA interference, refer to polyribonucleic acid molzcules produced within a host
plant cell of interest, resulting from the transcription of endogenous genes of the
HMA family, including the isolated NtHMA gene (SEQ ID NO:1). Thus, these terms
include any RNA species or RNA variants produced as transcriptional products
from HMA-related genes that may be distinct from the isolated NtHMA gene (SEQ
ID NO:1) but having sufficient similarity at structural and/or functional levels to be
classified within the same family. For example, if a host plant cell selected for
genetic modification according to the disclosed methods is tobacco, then target
NtHMA RNA transcripts include: (1) pre-mRNAs and mRNAs produced from the
transcription of the isolated NtHMA gene (SEQ ID NO:1); (2) pre-mRNAs and
mRNAs produced from the transcription of any genes having at least 50%%, 55%,
602, 65%, T0%, 75%%, 80%%, 85%, 90%, 957, 967, 97, 98%, and 997 sequence
identity to the sequence of the isclated NtHMA gene (SEQ ID NO:1) (i.e. other
distinct genes substantially identical to the identified NtHMA gene and encoding
related isoforms of HMA transporters); and (3) pre-mRNAs and mRNAs produced
from the transcription of alleles of the NtHMA gene (SEQ ID NO:1). The NtHMA
RNA transcripts include RNA variants produced as a result of alternative RNA
splicing reactions of heteronucleér RNAs ("hnRNAs") of a particular NtHMA gene,
mRNA variants resulting from such alternative RNA splicing reactions, and any
intermediate RNA variants.

[0065] The terms "homology" or "identity" or "similarity” refer to the degre= of
sequence similarity between two polypeptides or between two nucleic acid
molecules compared by sequence alignment. The degree of homolagy hetween
two discrete nucleic acid sequences being compared is a function of the number of
identical, or matching, nucleotides at comparable positions. The percent identity
may be determined by visual inspection and mathematical calculation.
Alternatively, the percent identity of two nucleic acid sequences can he determined
by comparing sequence information using the GAP computer program, version 6.0
described by Devereux et al. (Nucl. Acids Res. 12:287, 19384) and available from

the University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). Typical default
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parameters for the GAP program include: (1) a unary comparison matrix (containing
a value of 1 for identities and 0 for non-identities) for nucleotides, and the weighted
comparison matrix of Gribskov and Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1986, as
described by Schwartz and Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structura,
National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358, 1979; (2) a penalty of 3.0
for each gap and an additional 0.10 penalty for each symbol in each gap; and (3)
no penalty for end gaps. Various programs known to persons skilled in the art of
sequence comparison can be alternatively utilized.

[0066] The term "upstream" refers to a relative direction/position with respect
to a referznce element along a linear polynucleotide sequance, which indicates a
direction/ position towards the 5' end of the polynucleotide sequence. "Upstream"
may be used interchangeably with the "5' end of a reference element.”

[0067] The term “operably-linked” refers to the joining of distinct DNA
elements, fragments, or sequences to produce a functional transcriptional unit or a
functional expression vector.

[00638] The term "promoter” refers to a nucleic acid element/ sequence,
typically positioned upstream and cperably-linked to a double-stranded DNA
fragment, such as a NtHMA RNAi construct. For example, a suitable promoter
enables the transcriptional activation of a NtHMA RNAI construct by recruiting the
transcriptional complex, including the RNA polymerase and various factors, to
initiate RNA synthesis. "Promoters” can be derived entirely from regions proximate
to a native gene of interest, or can be composed of different elements derived from
different native promoters and/or synthetic DNA segments. Suitable promoters
include tiséue—specific promoters recognized by tissue-specific factors present in
different tissues or cell types (e.g., root-specific promoters, shoot-specific
promoters, xylem-specific promoters), or present during differznt developmental
stages, or present in response to different environmental conditions. Suitable
promoters include constitutive promoters that can he activated in most cell types
without requiring specific vinducers. Examples of suitable promoters for controlling
NtHMA RNAI polypeptide production include the cauliflower mosaic virus 35S
(CaMV/35S), SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos or ubiquitin- or phaseolin-

promotzrs. Persans skilled in the art are capable of generating multiple variations
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of recombinant promoters, as described in a number of references, such as
Okamuro and Goldberg, Biochemistry of Plants, Vol. 15:pp1-82 (1989).

[0069] Tissue-specific promoters are transcriptional control elements that are
only active in particular cells or tissues at specific times during plant development,
such as in vegetative tissues or reproductive tissues. Tissue-specific expression
can he advantageous, for example, when the expression of polynucleatides in
certain tissues is preferred. Examples of tissue-specific promoters under
developmental control include promoters that can initiate transcription only (or
primarily only) in certain tissues, such as vegetative tissues, e.g., roots or leaves, or
reproductive tissues, such as fruit, ovules, seeds, pollen, pistols, flowers, or any
embryonic tissue. Reproductive tissue-specific promoters may he, e.g., anther-
specific, ovule-specific, embryo-specific, endosperm-spacific, integument-specific,
seed and seed coat-specific, pollen-specific, p=tal-specific, sepal-specific, or
combinations thereof.

[0070} Suitable leaf-specific promoters include pyruvate, orthophosphate
dikinase (PPDK) promiter from C4 plant (maize), cab-m1Ca+2 promoter from
maize, the Arabidopsis thaliana myb-related gene promoter (Atmyb§), the ribulose
biphosphate carboxylase (RBCS) promoters (e.3., the tomato RRCS 1, RBCS2 and
RBCS23A genes expressed in leaves and light-grown seedlings, RBCS1 and
RBCS2 expressad in developing tomato fruits, and/or ribulose hisphosphate
carboxylase promoter expressd almost exclusively in mesophyll cells in leaf
blades and leaf sheaths at high levels).

[0071] Suitable senescence-specific promoters include a tomato promoter
active during fruit ripening, senescance and abscission of leaves, a maize promoter
of gene encoding a cysteine protease. Suitable anther-specific promoters can be
used. Suéh promoters are known in the art or can be discovered by known
techniques; se=, e.g., Bhalla and Singh (1999) Molecular control of male fertility in
Brassica, Proc. 10th Annual Rapesead Congress, Canberra, Australia; van Tunen
et al. (1990) Pollen- and anther-specific chi promoters from petunia: tandem
promoter regulation of the chiA gene. Plant Cell 2:393-40; Jeon et al. (1999)
Isolation and characterization v‘of an anther-specific gen2, RA8, from rice (Oryza
sativa L). Plant Molecular Biology 39:25-44; and Twell et al. (1993) Activation and

developmental ragulation of an Arabidopsis anther-specific promoter in microspores
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and pollen of Nicotiana tabacum. Sex. Plant Reprod. 6:217-224.

[0072] Suitable root-preferrad promoters known to persons skilled in the art
may be selected. See, for example, Hire et al. (1992) Plant Mol. Biol. 20(2):207-
218 (soybean root-specific glutamine synthetase gene); Keller and Baumgartner
(1991) Plant Cell 3(10):1051-10511 (root-specific control element in the GRP 1.8
gene of French bean); Sanger et al. (1990) Plant Mol. Biol. 14(3):433-443 (root-
specific promoter of the mannopine synthase (MAS) gene of Agrobacterium
tumefaciens); and Miao et al. (1991) Plant Czll 3(1):11-22 (full-length cDNA clone
encoding cytosolic glutamine synthetase (GS), which is expressed in roots and root
nodules of soybean). Sze also Bogusz et al. (1990) Plant Cell 2(7):623-641, where
two root-specific promoters isolated from hemoglobin genes from the nitrogen-fixing
nonlegume Parasponia andersonii and the related non-nitrogen-fixing nonlegums
Trema tomentosa are described.

[0073] Suitable seed-preferred promoters include both seed-specific
promoters (those promoters active during seed development such as promoters of
seed storage proteins) and seed-germinating promoters (those promoters active
during seed germination). See, €.g., Thompson et al. (1989) BioEssays 10: 108,
herein incorporated by reference. Such seed-preferred promoters include, but are
not limited to, Cim1 (cytokinin-induced message); cZ19B1 (maize 19 kDa zein),
milps (myo-inositol-1-phosphate synthase); mZE40-2, also known as Zm-40 (U.S.
Pat. No. 8,403,862); nuclc (U.S. Pat. No. £,407,315); and celA (cellulose synthase)
(s=e WO 00/11177). Gama-zein is an endosperm-specific promoter. Glob-1 is an
embryo-specific promoter. For dicots, seed-specific promoters include, but are not
limitad to, hean .bata.-phaseolin, napin, .heta.-conglycinin, soybean lectin,
cruciferin, and the like. For monocots, seed-specific promoters include, but are not
limited {0, @ maize 15 kDa zein promoter, a 22 kDa zein promoter, a 27 kDa zein
promoter, a g-zein promoter, a 27 kD .gamma.-zein promoter (such as gzw4A
promoter, see Genbhank Accession #S78780), a waxy promoter, a shrunken 1
promoter, a shrunken 2 promoter, a globulin 1 promoter (see Genbank Accession #
L22344), an Itp2 promoter (Kalla, et al., Plant Jdurnal 5:849-860 (1994); U.S. Pat.
No. §,525,716), cim1 promoter (see U.S. Pat. No. 6,225,529) maizz end1 and end2
promoters (See U.S. Pat. No. 8,528,704 and application 10/310,191, filed Dec. 4,
2002); nuc1 promoter (U.S. Pat. No. 6,407,315); Zm40 promoter (U.S. Pat. No.
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6,403,662); eep1 and eep2; lec1 (U.S. patent application Ser. No. 09/718,754);
thioredoxinH promoter (U.S. provisional patent application 60/514,123); mlip15
promoter (U.S. Pat. No. 6,479,734); PCNA2 promoter; and the shrunken-2
promoter. (Shaw et al., Plant Phys 98:1214-1216, 1992; Zhong Chen et al., PNAS
USA 100:3525-3530, 2003).

[0074] Examples of inducible promoters include promoters responsive to
pathogen attack, anaerobic conditions, elevated temperature, light, drought, cold
temperature, or high salt concentration. Pathogen-inducible promoters include
those from pathogenesis-related proteins (PR proteins), which are induced
following infection by a batrnogel'1 (e.g., PR protzins, SAR proteins, beta-1,3-
glucanase, chitinase). See, for example, Redolfi et al. (1983) Neth. J. Plant Pathol.
89:245-254; Uknes et al. (1992) Plant Cell 4:645-656; and Van Loon (1985) Plant
Mol. Viral. 4:111-116. See also the application entitled "Inducible Maize Promoters”,
U.S. patent application Ser. No. 09/257,583, filed Fab. 25, 1999,

{0075] In addition to plant promoters, other suitahle promoters may be
derived from baclerial origin (e.g., the oclopine synthase promoter, the nopaline
synthase promoter and other promoters derived from Ti plasmids), or may he
derived from viral promoters (e.g., 35S and 19S RNA promoters of cauliflower
mosaic virus (CaMV), constitutive promoters of tobacco mosaic virus, cauliflower
mosaic virus (CaMV) 19S and 35S promoters, or figwort mosaic virus 3865
promoter).

[0076] The term "enhancer" refers to a nucleic acid molecule, or a nucleic
acid sequence, that can recruit transcriptional regulatory proteins such as
transcriptional activators, to enhance transcriptional activation by increasing
promoter activity. Suitable enhancers can be derived from regions proximate to a
native promoter of interest (homologous sources) or can be derived from non-native
contexts (heterologous sources) and operably-linked to any promoter of interest
within NtHMA RNAi ekpression vectors to enhance the activity and/or the tissue-
specificity of a promoter. Some enhancers can operate in any orientation with
respect to the orientation of a transcription unit. For example, enhancers may he
positioned upstream or downstream of a transcriptional unit comprising a promoter
and a NtHMA RNA.i construct. Persons skilled in the art are capable of operably-
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linking enhancers and promoters to optimize the transcription levels of NtHMA

RNAI constructs.

[0077] B. RNAI Expression Vectors Comprising NtHMA RNAi Constructs
encoding NtHMA RNAI Polynucleotides
[0078] RNA Interference ("RNAI") or RNA silencing is an evolutionarily

conserved process by which specific mMRNAs can be targeted for enzymatic
degradation. A double-stranded RNA (dsRNA) must be introduced or produced by
a cell (e.g., dsRNA virus, or NtHMA RNAi polynucleotides) to initiate the RNAI
pathway. The dsRNA can be converted inte multiple siRNA duplexes of 21-23 bp
length ("siRNAs") by RNases lll, which are dsRNA-specific endonucleases
("Dicer"). The siRNAs can be subsequently recognized by RNA-induced silencing
complexes ("RISC") that promote the unwinding of siRNA through an ATP-
dependent process. The unwound antisense strand of the siRNA guides the
activated RISC to the targeted mRNA (e.g., NtHMA RNA variants) comprising a
sequence complementary to the siRNA anti-sense strand. The targeted mRNA
and the anti-sense strand can form an A-form helix, and the major groove of the A-
form helix can be recognized by the activated RISC. The target mRNA can bhe
cleaved by activated RISC at a single site defined by the binding site of the §'-end
of the siRNA strand. The activated RISC can be recycled to catalyze another
cleavage event.

[0079] FIG. 2A illustrates the construction of an exemplary NtHMA RNAi
expression vector. In FIG. 2A, “S I denotes Step | and “S It” denotes Step |l of the
construction process. Various embodiments are directed to NtHMA RNAI
expression vectors comprising NtHMA RNAi constructs encoding NtHMA RNAI
polynucleotides exhibiting RNA interference activity by reducing the expression
leve! of NtHMA mRNAs, NtHMA pre-mRNAg, and related NtHMA RNA variants.
The expression vectors comprise a promoter positianed upstream and operably-
linked to a NtHMA RNAI construct, as further defined below. NtHMA RNAi
expression vectors comprise a suitable minimal core promoter, a NtHMA RNAi
construct of interest, an upstream (5') regulatory region, a downstream (3')
regulatory regior:m, including transcription termination and polyadenylation signals,
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and other sequences known to persons skilled in the art, such as various selection
markers.

[0080] The NtHMA polynuclectides can be pfoduced in various forms,
including as double-stranded hairpin-liks structures ("dsRNAI"). The NtHMA
dsRNAi can be enzymatically converted to double-stranded NtHMA siRNAs. One
of the strands of the NtHMA siRNA duplex can anneal to a complemantary
sequence within the target NtHMA mRNA and related NtHMA RNA variants. The
siRNA/MRNA duplexes are recognized by RISC that can cleave NtHMA RNAs at
multiple sites in a sequence-dependent manner, resuiting in the degradation of the
target NtHMA mRNA and related NtHMA RNA variants.

[0081] FIG. 2B illustrates the formation of a hypothetical double-stranded
RNA duplex formed (as "stem-loop-stem” structure) as a product transcribed from
an exemplary NtHMA RNAI construct. In FIG. 2B, a hypothetical NtHMA RNA
construct 10 is shown, comprising 3 double-stranded DNA fragments, such as
fragments 1-2. Arrow | denotes formation of RNAI construct, arrow |l transcription,
and arrow It formation of dsRNA. Fragment 1 is positioned upstream and operably-
linked to fragment 2, which is positioned upstream and operably-linked to fragment
3, for which DNA strands/sequences 4, 6, and 8 are liked together in tandem to
form strand 11, as shown. Alternatively, a NtHMA RNAi construct comprises "a
sense sequence” 5, which is positioned upstream and operably-linked to "a spacer
sequence” 7, which is positionéd upstrearn and operably-linked to "a reverse
complementary sequence” 9. The strands/sequences 5, 7, and 9 can be liked
together in tandem to form strand/sequence 12. Alternatively, a NtHMA RNAI
construct comprises "a sense saquence” &, which is positioned upstream and
operably-linked to "a spacer sequence” 6, which is positioned upstream and
operably-linked tx "a reverse complemeantary sequence” 4. The
strands/sequences 8, 6, and 4 can be liked together in tandem to form
strand/sequence 11. Strand 12 is complementary to strand 11. Strand 11 is a
template strand that can be transcribed into a NtHMA RNAI polynuclzotide 13.
The NtHMA RNAI polynucleotide 13 forms a hair-pin ("stem-loop-stem”) structure,
in which the stem 16 is a complementary region resulting from intra-molecular

base-pair interactions of the NtHMA RNAi polynuclectide 15 and the loop 17
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represents a non-complementary region encoded by a spacer sequence, such as
strands/sequences 6 or 7.

[(0082] Any NtHMA RNA polynucleotide of interest can be produced by
selecting a suitable sequence composition, loop size, and stem length for
producing the NtHMA hairpin duplex. A suitable range for designing stem lengths
of a hairpin dupley, includes stem lengths of 20-30 nucleatides, 30-560 nucleotides,
50-100 nucleotides, 100-150 nucleotides, 150-200 nucleotides, 200-500
nucleotides, 300-400 nucleotides, 400-500 nuclectides, §00-600 nucleotides, and
500-700 nucleotides. A suitable range for designing loop lengths of a hairpin
duplex, includes loop lengths of 4-25 nuclectides, 25-50 nucleotides, or longer if
the stem length of the hair duplex is substantial. In certain context, hairpin
structures with duplexed regions longer than 21 nuclzotides may promote effective

siRNA-directed silencing, regardless of loop sequence and length.

[0083] Exemplary NtHMA RNAI constructs for down-regulating the
expression level of the NtHMA g=ne (SEQ ID NOQ:1) and other NtHMA-related
genes include the following:

[0084] Varicus embodiments are directad to NtHMA RNAi expression
vectors comprising a NtHMA RNAI construct that comprises one or more of: intron
1 (SEQ ID NO:4), exon 1 (SEQ ID NO:5), intron 2 (SEQ ID NO:6), exon 2 (SEQ ID
NO:?), intron 3 (SEQ ID NO:8), exon 3 (SEQ ID NO:9), intron 4 (SEQ ID NO:10),
exon 4 (SEQ ID NO:11), intran 5 (SEQ ID NO:12), exon & (SEQ ID NO:13), intron 6
(SEQ ID NO.14), exon & (SEQ ID NO:15), intron 7 (SEQ ID NO:16), exon 7 (SEQ
ID NQ:17), intron 8 (SEQ ID NO:18), exon 3 (SEQ ID NO:19), intron 9 (SEQ 1D
NO:20), exon & (SEQ ID NO:21), intron 10 (SEQ ID NO:22), exon 10 (SEQ ID
NO:23), intron 11 (SEQ ID NO:24, exon 11 (SEQ ID NO:25), and intron 12 (SEQ ID
NO:26), fragments thereof, and variants thereof.

[0088] Various embodiments are directed to NtHMA RNAi expression
vectors comprising: a NtHMA RNAI construct having at leasl 70%, 75%, 80%, 8575,
G045, 957, Q8% 97%%, 98%:, and 99%; sequence identity to a sequence selected
from the group consisting of: exon 1 (SEQ ID NO:5), a fragment of exon 1 (SEQ ID
NO:5), exon 2 (SEQ ID NO:7), a fragment of exon 2 (SEQ ID NO:7), exon 3 (SEQ
ID NO:9), a fragment of exon 3 (SEQ ID NO:9), exon 4 (SEQ ID NO:11), a fragment
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of exon 4 (SEQ ID NO:11), exon 5 (SEQ ID NO:13), a fragment of exon 5 (SEQ ID
NO:13), exon 6 (SEQ ID NO:15), a fragment of exon 6 (SEQ ID NO:15), exon 7
(SEQ: ID NO:17), a fragment of exon 7 (SEQ ID NO:17), exon 8 (SEQ ID NO:19), a
fragment of exon & (SEQ ID NO:19), exon 9 (SEQ ID NO:21), a fragm=nt of exon 9
(SEQ ID NO:21), exon 10 (SEQ ID NO:23), a fragment of exon 10 (SEQ ID NO:23),
exon 11 (SEQ ID NO:25), and a fragment of exon 11 (SEQ ID NO:25).

[0086]  Various embodiments are directed to NtHMA RNAI expression
vectors comprising: a NtHMA RNAi construct encading NtHMA RNAI
polynucleotides capable of self-annealing to form a hairpin structure, in which the
RNAI construct comprises (a) a first sequence having at least 70%, 75%, 807,
85%, 00%, 95%;, 96%, 97%, 952, and 997 sequence identity to SEQ ID NO:3 or
SEQ ID NO:47; (b) a second sequence encoding a spacer element of the NtHMA
RNAi polynucleotide that forms a loop of the hairpin structure; and (c) a third
sequence comprising a revers2 complementary sequence of the first sequence,
positioned in the same orientation as the first sequence, wherein the second
sequence is positioned between the first sequance and the third sequence, and the
second sequence is operably-linked to the first sequence and to the third
sequence. '

[0087] Various embodiments are directed to NtHMA RNAi expression
vectors comprising: a NtHMA RNAI construct encoding NtHMA RNAI
polynucleotides capable of self-annealing to form a hairpin structure, in which the
RNAI construct comprises (a) a first sequence having at least 70%, 7&%, 80%,
857, 9024, 9505, 9575, 97%4, 96%4, and 99°%; sequence identity to SEQ ID NO:3 or
SEQ ID NQ:4T; (b) a second sequence encoding a spacer element of the NtHMA
RNAI polynucleotide that forms a loop of the hairpin structure; and (c) a third
sequence comprising a reverse complementary sequence of the first sequence
(SEQ ID NO:46 or SEQ ID NO:48), positioned in the same orientation as the first
sequance, wharein the second sequence is positioned batwaen the first sequence
and the third sequence, and the second sequence is operably-linked to the first
sequence and to the third sequence.

[0088] Various embodiments are directed to NtHMA RNAi expression
vectors comprising: a NIHMA RNAI construct that comprises a first sequence

ne -

having "substantial similarity,” or having at least 70%, 75%5, 80%, 887, Q0%, 9574,
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96%%, 9725, 9875, and 99°%; sequence identity to SEQ ID NO:3, or portions of SEQ
ID NO:3. Various embadiments are directed to NtHMA RNAI expression vectors
comprising a NtHMA RNAI construct that comprises a first sequence having
"substantial similarity," or having at least 70%, 75%, 80°%, &, 9095, 957, 9695,
97%, 98%, and 99% sequence identity to SEQ ID NO:47, or portions of SEQ ID
NO:47.

[0089] Various embodiments are direcled to a NtHMA RNAI expression
vectors comprising: a NtHMA RNAI construct that comprises a second sequence
having "substantial similarity," or having at l2ast 70%, 75%5, 807, 85%%, 90°:, 95%,
0355, 9755, 98%, and 99% sequence identity to a sequence selected from the
group consisting of: intron 1 (SEQ ID NO:4), a fragment of intron 1 (SEQ ID
NO:4), intron 2 (SEQ ID NQ:6), a fragment of intron 2 (SEQ 1D NO:6), intron 3
(SEQ ID NO:8), a fragment of intron 3 (SEQ ID NO:8), intron 4 (SEQ ID NO:10), a
fragment of intron 4 (SEQ 1D NO:10), intron 5 (SEQ 1D NO:12), a fragment of intron
5 (SEQ ID NO:12}, intron 6 (SEQ ID ND:14), a fragment of intron 6 (SEQ ID
NQ:14), intron 7 (SEQ ID NO:18), a fragment of intron 7 (SEQ 1D NO:16), intron 8
(SEQ ID NO:18), a fragment of intron 8 (SEQ ID NO:18}, intron 9 (SEQ ID NO:20),
a fragment of intron & (SEQ ID NO:20), intron 10 (SEQ ID NO:22), a fragment of
intron 10 (SEQ ID NO:22), intron 11 (SEQ 1D NO:24), a fragment of intron 11 (SEQ
ID NO:24), intron 12 (SEQ ID NO:26), and a fragment of intron 12 (SEQ ID NO:Z6).
Alternatively, the second sequence of the NtHMA RNAI construct can be randomly
generat=d without utilizing an intron seqUence derived from the NtHMA gene (SEQ
ID NO:1).

[0090] Various embodiments are directed to NtHMA RNAi expression
vectors comprising: a NtHMA RNAI construct that comprises a third sequence
having "substantial similarity," or having at least 70%, 75%:, 80%, 8585%, 90%%, 95%,
aB°%, a7%%, 984, and 99%% sequence identity to SEQ ID NO:486, or portions of SEQ
ID NO:46. Various embodiments are directed to NtHMA RNA.i expression vectors
comprising a NtHMA RNAIi construct that comprises a third sequence having
"substantial similarity," or having at least 70%, 75%, 80%:, 85%, 90%%, 95%, 965,
a7%s, 982, and 99%; sequence identity to SEQ ID NO:483, or portions of SEQ 1D
NO:48.
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[0091] Various embodiments are directed to NtHMA RNAI expression
vectors comprising: a NtHMA RNAI construct that comprises a third sequence
having "substantial similarity," or having at least 70%5, 757, 80%%, 85%%, 90%, 95%,
96%%, 972, 98%:, and 99% sequence identity to a reverse complementary sequence
selected from the group consisting of: SEQ ID NO:27 (exan 1), a fragment of SEQ
ID NO:27 (exon 1), SEQ ID NO:28 (exon 2), a fragment of SEQ ID NO:28 (exon 2),
SEQ ID NO:29 (exon 3), a fragment of SEQ ID NO:29 (exon 3), SEQ ID NO:30
(exon 4), a fragment of SEQ ID NO:30 (2xon 4), SEQ ID NO:31 (exon &), a
fragment of SEQ ID NO:31 (exon §), SEQ ID NO:32'(exon ), a fragment of SEQ ID
NO:32 (exon 6), SEQ ID NO:33 (exon 7), a fragment of SEQ 1D NC:33 (exon 7),
SEQ ID NO:34 (exon 8), a fragment of SEQ ID NO:34 (exon 8), SEQ ID NO:35
(exon 9), a fragment of SEQ ID NO:35 (exon 9), SEQ ID NO:26 (exon 10), a
fragment of SEQ 1D NO:36 {exon 10), SEQ ID NO:37 (exon 11), and a fragment of
SEQ D NO:37 (exon 11).
[0092] Various embodiments are direcied to NtHMA RNAi expression
vectors comprising a NtHMA RNAI construct that comprises: SEQ ID NO:38
("sense sequence/fragment”), the second sequence comprises SEQ 1D NO:39
("spacer sequence/fragnment”) and the third sequence comprises SEQ ID NO:40
("anti-sense sequence/fragment”).

| [0093] Various embodiments are directed to NtHMA RNAi expression
vectors comprising a NtHMA RNAi construct that comprises: SEQ ID NO:42
("sense sequense/fragment”), the second sequence comprises SEQ ID NO:43
("spacer sequence/fragment”), and the third sequence comprises SEQ ID NO:44
("anti-sense sequence/fragment”).
[Q094] Alternatively, the disclosed sequences can be utilized for constructing
various NtHMA polynuc.leotides that do not form hairpin structures. For example, a
NtHMA long double-stranded RNA can be formed by (1) transcribing a first strand
of tha NtHMA cDNA by operably-linking to a first promoter, and (2) transcribing the
reverse complementary sequence of the first strand of the NtHMA cDNA fragment
by operably-linking to a second promoter. Each strand of the NtHMA
polynucleotide can be transcribed from the same expression vector, or from
different expression vectors. The NtHMA RNA duplex having RNA interference
activity can he enzymatically converted to siRNAs to reduce NtHMA RNA levels.
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[0095] C. Expression Vectors for Reducing NtHMA Gene Exprassion by
Co-suppression

[0096] Various compositions and methods are provided for reducing the
endogenous expression levels for membars of the NtHMA gene family by
promoting co-suppression of NtHMA gene =xpressicn. The phenomenon of co-
suppression occurs as a result of introducing multiple copies of a transgene into a
plant cell host. Integration of multiple copies of a transgene can result in reduced
expression of the transgene and the targ=ted endogenous gene. The degree of co-
suppression is dependent on the degree of sequence identity between the
transgene and the targeted endogenous gene. The silencing of both the
endogenous gene and the transgene can occur by extensive methylation of the
silenced loci (i.e., the endogenous promoter and endogenous gene of interest) that
can preclude transcription. Alternatively, in some cases, co-suppression of the
endogenous gene and the transgene can occur by post transcriptional gene
silencing ("PTGS"), in which transcripts can be produced but enhanced rates of
degradation praclude accumulation of transcripts. The mechanism for co-
suppression by PTGS is thought to resemble RNA interference, in that RNA seems
to be both an important initiator and a target in these processes, and may he
mediated at least in part by the same mol=cular machinery, possibly through RNA-
guided degradation of mMRNAs.

[0097] Co-suppression of members of the NIHMA gene family can be
achieved by integrating multiple copies of the NtHMA cDNA or fragments thereof,
as transgenes, into the genome of a plant of interast.  The host plant can be
transformed with an expression vector comprising a promoter operably-linked to
NtHMA cDNA or fragments thereof. Various embodiments are directed to
expressioh vectors for promoting co-suppression of endogenous genes of the
NtHMA family comprising: a promoter operably-linked to NtHMA cDNA identified as
Clone P6663 (SEQ ID NO:3) or a fragment thereof, or N(HMA cDNA identified as
Clone P43 (SEQ ID NO:47) or a fragment thereof. Various embodiments are
directed to expression vectors for promoting co-suppression of endogenous genes

of the NtHMA family comprising: a promoter operably-linked to NtHMA cDNA, or a
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fragment ther=of, having at least about 70%%, 75%, 80%%, 85%, 90%%5, 954, 96%,
a7%%, 98%, or 99%; sequence identity to SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:47.

[0098] Various embodiments are directed to methods for reducing the
expression level of endogenous genes of the NtHMA family by integrating multiple
copies of NtHMA cDNA or a fragment thereof into a plant genome, comprising:
transforming a plant cell host with an expression vector that comprises a promoter
operably-linked to SEQ ID NO:3, or a fragment thereof; or SEQ ID NO:47, or a
fragment thereof. Various embodiments are directed to methads for reducing the
expression level of endogenous genes of the NtHMA family by integrating muitiple
copies of NtHMA cDNA, cr a fragment thereof, into a plant genome, comprising:
transforming a plant cell host with an expression vector that comprises a promoter
operably-linked to NtHMA cDNA, or a fragment thereof, having at least ahout 70%,
75%, 8075, 857, 90, Q5%;, O5%;, 7%, 98%:, or 99%: sequence identity to SEQ ID
NQ:3 or SEQ ID NO:47.

[0099] D. Expression Vectors for Reducing NtHMA Gene Expression by
Inhibition of Translation by Anti-sense Agents |

[0100] Various compositions and methods are provided for reducing the
endogenous expression level of the NtHMA gene family by inhibiting the transiation
of NtHMA mRNA. A host plant cell can be transformed with an expression vector
comprising: a promoter operably-linked to NtHMA cDNA or a fragment thereof,
positioned in anti-sense orientation with respect to the promoter to enable the
expression of RNA polynucleotides having a sequence complementary to a portion
of NtHMA mRNA. Various expression vectors for inhibiting the translation of HMA
mRNA comprise: a promoter operably-linked to NtHMA cDNA identified as Clone
P6663 (SEQ ID NQ:3) or a fragment thereof; or NtHMA cDNA identified as Clone
PE643 (SEQ ID NO:47) or a fragment thereof, in which the NIHMA ¢cDNA, or the
fragment théreof, is positioned in anti-sense orientation with respe.ct.to the
promoter.  Various expression vectors for inhibiting the translation of HMA mRNA
comprise: a promoter operably-linked to a NtHMA cDNA, or a fragment thereof,
having at least about 70%%, 75%, 8085, 855%, 90%%, 95%, 965, 97%%, 98%, or 99%:
sequence identity to SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:47, in which the NtHMA cDNA, or
the fragment thereof, is positioned in anti-sense orientation with respect to the
promoter. The lengths of anti-sense NtHMA RNA polynuclectides can vary,
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including 15-20 nucleotides, 20-30 nucleotides, 30-50 nuclectides, 50-75
nucleotides, 75-100 nucleotides, 100-150 nucleotides, 150-200 nucleotides, and
200-300 nucleotides.

[0101] Various embodiments are directed to methods for reducing the
expression level of endogenous genes of the NtHMA family by inhibiting NtHMA
mRNA translation, comprising: transforming a plant cell host with an expression
vector that comprisas a promoter operably-linked to NtHMA cDNA identified as
Clone P6663 (SEQ ID NO:3) or a fragment thereof; or NtHMA cDNA identified as
Clone PE643 (SEQ ID NO:47) or a fragment thereof, in which the NiHMA cDNA, or
the fragment thereof, is positioned in anti-sense orientation with respect to the
promoter.  Various embodiments are directad to methods for reducing the
expression level of endogenous genes of the NtHMA family by inhibiting NtHMA
mRNA translation, comprising: transforming a plant cell host with an expression
vector that comprises a promoter operably-linked to a NtHMA cDNA, or a fragment
thereof, having at least about 70%, 75%:, 80%;, §5%;, 90%%, 956%:, 965, 977, 9855,
or 99%; sequence identity to SEQ ID ND:3 or SEQ ID NO:47, in which the NtHMA
cDNA, or the fragment thereof, is positionad in anti-sense orientation with respect

to the promoter.

[0102] E. Other Compositions and Methods for Reducing NtHMA Gene
Expression
[0103] Methods for obtaining conservative variants and more divergent

variants of NtHMA polynucleotides and polypeptides are known to persons skilled
in the art. Any plant of interest can be genetically modifizd by various mathods
known to induce mutagenesis, including site-directed mutagenesis, oligonucleotide-
directed mutagenesis, chemically-induced mutagenesis, irradiation-induced
mutagenesis, and other equivalent methods. For example, site-directed
mutagenesis is described in, e.g., Smith (1985) "In vitro mutagenesis,” Ann. Rev.
Genet. 19:423-4682, and references therein, such as Botstein & Shortle (1985)
"Strategies and Applications of in vitro Mutagenesis,” Science 229:1193-1201; and
in Carter (1986) "Site-directed mutagenesis,” Biochem. J. 237:1-7.
Oligonucleotide-directed mutagenesis is described in, e.g., Zoller & Smith (1982)

"Oligonucleotide-directed Mutagenesis using M13-derived Vectors: an Efficient and
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General Procedure for the Production of Point mutations in any DNA Fragment,”
Nucleic Acids Res. 10:6487-6500. Mutagenesis utilizing modified bases is
described in, e.g., Kunkel (1985) "Rapid and Efficient Site-specific Mutagenesis
without Phenotypic Selection," Froc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492, and in
Taylor et al. (1985) "The Rapid Generation of Oligonucleotide-directed Mutations at
High Frequency using Phosphorothioate-modified DNA," Nucl. Acids Res. 13:
8765-8787. Mutagenesis utilizing gapped duplex DNA is described in, e.g., Kramer
et al. (1984) "The Gapped Duplex DNA Approach to Oligonucleotide-directed
Mutation Construction,” Nucl. Acids Res. 12: 9441-9460). Point-mismatch
mutagenesis is described in, e.g., Kramer et al. (1984) "Point Mismatch Repair,”
Cell 38:879-887). Double-strand break mutagenesis is described in, e.g., Mandecki
(198A) "Oligonucleotide-directed Double-strand Break Repair in Plasmids of
Escherichia coli: A Method for Site-specific Mutagenesis,” Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 83:7177-7181, and in Arnold (1993) "Protein Engineering for Unusual
Environments," Current Opinion in Biotechnology 4:450-455). Mutagenesis utilizing
repair-deficient host strains is described in, e.g., Carter et al. (1985) "Improved
Oligonucleotide Site-directed Mutagenesis using M13 Vectors,” Nucl. Acids Res.
13: 4431-4442. Mutagenesis hy total gene synthesis is described in, e.g., Nambiar
et al. (1984) "Total Synthesis and Cloning of a Gene Coding for the Ribonuclease S
Protein,” Science 223: 1299-1301. DNA shuffling is described in, &.g., Stemmer
(1994) "Rapid Evolution of a Protein in vitro by DNA Shuffling," Nature 370:389-
391, and in Stemmer (1994) "DNA shuffling by random fragmentation and
reassembly: In Vitro Recombination for Molecular Evolution," Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:10747-10751.

[0104] Alternatively, NtHMA genes can be targeted for inactivation by
introducing transposons (and IS elements) into the genomes of plants of interest.
These mobile genetic elements can be introdused by sexual cross-fertilization and
insertion mutants can be screenead for loss in NtHMA activity, such as reduced Cd
transport. The disrupted NtHMA gene in a parent plant can be introduced into
other plants by crossing the parent plant with plant not subjected to transposon-
induced mutagenesis by, e.g., sexual cross-fertilization. Any standard breeding
techniques known to persons skilled in the art can be utilized. In one embodiment,

one or more NtHMA-related genes can be inactivated by the insertion of one or
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more transposons. Mutations can result in homozygous disruption of one or more
NtHMA glenes, in heterozygous disruption of cne or more NtHMA genes, or a
combination of both homozygous and heterozygous disruptions if more than one
NtHMA gene is disrupted. Suitable transposable elements can be selected from
two broad classes, designated as Class | and Class Il. Suitable Class |
transposable elements include retrotransposons, retroposons, and SINE-like
elements. Such methods are known to persons skilled in the art as described in
Kumar and Berninetzen (1999), Plant Retrotransposons in Annual Review of
Genetics 33:479.

[0105] Alternatively, NtHMA genes can be targeted for inactivation by a
method referred to as Targeting Induced Local Lesions IN Genomics ("TILLING"),
which combines high-density point mutations with rapid sensitive detection of
mutations. Typically, plant seeds are exposed to mutagens, such as
ethylmethanesulfonate (EMS) or EMS alkylates guanine, which typically leads to
mispairing. Suitable agents and methods are known to persons skilled in the art as
described in McCallum et al., (2000), "Targeting Induced Local Lesions IN
Genomics (TILLING) for Plant Functional Genomics," Plant Physiology 123:439-
442: McCallum et al., (2000) "Targeted screening for induced mutations," Nature
Biotechnology 18:455-457; and Colbert et al., (2001) "High-Throughput Screening
for Induced Point Mutations," Plant Physiology 126:480-484.

[0106] Alternatively, NtHMA genes can be targeted for inactivation by
introducing ribozymes derived from a number of small circular RNAs that are
capable of self-cleavage and replication in plants. These RNAs can replicate either
alone (viroid RNAs) or with a helper virus (satellite RNAs). Examples of suitable
RNAs include those derived from avocado sunblotch viroid and satellite RNAs
derived from tobacco ringspot virus, lucerne transient streak virus, velvet tobacco
mottle virus, solanum nodiflorum mottle vifus, and subterranean clovar mottle virus.
Various target RNA-specific ribozymes are known to persons skilled in the art as
describad in Haseloff et al. (1988) Naturz, 334:586-591.

[0107] . Transgenic Plants, Cell Lines, and Seeds Comprising NtHMA
RNAI Polynucleotides and Related Methods
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[0108] Various embodiments are dir2cted to transgenic plants genetically
madified to reduce the NtHMA gene expression level by various methods that can
utilized for silencing NtHMA gene expression, and thereby, producing transgenic
plants in which the expression level of NtHMA transporters can be reduced within
plant tissues of interest. Rates of heavy metal transport and distribution patterns of
heavy metal transport, in particular, cadmium transport, can be altered in transgenic
plants produced according to the disclosed methods and compositions. Plants
suitable for genetic modification include monocots and dicots.

[0109] Various embodiments are directed to transgenic tobacco plants
genetically modified to reduce the NtHMA gene evpression level by various
methods, known to persons skilled in the art, that can be utilized for down-
regulating NtHMA gene expression, and thereby, producing transgenic tobacco
plants in which the expression level of NtHMA transportars can be reduced within
plant lissues of interest. Various expression vectors have heen provided to
produce transgenic lines of tobacco of any variety exhibiting reduced levels of
NtHMA gene expression. The disclosed compositions and methods can be applied
to any plant species of interest, including plants of the genus Nicotiana, various
species of Nicatiana, including N. rustica and N. tabacum (e.g., LA B21, LN KY171,
Ti 1406, Basma, Galpao, Perique, Beinhart 1000-1, and Petico). Other species
include N. acaulis, N. acuminata, N. acuminata var. multiflora, N. africana, N. alata,
N. amplexicaulis, N. arentsii, N. attenuata, N. benavidesii, N. benthamiana, N.
higelovii, N. bonariensis, N. cavicola, N. clevelandii, N. cbrdifolia, N. corvmbosa, N.
debneyi, N. excelsior, N. forgetiana, N. fragrans, N. glauca, N. glutinosa, N.
goodspeedii, N. gossei, N. hybrid, N. ingulha, N. kawakamii,'N. knightiana, N.
langsdorffii, N. linearis, N. longiflora, N. maritima, N. megalosiphon, N. miersii, N.
noctiflora, N. nudicaulis, N. obtusifolia, N. occidentalis, N. occidentalis subsp.
hesperis, N. otophora, N. paniculata, N. pauciflora, N. petunioides, N.
plumbaginifolia, N. quadrivalvis, N. raimondii, N. repanda, N. rosulata, N. rosulata
subsp. ingulba, N. rotundifolia, N. setchellii, N. simulans, N. solanifolia, N.
spegazzini, N. stocktonii, N. suaveolens, N. sylvestris, N. thyrsiflora, N. tomentosa,
N. tomentosiformis, N. trigonophylla, N. umbratica, N. undulata, N. velutina, N.
wigandioicles, and N. x sanderae. Suitable plants for transformation include any

plant tissue capable of transformation by various methods of transforming plants
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known by persons skilled in the art, including electroporation, micro-projectile
bombardment, and Agrobacterium-mediated transfer as described, for example, in
U.S. Pat. No. 4,459,355 that discloses a method for transforming susceptible
plants, including dicots, with an Agrohacterium strain containing a Ti plasmid; U.S.
Pat. No. 4,795,855 that disclosas transformation of woody plants with an
Agrobacterium vector; U.S. Pat. No. 4,940,838 that discloses a binary
Agrobacterium vector; U.S. Pat. No. 4,945,080; and U.S. Pat. No. 5,015,580.
[0110]) Various embodiments are directed to transgenic tobacco plants

| genetically modified to exogenously express a RNAI construct encoding NtHMA
RNAI polynucleotides that facilitate the degradation of NtHMA RNA transcripts, and
consequently, that reduce the number of RNA transcripts available for translation
into NtHMA tranéporters. Various embodiments are directed to transgenic plants
comprising an expression vector that enable the expression of NtHMA
polynucleotides produced according to the disclosed methods. Various
embodiments are directed to cell lines derived from transgenic plants producead
according to the disclosed methods. Various embodiments are directed to
transgenic seeds derived from transgenic plants produced according to the
disclosed methods.

[0111] Various embodiments are directed to methods for reducing the
NtHMA gene expression levels in plants, the method comprising reducing the
exprassion level of a NtHMA gene, which can be accomplished by various methods
known to persons skilled in the art. As examples, this disclosure described: (1)
RNA interference method for reducing steady-state level of endogenous NtHMA
RNA variants available for translation hy expression of NtHMA RNAI
polynucleotides; (2) co-suppression method for reducing transcription of NtHMA
gene(s) by integrating multiple copies of the NtHMA cDNA or fragments thereof, as
transgenes, into a plant genome; (2) anti-sense method for reducing the NtHMA
translation by the expression of anti-sense polynucleotides that can target NtHMA
RNA; and (4) various methods for inducing mutagenesis.

[0112] Various embodiments are directed to transgenic tobacco plants
genetically modified to reduce the NtHMA gene expression level by various
methods, known te persons skilled in the art, and further modified zither to reduce
the expression of a second endogenous gene of interest (i.e., not NtHMA-related)
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or to enhance the expression of an exogenous gene of interest (i.€., not NtHMA-
related). For example, the down-regulation of a second endogenous gene of
interest encoding an enzyme involved in the biosynthesis of alkyloids may be
desirable. In other situations, the enhancement in the expression level of a
transgene encoding a recombinant protein of interest, such as a human hormone
for therapeutic use, may be desirable. Fersons skilled in the art are capable of
producing various transgenic plants that can be modified, for example, to
exogenously express NtHMA RNAI polynucleotides and at least one recombinant
gene product of interest, such as a recombinant human growth factor or RNAI
polynucleotides that can target a second gene of interest not related to the NtHMA
family.

[0113] Producing transgenic plants according to the disclosed methods
provides a number of advantages. Transgenic plants, including transgenic tobacco
plants, can be grown in sails containing variable Cd concentrations, or in soils
containing less than desirable Cd concentrations. These transgenic plants and
derivative seeds can provide more options for cultivating them in a broader range of
soil environments, which may increase the amount of cultivatable soils available to
practitioners (e.g., farmers). Furthermore, these transgenic plants, exhibiting
reduced Cd content, compared to non-transgenic counterparts can be consumed
directly as edible products. The consumption of edible portions of these transgenic
plants can be a healthier option compared to the consumption of non-transgenic
counterparts. Suitable plants that can be genetically modified according to the
disclosed methods, include plants cultivatable for agricultural use, including rice,
corn, squash, soybeans, lettuce, potatoes, beats, herbs, wheat, barley, carrots, etc.
The % Cd reduction in these transgenic plants, including the leaf lamina portion,
can be approximately at least 5%, 10%%, 15%, 20%%, 2875, 306, 35%, 40%%, 457,
50°%, 55%, 60", B8, 70%%, 75%, 8075, 865%, 907, 95%%, 96%, 97%, 98™,, and
99%, when compared to non-transgenic counterparts. The Cd content of these
transgenic plants, including the leaf lamina portion, is a value from a range from
about 0.01 to abaut 0.05 ppm, from about 0.01 to about 0.1 ppm, from about 0.01
to about 0.5 ppm, from about 0.01 to about 1.0 ppm, and from about 0.01 to about

5 ppm.
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[0114] IV.  Consumable Products Incorporating Tohacco Leaves
Genetically Modified to Contain Reduced Cd Content

[0115] Various embodiments provide transgenic plants, in which the
expression level of members of the NtHMA gene family is substantially reduced to
curtail or impede Cd transport into the l2af lamina. The leaf lamina derived from
transgenic tobacco plants, produced according to the disclased methods, can be
incorporated into various consumable products containing Cd at a level
substantially below that of consumable products made by incorperating tobacco
leaves derived from plants of the same genotype that were grown under identical
conditions, but not genetically modified with respect to the reduced exprassion level
of members of the NtHMA gene family ("non-transgenic counterparts”).

[0116] In some erbodiments, these transgenic plants exhibiting reduced Cd
content compared to non-transgenic counterparts can be incorporated into
consumable products, including various smokable articles, such as cigars,
cigarettes, and smokeless tobacco products (i e., non-combustible). Smokable
articles and smokeless tobacco products, produced by incorporating tobacco
leaves derived from tobacco plants genetically modified to contain reduced Cd
levels according to the disclosed methods, can provide healthier options compared
to non-transgenic counterparts. '

[0117] Smokeless tobacco praducts incorporating tohacco plants genetically
modified according to the disclosed methods can be manufactured in any format
suitable for comfort in a consumer's oral cavity. Smokeless tobacco products
contain tobacco in any form, including as dried particles, shreds, granules,
powders, or a slurry (i.e., tobacco extract), deposited on, mixed in, surrounded by,
or otherwise combined with other ingredients in any format, such as flakes, films,
tabs, foams, or beads. Smokeless tobacco products may be wrapped with a
material, which may be edible (i.e., orally disintegrable) or nonedible. Liquid
contents of smokeless tobacco products can he enclosed in a form, such as beads,
to preclude interaction with a water-soluble wrapper. The wrapper may be shaped
as a pouch to partially or completely enclose tobacco-incorporating compasitions,
or to function as an adhesive to hold together a plurality of tabs, beads, or flakes of
tobacco. A wrappar may also enclose a moldable tobacco composition that
conforms to the shape of a consumer's mouth, An orally disintegrable wrapper may
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enclose smokeless tobacco, e.g., as dry snuff or soluble tobacco, and may be
formed on continuous thermoforming or horizontal form/fill/seal equipment or other
suitable packaging equipment using edible films (which may or may not contain
tobacco). Exemplary materials for constructing a wrapper include film compositions
comprising HPMC, CMC, pectin, alginates, pullulan, and other commercially viable,
edible film-forming polymers. Other wrapping materials may include pre-formed
capsules produced from gelatin, HPMC, starch/carrageenan, or other commercially
available materials. Such wrapping materials may include tohacco as an
ingredient. Wrappers that are not corally disintegrable may be composed of woven
or nonwoven fabrics, of coated or uncoated paper, or of perforated or otherwise
porous plastic films. Wrappers may incorporate flavoring and/or coloring agents.
Smokeless products can be assembled together with a wrapper utilizing any |
method known to persons skilled in the art of commercial packaging, including
methods such as blister packing and stik-paking, in which a small package can be
formed by a vertical form/fill/seal packaging machine.

[0118] The % Cd reduction in these smokable articles and smokeless
products, produced by incorporating tobacco leaves derived from tobacco plants
genetically modified to contain reduced Cd levels, is a value of at least about 5%,
10%%, 15%5, 2025, 25%, 30%:, 35%, 404, 459, 5095, 55%5, 60°%, 656%, 70%, 75%,
20%:, BE2L, 90%5, 95%:, 9655, 9744, 98%;, 997%, and 100%;, when compared to
consumable products derived from non-transgenic counterparts. In some
embodiments, the Cd content of these smokable articles and smokeless products,
produced by incorporating tobacco leaves derived from tobacco plants genetically
modified to contain reducad Cd levels, is a value from a range from about 0.01 to
about 0.05 ppm, from about 0.01 to about 0.1 ppm, from about 0.01 to about 0.5
ppm, from about 0.01 to about 1.0 ppm, and from about 0.01 to about 5 ppm.
[0119] The degree of Cd accumulation in piants can be substantially variahle
depending on several parameters attributed to the complexity of the genotype and
the growth environment. For example, Cd concentrations in field-grown tobacco
leaves can be extremely variable depending on factors such as the agro-climate,
soil parameters, and cultivars. Furthermore, the relative Cd distribution patterns
within different portions of a tobacco plant can vary according to the species, the
organ/tissue, and growth conditions (i.e., field-grown vs. hydroponically-grown). On
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average, the Cd concentrations measured in field-grown tobacco leaves (including
midribs and veins) can be in the range from approximately 0.5 to & ppm (parts per
million, or ug/g of dry weight of tobacco leaves). However, many published Cd
levels typically do not define the tobacco maturity stage, the tobacco variety, or the
particular leaf portions (i.e., removal from leaf stalk position) harvested for analysis.
In some varielies, the lower leaves may accumulate higher Cd levels than the
medium and upper leaves. At the intracellular level, Cd can be found in various
cell componants of a plant cell, including the cell wall, cytoplasm, chloroplast,
nucleus, and vacuoles.

[0120] Furthermore, Cd content measured in tobacco leaves can vary
substantially depending on the Cd levels in the soil environment where the tobacco
plants were grown. The leaves of tobacco grown in Cd-contaminated areas can
accumulate Cd from about 25 ppm or higher, compared to the leaves of genetically
identical counterparts grown in nen-contaminated areas, which can accumulate Cd
at a range from approximately 0.4 to approximately 8 ppm. The vacuoles within the
leaves of plants grown in Cd-contaminated ar=zas can accumulate very high Cd
concentrations. Methods for modifying the disclosed compositions to he suitable

for a given plant species of interest are known to persons skilled in the art.
EXAMPLES

EXAMPLE 1
Cloning and Exon Mapping of a Full-length Nicotiana NtHMA

Genomic Clone

[0121] Two partial genomic clones representing different portions of an
endogenous NtHMA gene were independently identified, referred to as
"CHO_OF96xf01.ab1" and "CHO_OF251x009c1.ab1." Based on sequence
information obtained from the partial genomic clones, a full-length genomic clone
(_HO-18-2) and 4 full-length NtHMA cDNAs were subsequently identified, including
clone P6563 (SEQ ID NO:3) and clone P8643 (SEQ ID NO:47). The exon and
intron subregions of full-length genomic clone (_HO-18-2) (17,921 bp) were
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mapped. As shown in FIG. 1, the full-length, endogenous NtHMA gene cloned

from Nicotiana comprises 11 exons consisting of 3392 nucleotides in total.
EXAMPLE 2

Construction of NtHMA RNAIi Expression Vector
PBl121-NtHMA (660-915) encoding RNAIi Polynucleotides

[0122] Table 1 provides a list of nuclentide positions mapped to each exon
within the isolated NtHMA genomic clone (SEQ ID NO: 1).

Table 1
Exon Nucleotides Position
Exon 1 1-303 724-1026
Exon 2 304-561 3245-3502
Exon 3 562-659 7364-7461
Exon 4 660-915 11525-11780
Exon 5 916-1056 11866-12007
Exon 6 1057-1331 2317-12644
Exon 7 1382-1584 13108-13310
Exon 8 1685-1787 13456-13658
Exon 9 1788-3285 14278-15775
Exon 10 3286-3618 16097-16429
Exon 11 3519-4392 16650-17423

The partial genomic clone CHO_OF96xf01.ab1 includes a part of intron 4, exon 4,
intron 5, exon 5, intron 6, and a part of exon 6, as shown in FIG. 1, and listed under
Table 1. The partial genomic clone CHO_OF261x009c¢1 includes a part of intron 7,
exon 7, intron 8, exon 8, and a part of exon 9, as shown in FIG. 1. To produca ‘
transgenic plants that can stably produce recombinant NtHMA RNAi
polynucleotides of interest that can facilitate the degradation of endogenous RNA
transcripts encoding NtHMA polypeptides, two sets of NtHMA RNAi expression
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vectors, the PBIM121-NtHMA (660-915) RNAI expression vector as further described
below, and the PBI121-NtHMA (1382-1584) RNAI expression vector as further
described in Example 3.

[0123] FIG. 2 illustrates an exemplary subcloning strategy for constructing a
NtHMA RNAI expression vector that enables the constitutive expression of NtHMA
RNAI polynucleotides of interest. Bas=d on exon mapping and sequence analysis
of genomic clone CHO_OF96xf01.ak1, RNAI constructs were designed.

[0124] FIG. 3A shows an exemplary RNAIi sequence, NtHMA (660-915), for
producing NtHMA RNAI polynucleotides of interest. In FIG. 3A, the NtHMA RNAI
RNAI construct (SEQ ID NO: 41) comprises a sense fragment (272 bp) (SEQ ID
NO:38) composed of exon 4 (272 bp), which is positioned upstream and operably-
linked to a spacer fragment (80 bp) (SEQ 1D NO:39) composed of intron 5, which is
positioned upstream and operably-linked to a reverse complementary fragment
(272 bp) (SEQ ID NO:40) composed of exon 4 positioned in anti-sense orientation.
RNAI constructs encoding NtHMA RNAi polynucleotides of interest wera inserted
into the PBKCMV cloning vector, and were placed downstream and operably-linked
to a cytomegalovirus (CMV) promoter.  Xbal and Hindlll sites were incorporated
into the 5' and 3' ends of the 352bp NtHMA sense fragment, which included the
80bp intron fragment by utilizing PCR primers modified to incorporate these
restriction enzyme sites (PMG783F: ATTCTAGACTGCTGCTATGTCATCACTGG
[SEQ ID NO: 50] and PMG783R: ATAAGCTTAGCCTGAAGAATTGAGCAAA [SEQ
ID NO: 51)). Similarly, Spel and Sacl sites were incorporated into the 5' and 3'
ends of the corresponding NtHMA reverse complementary fragment by utilizing
PCR primars (PMG 785F: ATGAGCTCTGGTTATGTAGGCTACTGCTGCT [SEQ
ID NO: 52] and PMG 786R: ATACTAGTATTTGTAGTGCCAGCCCAGA [SEQ ID
NO: 53)) to produce the PBKCMV-NtHMA RNAi plasmid. The PBI121-NtHMA
RNAI expression vectors were constructed by (a) excising the -glucuronidase
ORF from the binary expression vector ("pBI121" from CLONTECH), and (b)
substituting the NtHMA RNAI construct, excised from the PBKCMV-NtHMA RNAI
plasmid, into Xhal/Sac! sites of the PBI121 plasmid in place of the removed B-
glucuronidase ORF. Tha PBI121-NtHMA RNAI expression vectors comprise: (i)
352 bp Xhal-Hindlll NtHMA sense fragment that includes (if) 80bp intron fragment,
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operably-linked to the (i) 272bp Spell-Sacl NtHMA reverse complementary

fragment.
EXAMPLE 3
Construction of NtHMA RNAI Expression Vector
PBI121-NtHMA (1382-1584) encoding RNAIi Polynuzleotides
[0125] FIG. 4A shows an exemplary RNAI sequence, NtHMA (1382-1524),

for producing NtHMA RNA.I polynuclectides of interest. Based on exon mapping
and sequence analysis of genomic clbne CHO_OF261x009c1, a RNAI construct
(SEQ ID NO: 41) was designed that includes a sense fragment (191 bp) (SEQ ID
NO:42) comprising sequences of exon 7, which is positioned upstream and
operably-linked to a spacer DNA fragment (129 bp) (SEQ ID NO:43) comprising
sequences of intron 8, which is positioned upstream and operably-linked to a
reverse complementary fragment (196 bp) (SEQ ID NO:44) comprising sequences
of exon 7 positioned in anti-sense orientation. These RNAI constructs encoding
NtHMA RNAi polynucleotides of interest were inserted into the PBKCMV cloning
vector, and were placed downstream and operably-linkzd to a cytomegalovirus
(CMV) promoter. Xbal and Hindlll sites were incorporated into the 5" and 3' ends of
the 330 bp NtHMA sense fragment, which included the 139 bp intron fragment by
utilizing PCR primers modified to incorporate these restriction enzyme sites
(PMG754F: ATTCTAGATGAGAGCAAGTCAGGTCATCC [SEQ ID NO: 54] and
PMG754R: ATAAGCTTTTCAAACATCCACCGCATTA [SEQ ID NO: 55]). Similarly,
Pstl and Sacl sites were incorporated into the §' and 3’ ends of the corresponding
NtHMA reverse complementary fragment by utilizing PCR primers PMG757F:
ATGAGCTCGCATTGAGAGCAAGTCAGGTC [SEQ ID NO: 56] and PMG757R:
ATCTGCAGCCTGTGGTACATCCAGCTCTT [SEQ ID NO: 57]) to produce the
PBKCMV-NtHMA RNAI expression vector.

[0126] The PBI121-NtHMA RNAI expression vectors were constructed by (a)
excising the B-glucuronidase ORF from the binary expression vector ("pBI121" from
CLONTECH), and (b) substituting the NIHMA RNAi construct, excised from the
PBKCMV-NtHMA RNAi plasmid, into Xbal/Sacl sites of the PBI121 plasmid in place
of the removed B-glucuronidase vORF. The PBI121-NtHMA RNAi expression
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vectors comprise: (i) 330 bp Xbal-Hindlll NtHMA sense fragment that includes (ii)
139 bp intron fragment, operably-linked to the (iii) 196 bp Spell-Sacl NtHMA
reverse complementary fragment. The PBI121-NtHMA RNAI expression vectors,
such as those described in Examples 2 and 3, can be introduced into any host

plant cell of interest by various methods known to persons skilled in the art.

EXAMPLE 4
Transformation of Burley (TN90), Flue-cured (K326), and Dark (VA359) Tobacco
Varieties with NtHMA RNAi Expression Vectors

[0127] Tobacco seeds from three different varicties, Burley (TN90), Flue-
cured (K326), and Dark (VA359), were sterilized and germinated in a petridish
containing MS basal media supplemented with 5 ml/L plant preservative mixture
(PPM). Seedlings, at approximately 7 to 10 days post-germination, were selectzd
for transformation with various NtHMA RNAI expression vectors. A single colony of
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 was inoculatad into a liquid LB medium
containing 50 mg I”' kanamycin (kanamycin mono sulphate), and were incubated
for 438 h at 28”C‘ with reciprocal shaking (150 cycles min™'). Cultured bacterial cells
were collected by centrifugation (6000xg, 10 min), and were suspended to a final
density of 0.4-0.7 ODggp, with 20 ml liquid MS medium containing 20g~" sucrose.
The 7-10 day seedling explants were immersed into a bacterial suspension for

5 mins, and were hlotted on sterile filter papers. Fifty explants were placed onto 40
ml aliquots of REG agar medium (MS basal medium supplemented with 0.1 mg I~
NAA and 1 mg I”! BAP) in 100 mm X 20 mm petri dishes. The explants were co-
cultivated with Agrobacterium at 25°C. After 3 days of co-cultivation, the explants
were washed and transferred to RCPK medium (REG medium with 100 mg™
kanamycin, 500 mg I"* carbenicillin, and 5ml PPM) to select for transformants. The
explants were subcultured every 2 weeks. After 8-12 weeks of growth under
selective conditions, the surviving plants, reprasenting transformants that have
integrated the NtHMA RNAI expression constructs into their genomes, were
transferred to a rooting medium (MS basal medium supplemented with 100 mg ™!
Kanamycin). Rooted plants were transferred to pots to promote further growth.
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EXAMPLE 5
Cd Reduction in Leaf Lamina of First Generation Transgenics
Genetically Modified to Express NtHMA RNAi Polynucleotides

[0128] To determine the effect of NtHMA RNAI polynucleotide expression on
Cd transport fror the root to aerial portions of transgenic plants, the Cd levels were
determined for several transgenic lines that have been genetically modified to
express either the NtHMA (660-915) or the (1282-1584) RNAI polynuclectides.
[0129] Approximately 40 independent transgenic plants, representing three
tobacco varieties, were transformed with various PBI121-NtHMA RNAiI expression
vectors. Initially, transformants were grown in floating trays containing Hoaglands
medium for 4 weeks. PCR positive plants for NPT Il were selected and potted in
10” pots with a hydroponic system containing Hoaglands medium containing SuM
CdCl,. After 4-8 weeks, two middle lzaves samples were harvested and freeze-
dried for metal analysis, or were frozen in liquid nitrogen for gene expression
analysis. Approximately 500 mg of tobacco was weighed and digested in 10 ml of
concentrated HNO: by microwave-accelerated, reaction system § digestion system
(CEM corporation, Mathews, NC). Heavy metal concentrations were analyzed
utilizing inductively coupled plasma-mass spectrophotometry ("ICP-MS," Agilent
7500A; Agilent Technologies, Palo Alto, CA). As non-transgenic tobacco control, a
sample consisting of polish-certified, Virginia tobacco leaves, CTA-VTL-2, was
prepared under comparable conditions (Dybeozynski et al., 1997).

[0130] FIGS. 3B-3D show Cd reduction in leaf lamina of multiple first
generation (T0) transgenic lines, representing three varieties, that have been
genetically modified to express NtHMA RNAI polynucleotides (660-915). In each
graph, the y-axis unit is pg/mg tissue.

[0131] FIGS. 4B-4D show Cd reduction in leaf lamina of multiple first
generation (T0) transgenic linas, representing three varieties, that have been
genetically modified to express NtHMA RNAi polynucleotides (1382-1584). In each

graph, the y-axis unit is pg/mg tissue.

EXAMPLE 6
Reduction in N(HMA RNA Transcripts in Transgenic Tobacco Leaf
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by the Expression of NtHMA RNAi Polynucleotides

[0132] To determine the effect of NtHMA RNAI polynucleotide expression on
the steady-state levels of endegenous NtHMA RNA transcripts, the relative change
in NtHMA RNA transcripts was measured by isolating .total cellular RNA from leaf
lamina portions of various transgenic lines, representing three tohacco varieties.
[0133] Total RNA was isolated from middle leaves of TO plants using TRI®
Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). To ramove DNA impurities, purified RNA
was treated with RNase-free DNase (TURBO DNA-free, Ambion, Austin TX). To
synthesize the first cDNA strand, approximately 10 g of total RNA was reverse
transcribed utilizing the High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA). To m=asure the level of NtHMA transcripts in the samples, a
quantitative 2-step RT-PCR was performed according to the Tagman MGB prohe-
based chemistry. The RT mixture contained 4 pM dNTP mix, 1X random primers,
1X RT Buffer, 10 g cDNA, 50U Multiscribe Reverse transcriptase (Applied
Biosystems), 2U Superase-In RNase Inhibitor (Ambion), and nuclease-free water.
The PCR mixture contained 1X Tagman Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 400 nM forward primer, 400 nM reverse primer, 250
nM Tagman MGB probe, 2 ng of cDNA, and nuclease-free water. RT-PCR was
performad utilizing an ABI 7500 Real-Time System (Applied Biosystems, Foster
City, CA) and under amplification conditions: 50°C for 2 min.; 95°C for 10 min.; 40
cycles of 95°C for 15 sec.; and 60°C for 1 min. For normalizing the measured
NtHMA RNA transcript levels, the Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
(G3PDH) was selected as a control endogenous RNA transpript, whose expression
level is not responsive to the sequence-specific RNA interference activity of the
NtHMA RNAi polynucleotides under analysis. The fold change in NtHMA RNA
transcript level caused by NtHMA-RNAi-polynucleotide expression was calculated
by determining the ratio of (a)/(b), in which (a) represents the normalized value of
NtHMA RNA transcript leve! determined for samples derived from transgenic plants
transformed with a NtHMA RNAI expression vector, and (b) represents the
normalized value of NtHMA RNA transcript level determined for samples derived
from transgenic plants transformed with a control expression vector deficient in the
NtHMA RNAi RNAi construct.

-42 -



~

WO 2009/074325 PCT/EP2008/010546

[0134] FIGS. 5A-C show normalized NtHMA RNA transcript levels in various
first generation (T0) transgenic lines that have been genetically modified to express
NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as determined by quantitative realtime
PCR analysis of leaf lamina extracts. FIG. 5A shows that for multiple independently
derived K326 transgenic lines, the RNA transcript levels were reduced by the RNA
interference activity of NtHMA (660-915) RNAI polynucleotides. FIG. §B shows
that for multiple, independently derived TN9O transgenic lines, the RNA transcript
levels were reduced by the RNA interference activity of NtHMA (660-915) RNAI
polynucleotides. FIG. 5C shows that for multiple independently derived VA359
transgenic lines, the RNA transcript levels were reduced by the RNA interference
activity of NtHMA (660-915) RNAI polynucleotides. The reduction in NtHMA RNA
transcript levels is consistent with the reduction in Cd content measured in the
middle leaves for the same transgenic lines tested. "PBI121" represents an
expression vector daficient in the RNAI construct encoding NtHMA (660-915) RNAI

polynucleotides.

EXAMPLE 7
Distribution of Cd and Zn in Transgenic Lines Genetically Modified
to Express NtHMA RNAi Polynucleotides |

[0135] To determine the effect of NtHMA (660-915) RNAI polynucleotide
expressicn on the distribution of Cd and Zn within the leaf lamina and the root, the
metal content of transgenic plants of three varieties were analyzed. Five transgenic
lines of each variety, i.e., Flue-cured (K326), Burley (TN90), and Dark (VA359),
were selected for exhibiting Cd content at the lowest range in the leaf lamina. The
middle lzaves and roots of these transgenic plants and control plants were
harvested for metal analysis by ICP_MS. For 8 weeks, all plants were grown in
Hoaglands medium supplemented with 5 uM CdCl; prior to harvesting.

[0136] Table 2 lists Cd and Zn levels measured in the leaf lamina and the
root of several transgenic lines, representing three tobacco varieties, as provided
below. In Table 2, the Cd distribution between the leaf lamina and the root were
substantially modified by the expression of NtHMA (560-615) RNAI polynucleotides
for all three varieties, Flue-cured (K328), Burley (TNQO). and Dark (VA359). For the
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K326 transgenic lines, the % Cd reduction ranged from 97.16 - 98.54 %5 when
compared to Cd levels observed in K326 Control plants. For TNSO transgenic lines,
the % Cd reduction ranged from 85.12 - 90.96 % when compared to Cd levels
observed in the TN90 Control. For VA359 transgenic lines, the %5 Cd reduction
ranged from 93.24 - 99.07 %5 when compared to Cd levels observed in the VA359
Control. The VA359 NtHMA-11 transgenic lina exhibitzd the lowest Cd level
(1.62ug/g) and the highest % Cd reduction (99.07%5), when compared against two
NtHMA RNAi transgene-deficient control lines ("VA359 PBI121") that exhibited Cd
levels at 158.3 - 205.96 pg/lg. Comparable root analysis of the transgenic lines
showed, that a substantial amount of Cd can accumulate in the root, rasulting in
fold increase in root Cd levels ranging from 6.90 - 15.328, relative to the Cd levels
observed in the respective controls.

[0137] In contrast to the significant Cd reduction in the leaf lamina of
transgenic lines, the Zn content of the leaf lamina was not substantially reduced,
although some reduction was ohserved in most transgenic lines, caused by the
expression of NtHMA (660-915) RNAI polynucleotides. The Zn content within the
root (last column of Table 3) increased in all transgenic lines, resulting in a 4-6 fold
increase in the transgenic lines of the K326 and VA259 varieties, and a 3-5 fold
increase in the TN90 variety.

[0138] FIG. 6 shows the distribution of Cd and Zn between the leaf lamina
and the root of various first generé\tion transgenic lines that have been genetically
 modified to express NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as presented in Table

2. In each graph of FIG. 6, the y-axis unit is pg/mg tissue.

Table 2
Transgenic Leaf Root

Variety Cd Zn Cd Zn
Hg/g Hg/g Hg/g Hg/g

K326 06T458 7.09 22.2 703 201
K326 06T459 4.97 241 6596 225
K326 05T473 3.7 34 929 215
K326 06T480 3.63 28.6 989 224
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K326 067482 2.55 36.3 520 126
K326 Control 174.7 36.3 654.3 36.7
TN90 06T428 26.3 43.6 626 184
TNOO 06T430 16.08 37.2 684 213
TN9YO 06T444 15.98 28.1 738 234
TN9YO 06T445 20.72 226 618 186
TNOO 06T455 17.87 24.4 582 157
TN9O PBI121 181.2 28.5 62.6 443
TNSO Control 172.4 32.3 72.9 46.6
VA359 06T493 7.59 23.1 543 148
VA359 06T498 1.62 26.2 706 175
VA359 06T506 572 28.8 351 109
VA359 06T542 7.03 27.1 738 136
VA359 06T543 11.78 29.3 547 106
VA359 PBI121 206 47.5 36.3 27.6
VA35&9 Control 158.5 326 3786 26.2
EXAMPLE 8

Cd Distribution in Various Tissues of Transgenic Lines Genetically Modified
to Express NtHMA RNAi Polynucleotides

(0129] To determine the effect of NtHMA (1382-1584) RNAI polynucleotide
expression on Cd distribution within various tissues (i.e., the bark, lamina, pith, and
root), the metal content of several transgenic lines representing two varizties,
Burley (TMN€0) and Flue-cured (K328), were analyzed. Fully matured transgenic
plants and control plants were harvested for metal analysis by ICP_MS. For 8
weeks, all plants were grown in 5 pM CAdCl2 in Hoaglands medium prior to
harvesting.

[0140] Table 3 lists Cd content in the bark, lamina, pith, and root tissues of
several transgenic lines, as provided below. In Table 3, Cd levels were |
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substantially reduced in the bark, lamina, and pith tissues of all transgenic lines
tested when compared that of control plants. The "Control" represents non-
transgenic plants. The "PBI121" represents transgenic plants transformed with an
expression vector deficient in NtHMA RNAi RNAi construct. The extent of Cd
reduction in the bark, pith, and leaf lamina of K326 transgenic lines was
significantly greater than that observed in TNAO transgenic lines. The expression of
RNAi (1382-1584) polynucleotides in K326 transgenic plants resulted in a 9-11 fold
Cd reduction in the bark, a 6-13 fold Cd reduction in the pith, and a 31-32 fold Cd
reduction in the leaf lamina. The expression of RNAi (1382-1584) polynucleotides
in TN90 transgenic plants resulted in a 4-7 fold Ci reduction in the bark, a 5-8 fold
Cd reduction in the pith, and a 6-20 fold Cd reduction in the leaf lamina. In
contrast, more modest increases (5-6 fold) in Cd content in the root of these
transgenic lines were observed when compared to that of control plants.

[0141] FIG. 7 shows Cd distribution among the bark (“B”), leaf lamina (L"),
pith (“P"), and the root (“R™ of varicus first generation transgenic lines that have
been genetically modified to express NtHMA RNAI polynucleotides of interest, as
presented in Table 3. In each graph of FIG. 7, the y-axis unit is pg/mg tissue.

Table 3
Transgenic Seed
Variety Bark Cd Lamina Cd Pith Cd Root Cd
TNSO0 06T519 7.36 31.1 4.67 557
TN90 06TB58 3.76 8.89 2.89 727
TN90 Control 30.9 1561 25.3 115
TN90 PBI121 23.1 201 20 124
K326 06T682 2.02 4.32 1.97 1020
K326 06T696 2,53 4.48 4.25 1030
K326 Control 19.5 133 25.3 145
K326 PBI121 255 143 25.2 253
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EXAMPLE 9
Cd Reduclion in leaf lamina of Second Generation Transgenic Lines
Genetically Modified to Express NtHMA RNAi Polynucleotides

[0142] To determine the effect of NtHMA (660-9158) RNAI polynucleotide
expression on Cd content in leaf lamina, the metal content of two (T1) transgenic
lines of VA359 variety were grown in soil containing variable Cd concentrations for
4 weeks. Two transgenic lines, 06T493 and 06T&0A, selectad as kanamycin
positives were screenad by PCR. Several 10" Pots filled with sand:soil mixture
were saturated with either 0, 0.1, 0.5, or 5uM CdCl.. Three plants per treatment
per transgenic line were grown for 4 weeks by adding Hoaglands medium to the
saucer. Total number of leaves, leaf area indey, leaf weight, stalk weight, and root
weight were observed. Two middle leaves and root samples were freeze-dried and
were subjected to heavy metal analysis. |

[0143] FIG. 8 shows Cd distribution hetween the leaf lamina (‘L") and the
root (“R”") of various second generation (T1) transgenic lines that have been
genetically modified to express NtHMA RNAI polynucleotides of interest. In each
graph of FIG. 8, the y-axis unit is pg/mg tissuz. From FIG. 8 it can be seen that the
Cd content of the transgenic plants was consistently lower than that of control
plants at all Cd concentrations tested (0, 0.1, 0.5, and 5uM). A reduction in Cd
content of the leaf lamina (2-4.7 fold) was observed in various transgenic lines
tested. The Cd level for the line 06T498 was only ~20% of control plants at 5uM
CdCl,. Anincrease in root -Cd content (4-16 fold) was observed in various
transgenic lines tested. The highest root Cd content (a 16 fold increase) was
observed for line 06T498 at 5 uM CdCl. Thus, the reduced heavy metal content in
the leaf lamina/shoots in transgenic lines, expressing NtHMA (660-915) RNAI
polynucleotide, suggested that the translocation of a substantial amount of heavy
metals from the root to the leaf lamina/shoots can be interrupted by RNAI
interference. The results are consistent with Cd reduction observed in the leaf
lamina of first generation transgenic lines, in that the second generation transgenic
lines also demonstrated (a) reduced Cd levels in the leaf lamina, and (b) increased
Cd in the roots. The transgenic lines did not demonstrate phenotypical differences

in general appearance, growth, and development relative to that of control plants.
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EXAMPLE 10
NtHMA Polynucleotides
[0144] A NIHMA polynucleotide will generally contain phosphodiester honds,

although in some cases, nucleic acid analogs are included that may have alternate
backbones, comprising, e.g., phosphoramidate, phosphorothioate,
phosphorodithioate, or O-methylphophoroamidite linkages (see Eckstein,
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, Oxford University Press),
and peptide nucleic acid backbones and linkages. Other analog nucleic acids
include those with positive backbones; non-ionic backbones, and non-rihose
backbones, including those described in U.S. Pat. Nos. 5,235,033 and £,034,506,
and Chapters 6 and 7, ASC Symposium Series &80, Carbohydrate Modifications in
Antisense Rasearch, Sanghui & Cook, eds. Nucleic acids containing one or more
carbocyclic sugars are also included within one definition of nucleic acids.
Modifications of the ribose-phosphate backbone may he done for a variety of
reasons, e.g. to increase the stability and half-life of such molecules in physiological
environments or as probes on a biochip. Mixtures of naturally occurring nucleic
acids and analogs can be made; alternatively, mixtures of different nucleic acid
analogs, and mixtures of naturally occurring nucleic acids and analogs may he
made.

[0145] A variety of references disclose such nucleic acid analogs, including,
for example, phosphoramidate (Beaucage =t al., Tetrahedron 49(10):1925 (1993)
and references therein; Letsinger, J. Org. Chem. 35:3800 (1970), Sprinzl et al., Eur.
J. Biochem. 81:579 (1977); Letsinger et al., Nucl. Acids Res. 14:3487 (1986),
Sawai et al, Chem. Lett. 805 (1984), Letsinger et al., J. Am. Chem. Soc. 110:4470
(1988); and Pauwels ef al., Chemica Scripta 26:141 919386)), phosphorothicate
(Mag et al., Nucleic Acids Res. 19:1437 (19961); and U.S. Pat. No. 5,644,048),
phosphorodithioate (BriiJ etal, J. Am. Chem. Soc. 111:2321 (1989), O-
methylphophoroamidite linkages (see Eckstein, Oligonucleotides and Analogues: A
Practical Approach, Oxford University Press), and peptide nucleic acid backbones
and linkages (see Egholm, J. Am. Chem. Soc. 114:1895 (1992), Meier et al., Chem.
Int. Ed. Engl. 31:1008 (1992); Nielsen, Nature, 365:566 (1993); Carisson et al.,
Nature 380:207 (1996), all of which are incorporated by reference). Other analog
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nucleic acids include those with positive backbones (Denpcy ef al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 92:6097 (1995); non-ionic backbones (U.S. Pat. Nos. 5,336,023,
5,637,684, 5,602,240, 5,216,141 and 4,469,863; Kiedrowshi ef al., Angew. Chem.
Intl. Ed. English 30:423 (1991); Letsinger et al., J. Am. Chem. Sac. 110:4470
(1988); Letsinger et al., Nucleoside & Nucleotide 13:1597 (1994); Chapters 2 and
3, ASC Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense
Research", Ed. Y. S. Sanghui and P. Dan Cook; Mesmaeker et al., Bioorganic &
Medicinal Chem. Lett. 4:395 (1994); Jeffs et al., J. Biomolecular NMR 24:17 (1994),
Tetrahedron Lett. 37:743 (1996)) and non-ribose backbones, including those
described in U.S. Pat. Nos. 5,235,033 and 5,034,506, and Chapters 6 and 7, ASC
Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense Research”, Ed.
Y. S. Sanghui and P. Dan Cook. Nucleic acids containing one or more carbocyclic
sugars are also included within one definition of nucleic acids (see Jenkins et al.,
Chem. Soc. Rev. (1995) pp 169-176). Several nucleic acid analogs are described in
Rawls, C & E News Jun. 2, 1997 page 35. These references are hereby expressly
incorporated by reference.

[0146] Other analogs include peptide nucleic acids (PNA) which are peptide
nucleic acid analogs. Thesa hackbones are substantially non-ionic under neutral
conditions, in contrast to the highly charged phosphodiester backbone of naturally
occurring nucleic acids. This results in two advantages. First, the PNA backbone
exhibits improved hybridization kinetics. PNAs have larger changes in the melting
temperature (Tm) for mismatched versus perfectly matched basepairs. DNA and
RNA typically exhibit a 2-4 °C drop in T, for an internal mismatch. With the non-
ionic PNA backbone, the drop is closer to 7-9 *C. Similarly, due to their non-ionic
nature, hybridization of the bases attached to these backbones is relatively
insensitive to salt concentration. In addition, PNAs are not degraded by cellular
enzymes, and thus can be more stable.

[0147] Among the uses of the disclosed NtHMA polynucleotides, and
combinations of fragments thereof, is the use of fragments as probes or primers or
in the development of RNAI molecules. Such fragments generally comprise at least
about 17 contiguous nucleotides of a DNA sequence. In other embodiments, a
DNA fragment comprises at least 30, or at least 60 contiguous nucleotides of a
DNA sequence. The basic paramaters affecting the choice of hybridization
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conditions and guidance for devising suitable conditions are set forth by Sambrook
et al., 1989 and are described in detail above. Using knowledge of the genetic code
in combination with the amino acid sequences set forth above, sets of degenerate
oligonucleotides can be prepared. Such oligonuclectides are useful as primers,
e.g., in polymerase chain reactions (PCR), whereby DNA fragments are isolated
and amplified. In certain embodiments, degenerate primers can be used as probes
for non-human genetic libraries. Such libraries would include but are not limited to
cDNA libraries, genomic libraries, and even electronic EST (express sequence tag)
or DNA libraries. Homologous sequences identified by this method would then be
used as probes to identify non-human homologues of the NtHMA sequence
identified herein.

[0148] The invention also includes polynucleotides and oligonucleotides that
hybridize under reduced stringency conditions, typically moderately stringent
conditions, and commonly highly stringent (also referred to herein as “high-
stringency”) conditions, to an NtHMA polynucleotide described herein. The basic
parameters affecting the choice of hybridization conditions and guidance for
devising suitable conditions are set forth by Sambrook, J., E. F. Fritsch, and T.
Maniatis (1989, Molzcular Cloning: A Laboratbry Manual, Cold Spring Harhor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., chapters 9 and 11; and Current
Protocols in Molecular Biology, 1995, F. M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons,
Inc., sections 2.10 and 6.3-6.4, incorporated herein by reference), and can be
readily determinad by those having ordinary skill in the art based on, for example,
the length and/or base composition of the polynucleotide. One way of achieving
moderately stringent conditions involves the use of a prewashing solution
containing 5xSSC, 0.58% SDS, 1.0 mM EDTA (pH 8.0), hybridization buffer of about
50% formamide, 6xSSC, and a hybridization tempezrature of about 53 °C (or other
similar hybridization solutions, such as one containing about 50% formamide, with a
hybridization temperature of about 42 °C), and washing conditions of about 60 °C,
in 0.5xSSC, 0.1% SDS. Generally, highly stringent conditions are defined as
hybridization conditions as above, but with washing at approximately 68 °C.,
0.2%SSC, 0.1% SDS. SSPE (1% SSPE is 0.15M NaCl, 10 mM NaH:PO4, and 1.25
mM EDTA, pH 7.4) can be substituted for SSC (1x SSC is 0.15M NaCl and 156 mM

sodium citrate) in the hybridization and wash buffers; washes are performed for 15
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minutes after hybridization is complete. It should be understood that the wash
temperature and wash salt concentration can be adjusted as necessary to achieve
a desired degree of stringency by applying the basic principles that govern
hybridization reactions and duplex stability, as known to those skilled in the art and
described further below (see, e.g., Sambrook et al., 1989). When hybridizing a
nucleic acid to a target polynucleotide of unknown sequence, the hybrid length is
assumed to be that of the hybridizing nucleic acid. When nucleic acids of known
sequence are hybridized, the hybrid length can be determined by aligning the
sequences of the nucleic acids and identifying the region or regions of optimal
sequence complementarity. The hybridization temperature for hybrids anticipated to
be less than 50 base pairs in length should be & to 10 °C less than the melting
temperature (Ty) of the hybrid, where Ty, is determined according to the following
equations. For hybrids less than 18 base pairs in length, T (°C)=2(# of A+T
bases)+4(# of G+C bases). For hybrids above 18 base pairs in length, T,
(°C)=81.5+16.6(log10 [Na+))+0.41(%: G+C)-(€00/N), where N is the number of
bases in the hybrid, and [Na+] is the concentration of sodium ions in the
hybridization buffer ([Na+] for 1x 8SC=0.165M). Typically, each such hybridizing
nucleic acid has a length that is at least 25% (commonly at least 50°%, 605, or
70%, and most commonly at least 80%) of the length of a polynucleotide of the
disclosure to which it hybridizes, and has at least 60%: sequence identity (e.g., at
least 70%%, 75%, 0%, 86, 90%;, 9544, 97.5%, or at least 99%:) with a

polynucleotide of the disclosura to which it hybridizes.

EXAMPLE 11
NtHMA Polypeptides

[0149] A polypeptide of the disclosure may be prepared by culturing
transformed or recombinant host c2lls under culture conditions suitable to express
a polypeptide of the disclosure. The resulting expressed polypeptide may then be
purifizd from such culture using known purification processes. The purification of
the polypeptide may also include an affinity column containing agents which will
bind to the polypeptide; one or mare column steps over such affinity resins as
concanavalin A-agarose, heparin-toyopearl® or Cibacrom hlue 3GA Sepharose®;
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one or more steps involving hydrophobic interaction chromatography using such
resins as phenyl ether, butyl ether, or propyl ether; or immunoaffinity
chromatography. Alternatively, the polypeptide of the disclosure may also be
expressed in a form that will facilitate purification. For example, it may be
expressed as a fusion polypeptide, such as those of maltose binding polypeptide
(MBP), gIutathirJne-S-transferase (GST) or thioredoxin (TRX). Kits for expression
and purification of such fusion polypeptides are commercially available from New
England BioLab (Beverly, Mass.), Pharmacia (Piscataway, N.J.), and InVitrogen,
respectively. The polypeptide can also be tagged with an epitope and subsequently
purified by using a specific antibody directed to such epitope. Finally, one or more
reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) steps
employing hydrophobic RP-HPLC media, e g., silica gel having pendant methyl or
other aliphatic groups, can be employed to further purify the polypeptide. Some or
all of the foregoing purification steps, in various combinations, can also be
emplayed to provide a substantially homogeneous recombinant polypeptide. The
polypeptide thus purified is substantially free of other mammalian polypeptides and
is defined in accordance with the invention as an "substantially purified
polypeptide”; such purified polypeptides include NtHMA polypeptide, fragment,
variant, and the like. Expression, isolation, and purification of the polypeptides and
fragments of the disclosure can be accomplished by any suitable tzchnique,
including but not limited to the methods described herein.

[0150] It is also possible to utilize an affinity column such as a monoclonal
antibody generated against polypeptides of the disclosure, to affinity-purify
expressed polypeptides. These polypeptides can be removed from an affinity
column using conventional techniques, e.g., in a high salt elution buffer and then
dialyzed into a lower salt buffer for use or by changing pH or other components
depending on the affinity matrix utilized, or be competitively removed using the
naturally occurring substrate of the affinity moiety, such as a polypeptide derived
from the disclosure.

[0151] A polypeptide of the disclosure may also he produced by known
conventional chemical synthesis. Methods for constructing the polypeptides of the
disclosure or fragments thereof by synthetic means are known to those skilled in
the art. The synthetically-constructed polypeptide sequences, by virtue of sharing
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primary, secondary or tertiary structural and/or conformational characteristics with a
native polypeptides may possess biological properties in common therewith,

including biological activity.

EXAMPLE 12

Anti-NtHMA Antibodies
[0152] In another embodiment, antibodies that are immunoreactive with the
polypeptides of the disclosure are provided herein. The NtHMA pdlypeptides,
fragments, variants, fusion polypeptides, and the like, as set forth herein, can be
employed as "immunogens" in producing antibodies immunoreactive therewith.
Such antibodies specifically bind to the polypeptides via the antigen-binding sites of
the antibody. Specifically binding antibodies are those that will specifically
recognize and bind with NtHMA family polypeptides, homologues, and variants, but
not with other molecules. In one embodiment, the antibodies are specific for
polypeptides having an NtHMA amino acid sequence of the disclosure as set forth
in SEQ ID NO:2 and do not cross-react with other polypeptides.
[0153] More specifically, the polypeptides, fragment, variants, fusion
polypeptides, and the like contain antigenic determinants or epitopes that elicit the
formation of antibodies. These antigenic determinants or epitopes can be either
linear or conformational (discontinuous). Linear epitapes are composed of a single
section of amino acids of the polypeptide, while conformational or discontinuous
epitopes are composed of amino acids sections from different regions of the
polypeptide chain that are brought into close preximity upon polypeptide folding.
Epitopes can be identified by any of the methods known in the art. Additionally,
epitopes from the polypeptides of the disclosure can be used as research reagents,
in assays, and o purify specific binding antibodies from substances such as
polyclonal sera or supernatants from cultured hybridomas. Such epitopes or
variants thereof can be produced using techniques known in the art such as solid-
phase synthesis, chemical or enzymalic cleavage of a polypeptide, or using
recombinant DNA technology.
[0154] Both polyclonal and manoclonal antibodies to the polypeptides of the
disclosure can be prepared by conventional techniques. See, for exampla,

Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses,
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Kennet et al. (eds.), Plenum Press, New York (1980); and Antibodies: A Laboratory
Manual, Harlow and Land (eds.), Cold Spring Harbor Laboratary Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., (1988); Kohler and Milstein, (U.S. Pat. No. 4,376, 110); the human B-
cell hybridoma technique (Koshor et al., Immunology Today 4:72, 1983, Cole et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026, 1983); and the EBV-hybridoma technique
(Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.,
pp. 77-98). Hybridoma cell lines that produce monoclonal antibodies specific for the
polypeptides of the disclosure are also contemplated herein. Such hybridomas can
be produced and identified by conventional techniques. For the production of
antibodies, various host animals may be immunized by injection with an NtHMA
polypeptide, fragment, variant, or mutants thereof. Such host animals may include,
but are not limited to, rabbits, mice, and rats, to name a few. Various adjutants may
be used to increase the immunological response. Depending on the host species,
such adjutants include, but are not limitad to, Freund's (complete and incomplete),
mineral gels such as aluminum hydroxide, surface active substances such as
lysolecithin, plurcnic polyols, polyanions, peptides, oil emulsions, keyhole limpet
hemocyanin, dinitrophenol, and potentially useful human adjutants such as BCG
(bacille Calmette-Guerin) and Corynebactzrium parvum. The monoclonal
antibodies can be recovered by conventional technigues. Such monoclonal
antibodi=s may be of any immunoglobulin class including 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD,
and any subclass theresof.

[0155] The antibedies of the disclosure can also be used in assays to detect
the presence of the polypeptides or fragments of the disclosure, either in vifro or in
vivo. The antibodies also can be employed in purifying polypeptides or fragments of

the disclosure by immunoaffinity chromatography.

EXAMPLE 13
Double-stranded RNAs

[0156] In one embodiment, the disclosure provides double-stranded
ribonucleic acid (dsRNA) molecules for inhibiting the expression of the NtHMA gene
in a cell (e.g., a plant cell), wherein the dsRNA comprises an antisense strand

comprising a region of complementarity which is complementary to at least a part of
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an mRNA formed in the expression of the NtHMA gene, and wherein the region of
complementarity is less than 30 nuclectides in length and wherein said dsRNA,
upon contact with a cell expressing said NtHMA gene, inhibits the expression of
said NtHMA gene by at least 20%. The dsRNA comprises two RNA strands that are
sufficiently complementary to hybridize to form a duplex structure. One strand of
the dsRNA (ihe antisense strand) comprises a region of complementarity that is
substantially complementary, and typically fully complementary, to a target
sequence, derived from the sequence of an mRNA formed during the expression of
the NtHMA gene, the other strand (the sense strand) comprises a region which is
complementary to the antisense strand, such that the two strands hybridize and
form a duplex structure when combined under suitabl2 conditions. The duplex
structure is between about 15 and 30 (e.g., between about 18 and 25), typically
hetween about 19 and 24 (e.g., between 21 and 23) base pairs in length. Similarly,
the region of complementarity to the targat sequence is between 15 and 30 (e.g.,
between about 18 and 25), typically between about 19 and 24 (e.g., between 21
and 23) base pairs in length. The dsRNA of the disclosure may further comprise
one or more single-stranded nucleotide overhang(s). The dsRNA can be
synthesized by standard methods known in the art as further discussed helow, e.g.,
by use of an automated DNA synthesizer, such as are commercially available from,
for example, Biosearch, Applied Biosystems, Inc. In another aspect, an 2xpression
vector can be used to express an RNAIi molecule in vivo.

[0157 The dsRNA «f the disclosure can contain one or more mismatches to
the target sequence. In one embodiment, the dsRNA of the disclosure contains
more than 3 mismatches. If the antisense strand of the dsRNA contains
mismatches to a target sequence, it is typical that the area of mismatch not be
located in the center of the region of complementarity. If the antisense strand of the
dsRNA contains mismatches lo the target sequence, it is typical that the mismatch
be restricted to 5 nucleotides from either end, for example §, 4, 3, 2, or 1 nucleotide
from either the &' or 3' end of the region of complementarity. For example, for a 23
nuclectide dsRNA strand which is complementary to a region of the NtHMA gene,
the dsRNA preferably does not contain any mismatch within the central 13
nucleotides. The methods described within the disclosure can be used to determine

-55.-



=

WO 2009/074325 PCT/EP2008/010546

whether a dsRNA containing a mismatch to a target sequence is effective in
inhibiting the expression of the NtHMA gene.

[0158] In one embodiment, at least one end of the dsRNA has a single-
stranded nucleotide overhang of 1to 4 (e.¢., 1 or 2 nuclectides). dsRNAs having at
least one nucleotide overhang have inhibitory properties. The dsRNA may also
have a blunt end, typically located"at the 5'-end of the antisense strand.

[0159] In yet another embodiment, the dsRNA is chemically modified to
enhance stability. The nucleic acids of the disclosure may be synthesized and/or
modified by methods well established in the art, such as those described in
"Current protocols in nucleic acid chemistry”, Beaucage, S. L. ef al. (Edrs.), John
Wiley & Sons, Inc., New York, N.Y., USA, which is hereby incorporated herein by
reference. Chemical modifications may include, but are not limited to 2'
modifications, introduction of non-natural hases, covalent attachment to a ligand,
and replacement of phosphate linkages with thiophosphate linkages. In this
embodiment, the integrity of the duplex structure is strengthened by at least one,
and typically two, chemical linkages. Chemical linking may be achieved by any of a
variety of well-known techniqueé, for example by introducing covalent, ionic or
hydrogen bonds; hydrophobic interactions, van der Waals or stacking interactions;
by means of meatal-ion coordination, or through use of purine analogues.

[0160] In yet another embodiment, the nucleotides at one or both of the two
single strands may be modified to prevent or inhibit the activation of cellular
enzymes, such as, for example, without limitation, certain nucleases. Techniques
for inhibiting the activation of cellular enzymes are known in the art including, but
not limited to, 2'-amino modifications, 2'-fluoro modifications, 2'-alkyl modifications,
uncharged backbone modifications, morpholino modifications, 2'-O-methyl
modifications, and phosphoramidate (see, e.g., Wagner, Nat. Med. (1995) 1:1116-
8). Thus, at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides on a dsRNA is replaced
by a chemical group. Also, at least one nucleotide may be modified to form a locked
nucleotide. Such locked nucleotide contains a methylene or ethylene bridge that
connects the 2'-oxygen of ribose with the 4'-carbon of ribose. Oligonucleotides
containing the locked nucleotide are described in Koshkin, A. A., et al., Tetrahedron
(1998), 54: 3607-3630) and Obika, S. et al., Tetrahedron Lett. (1998), 39: £§401-

5404). Introduction of a locked nucleotide into an oligonucleotide improves the
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affinity for complementary sequences and increases the melting temperature by

several degrees (Braasch, D. A. and D. R. Corey, Chem. Biol. (2001), 8:1-7).

" [0161] Conjugating a ligand to a dsRNA can enhance its cellular absorption.
In certain instances, a hydrophobic ligand is conjugated to the dsRNA to facilitate
direct permeation of the cellular membrane. Alternatively, a ligand conjugated to
the dsRNA is a substrate for receptor-mediated endocytosis. These approaches
have been used to facilitate cell permeation of antisense oligonucleotides. In
certain instances, conjugation of a cationic ligand to oligonucleotides often results

“in improved resistance to nucleases. Representative examples of cationic ligands

~ are propylammonium and dimethylpropylammonium Interestingly, anti-sense

oligonucleotides were reported to retain their high binding affinity to mMRNA when

the cationic ligand was dispersed throughout the oligonucleotide. See M.

Manoharan Antisense & Nucleic Acid Drug Development 2002, 12, 103 and

references therein.

EXAMPLE 15
Methods For Identifying NtHMA Modulatory Agents

[0162] The disclosure provides methods for identifying agents that can
modulate NtHMA expression level and/or activity. Candidates ("a test agent”) that
may be screened to identify NtHMA-specifié modulatory activity include small
molecules, chemicals, peptidomimetics, antibodies, peptides, polynuclectides (e.g.,
RNAI, siRNA, antisense or ribozyme molecules), and agents developed by
computer-based design. Modulation of NtHMA includes an increase or decrease in
activity or expression. For example, a method for identifying candidates that can
modulate NtHMA expression and/or activity, comprises: contacting a sample
containing an NtHMA polypeptide or polynucleotide with a test agent under
conditions that allow the test agent and the NtHMA polypeptide or polynucleotide to
interact, and measuring the expression and/or activity of the NtHMA polypeptide in
the presence or absence of the test agent.

[0163] In one embodiment, a cell containing an NtHMA polynucleotide is
contacted with a test agent under conditions such that the cell and test agent are
allowed to interact. Such conditions typically include normal cell culture conditions
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consistent with the pérticular cell type being utilized, known in the art. It may be
desirable to allow the test agent and the cell to interact under conditions associated
with increased temperature or in the presence of regents that facilitate the uptake
of the tast agent by the cell. A control is treated similarly but in the absence of the
test agent. Alternatively, the NtHMA activity or expression may be measured prior
to contact with the test agent (e.g., the standard or control measurement) and then
again following contact with the test agent. The treated cell is then compared to the
control and a difference in the expression or activity of NtHMA comparad to the
control is indicative of an agent that modulates NtHMA activity or expression.
[0164] When NtHMA expression is being measured, detecting the amount of
mRNA encoding an NtHMA polypeptide in the cell can be quantified by, for
example, PCR or Northern bldt. Where a change in the amount of NtHMA
polypeptide in the sample is being measured, detecting NtHMA by use of anti-
NtHMA anlibodies can be used to quantify the amount of NtHMA polypeptide in the
cell using known technigues. Alternatively the hiological activity (e.g., heavy metal
transport) can be measursd before and after contact with the test agent.

[0165] It will be appreciated that, although specific embodiments of the
invention have been described herein for purposes of illustration, various
modifications may be made without departing from the spirit and the scope of the
invention. Accordingly, the invention is not limited except as by the appended
claims. Unless defined otherwise, all technical and scientific terms have standard
meaning as commonly understood to persons skilled in the art. Although
exemplary methods, devices, and materials have been described with particularity,
alternative methods and materials, that may be similar or equivalent to those
described herein, are applicable for making the disclosed compositions and for
practicing the disclosed methods.

[0166] Any publication cited or described herein provides relevant
information disclosed prior to the filing date of the present application. Statements
herein are not to be construed as an admission that the inventors are not entitled to

antedate such disclosures.
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CLAIMS:
1. An isolated polynucleotide selected from the group consisting of:

a polynuclectide comprising or consisting of a sequenca having at least 70%
sequence identity to SEQ ID NO:1, and encoding a NtHMA transporter having P1B-
type ATPase activity,

a polynuclectide comprising or consisting of a sequence having at least 70%
sequence identity to SEQ ID NO: 3; '

a polynucleotide comprising or consisting of a sequenca having at least 70%
sequence identity to SEQ ID NO: 47;

a polynucleotide comprising or consisting of a sequence encoding a
polypeptide having at least 70% sequence identity to SEQ ID NO:2, wherein the
polypeptide is a NtHMA transporter having P1B-type ATPase activity; and

a polynucleotide comprising or consisting of a sequence encoding a
polypeptide having at least 70%; sequence identity to SEQ ID NO: 49, wherein the
polypeptide is a NIHMA transporter having P1B-type ATPase activity.

2. An expression vector comprising the isolatzd polynucleotide of claim 1.

3. A transgenic plant made by a process comprising introducing the isolated

polynucleotide of claim 1 or the expression vector of claim 2.

4, A cell line made by a process comprising introducing the isolated

polynucleotide of claim 1 or the expression vector of claim 2.

5. A consumable tobacco product incorporating leaves harvested from the

transgenic plant of claim 3.

6. A NtHMA RNAI construct capable of inhibiting the expression of a NtHMA
messenger RNA to which it corresponds, the construct comprising or consisting of:

a first sequence having at least 70% sequence identity to a portion of SEQ
ID NO:3 or 47,

a second sequence; and
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a third sequence having a reverse complementary sequence of the first -
sequence, positioned in the same orientation as the first sequence,

wherein the second sequence is positioned between the first sequence and
the third sequence, and the second sequence is operably-linked to the first

sequence and to the third sequence.

7. The NtHMA RNAI construct of claim 6, wherein:

(a) the first sequence has at least 95°% sequence identity to a sequenca
selected from one or more of the group consisting of: exon 1 (SEQ ID NO:5), a
fragment of exon 1 (SEQ ID NO:&), exon 2 (SEQ ID NO:7), a fragment of exon 2
(SEQ ID NO:7), exon 3 (SEQ ID NO:9), a fragment of exon 3 (SEQ ID NO:9), exon
4 (SEQ ID N0:11), a fragment of exon 4 (SEQ ID NO:11), exon 5 (SEQ ID NO:13),
a fragment of exon 5 (SEQ ID NO:13), exon 6 (SEQ ID NO:15), a fragment of exon
6 (SEQ ID NO:15), exon 7 (SEQ ID NO:17), a fragment of exon 7 (SEQ ID NO:17),
exon 8 (SEQ ID NO:19), a fragment of exon 8 (SEQ ID NO:19), exon 9 (SEQ ID
NO:21), a fragment of exon 9 (SEQ ID NO:21), exon 10 (SEQ ID NO:22), a
fragment of exon 10 (SEQ ID NO:23), exon 11 (SEQ ID NO:25), and a fragment of
exon 11 (SEQ ID NO:25),

(b) the second sequence has at least 95% sequence identity to a sequence
selected from one or more of the group consisting of: intron 1 (SEQ ID NO:4), a
fragment of intron 1 (SEQ ID NO:4), intron 2 (SEQ ID NO:6), a fragment of intron 2
(SEQ ID NO:6), intron 3 (SEQ ID NO:8), a fragment of intron 3 (SEQ ID NO:8),
intron 4 (SEQ ID NO:10), a fragment of intron 4 (SEQ ID NO:10), intron 5 (SEQ ID
NO:12), a fragment of intron 5 (SEQ ID NO:12), intron 6 (SEQ ID NO:14), a
fragment of intron 6 (SEQ ID NO:14), intron 7 (SEQ ID NO:16), a fragment of intron
7 (SEQ ID NO:16), intron 8§ (SEQ ID NO:18), a fragment of intron 8 (SEQ ID
NO:18), intron & (SEQ ID NO:20), a fragment of intron 9 (SEQ ID NO:20), intron 10
(SEQ ID NO:22), a fragment of intron 10 (SEQ ID NO:22), intron 11 (SEQ ID
NO:24), a fragment of intron 11 (SEQ ID NQ:24), intron 12 (SEQ ID NO:26), and a
fragment of intron 12 (SEQ ID NO:26);

(c) the third sequence has at least 95% sequence identity to a sequence
selected from one or more of the group consisting of: SEQ ID NO:27, a fragment of
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, a fragment of SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, a
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fragment of SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, a fragment of SEQ 1D NO:30, SEQ ID
NO:31, a fragment of SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, a fragment of SEQ ID NO:32,
SEQ ID NO:33, a fragment of SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, a fragment of SEQ
ID NO:34, SEQ ID NO:35, a fragment of SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, a fragment
of SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, and a fragment of SEQ 1D NO:37;

(d) the first sequence comprises SEQ ID NO:38, the second sequence
comprises SEQ ID NO:39, and the third sequence comprises SEQ ID NO:40;

(e) the first sequence comprises SEQ ID NO:42, the second sequence
comprises SEQ ID NO:43, and the third sequence comprises SEQ ID NO:44; or

(f) one or two or three of (a), (b), (c), (d) and (e).

8. The NtHMA RNAi construct of claim €, wherein the first and the second
sequence zach have a length selected from the group consisting of 20-30
ﬁucleotides, 30-50 nucleotides, 50-100 nucleotides, 100-150 nucleotides, 150-200
nucleotides, 200-300 nucleotides, 300-400 nucleotides, 400-500 nucleotides, 500-
600 nucleotides, and 600-700 nucleotides.

9. A transgenic plant comprising the RNAi of any of claims 6 - 8 having a
reduced Cd levels in at least a part of the plant compared to the part in a non-

transgenic counterpart.

10. A consumable tobacco product incorporating l=aves harvested from the

transgenic plant of claim 9.

1. The product of claim 10, wherein a % Cd reduction is a value of at least
about 595, 10%s, 15%%, 20%, 25%4, 30%;, 35%%, 40%, 45%, 507, 556%, 60%, 65%,
70%,, 75%5, 80“%, 85%%, 90%:, 95%, 9675, 977, 98%, or 90%,.

12.  The product of claim 10 or claim 11, wherein the Cd content is a value
ranging from about 0.01 to about 0.05 ppm, from about 0.01 to about 0.1 ppm, from
about 0.01 to about 0.5 ppm, frum about 0.01 to about 1.0 ppm, or from about 0.01

to about & ppm.
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13. A method for reducing Cd levels in at least a part of a plant, comprising:
reducing levels of an NtHMA mRNA in the plant by causing expression of an
RNAI construct.

14.  The method of claim 13, wherein the RNAI construct comprises:

a first sequence having at least 90%,: sequence identity to a portion of SEQ
ID NO:3 or 47;

a second sequence; and

a third sequence having a reverse complementary sequence of the first
sequence, positioned in the same orientation as the first sequence,

wherein the second sequence is positioned between the first sequence and
the third sequence, and the second sequence is operably-linked to the first

sequence and to the third sequence.

15.  The method of claim 13 or claim 14, wherein following expression of the
RNAI construct, the part of the plant has a Cd content reduced by at least about
505, 10™5, 15%, 2095, 25%:, 3025, 3575, 4045, 45%, 50%, 5%, 60%;, 65%%, 70%,

75%, BO%a, 85%;, 90%), 65%, 98%5, 97%, 987, or 99%.

16.  The method of any of claims 13 to 15, wherein following expression of the
RNAI construct, the part of the plant has a Cd content ranging from ahout 0.01 to
about 0.05 ppny, from about 0.01 to abwout 0.1 ppm, from about 0.01 to about 0.5
ppm, from about 0.01 io about 1.0 ppm, or from about 0.01 {o about 5 ppm.

17. A substantially purified polypeptide having at least 70% sequence identity, or
at least 95% sequence identity, to SEQ 1D NO:2 or 49, wherein the polypeptide is a

NtHMA transporter having P1B-type ATPase activity.

18.  An antibody that specifically binds to a polypeptide as defined in claims 17,
such as a polypeptide comprising or consisting of SEQ ID NO:2 or 49.
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SEQ ID NO:38
5-ATTTETAGTGCCAGCOCCAGACTGTIGAATCTATTTGCTTAGAAAC
TGEGAAACGACTCGCCTSTCAGTSTTTTCTCGTCCACGTCACATICCC
CTTCOATTACAACTCCATCAATASGTATAGTTTCACCAGCTTTAACAG
CAAGAATGCTATTCAACTTGACTTCATCAACATT TACGACTTCTCCAC
TTTCAGCTAAAACTECTSTTGRAGGGACTATATTCACCAGTEATGAC
ATAGCAGCAGTAGLCTACATAACCA-S

SEQID NO:39
5AGCCTGAAGAATTGAGCAAATAACATTAACAAACAATACTTGAAS
TTTCAGCACTALATALATCAAGCATGALGGAATACTACACTACCATTT
AGA-3’

SEQ ID NO:40
B TGBTTATOTAGGCTACTGCTGCTATSTCATCACTGGTCAATATAG
TCOOTOCAACAGCAGTTTTAGCTGAAAGTSGAGAAGTCGTAAATGTT
SATGAAGTCAAGTTGAATAGCATTCTTGCTGTTAAAGCTGGTGAAAL
TATACCTATTGATGERAGTTGTAATGGAAGGEGGAATSTGACGTGRAC
CASALAACACTHACAGICOAASTCOTTTCCASTTTCTAAGCAAATAGA
TTCAACGGTCTGGGCTGGOALTACAAAT-3

FIG. 3A
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SEQ 1D NO:42
R-TGAGAGCAAGTCAGGTCATCCGATGECAGCCGUTCTGGETGGAC
TATACACAATCAAATTCCOTTGAGLCAAAGC CTOATAGAGTTGAGCA
GTTTCAARATTTITCCTOGTGAAGGGATATTTGOAAGAATTGATGGAAT
GGAAATCTATSTCOIZEAATAGGAASATTTCTTCASGAGCTGGATSETA
CCACAGG-3

SEQ ID NO:43
ELTAAATGGTTGAATCATTTCTTATGOTCATAGTAGAGATAAAACATC

AGAGTTATAATTATAASTATATSATTTCTCCAGTTAATTTTGCTSTTAG
ATTTTCTTTRACCTOTTTAGCACTAATSCGGTOGATSTTTGAA-Y

SEQ ID NO:44
ELCCTGTGRTACATCCAGCTCTTGAAGAAATTTTCCTATTOCCGACA
TAGATTTCCATTCCATCAATTOTTCCAAATATCCCTTCACCAGGAAAA
TTTTGAAACTGCTCAACTCTATCAGGCTITGGCTCAACGGAATTTGAT
TGTECATAGTCCACCAGAGCEGCTECCATCGGATGACITSACTTSO
TCTCAATGC-3

FIG. 4A
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<120

SEQUENCE LISTING

Philip Morris Products S.A.

perivative Products, and Related Methods

<130>

<150

<151>
<160> 57
<170>
<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1
gcataagcta

DNA

aagcagcagg
tctttatagt
atcagggoaa
ctritgcrtgg
ccgtattacce
cgagtcagtg
ttggccgatt
gcgraacgca
gcrtocgget
ctatgaccat
caagcrLiggt
tratcaccte
ttcatctatt
tgaatgaaac
cagaagtrgt
taattgtcac
aaartggtaa
atactatctt
tttcacttta
ttattataag
aagcggragy
gtaagtttat

ggaaajagaa

17921

toagaaagcq
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggageetat
ccttrtgctce
gcctittgagt
agcgaggaaq
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgecca
ACCgagerey
tttccaaaac
atettctect
aaagaagetg
tctagttgaa
aacaaagact
gaaagatagt
ctttitaata
aacttcatat
tcrticttaa
agraccattc
atatattaag

gagaagagac

P/51020.wn01/MAR

us 60/996,982
2007-12-13

PatentIn version 3.5

Nicotiana tabacum

ccacgcttce
gagagcgcac
ttegecacct
goaaaaacqc
acatgttett
gagctgatac
cggaagagea
g-tggcacga
gttagcteac
gtggaattot
agcrattrag
gatccactag
aaaagtatat
cctecttaga
agcaagaget
aaaattctca
gtcattgtta
tacacacctt
rgttctgaaa
tttrtetott
gtttrgtyge
ttcatottit
tazagtgatt

aagaaguagy

cgaagggaga
gagagagctt
ctyacttgag
cagroaacycg
tcotgegtta
cgrtcgerac
cccaatacac
caggtttccc
tcattaggea
gagcagataa
gtgacgcatt
taacggccac
ccaatatatt
0a200aQgaaa
attttgatgt
agaatcttga
ttcatgattc
tattactcte
agaacgttac
aaatagtatt
ttgttaaata
cttaattaac
tttctcttaa

agacaaatgy
1

aaggecggaca
€agagagaa
cgtcgatttt
geetttttac
tcceotgatt
agcegaacga
aaaccgcctce
gactggaaaq
ccccaggett
caatttcaca
agaatactca
cagtgtygcty
ccagaactag
aatggtggaa
tttangaatt
aggggttaaa
tettotcatt
tcagttetat
ctttttatat
gttttatagt
aattcacata
tgacatttecc
gaaatcgecea

aatcagaaac

Transgenic Plants Modified for Reduced Cadmium Transport,

gotatccggt
acgertagta
tgtgatgctc
gatteootgge
ctgtggataa
ccgageacag

tcececacaca

cgagragtga

tacacttrat
cagopaaacag
agotatgcat
gaattcgooo
aaattccttt
agtgaaaaaa
tgctgtactt
gaggtttcag
tctccgcaac
tttttacgty
attgatgtaa
cataaaaata
aaatgaaata
tttetttttt
aaaaaaaaaa

ggttttgatt

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



tgttcaagtg
tgctagaatt
tattagattg
tcaagaacat
gtttacgcag
ctaaaattca
ttgtttgaat
ttctttaata
atccgercca
ctctaacaat
ttactactcc
aataacacat
acctiaatga
taaactttta
taaaactaac
ccacaaatta
ggaggcgate
ctgtgttgaa
ttttecttte
atggtcagtt
ttottttctt
cagtcttatt
€aaaaggtaa
ttttaaattg
attctttaca
ttigataaga
tagtytttogt
taaxlaagta
tctcctcaaa
atatattagc
gtagttaaag
aactaccaaa
tcatctttga

gggattcctc

atatttgyty
aagtgtatat
agtaaccaag
gcataaaaat
cacatggace
tctaatattt
attgagttat
ttgtacccat
gcecrcagtg
taggrictgg
ctcegttrea
ttctaaattt
atgtttttat
agaccacaaa
tcatcttgaa
cataattgtg
tctgttgaac
gagtagttyc
ttgatgaatt
ttcaagtytyg
cattcttgeg
gcattictty
ctcttatcty
cagccgataa
gcatgtttga
agcagtttyt
ccaagctttt
ttttttagag
aacacttrrt
acttatatta
cattgaatca
agaaatggcce
agtactittt

caattatttt

gtagttgttt
attaatttgg
acggaaaaaa
tctctittaa
catagtctce
tctgttggco
tactcaaasg
atcttaaaaa

ggatagagta

tattagatja
ggaaataatt
agccacacaa
ttttaaaagt
acgyaggagt
gcaagaaarc
cgttagagaa
taggaactaa
actgtacttt
aaaaattagc
atcttLccta
cacacctaac
caagtttaat
tatatgtatyg
ctaacctgca
gtrttggctaa
daaaactgct
agaaactact
ttccttctaa
tccttataat
agcaagatta
aagtccattet
tacacettic

tagagotaty

caagcactgt
gaaaatcttt
catgaactat
aacgactotc
gcctaactaa
cacatgctcc
aatatygate
ttctagcetec
gataaggagt
gagattcaat
tractttcct
caattttaaa
atgtcatgac
trtertotret
actataagaa
caagtttéta
aatattttga
caaagtaatt
attttcceat
cagaaagaat
aatatattta
agtagtogra
tggtacagta
ttttacattg
aaaattagtt
gtaatttgaa
tttaattgra
ttittetget
aagctrgrac
tattgaagtt
gaagcaagca
gcaattgoca
caatggrrag
gotgecqtge

2

totttcrgtt
aaagtaggtta
ttttcttttg
ataaaaattc
gtattttaag
acaaaagatg
aattccactt
gcotecgact
atagtttata
ggtctatttg
ttttagtcta
atctttcatt
cccacaaatt
ttcttaaact
tagttatata
gttgttgata
ctcatgtcge
gtagtttcct
ttttttaacg
aattcaacaa
gtagagtctc
catazaattqq
acatgaaact
gttatatgta
ttetretttt
aaatacttet
ttrttgtcaa
tctccaaaat
ajacacttca
accatctatce
taagagtqaa
atgaaatatt
cacttgcagce

Jaaacctcac

tgttggcatt
trtetagtet
aaatttctag
atgtagtcga
tatgtatttt
aattgtgcat
tttitetett
tgcccatcgt
aatgrerttt
aaacctotaa
ttccaaaaca
ttacccattt
ttttacccct
atatgccaag
tgatttagec
atttagtgat
trtgeatcta
tgtrtttttt
tectgttactt
acttaacctt
ttttctactt
acctagctaa
tgttataatc
tataatgtaa
caaaagtatt
gagcaacaat
aagagctret
tgtttctact
actaaaaaaa
ttttgtagat
aggagagaaa
gcttggacte
tgttacagtt

tcttgacatc



gacattcttg
aaaagcaaaa
aaaaatctaa
tctaaataca
cttctaaaat
aggctaaaat
tgggaaaaga
ataagagtat
tgattgaaat
ttgaatcott
taggygcatyc
agrgyyaggy
ataacgaaag
caggtgacct
atttcaagat
tgaaaagaga
attgatacaa
acttgtagtyg
agtaggtact
gaggatcaga
tggcgtagaa
aatttcaaat
ttaaaagatt
tgtcctttaa
taccacatat
tgataggaaa
ctcgtaatat
gtaatgtygta
gactttcctg
tttotrgtea
tattagtaac
ttttttatat
ttaaattgca
tttgcatctt

tagtttettt

ttttaatage
agagatactc
gaaaaatatg
aggttaaaat
ttgtggcaag
aataatttta
tagaaaagaa
ttgaagttga
ttggctattg
attcttgata
aattaaatat
atgattcttg
catgaaaaac
agaactacac
ggaattagtg
aaaaaaaaag
attaatcage
ttgtaccttt
cctctattgt
taccaaataa
aaataaagga
cagtggagta
aaataatgaa
gctttttaga
ttttaaaaaa
aaagaatttc
atcagaaatg
aatgtgtaac
caagtctrtc
tagtattaat
gtaaataatt
caagtttoat
ttgataataa
gcataaaaaa

taaaaaaatt

aggtacttty
ccttttgrec
aatactttaa
aataatttta
aaataaatct
aagttaaatt
aactgtgcta
tttggttata
ctttaatttc
atgctttatg
tgtatttaag
ggtgttagat
aattattgga
aaataaactt
attctatcac
gtytctagaga
tCaacacaaa
aglttaagaga
catccaggcg
aaaacaaaaa
caatataata
tattccgact
aagtttitat
ccataaattt
trateriett
gatttcgtct
gtttcccagy
gtttactcte
ttgccccttt
cagtagtaat
tttaaattgt
atgttgacgt
atcaaaatat
atatccatca

tagaatttat

cttttecttt
caatttatat
aaatttatgg
aagttaaaaa
tagagattty
acttttaatt
tataaattga
gaattaacat
ttagctaatt
attcattatt
aatgcacttt
gctaatattg
tgcttgatat
ctrtrtccat
agattatett
aatagtcaga
ggctageata
ctaaacacta
ccttgatata
gaaactatct
aaaaccttgyg
tccgtattaa
agtcacgaaa
caaaaaaaaa
cttacattta
agtaaggaaa
tgtaaagecac
tettrttcct
tatagaaqgt
atcagtcacg
catatttagt
aaataatana
tatttgaacg
tatttccttg

atcaaatatg
3

tcretettet
ggcggtattt
tttgaaataa
attcaagaaa
tgttataaat
atgaaaaggt
gacagagaga
gtgctcctac
ggatgcttct
tcattaaaaa
taactaaccc
gaccacccta
actttatgtt
attggaatag
ttatttaétg
aagatagtat
tatttaacaa
ccaaaaggtt
aattaattag
ttagtotttyg
aatatcaqtt
tttcgeotcta
acattatgac
aattctgactg
gtgtcaagta
gtacaaaatt
aaacaacgqa
caaataatty
gacgttijact
gcgaggttta
taatctaaaa
acaataattt
attaaaatct
attatcattt

attttrtaat

taactttttg
aattaaacaa
atcttaggca
gaaaggaaga
catctcacta
gatagatttt
gtaatttacc
tttagcttty
aatgtgatgc
gcatgcacca
acaagattgy
gtgactttaa
ataatatttt
gatgatttag
atatcaaata
gacatatatt
atagttatag
gcgatggage
atcccaaaac
ttgatttaca
aagatgectt
atcaagtctt
cacaaaattt
aaatatttaa
aaattagatg
gcttatgtaa
gceccacatca
caaagaaaat
cgraccagat
aaatttagtc
tatcatgeaa
ataaaéttga
cacagttaat
gatgecgtct

tactcgaact

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620.
4680
4740
43800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
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5580



tacaag-aga
atttactaga
aaaaaaataa
accccatttt
tcatgaaaaa
cagatgcttc
agattttgea
agttttggca
taaaagaaac
aaaaaatagt
tgrccatttt
tcgagogtygt
tacctatcaa
ccacticaat
attttaagcc
tagctgaata
ttatccttay
tccttgaaga
attggctaag
taccatcurt
aaaagatgag
aaartattaag
tttrttgaaga
tgattcaaaa
CCaaaaaaty
gaccaaacag

aggagagaca

gaagtaytat
agctragaaat
ttacacgatt
0agrcaagay
gaaatggcta

ttgtgatace

ctaagttiga
aatactctga
cttttaaage
ttatctcata
tacatctaga
tagttctatt
agaattotia
attaaataat
ttctatétat
agaaaatgag
tctaatgagg
tgccgaccaa
tttrtgtctc
taccactagg
ttcatataaa
atgcagttca
gtactttata
agaaaaggtc

aaagttgtaa

agagtgacag

ttattgoaaa
ctagcatttg
ttatatgaaa
actactctag
attaaaatct
gagcttatty
aaggatagta
aaagcgatgt
taaattttaa
gctgattctt
attggoyaage
Caagteacaa
gtgtacatct

aaaagtatga

tattttccta
gatgttactg
tccatgtgaa
aataacattg
ttactgagat
gatgrrttca
goggttttatt
tccagtaatt
taccaggcag
caatgtaatt
taaaagcaat
ggcttaaata
ggttggattt
aacaccgtrtt
caataaaaga
actaaatatyg
gcetttatett
actgtgactc
aatggactaq
caatcaaaaa
gagtaaaaty
gacatagatt
aataattut:
aactgttttt
ataaacgaac
ttttggcaaa
tagacaaaag
gcaaaaacct
tggaacttag
atagctagcet
tggtactate
gQtitgtgaa
tt

-

a

[n)

cctag

acacctaatt

attcaacgat
caattattat
attatgtata
atcccatatt
gtttattgge
ttttgacaaa
Calaaaaaaa
gygaaaaaac
cagagtttec
totttaagta
agcaaataaa
gataggaata
caacatgata
ggtgcaggaa
g-taattagce
tatguaaatg
ttaaaaagta
tttatttcta
caggacaaga
cccaaaaatt
aatgaagata
togttgaagce
gaaagttaaa
gggatttaaa
acataattga
ttgaatttgt
g-tattagta
taaaaaagac
tycaatcatt
ttatcataty
grcrtcttat
tittegtecc
gatgacagta
tttcteagga

4

atacggttac
tattattatt
ttttattata
tttctactgt
agtagtatct
aatttaattg
aaagaattct
acttgaatag
Claaatcctt
acattctcta
agaaagttta
atcacctaat
cctcatagtt
aattttagtc
agttaacagr
gtyaaaagca
gtagcaagat
tcagtacctg
atctcaattt
aaataaataa
agaatactcc
ttoaagaaaa
attgtottag
tattttctte
aaaaagctrot
ttcgaaarac
tttgtaatty
gaattatatg
ttacaaggqc
cagtagctay
trgecattgce
tgtttaattt
atgtgrgrtr

tacatatttt

tacggaaggc
ttaaaaagaq
gcatgaagtg
atcatcacta
acagatacaa
agaaagcaaa
tagaaatata
gctatagaag
ttrtctaaaa
tttagtaaaa
ttoecttittt
taagaaaaac
ctacgtacgc
ataaacttca
cgagttaata
caaaggtgac
atgatatgat
tttgaataaa
agrqttoctt
taagaaaaga
attcaqtcea
gaaaaaagqaq
ggaagtttta
tcaacatgty
c3alattttat
ttgatgatta
aggctattaa
gattatatta
atagtgttaa
atcaattgtt
agaatqgrta
ccttgcacaa
ttretattta

ccactrtggc
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caaactgacr
actaccatgt
atggacccce
gccrcattag
ctectecctg
agcecgataa
ctetoeottt
ctagaagect
tcaccttaat
agetgtette
terettytgg
ttggagaaaa
aaagtgttgt
gatgtgggac
atcatacgta
gaaaatattt
tatertetet
cggatttgac
ttetocgaat
agecatgyce
cttccaagag
agaaggtgat
ctcgaatagr
atcccagtoa
aatgrctagrt
aggatctcta
tgtcaacagy
gctgtgaaat
atctgectag
catretgatce
gaacaaaaca
acaggacaga
agraagatgt
gagtacgagt

atgtgtacag

ttaacaagtt
caacttgtgc
tctrcatgag
cccgeectac
cggtrcaccc
cgtgcttacc
gcgacgegec
attagttett
ttaaaagaat
tgttctttta
atgagtygat
taaagattaa
acaaccctat
actaaatatg
ccgagettyt
gctagetaat
ctgacaaagt
gcaatatgaa
ttcaactect
cgatattcag
accaaattac
cctgeccaat
aaccetttge
ctatcacagg
ttagt-acoy
agaggetece
fctacatccc
aacaatacct
atccttagte
attgtcagta
cgtgcticta
gaatggaact
aagaactgea
agtttcaata

AcCzagatgrt

gtctcttgga
tgtcttatag
ctcgatagca
gcatgggcat
acagacctta
atgtgaactt
taaaatgtca
aggcttaacc
ttgtrtcttag
cctcaataac
taaatttcat
atattgtgag
ttatatacag
actaactact
tacagatgta
cattcgactt
gacagtcgat
gagcagcttg
tgagcaacty
cttcgatact
ctcttactag
cagcatttgt
ctggagctga
gagaatccat
tgaggtaatt
cctgtccatt
atcattccag
gagctagact
tagaagtgee
ataacaatat
aagacacaag
tgattctgoa
tcaccccaaa
agatgtctac

tgatgaataa

ttacgccaca
ggatttgaga
caaaagettg
cacaaaccay
cagttrtatc
gtaccatata
tatgcaccgt
tgcctcatta
aaggctetas
attgrataat
rctgaaaatt
aatgcacgaa
taattatata
taacacttcc
accaatacga
tacaaacttt
ctcaatgrgt
attatcacac
cttgatccac
agatcgagca
aacacaatat
gtaccctgta
ctttatatat
aaactgactt
caatttgcca
gcagaagctt
tcttctoaag
gagcgaccte
aaaagagaty
cgtctacata
atguaagaga
tagctgaaga
aatgcaacag
tecteictttc

trccatgaga

tcgaacctaa
cattttgtct
ctagtcattc
gccacacgta
gcttggataa
ttacctagca
tttttccgaa
accactctec
cttaaaccag
ggtaaggact
aatttacttc
agaaaaatat
ataatatgta
tctcaagecy
gaaccagtaa
gtaacaatat
ttagtectet
accagttcca
actagetcac
actacattct
ccagacgtag
atctyctegt
cgaagaatgc
acaacactca
accaacctcec
agcattcgaa
aatgtctaag
aatacctgga
ttgcttcanga
aaccaccata
gaacaaaqgt
tgacatacaa
agcatgagat
agctaccecca

gttcataaac

aagtattgac
agggtgtcat
tactrgacct
ggaattgaat
tgccacaact
cttcaccttc
gtttoctagt
atcataggcg

aaatcagttc

tatattgatt
tctactteccce
gtgcatataa
gagacttagt
ctcctgagag
catggaatac
tcttattgat
acgttgccat
gtttcttgct
aacgtttatc
agcctcgate
gaacaactgc
ccggaaaanga
gatatctcat
tocataggag
gcatacttce
aaatactrca
ttagtaatac
gtaaggttat
aagtgagaaa
ttaataagat
tgtatyagta
ttttgttgan

rtctgaaaty
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gggaagacaa
gattttgaat
tcaaaaatat
ccaaggtaga
acqctygangg
ggacaagtga
ccgtttatgt
tgcgagteca
accaatgatc
agcgcattta
aacatadagg
tgccatggrt
ctggtgaaaa
gactcaaagy
gctatecctg
aaagaaacca
tctyatacga
attcacyccyg
gtatttgcaa
cctcatgtge
agggrgegty
ctacttcceg
agacctattet
gaatttatgc
gagaaaatta
aataataggr
tggtattgga
ctrttttage
accaaaatat
tttctcactg
gtaggetacc
agaaagcgga
agctggtyaa

gaaaacactg

atactctagg
ttcagcgtog
ccaagtgcac
actgacccga
aaatggoagt
gataaaccag
aataaatcty
tatgattitg
cgcceagtac
agtgatttgg
actgaatcta
tgagactcat
gagatttgtt
tttaagattc
aagatgtcty
tctggattyg
atgtcattat
gaasaatata
ggagaagaca
gycgtitagy
tagoottttt
gtygtgttac
£ tygccggaaa
actacgataa
ttatattgat
atctacttcc
atttagtete
aatgetaaat
agagatggere
atattgtata
gcegetatgt
gaagtcgtaa
actataccta

acaggcgaqt

gcattatcac
aaggtctgaa
ctggaataat
ctaggaccec
gggtratactt
gtatcatttt
gtgaatcggt
caaggataag
tatgtttcte
ctaagecgact
aaggtgagyga
tggceattgt
accagaaata
ggagacacaa
tttacatget
attcaacgaa
aatgttgtgc
aaagtgatct
ctgcecctgaa
cgtcagaanct
tgccagagat
cttttgcaca
agagcttcey
atttctcacg
taaagtattyg
cgatytggga
tttgacataa
agtaggtect
aatgaaggtt
tggataaage
catcactggt
atgttogatga
ttgatggagt

cgittccagt

tacgaaatgt
aaatagaaaa
catcaatgaa
aaacatctga
accgagetge
ctaaagttit
aacaagacaa
gtaataaaat
tataaaaata
aacggctatg
aggaagtaaq
gactgttaga
tgatcagatg
gtcacgctac
ttatactgaa
ttggatccaa
cgaaaaaaca
gaatttgatt
ggaattttac
tcgtcggaaa
tttttaatayg
acactgacag
gttgactatt
gttgctetga
tacaacccta
cactaaarcat
acgacataag
aactacaaac
ttgtctgeta
attctgataa
caatatagtc
agtcaaggtg
tgtagtggaa

ttctaagcaa

6

gcggatagaa
tagctcagac
actgacaaag
atggaccaaa
catgactcat
gacaaactgg
gttattaaag
ccatctaatt
aggtcatcaa
agattaaaag
cctgettoac
agagattgag
catttgaatc
tatctgttty
ggaactcagt
cagattgtga
aaaaattcct
taaattggat
caaattctgg
aattcticey
gttggtcgct
atagtatgat
ttcttttccce
taccatgtga
tttatataca
gactaactac
cctatgetta
tttatagcac
acaraactct

atgaaaacct

aatagcattc
ggagaatgtg

agagattcaa

accccaaatt
cgattrttca
tagrngaatc
qtaaaaqqtg
actctagagt
gatgtcceaa
gaagarcaaga
catgtctgat
gaaataaaac
gactattggy
ctattgcaqt
aatatgaata
aatgacccaa
aacaatggaa
ataatcecgat
gttaaaggct
ggaaattact
gggtatgcetc
ccggaaatty
gcggcgeaty
gagctctgaa
tcttgeagac
ggagregotg
gaatgcacqg
gtaattacat
ttaacaaata
tcttttetta
actgaaaatt
gtgtctttat
ttatgattat
cagttttage
ttoctgtgaa
acgragacga

cgatctaggc

9780

9840

2900

2960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700

11760



tggcgctaca
aaacttcaay
agactacgyc
ctcagaacaa
caggctagty
ttgttcttty
aagytgtcat
cacttgaccc
ttcytttaaa
tggtgatgrt
ttaagagttc
tgtcecgtgtg
gcaacgtceg
atcatggett
aagtctctyga
atacatattc
cacattgata
ggagtgccac
agagccaaaa
atagttggat
tataatcaat
cacatggcac
actgagttgt
gatggcaace
agttgagcgy
aatctatgtc
gaatcattte
atttctecag
atgtttgaat
acatattttrt
gtgtaaaaga
gtgatcgtta
£gctgaaatyg
toetattgtt

acgtatcacc

aatctaaatg
tattgtttgt
tittgactgaa
gaaatcaaaa
aatcttatgt
tottatgaat
atyaatccct
goocotcteag
acrttirtatt
tltgcagcaat
acaatcgaaa
cactecgrtet
gtcttctgtt
ttgacaaaac
ttgatggttt
rtitatgttg
gcgatataac
attcacattc
taacatatag
cttatacatt
grattataat
actgaataga
ctagtgaata
gctctggtay
tttcaaaatt
gggaatagga
ttatgctecat
ttaattttyc
ttcagtaceca
gggatcatect
agcaatgaga
tgcagcetgec
attataaaac
tcecttettet

aagtaagtgcs

gragtatagt
taatgttatt
gattgtacag
acccaaagat
tgtgccacat
cacgtcacta
tottoggaag
cetgeotgea
tctaatactt
tgtagctata
tgaatggtat
atctacacca
taaaggagca
agggactata
tagtctcaat
ccaaagagaa
atgattgatt
tcatattgaa
acacaacgts
gaggacacat
ctaaaattot
agcettgttc
ttttcagggt
actatgcaca
ttcctgytya
aaatttctte
agtagagata
tgttagattt
gaaatagagg
ccagotggaa
gaactgaagc
aaccatgiygc
cctittggatt
atcatcaaca

tttacecttta

atttcttcat
tgctcaattc
tgactaggat
acatcgacaa
caagtcaaaa
tcectetcect
Cttgcecagea
Jtcatgagcg
ccectgetcett
ccagcettett
cgcttyggett
gttgccatgt
Jagtacctty
actaaaggag
acactgettt
ttcaaaatct
tatatcatat
gtttctgaaa
ageegrotyga
aaaagtactt
itcaaatatte
ggtggtctaa
ttcaagcatt
atcaaattec
agggatattt
aagagcelgga
Aaacatcaga
tctttgacct
gtgatagttt
ttitcagtct
agatgggtat
aggatcaggt
attgtttagt
ttggttaaac

cagggtecata
7

gcttcattta
ttcaggetat
gacacagect
gtgtgctaaa
aatgcacgta
tttcgatatg
taggagtcta
tcgcactact
tgtgtatgtc
taugcaattyt
togtcacatt
gttgegeact
agactctage
aatttatqgt
actggtaaag
taactggtta
attcataaaa
tggctctaat
tattcaggaa
gatcatataa
ttgatactygc
aacattcgtt
gagagcaagt
gttgagccaa
ggaagaattg
tgtaccacayg
gttataatta
gtttagcact
caaaggaaaqg
ttccgatgtt
caaaaccgeg
atattaataa
cttaagaatt
atttcatcta

taaaatactt

tttagtgctg
atcagtgtta
gtcgaagatg
tattatacac
ccgtgtgaac
agatttcect
tcagtccttt
atattgctct
taatttcgac
tcctactgea
ggtgagtgca
ttcaaaagca
taaaatcaaa
gaccgagttc
gttaccactc
tctttcacay
Qatgaaatag
agttcaccat
cttagatgqa
attttagaaa
aatacaaaaqg
tagagtaaat
caggtcatcc
agccrgatag
atggaatqga
gtaaatgatt
taagtatatg
aatgcggtag
tctgttggat
tgtcgaatty
atgcrtactg
ttctgecatta
ttcactgaac
aatttagaga

aagacagtgt

11220
11880
11940
124100
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
132140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560

13620

13680

SES



gatgtgaaga
Taagatatgc
tcacatatga
attagcatga
aaggcggaac
cttcatatgt
cccataaact
gatggagctt
aagggtrttc
gcattagcaa
gaaacaggc:
cttgctagaa
gctaccatag
gatactggaa
cgcagacatg
gacaaagctt
tZacaaaaga
cctgretect
agtggtttic
tgccaatctyg
gaaaatagtg
aaagegtyce
tccgttggaa
gotgotaaaq
tcagactcca
aagatgtctg
aagtyctccg
tctaccaaga
aatagcaagt
acatgcatgt
tgtggaaata
totgaatcat
accagattcc

tggcccictq

tgaaggttaa
tattgrtcte
aacctacatc
tgatttaagc
tagtgttaty
atttaaataa
caazatcata
tggatgaatt
agaaggaagc
cagctgacat
atgetratact
gagttcgaag
ttgcattgac
catgcttact
ggaaaaaaty
catgttgcaa
aatgtacaay
cgggatcaaa
attcteatcy
cagtttcaga
gttttcattc
aatctgcagt
atagrygrit
caggccaatc
ttcacaagag
ctccacaatg
acttcagtga
agtcigetces
gttcagacte
ctaagttorg
caaagtgctc
gcrcttcaaa
tettettgtt

tcagagaata

atgttgatct
caataattgqg
agacgtacat
tgaatctgaa
cttagagygtc
tttatccaga
gatccacctc
tcaagcagaa
tccaacageg
tggratctca
aatgacaaat
gaagattgtt
aatagcaqqt
agtgéttttg
ttggagatct
gtcggaaaat
itcaatcatgc
gtcatgtgaa
ccgtcectcaa
atcaaaqgtca
tcatccecgt
ttcagaatkca
tcattctcat
tgcactttea
taattgtcat
tcattetgcet
taaaaaatgt
aggatgtcaa
aaaagacaat
tgctccacaa
gyacaccaat
gatgtctgat
aataccccec

taatggttag

ggataaacca

gacacgetat
tttcaagtat
tcaaacatty
gcagtgagec
tgattgtaag
ctecraccag
atgatagarg
atgageatct
gacatcggaa
gagaatatga
tatccattey
aacagcatgce
tctacteott:
gctceecage
tcgtccoaqgy
aataatcagt
tgctgctegt
tgcggaaata
cctgaatgct
aaqQtcatgtyg
cceccgtectce
gaatcaaaqt
tctttaacta
acttcaagea
tgtcaatccg
tetgcagttt
agtagccate
agccaatctg
agcaagaatt
ccatcatgea
gaaccaaact
ttaaacctga

8

agttattatc
gacgtacgac
gtttagcata
ctattcttot
tatttgtgtt
atatttttta
tcggaacaat
aggacaaggc
acggccttaa
ctgagtcagc
Qaataccgaa
ttatatcage
tttaggctye
tacttctacy
cgeatgetiec
tgtgttgete
togtargree
gcccagactce
cgaagataqc
atcagtgeac
grtcgtcgaa
gaaataatca
aatgetgree
catgtggaaa
actctctagt
acaaatcatg
acaaaattcc
ctgggtiotaa
cttcacated
caacttcaag
cttgttattc
aaactgectaa
ataggatcta

aatcatgtag

acaactaata
qtacaattct
aagagtcaaqg
attgtaccoa
aaaaaattca
gaatcecagaa
tatgcagrta
aacaatcatc
tgatgctect
tctcgetaaa
agctgcacat
cgttacaaay
tgtccteygea
aggaggcaca
ccaccacaaa
tgatattgag
aagatgtcaa
cattgaaaat
tgctaaagca
agactcegtt
gatggctgot
gtgcccagac
atcgaagatg
taacaattgc
atgttcttcc
tggaagtacc
tcaagcgtyc
atcatgrgga
cgatcatcaa
ctccaggaca
acaaaccaac
ttcaggtacg
aagtattatt

tctatgaatt

14280
14340
14400
11460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
153A0
15420
15480
15540
15600
15660
15720

U6



gcaaatctct
glcacagacc
gaaacaaata
ggtttgagat
gagaacagtt
aaaagettag
totgacgagg
gaatgttgtt
actgctecartt
caaatcatat
cttcataaga
caccaactag
tacttgttaa
ggactctcta
cctggageag
tcatggetgt
tgcaacagat
tgaaattcaa
cltgcaaacat
aactgatgaa
cgtccgttet
caatatctta
gctottggag
caagaagaac
gatgcaatce
gagctgctaa
gctcgageat
ggceagtegtt
tgragracat
ttcccaacag
gagccgttat

gatgatgatc

agcategtga
cttcttcata
aagtrctteot
tttcaggttc
ttcattcacs
atttagteoy
aacatgatca
attecggttca
gtgacagcac
gatccaaagt
agatagcata
tttogagatag
ttagagctga
ajgcatccatyg
aaaatcttgy
tcygacaagq
gattgttatt
gaaactgetc
gaaccaaaay
gaactageca
agctacagaa
cgggacaace
aagagacaca
caccrtagag
gaagtgtaca
tttgaacaaa
gcatctanay
ttacaacate
ccecrnethteg
trgcgcagec

cgtctattty

cccctgacca

catatcagag

areatcggga

caaaattctt
ctgcattaga
tgaggtatat
aaggtcatgce
acttactaat
aaaagataaq
tacaaattta
aggcaataaa
caatcaaaca
getectecac
tgcatcgeaa
aagtttaact
gattttcanag
gttgtcattc
atgttgttyy
aacacgatca
tttcagttca
attgtgacag
atcaggtaaa
agctgattay
ageatgctoc
atcatcarta
tcggrggatg
CaaQrtteqy
tatgttgtaa
gcaagggcga
qgeccaatte
dtgactggaa
Cragetagcy
tatacgtacy
tagatgtaca
i

-+

cacqQtct

o]
=

atgaaaqctg

2agaagtggs

agatcatata
ggagagcagc
gaagaggera
agaaataaga
ccactcagryg
gaatcaagtc
gacaaggcat
actgatgtat
tgccaaacty
cttcacteoct
atctctaaaa
gattgctata
atcgatgaca
gcatgataat
agaaggtata
ctcacatcca
agtecatggc
cacadageay
tcactgtgga
lagatgetgce
agaatgiggt
cctagactgc
ctgtgacagce
aggaggtrea
acticctace
attctgcaga
gcectatagt
aaaccctyge
taatagcgaa
gcagtttaag
gagtgatatt
actgtcagat
gcgeatgaty

tgatctcage

caactttgag
caatttttta
tgagaatcat
agtgccagga
gggaaaagcet
atgatctteg
atgacagttg
cagaaactgg
caagttcaqgg
acaataaaty
aaatgatgga
tatcgttaac
tgcggaaate
ccactecacg
aaatcacctc
gaaaaggcat
attgacgacy
agcatgygtca
cttcactcta
gaatacaaac
ccaaceyrte
agrggrcgta
ttcagaaaaq
tcagaaattyg
tattitatct
tatccatcac
gagtcgtatt
gttacccaac
gaggececgea
gtrtacacct
attgacacgc
aaagtctece
accaccgata

C

aatataggct
ttcatgattt
ttgctgagta
ctctgeaace
ttcggadacag
tcatggctac
tgccttacaa
aatccaggaa
taggcactac
ttcgatcaaa
taatgttact
tataaaaaac
ataagatcct
aggagaacaa
atgctgtcygg
atgacagttg
tatcaaaaaq
tctccageay
aaactactec
catgccacga
gatcaactat
aggtttgttc
aatgttotgc
tcatagagta
tcaagaagtt
actaacages
acaattcact
ttaatcgect
ccgatcgecc
ataaaagaga

cgaggcgacy

L

gtgaacttta

tggccagtat

159

D=3

A0
160
16080

1J
pes

16140
16200
16260

16560
16620
16630
16740
16800
16860
16920
16930
17040
17100

17160

7880
17921



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

2

1397
PRT

Nicotiana tabacum

2

Met Asn Glu

1

Ile

Leu

Ile

Ala
65

LyS

Ile

Trp

Arg

val

145

Ala

Arg

val

Cys

val
50

Leu

Gly

Ala

Glu
210

Pro

Thr

Cy's

Gly

35

Ile

AsSn

Tyr

Leu

Ala

115

val

Ile

Thr

Pro
195

val

Lau

Thr
Thr
20

val
His

GIn

GIn

Ala
ala
Ile
His
;80
Thr

Lys

ASp

Thr G

Lys
5

ASp

Ala

Ala
Ala
val
val
165

Ly's

ala

val .

Gly

Lys

~ Glu

Glu

ser

Arg

70

LyS

val

Ala
150
Phe

Ala

val

val
230

© Glu 8

Leu

val

val

Leu

55

Leu

Trp

* Phe

val

Leu

Thr

ser
215

val

val

sar

40

Leu

Glu

Pro

ala

Ala

200

Ile

val

" Phe

Lys

Leu

25

val

Ile

Ala

Leu

~ Ile

Ala

Ala
185

Glu

Leu

Pro

Ser

10

val

Ile

ser

Ser

" Pro

90
Tyr

Gly

Thr

val

Ile

170

Met

LA
[P

Ala

Gly

Val

aC
cJd

10

Tyr

Glu

val

Pro

Ile
75

Leu A

Leu
155

Ala

ser

" Gly

val

Phe

Lys

Thr

GlIn

60

Arg

Ala

2 Phe

Pro

His

Glu

Lys

Asp

val

Thr

45

Gin

val

Ile

ala

Pro

125

Ile .

Asp

Trp

val

205

Ala

Asp

GIn

val

Leu

30

Lys

Ile

Pro
110

Tyr

Leu

val

190

val

Gly

val

Arg

Leu Gly
15

Lys Asn

Thr val

val Lys

Gly Glu
80

Ser Gly
95

Ile Leu

Trp Glu
160

Glu s
175

Iy
-

Asn val

Glu Thr

Asp Glu
2

ASp Ser
255

Y%



Thr

Thr

val

Tyr

val

Thr

Asn

Pro

Pro

Ile

465

Ile

ser

Ala G

val

Thr

Glu

290

cys

Ala

Arg

Leu

Ser

370

Phe

Thr

Trp

Ala

Ile

Leu

w
(V23]

Gly

Ly's

Ala
435

Pro

Gly

; Ile

515

Ala
260

a Leu

Ala

Lys

val

Ala

340

Thr

Leu

Ile

val

Leu

420

Ala

ASp

Arg

" Arg

Gy

500

Fhe

Ala

GlIn

Tyr

Pro

325

Pro

Met

Thr

405

TYr

Ala

Arg

Ile

aAla

485

Lys

Tyr

Thr

val

val

Phe

Ala

390

Glu

Trp

Leu

Thr

Ala

Thr

Ala

Lys

Phe

Phe

val

val

Glu
455

- val

wn
[

> Pro

Lt

Leu

Met C

360

Asp

Lys

Ser

Asp

440

GlIn

Met

Thr

Gly

" ASp

520

Ala

Arg

val
345

Ser
425

Tyr

Glu

Thr

Tyr

505

val

ASH

a val

- Lys

Ile

val
330

Ser

Gly

Ala

Thr

val
315

Cys Alg

Glu

Thr

* Leu

410

Ile

Ile
val

490

Ile

11

Giu

GIn

Fhe

Arg

TYr

Ary

Gln

300

Ala

cys

Lau

Leu
380

y Thr

ASD

wn
]

Ser

Fhe

460

val

Glu

Ile

Met

285

Arg

Ile

Arg

Pro

ser

365

Glu

Ile

Gly

P LYS S

ASN

445

Pro

Gly

Ile

Gly

Gly

Ser
270

Ala

Asn

cy's

LVS

Thr

Thr

Asn

Glu

Ser

510

val

val

GlIn

Ala

Glu

335

Ala

ala

Leu

Lys

ser
415

Glu

Arg

Gly

495

Lys

Lys

Lau

Asp

ser

320

Trp

Lau

Ala

Ala

Gly

Lau

His

Glu

Gly

Lys

aAsp

* Pro

Glu



Ala

Gly

545

Ala

Ile

Gly

Met

Leu

625

Arg

Thr

val

Ile

Ala
785

Met .

530

Asp C

Leu

aArg

Ly's

Trp

His

"
T

Phe

Ile
770

val

Asn
595

Ile

. Thr

val

Ala

Ala

675

arg

val

* His

Glu

Tyr

Glu

Asn

Arg

Ala

660

val

L Leu

¢}
[yl
b

Ala

Ly's

Asp

~ Ala

ASN

Ala

Phe
565

* Phe

Ala

Arg
645

Ile

Leu

ser

725

Arg .

val

GIn

Ala

LyS

Ala

GIn

Gln

Pro

Sar

y Ile

630

LyS

val

Ala

© Thr

710

Arg

Thr

Ala
790

GIn

535

Ala

Ala

LysS

Ala

Ala

615

Gly

Ile

Ala

ASD

Arg

695

Pro

LysS

val

Pro
775

Arg

Met

Glu

Glu

Leu

600

Arg

val

Leu .

Thr
680

Gly

MetT

Gln

ser

760

Leu

arg

His

Leu

ala

585

Ala

Ala

Ile

Gly

His

val
745
Pro

Lys

Arg

c Ile

val

Leau

570

Pro

Thr

Ly's

Pro

ASN

650

Thr

Ala

Pro

730

Asn

GlIn

Ile

Trp

12

Pro

Thr

Ala

Glu

Met

Ala

arg

Pro

715

Ser

His

ASp

val

Lau
795

5 Thr

540

Asp

Glu

Ala

Asp

Thr

620

Ala

Ile

Gly

Leu

Arg

700

Thr

Cys

Ala

Ala

Gln

Asp

Met

Ala

Ile

Tyr

Leu

685

His

Thr

val a

Arg

Met

Leu

Lys

Arg

ser

Pro

670

val

Pro
750

His

His

Leu

Gly

Ala
575

Leuy

val
655

©LyS

Thr

Leu

735

Arg

val

Lau

Ala

Thr
Gly
5

Thr
Asp
ser
Ila
Ala
640
val
val
L.eu
Lys
LVS
720
Ile
cys
Glu

Ile

Asn
800

100



Leu GIn pPhe Gln Asn GlIn Ser Arg Ala Glu Ile Ile Ser Ala Gln Thr
805 810 815

Pro Leu Lys Ile val val rhe Ile Leu Ile Pro val Leu Asn ala Ala
820 825 830

Arg Arg Arg Trp Leu Lau Lys Arg Ala Asn Leu GIn Phe Gln Asn GlIn
835 840 845

ser His val Glu Ile Ile Ser Ala GIn Thr Pro Leu Lys Asn Ser Gly
850 855 860

Phe His Ser His Pro Arg Pro GIn Cys Cys Ser Ser Lys Met Ala Ala
865 870 875 880

Lys Ser Cys Gly Asn Asn

Lys &la Gly GIn Ser ala Leu Ser Glu Ser
0 895

S
885 89

Asn Cys Ser Asp Ser Ile His Lys Ser Asn Cys His Ser Leu Thr Asn
agn 905 910

Ser Leu Val Cys Sar Ser Lys Met Ser Ala Pro GIn Cys His Ser Ala
915 920 925

ys Gly Ser Thr Lys Cys Ser Asp Phe Ser
35 940

Thr Ser Ser Asn Lys Ser
930

WM

ASp LYS Lys Cys Gln Ser Asp Lys Ile Pro GIn Thr Cys Ser Thr
945 950 955 960

(]
~
(7]

Lys Lys Ser Ala Pro Gly Cys Gln Ser Ala val ser Gly Ser Lys Ser

965 970 975

Cys Gly Asn Ser Lys Cys Ser Asp 5er Lys Asp Asn Ser Ser His Pro
980 985 990

Pro Asp His GIn Thr Cys Mzt Ser Lys Leu Cys ala Pro GIn
995 1000 1005

%]
w
-
=
ri
[%2]

ser Gln Ser Ala Thr Ser Ser Ser Arg Thr Cys Gly Asn Thr Lys
1010 1015 1020

Cys Ser Asp Thr Asn Ser Lys Asn Ser Cys Tyr Ser  Gln Thr Asn

1025 1030 1035
ser Glu Ser Cys Ser Ser Lys Met 3ezr Gly Pro Ser Cys Lys Thr
1040 1045 1050

Ala Asn Ser Gly Ser Arg Ser Cys Arg Asn Lys Lys Cys GIn Asp
1055 1060 1065

ser Ala Thr Glu asn Ser Phe His 5er Pro Leu Thr Asn Pro Leu
13

Jol



Lys

Glu

Ala

val

Asn

His

Leu

His

Ala

val

Ala

Arg

Arg

1070

Gly
1085

ASp
1100

Leu
1130

ser
1145

Gln
1160

Asp
1190

ASP
1205

His
1250

His
1265

LyS

LYS

[audUB}
W
=
o

Glu

Lys

His

Gln

Glu

Thr

Lys

ASh

val

His

Thr

Cys

His .

LysS

Glu

ASp

Glu

Thr

Pro

val

Ile .

Leu

Ser

His

Leu

Gly

Pro

Pro

S Tyr

Ala

Ile

Thr

His

Gl

b Ly'S

Ala

Asp

" Thr

Lys

Thr

Lys

clu

1075

Glu
1090

His
1105

Asn
1120

Tyr
1135

Gln
1150

Ala
1165

ser
1180

Glu
1195

Pro
1315

Cy's
1330

Gln

Asp

Leu

Glu

Ile

His

ASp

GIn

Glu

Asp

val

5 Ser

Arg

Lys

Gln

Thr Als

val

Glu

His

; Pra

N His

Cys

ser

" Met

Asn

Leu

Thr

14

‘Leu

His

Ala

His

Leu

Pro

Cys

Glu

val

His

Ala

v val

val

Gly
1110

Tyr
1125

Asn
1140

1155

Met
1170

Gly

1185

Glu
1200

His
1215

Phe
1245

Ile
1260

Ile
1275

Cy's
1290

Lys
1305

Arg
1320

Ar
1

ASp

Lys

AsSp

Thr

cys

GlIn

Ala

Pro

N
1<)
“3

GIn

ser S

Gly

Leu

Sar

val

ser

Ser

Thr .

His

Ly's

val

Glu

val

Glu

val

Gly

Thr

Arg

Arg

cys

Ile

d0a



Ile
1340

Asn

Arg Lys
1355

cys
1370

Gly
1385

<210>
<211>
<212>
<213~

<400> 3
tcacctottt

DNA

atctattatc
atgaaacaaa
aagttgttct
ttgtcacaac
ttgttaaage
actaccaaaa
catttttgaa
ggattcctac
acattctigt
gtactattgt
ctaccgctgce
gcggagaagt
gtgaaactat
cactgacagg
ctacaaatct
tggctaggat
acatcgacaa
caattgttcc
tcacattyggt
gcgecactttc
ctctagetaa

ttatgytgac

Leu Arg
val Cys
Asp Ser Fhe

Ala ser rhe

3
4392

CcrCaaaacaaa
ttctectect
gaagttgagc
agttgaaaaa
aaagactytc
attgaatcaa
galsatggcca
gtactttttt
aattatrtet
tttaatagca
cttettatte
tatgtcatca
cgtaaatgtt
acctattgat
cgagtcottt
aaatggctat
ggcacagett
gtgtgctaaa
tactgcatta
gagtygcatgt
aaaagcagca
aatcaaaatc

cgagttcaag

ASp Asn

Ser Leu

arg Lys

Gly Gly

His
1345

Leu

1360

1375

Gly
1390

Nicotiana tabacum

agtatatcca
ccttagagaa
aagagetatt
gttctcaaga
attgttattc
graagattag
agtccatttg
gcacctttee
agaggtatgg
gtggctgaat
gccattygcag
ctgytcaata
gatgaagtca
gJagttgtaq
ccagrticta
atcagtgtta
gtcgaagatqg
tattatacac
agagttcaca
ccgtgigeac
acqtccggte
atggctttty

tctctgattg

His

Glu

Glu  Cys

His Tyr Leu Asp Cys
1350

Lys Arg His

Cys Ala Lys

Sar Glu Ile

atatatteca
ggagaaaaat
tltgatgtrtt
atcttgaaqy
atgattctcet
aagcaageat
caattggcaq
Aatggitagce
ctgccgrygcg
caattgtttt
aatguctaga
tagtcectcece
agatgaataqg
tgaaagggua
agcaaagaga
agactacggc
ctcagaacaa
cagcaattgt
atcgaaatga
ttgtrctatc
ttctgtttaa
acaaaacaqg

atggttttag
15

Ile Gly
1365

Lys Lvs

1380

val TIle

1395

gaactagaaa
agtggaaagr
aggaatttgc
ggttaaagég
tctcatttct
aagagtgaaa
tggaatattg
acttgeaget
aaacctcact
acacgatrat
gtcaaggaca
aacagcagtt
cattctiget
atgtogacatyg
tteaacggte
tttgactgaa
gaaatcaaaa
ggctatatca
atggtatcgc
taaccagtt
aggagcagag
Qactataact

tctcaataca

ser Gly

Gly Cvs

His

ttcctttttc
¢aaaaaatga
tgtacttecag
aqtttcagtaa
ccgcaacaaa
ggagagaaaa
cttogactct
gtrgcagtty
cttgacatca
tgggaagcty
aqtcacaagg
ttagctgaaa
gtgaaagety
gacgagaaaa
taggctggea
gartgrgcgg
acccaaagat
gcttetttga
ttgactttaq
gccatgtgtt
taccttgaga
anaggagaat

ctgctitact

05



gggtitcaaq
cacaatcaaa
gtgaagggat
cttcaagagce
ctgttggata
gtcgaattyq
1tgcttactgg
tggatgaatt
agaaggaagce
cagrtgacat
atgttatact
gagttcgaag
ttgcattggc
catgettget
ggaaaaaatg
atgttgcaag
atgtacaagt
aggatcaaag
ttctcatcge
agrttcagaa
ttttcatter
atctgcagtt
atagtgyttt
caggccaatc
ttcacaagayg
ctccacaatg
acttcagtga
agtctyctec
gttcagac%c
ctaagttgtg
caaagtgctc
gctcttcaaa
gaaataagaa

cactcagtag

cattgagagc
ttcegttgag
atttggaaga
tggatgtacc
catattttty
tgtaaaagaa
toattattat
tcaagcagaa
tccaacageyg
tggcatctca
aatgacaaat
gaagattgtt
aatagcaggt
agtgatttig
ttggagatct
tCgoyaaaaty
caatratact
tcatgtggaa
cgtcctcaat
tcaaagtcgr
catcecccgte
tcagaatecaa
tcattctcat
tgcactttca
taattrgtcat
tcattctgct
caaaaaatgt
aggatgtcaa
aaaagacaat
tgctccacaa
ggacaccaat
gatgtetggt
gtyccaggac

gaaaaaqctt

aagtcagotc
Cccaaagcctg
attgatggaa
acagtaccag
ggatcatctc
gcaatgagag
gcagetgcoca
ctcctaccag
atgataggca
atgggcatct
gacatcggaa
gagaatatga
tatceatigg
aacagcatac
tctactccett
ctcececagct
cgtccyaagt
ataatcagty
getgetegtc
gcggaaataa
ctgaargetg
agtcatatgg
cooogrente
gaatcaaagt
tctttaacta
acttcaagca
tgtcaatccg
tctgcagttt
agtagccatce
agccaatctg
agcaagaatt
ccatcatgea
tctgeaaccy

tcgoagcaga

atccgatage
atagagttga
tagaaatcta
aaatagagag
cagctggaat
aactgaagca
accatgtgea
aggacaagqc
acggccttaa
ctgggtcagce
gaataccgaa
ttatatcagt
Trrygactgce
tacitctacyg
cgcatgetcec
gtgttgetet
grgtgtteea
cocagactel
gaagatggct
tzagtaccca
ctcgtcgaag
aaataatcag
aatgcrtgttce
catgtggaaa
actctctagt
acaaatcatg
acaaaatticc
ctgggtctaa
cttcacatcc
caacttcaag
cttgttattce
aaactgctaa
agaacagtty
aaagcttgga

16

agccgetaty
gcagtttcaa
tgteggaaat
tgatagtttc
tttcagtctt
gatgggtatc
ggatcagtta
aacaatcatc
tgatgcrect
tctcgetaaa
agrtgeacgt
cgttacaaag
tgtcctcgea
agnagacaca
caccacaaag
gatattgagt
agataqtcaac
attgaaaata
gctaaageat
gactccattg
atggctgeta
tgeccagact
atcnaagatg
taacaattge
atgttcttac
tgaaagtacc
tcaaacgtge
atcatgtaga
cgatcatcaa
ctccaggaca
acaaaccaac
tteaggttca
tcattcacca

tttagtcecga

atggactaty
aattttcctg
aggaaaattt
aaaggaaagt
tecgatgttt
Aaaaccgega
ggtggagcrt
aagggtttte
geattageaa
gaaacaggec
cttgctagaa
gctoccatag
gatactagga
cgcagacatg
acaaagcttce
cacaaaagaa
ctgtctecte
gtagttttca
gccaatctges
anaatagtgg
aaqgcgtocca
ccqttgaaaa

gctgctaaag

tcagactcea

aagatgtcty
aagtgctccg
tctaccaaga
aatagcaagt
acatgcatgt
tgtgoaaata
tctgaatcat
aggtcatgca
cttactaatc

aaagataaqg

4104

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1840
1920
1980
2040
2100
21A0

2280
2340
2400
2460



aatcaagtca
acaaggcata
ctgatgtatc
grccaaactgc
gcatccatyy
aaatcttgya
cggacaagga
attgttgrtt
aaactgcrea
aaccaaaaga

aactagccaa

actgcaggaa

gggacaacca
agagacacat
accttggagc
aagtgtacat
ttgaacaaag
<210> 4

<211> 723

<212> DNA
<213

tgatcttcgt catgactget
tgacagttgt gccttacaag
agaaactgga atccaggaaa
aagttcagga tcgatgacat
ttgtecattcg catgataatc
tgttgttyga gaaggtataa
acacgatcac tcacatccag
ttcagttcaa gtccatggcea
ttgtgacagc acaaagcaga
tcaggtaaat cactgtggac
gctogttaga agatgetgca
gcatgetgca gaatgtggtce
tcatcattac ctagactgca
cggtggatge tgtgacagct
aaqtltttgaa ggaggtttat
atgttgtasa cticctacct

ca

Nicotiana tabacum

<220>

<221> Intron

<222 (1)..(723)

<400> 4

gcgtaageta tgagaaageq croacgchtcc

aagecoacag
tctttatagt
gtcaggaudaq
cttitgctyy
ccgtattacc
cgagtcagtyg
ttggccgatt
gcgeaacgea

gcttoceggct

caagcteggt

gtoagaacag gagagograc
cctgtegggt tteogccacct
cggagectat ggaaaaacac
ccttttoote acatgttett
gectttoagt gagetgatac
agcgaggaag cagaagageg
cattaatgca gctggcacoa
attaatgtia gttagctecac
cgtatgttgt gtguaattot
gattacgcca agetatttag

accgagetcg gatccactag

ctyacgaggg
aatgttgtta
ctgctcattg
grggaaatga
CACTCCACOA
aatcacctca
aaaaggcata
ttgacgacgt
gcatggtcat
ttcactotaa
aatacaaacc
caaccgttey
gtgatcgtaa
tcagaaaaga
cagaaattgt
attttatctt

gaga
aagaaagctt
ctgacttyag
cagcaacygcy
toctgegtta
cgctegecqce
cccaatacyc
cagatrteccc
tcattagygca
gagcggataa
gtgacacyrt

taacggecan
17

acatgatcat
tteggttcaa
tgacagcacc
taagatcctg
gaagaacaac
tgctgtcggt
tgacagttat
atcaaaaagt
ctccageagce
aactactcca
atgccacgac
atcaaccatc
gatttattca
atgttgtgcc
catagagtaa

raagaaqttg

aaggcgaaca
ccagagugaa
catcgatttt
geetttitac
tcccctgatt
agccgaacga
azaccgecte
gactggaaag
cccecaggett
caatrtcaca
agaatactca

cagtatacty

acaaatttag
ggcaataaaa
aatcaaacat
gactctctaa
ttggaqcaga
catggctgtt
gcaacagaty
gaaattcaag
tgcaaacatg
actgatgaag
gtccgrteng
aatarcttac
ctgttagaga
aagaaaaaac
atgcaatccg

agrtgctaat

ggtatccagt
acgcctggta
tatgatgcetc
gattectage
ctgtggataa
ccgagrgcag
tceccegeycyg
caggcagrga
tacactttat
caggaaacag
agctatgear

gaattcgecc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



tta

<210> 5§
<211> 303
<212> DNA
<213

<220>

<221> exon
<222> (1)..
<400> S

tca cct ctt
Ser
1

rcc
Ser

aat

Asn Phe

aaa
LyS

tgg
Trp

£y
Trp
35

att

gct
Ile

ttg
Ala

Leu

119
Leu

ttg
Leu ser Gln

ctc
Leu

cgc
Arg

aac
Asn
95

<210> 6

<211> 2218
<212> DNA
<213

<220>
<221>

<222

Intr
(1.

<400> 6
gtaagaaaga

ttttottttt
tttaaactic
taagtctrte
taggagtacc
ttatatatat

agaagagaag

Fro Leu S

Tttt

aaa
Lys

atc
Ile

gt
s Va

ttte
phe

Tttt
Phe
65

tca
Ser

caa
Gln
80

aga
Arg

aaa
Lys

ttg
Leu

on
L(221%)

Nicotiana tabacum

aca
Thr

tat
Tyr

aaa
Ly's

tgg
Trp

aga
Arg

Hicotiana tabacum

aaa
Ly's

tat
Tyr

aaa
Lys

atc
Ile

tca
Ser

gta
val

ctt
Leu

tga

ttt
Phe

ttg
Leu

ttg
Leu

tat
TVYr

ctc
L&y
25

atg
Met
40

gct
Ala
55

aag
Lys
70

tta
Leu
85

cca
Pro
10

ctc
Leu

dda
LYS

gta
val

aqg
Gly

ttc
Phe

ata
Ile

ctc
Lew

caa
Glin

ctt
Leu

tta
Leu

atg
Mat

tat
TYr

ctt
Leu

aga
arg

cag
GIn

aaq
Lys

att
Ile

aga
ArQ

agt
ser

aag
Ly5

agg

Al

cte
Leu

aga
Arg

gaa
Glu
30

tga

ttg
Leu
60

Tttt
Phe
75

ttc
Phe
90

act
Thr
15

aga
Gly

aca
Ala

aga
ArgQ

gaa
Glu

aga
Arg

tag

taa

ttt
Phe

tagttracaca
aatatgrtct
atattttttt
ttaagtttty
attecttcate
taagtaaaygt

agacaagaag

cctttattac
gaaaagaacg
tcttaaatag
tggcttgtta
ttrtcttaat
gatttttotc

aggoagacaa

tctercaget
ttacctrttt
tattgtttta
aataaattca
taactgacat
rtaagaaatc
atggaatcag

18

ctatttttia
atatattgat
tagtcataaa
cataaaatga
ttcctrtctt
gccaaaaaaa

aaacqgtttt

cgtgatacta
gtaatttcac
aatattatta
aataaageoag
ttttgtaagt
aaaaggaaag

gatttgttca

40¢

723

144

240

60
120
180
240
300
360
420



agtgatattt
aattaagtgt
atrgagtaac
acatgcataa
gragcacatg
ttcatctaat
gaatattgag
aatattgtac
cccagccctc

caattaggtt

acatttctaa
atgaargtrt
tttaagacca
taactcatct
atracataat
gatctctgtt
tgaagagtag
ttrcttgatg
agttttcaay
tcttcattct
tattgcattt
gtaactctta
attgcagecg
tacagcatgt
gagaagcagt
ttgtccaagce
agtatttttt
caaaaacart
tagcacttat
<210> 7

<211> 258

<212> DNA
<213

<220>

<221>

exon

gotggtagtt
atatattaat
caagacggaa
aaattctctt
gacccatagt
atttectgtt
trattacteca
ccatatctta
agtgggatag
titggaataaa
ttcatattag
atttggaaat
ttatagecac
c3aatrtrtaa
toaaacguag
tgtgycaaga
gaaccgttag
ttgctayggaa
aattactgra
tgtgaaaaat
tgcgatctit
cttgcacacc
tctgeaagtt
ataatatatyg
ttgactaace
ttatgttiygy
tttta2aaac
agagagaaac
rrtettectt

attatcctta

gtttcaagca
ttgggaaaat
aaaacatgaa
ttaaaacgac
ctccgectaa
gocgcacatg
aaggaatatg
aaaattctag
agtaggtoag
ttctgagatt
atgattactt
aattcaattt
arcaaatgtca
aagtttotic
gagtactata
aatccaagtt
agaaaatatt
ctaacaaagt
ctttattttc
tagccagaaa
cctaaatata
taacagtagt
taattggtac
tatgttttac
tgcaaaaatt
ctaagtaatt
tgettttaat
tactttttic
ctaaaagctt

taattattga

Nicotiana tabacum

ctgrtctitc
ctttaaagty
crhatttttct
tctcataaaa
ctaagtattt
ctccacaaaa
gatcaattcc
ctcegectec
gagtatagtt
caatggtcta
tccttrttag
taaaatcttt
tgaccecaca
tritttctta
agaatagtta
tctagrtgtt
ttgactcatg
aattgtagtt
ccattttttt
gaataattca
tttagtagay
ygracataaa
agtaacatga
attggttgty
agtrtrtttt
tgaaaaatac
tgtatttity
tgctteteca
gtacaaacac

agttaccatc

19

tgtttyttag
gttattttta
tttyaaattt
attcatgtgg
taagtatgta
gatgaattgt
actttrtttc
gacttgccca
tataaatgtt
tttgaaacct
Ltctattccaa
cattttaccc
aatttrttac
aactatatac
tatatgattt
gataatttaqg
tcgettigea
tocttgtttt
aacgtctgtt
acaaacttaa
tcecttttct
ttggacctag
aacttgttat
tgtatataat
ttttcaaaag
ttctgagcaa
tcaaaayagc
aaattgttte
ttcaactaaa

tatctttigt

catttgctag
gttttattag
ctagtcaaga
tcgagtrttac
ttttctaaaa
gcatttgtrtt
tertttettt
tcgtatccac
ttttctctaa
gtaattacta
aacaaataac
attrtacctta
ccrttaaact
caaqtaaaac
ggccccacaa
tgatagaggc
tctactgrgt
ttrettttee
acttatggte
Cotrttcttt
acttcagtet
ctaacaaaag
aatcttttaa
gtaaattctt
ratcttiggr
caattaqtgt
tttttaaaaa
tgcttctect
aaaaatatat

ggatgtag

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1500
1860
1920
1930
2040
2100
2160



<222 (1)..(258)
<400> 7
tta aag cat tga atc aag caa gat
Leu Lys His Ile Lys GIn Asp
1 5
¢gag aga aaa act acc aaa aga aat
Glu Arg Lys Thr Thr Lys Arg Asn
15 20
gtg aaa tat tgc ttg gac tct cat
val Lys Tyr Cys Leu Asp Ser His
30 35
cC aat g?t tag cac ttg rcag ctg
ser Asn Gly Hi5 Leu GIn Leu
45 50
Tttt tta gag gtg tgg cty ccg tgc
Phe Leu Glu val Trp Leu Pro Cys
60 65
ttc ttg ttt taa tag cag
Phe Leu Phe Gln
75
<210> 8
<211> 3861
<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum
<220>
<221> 1Intron
<222> (1)..(3861)
<400> 8
gtactitgct ttrcctttte tttetitita
ttttgtccea atttatatgg cggtatttaa
tactttaaaa atttatggtt tgaaataaat
taattitaaa gttaadsaaat tcaagaaaga
ataaatctta gagatttgtg ttataaatca
gttaaatta: ttttaattat gaaaaggroa
ctgtgctata taaattgaga cagagagagt
tggttataga attaacatgt geotectactt
ttaatttctt agctaattgg atgottctaa
goetttgtgat tcattatttc attaaaaagce
tatttaagaa tgcactttta actaacccac
tgttagatge taatalttgga ccacectagt
ttattggatyg ctigatatac tttatgttat
ataaacttct ttttccatat tggaatagga
tctarcacayg attatctttt atttaatgat

tag aag

LYys

goc caa 19
G?y GlIn val

ctt
Leu

tga

ttg
Leu

cag
GlIn

gaa
Glu

acc
Thr

N N
1I’N g
S a

actttttgaa
ttaaacaaaa
cttaggeatc
aaggaagact
tctcactaag
tagatttttg
aatttaccat
tagctttgtg
tgtgatgett
atgcaccata
aagattggag
gacrttaaat
aatatttteca
tgatitagat
atcaaatatg

20

g-a taa
Ala

10

cat

at ttg
H1s Le

Leu
25

ttt
Phe
40

ttc

Phe
55

act
Thr

%

cte
Lau
70

tty
Leu

aag-aaaaay
aaatctaaga
tajatacaag
tctasaattt
gctaaaataa
goaaaagata
aagagtattt
attgaaattt
gaatccttat
gagcatgeaa
tgygagogat
aacgaaagca
ggtgacctag
ttcaagatgg

aaaagagaaa

C Caa

aca
Thr

tga aag

LysS

ttg
Lau

gca
Ala

ctt
Leu

cac
His

tta

GIn Leu

aca
Thr

agatactccc
aaaatatgaa
gttaaaataa
gtggcaajaa
taattttaaa
gaaaagaaaa
gaagttgatt
ggotattact
tcttgataat
ttaaatattg
gattcttagg
tgaaaaacaa
aactacacaa
aattagtgat

aaaaaaaggt

o
Doy}

144

192

240

10%.



~

gtetagygaaa
aacacaaagyg
ttaagagact
trcaggeygce
aacaaaaaga
atataataaa
ttecgactte
gttrttatag
ataaattteca
arctritict
tricgtctag
ttcccaggtg
fttactctctt
gceeccttita
gtagtaarat
taaattgtca
gttgacgtaa
caaaatatta
atccatcata
gaatttatat
tittectaat
tgttactyca
catgtgaaat
taacattgat
actgagatgt
tgttrtcatt
gttttattca
cagtaattgg
ccaggcagea
atgtaatttc
aaagcaatag
cttaaataga
ttggatttca
caccgtttyg

ataaaagagc

tagtcagaaa
ctagcatata
aaacactacc
ttgatataaa
aactatcttt
aaccttggaa
cgtattaatt
tcacgaaaac
aaaaaaaaaa
tacatcttagt
taaggaaagt
taaagcacaa
tttttcctea
tagaaggtga
cagtcacgge
tatttagtta
ataatagaac
tttgaacgat
tttccttgat
caaatatgat
traacgatat
attattatta
tatgtatatt
cccatatttt
ttattggcag
ttgacaaaaa
aaaaaaaaaa
gaaaaaacac
gagtttocea
tttaagtaac
caaataaaag
taggaataat
acatgatacc
tgcagaeaaaa

taattagcag

gatagtatga
tttaacaaat
aaaagattgce
ttaattagat
agtgtttgtt
tatcagttaa
tcgctctaat
attatgacca
tttgactgaa
gtcaagtaaa
acaaaattgc
acaacggage
sataattgea
cgttgacteg
gaggtttaaa
atctaaaata
aataatitat
taaaatctca
tatcatttga
ttrttaatta
acggttacta
ttattatttt
ttattatagc
tctactgtat
tagtatctac
tttaattgag
ayaattctta
ttgaatagyc
aaatcctttet
attctctatt
aaagtttatt
cacctaatta
tcatagttct
trtrggitcat

ttaacagtecg

catatattart
agttatagac
gatggaqcag
cccaaaacga
gatttacatg
gatgccttaa
caagtctttt
caaaattttg
atatirtaata
attagatotg
ttatgtaact
ccacatcagt
aagaaaatga
taccagattt
atttagtcta
tcatgcaatt
aaacttgatt
cagttaattt
tgccgtoetta
ctcgaactta
cggaaggeat
aaaaagagaa
atgaagtgac
catcactatc
agatacaaca
aaagcaaaay
gaaatataag
tatagaagta
ttctaaaaaa
tagtaaaatg
ccttttitts
agaaaaacta
acgtacgecc
aaactrcaal

agttaatata
21

tgatacaaat
ttgtagtatt
taggtactcc
ggatcagata
gcgtagaaaa
tttcaaatca
aaaagattaa
tcctttaagce
ccacatattt
ataggaaaaa
cgtaatatat
aatgtgtaaa
ctttcctgea
tcttgtcata
ttagtaacat
trttatatca
axattgcatr:
tgcatotige
gtttctttta
caagcagact
ttactagaaa
daaaataact
ccecattttett
atgaaaaata
gatgcttcta
attttgcaag
ttttggcaat
aaagaaactt
aaaatagtag
tccatttrtc
Jagggtattg
cctatcaatt
acttcaatta
tttaagectt

gctgaataat

taatcagecte .

gtacctttag
tctattgtea
ccaaataaaa
ataaaggaca
atggagtata
ataatgaaaa
tttttagace
ttaaaaaatt
agaatttcga
cagaaatggt
tgtgtaacgt
agtcttrctt
gtattaatca
aaataatttt
agtttgatat
gataataaat
atazaaaaat
aaaaaattta
aagtttgata
tactctgaga
tttaaagets
atrtcataaa
catctagatt
gttctattoa
aattcttagy
taaataattc
ctatatatta
aaaatgagea
taatgaggta
ccgaccaago
tttgtctcgy
ccactaggaa
catataaaca

gcagttcaac



taaatatgta tggaaat)gt gaaaagcaca aaggtgactt

tttatotttt aaaaagtagt agcaagatat gatatgattc

tgtgactctt tatttctatc agtacctgtt tgaataaaat

tggactagca ggacaagaat ctcaatttgg tgttgertta

atcaaaaacc raaaaattaa ataaataata agaaaagaaa

gtaaaatgaa tgaagataag aatactccat tcagtccaaa

catagatttg gttgaagett gaagaaaaga aaalaagagtt

taatttttga aagttaaaat tgtgttaggg aagrrtrgty

ctytttttgg gatttaaata tritcttttc aacatgtgcc

aaacgaacac ataattgaaa aaagctctca aattttatga

ttggcaaatt gaatttgttt cgaaatactt gatgattaag

gacaaaaggc tattagtatt tgtaattgag gctattaaat

aaaaacctta aalaagacga attatatgga ttatattaga

gaacttagtg caatcattit acaagggcat agtgttaaag

agctggettt gtcatgtgca g

<210> 9

<211> 98

<212> DNA

«213> Nicotiana takacum

<220>

«221> exon

<222> (1)..¢98)

<400> 9

tgg ctg gat caa ttg trt tac acg akt att g?g

Trp Leu Asp 5In Leu Phe Tyr Thr Ile Ile Gly

1 5 10

tct tct tat tog cca ttg cag aar g?c tag aqt

ser Ser Tyr Ser Pro Leu GIn Asn Gly Ser
20 25

ag

<210> 10

<211> 4063

<212> DNA

«213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> 1Intron

<222> (1)..{4063)

<400> 10

atccttaggt
cttiaagaag
tggrtaagaa
ccatctttag
aagatgagtt
atattaagct
tttgaagatt
attcaaaaac
aaaaaatgat
ccaaacagga
gagagacaaa
gtctttttaa
agtagtatta

ctagaaatgc

aag
LyS

cty
Leu

gta
val

caa

aqa caa
Gln Gl

y GIn

actttatagc
aaaaggtcac
agttgtaaaa
agtgacagea
attggaaagq
agcatitygoa
atatgaaaaa
tactctagaa
taaaatctat
gcttattgtt
ggatagtata
agcgatgtac
aattttaaty

tyattcttat

cta
Leu
15

ttg
Leu

gte
val
30

aca
Thr

gtttgtgaat tttcgtccct gtrtaatttc cttgcacaag aaatggcetag tgtacatcta

ctttcctagyg atgacagtaa tgtgtgtttt trttatttat tgtgatacca aaagtatgaa

22

48

96

98

60
120

140



—

cacctaattt
tctettggat
gtcttatagg
tcgatageac
catgggcatc
cagaccttac
tgtgaactty
aaaatgtcat
ggcttaacct
tgttcttaga
ctcaataaca
aaatitoatt
tattgtygaga
tatatacagt
ctaactactt
acagatgtaa
attcgacttt
acagtegate
agcagcttga
gagcaactgc
ttcggtocta
tcctactaga
agcatttgtg
tggagetgac
agaatcoata
gaggtaattc
ctgtccatty
tcattccagt

agctagactq

ggaagtgcca as

taacaatatc
agacacggag
gattctggat
Cacococaaaa

gatgtetace

ttctcagygat
tacgcocacat
gatttgagac
aaaagcttge
acaaaccagy
agttttgtcg
taccatatat
atgcaccgtt
gcotcattaa
aggetetaac
ttgtataatg
ctga3aatta
atgcacggga
aattatataa
aacacttcct
ccaatacgag
acaaactityg
tcaatgtgtt
tratcacaca
ttgatccaca
gatcgagcaa
acacaatatc
taccttgtaa
tttatatatc

aactgactta

cagaagctta

cttctcaaga

tggaagagag
agctgaagat
atgcaacgga

ctttcttica

acatattttc
cgaacctaaa
attttgtcta
tagtcattct
ccacacgtag
cttgagtaat
tacctageac
ttttccgaag
ccactcteca
ttaaaccaga
gtaaggacta
atttacttca
Jaaaaatatt
taatatgtat
ctcaagecgy
aaccagtaas)
taacaatatc
tagtcctctc
ccagttccat
ctagctcaca
ctacattctg
cagacgtaga
totyctogta
gaagaatgeg
caacactcac
ccaacctceeg
grattecggat
atgtctaagy
ataccrggaa
tgcttcagat
accaccatag
aacaaaggta
gacatacgat
gcatgagatt

gotacccecat

cactttggee
agtgttggca
gogtgtcata
acttgacctg
gaattgagtc
gccacaacta
ttcaccttee
tttgctagte
tcataggcgt
aatcagtica
aactgcagct
cagetotatt
atattgatta
ctacttecccy
tgcatataaa
agacttagtg
tcctgagagt
atggaatacc
cttattgatt
cgttgccata
tttcttyctc
acgtrtatca
geotegaton
aacaactgea
cygaaaagaa
atatctcata
ccataggagt
catacttecg
aatacticaa
tagtaatacc
taaggttatg
agtygagaaa

taataagata

tttattgaga
23

aaactgactt

ctaccatygtce

tccteoctge
gcccgataac
tctccctttyg
tagaagccta
caccttaatt
gctgtcttct
ctcrtgtaga
tggagaaaat
aagtgrtgta
atgtgggaca
tcatacgtac
aaaatattty
atcttrrtcte
ggaktttgacg
tctecgaatt
gccatggccc
ttccaagaga
gaaggtaatc
tcgaatagta
tcecagtgac
atgtctggtt
ggatctotaa
ytcaacaggt
ctgtgaaata
tetgectaga
atccrgatca
aacaaaacac
caggacagag
gcaagatygta
agtacgagta

tgtgtacgga

taacaagttg
aacttgtgct
cttcatgage
ccgeectacg
ggttcaceea
gtgcttacca
cgacgrgcect
ttagttctta
taaaagaatt
gttcttttac
rgagtgoatt
aaagattaaa
caaccctatt
ctaaatatga
cgagcttgtt
ctagctaatc
tgacaaagty
caatatgaag
tcaactcctt
gatattcggco
ccaaattacc
ctgcccaatce
accrctttgec
tatcacagga
tagtcaccgt
gaggcrcccce
ctacatccca
acaatacctg
tccttagtct
ttgtcagtaa
gtgcttctaa
aatggaactt
agaactgéat
gtttcaataa

caagatgttt

iy

180
240
300



gatgaataat
cattatcact
aggrctgaaa
tggaataatc
taggacceca
ggtatactta
tatcattttc
tgaatcggta
aaggataagyg
atgttrctct
taagcgacta
agargaggaa
ggccattyaty
cragaaatat
gagacacaag
ttacatgett
ttcaacgaat
atgttygtgco
aagtgatctyg
tgccctgaag
gtcagaactt
grcagagatt
ttttgcacaa
gagetLccgy
tttctcacgy
aaagtattgt
gatgtgggac
ttgacataaa
gtaggtccta
atgaaggttt

ggataaagca

<210> 11
<211> 256
<212> DNA
<213>

cccatgagag
acgaaatgty
aatagaaaat
atcaatgaaa
aacatctgaa
ccaagetgec
taaagttttg
acaagasaag
taataaaatc
ataaaaataa
acggctatga
ggaaatauac
actgttagaa
gatcagatgc
tcacgectact
tgtactgaay
tggaiccaac
gaaaaaacaa
aatttgattt
gaattrttacc
cgtcggaasa

ttttaatagg

[

actygacaga
Ttgactgrtt
ttgctctgat
acaaccctat
actaaacatg
£gacataagc
actacaaact
tgtctgetaa

ttctgataaa

ttcataaact
cggatagaaa
agctcagacce
ctgacaaagt
tggac<caaag
atgactcata
acaaactgyy
ttattaaagg
catctaattc
ggtcatcaag
gattaaaagg
ctgcttgacc
gagattgaga
atttgaatca
atctgtetga
gaactcagta
agattgtgag
Aaaattccty
aaattagatq
aaattctage
attettecyg
ttggtogcty
tagtatgart
tcttttcceq
accatgtgaqg
ttatatacag
actaactact
ctatgocurtat
ttatagcaca
cataactctg

tgaaaacctt

Nicotiana tabacum

tctgaaatyo
ccccaaatty
gatttttcat
agrggaatcc
taaaagqtga
ctctagagtq
atgtcccaac
aagacaagat
atgtctgata
aaataaaaca
actattgaga
tattgcaqtt
atatgaatac
atgacccaay
acaatggaag
taatccgata
ttaaaggcett
gaaattacta
ggtatactcy
cggaaattgc
cggcgegrga
agctcetgaac
cttgcggaca
gagtcgciga
aatgcacgag
taattacata
taacaaatat
cttrtctac
ctgaaaatta
tgretttatt

tatggttatg

24

ggaagacaaa
attttgaatt
caaaaatatc
caagotagaa
cactaaggaa
gacaagtgag
cgtttatgta
gcgagtccat
ccaatgatec
gcgcatttaa
acataaagga
gccatqgttt
togtaaaaag
actcaaaggt
ctatcccetga
aagaaaccat
ctgatacgaa
ttcacgccag
tatttgcaag
ctcatgtycg
aggcgegrgt
tactrcccgg
gacctatttt
aatttatgca
agaaaattat
ataataggta
ggtattggaa
rtrtrtages
ccaaaatata
ttctcactga

tag

tactctagag
tcagcgtgoa
caagtgcacc
ctgacccgac
aatgggadtg
ataaaccagg
ataaatctag
atgattrttgc
gcoccgtact
gtgatttaac
ctgaatctaa
gagactcatt
agatttgtta
ttaagatteq
agatgrcrgt
ctgaattgga
tgtcattata
aaaaatataa
gagaagacac
gcgtatagac
agccttrrtt
tggtgrtace
tgccggaaaa
ctacgataaa
tatattgatt
tctacttocc
trtagtctct
atgctaaata
gagatggcca
tattgtatat

3060
3120
3180



<220>
<221>

<222>
<400>
get acc
Ala Thr
1

gtt tta
val Leu

aat agc
Asn Sser

gtt gta
val val
50

gag tcg
Glu Ser

65

gct aca
Ala Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

<222>

<400>

gtagtatagt atttcttcat gottcattta tttagtgcty 2aacttcaag tatigtrtge

exon

V.

11
gce
Ala

aca

ala

att
Ile
35

ata
val

it
Phe

aat
AsSn

12
85
DNA

gct
Ala

gaa
alu
20

ctt
Leu

qaa
Glu

cca
Pro

cta
Leu

. (256)

atg tc

Met
5

aqgc
Sar

gt
Ala

ag9
Gly

att
val

aat
Ash
85

Jaa

Glu ¢

Lo

ser
70

tca
5er

gaa
Glu

aaa
LyS

Nicotiana tabacum

Intron
(1)..(8%)
12

taatgttatt tgctcaattec ttcag

<210>
<211>
<212>
«213>

<220>
<221-
<222

<400>
gct ata
Ala Tle
1

cta g?a
Leu Gly

CCC aaa
Pro Lys

13
142
DNa

Nicotiana tabacum

exon
(

1)..(142)

13
teca
ser

tgg
Trp

gat
Asp
35

gt
va

cac
His
20

aca

Thr S

tta
Leu
5

agc
ser

aga
Arg

cty
Leu

aca
Thr

cta
Leu

tcy
Ser

agt

cer

ctg
Leu

atc
val

oct
Ala
40

gac

5 Asp

caa @
= GlIn

cog
Arg

aag
Lys

gty
va
40

gtc
val

gta
val

ctt
Leu

atg
Met
25

cta
Leu

aat ata gtc
Asn Ile val

aat gtt gat
Asn val Asp

gaa act ata
Glu Thr Ile

q gag aaa
: Glu Lys

60

gat tca acg
Asp Ser Thr
75

tgy ctg aag
Trp Leu LysS
10

Ctc aga aca
Leu arg Thr

aat att ata
Asn Ile Ile

25

cct
Pro

gaa
Glu

cct
Pro
45

aca
Thr

qatc
val

att
Ile

aga
Arg

cac
His
45

cea
Pro

qt
val
30

att
Ile

cty
Leu

tgg
Trp

gtq

aat
Asn
30

cayg
GIn

aca
Thr
15

aaq
LYS

gat
Asp

aca
Thr

qact
ala

cag

gca
Ala

atg
val

ety

agc
Gly

age
Gly
80

tag

Arg Trp

15
caa
Gcln

gct
Ala

aaa
Lys

R

48
96
114

192

w0
N

142



R

<210> 14
<211> 309
<212> DNA

<213> HNicotiana tabacum

<220>

<221> 1Intron

2222 (1)..(0309)

<400> 14

gtgaatctta tgttgtgeca catcaagica aaaaatgcac gtaccgtgtg aacttgttct 60
ttygtcttaty aatcacgtca ctatcctctc cettttcgat atgagatttc cctaaggtgt 120
catatgaatc ccttcttcgy aagettgeca gcataggagt ctatcaghce tttcacttga 180
cccgeectet cagectgect gcagtcatygg gojtcgeact actatattge totttegttt 240
aaaacttttt atttctaata cttcocctget ctttgtgtat gtctaatttc gactggtgat 300
gtrrrgcag 309
<210> 15

<211> 328

<212> DNA

<213> Nicotiana tabacum

<220>
<221> exon
<222» (1)..(328)

<400> 15

caa tTLg tgg cta tac cag clt ctt tgg caa ttg ttc cta Cctg cat taa 48
GIn Leu Trp Leu Tyr GIn Leu Leu Trp GIn Leu Fhe Leu Lau His

1 5 10 15

(7]

gag ttc aca atc gaa atg aat g9t atc gct tgg <ttt tgg tca cat tgg 96
Glu Phe Thr I1e Glu Met Asn Gly Ile Ala Trp Leu Trp Ser His Trp
20 25 30

tga gtg cat gtc cgt gtg cac tcg ttc tat cta cac cag ttg cca tgt 144
val wis val arg val His Ser Phe Tyr Leu His GIn Leu Pro Cys
35 40 45
grt gcg cac ttt' caa aag cag caa cgt ccg gtc Ltc tgt tta aag 192
val ala His Phe GIn Lys G1n GIn arg Pro val Phe Cys Leu Lys
50 55 60

aYle
)
=3

cay agt acc tLg aga ctc tag cta aaa tca aaa tca tLgg <ttt ttg aca 240
GIn Ser Thr Leu Arg Leu Leu Lys Ser Lys Ser Trp Leu Leu Thr
65 70 75

aaa cag g?a cta taa cta adg gag aat tta tyg tga ccg agt tca agt 288
Lys GIn Gly Leu Leu Lys Glu asn Leu Trp Prro Sar Ser Ser
80 85 90

[ 5]

O

ctc tga tty aty gtt tta gt¢ tca ata cac tgc ttt act g 328
Leu Leu Met val Leu val Ser Ile His Cys Phe Thr
95 100

<210> 16
<211> 463
<212> DNA

26



<220>
<221>

<222>

<400> 16
gtaaaggita

tggtratctt
ataaaagaty
totaatggtt
caggaactta
atataaattt

tactgcaata

ttcgtttaga

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<221>
222>

<400>

agt
Gly
1

&y
1ga

L9y
Trp

atg
Met

tic
Fhe

gga
Gly

gcy
Ala

aat
Asn

tac
Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

i 2ol

L™

<400>
gtaaatggtt gaatcatttc ttatgotcat agtagajata aaacatcaga gttataatta

17
203
DNA

ccactcatac
tcacggcaca
aaatagggag
caccatagag
gatgyaatag
tagaaatata
caaaagcaca

gtaaatacty

Nicotiana tabacum

atattctttt
ttgatagcga
tgccacattc
ccaaaataac
ttggatctta
arcaatgtat
tggecacacty

agttgtctag

Micotiana tabacum

exon
L.
17

aaa
LyS

cta
Leu

gtt
val
30

gga
Gly

cac
His

18
145
DNA

.(203)

cat tga g
H1s G
5

aca 3
Thr
20

tgc
Cys

aaa
Lys

aat
Asn
45

cta
Leu

ag

caa

qatc
Gln

val

a ttc
< Phe

tcc
ser

tgg
Trp
35

<gyg
S Arg

gaa
Glu

Nicotiana tabacum

Intr
(1.
18

on
.(145)

Arg

Arg

atgttgccaa
tataacatga
acattctcat
atatagacac
tacattgagg
tataatctaa
aatagaagcc

tgaatatttt

tcc
ser

10

tca
ser

agg

cgt tga geo
Ala
25

tga gat
ASp

agg
Arg

aat
AsSn

tag gaa
Glu

50

27

agagaattea
ttgatttata
attgaagttt
aacgtcagcc
acacataaaa
aattcttcaa
ttattcgaty

cag

gar
Asp

aqc
Gly :

aaa gece
Lys Ala

att

tag
Il

Trp

aag
LYS

40

1tc
Phe

ttc
Phe

aaq
LyS

aaatcttaac
tcatatattc
ctgaaatyqc
gtctgatatt
gracttggtc
atattcttga

gtctaaaaca

cqc tct
Arg ser
15
tag agt
ser

aat
Asn

tag
Trp

anc
Ser
55

s

1414

60



taagtatatg atttctccag ttaatttige tgttagattt tctttgacct gtttagcact

aatgcyggtgg atgtttygaat ttcag

<210> 19
<211> 203

212> DNA
<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> exon

<222% (1..0203)

<400> 19
tac cag aaa tag agg gtg ata gtt
Tyr G1n LyS arg val 1le val
1 5

tat ttt tgg gat cat ctc cag ctg
Tyr Phe Trp Asp His Lau Gln Leu

20

gtc gaa ttg gtg taa aag aag caa

val Glu Leu Va Lys Lys Gin
35

tc€a aaa c£cg cga tgc tta ctg gty
ser Lys Pro Arg Cys Leu Leu Va
45 5

tgc agg atc ag

Cys Arg Ile

<210> 20

<211> 619

<212> DNA

<213> WNicotiana tabacum

<220>

<221> Intron

<222> (1)..(619)

<400> 20

gtatattaat aattctgcat tacgctgaaa
gtcttaagaa ttttcactga actcttattg
acatttcatc taaatttaga gaacgtatca
tataaaatac ttaagacagt gtgatgtgaa
caagttatta tcacaactaa tataagatat
cggacgtacg acgtacaatt cttcacatat
atgtttagca taaagagtca agattagcat
atctattctt gtattgtacc caggggcgga
tgtatttgtg ttaasaaatt cacttcatat
ccatatttir tagaatccag aacccataaa

gaa
Glu

tga

atc gtt
Ile val Met

tca aag ¢aa

Glu
10

tca
Ser

= LyS

ttt
Phe
25

aac
Asn
40

gag
alu
ata
55

tgattataaa
tttccftctt
ccaagtaagt
gatgaaggtt
gctattgttc
gaaacctaca
gatgatttaa
actagtgtty
gtatttaaat
ctcaaaatca

28

agt
ser

gtc
val

tga agc

cag
GlIn

cta
Leu

accctttgga
ctatcatcaa
gctttacctt
aaatottoat
tccaataatt
tcagacgtac
gctgaatctg
tacttagaag
aatttatcca

tagatccace

a ttg
Leu

ccg
Pro

aga
Ser Arg

cca
Pro

aca
Asp Thr
15

Tttt
rhe

gta
val

atg
Met
60

ttattgttta
cattggttaa
tacagggtca
ctguataaac
ggacagatttt
atgacacgct
aatttcaagt
tcltcaaacat
gagcagtgag
totgattgta

d 1o

120
145

48

144

120
180
240
300
360
420
480
540
600



agtcggaaca attatgcag

<210>
<211>
<212>

<213

<220>
<221>

(R A,

<400>

21
1498
DNA

Micotiana tabacum

exon
(1).
21

tta ggt gya

Leu
1
aag

LysS

ata
Ile

ety

cat
H1s
65

Gly

gca
Ala

aly |

atc
Ile
50

Gly

aca
Thr

tca
sSer

ata
Ile

gct
Ala

gtt
val

gtt
val
115

tty
Lau

aaa
LyS

aaa
Lys

gty
val
195

- oy

gct
Ala

atc
Ile
20

81y

atg
Met

cta
Leu

aga
Arg

aca
Thr
100

tgy

Trp

ac

P w
%)
3

tagt
Cys

gct
ala

Latt
- ASp

Ile
180

tgt
Cys

aat

Asn .

.(14938)

tty
Leu

atc
Ila

ctt
Leau

aga

aag
Lys

act

f,

agc
Sar

tag
Trp

tca
sar

165
949

gat ¢
ASp G

aag
LyS

aat
Asn

atc
Ile

aca
Thr
70

att

val a

act
Ala

act

a Ala

atyg
M1

aga
Aryg
150

tgt
Cys

tca
Ser

. CCa

Pro

cag t

GIn

tct
Sar
55

aat

£
Iz Lo}
[R5

gcc
Ala

gtec
val

caa
Gln

Tttt
Phe

Tttt
Phe

; gct
n Ala

40
o1y

gac
Asp

aga tgt

Arg

N
=\ O
iy O

a
* Thr

caa
5n

caqg
Gin

cCt
Pro

tca

Ser

atc
Ile

aag
Ly'S

get
val
10

gca

Ala .

cta
Lau

ct

tcg
cer

aaa
LyS
185

caa
a1n

gac
Asp

gca
ala
10

aagq
LyS

gea
Ala

gct
Ala

%

att

cct
Pro

gaa
Glu

gaa
Glu

tta
Leu

ctc
Leuw

aga
arg
75

att
val

ttg
Leu

L act

Thr
35

tcy
ser
155

aat
Asn

aca
Thr

gtc
val

C att

Ile

ctc
Leu

act
Ala

gca
Ala

gct
Ala
60

ata
Ile

—
=y

o

gca
Ala

a9a

29¢
Gly
140
cat
H13

gct
Ala

agt
ser

tcc
ser

gaa
Glu
220

cta cca

Leu

cca
Pro

aca
Thr
45

aaa
Lys

ccg
Pro

aat
asn

ata
Ile

aca
Thr
125

aca
Thr

caa
Gln

teg
ser

205

aat
Asn

tca
ser
190

gga
Gly

agt
ser

dag
Glu
15

qcqg
Ala

gac
ASp

aca
Thr

act
Ala

att
Ile
95

qgt
Gly

ttg
Leu

aga
Arg

cac
His

ctg
Leu
175

tgc
cys

tca
Ser

2y

gac
Asp

atg
Met

att
Ile

agc
Gly

gca
Ala
80

ata
Ila

tat
TYr

aaaq

Tttt
Phe

J14

619

48
144

240
288
336

334

624

£72



cat
His
225

gca t
Ala ¢

tge
Cys

gaa
Glu

tca
Sar

aat
Asn
305

atg
Met

&ty

tta
Leu

cat
His

gac
A3p
385

tgc
Cys

aca
Thr
465

aac

Asn

Tt
Ser

cCa

Pro .

toc
Cy's

gaa
Glu
290

agt
ser

act
Ala

aat
ASN

act
Thr

tct
Sar
370

ttc
Phe

tct
ser

[ daa

LyS

C.?t
H1s

cat
H1s

caa
Gln

gct
Ala

aac
ASnH

aac
Asn
355
gt
Ala

agt
ser

acc
Thr

tca
ser

cCct
Pro
435

caa
Gln

tgc
Cy's

gaa

" Glu

tct
Ser

L
Cer

260

tcg
Ser

aag
LyS

Tttt
Phe

aad
Lys

aat
ASN
340
tct

Ser

act
Thr

gat
ASP

aag
Lys

tgt
cys
420
tca
ser

age

[
v
S

tcg

Ser .

tca
ser

cgr
Arg

gca
Ala
245

grt
val

tcg
Ser

tca
Ser

C":.\t
H1s

aca
Ala
325

tgc
Cys

cta
Leu

tca
Ser

cct
Pro
230

gtt
val

gaa
Glu

aag
Lys

tgt
cys

t¢t
cser
310

agc
oly

tca ¢
Ser

gta |

val

agc
ser

daa
Lys
320

tct

ser

aat
Asn

acc
Thr
470

tct
Ser

gea

~ Ala

455

aat
AsSnh

Ui
)
S

grt
Ala
280
aat
ASn

cCC
Pro

Lot

.Ser

360
aaa
Lys

tgt
Cys

cca
Pro

s tgc

Cys

tca
Ser

31

265

gct
ala

tca
ser

caa
GlIn

agy
Gly

tgt
Cys
425

caa
Gln

tca
ser

KD
©LyS

atg
Met

aay
LyS

tot
Cys

tcc
Ser

tgt
Cys
410
tca
ser

aca
Thr

age
ser

aat
ASn

tct
ser
490

30

tcg
ser
235

tca
Ser

cat
His

tgc
CYyS

caa
GlIn
315

tca

ser

aag
LysS

aag
LyS

tgc
Cys

oCa g

PIro
300
tgc
Cys

gaa
Glu

agt
Ser

CcCa
Pro

atg

Met !

gga a
Gly :

Cé}t
Hs

caa
GIn
285

ASp

tgt

tca
Saer

aat
ASN

gct
Ala
365

ace
Tht

tat

tca

Ser

C tcc

ser

tca
Ser

aag
LYS

tgr
Cys
350

cca
Pro

aaq t

LYS

L cct

Pro

gtt
val

gac
Asp
430

aagq
Lys

tca
ser
335
cat
His

caa
Glin

cys

cada

GIn

tct
ser

415

aat ¢

Asn

tty
Leu

gga
Gly

caa
GlIn

aaa
Lys
495

aaa
Lys
240

cag
Gln

cct
Pro

gtt
val

gaa

aag
LyS
320
tot
Cys

tct
Ser

tot
Cy's

tce
Ser

ace
480

act
Thr

964

1008

1056

1200

1440



gct aat tca g

Ala Asn Ser

<210> 22
<211> 321
<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum
<220>
<221> 1Intron
<222 (1)..(320
<400> 22
gtacgaccag attcctctte ttgttaatac
ttatttggee ctctgtcgga goatataaty
gaattgcaaa tctctagecat cgtgacaaaa
aggctgtcac agacccttot tcatactgea
gatttgaaac aaataaagtt ctictigagg
gagtaggttt gagattttca ¢
<210> 23
<211> 33
<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum
<220>
<221> exon
<222> (1)..(333)
<400> 23
gtt caa ggt cat gca gaa ata aga
val GIn Gly His 4la Glu Ile Arg
1 5
aca gtt ttc att cac cac tta cta
Thr val rPhe Ile His His Leu Leu
20
€gJg agc aga aaa gct tgg att tag
Arg Ser Arg Lys Ala Trp Ile
35
atg atc ttc gte aty goct got ctg
Met I1e Phe val Met Ala Ala Leu
50 55
tag aca agg cat atg aca att gty
Thr arg His Met Thr val val
65 70
ttc aag gca ata ala ctg atg tat
Phe Lys Ala Ile Lys Leu Met Tyr
80 85
ctc att'gta aca ¢gca cca ate aaa
teu Ile val Thr Ala Pro Ile Lys
95 100

His

cccecgaacc
gttagttaaa
ttcttagatce
ttagaggaga

tgtatggaga

[ (CC

agy
Ala

Arg

Ser

aa aag
u Lys

aac
Asn

aag

-
<

(71
- o
o
cw

aaa
Lys
105

cat geoo

Ala

31

a gt

LyS

aaactatagyg
cctgaaatca
atatacaact
gcagccaatt

ggcratgaga

act
Thr

ctg
Leu

4

agg
Arg

va
30

ata
Il=

45
atg atc
Met

val

gaa t
Glu S
90

cty

Leu val

caa
GIn

aaa
Lys

aat
Asn

ata
: Ile

gt 2

- agg &
Arg

gtt

atctaaagta
totagtctat
ttgagaatart
ttitaticat

atcatrtact

cca
Pro
15

aga
Arg

tre

age
rhe

Sear

caa
GIn

gtc
val

att
Ile

cag
Arg

ctg
Leu

149

1498

144

240



<210> 24

<211> 220

<212> DNA

<213> Nicotjana tabacum

<220>
<221> 1Intron
<222 (1)..Q220)

<400> 24
gtaggcacta ccaaatcata tgatccaaag tgctcctcca ccttcactcc tacaataaat 60

gttcgatcaa acttcataag aagatagcat atgcatcgca aatctctaaa aaaatgatgg 120

ataatgttac tcaccaacta gtttgagata gaagtttaac tgattgetat atatcgttaa 180

rJ
rJ
b

ctataaaaaa ctactitgtta attagagctg agattttcay

<210> 25

<211> 774

<212> DNA

<213> Nicotiana tabacum

<220>
<221> exon
<222 (1)..(774)

<400> 25

gat cga tga cat gcg gaa atg ata aga tcc tgg act ctc taa gea tec 48
Asp Arg His Ala Glu Met Ile arg Ser Trp Thr Leu Ala Ser :

1 5 10

o
>

atg gtt gtc att cgo atg ata atc cac tcc acg ang aga aca acc tgg
Met val val Ile Arg Met Ile Ile His Ser Thr Arg Arg Thr Thr Trp
15 20 25 30

agc aga aaa tct tgg atg ttg Ltg gag aag gta taa aat cac Ctc atg 134
Ser Arg Lys Ser Trp Met Leu Leu Glu Lys val Asn His Leu Met
35 40 45

ctg tcg gtc atg get gtt cgg aca agy aac acyg atc act cac atrc cag 192
Leu Ser val Met Ala val arg Thr arg Asn Thr Ile Thr His Ile Gln
50 55 60

aaa agg cat atg aca gtt grg caa cag atg att gttt grt Trt cag ttc 240
LYysS Arg His get Thr val val Gln G1In Met Ile val val phe Gln Fhe
5 70 75

aag tcc atg gca Ltg acg acg tat caa aaa gty aaa trc aag aaa ciy 288
Lys Ser Met Ala Leu Thr Thr Tyr Gln Lys val Lys Phe Lys Lys Leu
80 85 90

ctc att gtg aca gca caa agc aga gca tgg tca tct cca gca get gca 336
Leu ITe val Thr Ala Gln Ser arg Ala Trp Ser Ser Pro Ala Ala Ala
95 100 105

aac atg aac caa aag atc agg taa act gtg gac ttc act cta aaa 284
Asn Met Asn G1In Lys Ile Arg Thr val asp Phe Thr Leu Lys
110 115 120

—

- L
[’

cta ctc caa ctg atg aag aac tay cca agce tog tta gJaa gat gct gcq 432
Leu Leu GIn Leu Met Lys Asn Pro Ser Trp Leu Glu Asp Ala Ala
125 , 130 135

aat aca aac cat gcc acg acg tcc gtt ctg oct gca gga age atg ctg 4380
Asn Thr Asn His Ala Thr Thr ser val Leu Ala Ala Gly Sar Met Leu

32

120,



140 145
cag aat gtg gtc caa ccg ttc gat
Gin asn val val Gln Pro Phe Asp
160
acc ate atc art acc tag act gca
Thr Ite Ile Ile Thr Thr Ala
175
tag aga aga gac aca tcg gtg gat
Trp Arg Arg Asp Thr Ser val asp
190
gtt ¢gtg <Ca aga aga acc acc ttg
val val Pro Arg Arg Thr Thr Leu
205 210
cag aaa ttg tca tag agt aga toc 3
GIn Lys Lau Ser cser Arg Cys
220 22
aac trc cta cct att tta tct tca a
Asn Phe Leu Pro Ile Leu Ser Sar
235 240
aaa gca
Lys Ala
250
<210> 26
<211> 498
<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum
<220>
<221> 1Intron
<222>  (1)..(49%)
<400> 26
agggcgaatt ctacapatat ccatcacact
ccaattcgee ctatagtgag tegtattaca
actgggaaaa ccctyggegtt acccaactta
gctgycytaa tagcgaagag goocgeaccy
acgtacggeca gtttaaggtt tacacctata
atgtacagag tgatatiatt gacacgcegq
cacgtctyct gtcagataaa gtctcccgtq
aaagctggcyg catgatgacc accgatatgg
aagtggctga tctcagee
<210> 27
<211> 303
<212> DNA
<213> artificial Sequence
<220>
«223»

 caa
Glin

150

tca
Ser

cta
Leu
165

gtc
val
180

gta
val

aca

caa

gtt
Gln

val

. ccg
Pro

aag
Lys

agt
ser

aacagcrgct
attcactggce
atcgecttyc
atcgeectte
aaagagagag
gacgacgoat
aactttaccce

ccagtgtgcce

33

Thr &

ser

ttt

Phe val

(>4
s
o
w1
1
-

. tac
Tyr

gtt

gaa
ar Glu

155

ggg aca
G?y Thr
170
cgc

Arg
185

tot
Cys

aat
asn

aag
Lys

200

gag
Glu
215

tgt
Cys

aca
Thr
230

gt
ala

gct
Ala
245

ciageatgcea
cotegtttta
agcacatccc
ccaacagttg
cecgttatcgt
gytgatccce
agtggtacat

gotcteonght

reverse Complementary Sequence of Exon 1

gag
Glu

tat
Tyr

aat
Asn

tat
Tyr

gtt
val

gtt

gta
val

val

aarc
ASnN

Tty
Lei

tctagagagce
caacgtcgta
cctttcgeea
cgcagcetat
CtgttLatoy
ctggccagtg
atcggoaaty

atcgaggaaqg

JJ

528
576
624
672

he de

’ e

774

60
120
180
240
300
360
420
480
498



cguagaaatyg
aacctcttta
acag-aaatt
ttcacttteen

gaatttctag

agaagagaat
accccttcaa
cccaaaacat
accatttttc

tictggaata

artificial Sequence

catgaataac
gattcttgag
caaaatagct
tccttcetcta

tattggatat

aatgacagtc trtgttgtaa

aattttttca

cttgctcaac
aggagoagga
acttttgttt

«223»  Reverse complementary Sequence of Exon 2

<400> 27
caattcgttg
caattactga
cttctgaagt
cattcattrt
gatgaaaaag
tga
<210> 28
<211> 258
212> DNA
213>
<220>
<400> 28
ctgctattaa
Ltaaaaataat
caaaaaagta
ttggccattt
cttgattcaa
<210> 29
<211> 98
<212> DNA
<213>
<220>
<223
<400> 29

aacaagaatg
tggaggaatc
cttcaaagat
cttttggtag

tgctttaa

tcgatgtcaa
ccaactygcaa
gagagtccaa

frtttctctc

Artificial Sequence

gagtgaggtt
cagctacaaq
gcaatattic

ctttcactct

tcgeacggea
tgctaaccat
actgccaatt

tatgettgct

Feverse complementary Sequence of Exon 3

actagaacaa
tterttgttt
gaagataata

tggaaagagg

gccacacctce
tggaaagarg
gcaaatggac

tctaatettg

cttgtgactt gecchtgact ctagecattc tgcaatggcg aataagaaga caatagtacc

agcttcccaa taatcgtgta aaacaattga tccageca

<210> 30
<211> 256
<212> DNA
<213>
<220>
<223~
<400> 30

catttagatt tatagcgcca

actcgcctgt cagtgttttc

taggtatragt ttcaccagct

Ttacgacttc tecgorttee

acatagcggc ggtage

<210> 31

Artificial Sequence

gcecagaceg
tcgtccacygt
ttcacagcaa

gctaaaacty

34

Reverse Complementary Sequence of Exon 4

cacattccce ttccactaca

ttgaatctct ttocttagaa actggaaacy
actccatcaa
gaatgcratt caccttgact tcatcaacat

ctgttggagg gactatattg accagtgatg

Jaa

60
120
130
240
258

A0
120
130

256



<211> 142
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223  Reverse Complementary Sequence of Exon 5
<400> 31

tagcctggtg tataatattt agcacacttg tcgatgtatc ttragatttt tgatttcttg
ttctgageat cttcgacagg ctgtgccatc ctagcecaccg cacaatcttc agccaaagec

gtagtcttaa cactgatata gc

<210> 32

<211> 32

<212> DNA

<213» Artificial Sequence

<220>

<223> Reverse Complementary Sequence of Exon 6
<400> 32

cagtaaagca gtgtattgag actaaaacca tcaatcagag acttgaactc ggrcaccata
aattctcott tagttatagt ccctgttito tcaaaagcca tgattttgat tttagctaga
gtctcaaggt actctgetce tttaaacaga agaccggacg ttgctgottt tgaaagtgcy
caacacatgg caactggtat agatagaacg agtgcacacg gacatgcact caccaatgtg
accaaagcca agcgatacca ttcatttcga ttgrtgaacte ttaatgeagt aggaacaatt

gccaaagaag ctggtatagc cacaattg

<210> 33

<211> 203

<212> DNA

«213> Artificial Sequence

<220>

<223% Reverse Complementary Sequence of Exon 7
<400> 33

ctgtggtaca tccagetctt gaagaaatit tcctattcce gacatagatt tocattcecat
caattcttce aaatatccct tcaccaggaa aattitgaaa ccgotcaact ctatcagget
ttggcteaac ggaatttgat tgtgcatagt ccaccagage ggtitgecatc ggatgacoty

acttgctote aatgctigaa acc

<210> 34

<211> 203

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223~ Reverse complementary Sequence of Ewon 8
<400> 34

ctgatcctge acatggttyg cagotyrata acgatcacca gtaagcatcyg cagttttoat
acc-atctge ttcoagttcto tcattgeothc ttttacacca attcgacaaa catcggaaag

actgaaaatt ccagctggag atgatcccaa aaatatgtat ccaacagact trcctttgaa
35

REVE

]
120
142

€n
120
180

€0
120
180



actatcaccc tctatttctg gta

<210> 35
<211>
<212>
<213>

<220>

<223

DNA

<400> 35
ctgaattage

tttgtgaata
tggagcettya
gatcaggaty
atgatttaga
cttgaggaat
ttecacatga
aacatactag
tgttatttcc
tcgatgaaca
ggcactgatt
ccatcttcga
agtctgggca
tagcagceat
caatggagtc
atettggaac
tatcagagca
ggtaaqgganc
ctcctegtag
ggacagcagc
taacggctga
cagetticggy
cgagagctga
catcattaay
ttgrigectt
<210> 36
<211> 333
<212> DNA

<213

1498

Artificial

agrrrtgeat
acaagaattc
agrtgcagat
tgaaggatya
cccagaaact
tttgtcggat
tttgttgeott
agagttagtt
acatgacttt
gcattgagga
atttccacat
cgagcageat
ctgattattt
cttcgacgag
tgggcactoa
acacacctcg
acacagctag
atgcgaagga
aagtagcatg
ccaaaccaat
tataatcata
tattctrccy
cccagagatg
gceygtegret

atectotgat

sequence

gatggaccag
ttoctattgg
tgactirgto
ctactattgt
gcagattgac
tgacaacatt
gaagtagcag
aaagaargac
gattctgaaa
cgaggataaqg
gacttrgatt
tcagogacgag
ccgcatgact
cagcattoag
ttatttccac
gacgagcaty
agagcatttt
qtagaagatc
ctgttcaaaa
ggataacctyg
trctcaacaa
atgtcattty
cccattaaga
atcatcgctg

aggagttoty

artificial Sequence

acatctttga
tgtcrgagea
gagcacacaa
cttttgagtc
accctggauc
ttrtatcact
aatgacattg
aattactctt
gtgcagattg
aatgaaaacc
ctgaaactgc
gatgagaatg
ttoattctga
gacggegata
atgactttga
attgacttgt
ccgactiyca
tccaacattt
tcactagcaa
ctattgccaa
tctrecttcy
tcattagtat
tgccaatgtc
ttggagetrtc

cttgaaattic

36

peverse complementary Sequence of Exon 9

agagcataat
ctttgtattt
cttagacatq
tgaacacttg
agacttctta
gaagtcgaay
tggaqcagac
gtgaatggag
gcctgettta
actattLcca
agattggcac
Qaaaccacta
aactg-agat
agaatgaaaa
toocgagaag
acatttcttt
acatgaagct
tttcccatygt
gecatgtceca
tgcaactatyg
dactcttcta
agcatggecct
agctgtract
cttctgaaaa

atccaaaget

tcagagttay
ccacatgtcc
catgtttgat
ctattteccac
gtagancacyg
cacttggtac
atcttagaag
tctgagcaat
gcagccatct
acggagtctg
gctttagcag
ttttcaacgg
tggcatgctt
ccactatttt
acaggttgac
tgtgactcaa
ttgtetttot
ctgcgtatgce
gtatctgcga
jcagectttg
gcaagacygtg
gtttotttag

aatgcaqgag

ccctrgatga

ccacctaa



<220>
<223~
<400> 36
ctgaacttoc

cagtttcurga
aactgtcata
gaagatcatg
gcttiteece
cctggcactt
<210> 37

<211> 774
<212> DNA
<213>

<220>

2

o

<400> 37
tgotttgtte

atatgtacac
ttgctccaag
cgatglgtct
gatggttgtc
gcttoctgea
gcttgoctag
gatcttttyy
aatgagcagt
aaaaacaaca
gttccttgte
catccaagat
aaccatggat
<210> 38

<211> 260
«212> DNA
«213>

<220>
<223

<400> 38
atttgtagty

tgtcagtytt
agtttcacca

Lictccactt

agtttggecat
tacatcagtt
tgccttgtet
acttgattec
actgaqtgaa

cttatttcty

aaattancag
ttcgyattge
gtggrtctic
ctictciaac
ccgtaagata
gCcoagaacgy
ttcttcateca
ttcatgttiyg
ttcttgaatt
atcatcrgrt
cgaacageea
tttctgetec

gcttagagayg

Sense Sequence

ccageciaga
ttotegteca
gctttaacag

trCagcetaaaa

gtttgattgg
ttattgectt
aaatttgtat
ttatcttttc
ttagtaagntg

catgaccttg

artificial Sequence

ctcaacttct
atctactcta
trggcacaac
agcgaacaaa
ttgatagttg
acatcatygac
gtrggagtag
cagctgctygy
tcacttttty
gcacaactgt
tgaccgacag
aggttgtict

tccaggatct

artificial sequence

tyctgteaca
gaaccgaata
gatcatgrtc
ggactaaatc
gtgaatiaaa

aac

tgaagataaa
tgacaatttc
artcrtttet
cettacgace
atcgaacqqt
atggrttgta
ttttagagig
agatgaccat
atacgtcatc
catatgccett
catgaggtga
ccrcgtgyag

tatcatttco

Transgs=ne Construct

ccgtltgaatc
cgtcacatte
caagaatget

ctgctgttgg

tatttgctta
ceottecatt
attcaacttg

agggactata
37

Reverse Complementary Sequence of Exon 10

atgagcagtt
acaacattct
ctegtcagag
caagetttte

actgttcreg

Reverse complementary Sequence of Exon 11

ataggtagua
tgataaacct
gaagctgtca
actgcagtct
tggaccacat
ttcgcageat
aagtccacag
gclctgettt
aatgccatag
ttctggatgt
trttatacct
tggattatca

gcatgreate

gaaactggaa
acaacteccat
acttcatcaa

ttgaccagtg

tcctggatte
tgtaaggcac
cagccatgac
tgctccgaaa

gttgcagagr

agtttacaac
cctccgaaac
cagcatccac
aggtaatgat
tctacageat
cttctaacca
toattracect
gtgctgtcac
acttgaactg
gagtgatcgt
tctccaacaa
tgcgaatgac

gatc

acgactcgce
caataggtat
catttacgac

atgacatagc

60
120
180
240
300
333

120
130
240

360
420
480

600
660

720

60
120
180
240

443



agcagtagcc tacataacca

<210> 39
<211> 96
<212> DNA
<213
<220>

< 223s
<400> 39

artificial Sequence

Spacer Seqguence Transgene

agcctgaaga attgagcaaa taacaitaacd

aatgaagcat gaaggaatac tacactacca

<210> 40
<211> 260
<212> DNA
<213»
<220>
<223
<400> 40
tggttatgta
ttttagctga
ctyttaaage
tggacgagaa
tctgggctgg
<210> 41
<211> 616
<212> DNA
<213>
<220>
<223»
<400> 41
atttgtagtg
tgtcagtatt
agtttcacca
ttctccactt

agcagtagec
tgaagtttca
tatgtaggct
agetgaaaqt
taaagctggt
cgagaaaaca

ggctggcact

ggctactgct
aagrgoagaa
tggtgaaact
aacactgaca

cactacaaat

RNAT sequence

ccageccaga
ttctegtecca
grtttaacag
tcagotaaaa
tacataacca
gractaaata
actgctgeta
gaagaagreq
gaaactatac
ctgacaggcyg

acaaat

Artificial Sequence

gctatgtcat
grcgtaaatg
atacctattq

ggcagagregt

Artificial Sequence

ccgttgaatce
cgtcacattce
caagaatgct
ctygctgiigg
agccetgaaga
aatgaagcat
tytcatcact
taaatgttga
ctatt)atgy

agtegttice

construct

aaacaatact

tttaga

cactggtcaa
ttgatgaagt
atggagttgt
ttccagtttc

tatttgctta
cceecttecatt
attcaacttg
aggnactata
attgagcaaa
faaggaatac
ggtcaatata
tgaagtcaag
agttgtaaty

agtrictaay

38

tgaagtttca gcactaaata

Reverse Complement Sequence Transgene construct

tatagtcoct ccaacagcag
rcaagttgaat agcattcttg
aatggaagoa gaatotgacs

taagcaaata gattcaacgq

gaaactggaa acgactcgcc
acaactccat caataggtat
acttcatcaa catttacgac
ttgaccagtg atgacatagc
taacattaac aaacaatact
tacactacca trtagatggt
gtccctccaa cagcagtttt
ttgaatagra ttettgctol
gaaggggaat grgacgtgga

caaatagatt caacggtcty

rS
N
2D

60

Jag



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

«223>

<400>

42

192

DNA

Artificial Sequence

sense Sequence Transgena2 Construct

42

tgagagcaag tcaggtcatec cgatggeage cgctctgotg gactatocac aatcaaattc

cgtigagcca aagectgata gagttgagea gtttcaaaat tttcotgatg aagggatatt

tggaagaatt gatggaatgg aaatctatgt caggaatagg aaaatttctt caagagetag

atgtaccaca gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

«223»

<400>

43

138

DNA

Artificial Sequence

Space Sequence Transgene Construct

43

taaatggttyg aatcatttct tatgctcata gtagagataa aacatcagay ttataattat

aagtatatga tttctccagt taattttget gttagatttt ctttgacctg tttagcacta

atgcggtgga tgtttgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<203

Npuipie pvs

<400>

44

196

DNA

Artificial Sequence

Reverse Comp1ementary sequence Transgeneg Construct

44

cctgtggtac atccagetcet tgaagaaatt ttcctattcec cgacatagat ttccattcaca

fcaattcttc caaatatcce ttcaccagga aaalttttgaa actgctcaac tctatcagac

Tttggetcaa cggaatttga ttgtgcatag tccaccagag cggctgocart cggatgacct

gacttgctct caatgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223

<400>

45

526

DNA

artificial Sequence

PHAT Sequence
45

rgagageaag tcagytecatc coatqgcagce cgctctggty gactatgcac aatcaaattc

cgttgagcca aagocctgata gagttgagea gtttcaaaat tttcctggrg aaggogatartt

tgaa

agaatt gatggaatgy aaatctatgt cgggaataga aaaartictt caagagctgg

atgtaccaca ggtaaatggt tgaatcattt cttatgotca tagtagagart aaaacatcag

39

INEN

€0
120
180
192

60
120
138

60
120
180
196

6o
120
180
240



agttataatt
tgtttageac
ttcctattce
aaattttgaa

tccaccagag

<210> 46
<211>
<212>
<213>

DNA

<220>

«223>

<400> 46
acgaaacaag

tatacatgtg
aacgaggttc
gctacacaga
ctaccaacag
cgaaggacgt
.£gaaccgatc
ctagaaaacc
ttactcgtca
ttrttgttgt
caaggaacag
gtaggttcta
ttggtaccta
aacgtcaaac
gactatgtag
gtatacggaa
gtactgaact
ggggtgactc
tgaagaataa
agaaacttct
ggctogtgaa
gtgtgttgaa
aactcagact

gacctcgtrct

4392

ataagtatat

taatgcggtg

gatttctcca

gatgtttgaa

gttaattttg

ccitgtaggtac

cgacatagat ttccattcca tcaattcttc

actgctcaac tctatcagge tttggetcaa

cggetgecat cggatgacct gacttgetct

tttaartcgtc
aagcctaacg
cacaaaaaag
gaagaggttg
ggcattctat
cggtettgcc
aagaagtagt
aagtacaaac
aagaacttaa
tagtagacaa
grtrgroggt
aaagacgagg
cgaatctotc
cgtacaaact
‘tcaaaataac
cagatttaaa
aaggaataga
acctaatcat
agacgtacty
cgtactaagt
acataaaggt
tctgtacgta
tgtgaacgat

gaagaaccat

Artificial Sequance

gagttgaaga
tagatgagat
aacegrgreg
tcgerrgtt
aactaccaac
tgcageacocg
caacctoatc
gtcgacgacc
agtgaaaaac
cgtgttgaca
actggctgte
ttcaacaaga
aggtectaga
aaccacgaca
ggaacttgac
catactagta
aaagcctrgat
tcaccactta
Jaacttggac
ctcaaccaaa
gtacaggacc
caaactacta
aaaggrgtac

ctcgtgraaa

Revarse Comp]ement Sequence

acttctattt
actgttaaaqg
taagaaaaga
ggaatgctag
tagcttgccea
taccaaacat
aaaatctcac
tctactggta
tatgcagcaaq
gtatacggaa
gtactccact
ggagcacctc
atagtaaagg
gtgttacten
ttattgttge
cadggagaeag
ttaggttcoa
cttitgacaa
ttaatcgtca
cacttattgt
tcgaacttca
gecctacact
taaatctgggy
ctecttaaaa

40

ctgttagatt
atccagctct
caaatatccc
cggaattiga

caatgc

tatccatcct
actattiqga
cttcgacagt
tgacgtcaga
acctggtgta
aaacgtcgta
ttcaggtgte
cgagacgaaa
ttacggtacc
aagacctaca
aaaatatgga
acctaatagt
cgtacagtag
tcaaaggacc
aagaacattc
tctegtcggt
aaagacgaqa
gagccaacat
aaacgtacta
tcttaagaac
acgtctaacc
tcctacegat
tctttgacgt

cagcctaact

ttotttgacce
tgaagaaatt
ttcaccagga

trgtgcatag

tcaaatgtts
QQaggttLty
gtcatagatg
tccattacta
agacgtcgta
gaagattagt
actaaatgga
cacgacagtq
tgaacttgac
ctcactagca
agagattatt
acgettactg
ctaggacttg
taagqtcaaa
cgqtgttgaca
actgecttcta

ctttcgaaaa

gataaccaca
gaaacacctc
gataacagaa
ctaactgtag

gttotaaaaa

240

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



acagtgactt
ctgtaacacc
atgagaacac
gtctaaccgg
cttttggtga
ctttgacgtc
actcttactt
ctaagacttt
gccgetarctc
ctgaaactag
actygaacatyg
Cigaacgltyg
ttgtaaaaaa
gatcgttcgt
aacggtrtacg
aggaagetig
aatcatattg
gttacagtcg
ctcgaaggaa
ctttaagtag
gtggtcattc
gtggttaagc
acataggttg
gtrgagaact
tatagggaag
ttaaactaac
acgaactttyg
gccagtggta
aaaatcgatc
aactttcacg
agtggttaca
atccttgtta
tgaacagcta

ggtaggatcg

aatctaaaca

cagcctcgtg
tcgtctgtag
tracctcaga
acgaaatcgt
taaaaagttyg
taaccgtgceyg
ttggtgataa
gacgtctaac
ttacttttgy
gactcctetq
taaagaaaac
tacttcgaaa
gygtacagac
acagggtcat
ttgataccgt
agaagatcgt
taccggacaa
acaacgatta
gacttttqgg
gtttcgaggt
gtagogccaa
tgtttgtage
tctgaaagoa
tctttaaaag
tggrcerett
acgtatcagy
ggtcatttcy
tttaagagga
tcagagticc
cgttatgtac
ctggtttcgg
acggtttctt

catagaaacc

aaccatgaag
aaccttcttg

ctcgttaaca

cctecanacce
aaatcgtceag
aagttygcecte
cgtacgaaat
tgataaaagt
tccaactgta
actgagttat
cagaaacace
gcacacaggag
agacgeotect
cggaaacatt
tcrgcangte
agaaatcgcet
cgtcctegra
aactactaac
goattnacta

sactatgggt

aactttgata
garaagggct
aaaactttga
tagtctegece
tcacataact
aatcaatatc
atgagacgag
cgttgaccac
ttcgeotatygq
cgactatatc

caaaaactaa

. agaagtcgat

grctagcaac

gtgtactaaa
tatgatctct
ataaaggtgt
tactrotegt
gtgactaata
tagaagctge
agacccgtga
cgtcggtaga
tacctcagac
gaaccttgty
agtctegtty
accctegtac
gagcatcttc
gtcgregaat
gctgactata
Jaaagcecata
ctcgactagg
gtaattccag
aacggaacag
ggacqgtgtac

agacgaagtc

- tttaaggtcg

ataggagata
gtatctaaag
cgagrtgaga
gacagtagec
ctgattttgg
agggacaaaa
gaaatittgte
atctatctty
taagtaaagc
qgtgttaacg
agaacaagarc
ttcggeatea

ttagagaaac
41

caacgaactt
caatcaattt
actgaaacta
aactcctgec
aaggtgtact
tcgtegtaag
ctaataaagg
agcrgetegt
ccotgactaa
tgtaggagest
tgtcgaccee
gcttecteat
atcgtacgac
ttgattacct
ttagtataag
agaaggctac
tctctacgga
cagcggatag
gagaccatcc
caaccgtcga
aagagagtaa
acctotacta
aagaccatga
gtaaggtagt
tagteccgaaa
tactggactg
tagttagtct
cagttttcgg
ttctggccty
ttcacgtgta
taacacttga
accacatatt
tcgtagaagce
gaattgtaac

gaatcttiga

catcgtiotta
cttactgtta
agacrttcac
cctactctta
gaaactaaga
tcctgocect
cgtgctgaaa
cgraactcct
taaaggtgta
grotogtacta
tcgtaaaagg
cttctagaag
aagttttagt
attgaacgat
agrtgttaga
agraaacaat
taactctaca
tagcgacaac
tcaagacgaa
cgtattgtta
cqaagaaaat
aggtttttat
caccatgtag
taagaaggtt
ccgagttgee
aacgagagtr
ctgaacttga
tactaaaact
caacgacgaa
cctgtacgtg
gaattacgtc
ataaatcgty
tgttogacac
tatatcggta

cctttgctga

D

(3]

149



gcggacaqtc
catatcaaaqg
gctgaagagg
atcgtcgeca
tctgttatca
tttgttetta
aacctcetta
tgaagtttit
agaaaaccat
tacgaaattg
aacaacactg
gatcttgtto
agaaacaaag
ttctattatc
ccrtrctcca
<210> 47

<211>
<212
<213>

<220>

«223>

DNA

<400> 47
acgacggeca

tgctcgageg
aagaagagaa
tttgatgttt
aatcttgaag
catgattcte
gaagcaagta
gcaattggca
caatggttag
gctyccgtoc
tcaattgttt
gaatggctag
atagtoeocte

aagttgaata

acaaaagagc
tggtcyaaag
cgaaagtcga
tcggaacact
tggtcgaagy
caactacagt
gggttgacgt
actctcaggt
caaaaagaga
ttaaacaacg
ttaatgactt
aagacttcat
taagtaaaaa
tactrtttes

ct

4011

Sense Sequence

gryaattgta
gccgocagta
tggtagaaag
tgggaatttg
gagttaaaga

toctoattte

taagagtgaa aag

gtguaatatt
cacttgcagc
gaaacctcac
tacacgatta
agtcaagaqc
caacagcagt

gcattcttgc

aggtacagtg
tgtcgttctt
titttgacgac
gaacgggaac
gttattagca
tctcacteca
tgtegacglt
tcgttataag
agaaagtgag
cctetttact
tggagaaatt
gtcgtttaag
agtgaaaggt

ttaaagatca

Artificial Sequence

atacgactea
tgatggatat
tgagaaaatg
ctytacttea
gatttcagta
tcagcaacaa
agagaaa

gcttagacte

)

tattgcagtt
tcttgacatc
ttgggaagct
aagtcacaag
tttagctgaa

tgttaaagct

taaggagaaq
acgataagtq
aacctcectg
tgagatcgor
cattttotta
aagcgtgecg
cacgattggt
gtgacogtta
aatacgaacy
ctictettag
ggagaagtec
ggttttgtag
ggtaaaaaga

agaccttata

ctatagggcy
ctgcagaatt
aatgacacaa
gaagttgrtc
attgtcacaa
attgttaaag
aactaccaaa
tcatttctga
guygattcctc
aacattcttg
gatactatty
gcractgetaq
agtggagaaq
ggtgaaacta

42

gtgatgttga
gaactgaagt
atataactgg
aagacgttac
actaggtcgy
trgatgtgga
aacctttceoa
acgtttacct
aagattagaa
tacttattgt
taagaactct
trttatcgag
goaanagatt

taacctatat

aattgggccc
cagcccttgag
agaatctgag
ttgttgaaaa
caaagactgt
cattgaatca
agaaatggcc
agtacttttt
caattatttt
trttaatage:
tcttottatt
ctatgtcatc
tcgtaaatgt

tacctattga

ggtagttatc
agttgtaaat
tcactactgt
cgetrattct
tgacgataat
gatttttatt
cgtttrrtca
gaaccqgtaa
coaactaagt
tactgtcaga
tgaaaaaqgtt
aacgagttga
cctontectc

gaaaacaaaa

tctagatgcea
gaaacataga
caagagctat
aattctcaag
cattgtrtart
agcaagatta
aagtccattt
tacaccttte
tagagatgtg
agtgacggga
caccattgca
actgatcaat
tgatgaaqtc

tggagttgta

4200
4260
4320
4380
4392

420



atggaagagg
aagcaaatag
aagactacyq
grtcagaaca
ccagcaattg
aatcgaaatg
cttgtgctat
cttctgtita
gacaaaacag
gatggtettg
catccgatgo
gatagagtty
atggaaatct:
gaaatagagg
cccgetgaaa
gagetgaage
aaccatgryc
gaggacaagy
gacggectta
tctgagteag
agaataccaa
attatatcag
gtttgaactg
ctacttctac
trgcatgctc
ctgtottgct
gtgtgtatte
tgcccagact
tecaagatgrt
accaagtget
tg-tctacca
ggagatagca
caaatatgca
acatgtggaa

aactctgaat

aatgtgacgt
attcaacggt
ctttgactga
agaaatcaaa
tggctatatc
agtagtatcg
ctacaccagt
aaggagcaga
gjactataac
gtctcaatac
cagcogetet
agcagtttca
atgtcgygaa
gtgatagttt
ttttcagtet
agatgggtat
agnatcagtt
caacaatcat
atgatgcteo
ctctcacgaa
aagctgeacy
tcgtracaaa
ctygtecteqa
gagtaggcac
ccaaccacaa
ctgatattga
caagatgcca
ccgttyaaaa
ctgeteeaca
ccaacttcag
agaagtotyc
agtgttcaga
cygtotaagtt
atatgaagty

catgetette

ggacgagaaa
ctgggctggc
agattgtgcg
aacccaaaga
agcttetttg
cttagcttig
tgccatgtat
gtaccttygag
tagaggagaa
actgctttac
gottgactat
aaattttict
taggaaaatt
ccaaggaaag
tteccgatgtt
caaaaccgcg
aggtggaget
caagggtttt
tgcattag:a
agaaacagdc
tcttgetaga
gyccgesata
goatactgag
acacagacat
agacaaagct
gtcacaaaag
acctgtctec
tagtggtett
atgtcattct
tgacaaaaaa
tccaggatot
ctcgaaagac
gtgtgctcca
ctcggacacc

aaagatgrct

acactgacag
actacaaatc
gtggctagga
tacattgaca
gcaatagttc
gtcacgttag
tgtgcacttt
actcttycta
tttatggtga
tgggtttcaa
gcacaatcaa
ggtaaaggga
tcttcaagag
tctgttggat
tatcgaattg
atgcttactyg
atggatgaat
cagaaggaag
acagctgaca
catgttatac
agagttcoaa
gttgcattgg
arcatgetigc
gngaaaaaat
tottgttaca
aaatgtacga
tcgggatcaa
cattctcatc
gccacticaa
tgttgccaat
caatctacag
aatagtagcc
caaagecaat
aatagcaaga

ggrccageat
43

gcgagtegtt
taaatggcta
tggcacaget
agtgtgctaa
ctactgcatt
tgagtgcatg
ctaaaqcanc
aaatcaaaat
ccgagttcaa
gtattgagag
atteccgttga
tatttggaag
ctggatgtac
acarattert
gtgrtaaaaga
gqtgattgtta
ttcaagegga
ctccaacagce
ttggcatctce
taatgacaaa
ggaagattgt

caatagcagg

gttatagatc
agtcggaaaa
gtcaatcatg
agtcatgtag
cccgtoctet
gotecaaatc
atgacaaaat
tttctagatc
atccttcaca
ctgeaactte
attcttgtta

gcaaaactge

tccagtttct
tatcagtgtt
tgtcgaagat
atattataca
aagagtteac
tecgtgrgea
aacqgtccagt
catggctttt
gtctctggrt
caagtcagat
gccaaageoct
aattgataga
tacagtacca
gggatcatict
agcaatgaga
tgcajgctgcc
actcttacca
gatgataggc
aatjgacatc
tgacatcgaa
tgagaatatg
ttarccattg
gaacagcatq
tgctactect
tgctccgeag
ctcgtccgag
aaataatcaq
agtatgttct
atgtggaagt
tcctcaaacq
taaatcatgt
tcccgatcat
aaqcteocaan
ttcacatacc

taattcaggt

ann

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500.

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1930
2040
2100
2160

rJ rJ
rJd tJ
(V] rJ
PR



tcaaggttat
cttactaatc
aaagataggg
Ctaaatttag
gg-aataaaa
aatcaaacat
gactctctaa
ttggagcaga
caaggctgtt
gcaacagacg
gaaattcaag
tgcgaacatg
actgatgaag
gtccgetetg
aatatcttac
ctgttgoaga
aagaacaatc
att.ccagcac
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

«223>

48
DNA

<400> 48
gcttagtacce

gacaatttct
ttettttcty
cttacgacca
tcgaacggtt
tggtttgtat
tttagagtga
gatgaccgty
tacgtcgtca
atacgccttt

atgaggtyat

Artificial

gcggaaataa
cactctgtga
aatcaaatca
acaaggraca
ctgatgtatc
gécaaactgc
gcatcecatgy
aaagcttgga
cdagacaagga
atrgttgtet
Qaactgctca
aaccaaaaga
aactagccaa
gctgcaggaa
gggarcaacca
agagacacat
acctrggaac

actgacggcc

4011

gaactegyat
gataaacctc
aagctgtcac
ctogcagteta
ggaccacatt
ttgcageatce
gatccacagt
ctctgttttg
atgccatgoa
tctggatgey

ttratacctt

gaagtgccta
ggaaaagr-tt
tgatcttagt
tgacagttyt
agaaactgga
aatttcagga
ttgtcattca
tgttgetgga
gcacaatcac
trcagttcaa
tigtaacage
tecaggtaaat
gctggttaga
gcatgetgea
tcatcatcat
tggtggatgc
aagttttgga

gttactagtg

sequence

ccactagtaa
ctccaaaact
agcatccacce
gatgaigaty
ctgcagcata
ttctaaccag
gatttacctyg
tgctgteaca
cttgaactga
agtgattata

ctccagcaac

gactctgcaa
ttggagaagq
catggtrtact
gecttacaag
atccaggaag
tcaatgacat
catgatagtc
gaaggtataa
tcgeatcecay
gtccatgyca
acaaaacaga
cactgtggat
agatgctgea
gaatgtagte
ctagactgca
tgtgacaget
ggaggrtrtat

gatccgaget

Reverse Complement Sequance

cagecygacag
tgrtccaagg
aatgtgiete
atgotrgtec
cttcotgeag
crtggctagt
atcttttgat
atgagcagtt
aaaacaacaa
cteottgtec
atccaagett

44

acgagaacag
aaagcttgoa
ctgacgagga
aatgrtgtta
ctgcteatty
gcggaaataa
ractccacaa
aatcacctca
aaaaggcgta
ttgacgacgt

gracggtcat

aatacaaace
caaccgtteg
gtggtcgtaa
tcagaaaaga
cagaaattgt

cggtaccaay

tgtyctaaaa
tgattgttet
ttctccaaca
cgtaagatat
ccagageaaa
tcttoatcaq
tcatqttegr
tcttgaattt
tcgtetgtty
gaacagcett

ttctgoteca

ttttcattca
tttagoccga
acatgatcat
ttctgttcaa
tgacagrate
taagagtcta
ggagagcaac
tgetgteggt
Tgacagttgt
atcaagaagt
ccecagcaqgce
aagtattcca
atgccacgat
atcaaccatc
gyrrrgreeg
atgttatacc
caaagagega

C

ttcgcocttt
tggracaaca
gcgaacaaac
tgatggtrga
catcgtggca
ttggaatact
agrItgotqqq
cacttcttga
cacaactgtc
gaccgacaqc

agttgotots

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

132



cttgtggagt
attatttecy
acaatgagca
ataacaacat
ttectogtea
atccaagett
actgttctcg
agcagtitty
ataacaagaa
tgaagttigca
atgtgaagga
agacccagaa
aattttgtca
tgatttggag
tagagaacagq
tccacatygac
gcatgattga
attttccgac
agatctacaa
caagatcact
acctgctatt
aacaatcttce
atttgtcatt
tgagatgcca
cgctgttgga
ttccgettga
ataacaatca
ttcttrtaca
caaaaatatg
agtacatcca
tctitccaaat
ctcaacggaa
gctctcaata
cttgaactcy

gattttgatt

ggactatcat
catgrcattg
gcttcctgga
tcttgtaagg
gagtaaccat
tccttroteca
tttgcagayt
catgctggac
ttcttgctat
gartggcrtt
tggctactat
actgcagatt
tattggcaac
cttgaagtga
goatgagaat
tttgatcécg
ctcgracatt
ttgraacaag
catetgetee
agcaagcatg
gccaatgeaa
cttcgaactc
agtataacat
atgrcagcty
gcttecttet
aattcatcca
ccagtaagea
ccaattcgac
tafccaacag
gctottgaag
atcccttcac
tttgattygty
cttgaaacec
gtcaccataa

ttagcaagag

gtgaatgaca
atc-tgaaat
ttceagtttce
cacaactgtc
gactaagatc
aaagctrttc
ctaggcactt
cagacatctt
tggtgtcoga
gtggagcaca
tgtctttcga
gacatcctaq
atttittgte
cagaatgaca
gaasaccact
aggagacagy
tcttttgtga
aagetitgte
catgtctgtg
ttccagtatc
ctatggcggce
ttctageaag
ggootgrtic
ttgctaatgce
gaaaaccctt
tagctccace
tcgcggtttt
aaacatcgga
actttccttg
aaattttcct
caggaaaatt
catagtcaac
agtaaagcag
attcteccict

tctoaaggea

acratggatg
tgragtttgg
tgatacatca
atgtgecctig
atgatttgat
ctcacagagt
cttatttccg
tgaagagcat
gcacrrcata
caacttagac
gtctgaacac
agragacttc
actgaagttyg
ttgtggagca
attttcaacy
ttgocatctt
ctcaatatca
tttgtggtty
tgtgcctact
cgcgaqaaca
ctttgtaacy
acgtgr-aget
LlLtcgegaga
aggagcatca
gatgattgtt
taactgatcce
gatacceatc
aagaccgaaa
gaaactatca
attcccgaca
ttgaaactyc
cagaacgqrt
tgtattgaga
agttatagtc

ctctgetect
45

cttagagagt
catgrttgat
gttttattge
tctaaattta
tccctatett
dggattagtaa
cataaccttyg
gattcagagt
tttccacaty
gtgcatattt
ttgctatctc
ttggtagagce
gagcacttgq
gacatcttgg
gagrotgage
ggaacacaca
gagcaacaca
ggagcatgeg
cgtagaagta
(cagcesaan
actgatataa
tttggtatrc
gctgacccaq
ttaaggeeot
gcettgtect
tgcacatgot
tgcticaget
attccagega
ccctctattt
tagatttcca
tcaactctat
gccatcggat
ccaagaccat
CCtgttttyt

ttaaacagaa

ccagactrtt
tgatgctygtc
cttgaacaja
gataatcatg
ttcggactaa
gtgaatgaaa
aacctgaatt
tggtatgtga
tcctagaget
gatgatcggy
cacatgattt
acgtttgaqg
tacttccaca
aagaacatac
actgattatt
cctogaacaa
gctgecggage
aaggagtaqc
gcatgctgtt
ccaatggata
tcatatictc
ttccgatgtc
agatgcocat
cgcctatcat
ctggtaagag
tggcagetgc
ctctcattic
gagatgatcc
ctggtactat
ttccatcaat
caggctrtgqg
gacctgactt
caaccagaga
caaaagccat

gaccaaacgt

1080
1140
1200
1260
1320
13380
1440
1500
1560
1620
1630
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

200

2280
2340
2400
2460
0
0

ra

LA
[

rJ
(%))
7]



tgctygcttta
acatgcactc
taatgecagta
tttageacac
aagrrygcgec
atagccatrt
aaacgactcg
atcaataggt
aacatttacg
tgatgacata
gaataagaag
tgctattaaa
adaaataatt
adaaaagtac
tggccatttc
ttgattcaat
gacagtcttt
tttttcaaca
gcrcagattc
cctcaaggye
agggcccaat
<210> 49
<211>

<212>
<213>

PRT

<400> 49

Gly Glu Leu

1

Gly Tyr Leu

val Glu Ser

35

Phe asp val

50

Lys
65

1325

Ile Leu Lys Asn

gaaagtgcac
accaacytga
ggaactattg
ttgtcaatgt
atcctagcca
agatrtgtaq
cctgtcagtg
atagtttcac
acttetecac
gcagcagtag
acaatagrat
acaagaatgr
gaaggaatee
ttcaaaaatyg
tettygtagt
gctttaacaa
gttgtgacaa
agaacaactt
tttgtgtcat
gaattctgca

tcgccctata

Gly Pro
5

GIn Asn
20

Glu Lys

Leu Gly I1

Leu Asp
Sar

Met

Lau
7

aacacatgqc
ccaaagccaa
ccaaaygaagc
atcritgygt
ccgcacaatc
tgccageeca
ttttctegtce
cagctttaac
tttcagctaa
ccttgtgact
ragcittceca
tgatgtcaag
caactgoaac
agagtccaag
ttttctetec
tttgttgctg
ttacigaaac
ctgaagtaca
tcattitcte
gatatccatc

gtgagtcgta

MNicotiana tabacum

Ala

Pro Leu

ASN ASp

40

v,
th
O
<
wn

Glu

Arg

25

Thr

Thr

: val

aactggtgta
gcgataccac
tgatatagcec
ttttgattic
ttcagccaaa
gaccgttgaa
cacgtcacat
agcaagaaty
aactgctatt
tgeocttgac
ataatcgtgt
agtoaggrtt
agctacaagt
caatattcca
tttcactctt
agaaatgaqg
ctctttaace
gcaaattecc
actttccace
acactgacyy

ttacaattca

Ser
10

~7
[

Lys His
Asn

Glu

Lys Glu
75
46

gatagcacaa

tcatttecgat

ttgttctgag
gccatagtet
tctatttgot
tccectteca
ctattcaact
ggaggaacta
tctagecatt
aaaacaattyg
cgcacgycag
actaaccatt
ctgecaatty
atacttgrtt
agagaatcat
ccttcaagat
aaaacatcaa
attctcttet
ccgetcgage

ctggecgteg

Gly Arg

Arg Lys

30

ser
45

val val

60

val

GIn Cys
15
Lys Arg
Lys Ser
Leu val

val 1le

gtgcacacgg
tgtgaactct
gtgtataata
catcttcgac
taacactoat
tagaractaa
ttacaactcc
tgacttcatc
tattgaccag
ctgcaatgqt
atcccgtcac
ccacacccct
agaaagatac
caaatggact
ctaatcttgce
gaataacaat
tcttganaat
aatagctctt
ttctatgttt
atgcatctag
t

Tyr

Glu

val
80

43)4

2820
2880
2040
3000
3060
3120
3180

3540
3600
3660



Thr

Gln G

Arg

Ala

Phe

145

Pro

Asp

His

clu

ser

ac
cJ

Glu

Lys

TYyr

Arg

GIn

Thr

val

Ile

130

Ala

ASD

Trp

210

Leu

val

Ala

Gln

290

Ile

Met

Arg

Lys

Ile

Pro

o Ile

e Asn

val

val

Gly

val
275

ITe .

127
D

Ala

Tyr

Thr
val

100

Gly

Phe

Ile

Ie

180

Trp

Asn

Glu
260

ASp

~ val

Gln

Ile
340

val
85

LyS

Glu

- Gly

GlIn
Phe
165

Leu

Glu

Ile
val
245

Thr

Glu

Leu
325

Ile

Ala

Lys

Ile

Trp

150

Arg

val

Ala

Arg

val

22
)

Asp

Ile

The
Thr
310

val

Lys

val

Leu

ASN

Leu

135

Gly

Leuw

Ala
215
Pro

Glu

Pro

. Thr

val
295

Thr

Glu .

lp)
~
)

Ala

val

Ile

Pro

val

Tle 4

Leu
280
Trp

ala

Ala

His
Gin
105

Gin

Gly

s His

Thr

Ala

Leu

D ala

Lys
345

Asp
90

Ala

Leu

ala

a Ala

170

val

val

Lys

Ala

Gly

Gly

Gly

ser

ary

ala
155

val

val

The

Leu

5 Trp

rhe
140
val
Arg

Gly

Leu

Glu

Pro

125

Leu

ASn

Thir Ala

220

4

Leu

Thr

Ala

Il

Met

Phe

285

ASn

5 LyS

Pro

Ile
190
Thr

Ala

Leu

5 Ala

ala
350

ser
95

Ser

" Pro

Tyr

Gly

Thr

175

val

Tle

Met S

Ala
255
Gly

val

val

" LyS

Ile

Phe

rhe

Ile

160

Leu

Leu

Ala

La
v
=

ST

val

Glu

Galy
Ala
320

Thr

val

13s



Ala

ASn

85

Leu

Leu

Thr

ASp

ser
465

[Xe]
[}
-

rhe

val

Glu

Leu

545

Ile

Thr

Ile
Ar

37

Pro

Pro

Gly

Ala

Gln

Asp
610

Cys

LysS

Thr

= Thr .

435

Ser
Gly
Asn
515

Glu

(&g
2
-

val

Mat

Leu

595

Lys

Ala

val
Glu
500

Arg

Gly

Leu
580

Gly

Ala

Ala
405

His

Glu

485

Gly

Lys

Asp

Pro

Glu

565

Thr

Gly

Thr

Tyr
val

390

Thr

Pro

Pro

Ile

Ile

Ser

Ala

550

Ala

Gly

Ala

Tle

Ala

Arg
375

Phe

Ser

Phe
535

ASp C

Met

Ile
615

Ile
360

Ser

" Gly

Lys

2 Met

440

Pro
Gly
Sar
520

GlIn

" Ile

L AP

ASp
600

Lys

val

Ala

Thr

Leu

Arg

505

Arg

Gly

Phe

Glu

Tyr

Glu

Gly

Pro

Leu

Pro

Léu

410

Met

Thr

Tyr

ala

Ala

Lys

Gly

Leu

570

ala

Phe

Phe

48

Thr

val

val
395

Phe

Ala

Glu

Trp

Leu

47s

val

Gly

ser

Lys

Ala

sin

Gln

Ala

Thr

380

Ala

Lys

Fhe

Phe

val

460

val

Cys

val
540

Ala

Ala

Leu
365
Leu
Met

Gly

Asp

Gln

y Met

Thr
525

aly

Met

Arg

val ¢

Ala

Glu
510
Thr
TYr
val
Gly
tis
590

Leu

Ala

val

Glu

415

Thr

Leu

Ile

Ala

2 G1In

495

Ile

val

Ile

)
<
[£7]

Ile
575

val

Pro

His

Ala

Ala

400

Tyr

Gly

val

Glu

GIn

480

ASn

Tyr

Pro

Phe

Arg

560

Lvs

Gln

Pro

Thr



ala
625

Thr

Ala

Ile

Gly

Leu

Arg

AsSn

Leu

785

ser

Gly

Ala

Met

Ile

Leu

His

His

Lys

Phe

Pro

val

ASp A

a Arg

675

ser

Pro

val

Gly

Ser C

His

Gln

835

Cys

GlIn

val

660

Leu

val

Leu

Ile

Ser

Thr

Gly

Asp

Ser

645

Ala

val

val

Leu

725

Ly's

Lys

His

Cys

Ser
885

Ser

Sly
630
Met
Leu

Arg

Thr

Ala

Pro

ser

Phe

S (U

=i

[»<1 K¢}

Lys

His

Gly

Met

N
~d =
o

val

ASN

Arg

Ala

N
AT (T
1

Thr

Ser

Pro

Asn

Ile

Met

PO

Pro

Thr

840

AsSp

Lys

la]
<
w

Ser

Asp

ser G

ASN
665

Arg

a Ala

val

~ GlIn

Aryg

Lys

LYS

ASp

Arg

Ile

Leu

Leu
730

* Ala

Pro
810

val

* Ser

Gly asp

His

Pro
49

Fro
635

Lys

val

Ala

715

Leu

Thr

ASp

ala

~ Ala

Gly
Il
Ala
700

asp

Arg

Pro S

Leu

Leu

Arg

val
685

ASN
765

Thr

n val

val

Sar

845

G1In

Gly

ala

Ala

Ile

670

Glu

Ala

Gly

Gly

His

750

ala

Ser

Tyr

Cys

w
v
-

Ile

Thr

Asn

Ile

Thr

Thr

735

Ala

Pro

GIn

Asp

GIn

Ala

640

LYyS

Met

His

Pro

Sar

LyS

Ser

880

ser

Thr

44 .



900 905 910

ser Lys Leu Cys Ala Pro Gln Ser GIn Ser Ala Thr Ser Sar Ser Arg

915 920 925
Thr Cys 51y Asn Met Lys Cys Ser Asp Thr asn Ser Lys Asn Ser Cys
930 935 940

Tyr Ser His Thr Asn Ser Glu Ser Cys Ser Ser Lys Met Ser Gly Fro
945 950 955 960

Ala Cys Lys Thr Ala Asn Ser Gly Ser Arg Leu Cys Gly Asn Lvs Lys
965 970 975

Cys Leu Asp Ser ala Asn Glu asn 3er Phe His Ser Leu Thr Asn Pro
ag0 985 990

Lteu Cys Glu Glu Lys Leu Leu Glu  Lys Glu Ser Leu Asp  Leu Ala Arg

995 1000 1005
Lys Asp arg Glu Séer Asn Mis  Asp Lau Ser His Gly Tyr Ser Asp
1010 1015 1020
Glu GTu His Asp His Leu AsSn  Leu Asp Lys ala His  Asp Ser Cys
1025 1030 1035
Ala Leu GIn 6lu Cys Cys Tyr Ser val GIn Gly Asn  Lys Thr asp
1040 1045 1050

val ser Glu Thr ély Ile GIn Glu aAla 2la His Cys Asp Ser Ile
1055 1060 1065

Asn 3In Thr Cys 6ln Thr ala Ile Ser Gly Ser Met Thr Cys Gly
1070 1078 1089

ASn Asn Lys Ser Leu Asp Ser Leu Ser Ile His Gly Cys His Ser
1085 1090 1095

His Asp Pro Leu His Lys Glu Sar asn teu Glu Gln Lys Ser
1100 1105 1110

v
v
-

Leu asp val ala 6ly Glu Gly Ile Lys Ser Pro His Ala val Gly
1115 1120 1125

Gln Gly cCys Ser Asp Lys Glu His Asn His Ser His Pro Glu Lys
1130 1135 1140

Ala Tyr Asp Ser Cys Ala Thr Asp asp Cys Cys Fhe Ser val GIn
1145 1150 1155

val His Gly Ile Asp Asp val Ser Arg Ser Glu I1e 61n Glu Thr
1160 1165 1170



Ala His Cys Asp Ser Thr Lys Gln
1175 1180

Cys Glu His Glu Pro Lys Asp  GIn
1190 1195

ser Lys Ser Ile Pro Thr asp 6lu
1205 1210

Arg Cys Cys Lys Tyr Lys Pro  Cys
1220 1225

Arg Lys His Ala Ala Glu Cys Gly
1235 1240

Asn Ile Leu Arg Asp Asn His His
1250 1255

Arg Lys val Cys Ser Leu Leu Glu
1265 1270

Cys Asp Ser Phe Arg Lys Glu  Cys
1280 1285

Gly Ala ser Phe Gly Gly Gly Leu
1295 %300

Ile Pro Ala His Trp Arg Pro Leu
1310 1315

Pro Ser
1325

<210> 50

<211l> 29

<212> DNA

<213> artificial Sequence

<220>

<223 PCR primer PMG783F

<400> 50

attctagact gctgctatgt catcactgg

<210>
<211>
<212>

<213

<220>

«223

<400>

51

28

DNA

artificial Sequence

PCR primar PMGTE3R

51

ataagcttag cctgaagaat tgagcaaa

Pro

His

Thr

Asn

Thr

His

Arg

Ala

~ Glu

val

51

val

His

ala

val

val

Leu

His

LyS

Ile
1185

1200

Lys
1215

Arg
1245

ASp
1260

Ile
1275

ASN
1290

val
1305

Pro
1320

Pro

Gly

Leu

sSer

Ser

3]
<
n

Gly

Asn

Ser

val

Gly

Thr

Ser

Gly

His

Gly

Arg

cys

Ile

Cy's

Leu

vzl



<210> 52

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> PCR Primer PMG 785SF

<400> 52
atgagctctg gttatgtagg ctactgctgc t

<210> 53
<211> 28

<212> DNA

<213 Artificial Sequence

<220> )
<223» PCR Primer PMG 78GR

<400> 53
atactagtat ttgtagtgcc agcccaga

<210> 54

<211> 29

<212> DNA |

<213> Artificial Sequence
<220>

«223> PCR Primer PMG754F

<400> 54
attctagatg agagcaagtc aggtcatcc

<210> S5

<211> 28

<212> DNA

<213~ Artificial Sequence
<220>

<223%» PCR Primer PMG7S54R
<400> 55

ataagctttt caaacatcca ccgcatta

<210> 56

<211> 29

<212> DNA .

«213> Artificial Sequence
<220>

<223%  PCR Primer PMG7S7F

<400> 56
atgagctcgc attgagagca agtcaggte

<210> 57

<211> 29

<212> DNA

<213~ artificial Sequence
<220>

«<223% PCR Primer PMGY7S57R

31

rS
D

he)
(X

140



<400> 57
atctgcagee tgtggtacat ccagctctt

53
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PLANTAS TRANSGENICAS MODIFICADAS PARA REDUCIR EL

TRANSPORTE DE CADMIO, PRODUCTOS DERIVADOS, Y METODOS

RELACIONADOS

CAMPOQ TECNICO

[0001] Compasiciones, vectores  de expresion, polinucledtidos,  polipéptidos,
plantas transgénicas, estirpes celulares transgénicas, y semillas transgénicas, y

métodos para =laborar y utilizar estas realizacionas para producir varias plantas

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUD RELACIONADA

[0002] Esta solicitud reivindica la prioridad  para la Solicitud  Provisional
Estadounidense No. 60/993,982, presentada en Diciembre 13, 2007, cuyo

contenido total se incorpora aqui comao referencia.

ANTECEDENTE

[0002] Las plantas obtienen metales pesados esenciales, tales como Zn, Ni, y Cu,
al absorber sustratos con iones metalicos de su ambiente mediants vavrios
mecanismos de transporte mediados por los transportadores de transmembrana
expresados en la superficie de las células d= la raiz y ofros tejidos vasculares. Los
transportadores clasificados coma ATPasas tipo P, tales como ATPasas tipo P1 B,
son transportadores que translocan sustratos cargados positivaments a través de
las membranas de plasma al utilizar la =nergia liberada de reacciones de hidrélisis

ATP avergonicas. Las ATPagas tipo P1 B también se denominan como ATPasas
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de metal pesado (*HMA') o ATPasas tipo CPx. Las HMA s= han agrupado
mediante  especificidad de sustrato en dos subclases, los grupo Cu/Ag y
Zn/Co/Cd/Ph. La primera ATRPasa tipo P1 B a ser caracterizada en plantas es

AtHMAd4, clonada de Arabidopsis. La selectividad del sustrato por las HMA na se

no esenciales e pusden reconocer indiscriminadamente comao sustratos, 1o que
resulta en la acumulacidn de muchos metales no esenciales, tales comeo Cd, Pb,

As, y Hg.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] Varios aspectos de la invencién s dirigen a composicionss y metodaos para
producir plantas transgénicas, que incluyen plantas d= tabaco transgénicas,
meadificadas genéticaments para impedir el trasporte de Cadmio (Cd) del sistema
de raiz a la lamina de la hoja al reducir los niveles de expresion de los

transportadorzs de la familia HMA. Un homdlogo de HMA (*NtHMA®) se ha

identificade en el tabaco, que se puede  utilizar para  construir  varias

construcciones de ARNI, que codifican polinucledtidos de ARNi NtHMA de intarés
que pueden facilitar la degradacién de transcriptos de ARN NtHMA endégenos
Las plantas transgénicas que puedsn expresar polinucledtidos de ARNi NtHMA de
acuerdo con la invencién se pusden utilizar para reducir los niveles en estado
estacionario de los transcriptos de ARN NtHMA, y consecuentements, para reducir
el nimer de transpartadores de NtHMA activos funcionalments disponibles para

transportar metales a través de las membranas celulares.

[0005] Otros aspectos d= 1a invencidn se dirigen a vedtores de exprasién

recombinantzs que comprendsn varias construccionss ARNi NtHMA, plantas

e



i5

o
L

WO 2009/074325 - PCT/EP2008/010546

Lo

transgénicas y semillas gendticamente maodificadas para expresar exdgenamente
polinucledtidos de ARNi NtHMA, las estirpas celulares derivadas de plantas
transgénicas y semillas, y plr»dLn tos consumibles que incorporan haojas derivadas

de plantas transgénicas plt_)tll.ll.ldab de a'_,U!::IlIH con los métodos descritos.

[0006] De acuerdo con la presente invencion se proporcicna en un aspecto un
polinuclzdtido aisladoe selzccionado del grupo que consiste de: un polinucledtido
que comprende o consiste de una secuencia que tiene por o menos 50%, 55%,

600/-’), ‘35':.,':), TDC.J':), 750’1_: n“Ju t"n_' "UD/H ("\.' /l’) ‘JD 70, J//Cl, J':'J)u « g(ﬂo/u li"‘ |(..|"‘nt|L|ad

(t_l

de secusncia, por ejempla por 1o menos 70% de identidad de secuencia, con la
SEQ ID NO:1, y que codifica un transportador NtHMA que tiene actividad ATPasa
tipo P1 B; un polinucledtido que comprendea o consiste de una secuencia que tisne
por o menos 50%, 559%, 60%, 65%, T0%, T5%, 0%, 5%, 0%, 95%, 9696, H97%,
93% o 99% de identidad de secuencia, por sjemple por la menos 0% de
identidad de secuencia, con la SEQ 1D NO: 3; un polinucledtida que comprands o
congiste de una secusncia que tiene por lo menos 50%, 55%, G0%, 65°%, 70%,
TH%, 20%, S5%, 90%, 9&8%, 98%, O7%, 93% o 99% de identidad de secuencia,
por sjemplo por lo menos 0% de identidad de secuendcia, con la SEQ ID NO: 47;
un palinucledtide que comprende o consiste de una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene por lo menos 50%, 55%, 650%, B5%, T0%, T5%, 50%, 35%,
9O%, 95%, 98%, 97%, 95% o 99% de identidad de secusncia, por ejempla por lo
menos 70% de identidad de secuencia, con la SEQ ID NO:2, en donde el
polipéptido s un transportador NtHMA que tiene actividad ATPasa tipe P1B; y un
polinucledtido que comprende o consist: de una secuencia que codifica un
polipéptida qus tiene por lo menos 50%, 55%;, B0%, @8%, 70%, 75%, 50°%, 55%,

Q0%, 95%, 98%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia, por ejemplo por 1o
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menos 70% de identidad de secuencia, con la SEQ ID NO: 49, en donde &l

palipéptido es un transportador NIHMA que tiene actividad ATPasa tipo P1 B.

[0007] EI palinuckedtido aislado de la invencién se pueds hibridar a una malécula
de acido nuclzizo que comprends o consiste de [a SEQ ID NOs: 1, 3, o 47, o
secusncia complementaria de la SEQ 1D NOs: 1, 2 0 47, bajo altas condiciones de

rigurosidad.

[0008] Otro aspecto de 1a invencidn &s un vector de exprasion que comprends: el

polinucledtido aislado como se define aqui.

[0009] También se proporciona una planta transgénica hecha mediante un
proceso que comprends introducir el polinucledtido aislado comao s define aqui o
el vector de exprasidn comao se define aqui. La planta transgénica pueds ser, por

ejemplo, una planta de tabaco

[0010] S& proporciona adicionalmentz una estirpe celular hecha mediante un
proceso que comprends introducir 2 palinucledtide albladn coma s= define aqui o

el vector de expresién como se define aqui.

[0011] En un aspecto adicional s& proparciona un producto de tabaco consumible
(por ejemplo, pero no limitado a, un articulo para fumar o producto d= tabaco no
fumabhle) que incorpora hojas cosechadas de la planta transgénica comao se define

aqui.
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[0012] En otro aspecto, se proporciona una construccidn ARNI NtHMA capaz de
inhibir la expresion de un ARN mensajero NtHMA a la que esta correspondes, la

construccidn comprende:

una primera secuencia que tiene por lo menos 50%, 55%, 60%, 65%, T0%,
78%, 805, 38%, 90%, 9595, 98%, 97%, 98% o 99% d= identidad de secusncia,
por jemplo por lo menos 70% de identidad de secusncia, para una porcion de la

SEQ ID NOQ:3 047,
una segunda secuencia; y

una tercera secuencia que tiene una secuencia complemsantaria inversa de
[a primera secuencia, posicionada en la misma arientacidn como la primera

secuancia,

en donde la segunda secuencia se posiciona entre la primera secusncia y la
tercera secu=ncia, y la segunda secuencia se liga operablemente a la primera

secusncia y a la tercera secusncia.
[0013] En la construccidon ARNi NtHMA:

(@) la primera secuencia puede tensr por lo menos 50%, 55%, 60%, 659%,
T0%,, TR, §0%, SA89%., 90%, 9R%L 953%, 97%, 98% o 99% de identidad de

/

secuencia, por ejemplo por lo menos 95% de identidad de secuencia, con una

N

sacuencia seleccionada de una o mas dal grupo qus consist: de: exén 1 (SEQ ID
Q:5), un fragmento de exdn 1 (SEQ ID NOS), exén 2 (SEQ 1D NO:7), un

fragmenty de a<én 2 (SEQ 1D NOQT), exédn 3 (SEQ D NO:9), un fragmento de
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exdn 3 (SEQ ID NO:9), exén 4 (SEQ ID NO: 11), un fragmento de exdn 4 (SEQ 1D
NO: 1), exdn 5 (SEQ ID NO:13), un fragmento de exdn 5 (SEQ D NO:12), exdn &
(SEQ ID NO: 15), un fragmento cde evan d (SEQ 1D NO:15), exdn 7 (SEQ ID NO:
17), un fragmento de exdn 7 (SEQ ID NO:17), exén & (SEQ IID NO:19), un
fragmento de exédn 5§ (SEQ ID NO:19), evdn 9 (SEQ 1D NO:21), un fragmento de
eyon o (SEQ ID NO:21), exdn 10 (SEQ ID NO:23), un fragmento de axdn 10 (SEQ

ID NO:23), exdn 11 (SEQ 1D NiD:25), y un fragmento de exdn 11 (SEQ 1D NO:25);

() la segunda secusncia puede tenar por [0 menas 50%, 55%, 609, 65%,

T0%, TH%, 80%, /8%, 90%, 95%, 9G%, 97%, 92% o 99% de identidad de
sec:uéncia, por jemplo por 1o menos 95% de identidad de secuencia, con una
seclencia seleccionada de una 0 mas del grupo que consists de: intrdn 1 (SEQ 1D
NO:4), un fragmento de intrdn 1 (SEQ 1D NO:4), intrdin 2 (SEQ 1D NO:E), un
fragmento de intrén 2 (SEQ ID NO:G), intrén 3 (SEQ ID NO:3), un fragmento de
intrén 3 (SEQ ID NO:&), intrdn 4 (SEQ D NO: 10), un fragmento de intrdn 4 (SEQ
ID NO:10Q), intrén 5 (SEQ 1D NO:12), un fragmento de intrén 5 (SEQ 1D NO:12),
intrém 6 (SEQ 1D NO:14), un fragmento de intron 6 (SEQ 1D NO:14), intrdn 7 (SEQ
ID NQ:1&), un fragmento de intrén 7 (SEQ ID NO:1&), intrdn 3 (SEQ 1D NO:13), un
fragmento de intron 5 (SEQ ID NO:1E), intrén @ (SEQ 1D NO:20), un fragmento de
intron 9 (SEQ ID NO:20), intran 10 (SEO“ID NO:22), un fragmento de intrén 10
(SEQ 1D NiO:22), intrdn 11 (SEQ 1D NO:24), un fragmento de intrdn 11 (SEQ 1D

NO:24), intrén 12 (SEQ ID NO:2G), y un fragmenta de intrdn 12 (SEQ ID NO:2R);

(©) la tercera secusncia pusds tzner por o menos 50%, 55%, G0%, 65%

'
ol o S0 W WYL, M TN [« WIaQ F- Wi ] - 1]~ S s
156, TE%, S0%, 358%, 90%, 95%, 90%, 97%, 98% o 99% de identidad de

secuencia, por ejempls por lo menos 95% de identidad de secusncia, con una

secuencia seleccionada de una o mas del grupo que consiste de: SEQ 1D NO:27,
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un fragmento de la SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:23, un fragmentos de la SEQ 1D
NO:22, 5EQ ID NO:29, un fragmento de la SEQ ID NO:29, SEQ 1D NO:&0), un
fragmento de la SEQ ID NO:30, SEQ 1D NO:31, un fragments de la SEQ 1D
NO:21, SEQ ID NO:32, un fragmento de la SEQ ID NO:Z2, SEQ 1D NO:Z3, un
fragmento de la SEQ 1D NO:32, SEQ ID NO:34, un fragmento d= la SEQ [D
NQ:34, SEQ 1D NO:EE, un fragmento de la SEQ 1D NO:3E, SEQ 1D NOQ:2E, un
fragmento de [a SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:E7, y un fragmento de la SEQ D

NO:37;

() la primera secusncia pueds comprander la SEQ ID NO:28, [a segunda
secusncia pueds comprandsr la SEQ 1D NO:29, y la tercera secuencia pueds

comprendesr la SEQ 1D NO:40;

(=) la primera secusncia pusds comprender la SEQ 1D NO:42) a segunda
secusncia pusde comprander la SEQ 1D NO:43, y la tercera secusncia pueds

comprender ia SEQ 1D NO:44; o

(f) s& puede aplicar uno o dos o tres de (a), (D), (2), (d) y (&).

[0014] La invencién tambign abarca un vector de expresion que comprends un
promotor posicionado en direccién &' y ligadoe operablements a la construccidn
ARNi NtHMA como se define aqui. El promotor se pueds seleccionar del grupo
que consiste «:Ie:v un promotor especifico a tejiclo,} un promotor inducible, y un

promator constitutivo.

[0015] En la construccidon ARNi NtHMA, [a primera y la segunda secusncia puede

cada una tensr una longitud seleccionada del grupo que consiste de 20-30
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[l

nucledtidos, 30-50 nucledtidos, 50-100 nuclzdtidos, 100-150 nucledtidos, 150-200
nucledtidos, 200- 300 nucledtidos, 300-400 nuclzétidos, 400-500 nucledtidas, 500-

00 nucledtidos, y 600-700 nucledtidos.

[001A] Un aspecto adicional de la invencidén es una planta transgénica fque
comprende <l ARNI (o [a construccidn ARNI NtHMA, o el vactor de exprasidn)
como se defing aqgui, en dondc la planta transgénica tiene nivelas de Gd reducidos
en par lo menos una parte de la planta comparada con [a parte 2n una contraparte
no tranzgénica. La planta transgénica puede ser, por gemplo, una planta de

tabaco.

[0017] También se proporciona el producto de tabaco consumible (por gemplo,
pero no limitade a, un articule para fumar o producto de tabaco no fumable) que
incorpora hojas cosechadas de la planta transgénica que comprend=z 2l ARNi

como se defineg aqui.

[0013] El producto pueds tener un valor de reduccidn de % de Cd ds por lo menos
aproximadameants 5%, 10%, 15%, 20%, 26%, 0%, 5%, 40°%, 45%,, 50%, £5%,,

- —_ a7 ..
RU”/U Ud u, I“/U, ' 'U/U o "‘}u, b ’/u, "U /u, 'E’L}L‘l ‘“ A' o), Ln gi')/u ) ':'E’O/o

[0019] El producto pusde tener un contenida de Cd que s un valor que varia de

aproximadamentz 0.01 a aproximadarments 0.05 ppm, de aprovimadamente 0.01 a

)

ppm, de aproximadamente 0.01 a aprovimadament= 1.0 ppm, o de

aproximadamente 0.01 a aprovimadamente & ppm.

144
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[0020] En ofro aspecto d= la invencidn, se proporciona un método para reducir los

niveles de Cd en por lo menos una parte de una planta, ques comprende: reducir

log niveles de un MARN NtHMA en la planta al provacar la evpresion des una

construccidn de ARNI.

[0021] Para ':-stn métado, la construccian ARNI pueds s&r como se define aqui, y
en particular puede comprender: una primera secuencia que tiene por lo menos
50%, H8%, B0%, GE 6, 7O, T8%, 80%, 85°%, 9009, Q5% G93%, 97%, 95% o 99%

de identidad de secuencia, por ejemplo por lo menos 90% de identidad de
secusncia, para una porcidn de la SEQ 1D NO:S o 47; una segunda secuencia; y
una tercera secuencia que tiene una secuencia complementaria inversa de la
primera  secusncia, posicionada en la misma orientacidn como la primera
secuzncia, en donde la segunda secuencia se posiciona entre la primera
secuencia y 1a tercera secuencia, y la segunda secuencia se liga opsrablzments a

la primera secusncia y a la tercera secusncia.

[0022] D& acuerdo con &l método, lusgo de la expresion de la construccién ARNI,
la partz de la planta pueds tener un contenido de Cd reducido en por 1o menos
aproximadaments 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40°%, 45°%, 50%, E5%,

B0%, 359, T0%, 75, 80%, 5%, W0%, 95%, 965, 979, &3%, 0 B9%.

[0023] Adicionalmente o alternativamente, luego d= 1a evpresién de la construccién
ARNi, la parte de la planta puede tener un contenido de Cd que varia de
aproximadamente 0.01 a aproximadamente 0.05 ppm, de aproximadaments 0.01 a
aprovimadamente 0.1 ppm, de aproximadaments 0.01 a aproximadaments 0.5
ppm, de aprosimadament: 001 a  aprovimadamente 1.0 ppm, o de

aprovimadament= 0.01 a aproximadamente & ppm.

10
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[0024] De acusrdo con un aspecto adicional de la invencién, se plopou,lona Ln
polipéptida purificado sustancialments que tizng por 1o menos 50%, 559, 60%,
A556, T0%, TEH%, 80%, S5%, 90%, 95%, 96%, 97%, 924% o 99% de identidad de
secuencia, por eemplo por lo menos 70% de identidad de secuencia o por lo
menos 95% de identidad de secuencia, con la SEQ ID NO:2 o 49, en donde el

polipéptido &s un transportador NtHMA que tisne actividad ATPasa tipe P1 B.
[0025] Un anticuerpo que s= une especificamentes a un polipéptido comao se define
adui, por ejemplo que comprends o consiste de la SEQ 1D NO:2 o 49, también se

abarca por la invencidn.

[0026] Aspectos varios y  adicionales  (tamhbién  denominados  aqui como

‘realizaciones”) de la presents invencion se describen adelante.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0027] La figura 1

s

S un esquema de un clon gendmica NIHMA que comprends 11

eXones

[0028] La figura 2A ilustra una estrategia de= subclonacién de ejemplo para
construir un vector de expresidin. ARNi NtHMA  que  parmite 13 expresién
constitutiva de los palinucledtidos de ARNi NtHMA de interés, como se describe en

el Ejemplo 2.

[0029] La figura ZE ilustra un duplex de ARN bicatenario hipotético formado (zomo

estructura en “horquilla”) de interaccionss intra-maoleculares, de pares hase dentro
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del palinucledtido ARNi NtHMA producido como un producto transcrito de una

construccion ARNi NtHMA de ejemplo.

[0030] La figura 3A muestra una secuencia de ARNI de gjempla, NtHMA (660-

915), para producir polinucledtidos de ARNi NtHMA de interés, como se describe

n‘[:

en &l Ejemplo 2.

{
[0031] Las figuras ZB-2D muastran la reduccién de Cd 2n 1a [amina de la hoja de
estirpes transgénicas de primara gensracion maltiples (T0), que representan tres
variedades, que se han madificado gendticamente para expresar polinuclzdtidos

de ARNi NtHMA (5650-915), coma se describe en 2l Ejemplo 5

[0032] La figura 4A muestra una secuencia de ARNI de gjemplo, NtHMA (1282-
1684), para producir polinucl=dtidos de ARNi NtHMA de interés, como se describe

2n =l Ejemplo 3

[0033] Las figuras 4B-4D muestran reduccidn de Cd en la lamina d= la heja de
estirpes transgénicas de primera generacién multiples (T0), que representan tres
variedardes, que se han modificado genéticamentes para expresar polinucleétidos

cle ARNI NtHMA (1352-1584), como s= describe en el Ejemplo &

[00354] Las figuras SA-C muestran niveles de transcriptos de ARN  NtHMA
normalizados en varias estirpes transgénicas de primera generacién (T0) que se
han modificado genéticamente para expresar palinuclzdtidos de ARNiI NtHMA de
interés, segun se determina por analisis PCR en tiempo real cuantitativo de lamina

de los extractos de hoja, como se describe en 2l Ejamplo 6
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[0035] La figura & muestra [a distribucién de Cd y Zn entre la lamina de la hoja y 1a
raiz de varias estirpes transgénicas de primera generacién (T0) que se han
maodificado gendticaments para expresar polinucledtidos de ARNi NtHMA de

interés, como se presenta en la Tabla 2 y se describe an el Ejemplo 7.

[00z4] La figura 7 muestra la distribucian de Cd entre la corteza (“B”), [Amina de la
hoja (“L”), médula (“P"), y tejidos de raiz (*R”) d= varias (—;Stll] es transgénicas de
primera generacion (T0) que se han modificado genéticamsnte para expresar
polinucledtidos de ARNi NtHMA de interes, como se presenta en la Tabla 3 y se

describe en =l Ejemplo 8.

[0037] La figura 8 muestra la distribucién de Cd entre [a lAmina de la hoja (‘L") y la
raiz (“R”) de varias estirpes transgenicas de sequnda generacion (T1) que s han
modificado  genéticaments para expresar polinucleétidos de ARNi NtHMA de
intarés, como se deseribe en el Ejemplo 9

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENGCION

[QQE2] 1. Aislamiento de Genes de NtHMA de Tabaco y Productos Génicos

[0029] La figura 1 s un esquema de un clon genémico NtHMA que comprends 11

~exonas que codifican un transportador de metal pesado relacionado con la familia

HMA de trasportadores. EI Ejemplo 1 desc l'e adicionalmente la identificacién del
clon genémico MHMA (_HO- 13-2) y 4 clonzs cADN NtHMA. La Tabla 1 adelant=
proporciona posiciones de nucledtido que corres ponden a las subregiones del

exon & intrén mapeadas dentro del clon gendmico NtHMA ( HO-12-2).

1S3
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[0040] A. Polinucl=étidos d= NtHMA

[0041] El término “polinuclzétido” se refiere a un polimero de nucledtidos que
comprendan por o menos 10 hases en longitud. Los polinucledtidos pusden ser
ADN, ARN o wun hibrido  ADN/ARN, qus  comprends  ribonucleétidos,
desoxiribonucledtidos, combinaciones  de  desoxiribo- v ribo-nucledtidos,  y

combinaciones

C['

las bases y/o madificaciones, que incluyen uracile, adenina,
timina, citosina, guanina, inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina, y isoguanina. El
tarmino incluys formas mona y bicatenarias de ADN o ARN. El término “ADN”

incluye  ADN - g=nédmicos, <ADNs, ADNs  sintetizados  quimicament=, ADN

amplificados por PCR, y combinaciones/zquivalentes de los mismos. El término

‘polinuclzdtido aislado” se refiers a un polinucledtido no contiguo con cualquier
gsnoma de origen, o separado de un contexto natural. EI tArmino incluye cualguier
moiécula de polinucledtido recombinants tal como construccionss ARNi NtHMA,
vectores de expresiéin ARNi NtHMA, clones gendmicos NtHMA, v fragmentos y

variantes de los mismos.

[0042] Coma s muestra en [a figura 1, el u;:Ion genémico NtHMA, designado como
la SEQ ID NO:1, comprende: intrdn 1 (SEQ ID NO:4), =xén 1 (SEQ 1D NO:E),
intrém 2 (SEQ 1D NO:G), exdn 2 (SEQ ID NQO:T), intrén 3 (SEQ ID NOQ:3), exén 3
(SEQ ID NCQ:9), intrédn 4 (SEQ 1D NO:10), exén 4 (SEQ ID NO:11), intrén & (SEQ
ID NO1Z), exdn & (SEQ ID NO:1E), intrén & (SEQ 1D NO:14), exdn & (SEQ 1D
NO:18), intrdn 7 (SEQ 1D NO:13), exén 7 (SEQ ID NO:17), intrén & (SEQ ID
NO:18), exdn 2 (SEQ ID NO:19), intrén & (SEQ ID NO:20), exén 9 (SEQ 1D
NO:21), intron 10 (SEQ ID NO:2Z2), exdn 10 (SEQ ID NO:23), intrén 11 (SEQ 1D
NO:24, ex6n 11 (SEQ ID NO:25), vy intrén 12 (SEQ D NO:26). Para las

secuencias, ver Listado de Secuencias adelante. Varias realizaciones de la
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invencion se dirigen a polinucledtidos  aislades que representan  fragmentos
genoémicos aislados en &l locus NtHMA, que comprenden la SEQ 1D NO:1,
fragmentos de [a SEQ ID NO:1, o variantes de los mismos. Varias realizaciones se

dirigen a variantes de polinucledtids NtHMA  aislados que compranden por o

c\

menaos 50%, &&%, 80%, 655, T0%, 75%, 30%, 5%, 90%, 955

y 99% de identidad de secu

-'[n

neia para la SEQ 1D NO:1, o fragmentos de la SEQ D

NO:1.

[0043] Varias realizaciones se dirigen a polinucledtidos aislados que tienen
secusncias que complementan aquellas de las variantes de polinucledtido NtHMA
que compranden por lo menos 50%, 55%, 60%,, GE%,, 70%, 75%, 0%, S8%., 90%

O8%, 90%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secusncia para la SEQ 1D NO:1, o
fragnﬁentc»s de [a SEQ ID NO:1. Varias realizaciones se dirigen a polinucledtidos
aislados que se pueden hibridar espacificaments, bajo condiciones moderadas a
altamente estrictas, a polinucledtidos que comprenden la SEQ ID NO:1, o

fragmentos de la SEQ ID NO:1.

[0044] Varias realizaciones se dirigen a polinucledtidos aislados de cADN NtHMA
(Clon PEARG3), que comprenden la SEQ ID NO:2, fragmentos de la SEQ ID NO:3

variantes de los mismos. Varias realizacionzs  se  dirigen a variantes de
polinucledtido NtHMA aislades ques comprenden por 1o menos 70%, 759, S0%,

SR, 00%, 95%, 96%, 97%, 3%, y 99% de identidad de secusncia para la SEQ

w

ID NO:&, o fragmentos de la SEQ ID NO:3. Varias realizaciones se dirigen
variantes de polinuclzdtido NhTMA aislado que comprenden por lo menos 70°%6,
75%, 30%, 88%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secuencia
para la SEQ 1D NO:3, o fragmentos de fa SEQ ID NO:3, vy =n las que Ts se ha

sustituido con Us (por ejemplo, ARNs). Varias realizaciones se dirigen a
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polinucledtidos aislados que se pueden hibridar especificaments, hajo condiciones
moderadas a altamente estrictas, a polinucledtidos que compraenden la SEQ 1D
NO:Z, o fragmentos de la SEQ ID NO:Z. Varias rezalizaciones se dirigen a
polinucledtidos aislados que tienen una secusncia que complementa aquella de
las variantes de polinucledtido NtHMA que comprendan por lo menos 70%, 75%,
E0%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 93%, y 99% de identidad de secuencia para la

SEQ ID NO:E, o fragmentos de la SEQ 1D NO:3

[A045] Varias realizaciones se dirigen a polinucledtidos aislados de cADN NtHMA
(Clon PR643), que comprendsn la SEQ ID NO:47, fragmentos de la SEQ 1D
NO:47, o variantzs de los mismos. Varias realizacionas se dirigen a variantzs de
palinucledtido NtHMA aislados que comprenden por lo menos 70%, 75%, 30%,
58%%, 90%, 95%, 98, 97°%, 92%, v 99% de identidad de secuencia para la SEQ
ID NO: 47, fragmentos de la SEQ ID NO:47. Varias realizaciones s dirigen a
variantes de polinucledtido NhTMA aislado que comprenden por lo menos 70%,

TEYh, 20%, 35%, 90%, 95%, 96%, 975%, 93%,, y 99% de identidad de secuencia

para la SEQ ID NOf47, fragmentos de la SEQ ID NO:47, y en las que Ts se ha
sustituido con Us (por sjemplo, ARNs). Varias realizacionas se dirigen a
polinucl=dtidos aislados que se pueden hibridar especificamente, bajo condiciones
moderadas a altament= estrictas, a polinucledtidos que compranden la SEQ 1D
NQO:47, fragmentos de la SEQ ID NO:47. Varias realizaciones se dirigeh a
polinucledtidos aislados que tienen una secuencia que complementa aquella de=
variantes de polinucledtide NtHMA que comprenden por 1o menos 70%, 75%,

S0%, B5%, D0%, 95%, OR%, 97%, 93%, y 99% de identidad de sesuencia para la

SEQ ID NO:47, fragmentos de la SEQ (D NO:47.
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[00473] Varias realizaciones se dirigen a biopolimeros que son homdélogos a
polinucledtidos NtHMA y polipéptidos NtHMA (“homélogos de NtHMA”), que se
pusden identificar de diferentes espacizs de planta. Por ejemplo, los homalogos
de NtHMA se pueden aislar experimentalmente al exhibir coleccionas de acido
nucleico derivadas de diferent=s especies de plantas d= interés. Alternativamente,
los hamélogos de NtHMA se pueden identificar al exhibir bases de datos de
genomas que contienen secusncias de una ¢ mas especies utilizando una
secuencia derivada de polinucledtidos NtHMA y/o polipéptidos NtHMA. Tales

hases de datos gendmicas estin faciimente disponibles para un nlimero de

i)
y#]

espeEcies  (por Fjemplo, en la amplia red mundial (www) 2n  tigr.org/tdb;
genstics.wisc.edu; Stanford. edu/.about.ball; hiv-web.lan1.gov; nchi.nlm.nig.gov;
ebiacuk;, y  pasteurfriother/biology).  Por  ejemplo, las  secuencias  de
oligonucledtido degeneradas s= pusden obtener mediante “traducecién inversa” de
los fragmentos e polipéptido NtHMA. Se pueden utilizar los polinucledtidos
NtHMA como sondas o cebadores para  identificar/amplificar  secuencias
relacionadas, © para cbtener secuencias de longitud completa para NtHMA
relacionades mediante PCR, por sjemplo, o mediant= otras técnicas bien
conocidas (por sjemplo, ver PCR Protocols: A Guide to Methods and Applicacién

s, Innis &t. al., eds., Academic Press, Inc. (1990)).
[0047] B. Polipéptidos NtHMA

[0045] El términa “polipéptido NtHMA” se refiere a un polipéptido que comprends
una secuencia de aminoacido designada como la SEQ ID NO:2; los polipéptidos
tienen homologia sustancial (zs  decir, similitud de secuencia) o identidad
sustancial para la SEQ 1D NO:2; fragmentos de [a SEQ 1D NOQ:2; y variantes de los

mismos. Los polipéptidos NtHMA incluyen secuencias que tienen grado sustancial

AN
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o suficients de identidad o similitud para la SEQ ID NQ:2, y que pued=n funcionar

al trasportar metales pesadoes a través de membranas celulares.

[0049] Los polipeptidos NtHMA  incluy=n variantes producidas  al introducir

cualquier tipo clé alteraciones  (por sjemplo,  insercionss,  eliminaciones, o
sustituciones de aminoacidos; cambios en estados de glucosilacién; camhbios que
afectan el replegamiento o las isomerizaciones, asstructuras tridimensionales, o
estados de autoasociacién), que se pusden hacer por ingenieria deliberadameante
o aislar naturalment=. Los polipéptidos NtHMA pueden estar en forma lineal o
ciclizada utilizando métodos conocidos (por ejemplo, H. U. Saragovi, ef al.,
Bio/Technology 10, 773 (1992); y R. S. McDowzll, &f al, J. Amer. Chem. Soc.
114:9245 (1992), ambos incorporados aqui como referencia). Los polipgptidos
NtHMA comprenden por lo menas & a 10, por lo méno. 20, por lo menos 30, o por

o menns 40 aminoacidos contiguos.

[00&0] Varias realizaciones se dirigen a polipéptidos NtHMA aislados codificados
por la secuenacia de polinucledtido, SEQ 1D NO:1, que comprende la SEQ ID NQ:2,
fragmentos de la SEQ ID NO:2, o variantas de los mismos. Varias rzalizaciones se
dirigen a variantes de polipéptido NtHMA aislado que comprenden por o menos
T0%, THY, 80%, 35%, 90%, 955, 98%, 97%, 98%, y 99% de identidad de

secusncia para la SEQ ID NO:2, o fragmentos de [a SEQ D NO:2.

[Q051] Varias realizaciones se dirigen a polipéptidos NtHMA  aislados  (Clon
PGAR3), que comprendsn la SEQ ID NO:2, fragmentos de la SEQ ID NO:2, o

variantes de los mismos. Varias realizaciones se dirigen a variantes de polipsptido

'

- NtHMA aislado que comprendsn por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%;, 95%,

1Y
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039, 97%, 93%, y 99% de identidad de secuencia para la SEQ ID NO:2, o

fragmentos de la SEQ ID NO:2

[0052] Varias realizaciones se dirigen a polipéptidos NtHMA  aislados  (Clon
PRA42), que comprenden la SEQ 1D NO:49, fragmentos de la SEQ 1D -NC):49, O
variantes de los mismos. Varias realizaciones se dirigen a variantas de polipéptido
NtHMA aislado que comprenden por lo menas 705, 75%, 30%, 88%, 0%, 95%,
068%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secusncia para la SEQ 1D NO:49, o

fragmentos de la SEQ ID NO:49.

[0052] 11 ompow ones y Métodos relacionados para reducir Expresion de Gen

NtHMA y/o Actividad de Transportador mediada por NtHMA

[0054] Las composiciones antagonistas adecuadas que pusden regular por
descenso la exprasion y/o la actividad de las variantes NtHMA y NtHMA incluyen
polinucledtidos aspecificos a secuendcia que puedsn interferir con la trascripcidn de
uno o mas genes NtHMA endégenos; los polinucledtidos especificos a secusncia
que pueden interferir con la traduccién de los transcriptos de ARN NtHMA (por
ejemplo, dsARNs, siARNs, ribozimas); los palipéptidos especificos a secuencia
fque puedsn interferir :f.cm la estabilidad de la protzina de NtHMA, la actividad
enzimatica de NtHMA, y/o la actividad de unién de NtHMA con respecto a
sustratos y/c» protzinas reguladoras; anticuerpos que exhiben especificidad para
NtHMA; y compuestos de molécula pequefa que pusden interfarir con 1a
estabilidad de la proteina de NtHMA, la actividad enzimética de NtHMA, y/o la
actividad de unién de NtHMA. Un antagonista efectivo puede reducir el transporte

de metal pesado (par gjemplo, Cd) en las estructuras de lamina de 1a hoja al por lo
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minos 5%, 10%, 15%, 209, 259, 30%, 3585%, 40%:, 45%:, B0%;, 559, A0%, A%,

70%, 75%, 50%, 55%, 90%, 0 95%.
[0055] A. Definiciones

[0056] A través de esta descripcién y 1as reivindicaciones adjuntas, los términos
‘une” y “el’ funcionan como referentss singulares y pluralss a menes que el
contexto indique claraments lo contraric. Asi, por gjemplo, una referencia a “un
polinucledtido ARNI” incluy= una pluralidad de tales Polinuclzétido ARNI, y una

referencia a “la planta” incluye la referencia a una o mas de tales plantas.

[0057] El término "orientacion” se refizre a un orden particular en la ubicacién de
un polinuclsdtido con relacidn a la posicién de un polinucledtido de referencia. Un

ADN linzal tizne dos posibles arientaciones: 1a direccidn &'-a-3' y la direccién 3'-a-

L Por gjemplo, siuna secuencia de referancia se posiciona en la direccidn 5'-a-2,
y si una segunda secusncia se posiciona =n la direccién '-a-3' dentro la misma
molécula/ hebra de polinucledtido, entonces la secusncia de referencia y la
segunda secuencia se orienta en la misma dirsccién, o tienen la misma
orientacidn. Tipicamentz, una secuencia promotora y un gen de interés bajo la
regulacién del promotor dado se posicionan &n la misma crientacién. Sin embargo,
con respecto a la secuencia de referencia posicionada en la direccidn 5'-a-3', si se
posiciona una segunda secuencia en la direccidn 3'-a-5' dentro la misma
moléculahebra de polinucledtido, entonces 1a secuencia de referencia y la
segunda secuencia se orienta en la direccién anticodificants, o tienen orientacidn
anticodificant=. Dos  secuencias que tiensn orientacién  anticodificantes  con
respecto una a la otra se pueden describir alternativaments por tener la misma

orientacién, si la seccuencia de referencia (direccidn &-a-2') y la secuencia
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complementaria inversa de la secuencia de referencia (secusncia de referencia
posicionada en 5-a-3') se posicionan dentro la misma molécula/hebra de

polinucledtido.

[00&3] El térming “Veotor de expresidn ARNI NtHMA" se refiere a un vehiculb de
acido nucleico que comprende una combinaci ion de componentes de ADN para
permitir el transporte y la expresion de las construcciones ARNi NtHMA. Los
vectoras de exprasion adecuados incluys episomas capaces de replicacidn extra-
cromosémica tal como plasmidos de ADN bicatenarios, circulares; plasmidos de
ADN hicatenarios linealizados; y otros vestores de expresion funcionalments
equivalentes de cualjuier origen. Un vector de evpresion ARNi NtHMA ad=cuado
comprande por fo menos un promotor posicionado en la direccidn & y ligado

operablements a una construccidn ARNi NtHMA, como se define adelante.

[0059] El t2rmino “Construccidn de ARNi NtHMA" se refisre a un fragmeanto de
ADN recombinante, lnlratc.—nann que codifica “Polinucledtido ARNi NtHMA” que
tizna actividad s interferencia de ARN. Una construccidén de ARNi NtHMA
comprends una “hebra de plantilla” de par base con una “hebra de codificacidon o
codificante” complamentaria. Una construccidon ARNi NtHMA dada se pusde
insertar en un vector de expresidn ARNi NtHMA en dos orientaciones posibles, ya
sea =n la misma orientacidn (0 codificante) o en la orientacidn inversa (o anti-
codifizcantz) con respacto a la orientacién de un promaotor posicionado dentro un

vector de expresidn ARNi NtHMA.

[00a0] El términn “Polinucledtida ARNi NtHMA” pueden estar dirigidos al ARN
NtHMA para degradacion enzimatica, que involucra la formacion de fragmentos

mas pedqueios de polinucledido ARNI NtHMA ("siARNs") que s pueden unir a



10

15

25

WO 2009/074325

W
[

PCT/EP2008/010546

multiples secusncias complementarias dentro del ARN NtHMA  objetiva. Se
pueden reducir niveles de uno o mas genas de NtHMA mediante actividad de

interferencia de ARN de los polinucledtido ARNi NtHMA.

[0061] El términa “hebra de plantilla” se refiere a 1a hebra que comprende la
secuesncia que complementa aquella de la “hebra de codificacién o codificants” de
un Duaplex d= ADN, tal coma Fragmento gendmico NtHMA,cCADN NtHMA, o
Construccidn de ARNi NtHMA, o cualquisr Fragmento de ADN que comprende
una secuencia de acido nucleico que se pueden transcribir mediante polimerasa
de ARN. Durant= la transecripcidn, la polimerasa de ARN pueds translocarse a lo
largo de la hebra de plantilla en la direccidn 3-a-5' durant= sintesis de ARN

naciente.

[00A2] Los términcs “hebra codificante” o “hebra decodificacién” se refiere a la

hebra que comprends una secuencia que complamenta aqguella d= la hebra de

plantilla en un daplzx de ADN. For ejemplo, la secuencia de [a hebra codificants

("secuencia codificante”) para el clon gendmico NtHMA identificado s= designa
como la SEQ ID NO:1. Por gjempla, 1a secuencia codificanta para cADN NtHMA,
identificada como €l clon PEGA3, s designa como la SEQ 1D NO:E. Por gjemplo, la

secuencia codificante para cADN NtHMA, identificada coma &l clon PGA43, se

2

designa como la SEQ ID NO:46. Par ejemplo, si la hebra codificant2 comprende
una  secusncia  hipotetica  5-TAATCCGGT-3,  entonces  la secuencia
correspondients sustancialmente idéntica dentro de un objetivo mAARN &s 5'-

UAAUCCGGU-31.

[0053] El teérmino “secuencia complementaria inversa” se refiere a la secuancia

que complementa la “secusncia codificante” de interés (por gjemplo, secuencia

1Sa
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exén) posicionada dentro la misma hebra, en la misma arientacion con respecto a
la’ secusncia cqclificante. Por ejemplo, si una hebra comprendes una secuencia
hipotética 51- TAATCCGGT-3, entonces 13 secusncia complementaria inversa 5'-
ACCGGATTA-S1 se puede ligar operablemente a la secuencia codificante,

separada por una secusncia separadora.

[0064] Los t2rminos “Transeripto de ARN NtHMA” o “ARN NtHMA”. En el contexto
de la Interferencia de ARN, se refiere a moléculas de acido polimibonuckzico
producidas dentro una célula de planta anfitriona de interés, que resulta de la
transcripeiéon de genes endagenos de la familia HMA, que incluyen &l gen de
NtHMA aislado (SEQ ID NO:1). Asi, estos términas ineluy= cualquier Especie de
ARN o variantes de ARN producidas come productos t|a|1°«'|'||’u:|onales de genes
relacionados con HMA que puede ser distintos del gen de NtHMA aislado (SEQ

NO:1) pern que tiene suficiente similitud a niveles estructurales y/o funcionales
que se clasifican dentro la misma familia. Por ejemplo, si una célula de planta
anfitriona seleccionada para modificacidén genética de acusrdo con el método
descrito es tabaco, entonces los transcripto de ARN NtHMAs objstivo incluye: (1)
pre-mARN y mARN producidos de 1a transaripeidn del gen NtHMA aislado (SEQ ID
NO:1); (2) pre-mARN y mARN producidos de la transcripeion de cualquier genes
que tiene por lo menos 50%, 85%, 60%, 655, T0%, 75%, 80%, 35%, 9%, G95%,
Q5%,, 97%, 95%, y 99% de identidad de secuesncia con la secuencia dsl gen
NtHMA aislado (SEQ ID NO:1) (es decir otras genes distintos sustancialments
identicos al gen NtHMA identificado vy que codifican las isoformas relacionadas de
los transportadc»res HMA); v (3) pre-mARN yv mARN producidos a partir de la
transcripcidn de alelos del gen NtHMA (SEQ 1D NO:1). Los transcripto de ARN
NtHMA incluye Variantes ARN producidas como un resultado de reacciones de

corte y empalme de ARN alternativas de ARN heteranuclzares ("hnARNA") de un
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gen NtHMA, Variantes mARN que resulta que resulta de talss reaccionss de corte

y empalma de ARN alternativas, y cualguisr variantes ARN intermedia.

[0065] Los términos “homologia” o “identidad" o “similitud” se refieren al grado de
similitud de secusncia entre dos polipéptido o entre dos moléculas de Acido
nucleico comparadas por alineaciin de secuencia. El grado de homoelogia entre
dos secusncias de acido nucleico descritas que se comparan s una funcion del
namera de nucledtidos idénticos, o emparsjados, en posiciones comparables. El
porcentaje de identidad se puade determinar mediante inspeccidn visual y calculo
matzmatico. Alternativamente, el porcentaje de identidad de dos secuencias de
acido nuclzico se pueden determinar al comparar la informacién de secusncia
utilizando el programa de computador GAP, vers_iénn 7.0 descripto por Devereux et
al. (Nucl. Acids Res. 12:387, 1984) y disponible del Grupo de Computador de
Genética de  la  Universidad  de Wisconsin (UW.GCG). Los parametros
preestablecidos  tipicos para el 'pr«:»grama GAP incluys: (1) una matriz de
comparaciaon unitaria (que contiene un valor de 1 |:»afa identidacdes y 0 para non-
identidades) para nucleétidos, y la matriz de comparacion ponderada de Gribskov
y Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1086, coma se describid por Schwartz y
Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical
Research Foundation, pp. 253-3638, 1979; (2) una penalidad de 3.0 paré cada
espacio y una penalidad de 0.10 adicional para cada simbolo en cada espacio; y

(2) ninguna penalidad para espacios finales. Se puaden utilizar alternativamente
secuencias.

[006G] El términa “direccién 5" se refiere una direccién/posicidon relativa con

respecto un elemento de referancia a lo larga de una secuencia dz polinucledticdo
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lineal, que indica una posicidn/ dirscciédn hacia el externo &' de la secuencia de
|
!

polinucledtido.”Direccién 5™ se puede utilizar intercambiablemente con "5’ de un

elemento de referencia”.

[0067] EI término- “ligado operablemente” se refizre a la union de distintos
elementos  ADN, fragmentos, o secusncias  para producir una  unidad

transcripcional funcional o un vector de expresién funcional.

[0062] El término “promotar se refizre un elemento /secuencia de acido nucleico,
posicionada tipicaments en la direccidn & y ligada operablaments a un fragmento
de ADN hicatenario, tal como una construccién de ARNi NtHMA. Por gjemplo, un
promotor adecuads permite la activacién transcripcional de una construccién ARNi
NtHMA al incorporar &l complejo transcripcional, que incluyen la polimerasa de
ARN vy varios factorss, para inicial la sintesis de ARN.’Promatores” se pueden
derivar complataments de regiones proximas a un gen natural de interés, o se
pueds componer de diferentes elementos derivado de diferentss promotores
naturalzs y/o segmentos de ADN sintéticos. Los promotorss adecuadaos incluyen

promote tores especificos de tejido reconocidos por factores especificos de tejidos

presentes en diferentes  tejidos o tipos celulares  (por gjemplo, promotores

especificos de raiz, promotores especificos de brotes, promotores especificos de
xilemas), o presentz durante diferentes etapas del desarrollo, o presente en
respuastas a diferentes condiciones ambientales. Los promotores adecuados
incluy=n promaotores constitutivos que se pusden activar &n la mayoria de tipos
celulares sin requerir inductores especificos. gjemplos de promotares adecuados
para controlar la produccion de polipéptido ARNi NtHMA incluy= &l virus mosaico
de la coliflor 355 (CaMV/25S), SSU, QOCS, lib4, usp, STLS1, B33, promaotares nos

0 ubiquitin- o faseolin. Los expartos en la técnica son capaces de generar
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multiples variaciones de promotoras recc umhmantvzs como se describe un ndmearo
de referencias, tal como Qkamuro and Goldhery, Biochemistry of Plants, Vol.

15:pp1-82 (1989).

[0069] Los promotores  especificos de  tejido son elementos de control
transoripcionales que solo son activos en células particulares o tejidos en
momentos especificos durante 2l desarrallo de la planta, tal como en tejidos
vegetativos o tejidos reproductivos. La exprasién especifica de tejido se puede
ventajosa, por gemplo, cuando se prefiere la expresion de polinucledtido en
ciertos tejidos. sjemplos promotores especificos de tejidos hajo contral de
desarrollo incluye promotores que pusden iniciar a2 transcripeion  solo (o
principalmente solos ) en ciertos tejidos, tal como tejidos vegetatives, por jemplo,

raices u hojas, o tejidos reproductivos, tal comao frutos, édvulos, semillas, polen,
pistilos, flores, o cualquier tejido embridnico. Los Promotores especificos de tejido
reproductivo puede ser, por ejamplo, especificos de antera, especificos de dvulos,
especificos  de  embriones,  especificos  de  endospesrmas,  especificos  de
integumentos, semillas y especificos de recubrimiento de semilla, especificns de

polen, especificas de pétales, aspecificos de sépalos, o sus combinaciones.

[Q070] Los promatores espacificos de hoja adecuados incluyen pirivato, promotor
dicinasa crtofosfato (PPDK) de la planta ©4 (maiz), promotor cab-m1Ga™ del
maiz, el promator del gen relacionado con Arabidopsis taliana myb (Atmyb5),
promotores de carboxilate bifosfato ribulosa (RECS) (por gjemplo, genes RBCS 1,
RECS2 y RECSZ de tomate expresado en hojas y plantulas que crecen a 1a luz,
RECS1 y RBCS2 =xpresados en frutas die tomate en desarrcllo, y/o promotor

carboxilasa  bisfosfato  ribulosa  exprasado casi evelusivamentz  en célula

/]

mescfilas en laminas foliares y vainas de las hojas a altos niveles).
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[0071] Los promatores espacificos de senescencia adecuados incluy: un promotor
de tomate activa durante 1a madurez de la fruta,, senescencia y abscision de las
hojas, un promator de maiz de gen que codifica una proteasa cisteina. Se pueden
& utiliza promotoras especificos de antera adecuados. Tales promotores se conacen
en la téonica o3& pusden descubrir por técnicas conocidas; ver, por sjemplo,
Bhalla and Singl (1992) Molscular control of mals fertility in Brassica, Proc. 10th
Annual Rapesesad C Unth:“, Canberra, Australia; van Tunen et al. (1990) Pollen-
and anther-specific chi promaters from petunia: tandem promoter regulation of the
10 chiA gene. Plant Zell 2:393-40; Jeon <t al. (1999) Isalation and characterization of
an anther-specific: gane, RAS, from rice (Qryza sativa L). Plant Maolecular Biclogy
20:25-44; y Twe'l =t al. (1993) Activation and developmental regulation of an
Arabidopsis anthar-spé«:ific promoter in microsporas and pollen of Nicotiana
tabacum. Sex. Pl:nta Reprod. £:217-224,
15
[0072] S& pueden seleccionar promatores preferidos de raiz adecuados conocidos
por los expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Hire et al. (1992) Plant Mol. Biol.
20(2):207- 218 (soybean root-specific glutamine synthetase gene); Keller and
Baumgartner (1991) Planta Cell 3(10):1051-1061 (root-specific. control element in
20 the GRP 1.2 genz of French bean); Sanger et al. (1990) Plant Mol. Biol. 14(3):433-
445 (root- specilic promoter of the mannopine synthase (MAS) gene  of
Agrobacterium tumefaciens); and Miao =t al. (1991) Planta Cell 2(1):11-22 (full-
length cADN clone encoding cytosolic glutamine  synthetase (GS), which s
expressad in roots and root nodules of soybean). Ver tambign Bogusz et al. (1990)
25  Plant Cell 2(7):62534841, en donde se describen dos promotores especificos de raiz
aislados de genes de hemoglohina de Farasponia andersonii no lequminosa que

fijadar de nitrdgeno y Trema tomentosa o leguminosa que no fija nitrdégeno.
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[0073] Los promotores preferidos de semilla adecuados incluyen promotores
espacificos de semilla (aquellos promotores activos durantz el desarrollo de la
semillas tal como promaoteres de proteinas de almacenamiento de semillas) y
promatores de germinacién de semilla (aquellos promotores activos durante 1a
germinacién de la semillas). Ver, por ejsmplo, Thompson <t al. (1989) BicEssays
10: 103, incorporada aqui coma referencia. Tales promotores preferidos de semilla
incluye, pero no se limitan a, Cim1 (mensaje inducido por citociningd); ¢Z19B1
(maiz 19 KDa zzina); milps (sintesa mic-inositol-1 -fosfate); mZE40-2, tambi@w
conocido como Zm-40 (Patente Estadounidense No. 6 403, 562); nucle (Patente
Estacounid=nse No. 6,407, 315); y celA (sintasa celulosa) (ver WO 00/11177). La
gama-zeina &3 un promotor especifico de endospermas. Glob-1 es un promotor
especifico de embrién. Para dicotileddneas, promotor especificoe de semilla
incluye, pero no se limitan a, judia. f.-fas=olina, napina,.f.-conglicining, lecitina de
saya, cruciferina, y sus similares. Para monocotiledon=as, promotor especifico de
semilla incluye, pero no se limitan a, un promotor de zeina de maiz 15 kDa, un
promotor de zeina 22 kDa,un promotar de zeina 27 kDa, un promotor de g-z2ina,
un promotor de y.- zeina 27 kD, (tales como promotor gzwid, ver Aceeso Genbank

#STETVE0), un promotor ceroso, un promoetar encogido 1, un promotor encogido 2

(kalla, et al.,, Plant Journal 6:249-860 (1994), Patente Estadounidense No.

AE25.713), promotor ciml  (ver Patente Estadounidense No.o 5,225 &24)

promotores de maiz end1 y end2 (Ver Patente Estadounidense No. /525,704 y
solicitud  10/210,191, presentada en Dic. 4, 2002); un promotor nud (Patents
Estadounidenss No. 65,407,215); un promator Zm40 (Patente Estadounidense No.

3,403,262); eepl y eep; led (Solicitud de Patent= Estadounidense Serie. No.

NO/713,754), un  promotor tioredoxinH - (Solicitud  de Patent=  Provisional
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Estadounidense 60/514,123); promotor mlip1s (Fatente  Estadounidense No.
6,479,734); promotor PCNAZ; y el promator encogido 2. (Shaw et al., Planta Phys

O3:1214-1216, 1992; Zhong Chen &t al., PNAS USA 100:3525-3530, 2003).

[0074] Ejemplos d= promotores inducibles incluye promotores sensibles al ataque
de patégenos, condicionss anaerdbicas, temperatura elevada, luz, sequia, frio,
temperatura, o alta concentracién de sal. Los promotores inducibles de patégeno
inc.ltiye aquellos de proteinas relacionadas con patogenia (proteinas PR), qus se

i|1¢:ILnye|1 luego de la infeccién por un patdgeno (por ejemplo, proteinas PR,
proteinas SAR, heta-1,3- glucanasa, citinasa). Ver, por ejemplo, Redolfi et al.
(1983) Neth. J. Planta Pathol. 59:245-254; Uknes =t al. (1992) Planta Call 4:645-
A83; vy Van Loon (1955) Planta Maol. Virol, 4:'11'1-'1 13, Ver tambign la solicitud
titulada”Inducible Maiz Promaotors”, Solicitud de Patente Estadounidenses Seris. No.

0Q/257 K23, pressntada en Feh. 25, 1999,

[0075] En adicidn a los promotores de planta, se pusden derivar otros promotoras
adecuados de arigen bactzriano (por gj=mplo, <l promotor de sintasa actopina, el
promaotor de sintasa nopalina y otros promatores derivados de plasmidos Ti), o se
puede derivar de promaotores viricos (por ejempla, promaotores 355 y 19S5 ARN del

virus mosaico de la coliflor (CaMV), promatares constitutivos del virus del mosaico

ba)

dal tabaco, virus mosaico de la coliflor (CaMV) 19S5 y promotores 35S,

promatores del virus mosaice del escrofularia 35S).

[0076] El terming “mejorador” se refiere una molécula de acido nucleico, o una
secuencia de acido nucleico, que pusde recolectar proteinas  reguladoras
transcripcionales tal como activador transcripeionalzs, para mejorar la activacién

transcripcional al incrementar la  actividad del promaotor. Los  mejoradorss

169
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adecuados se pusden derivar de regiones présimas a un promoetor natural de
interés  (fuentes homaologas) o se pueden derivar de un contexto no nature.ll
(fuentes heterdlogas) y se pueden ligar operablements a cualguier promotor de
interes dentro vectores de expresion ARNi NtHMA para mesjorar la actividad y/o la
especificad de tejido de un promotor. Algunos mejoradores pueden  operar
cualguier orizntacidn con raspecto a la orientacion de una uni.c:lad de transcripcidn.
Por sjemplo, los mejoradores se puede posicionar =n la direccidon &' o en la
direccion tres prima de una unidad transcripcional que comprends un promotor y
una construccion de ARNi NtHMA. Las persona expertas en la técnica son
capaces de ligar operablements mejoradores y promatores para optimizar las

nivelzs de transcripcion ds las construccionss ARNi NtHMA.

[0077] B. Vector de expresién ARNI que comprends Construcciones de ARNi

NtHMA que codifica polinucledtidos ARNi NtHMA

[0073] La interferencia de ARN ("ARNI") o ARN silenciante es un proceso
evolutivamente conservado mediants el cual los mARN especificos se pueden
dirigir a degradacién enzimatica. Un ARN bLicatenario (dsRNA) se debe introducir o
produsir por una célula (por ejzmplo, virus dsARN, o Polinucledtidos ARNi NtHMA)
para iniciar fa ruta ARNiI. del dsARN se pueden convertir en daplex siARN
maltiples  de 21-22 bp de longitud ("siIARN") par ARNsas U, que  son
endonucleasas  espedcificas  del dsRNA  ("Granulador”). EI siIARN  se  puede
reconocer exteriormante mediants complejos de silenciamiento inducidos por ARN
("RISC") que promueven la separacion del siARN a través de  proceso
dependientes de ATP. La separacién de la hebra anticodificante del siARN guia el
RISC activado al mARN objetivado (par jemplo, variantes de ARN NtHMA) que

comprenden una secuencia complementaria a la hebra anticodificante siARN. El

1 10.
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MARN objetivado vy [a hebra anticedificants pusden formar una hélice con forma
de A, y la ranura principal de la hélice con forma de A se pueden reconocer por el
RISC activado. El mARN objetivo se puede separado por el RISC activado &n un
anico sitio definido por el sitio de unién del extremno &' de la hebra siARN. EI RISC

5 activado

/7]

& pueds reciclar para catalizar otro evento de separacién.

[0079] La FIG. 2A ilustra la construccion de un vector de expresion ARNi NtHMA
de ejemplo. En la FIG. 2A"S" | denota la etapa | y” S II" dencta la etapa |l de los
procesos de construccion. Varias realizaciones se dingen a vector de expresion de
10 ARNi NtHMA que comprends Construccionss «:le'ARNi NtHMA que codifican
polinucledtidos d= ARNi NtHMA que exhiben actividad de intarferencia ARN al
reducir el nivel de exprasion de mARN NtHMA, pre-mARN de NtHMA, y variantas
ARN NtHMA relacionadas. Los vectores de expresion comprenden un promotor
posicionada en la direccidn & y ligado operablements a una construccién ARNI
15 NtHMA, como se ¢ |cflnt:' adelante adicionalments. Los vectores de expresiin ARNI
NtHMA comprenden un promotor de nt’u«::leé» minimo adecuado, una construccidon
de ARNi NtHMA de interés, una regién reguladora (5') en la direccidon 5, una
regién reguladara (3°) en la direccidn tres prima, que incluye la terminacién de
transcripcion y sefales poliadenitacién, y ofras secuencias conocidas per los

20 expertos en la téonica, tal como varios marcadores de salzccion.

[0050] Los polinucledtidos NtHMA se puede=n producir en varias formas, que
incluyen estructuras similares a horquilla bicatznaria ("dsARNI"). El dsARNi
NtHMA se pueden convertir anzimaticamente a siARN NtHMA hicatenario. Una de
5 las hebras del daplex siARN NtHMA  pusde  hibridar a2 una  secusncia
complementaria dentro del mARN NtHMAI objativo y variante d= ARN NtHMA

relacionadas. Los diplex siARN/MARN se reconocen por el RISC que pueden
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dividir los ARN NtHMA &n mditiples sitios en una forma depsndients de la
secuencia, que resulta en la degradacion del mARN NtHMA objetivi y variantes

- ARN NtHMA relaciconado.

5 [00%51] La FIG. 2B ilustra la formacién de un daplex de ARN bicatenario hipotéticn
formadao (como estructura "vastago- bucle-vastago") como un producto transcripto
de una construccién ARNi NtHMA de ejemplo. En la FIG. 2B, se nuestra una
construccidon 10n del ARNi NtHMA hipotética, que comprands 3 fragmento de ADN
bicatenario, tal como los fragmentos 1-3. La flecha | denota la formacion de 1a

10 construccién ARNI, la flecha Il 1la transcripeidn, y la flacha [l es la formacion de
dsARN. La fragmenta 1 se posiciona en la dirsccidn %' y se liga operablements al
fragmento 2, que se posiciona en la dirsccidn &' y se ligar operablements al
fragmento 3, para que la hebras de ADN /secuencias 4, 6, y £ ss ligan en tandem
para formar la hebra 11, como se muestra. Alternativament=, una construceién de

15 ARNi NtHMA comprende “una secuencia codificante” &, que se posiciona en la

” direccién &' y se ligar operablemente a “una secusncia separadora” 7, que se
posiciona en la dirsccién &y se ligar operablement: a “una secusncia
complamentaria inversa” 9. Las hebras /secuencias 5, 7, y 9 s& puaden ligar en
tandem para formar la hebra/secuencia 12. Alternativamente, una construccién de

20 ARNi NtHMA comprende “una secuencia codificante” 8, que se posiciona &n la
direccién % y se liga operablemante a “una secuencia separadora” 6, que se
posiciona en la direccidon &y se ligar operablementz a “una secuencia
complementaria inversa” 4. Las hebras/secuencias 8, 6, y 4 s2 puedean ligar en
tandem para formar la I'|eI:»r=n/<-=rL|encia 11. Hebra 12 &s complemsntaria a la

25  hebra 11, La hebra 11 @ una hebra de plantilla que se puede transcribir en &l
polinucledticlo ARNI NtHMA 12, El polinucleétide ARNi NtHMA 13 forma una

estructura de horquilla ("vastago-bucle-vastaga”), en la que 2l vastago 16 &3 una
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regién  de  complementariedad que resulta de interacciones de bhase par
intramolecular del polinucledtido ARNi NtHMA 15 y el bucle 17 representa una
regidn e no complementariedad codificada por una secuencia separadora, tal

como las hebras/secusncias 8 o 7

- [0082] Cualquier polinucledtido de ARN NtHMA de interés se pueds producir al

seleccionar una composicién de secuencia adecuada, tamano de bucle, y longitud
de vastago para producir el daple= de horquilla NtHMA. Un rango adecuado para
disefar longitudes de vastago de un daplex de horquilla, incluye longitudes de
vastagos de 20-30 nucledtidos, 30-50 nuclzdtidos, 50-100 nucledtidos, 100-150
nucledtidos, 150-200 nucledtidos, 200-300 nucledtidos, 200-400 nucledtidos, 400-
500 nucledtidos, 500-600 nucledtidos, y B0O0-700 nuclsdtidos. Un rango adecuadao
para disefar longitudes de bucles de un daplex de horquilla, incluye longitudes de
bucle de 4-25 nucledtidos, 25-50 nuclsétidos, o mas si la longitud dzl vastago del
diaplex de horquilla es sustancial. En cierto contexto, las estructuras de harquilla
con region=s  duplexadas mayores de 21 nucledtidos  pusde promover el
silenciamiznto dirigido al siARN efectivo, independiente de la secuencia de bucle y

la longitud

[0023] Construcciones ARNI NtHMA de ejemplo para regular por descenso &l nivel
de evpresiin de &l gen NtHMA (SEQ 1D NO:1) y otros genes relacionados NtHMA

incluyen lo siguiente:

[N024] Varias realizaciones se dirigen a vectoras de expresidon ARNi NtHMA que
comprenden una construccidon ARNi NtHMA que comprendse uno o mas de: intrén
1 (SEQ ID NO:4), exédn 1 (SEQ ID NC:5), intrén 2 (SEQ 1D NO:R), =xén 2 (SEQ ID

NQ:7), intron 3 (SEQ 1D NO:3), exdn 3 (SEQ 1D NO:9), intron 4 (SEQ 1D NO:10),
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exdn 4 (SEQ 1D NO:11), intrédn & (SEQ ID NO:12), exdn & (SEQ 1D NO:13), intrén
G (SEQ ID NO:14), exin & (SEQ ID NQ:18), intrdn 7 (SEQ 1D NO:16), exdn T (SEQ
ID NO:7), intron & (SEQ 1D NQ:AS), exan & (SEQ 1D NO:1D), intrén @ (SEQ ID
NO:20), exin 9 (SEQ 1D NO:Z1), intrén 10 (SEQ ID NO:22), exdn 10 (SEQ ID
NC:2E), intrén 11 (SEQ ID NO:24, exén 11 (SEQ 1D NO:28), y intrén 12 (SEQ ID

NO:26), fragmentos de los mismos, y variantes de [os mismos.

[O035] Varias realizaciones se dirigen a vectores de expresién ARNi NtHMA que
compranden: una construccion ARNi NtHMA que tiens por [0 menos 70%, 75%,
S0%, 85%, 90%, 95%, 98%, 97%, 95%, y 99% de identidad de secuencia a una
secuancia seleccionada del grupo que consiste de: exén 1 (SEQ ID NO:E), un
fragmento de exédn 1 (SEQ ID NO:5), exdn 2 (SEQ ID NO:7), un fragmento de
exdn 2 (SEQ 1D NO:Y), exén 3 (SEQ 1D NO:9), un fragmento de exdn 3 (SEQ ID
NQO:9), exdn 4 (SEQ ID NO: 1), un fragmento de exdn 4 (SEQ D NO: 11), exén &
(SEQ 1D NO: 13), un fragmento de exén & (SEQ 1D NO:13), exdn & (SEQ ID
NO:15), un fragmento de exdn 3 (SEQ ID NO:15), exén 7 (SEQ 1D NO:17), un
fragmento de exén 7 (SEQ ID NO:17), exdn & (SEQ 1D NO:19), un fragmento de
extn & (SEQ 1D NO: 9),‘ exén & (SEQ ID NO:21), un fragmento de exédn 9 (SEQ 1D
NO:Z 1), exén 10 (SEQ 1D NO:23Z), un fragmento de exdn 10 (SEQ 1D NO:23), exdn

11 (SEQ ID NO:25), y un fragmento de exén 11 (SEQ D NQ:25).

[M0E6] Varias realizaciones se dirigen a vectores de expresién ARNi NtHMA que
comprendsn: una construccidn ARNI NtHMA que codifica polinuck=stidos de ARNi
NtHMA capacss d= autohibridarse para formar una estructura de horquilla, en la
que la construceidn ARNi comprends (2) una primera secusncia que tiens por 1o

meanos 70%, 75%, S0%, S5%, 90%, G8%, 93%, 97%, 93%, y 99% de identidad de

secuencia para la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:47; (b) una segunda secusncia que



10

15

20

[
(%]

AN

WO 2009/074325 34 PCT/EP2008/010546

codifica un elemaentoe separador del polinucledtido ARNi NMtHMA que forma un
bucle de la estructura de horquilla; y () una tercera secusncia que comprende una
secuencia complementaria inversa de la primera secuencia, posicionada en la
misma orientacién como la primera secuencia, en donde 1a segunda secuencia se
posiciona entre 1a primera secusncia y la tercera secusncia, y la segunda

s=cuencia se liga operabl=ments a la primera secuzsncia y a la tercera secuencia.

[0027] Varias realizacionas se dirigen a vactores de exprasién ARNi NtHMA que
comprenden: una construccidn ARNI NtHMA que codifica polinucledtidos de ARNi
NtHMA capaces de autohibridarse para formar una estructura de horquilla, en la
que la construcciin ARNi comprende (a) una primera secusncia que tisne por lo
menos 70%, TA%, 30%, 85%, 90%, 95%, 0R%, 97 %, 95%, y 99% de identidad de
secusncia para la SEQ ID NO:3 o SEQ ID NQ:47: (b) una segunda secuencia que
codifica un elemento separador del polinucledtide ARNi NtHMA que forma un
hucle d= la estructura d= horquilla; y (¢) una tercera secuencia que comprands una
secuencia complementaria inversa de la primera secuencia (SEQ 1D NO:468 o SEQ
ID NO:48), posicionada en la misma crientacién como la primera secuencia, en
donde la segunda secuencia se posiciona entre la primera secusncia y la tercera
saecuenacia, y la segunda secuencia se liga operabilements a la primera secuencia y

a la tercera secuencia.

[00&E] Varias realizaciones se dirigen a vectores de expresidn ARNi NtHMA que
comprenden: una  construceion. ARNi NtHMA  que comprende una  primera
secuencia que tiene “similitud sustancial,” o que tiens por o menos 70%, 75%,
0%, 85%, 90%, §5%, 90%, 9T%, 923%, y 99% de identidad de secusncia para la
SEQ ID NO:&, o porciones de fa SEQ 1D NO:3. Varias realizaciones se dirigen a

vactores de expresiéin ARNI NtHMA que comprendan una construcciin ARN
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NtHMA que comprends una primera secuencia que tisne “similitud sustancial,” o
que tiene por o menos 70%, 78%, 0%, S59%, 90%, 95%, 95%, 97%, Q3% y 99%
de identidad de= secusncia para la SEQ ID NO:47, o porciones de la SEQ 1D

NO:47.

[0059] Varias realizacicnes se dirigen a vectores de expresion ARNi NtHMA que
comprenden: una construccién ARNi NtHMA  que comprends una segunda
saecuencia que tieng “similitud sustancial,” o que tiene por o menos 70%, 75%,
A%, B35%, 90%, 95%, 95%, 97%, 98%, y ¢ N'/u de identidad de secuencia a una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de: intrdn 1 (SEQ D NQ:4), un
fragmento de intrén 1 (SEQ 1D NOd), intrén 2 (SEQ ID NO:6), un fragmento de
intrén 2 (SEQ 1D NO:A), intrén 3 (SEQ 1D NO:3), un fragmento de intrén 2 (SEQ ID
NO:3), intrén 4 (SEQ ID NO: 10), un fragmento de intrén 4 (SEQ 1D NO:1Q), intrén
5 (SEQ 1D NO:12), un fragmenta de intrdn 5 (SEQ 1D NO:12), intron & (SEQ D
NO:14), un fragmento de intron & (SEQ 1D NO:14), intrén 7 (SEQ 1D NO:16), un
fragmento de intrén 7 (SEQ ID NO:18), intréon & (SEQ D NO:18), un fragmento de
intron 5 (SEQ ID NC:13), intran 9 (SEQ ID NO:20), un fragmento de intrén 9 (SEQ
ID NO:20), intron 10 (SEQ 1D NO:2Z2), un fragmento de intrdn 10 (SEQ 1D ND:22),

intron 11 (SEQ 1D NO:24), un fragmento de intron 11 (SEQ ID NQ:24), intrén 12
(SEQ 1D NO:28), y un fragmento de intrdn 12 (SEQ D NO:23). Alternativaments,
la segunda secusncia de la construccidn ARNi NtHMA  se puede  generar
alzatoriaments sin utilizar una secuencia de intrén derivada del gen NtHMA (SEQ

ID NO:1).

[0090] Varias realizacionss se dirgen a vectores de expresian ARNi NtHMA que

comprenden: una  construccién . ARNi NtHMA  que  comprende  una  tercera

secusncia que tizne “similitud sustancial,” o que tiene por o menos 70%, 75%
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€0%, 25%, 90%, 95%, 93%, 97%, 95%, y 99% de identidad de secusncia para la
SEQ ID NO:4i, o porcionss de la SEQ 1D NO:45. Varias realizaciones se dirigen a
vectores de exprasidn ARNi NtHMA ques comprendan una construccidon ARNI
NtHMA que comprends una tercera secuencia que tisne “similitud sustancial,” o
5 que tiene por lo menos 70%, 75%, 30%, 85%, 90%, 95%, GR%,, 970, 98%, y 999
de identidad de secuencia para la SEQ ID NO4E, o porciones de la SEQ ID

NO:48.

[0091] Varias realizacionss se dirigen a vectores de expresion ARNi NtHMA que
10 comprenden: una construccion  ARNi NtHMA  que  compréends  una  tercera
secuencia que tizne “similitud sustancial,” o quz tiene por Io .me.nos 70%, 75%
B0%, 88%, 90%, 95%, 95%, 7%, 92%, y 99% de identidad de secuencia a una

secusncia complementaria inversa seleccionado del grupo que consists de: SEQ

O

NO:27 (exén 1), un fragmento de la SEQ ID NO:Z7 (exédn 1), SEQ ID NO:28
15 (&%dn 2), un fragmento de la SEQ ID NO:25 (2vdn Z), SEQ ID NO:29 (exdn 3), un
, fragmento de la SEQ 1D NO:29 (exdn 3), SEQ ID NO:20 (=xén 4), un fragmento de
| la SEQ ID NO:20 (zxén 4), SEQ 1D NO:31 (exdn &), un fragmento de= la SEQ D
NQO: 21 (exdén 5), SEQ ID NO:32 (exdn 6), un fragmento de la SEQ ID NO:52 (&xdn

3), SEQ ID NO:&3 (exén 7), un fragmento de la SEQ ID NO:33 (exdn 7), SEQ ID

=]
—

NO:E4 (evdn &), un fragmento de la SEQ 1D NO:34 (exdn ), SEQ 1D NO:25 (exdn
9), un fragmento de la SEQ 1D NOEE (exdn 9), SEQ 1D NOES (exédn 10), un
fragmento de la SEQ ID NO:26 (2xén 10), SEQ ID NOE7 (exén 11), y un

fragmento de la SEQ 1D NO:37 (exdn 11).

25 [0092] Varias realizaciones se dirigen a vectores de exprasion ARNI NtHMA que
compranden una construccidn ARNi NtHMA que comprende: la SEQ ID NO:28

(“‘secusncia codificante/fragmenta”), la segunda secuencia comprende la SEQ 1D
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NOQ:39 (“secuencia separadoraffragmentc”) y 1a tercera secuencia comprende la

SEQ ID NO:40 (“secusncia anticodificantz/fragmeanta”).

[0093] Varias realizacionas se dirigen a vectores de expresion ARNi NtHMA que
comprenden una construccidn ARNI NtHMA que comprende: la SEQ 1D NO:42
(“secuencia codificants/fragmenta”), la segunda secuencia comprends fa SEQ 1D
NO:43 (“secusncia separadora/fragmento”), y la tercera secuencia comprends la

SEQ ID NO:44 (“secuendcia anticodificante/fragmentn”).

[00924] Alternativamentes, se puaden utilizar [as secuencias descritas para construir
varics polinucledtidos NtHMA qus no forman estructuras de horquilla. Por sjemplo
un ARN bicatenario largo NtHMA se puede formar al (1) transcribir una primera

hebra del cADN NtHMA al ligar operablementz a un primer promotor, y (2)

transcribir la secuencia complementaria inversa de la primera hebra del fragmento

cADN NtHMA al ligar operablements a un segundo promaotor. Cada hebra del
polinucledtido NtHMA se pueds transcribir del mismo vector de axpresién, o de
diferentes vectores de expresidn. El daplex ARN NtHMA que tiene actividad de
interferencia de ARN se puede convertir enzimaticamente a Ios siARN para reducir

los niveles de ARN NtHMA.

[0095] C. Vectores de Evpresién para Reducir la Expresion Génica NtHMA
mediante

Co- suprasian.

[0096] Se proporcionan varias composiciones y matados para reducir 1os niveles
de expresidn enddg=nos para mismbros de la familia del gen NtHMA al promaover

la co-supra

C[n
&6

sién de 1a expresién génica de NIHMA. El fenémeno de co- supresidn
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ocurre como un resultado de introducir multipls copias de un transgen en un
anfitrién de célula de planta. La integraciéon de miltiples copias de un transgen
puede resultar en la expresiin reducida del transgen y el gen enddgeno objetivo.
El grado de cosupresidn es depandient= del grado de identidad de secuencia entre
el transgen y el 9en enddgeno objetivo. El silenciamiento del gen enddgeno vy el
transgen puede ccurrir mediante matilacién extensiva de 1os locus silenciados (es
decir, &l promotor enddgeno y &l gen enddgeno de interés) que pusden precluir la
transcripcion.  Alternativaments, =n algunos casos, la co-supresiin del gen
endédgeno y el transgen pusds ocurrir mediants  silenciamiento géﬁi«:o post
transcripzional ("PTGS"), en los que se pueden producir transcriptos pero los
indices msjorados de degradacidén preciuyen la acumulacian de los transeriptos. El
Mmecanismo de co- suprasion mediante PTGS se considera que se parece a la
interferencia d= ARN, en que ARN parece ser un iniciador importante y un objetivo
en 2stos proceses, y se pusde mediar por 1o menos en parte madiant= la misma
maduinaria molecular, posiblemente a través De degradacidn guiada por ARN del

MARN.

[0097] La cosupresion de los miembros de la familia del gen NtHMA se pusdan
alcanzar al integral multiples copias del cADN NtHMA o fragmento del mismo
como transgenes, en < genoma de una planta d= interés. La planta anfitrién se
pu=de transformar con un vector de expresion que comprends un promotor ligado
operablamente al cADN NtHMA o fragmento dal mismo. Varias realizacionss se
dirigen a vector de expresion para promaver la co-supresion de genes endédgenos
de la Familia NtHMA que comprends: un premaotor ligado operablemente al cADN
NtHMA identificado como &l clon PAaaa (SEQ ID NO:3) o un fragmento del mismo,
o cADN NtHMA identificado como el clon PAa43 (SEQ D NO:47) o un fragmenta

dzl mismo. Varias realizacionss se dirigen a vectores de expresidn para promover
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la cosuprasidn de genes enddgenos de la familia NtHMA que comprende: un
promaotor ligado aparablements al cADN NtHMA, o un fragmento de los mismaos,
que tiene por lo menos aproximadaments 70%, 75%, 0%, $5%, 90%, 95%, 95%,

97%, 93%, 0 29% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:5 o SEQ 1D NO:47.

[0023] Varias realizacionss se dirigen a métodos para reducir &l nivel de expresian

o

e genes enddgenos de la familia NtHMA al integrar multiples copias del cADN
NtHMA o un fragmento del mismo en un genoma de planta, que comprende:
transformar un anfitridn de célula de planta con un vector de expresién que

10 comprends un promotor ligado operablemente a la SEQ ID NO:3, o un fragmento
del mismao; o SEQ ID NO:47, o un fragmento del mismao. Varias realizaciones se
dirigen a métodos para raducir &l nivel de expresion de genes enddgenos de la
familia NtHMA al integrar multiples copias del cADN NiHMA, o un fragmento del
mismo, &n un genoma e planta, que comprends: transformar un anfitrién de

15 célula de planta con un vector de expresién que comprendes un promataor ligado
operablemente al cADN NtHMA, o un fragmento del mismo, que tiens por lo
menos aproximadamente 70%, V5%, 30%, 55%, 90%, 95%, 96%, 97%, 95%, o

9994.. de identidad de secuencia con SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:47.

20 [0099] D. Vectores de Expresidon para Reducir la Expresién Génica de NtHMA

mediants 1a Inhibician de la Transduccidn por Agente Anticodificante

[0100] Se proporcionan varias composicionss y meétodaos para reducir el nivel de

expresion enddgeno de la familia del gen NtHMA al inhibir 1a transduccién del

9
N

MARN NtHMA. Una célula de planta anfitriona se pusden transformar con un
veotor de expresion que comprende: un pmmntm ligado operablements al cADN

NtHMA o un fragmeanto del misme, posicionado en una arientacion anticodificants
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con respecto al promotor para permitir la expresién de polinucledtidos ARN que
tiene una secuencia complementaria a una porcién de mARN NtHMA. Varios
vector de expresion para inhibir la traduccién de mARN HMA comprenden: un
promotor ligada operablements al cADN NtHMA identificado como &l clon PAAA3
(SEQ 1D NO:3) @ un fragmento del mismo; o cADN NtHMA identificado como &l
clon P&e4d (SEQ ID NOWT) o un fragmento del mismo, en 2l gque cADN NtHMA, o
el fragmento del mismo, se posiciona &n la orientacidn anticodificant= con respecto
al promator. Varios vector de expresién para inhibir la traduccién del mARN HMA
comprenden: un promotor ligado operablements a un cADN NtHMA, o un
fragmento del mismo, que tiens por 1o menos aproximadament= 70%%5, 75%, 80%,
B5%, 90%, 95%, 985, 97%, 93%, o 99% de identidad de secuencia con SEQ 1D
NO:S o SEQ ID NO:4T, en el gque cADN NtHMA, o ol fragmento del misma, se
posiciona en una oarientacion  anticodificants con respecto al promotor. Las
longitudes  de polinucledtidas ARN NtHMA - anticodificantes  pusden  variar,
incluyzndo 15-20 nucledtidos, 20-20 nucledtidos, 30-50  nucledtidos, 50-75
nuclzétidos, 75-100 nucledtidos, 100-150 nucledtidos, 150-200 nucledtidos, y 200-

300 nucledtidos.

[0101] Varias realizaciones se dirigen a métodos para reducir 2l nivel de la
exprasion de genes enddgenes de la familia NtHMA al inhibir la traduccién del
MARN NtHMA, que comprende: transforrar un anfitrion de célula de planta con un
vector de exprasidin que comprende un promotor ligado operablements al cADN
NtHMA identificado como &l clon P63t3‘:»?3 (SEQ 1D NO:3) o un fragmento del mismo,
o cADN NtHMA identificado coma &l clon Paa43 (SEQ 1D NO:A4T) o un fragmento
del miama, en el qua cADN NtHMA, o =l fragmento del mismo, se posiciona en
una orientacién anticodificants con respecto al promotor. Varias lwallvau‘ Nes Se

dirigen a métodos para reducir &l nivel de la evpresidn de genes endédgenos de la

3|
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familia NtHMA al inhibir [a traduccién mARN NtHMA, que comprends: transformar
un anfitridn de célula de planta con un vector de expresién que comprends un
promeotor ligado operablements a un cADN NtHMA, o un fragmento del mismo,
que tizne por lo menos aproximadaments 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%,
97 %, 95%, 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:5 o SEQ 1D NO:47,
en =l que cADN NtHMA, o &l fragmente del mismo, se posiciona en una

orientacién anticodificants con respecto al promator.

[0102] E. Otras Compaosiciones y Métodos para Reducir la Evpresion Génica del

NtHMA.

[0103] Los métodos para obtzner variantes conservadoras vy més- variantes
divergentes de los polinucledtido NtHMA vy polipéptide se conocen por las
parsonas expertas en la técnica. Cualguier planta de interés se pueds modifical
genéticamente mediante varios métados conocidos para inducir mutagenia, que

incluyen mutagenia dirigida al  sitio, mutagenia dirigida a  oligonucledtidos,

mutagenia inducida quimicamentz, mutagenia inducida irradiacidn |, y otros

métodos equivalentes. Por gjemplo, se describe 1a mutagenia dirigida al sitio en,
por ejzmplo, Smith (1985) "In vitro mutagenssis,” Ann. Rev. Genet. 19423452y
referencias citadas alli, tal como Botstzin & Shortle (193%) "Strategies and
Applications of in vitro Mutagenesis," Science 229 1193-1201; y en Carter (1555)
"Site-diracted mutagenesis," Biochem. J. 237:1-7. La mutagenia dirigida a
oligonucledtidos  se  describe en,  por  ejemplo, Zoller 5 Smith (1932
"Oligonuclzctide-directed Mutagenesis using M13-derived Vectors: an Efficient and
General Procedurs for the Production of Point mutations in any DNA Fragment,”

Nuclzic Acids Rea. 10:6487-8500. La mutagenia que utiliza bases modificada se

descnben en, por ejemplo, Kunkesl (192%) "Rapid and Efficient Site-specific

¥
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Mutagenesis without Phenotypic Selection,” Proc. Natl. Acad. Sei. USA 82:485-
492, y en Taylor et al. (1985%) "The Rapid Gensration of Oligonucleotide-directad
Mutations at High Frequency using Phosphorcthicate-modified DNA," Nuel. Acids

Res. 1

U’;
z

8765-3727. La mutagenia que utiliza ADN daplex espa«::iaclo s describe
S en, por sjemplo, Kramer =t al. (1924) "The Gapped duplex ADN Approach to
Oligonucleotide-directed Mutation Construction,” Nucl. Acids Res. 12: 9441-0460).
La mutagenia de emparejamisnto incorrecto de punto s describe en, por jzmplo,
Kramer et al. (1954) "The Gapped Duplex ADN Approach to Oligonucleotide-
dirzcted Mutation Construction,” Nucl. Acids Res. 12 9441-0460). La mutagenia
10 de ruptura de doble hebra se describe en, par ejemplo, Kramer et al. (1934) "Point
Mismatch Repair,” Cell 38:379-827). La mutagenia de ruptura bicatenaria s
describe en, por ejemplo, Mandzcki (1936) "Oligonuclzotide-directad Double-
strand Break Repair in Flasmids of Escherichia coli;: A Method for Site-specific
Mutagenesis,” Froc, Natl, Acad. Sci. USA, 33:7177-7131, y en Arnold (1993)
15 "Protein Engineering for Unusual Environments," Current Qpinion in Biotaechnolagy
4:450-455). La mutagenia que utiliza cepas de anfitrién de reparacion deficients s=
describen en, por gjemplo, Carter et al. (1935) "Improved Oligonucleotide Site-
directed Mutagenssis using M13 Vectors,” Nucl, Acids Res. 130 4431-4443. La
mutagenia mediants sintesis génica total se desecribe en, por sjemplo, Nambiar et
20 al (1954) "Total bynt|u=<|< and Cloning of a Gene Coding for the Ribonuclease S
Protzin,” Science 222: 1200-1301. La mezcla de ADN s= describe en, por ej=mplo,
Stemmer (1994) "Rapid Evolution of a Protein in vitro by DNA Shuffling," Nature
a70:389- 291, y en Stemmer (1994) "DNA shuffling by random fragmentation and
reassembly: In VI'[IO Recombination for Molecular Evolution,” Proc. Natl. Acad. Sai.

25 USA 91:10747-10751.
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[0104] Alternativament=, Ios genes de NtHMA se pusden dirigir para inactivacian al
introducir transposones (y elementos IS) en los genomas de las plantas de interés

Estos elementos genéticos méviles se pueden introducir mediante fertilizacidn
cruzacla sexual y los mutantes de insercion se pueden seleccionar para perdida en
actividad NtHMA, tal como transports Cd reducido. El gen NtHMA interrumpido &n
una planta pariente se puede intreducir en otras plantas al cruzar [a planta parienta
con la planta no sujeta a mutagenia inducida por transposén mediants, por
gjemplo, fertilizacion cruzada sexual. Cualquier técnica de cultive estandar
conocidas por los expertos en la técnica se pueden utilizar. En una realizacién,
uno o mas genes relacionados con NtHMA- s pueden inactivar mediants |a
insercién de uno o mas transposones. Las mutacionas puede resultar en
interrupeion  homaocigota de uno o mas gsnes de NtHMA, &n interrupcion
heterocigoto de uno o mas genes de NtHMA, © una combinacién de ambas
interrupcionss homaocigotas y heterocigotos si interrumpe mas de un gen NtHMA.
Los elementos transponibiles adecuado se pueden seleccionar de dos amplias
clases, designadas como clases |y clases Il Los elemeantos transponibles de la
clase | adecuados incluyen retrotransposones, retroposones, y  elementos
similares a SINE. Talzs métedos son conocidos por expertos &n la téonica como

se describe en Kumar and Bennetzen (1999), Plant Retrotransposons in Annual
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[0105] Alternativamente, los genes NtHMA se puedsn dirgir para inactivacion
mediante un métado denominado comn deteccidn de Lesiones Locales Inducidas
en genomas ("TILLING"), que combina mutaciones de punto d= alta densidad con
detencion Sr:nblbh—' raplda de mutaciones. Tipicaments, [as semillas de las plantas
se exponzn a mutdgencs, tal como stilmetanssulfonato (EMS) o alquilatas quanina

EMS, que conduce tipicament: a emparsjamiento  errdneo. Los  agentes
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adecuados y métodos son conocidos por los evpertos en la técnica como se
describe en MeCallum <t al,, (2000), "Targeting Induced Local Lesions IN
Genomics (TILLING) for Plant Functional Genomics," Plant Physiology 123:439-
442; McCallum et al., (2000) "Targeted screening for induced mutations,” Nature

Biotechnology 15:455-457; y Colbert et al.,

[010/8] Altzrnativaments, los genes NtHMA se pueden dirigir para inactivacién al
introducir ribozimas derivadas de un numero de ARN circular pequeio que son
capaces de auto division y replicacian en plantas.. Estos ARN se pusden replicar
ya sea solos (ARN vircide) o con un virus auxiliar (ARN satélitz). ejamplos de ARN
adecuados incluye aqu=lios derivados de viroide de mancha del sal del aguacate y
ARN satélit= derivado del virus de la mancha anular del tabaco, virus del veteado
transitorio de la alfalfa, virus del moteado aterciopelado del tabaco, virus moteado
del sclanum nodiflorum, y virus moteado del trébal subterranes. Se conocen varias
ribozimas especificas de ARN objetivo por los expertos en 1a téonica como se

describe en Haseloff et al. (1955) Nature, 334:555-591.

[0107] M. Plantas Transgénicas, Estirpes Celulares, y Polinucledtidos ARNI

NtHMA que Comprenden Semillas y Métodos Correlacionados

[0108] Varias realizaciones se dirigen a plantas  transgénicas  modificadas
gendticamente para reducir 2l nivel de expresion dsl gen NtHMA mediant= varios
metodos que s& pusden utili;*ar para silenciar las expresién del gen NtHMA, y por
lo tanto, producir plantas transgénicas en las que la expresidn del nivel de los
Transportadores NtHMA se pueden reducir dentro de tejidos de planta de interés.
Los indices de patranes de distribucion y transparte de metal pesado del trasportz

de metal pesada, en particular, transporte de cadmin, se pueden alterar en plantas
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transgenicas producidas d= acuerdo con las compasicion=s y métodos descrito. La
planta  adecuada para modificacion  genética  incluye  monacotileddneas vy

dicotileddneas.

[0109] Varias r=alizaciones se dingen a plantas de tabaco transgénicas
modificadas genéticaments para reducir el nivel de expresidn de NtHMA en gen
mediante varios metodos, conocidos por personas expertas en la técnica, que se
pueden utilizar para regular por descenso la expresion de gen NtHMA, y por o

cual, producir plantas de tabaco transgénicas =n las que el nivel de expresién de

los transportadorss NtHMA se pueds reducir dentro de los tgjidos de plantas de
interés. Varios vectores de expresidn s& han proporcionado para producir estirpes
transgénicas de tabaco de cualquier variedad que exhibe niveles de expresian de
gen NtHMA reducideos. Las composicioness y métodos des«:rito.s se pueden aplicar
a cualesquier -=Speu.—s de plantas de interés, que incluyen plantas del género
Nicotiana, varias especias de Nicaliana, que incluyen N. rustica y N. tabacum (por
ejemplo, LA B21, LN K171, Tl 1405, Basma, Galpao, Perique, Beinhart 1000-1, y
Petizo)., Otras ezpecies incluyen N, acaulis, N. acuminata, N. acuminata var.
multiflora, N. afrizana, N. alata, N. amplexicaulis, N. arzntsii, N. attznuata, N.
henavidesii, N. benthamiana, N. higelovii, N bonariensiz, N cavicola, N.
clevelandii, N. cordifalia, N. conymbaza, N. debneyi, N. excelsior, N. forgetiana, N.
fragrans, N. glauca, N. glutinoga, N. goodspeadii, N. gossei, N hybricl, N ingulba,
N. kawakamii, N. knightiana, N. langaclorffii, N. linearis, N. longiflora, N. maritima,

N. megalosiphan, N. mie.rsii, N. noctiflora, N. nudicaulis, N. obtusifolia, N.

P4

occiclentalis, N. oceidentalis subsp. hesperiz, N, otophora, N, paniculata,

=

pauciflora, N. petunioidles, N. plumbaginifolia, N. quadivahis, N. raimondii,
repanca, N. rosulata, N, rasulata subsp. ingulha, N. rotundifolia, N. setchellii, N.

simulans, N. colanifolia, N. spegazzini, N. stacktonii, N. suaveolens, N. syhestrie,

1 %6
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N. thyrsiflora, N. tomentosa, N. tomentosiformis, N trigone ’[Jh}”.:l N. umbratica, N.
undulata, N. velutina, N. wigandioickzs, y N. ¥ ganderas. Las plantas adecuadas
para la transformacion incluyen cualesquisr tgjides de planta capaces de

transformacién mediante varios métodos para transformar plantas conocidos por

o

personas expertas en la técnica, que incluyen electroporacion | bombardezo de
microproyectil, y transferencia como se describe, por gjemplo, en la Patents
Estadounidense . No. 4,459 355 que describe un método para transformar plantas
susceptibles, que incluyen dicotiledéneas, con una cepa de AJI:'/'det:I'/Uﬂ'I fue
contieng un plazmido Ti, Patente Estadounidense No. 4795 855 que describe [a
transformacién de plantas l=icsas con un vector de Agrobacterium,; Patznte
Estadoumdcnm— o, 4,940,858 que describe un vector de Agrohactarium hinario,

Patente Estadounidensz No. 4,945 050; y Patents Estadounidense No. 5,015,530,

[0110] Varias realizacicnes se dirigen a plantas de tabaco transgénicas

modificadas genéticamente para

iIl
lj (]

¥presar exogenament: una construccion de
ARNiI que codifica polinucledtidos de ARNi NtHMA que facilitan la degradacién de
transcriptés de ARN NtHMA, y consecuentzments, que reducen el namero de
transcriptos d= ARN disponibles para la traduccién en transportadoras NtHMA.
Varias realizaciones se dirigen a plantas transgénicas que comprendsn un vector

wpresion gque posibilita la expresian de polinucledtidos NtHMA producida de

Ce
g
13

acuerdo con los métodos descritos. Varias realizaciones se dirigen a estirpes
celulares derivadas de plantas transgenicas producidas de acusrdo con los
Mmétodas  descritos. Varias realizaciones se dirigen a semillas  transgénicas
derivadas = plantas transgénicas producidas de acuesrdo con los métados

descritos.

RS
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[0111] Varias realizaciones se dirigen con métodos para reducir los niveles de

&

expresiédn de gen NtHMA en plantas, = método comprende reducir el nivel ¢
expresion de un gen NtHMA, que se pueds lograr mediant= varios métodos
conocidos  par  personas  expertas en la téenica. Como  ejemplos,  esta

especificacidn describe: (1) método de interferencia de ARN para reducir nivel en

o

ase estacionaria de variantes de ARN NtHMA endégenas disponibles para
traduccion meadiante expresién de [os polinucledtidos d= ARNi NtHMA; (2) métodio
de cosupresion para reducir la trascripcidn de genes NtHMA al integrar mdltiples
copias de NtHMA cADN o fragmentos de los mismos, comao transgenss, en un
genoma de planta; (3) metodo anticodificants para reducir la traduccidn de NEHMA
meadiante la expresié‘n de |:u:n|inu:::leétidbs anticodificantes que pusden objstivar el

ARN NtHMA; y (4) varios métodos para inducir mutagenia.

[0112] Varias readlizacionas se& dirigen a plantas de tabaco transgénicas
maodificadas gc—néti«:amente para reducir 2l nivel de expresién d= NtHMA en gen
mediante variocs métodos, conocidos por personas expertas en la técnica, y
maodificadas adicionalmente ya s=a para reducir la expresidon de un segundo gen
enddgeno de interés (ss decir, no relacionados con NtHMA) o para mejorar |a
expresion de un gen exdgeno de interés (25 decir, no relacionado con NtHMA).
Por ejemplo, puede ser deseable 1a regulacién descendznts ds un segundo gen
enddgeno de interés que codifica una enzima involucrada en la biosintesis de
alcaloidles. En otras situaciones, 1a mejora en el nivel de expresién de un trasgen
que codifica una protsina recombinants de interés, tal como una hormona humana
para uso terapeutico, pusde ser descable. Las personas expertas en la téonica
son capaces de producir varias plantas transgénicas que se puaden modificar, por
ejemplo, para expresar exdgenamentz polinucledtidos de ARNi NtHMA vy por lo

menos un products de gen recombinante de interés, tal como un factor de
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cracimiento humanoe recombinante o palinucleétidos de ARNI que pueden objetivar

un segundao gen de interés no relacionado con la familia NtHMA.

[P113] Producir plantas transgénicas de acuerdoe con los métodos descritos
proporciona un ntmero de ventajas. Las plantas transgénicas, que incluyan
plantas de tabaco transgénicas, s& pusdan hacer crecer en suelos quez contienen
concentraciones  de Cd  variables, o en suelos  que  contiensn  menos
concentraciones de Cd deseables. Estas plantas transgénicas y  semillas
derivadas pueden proporcionar mas opciones para cultivarlas en un rango mas
amplio de ambientes de suelo, que pueden incrementar [a cantidad de suelos
cultivables  disponibles  para  profesionales  (por ejemplo,  agricultores).

Adicionalments, estas plantas transgenicas, que evhiben contenido de Cd

reducido, comparadas con contrapartes no transgénicas se pueden consumir

directamentz como productos comestibles. El consumao de porcionss comestibles
de estas plantas transgénicas puede ser una opcidn mas saludablz comparada
con &l consumo de contrapartes no transgénicas. Las plantas adecuadas que se
|:»uéclen maodificar genéticamente de acuerdo con los métados descritos, incluyen
plantas cultivablzs para uso agriceola, que incluyen arroz, maiz, calabaza, soya,
lechuga, papas, remolachas, hierbas, trigo, cebada, zanahorias, etc. EI %
reduccion de Cd &n estas plantas transgénicas, que incluyen 1a 1amina de [a hoja

10%, 15%, 0%, 26%,

0, =0,

,-,\

porcién , pueds ser aproximadamante por lo menos &%,
2007, 25%, 40%, 4555, 50%, 55%, 80°%, 65%, T0%, 75%, 30%, S5%, 90%, 95%,
QE%, O7%, 92%, y 99%, cuando se compara con contrapartes no transgénicas. El
contenido de Cd de estas plantas transgénicas, que incluyen la lamina de la
porcion  hoja, &s un valor de un range de  aproximadaments 001 a
aproximadament= 0.06 ppm, de aprovimadamente 0.01 a aprovimadaments 0.1

ppm, e aproximadamente 0.01 a  aproximadamente 0.5 ppm,  de

L%G(
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aproximadament= 0.01 a aprovimadament= 1.0 ppm, y de aproximadameants 0.01

a aproximadaments 5 ppm.

[0114] V. Productos  Consumibles  que  Incorporan Hojas  de Tabaco

Genéticamente Modificadas para Contenido de Cd Reducido

[0115] Varias realizaciones proporcionan plantas transgénicas en la que los nivel
de expresién de los miembras de la familia del gen NtHMA se reducen
sustancialmante para reducir o impedir sl transports Cd en la ldmina de |a hoja. La
lamina de la hoja derivadas de plantas de tabaco transgénica, producidas de
acuerdo con los métodos descritos, se pueden incorporar en varios productos
consumibles que contienen Cd a un nivel sustancialmente por debajo de aquel de
los productos consumibles hechos al incarporar hojas de tabaco derivadas de
plantas del misma genotipo que se hacen crecer hajo condicionas idénticas, pero
no medificadas genéticamente con respecto a los niveles de expresion reducidos

de miembros de la familia del gen NtHMA ("contrapartes no transgénicas ).

[P116] En algunas realizaciones, estas plantas transgénicas que  exhiben
contenido de Cd reducido comparado con contrapartes no transgénicas se pusden
incorporar en productes consumibles, y productos de tabaco no fumables, tal
comao cigarres, cigarrillos, (es decir, no combustibles). Los articules para fumar y

los productos de tabaco no fumables producidos al incorporar hojas de tabac

Q

derivadas d= planta de tabaco genédticaments madificadas para contener niveles
reducidos de Cd de acuerdo con el método descrito, pusden  proporcional

opciones Mmas saludables comparados con las contrapartes no transgénicas.

490,
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[0117] Los productos de tabaco no fumables que incorporan platas de tabaco
maodificadas genéticaments de acuerdo con &l método descrito se pueden fabricar
en cualjuier formato adecuado para 2l confort en una cavidad oral del consumidor.
Los productos de tabaco fumables contienen tabaco en cualquier forma, que
incluye particulas secas, trozos, granulos, polvos, @ una suspensién (es decir,
extracto de tabacao), depositado en, mesclade en, rodeado por, o combinado de
otra forma con otros ingredient=s en cualquier formato, tal como  hojusias,
peliculas, etiquetas, espumas, o gldbulos. Los productos de tabaco no fumables
se pueden envolver con un material,, que puede se comestible (es decir,
desintegrable oralmente) o no comestible. Los contenidos  liquidos de  los
productos de tabace no fumables se pusden encerrar en cualquier forma, tal como
glébulos, para precluir la interacciéon con una envoltura soluble en agua. La
envoltura pueds tener una forma tal coma una helsa para encerrar parcial o
completamente composicionss que incorporan tabaco, o para funcionar como un
adhesivae para sostener una pluralidad  de |cl'lguc-t=15 glbbulos u hojuelas de
tabaco. Una envoltura también pueds encerrar una composicion de tabaco
maoldeable que constituye 1a forma de una hodquilla de consumidor. Una =nvoltura
desintegrable cralmente puede cerrar tabaco no fumable, por ejemplo, como
tabaco soluble o rapé seco, y se pueds formar en termoformada continuo o aquipo
de forma horizontal /carga/sello u otro equipo de empaque adecuado que utiliza
peliculas comestibles (que pueds o ne contener tabaco). Los materiales de
ejemplo para construir una envoltura incluysn una composicion de peliculas que
compranden HPMC, CMC, pectina, alginatos, pululan, y polimero formadores de
peliculas comestibles, viables comercialments. Otros materiales de envoltura
pusden incluir  capsulas  pre-formadas producidas de gelatina,  HPMC,
almidon/carragenina, y otros materiales  disponibles  comercialmente. Tales

matearialzs de envoltura pusdsn incluir tabace comao un ingradients. Las envolturas
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qus No s desintzgran oralmente pusden estar compuestas de telas tejidas o no
tejidas, de papel recubierto o no recubierto, o de peliculas plasticas porosas
perforadas o de ofra forma. La envolturas puedsn incarporar agentes saborizantes
ylo colorantes. Los productos no fumables se pusden ensamblar con una
envaltura que utiliza cualquier método conocido por los expertos en la técnica de
empaque comercial, que incluys métodos tal como empaque de burbuja y

empadues de barra, en el que un empadue pequeio se pueden formar mediante un

macduina de empadque de forma vertical /carga/selio.

[0118] El % de reduccidn Cd en astos articulos fumables y productos no fun&ables,
producidos  al incorporar hojas de tabaco derivadas de plantas de tabaco
madificadas genéticaments para contener nivalss Cd reducidos, es de un valor de
por lo menos aprovimadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 20%, 5%, 40%, 45%,

G0, &5%, 60%, 65%, T0%, T5%, A0%, 5%, 90%, 955, 930, 9%, 8d%, 980,y
100%, cuando s compara con productes consumibles derivados de contrapartes
no transgénicas. En algunas rzalizaciones, el contenido Cd de estos articulos
fumables y productos no fumables, producidos al incorporar hojas de tabaco
dkerivadas de plantas de tabaco modificada genéticameante para contener niveles
reducidos de Ci, es de un valor de un rango de aproximadaments 0.01 a

aproximadamsnts 0.0% ppm, de aproximadaments 0.01 a aproximadamente 0.1

ppm, de aproximadament=  0.01 a aproximadamente 0.5 ppm,  de

aprovimadamsnts 0.01 a aproximadamentes 1.0 ppm, y de aproximadamente 0.01

a aproximadaments 5 ppm.

[0119] El grado de acumulacién Cd en plantas se puedsn variar substancialmente
dependiendo de varios parametros atribuidos a la complsjidad del g=notipo y el

ambiente de crecimiento. Paor ejemplo, concentraciones Cd 2n hojas de tabaco
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que crecen en campo pueden ser extremadaments variables dependiendo de
factores tales como &l agro-clima, parametros de suelo, y cultives. Adicionalmente,
los patrones de distribucién Cd relativos dentro de diferentes porciones de una
planta de tabaco pueden variar de acuerdo con las especies, el érganoftejido, y las
condiziones de crecimiento (es decir, orecimiento en campo vs. Crecimiento
hidropdnico). Otro medio, las concentraciones Cad medidas en hojas de tabaco que

Crecen en campo (que incluyen venas y vena central) puedsn estar en el rango de

o

aproximadamantz 0.5 a 5 ppm (partes por millones, o ug/y de peso seco de hojas
de tabaco). Sin embargo, muchos niveles de Cd publicados tipicamente no definen
la etapa de madurez del tabaco, la variedad del tabaco, o 1as porciones de hoja
particular (es decir, remocién de posicién del talle de la hojas) cosechadas para
analisis. En algunas variedades, las hojas menores puseden acumular mayores
nivalas da Ci qus las hojas medias y superiores. En &l nivel intracelular, se puads

encontrar Cd =n varios componentes celulares de una célula de planta, que

incluyen una pared celular, citoplasma, cloroplastos, nicleo, y vacuaolas.

[0120] Adicionalmente, &l contenido Cd meadidos 2n hojas de tabaco puede variar
sustancialmente dependiendo de los niveles de Cd en &l ambiente del suelo en

z

donde crecen las plantas de tabaco. Las hojas de tabaco orecen en areas

contaminadas de Cd pueden acumular Cd de aproximadaments 35 ppm o mas,

comparado las hojas de las contraparte gendticaments idénticas qus crecen en
areas no  contaminadas, que  pueden  acumular Cdoen oun range  de
aproximadamentz 0.4 a aprovimadaments & ppm. Las vacuolas dentro de las
hojas de las plantas crecen en areas contaminadas con Cd y pueden acumular
muy alta concentracién de Cid. Métodos para madificar las composicionas
descritas a ser adecuadas para una especi= de planta dada de interés se conocen

por los evpertos en la téenica.
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EJEMPLOS
EJEMPLO 1
Clonacidn y Mapea de Exén de un Clon Gendmico NtHMA de Nicotiana de

Longitud Completa

[0121] Dos clones gendmicos parciales que representan porciones diferentes de
un gen NtHMA endagena se identifican independientemente, denominados como
“‘CHO_OF9exf01.ab1” y “CHO_OF261+a0%c1.ak1.” Con base en la informacidn de
secusncia obtenida de los clones gendmicos parciales, un clon gendmico de
longitud completa ( HO-13-2) y 4 cADN NtHMA de longitud completa s& identifican
posteriorments, incluyendo =l clon PEAES (SEQ ID NO:3) vy clon PE643 (SEQ 1D
NO:47). Se mapean las subregiones del exdn e intrén del clon gandmico de
longitud completa (JHO-123-2) (17,921 bp). Como se muestra en la figura 1, &l gen
NtHMA ‘enclégeno, de longitud complsta clonado de Nicotiana comprends 11

AN

exones qua consisten de 3392 nuclzédtidos en total.
EJEMPLO 2
Construccion del vector de expresidn ARNi NtHMA PBI21-NtHMA (G50-2158) que

nodifica Polinucledtidos de ARNI

[0122] La Tabla 1 proporciona una lista de posiciones de nucledtide map=adas

para cada exén dentro del clon gendmico NtHMA aislado (SEQ D NO: 1),

Tabla 1

194
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Exdn Nucledtidos FPosicién
Exén 1 1-303 724-1026
Exan 2 304-561 5245-3502
Exén 3 562-650 7364-7431
Exén 4 B60-915 1182511750
Exén 5 S1E-1060 11866-12007
Exén 6 10R7-138 12317-12644
Exin 7 1352-1554 1310813310
Exén & 1585-1737 13456-13658
Exdn & 1753-2285 1427515775
Exén 10 2286-3615 1G027-16429

Exén 11 3019-4202 166550-17423

El clon gendmaic parcial CHO_OF96x~f01.ab1 incluys una parts de intrdn 4, @xén
4, intrdn &, exén 5, intrdn 6, y una parte de exdén 6, como $2 muestra 2n la figura 1,
y se lista bajo la Tabla 1. El clon gendmico parcial CHO_OF261x004a1 incluy: una
parte de intrén 7, exdn 7, intrén 8, exdn 8, y una parte de exdn 9, como se muestra
en la figura 1. Para producir plantas transgénicas que puedan  producir
establemente polinucledtidos o= ARNi NtHMA rzcombinantes de interés cque
puedan facilitar la degradacion de transcriptos endédgencs de ARN que codifican
polipéptidos NtHMA, dos conjuntos d= vectores de expresion ARN NitHMAI, &l
vector de exprasione ARNi PET121 -NtHMA  (8G0-915) como  se  describe
adicionalments adelante, y el vector de expresidn ARNI PBT121 -NtHMA (1322-

1584) ARNiI como se describe adicionalments en &l Ejamplo 3.

[0122] La figura 2 ilustra una estrategia de subclonacién de gjemplo para construir

un vector de expresiin ARN NtHMAI que permite la expresion constitutiva de los
polinucledtidos de ARNI NtHMA de interés. Con base en el mapeo de exdn y
analisis de secuencia de clon gendomico CHO_OF9Gyf01.ab1, se designan

construceiones o= ARNIL



1q¢.

WO 2009/074325 55 PCT/EP2008/010546

[01: '4] La figura 3A muestra una secusncia de ARNI de ejemplo, NtHMA (650-
915), para producir polinuckedtidos de ARNI NtHMA de interés. En la figura 3A, la
construccién ARN NtHMAI ARNi (SEQ 1D NO: 41) comprende un fragmento
s codificante (272 bp) (SEQ 1D NO:38) compuesto de axén 4 (272 bp), que se
posiciona =n direcsion &' y se liga opsrablemante a un fragmento separador (20
bp) (SEQ 1D NO:23 "v) ompuesto de intrén &, que se posiciona en direccién &'y
ligado operablemente a un fragmento complementario inverso (272 bp) (SEQ 1D
NO:40) compuesto de exdn 4 posicionado en orientacion anticodificants. Las
10 eonstrucciones de ARNi que codifican polinuclzdtidos de ARNi NtHMA de interés

se insertan en el vactor de clonacion PBKCMV, y s& colocan en direccidn 5y se

¢

ligan operablementz a un promotor de citomegalovirus (CMV). Los sitios Xhal y
Hindlll ze incorporan en los extramos &y 2° del fragmento codificante NtHMA
352bp, que incluye el fragmento de intrén 20bp al utilizar cebadores FCR
15 modificados para incorporar estos sitios de rigwresidad de enzima (FMG723
ATTCTAGACTSCTGCTATGTCATCACTGG [SEQ ID NO: 50] y PMG782R:
ATAAGCTTAGCCTGAAGAATTGAGCAAA [SEQ ID NO: 51]). Similarmente, los
sitins Spel y Sacl se incorporan en los extremos & y 3 del fragmento
complementaric inverso NMtHMA correspondients al utilizar cebadores PCR (PMG
20 785F: ATGAGCTCTGGTTATGTAGGCTACTGCTGCT [SEQ ID NO: 52] y PMG
785R: ATAL TAt_aTATTT«.aTAL;TGCC,AG(_,(‘CA(;A [SEQ ID NO: ! u]) para produci
el plasmido NtHMAI PEKCMV-ARN. Los vectores de expresion NtHMAI PEI21-
ARN se construyen al (a) escindir [a f-glucuronidasa ORF del vector de expresion
binario (“pBI121" de CLONTECH), v (b) sustituir la construccidn ARNI NtHMA,
25 aseindida del plaamido NtHMAI PEKCMV-ARN, &n los sitios Xbal/Sacl del
plasmido PE1121 en lugar de 1a B- glucuronidasa removida ORF. Los vectores de

evprasion MtHMAI PE1121 -ARN comprend=n: (i) &l fragmento codificante bp Xbal-
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Hindlll NtHMA que incluys (i) fragmento de intrén 20bp, ligado operablemente al

(iii) fragmento complemantario inverso 272bp Spell-Sacl NtHMA.

EJEMPLO 3
Construccidn de vector de exprasiin ARNI NtHMA PBIHZ1-NIHMA (1282-1524)

que codifica polinucleétidos de ARNi

[0125] La figura 4A mu=zstra una secuencia de ARNI de gjemplo, NtHMA (1352-
1534), para producir polinuclzédtidos de ARNi NtHMA de interés. Con hase en
map=o de exdn y analisis de secusncia de clon gwnumm CHO_QFZa1xo0o:1,
una construccion ARNi (SEQ) ID NO: 41) se destina que incluye un fragmento
codificante (191 bp) (SEQ ID NO:42) que comprande las secuencias de exén 7,
que se posicicna &n direccidn 8 y se liga operablemente a un fragmento de ADN
separador (139 bp) (SEQ 1D NO:42) que comprende las secusncias de intrdn &,
que se posiciona en direccidon &y ligado operablemente a un fragmento
complementario inverso (193 bp) (SEQ 1D NO:44) que comprende las secusncias
de exdn 7 posicionado en orientaciin anticodificant=. Estas construceiones de

ARNi que codifican polinucledtidos de ARNi NtHMA de interés se insertan en el

£

vector de clonacion PEKCMV, y se colocan en direccidn 3y se  ligan
operablemeantz a un promotor de citomeagalovirus (CMV). Los sitios Xbal y Hindlll

se incorporan =n 1os extremos &'y 3 " del fragmento codificante NtHMA 330 bp, que
incluye el fragmento de intrédn 139 bp al utilizar cebadores PCR modificados para

incorporar  estao

7]

sitios  de  riguresidad de  enzima  (PMGTA4F:
ATTCTAGATGAGAGCAAGTCAGGTCATCC [SEQ ID NO: 54] v PMG754R:
ATAAGCTTTTCAAACATCCACCGCATTA [SEQ ID NO: &5]). Similarments, los

sitios Pstl y Sacl se incorporan en las extremos & y 3 del fragmento

complementaric inverso NOHMA  correspondients al utilizar cebadores PCR
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PMG757F:. ATGAGCTCGCATTGAGAGCAAGTCAGGTC [SEQ ID NO: 53] y
PMG757R: ATCTGCAGCCTGTGGTACATCCAGCTCTT [SEQ ID NO: 57]) para

producir el vector de expresién NtHMAI PEKCMV-ARN.

[0123] Los vectores de expresién NtHMAIL FB1121 -ARN se construyen al (a)
escindir la f-glucuronidasa ORF del vector de expresién binaric (‘pBI1217 de
CLONTECH), y (b) sustituir la canstruccion ARNi NtHMA, escindida del plasmido
NtHMA PERKCMV-ARN, &n los sitios Xbal/Sacl del plasmido PBIM121 en lugar de la
PF-glucuronidasa ORF removida. Los vectores de expresion NtHMAI PRI121-ARN
comprendan: (i) fragmento codificants NtHMA 330 bp Xbal-Hindlil que: incluye (i)
fragmento de intrdn 139 bp, ligado operablements  al (i) fragmento  de
complementariedad inversa NEHMA 193 bp Spell-Sacl. Los vectores de expresidn
NtHMAI PBI121-ARN, tales como aquellos descritos en los Ejemplos 2 y 3, se
pueden introducir en cualquier célula de planta anfitriona de interes mediante

varios métodos conocidos por personas expertas en la téonica.

EJEMPLO 4
Transformacian de Variedades de Tabaco Burley (TN90), Flue-cured (KE26), y

Dark (VAZ59) zon Vectores de Expresidan ARNI NtHMA

[0127] Las semillas de tabaco de tres diferentes variedades de, Burlay (TN20),
Flue- cured (K323), y Dark. (VA259), se esterilizan y germinan en una caja de petri
que contiens vme-:liu:. hasal MS complementado con 5 mi/L de mezcla conservants
de planta (FPM). Las plantulas, =n aproximadaments 7 a 10 dias post-
germinacién, se seleccionan para transformacion con varios vectores de expresion
ARNI NtHMA. Una zolonia individual de Agrohactarium tumefaciens LBA4404 se

inccula en un madio LB liquide que contiens 50 mg 177 de canamicina (mono
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sulfato de canamicina), y se incuban durante 45 h a 22° C con agitacidn reciproca
(150 ciclos min™). Las células bacterianas cultivadas se recolectan mediante
centrifugacion (5000 xg, 10 min), y s& suspenden a una densidad final de 0.4-0.7
ODggg, con 20 ml de medio MS liquide que contiene 209'1 de sacarosa. Los
5  explantes de plantulas de 7-10 dias se sumeargen en una suspensidn bacteriana
durantz 5 mins, y s transfieren a papeles de filtro estériles. Cincuenta explantes
se colocan en alicuotas de 40 ml demedio agar REG (medio basal MS
somplementado con 0.1 mg | NAA y 1 mg I de BAP) &n 100 mm X 20 mm
placas petri. Los axplantes se cocultivan con Agrobacterium a 25° C. Después de
10 3 dias de cocultiva, 1os explantas s lavan y se transfieren a madio RCPK (meadio
REG con 100 myg™” de canamicina, 500 my I diz carbenicilina, y 5ml de PPM) para
selecciona transformantzs. Los ewplantes se subcultivan cada 2 semanas.
Después de 5-12 semanas de crecimiento bajo condiciones selectivas, las plantas
sobravivientes, que representan los  transformantes que  han integrado la
15 econstruccién de expresion de NtHMAIT ARN en sus gencﬁnas se transfizren a un
medio de enraizamiento (medio basal MS complementado con 100 mg " de
Canamicina). Las plantas arraigadas se transfieren a macetas para promover

crecimiento adicional.

20 EJEMPLO 5
educcidn de Cd en la Lamina de la Hoja de Transgenicos de Primara Gensracién

Madificadas Genéticaments para Expresar Polinuclzatidos de ARNi NtHMA

[0128] Para detzrminar el efecto de la expresidn de polinucl=dtido ARNi NEHMA en
25 el transporte de Cd de la raiz a las parciones agreas de las plantas transgénicas,

los niveles de Cd se determinan para varias estirpes transgénicas que se han
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maodificado genédticamente para expresar ya sea Ios polinucledtidas de ARNI

NtHMA (360-915) o (1352-1534).

[0129]  Aprovimadaments 40 plantas  transgénicas  independientes,  que
representan tres variedades de tabaco, se transforman con varios vectores de
expresion NtHMAI PE 1121 -ARN. Inicialments, los transformantes se hacen crecer
en bandejas flotantes que contienen medio Hoaglands durante 4 semanas. Las
plantas positivas a PCR. para NPT Il s seleccionan y se siembran en potes de 107
con un sistema hidropdnico que contiene medio Hoaglands que contiens 5 uM de
CdClo. Daspués de 4-3 semanas, dos muestras de hojas medias se consachan y
se secan por congslamiento para analisis de metal, o s2 congelan en nitrdgeno
liquido para analisis de expresion de gen. Aprovimadaments 500 mg de tahaco se

&3a y & digiers en 10 mi de HN03 concentrado mediante el sistema de digestion

oo}

Doy

del sistema de reaccidn, acelerado por microondas (CEM corporation, Mathew

NC). Las concentracionses de  metal pesadoe se  analizan utillizando
gspectrofotometria de masa de plasma acoplado inductivamente  (“ICP-MS,”
Agilent 7500A; Agilent Technalagies, Palo Alto, CA). Como un control de tabaco
no transgénico, $2 prepara una muastra que consiste de hojas de tabaco Virginia,
cartificada pulidas, CTA-VTL-2, bajo condicionas comparables (Dybozynski ef al.,

1997).

[0120] Las figuras 2B-3D musstran la reduccion de Cd en la lamina de= 1a hoja de

estirpas transgénicas de primera gensracidon multiples (T0), que representan tres
varizdades, que s han modificado gendticament= para expresar polinucledtidos

de ARNI NtHMA (830-915). En cada grafica, la unidad del eje y e pg/meg de tejido.

PCT/EP200 /umf40 Qz O O
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[0131] Las figuras 4B-4D muestran la reduccidn de Cd en la lamina de la hoja de
estirpes transgénicas de primera generaciéon maltiples (T0Q), que representan tras
variedades, que se han maodificado genéticaments para expresar polinucledtidos
de ARNi NtHMA ( :382-1584). En cada grafica, la unidad del 2je y es pg/mg de

5 tejido.

EJEMPLO 6
Reduccidon en transcriptos de ARN NtHMA en Hioja de Tabaco Transgenica
mediant= [a Expresidn de Polinuclsétidos de ARNi NtHMA
10
[0122] Para detzrminar 2l efecto de expresion de polinucledtido ARNI NtHMA en
los niveles de estado estacionario de transcriptos de ARN NtHMA endégenos, &
cambio relativo en transcriptos de ARN NtHMA se mide al aislar el ARN celular
total de la lAmina de de las porciones de hoja de varias estirpes transgénicas, que

15  represantan tres variedades de tabaco.

[01:38] El ARN total se aisla de hojas medias de las plantas TO utilizando Reactivo
TRI'® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MOQ). Para remover las impurezas de ADN, el
ARN purificado se trata con DNasa libre de RNasa (ADN libre TUREO, Ambion,
20 Austin TX). Para sintetizar la primera hebra del cADN, aproximadaments 10
pgramos de ARN total se transcribe en forma inversa utilizando <l Equipo de
Archiva de cADN de Alta Capacidad (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para
medir el nivel de los transcriptos de NtHMA en 1as muestras, un RT-PCR de =tapa
2 cuantitativo se realiza de acuerdo con la quimica basada en sonda TagMan
25 MGE. La mezcla RT contiens 4 pM de mezcla de dNTP, 1X cebadores aleatorios,
Amortiguador 1X RT, 10 g de ¢ADN, 50 U de transcriptasa inversa MultiScribe

(Appliad Binsystems), 2 U de inhibidaor de RNasa Superase-In (Ambion), y agua
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libre de nucleasa. La mezcla de PCR contiene 1X Mezcla de Tagman Universal
PCR Master (Applizd Biosystems, Foster City, CA), 400 nM de cebador delantero,
400 nM de cebador inverso, 250 nM de sanda TagMan MGB, 2 ng d= -ADN, y
agua libre de nucleasa. EI RT-PCR se realiza utilizando un sistzma ABI 7500 Real-
Time (Applied Biosystems, Foster City, CA) y bajo condiciones de amplificacion:
50° C durante 2 min.; 9% ° C durantz 10 min., 40 ciclos de 95° C durants 15 seg y
AN° C durante 1 min. Para normalizar los nivelas de trascripto NtHMA del ARN
medidos, la Deshidrogenasa Gliceraldehido-3-Fosfato (G3PDH) se  selecciona
como un trascripto de ARN de control endégeno, cuyo nivel de expresién no es
sensible a la actividad de interferencia de ARN especifica de secuencia de los
polinucledtidos ARNi NtHMA bajo analisis. El cambio de pliegue en el nivel del
transcripto NtHMA ARN causado por la expresidn de polinucledtido- NtHMA-ARN
se calcula al determinar la relacidn de () / (), en la que (a) representa el valor
normalizado del nivel trascrito NtHMA ARN determinado para muestras derivadas
de plantas transgénicas transformadas con un vector de expresidn ARNi NtHMA, y
() representa el valor normalizade del nivel de transcrite d= ARN NtHMA
determinada de musstras derivadas de plantas transgénicas transformadas con un

vector de exprasion deficients en la construccidn de ARNi ARN NtHMAI.

[0134] Las figuras 5A-C muestran niveles de transcriptos d= ARN NtHMA

normalizadios en varias estirpes transgénicas de primera generaciédn (TQ) que se

han madificado genéticaments para expresar polinucleétidos de ARNi NtHMA de

interés, seqgun se determina por andlisis PCR en tiempo real cuantitativo de FAamina
de los extractos de hoja. La figura 5A muestra que para las estirps transgenicas
F226 derivadas independisntements miltiples, los niveles de transcripto de ARN
se reducen mediante la actividad de interferencia de ARN de polinucledtidos de

ARNi NtHMA (630-915). La figura 5B muestra que para estirpzs transgénicas

J0O2_
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TNAO derivadas independientaments, maltiples, los niveles de transcripto de ARN
se reducen mediante la actividad de interferencia de ARN de polinucledtidos de
ARNi NtHMA (620-915). La figura 5C muestra que para estirpss VA2L0 derivadas
independisntemente maditiples, los niveles de transcripto de ARN se reducen
mediante la actividad de interferencia de ARN de palinuclzdtidos de ARNi NtHMA
(RE0-215). La reductidn en nivelzs ds transeripto de ARN NtHMA es consistente
con la reduceidn =n el contenido de Cd madido =n hojas medias para las mismas
estirpes transgénicas probadas. El “PBM 217 representa un vector de expresian
deficiente en la construccién de ARNiI que codifica palinucledtidos de ARNI NtHMA

(R0-915).

EJEMPLO 7
Distribucidn de Cd y Zn en Estirpas Transgénicas Genéticament= Madificadas

para Exprasar Paolinuclzétidos de ARNi NtHMA

[0135] Para d.,tcnmman el efecto de expresion del polinucledtido de ARNiI NtHMA
(AB0-915) en la distribucidn de Cd y Zn dentro de la ldmina de la hoja y la raiz, se
analiza el contenido de metal d= plantas transgénicas de tres variedades. Cinco

estipes  transgenicas de cada variedad, =s decir, Flue-cured (K328), Burley
(TN90D), y Dark (VA359), se salzccionan por exhibir contenido de Cd en el rango
mas bajo en la lamina de la hoja. Las hojas medias y raices de estas plantas
transgénicas y plantas de control se cosechan para analisis de metal madiante

ICP_MS. Durante 5 semanas, todas las plantas se hac crecer en medio

1]

2N

t a1

Hoaglands complementado con & UM de CdCl antes de cosechar,

[0136] La Tabla 2 lista los niveles de Cd y Zn medidos en la [amina de la hoja y la

raiz de varias estirpes transgénicas, que representan tres variedades de taba
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come s proporciona adelante. En la Tabla 2, la distribucidn de Cd entre la lamina
de la hoja y the raiz se modifica sustancialmentz por la expresion  de
polinucledtidos = ARNI NtHMA (660-915) para todas las tres variedades, Flue-
curad (K221), Burlzy (TN9Q), y Dark (VAZED). Para las estirpes transgénicas K326,
el % de reduccidn de Cd varia de 97.16 - 93.54 % cuando s& compara con los
niveles de Cd ohservados en plantas de Control K326, Para las estirpes
transgénicas TNAOQ, =l % de reduccion de Cd varia de 2512 - 90.98 % cuando se
compara con los niveles de Cd observados en 2l Control TN90. Para las estirpes
transgeénicas VAZEY, & % de reduccidn de Gd varia de ©93.24 - 99.07% cuando se
compara con los niveles de G ohsarvadas en el Control VA252. la estirpe celular
VA359 NtHMA-11 &xhibe &l nivel de Cd mas bajo (1.62 ug/y) v &l % reduccidn de
Cd mas alto (99.07%), cuando se compara contra dos estirpes de control
deficiantes en transgen ARN NtHMAI (“VA259 PEIMZ217) que exhiben niveles de Cd
en 165.3 - 205896 pgfy. El analisis de raiz comparable de las estirpes transgénicas
muestra, que una cantidad sustancial de Cd se puede acumular &n la raiz,
resultando en incremento de veces en niveles de Cd en raiz que varian de 6.90 -

16.38, con relacidn a los niveles de Cd observados en los controles respectivos.

[0137] En contraste a la reduccion de Cd significativa &n la lamina de la hoja de las
estirpes transgénicas, &l contenido de Zn de la [Amina de la hoja no se reduce
sustancialmeante, aunque alguna reduceidn se obsarva en la mayoria de estirpes
tranagénicas, originada por 1a expresion de polinucleétidos de ARNiI NtHMA (860-

915). El contznide de Zn dentro de la raiz (Glima columna de la Tabla 3)

incrementado en todas las estirpes transgénicas, resultando en un incremento de=

4-6 veces en las estirpes transgénicas de las variedades K326 y VAZSD, v un

incremento de 3-5 veces &n la variedad TNOD,

4
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[0123] La figura & musstra la distribucion de Cd y Zn entre la lamina d= la hoja y la
raiz de varias estirpes transgénicas de primera gensracidon que s han modificado

genéticaments para expresar polinucledtidos de ARNi NtHMA de interés, como

g
Y]

presenta en la Takla 2. En cada grafica de la a figura 6, la unidad del =j= y

%]
/2]

Hg/myg de tejido.

Tabla 2

Variedad Hoja Raiz

Transgenica Cd Zn Cd Zn
paly Ha/y Hg/y Ha/a

K328 O6T405 7.00 2ol 703 201
K226 06T459 4.97 241 GOE 225
Ka26 08T478 a7 a4 929 215
K326 0ET450 .03 33.A QAL 224
K326 0aT432 266 383 520 25
K326 Control 174.7 6.3 34,3 357
TNGOO 0aT425 203 456 G 124

TNOO 065T430 165.06 37.2 GE4 213

TNOO 06T444 15.68 23.1 TS 2%
TNOD 06T445 2072 32.G Q18 136

TN 06T455 17.87
TNSD PBIMZ1 181.2

157

]
;e
3 4

4]

%)

iy |
Y
]
i}

A 443

(%]

TNS0 Control 172, 323 2.0 4368

VAZEL O6T443 7.59 231 a4 143
VAREG ORT493 1.62 268.2 706 178
VAZERD QETE0G o2 23.8 281 100
VAZEO 06TEH42 7.03 27

VA5G 0ATESS 11.
VAZED PBIM21 208 475 5.3 27.5

VAZED Contral 1655 a8 37A 262
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EJEMPLO 8
Distribucién Cd en Varios Tejidos de Estirpes Transgénicas Maodificadas

Genédticamente para Expresar polinucledtides de ARNi NtHMA

[0129] Para determinar el efecto de la expresion de polinuclzdtido de ARNi NtHMA
(1282-1524) en la distribucidn de Cd dentro de varios tejidos (es decir, la corteza,
lamina, médula, y raiz), se analiza =l contenido de metal de varias estirpes

transgénicas que representan dos varisdad |, Burley (TN20) vy Flue-cured (K326),.
Las plantas transgénicas completamente maduras y plantas de control se
cosechan para andlisis de metal mediants ICP_MS. Durant= 2 semanas, todas las

plantas se hacen crecer en 5 M de CACl: en medio Hoaglands antes de cosecha.

[0140] La Tabla 3 lista el contenido de Cd en os tgjidos de corteza, lamina,
mé&dula, vy raiz de varias estirpas transgeénicas, como s& proporciona adelante. En
la Tablad, los niveles de Cd se reducen sustancialmente en los tejidos de corteza,
[amina, y meédula de todas las estirpes transgénicas probadas cuando se compara
aquellas de las plantas de contral. El “Control” representa plantas no transgénicas.
El “PE1121” representa plantas transgeénicas transformadas con un wvsctor de
expresion deficientz 2n construccidn ARNi ARNi NtHMAI. El grado de reduccidon de
Cd en‘la corteza, medula, y lamina de la hoja de las estirpes transgénicas K32G s
significativamants mayor que aqusl observade en las estipes transgénicas TNOQ.

La expresion de polinuclzdtidos ARNI (13282-15324) en plantas transgénicas K326

CZ'

resulta en una reduccian de 9-11 veces de Cd en la corteza, una reduccion de &-

13 vaces de Cd en la médula, y una reduccidn de 31-22 veces de Cd en la lamina

de la hoja. La expresién de polinucledtidos de ARNI (1322-1524) en las plantas
transgénicas TNA0 resulta en una reduccidn de 4-7 veces de Cd en la corteza, una

"‘\

reduccian de 5-5 veres de Cd en la médula, y una raeduecion de 8-20 veces de Cd

JOo



10

15

WO 2009/074325 =2 PCT/EP2003/010546

en la lamina de hoja. En contraste, se observan mas incrementos modsstos en el
contenido de Cd (5-6 veces) en la raiz de estas estirpes transgeénicas cuando se

comparan con aquellos de las plantas de control.

[0141] La figura 7 musstra la distribucion de Cd entre la cortzza (“B”), lamina de la

hoja (“I"), médula (“P7), y la raiz () d=

Q'[:

varias estirpes transgénicas de primera
generacion que se han modificado gendticamente para expresar polinucledtidos
de ARNi NtHMA d= interés, como se presenta en la Tabla 3. En cada grafica d= la

figura 7, la unidad del gje y &s pg/mg de tejido.

Tabla 3
Varizdad de Cden Cden Cden Cden
semilla corfeza  [Amina  medula raiz
transgenica
TNOO OETE1S 7.8 0 31 4.67 RR7
TN9O 06Ta53 276 8.59 2.20 727
TN9O Control 30.9 151 252 115
TNOQ PBIMZ21 22 201 20 124
K226 03Tes2 2.0 4.32 1.97 1020
K226 OBTENS 253 443 425 1020
Kaz2a Control 10.5 33 2583 145
K226 PBI121 254 143 262 253

Ejemplo 9
Reduccion de Cd en ldmina d= hoja de estirpes transgénicas de segunda
generacidén medificadas genédticaments para exprasar polinucledtidos ARNI

NHtMA.

0}
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Para determinar 2] efecto de la evprasién de polinuclz=dtidos ARNi NHtIMA (5650-
915) en contenida Cd en lamina de hoja, 2l contenido de metal de dos estirpes
transgenicas (T1) de la variedad VA259 se hacen crecer en suelo que contizne
concentraciones e Cd  variables  durantz  cuatro semanas. Dos  estirpes
transgenicas, 00T492 y 08T506, seleacionadas como positivas de canamicing se
detectan por PCR. Varias’ mé«::etas de 107 llenas con mezcla de arena: tierra se
saturan con 0, 0.1, 0.5, o 5uM CdCla. Se hacen crecer tres plantas por tratamiento
por estirpes transgénicas durante cuatro semanas al agregar medio de Hoaglands
a un platillo. Se observa 2l nimerao total de hoja, indice de drea d= hojas, peso de
hojas, peso de espiga, y peso de raiz. Dos muestras ds raices y hojas medias se

secan por congelamiento y se someten a anadlisis de metal pesado.

[0142] La figura S muestra la distribucién de Cd entrz la lamina de hoja (‘L") y la
raiz (“R”) de varias estirpes transgénicas (T1) de segunda generacidn ques se han
modificado gendticamente para exp .: rolos palinucledtidos ARNi NHEMA  de
interés. En cada grafica de la figura 3, la unidad del ¢je Y es pg/mg de tejido. A
partir de la figura 5 se puede ver que el contenido de Cd de las plantas
transgenicas fue consistentement: menor que aquel que las plantas dz control &n
todas las concentraciones de Cd probadas (0, 0.1, 0.5, y 5 uM). Se chserva una
reduccion en el contenido de Cd de lamina de hoja (2-4.7 veces) en varias sstirpes
transgénicas probadas. El nivel de Cd para la estirpe 08T492 fue de solo ~20% de
plantas de control en SuM CdCl,. Se abserva un incrementa en el contenido de Cd
de raiz (4-16 veces) en varias estipes transgénicas probadas. Se observa el
maycr contenide de Cd de raiz (un incremento de 16 veces) para la estirpe
0ATA95 en 5 pM CdClo. Asi) el contenide de metal pesado reducido en lamina de
hoja/brotes en estirpes transgénicas, que expresan &l nucledtido ARNI NHIMA

(RE0-915), sugiers que una tras locacidn de una cantidad de materiales pesados

JO
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de la raiz a la lamina de las hojas/hrotes se puede interrumpir mediante
interferencia de ARNI. Los resultados son consistentes con la reduccion de Cd
ohservada en la lAmina de 1a hoja de las estirpes transgénicas de primara
generacion, y que las estipes transgénicas de segunda gensracidn también
demusastran (A) niveles de Cd reducidos =n lamina de hoja, y (B) Cd im;remehtado
&n las raices. Las estipes transgénicas no demuestran diferencias fenotipicas en
la apariencia general, crecimiento y desarrallo con relacidn aquel de las plantas de

control.

Ejemplo 10

Paolinucledtido NtHMA

[0144] Un polinucledtido NtHMA aontendra gencralmente enlaces fosfodidster,
aunquz en algunacs casos, e incluyen andlogos de acido nuskeico que pusden
tener  estructuras  alternas, que comprenden, por  ejempha, fosforamidate,
fosfc»rotioato, fosforaditinatn, o enlaces  O-meatilfosforoamidita  (ver Eckstsin,
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, Qxfard University Press); y
estructuras de acidos nucleicos de péptidos y enlaces. Otros analogos de acidos
nucleicos incluy=n aquellos con estructuras positivas; no idnicas, y estru«::tl.lras‘no
ribosa, que incluyen aquellas descritas en la patente  estadounidense No.
H238,055 y 5024508, v capitulas 8y 7, ASC Symposzium Series 530,

arbohydrate  Maodifications  in - Antisense  Research, Sanghui & Coaok,  eds,
También se incluyen acidos nucleicos que in«::ILiyen uno o0 Mas azucares
carbociclicos dentro de una definicidan de acidos nuclzicos. Se pueden hacer
modificaciones dentro de la estructura de ribosa-fosfate por una variedad de
razonss, por ejemple para incrementar la estabilidad de la vida Gtit de tales

maoléculas en ambientes fisioldgicas o como sondas n un biochip. Se pusden

1
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hacer mezclas de  acidos nucleicos de  ocurrencia natural y  analogos;
altzrnativamente, se pueden hacer mezclas de diferentes  analogos  acidos

nucleicos, y mezclas de acidos nucleicos de ocurrencia natural y analogos.

5 [0145] Una variedad de referencias descritas tal come analng g de Acidos
nuclzicos, que incluysn, por sjemplo, fosforamidato (Bzaucage et al., Tetrahadron
49(10): 1925 (19973) y referencias alli; Letsinger, J. Org. Chem. 35:3300 (1970);
Sprinzl et al., Eur. J. Biochem. &1:579 (1977); Letsinger et al., Nucl. Acids Res.
14:23457 (1953); Sawai et al, Chem. Lett. 305 (1984), Latsinger &t al., J. Am. Chem.

10 Soc. 1104470 (1928); and RPauwsls <t al., Chemica Scripta 26:141 9198/)),

phasphaorothicate (Mag <t al, Nuclsic Acids Res. 191427 (1991); and U.S. Pat.

I\t

No. §,644,042), phosphoradithioate (Briu &t al., J. Am. Chem. Soc. 111 2321
(1929), enlacez O- metifoforeamidita  (ver Eckstzin,  Oligonuclsotides  and
Analogues: A Practical Approach, Oxford University Press), enlaces y estructura

'15 de acidos nuclzicos de péptidos (ver Egholm, J. Am. Chem. Saoc. 1141595 (1992);
Meier et al., Chem. Int. Ed. Engl. 31:100& (1992); Nizlsen, Nature, 365530 (1993);
Carlsson et al., Nature 280:207 (1992), todas las cuales s2 incorporan como
referencia). Otros analogos de acidos nuclsicos incluyen aquelles con estructuras
pasitivas (Denpoy et al., Proc, Natl, Acad. Sci. USA 92:6097 (1995); estructuras no

20 iénicas  (patentes  estadounidens &3 Nos. 5,336,023, 54637,034, 5602240,
5,216,141 y 4,469,363, Kiedrowshi et al.,, Angew. Chem. Intl. Ed. English 30:422
(1991); Letsinger «t a/., J. Am. Chem. Sac. 1104470 (1953); Letsinger et a/,,
Nuchzosids s Nucleotide 131597 (1994);, Chapters 2 and 3, ASC Symposium
Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense Research”, Ed. Y. S,

25  Sanghui and P. Dan Cook; Mesmaeker et al., Bioorganic & Medicinal Chem. Leatt.

4:205 (1oud); J=fls =t al., J. Biomaolzcular NMR 24217 (1994); Tetrahedron Lett.

S7:748 (1996)) y estructura no-ribosa, que incluyen aquellas descritas en las
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patentes estadounidenses Nos. £,235,052 vy 5,054,506, v capitulos 6 y 7, ASC
Sympasium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense Research”, Ed.
Y. S. Sanghui and P. Dan Cook. También se incluyen acidos nuclzicos que
contizne uno o Mas azucares carbociclices dentro de una definicién de acidos
nualeicos (var Jenkins =t al, Chem. Soc. Rev. (1998) pp 169-17G). Se dascriben
varios analogos de acidos nuclzicos en Rawlz, C & E News Jun. 2, 1997 pagina

28, Estas referancias s incorparan expresaments aqui como referencia.

[0146] Otros analogos incluyen acidos nucleicos de péptidos (PNA) que son
andlogos de acidos nuclzicos de péptidos. Estas estructuras son sustancialment:
no idnicas bajo condiciones neutras, en contraste a la estructura de fosfodiéster
altamente cargada de acidos nucleicos de ocurrencia natural. Esto resulta en dos
ventajas. Primero, 1a estructura PNA exhibe cinéticas de hibridacién mejoradas. El
PNA tiene mayores cargas en la temperatura de fusién (Tm) para pares base
perfectamente empargjados versus incorrectamentz emparsjados. EI ADN y
tipicamentz el ARN exhiben una caida de 2-4° C en T, para un empargjami=nto
incorrecto interna. Con la estructura PNA no idnica, la estructura es mas cercana a
7-9 °C. D& manera similar, debido a su naturaleza no idnica la hibridacidn de las
bases adjuntas a estas astructuras es relativamente insensible a la concentracian
de sal. Adicionalments, el PNA na se degrada mediant= enzimas celulares, y

puede asi ser mas estable.

[0147] Entre 2l uzo d= los palinucledétidos NtHMA descritos, y combinaciones o
fragmentos de los mismos, esta el uso de los fragmentos como sondas o
cebadores 0 en el desarrolly de moléculas ARNI tales fragmeantos comprenden

generalments por 1o menos aproximadament= 17 nucledtidos contiguos de una

secuencia de ADM. En otras realizacionzs, un fragmento de ADN comprends por

[}
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I menas 30, o par lo menos A0 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN.
Los parametros basicos que afectan la eleccién de las condiciones de hibridacién

y guia para concebir condiciones adecuadas se establzcen en Sambrook et al,

_\

939 y se describizron =n detalle anteriorments. Utilizando &l conocimiento del
cédigo gendtico en combinacién con la secusncias de amino acidos establecidas

anteriorments, se pueden preparar conjuntos de oligonucledtidos degenerados.

.

Tales oligonuclzétidos son Gtiles como cebadares, por ejemplo, en reaccionss de

L

cadena de polimerasa (PCR), con 1o cual s amplifican y se aislan fragmentos de
ADN. En cdiertas realizaciones, los cebadores degenerados se puaden utilizar
coma sondas para coleccionss  genédticas no humanas. Tales  colzccionss
incluirian pera no se limitan a colzcciones de cADN, colecciones g=ndmicas, y aun
EST =zlectrénicos (etiqusta de secuencia swpress) o colecciones de ADN. Las
sacuencias homologas identificadas por este metodo se utilizarian lusgo como

sondas para identificar homdlogos no humanos de la sacuencia NtHMA

identificada aqui.

[0148] La invenciédn también incluys |»uI|nu«::Ie«§tidos y aligonucledtidos que hikbridan
hajo condiciones de rigurosidad reducida, condiciones de rigurosidad tipicamente
moderadas, y cominment:  condiciones  altament=  restringidas — (también
denominada aqui como “alta rigurosidad”), a un polinucledstido NtHMA  descrito
aqui. Loz pardmetros basicos que afectan la eleccion de las condiciones de
hibridacién y guia para concebir condiciones adecuadas se establecen por
Sambrock, J., E. F. Fritsch, and T. Maniatis (1929, Maolecular Cloning: A
Lahoratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., chapters 9 and 11 ; and Current Protocols in Molecular Biology, 1995, F. M.
Ausubel et al., eds., John Wiy & Sons, Inc., secciones 210 y A.2-6.4

incorporado aqui como  referencia), y se pusden detzrminar fAcilmente por
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aquellos medianamsante versados an la téenica basado en, por ejemplo, la longitud
y/o la base de la composicién del polinucledtido. Una forma de alcanzar
condiciones meoderadamsnts rigurosas involucran el uso de una solucién de
prelavado que contienen 5xSSC, 0.5% SDS, 1.0 mM EDTA (pH 3.0), amortiguador
de  hibridacién de  aproximadamente 50% de  formamida, &xSSC, y una
temperatura d= hibridacién de aproximadamente 55° C (u ofras solucionzs de
hibridacién  similares, tal como una que contiene  aproximadamente 50% de
formamida, con una temperatura de hibridacion de aproximadaments 42 C),y
sondicionss de lavado de aproximadaments 80 G, en 0.5 ¥SSC, 0.1% SDS.
Gensralments, s& definen condiciones altaments rigurasas como condiciones de
hibridacién como g2 hizo anteriorments, pero lavando? aprovimadaments a 63° C,
0.2x5SC, 0.1 % SDS. Se puede utilizar SSFE (1= SSPE =s 0.15M NacCl, 10 mM
NaH:PO,, y 1.25 mM de EDTA, pH 7.4) para SSC (1x SSC es 0.15M NaCl y 15
MM de citrato de sodio) en 3 hibridacidn y amartiguadores de lavado; se
desarrollan lavadaos durante 15 minutos después qué se completa la hibridacian,
Se debe entznder que la temperatura d; lavado y la concentracidn de sal del
lavade se pueden ajustar segin sea necesario para lagrar un grado de rigurosidad
al aplicar los principios basicos que rigen las reacciones de hibridacién y la
estabilidad del ddaplex, como es conocido por los expertes en la técnica y s

describe adicienalments adelants (véass, por gjemplo, Sambrook et al., 1929).
Cuandao s hibrida un acido nucleico con un polinucledtido objetivo de secuencia
~desconocida asume qus la longitud del hibrido es aquslla del acido nusleico de
hibridacidn. Cuando s= hibridan secuencias de acidos nucleicos conadcidas, la
lengitud hibrida se puede determinar al alinear las secuencias de acidos nucleicos
& identificar 1a regidn o regionas de complementariedad de secuencia optima. La
temperatura de hibridacién para hibridos anticipados en no menos de 50 pares

base de longitud y debe ser 5 a 107 C menos que la temperatura de fusidn (T,,) d=l
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hibrida, en donds Ty, se determina de acuerdo con las siguisntes ecuaciones. Para
hibrides menores de 13 pares base de longitud, T, (C)=2# d= A + T bases)+d #
de G+C bases). Para hibridos de mas de 132 pares de longitud, Ty, (°C)=81.5+18.6
(leg 10 [Na+])+0.41 (% G+C)-(300/N), en donde N es el numero de basas en &l
hibrido, y ([Na+]) es la concentracion ds iones de sodio =n =l amortiguador de
hibridacién ([Na+] durantz 1x SSC=0.165M). tipicamante, cada uno de tales
acidos nucleicoa hibridantas tizne una longitud de por lo menos 25% (cominmentea
por o menos 50%, G0%, o 70% y mas comunmente por 1o menos 50%) de
longitud de un polinucledtida de la descripcién al que este hibrida y tiene par 1o
menos 60% de identidad de secuencia (por sjemplo, por o menos 70%, 75%,
S0%, 5%, 90%, 95%, 97.5%, o por lo menos 99%) con un polinucledtido de la

descripcién al que este hibrida.

Ejemplo 11

Polipéptido NtHMA

[0149] Un polipéptido de la descripcidn se pueds preparar o cultivar c2lulas
anfitrionas recombinant=s o transformadas hajo condicionas de cultivo adecuadas
para sxpresar un polipéptido de la descripciin. El polipéptido evpresada resultante
puede ser purificado luego a partir de tal cultive utilizando procesos de purificacién
conocidos. La purificacidn del polipéptido también puede incluir una columna de
afinidad que contiens agentzs que ligaran al polipéptido; una o mas etapas de
columng sobre tales resinas de afinidad comao concanavalin A-agarosa, heparin-

toyopearl® o Cibacrom azul 2GA Separese®; una ¢ mas etapas que utilizan

cromatografia de hidrointeraccidn utilizando tales resinas comao fenil éter, butil éter

0 propil éter; o cromatografias de inmunoafinidad; alternativamente el polipaptido

il

de la

Al

escripcion también se pueds evpresar en un formato que facilitara la
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purificacién. Por gjemplo, se pusde expresar como un polipéptido de fusidn, tal
como agquellos dz unidn maltosa (MEP), glutationa-5-transferasa (GST) o tirowin.
Los equipos para expresidn y purificacidn de tales polipéptidos de fusidn estan
conocidos comersialments de New England BioLab (Baverly, Mass.), Pharmacia
(Piscataway, N. J), = InVitrogen, respectivamente. El polipéptido también se
pueds etiquetar con un epitopo vy purificar posteriorments al utilizar un anticuerpo
especifico dirigido a tal epitopo. Finalmants, se pueds emplzar una o mas etapas
de cromatografia liquida de alta desempeio de fase inversa (RP-HPLC) que
emplzan medio RP-HPLC hidréfobo, por ejemplo, se dice que tiens grupos meatilo
pendientes u otros grupos alifaticos, para purificar adicionalmente <l polipéptido.
Algunas o todas las etapas de purificacion antariores, en varias combinaciones,
también se pusden emplear para proporcionar un polipeptido  recombinante
sustancialmeants homagénao, El polipéptido purificadas asi es sustancialments libra
de otros polipéptidos de mamiferos y se define de acuerdo con la invencidn coma
un “palipeptido sustancialments purificado”; tales polipgptidos purificados incluyen
NtHMA, fragmento, variants, y similares. La expresion, aislamients, y purificacién
de los polipéptidos, y fragmentos de @ descripeién se pueden lograr mediante
cualquier técnica adecuada, que incluye pero no s limita a los métados descritos

aqui.

[0150] También es posible utilizar una columna de afinidad tal como un anticuerpo
monoclonal generado contra polipéptidos de la descripcidn, para purificar por
afinidad polip&ptidos expresados. Estos polipéptidos se puaden remaover de
cualguier columna de  afinidad dtilizando  técnicas  convencionales, &n un
amortiquador de elusién alto en sal y luego dializar en un amortiguador bajo en sal
para uso o al cambiar el pH de otros componentss dependizndo de la matriz de

afinidad utilizada, o s& pueden remaver competitivamente utilizanda el sustrato de
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ocurrencia natural del grupoe funcional de  afinidad, tal como un polipéptido

derivado de la descripcidn.

[0151] Un polipéptido de la descripcién también se puede producir mediante
sintasis quimica convencional conocida. Los métodos  para  construir  los
palipéptidos de la descripcidén o fragmentos de los mismos mediante meadios
sintéticos se conocen por ns expertos en la técnica. Las secusncias de
polipéptidos construidas sintéticaments, por virtud de compartir caracteristicas

estructurales y/n conformacionales primarias, secundarias o terciarias con un

que incluyen actividad biolégica.

Ejemplo 12

Anticuerpos anti-NtHMA

[0152] Se proporcionan aqui, En otra realizacidn los  anticusrpos que son
nmunorsactivos con los polipéptidos de la descripcidn. Los polipéptidos NtHMA
fragmentos, variantes, palipaptides de fusién, y similares, como se establ=ce aqui,

S

i
(28]

stablece  como  “inmundgenes” en la  produccidn  de  anticuerpos
inmunoreactives alli. Tales anticuerpos s& unen a los polipéptidos a través de

sitios d& unidn antigenas del anticusrpo. Especificamente [os anticuerpos de unins

son aqusllas que reconoceran especificaments y se uniran a los polipéptidos de la
familia NtHMA, apalogos y variantes, pero no con ofras moléculas. En una
realizacién los anticuerpos son especificos para polipéptidos que tienen una

secuencia de amincdcidos NtHMA de= la descripeidn caomo se establece en la SEQ

ID NO: 2 y no tiznen reactividad cruzada con otras polipéptidos.

216



15

20

WO 2009/074325 76 PCT/EP2008/010546

[0153] Mas espacificaments los polipéptidos, fragmentos, variantes, polipeptidos
de fucidn, contiensn dsterminantes  antigénicos o epitopes que provocan la
formacién de anficuerpos. Estos determinantes antigénicos o epitopos pueden ser
lingales o conformacionales  (discontinuos).  Los  epitopos  lineales  estan
compuestos de una anica seccién de aminodcidos del polipéptido, aungue os
epitopos conformacionales o discontinuos estan compuestos de secciones de
aminoacidos de diferentes regiones de la cadena de polipéptidos que se colocan
en proximidad cercana luego del plegamienta del polipéptido. Los epitopas se
pueden identificar maediante cualquiera de los métodos conocidos en la téonica.
Adicionalments, los é[:vitc-pos de los polipéptidos de la descripcién se pusden
utilizar como reactivos de investigacion, en ensayos, y purificar anticuerpos de
union  especificos a  partir de sustancias  tales como suero policlonal o
sobrenadante de hibridomas cultivados. Tales epitopos o variantes de los mismos
se pueden producir utilizando técnicas conocidas en el arte tal como sintesis de

fase salida, divisidn quimica o enzimatica de un polipéptido, o utilizando tecnologia

de un ADN recombinante.

[0154] Ambos anticuerpos policlonalzs inmunoclonales de 105 polipéptidos de la
descripcidn se pusden preparar mediante tecnicas convencionalzs, ver, por
gjemplo, anticuerpos monoclonales, hibridomas: A New Dimension in Biological
Analyses, Kennet et al. (sds.), Plenum Press, New York (19320), and Antibodizs: A
Laboratory Manual, Harlow and Land (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbaor, NY., (1923); Keohler and Milstzin, (U.S. Pat. No. 4, 27G,110);
the human B- cell hybridoma technique (Koshor et all, Immunology Today 4:72,
1953, y Cole et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA £0:202a6, 1923); and the EBV-
hybridoma technique (Cole et al, 1985, Monoclonal Antibodies And  Cancer

Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Las estirpes de celulas de hibridoma q que

SAP
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producen anticusrpos monoclonales  especificos para los polipéptidos de la
descripcidn tamhbién se contemplan aqui. Tales hibridemas se pusden producir e
identificar mediante técnicas convencionales. Para la produccidn de anticuerpos,
se pusden inmunizar varios animales anfitriones mediante inyeccién con un
polipzptida NtHMA, fragmento, variante, o mutantes de estos. Tales animales
pueden incluir, pero no e limitan a conejos, ratones, y ratas, por mencionar unos
pocos. Se pueden utilizar varios adyuvantes para incrementar la respuesta
inmunolégica, Dependiendo de las especies de anfitriones, tales adyuvantes
incluyen, pero no se limitan a, adyuvante de Freund's (completo e incomplsto),
geles mineralzs tal coma hidréside de aluminio, sustancias de superfi-:ie activa, tal
coma lisoleciting, poliones plurénicos, polianiones péptidos, emulsiones de aceita,
hemaocianina de lapa ojo de cerradura, bimitrofenol, y potencialments adyuvantes
humanos Utiles tal como BCG (hacille Calmatte-Gueriny y  Corynebacterium
parvum. Los anticuerpos monoclonales se pueden recupesrar madiante tdonicas
convencionales. Los anticuerpos monoclonales pueden ser de cualquier clase de

inmunoglobulina 1gG, 1gM, 1gE, IgA, gD, v cualquier subclase de las mismas.

[MMEE] Los anticuerpos de la descripcidn tambisn se pusden utilizar en ensayos
para detectar 1a presencia de polipéptidos o para alimentos de la descripcian, ya
sea in vitro o in vive. Los anticusrpos también se pueden emplzar en la
purificacién de polipéptidos o fragmentos de la descripcién mediants cromatografia

de inmunoafinidad.

Ejemplo 13

ARNs hicatenario
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[0156] En una realizacidn, la descripcidn  proporcicna moléculas de acido
ribonuclzico bicatenarias (ds ARN) para inhikir [a expresidn del gen NtHMA en una
célula (por gjemplo, una célula de plantas), en donde el AsARN comprende una
hebra anticodificants que comprends una regidn de complementariedad que es
complemantaria 2 por [y menos una parte de un mARN formado en la expresidén
del gen NtHMA, vy en donde la regidon de complementariedad s menar de 20
uclzédtidos de longitud y en donde dicha dsARN logra el contacto con una célula
que expresa dicho gen NtHMA, inhibe la expresion de dicho gen NtHMA por 1o
menos  en 20%. Bl dsARN  comprende dos hebras de ARN que sen
suficientements complementarias para hibridar para formar una estructura daplex.
Una hebra de dsARN (Ia hebra anticodificant=) comprends una regién de
complementarizdad que s sustancialments  complementaria, y criticaments
complstamente  complementaria, a una cecusncia objetivo, derivada de la
secuencia de un MARN formade durante la e<presidn del gen NtHMA, la otra
hebra (la hebra codificante) comprende una regién que es complemsntaria a la
hebra anticodificante, de tal manera que las dos hebras hibridan y forman una
estructura de diplex cuando se combinan bajo condicionss  adecuadas. La
estructura daplex estd entre aproximadaments 15 y 20 (por ej=mplo, entre
aproxvimadaments 15 y ._-) tipicamente entre apro<imadamentz 19 y 24 (por
gjemplo, entre 21 y 28) pares base de longitud. De manera similar, la regién de
complementariedad para la secuencia objetive esta entre 15 y 30 (por ejemplo,
entre aprozimadameante 15 y 25), tipicameante entre aproximadaments 19y 24 (por
ejemplo, entre 21 y 23) pares bhase de longitud. EI dsARN de la descripcién puede
comprender  adicionalmante uno o mas nucledtidos monocatsnarios
sobresalient=s. El dsARN se puede sintztizar por métodos estandar conocidos en
la técnica comao se discute adicionalments adelantz, por sjemplo, mediante =l usa

de un  sintetizador de ADN  automatizade, tal como  estan  disponibles
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comercialmente, de, por ejemplo, Biosearch, Applied Biosystems, Inc. En otro
aspecto, se pueds ufilizar un vector de awpresidn para &presar una malécula

ARN in vivo.

[0157] EI dsARN de la descripcidn pueds contzner une o mas empargjamisntos
incorrectos con la secusncia objstivo. Una realizacian, el dsARN de la descripcidn
contiens Mas de tres emparejamizntos incorrectos. Si la hebra anticodificants del
dsARN contizne emparsjamientos incorrectas con una secusncia ohjetivo, es
tipico que <l area de emparsjamiento incorrecto no s ubigque en el centro de la
region de complementariadad. Si la hebra anticodificantz del dsARN contiene
emparsjamientos  incorrectos  con la secusncia  objetivo, es tipico que el
emparsjamiento incorrecto se restringa a & nucledtidos de cualquier extremo, poar
ejemplo 5, 4, 3, 2, o 1 nuclzétido de cualquisra extremo 5 o &' de la regién de
complementariedad. For ejemplo, para una hebra dsARN de 23 nucledtidos que
es complementaria del gen NtHMA, &l dsARN preferiblements no contiens ningan
emparsjamiento arrdnea dentro de los 13 nucledtidos centrales. Los métodos
descritos dentro de la descripcidn se pued:an utilizar para determinar si un dsARN
que contiens un emparsjamiento erréneo con una secusncia objetivo as efectivo

en inhibir la expresién de un gen NtHMA.

[0155] En una realizacidn, por lo manos un extremo del dsARN tiens un nucledtido
manocatenario sobrasalients d= 1 a 4 (por o menos 1 0 2 nucledtidos). El dsARN
tiene por ko menos un nuclkedtido que sobresale qus tiene propiedades inhibidoras.
El dsARN también puede tensr un extremao romo, tipicaments ubicado en el

extremo &' de la hebra anticodificante.
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[0159] En otra realizacién, &l dsARN se maodifica quimicaments para mejorar la
estabilidad. Los Acidos nucleicos de la descripeién se pusden sintetizar y/o
modificar por métodos bien establecidos en la técnica, tal coma aquellos descritos
en "Currant protocols in nucleic acid chemistry”, Beaucage, S. L. et al. (Edrs.),
John Wiley & Sons, Inc., New York, NY., EEUU, que s& incorpora aqui como
referencia. Las modificaciones quimicas pueden incluir, pero no se limitan a
madificacionas 2', introduceién de bases no naturales, adhesion covalente a un
ligando, y reemplazo de enlaces fosfato con enlaces tiofosfato. En esta realizacién
la intzgridad d= |2 estructura de ddple- se fortalece mediante por o menos uno, y
tipicaments 2, enlaces quimicos. Las enlaces quimicos se pusdan lograr mediante
cualquiera de una cantidad de técnica bien conocidas, por ejemplo al introducir
enlaces de hidrogeno covalentes, idnicos; interacciones hidriéfolbas, interaceiones
van der Waals o de apilado; por medio de coordinacién de ién de metal, o a traves

del uso de analogos de purina.

[0160] En aun otra realizacian, Ias nucledtidos en unc o ambas de las dos hebras
se¢ pueden maodificar para svitar ¢ inhibir la activacidn de enzimas éelulares, tal
coma, por ejemplo, sin limitacian, ciertas nucleasas. Las tecnicas para inhibir la
activacion de las enzimas celulares se conocen &n la téonica que incluye, pero no
se limita a, modificaciones 2’-amino, modificaciones 2’-fluoro, modificaciones 2'-
alquita, modificaciones de  estructura no  cargada, modificacionzs morfolino,
maodificaciones 2’-0O-metilo, y fosforamidato (véase, por ejemplo, Wagner, Nat
Med. (1995) 1:1110- 3). Asi, por 1o menas un grupo 2-hidroxilo de les nucledtidos
de un dsARN 3e reesmplazan mediante un grupo quimic;o. También, por [0 menos
un nuchkzdtido se pueds modificar para farmar un nueksétide asegurado. Tal
nucledtido asegurado contiens un puente de stilzna o metilene qus conecto el 2'-

crigena de ribosa con el $-carbong de ribosa. Los aligonuclsdtidos que contienen

2
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el nucledtido asegurade se describen en Kashkin, A. A, &t al., Tetrahedron (1998),

H4: 2007-3630) and Qbika, S. et al, Tetrahedron Lett, (1998), 39 6401- 5404). La
introduccion de un nucledtido asegurado en un oligonucledtido mejora la afinidad
para las secuzncias de complementariedad e incrementa la temperatura de fusién

varios grados (Braasch, D. A, and D. R. Coray, Chem. Biol. (2001), 3:1-7).

[01681] Conjugar un ligando con dSARN debe mejorar su absorcidn celular. En
ciertos casos, un ligando hidréfobo se conjuga con el dsARN para facilitar la
permeacién  directa de la membrana celular.  Alternativaments, un  ligando
conjugado con & dsARN s un sustrato para la endositosis mediada por receptor.
Estos métodos son  utilizades para facilitar la permeacidén celular de los
oligonucledtidos anticodificantes. En ciertas sustanciaz, la conjugacion de un
ligande catidénico a oligonucledtidos resulta frecuente mantz en resistencia
mejorada a nucleatos. Ejzmplos representatives de ligandos catidnicos son propil
amonio y dimetilpropilamonio. De manera  interesante, los  oligonucledtidos
anticodifizantes s reportan por retener su alta afinidad de unidn al mMARN cuando
se dispersa el ligando catidnico a través de los ligo nucledtidos. Véase M.
Mancharan Antisense & Nucleic Acid Drug Development 2002 12, 103 y

referencias alli.

Ejemplo 15

Métodos Para ldentificar Agentes Moduladores NtHMA

[0162] La descripoidon proporciona métados para identificar agentes que pueden
modufar la actividad y/o el nivel de expresidon NtHMA. Candidatos (“un agente de
prueha”) que se puede detectar para identificar la actividad moduladora NtHMA

especifica incluyzn moléculas pequenas, quimicos, pepdomiméticos, anticuerpos,

NARY
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péptides, polinuclzétidos  (por ejemplo,  ARNL  siAR, moléculas  ribozima o
anticodificant=s), y agentes desarrollados mediante diseio hasado en computador.
La modulacién d=l NtHMA incluys un incremento o reduccidn en la actividad o
exprasion. Por ejemplo, un métado para detectar o andlrlqt% que pusden modular
la actividad y/o expresiin del NtHMA, comprende: poner en contacto una muestra
que contiens un polinucledtido o polipéptide NtHMA con un agents de prusha bajo
condiciones que permitan al agente de prueba yoal polipéptido NtHMA ©
polinucleétido interactuar, y medir la expresion y/o actividad del palipéptido NtHMA

en la presencia o ausencia del agente de prusbha.

[0163] En una realizacion, una célula que contienz un polinucledtido NtHMA se
pone en contacto con un agents de prusba bajo condicionss de tal manera que |a
célula y el agents de prusha s les permita intsractuar. Tales condiciones incluy=n
tipicamente condiciones de cultive o élulas narmales consistentes con &l tipo de
célula particular que se utiliza, conocida en la téenica. Pusde ser deseable permitir
en =l agents de pruskba y la célula intzractuar baje condiciones con temperatura
incrementada o en la presencia de reactivos que facilitan la captacidn del agente
de prueba por la o2lula. Un control se trata de manera similar pero en la ausencia
del agente de pruehba. Alternativamente la actividad del NtHMA o la expresidon s=
puzdz medir antes de entrar n contacte con el agente de prusha (por ejemplo, el
estandar o medizion de control) y luego saguir en contacto de nusva con el agents
de prusha. Las células tratadas se comparan luege con el contral y una diferencia
en la exprasidon o actividad en el NtHMA comparado con el control es indicador de

un agents gque modula la expresién o actividad del NtHMA.

[0164] Cuando se mide la expresién NtHMA, datecta [a cantidad de mARN que

cadifica un polipéptido NtHMA en la célula s2 puede cuantificar mediante, por
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gjemply PCR o Northern blat. Cuanda se mide un cambic en la cantidad de
polipéptidos NtHMA 2n la musstra, la deteccidn NtHMA mediante el uso de un
anticuerpo NtHMA se puede utilizar para cuantificar la cantidad de polipéptido de

NtHMA en la célula utilizandn técnicas conocidas. Alternativament= [a actividad

(%]

hioldgica (por sjemplo, transports de metal pasado) s pusds medir antes y

después del contacto con &l agents de prueba.

[0165] Se apreciara que, aunque se han descrito realizaciones especificas de la
invencién aqui con propdsito de ilustracion, s pusden hacer varias maedificaciones
10 sin apartarse del espiritu y alcance de 1a invencidn, De acuerdo con o anterior, la
invencidn no s limita excepto por las reivindicacionss adjuntas. A menas que se
defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos tienen significados
estandar comao se entiende comanments por los expertos en la téonica. Aundgus no
todos los gemplos, dispositives y materiales s& han descrito con particularidad,
15 materiales y métodos alternos, que puedsn ser similares o equivalentes a aquellos
descritos aqui, s2 pueden aplicar para elaborar las compasiciones descritas y para

practicar los métodos descritos.

[0166] Cualquier publicacién citada o descrita aqui proporciona  informacian
20 relevante descrita antes de la fecha de presentacién de [a actual solicitud. Las
declaraciones hechas acqui no constituyen una admision de que 1os inventores no

tienen deracho a preceder tales descripciones.
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REIVINDICACIONES

Un polinucledétido aislada selzccionado del grupo que consiste de:

un palinucledtido que comprends o consiste de una secusncia que
tizne por 1o menas 70% de identidad de secuencia para la SEQ ID NO:1 y

que codifica un transportador NtHMA que tiene actividad ATPasa tipa P1 B;

un pelinucledtido que comprends o consiste de una secuencia que

tiene por lo menos 70% de identidad de secuencia para la SEQ 1D NO: 3;

un polinucladtido que comprende o consiste de una secuencia que

tiena por o menos 70% de identidad de secusncia parala SEQ 1D NO: 47,

un polinucledtido que comprende o consiste de una secuencia que
codifica un polipéptido que tiene por 1o menos 70% de identidad de
secusncia para la SEQ ID NO:2, en donde el polipéptido s un

transportador NtHMA que tiene actividad ATPasa lipoe P1 B; y

un polinusledtido que comprende o consiste de una secuencia que
codifica un polipéptido que tiene por o menos 70% de identidad de
szcuencia para la SEQ 1D NO: 49, en donde 2l polipéptido s un

transportador NtHMA que ti=ns actividad ATPasa tipo P1 B.

Un vector de expresidn que comprende el polinucleétide aislado de |a

reivindicacion 1.
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3. Una planta transgeénica hecha mediante un proceso que comprende

introducir &l polinucledtido aislado de la reivindicacion 1 o el vector de

expresidn de la reivindicacion 2.

Una estirpe celular hecha madiante un proceso que comprends introducir 21
polinucledtido aislado de la reivindicaciin 1 o el vectar de exprasidn de la

reivindicacidn 2.

Un products de tabaco consumible que incorpora hojas cosechadas de la

planta transgénica de la reivindicacian 3.
Una construcciéon ARNI NtHMA capaz de inhibir la expresion de un ARN
m=nsajera NtHMA al que esta corresponds, 1a construccidn comprende o

consiste de:

LRAa primera secuencia que tiens por lo menos 70% de identidad de

secuencia a una porcidn de la SEQ 1D NO:3 0 47;

una segqunda secuencia; y

una tercera secuencia que tisne una secuencia complementaria
inversa de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacidn comao

la primera secuenacia,

en donde la segunda secuencia se posiciona entre la primera

secu=sncia y la tercera secuencia, y la segunda szscusncia se liga

operablemeante a la primera secusncia y a la tercera secuencia.
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La construccidon ARNiI NtHMA d= [a reivindicacién 6, en donde:

(a) la primera secusncia tisns por 1o menos 95% de identidad de

secUsncia a una secusncia seleccionada de una o mas del grupo que

T

consiste de exin 1 (SEQ ID NO:5), un fragmento de exdn 1 (SEQ ID
NO:&), exin 2 (SEQ 1D NO:T), un fragmento de 2vén 2 (SEQ 1D NO:T),
exdn 3 (SEQ ID NO:E’); un fragmento de evon & (SEQ 1D NO:D), exdén 4
(SEQ ID NO:11), un fragmento cls exén 4 (SEQ 1D NO:11), exén & (SEQ D
NO:12), un fragmento de exdn 5 (SEQ 1D NO: 13), exdn 6 (SEQ 1D NO: 15),
un fragmento de exén 6 (SEQ ID NO:15), sxédn 7 (SEQ 1D NO: 17), un
fragmento de exdn 7 (SEQ 1D NO: 17), exén 5 (SEQ 1D NO: 13), un

fragmenta de

D

»on & (SEQ ID NO: 19), exon 9 (SEQ 1D NO:21), un
fragmento de ex<én @ (SEQ ID NO:21), exén 10 (SEQ 1D NO:23), un
fragmento de exén 10 (SEQ 1D NO:23), exdn 11 (SEQ 1D NO:2E), vy un

fragmentc d= exdén 11 (SEQ 1D NO:23);

(b) fa segunda secuencia tiene por o menos 95% de identidad de
saclkencia a una secuencia seleccionada de una o mas del grupo que
consiste de: intrén 1 (SEQ 1D NO:4), un fragmenta de intrdon 1 (SEQ 1D
NO:dy, intron 2 (SEQ 1D MO:R), un fragmento de intrén 2 (SEQ 1D NO:3),
intrén 3 (SEQ ID NO:3), un fragments de intrdn 3 (SEQ 1D NO:S), intrén 4
(SEQ ID NO: 103, un fragmento de intrdn 4 (SEQ 1D NO: 10), intrén 5 (SEQ
ID NO:A2), un fragmento de intrén 5 (SEQ 1D NO:12), intrén & (SEQ 1D
NO:14), un fragmento de intrén 6 (SEQ 1D NO: 1), intrén 7 (SEQ 1D NO:16),
un fragmento de intrén 7 (SEQ 1D NO:13R), intron & (SEQ ID NO:12), un

fragmento de intrén & (SEQ D NO: 18), intrdn 9 (SEQ 1D NO:2Q), un
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fragmento de intrén & (SEQ ID NO:20), intrén 10 (SEQ 1D NO:22), un
fragmento d= intron 10 (SEQ ID NO:2Z), intrén 11 (SEQ 1D NO:24), un
fragment de infron 11 (SEQ 1D NO:24), intrdn 12 (SEQ 1D NO:26), y un

fragmento de intrén 12 (SEQ ID NO:28):

() 1a tercera secuencia tisne por |.;; menos 95% de identidad de

seclencia a una secusncia ssleccionada de una o mas del grupo que

consiste de: SEQ ID NO:27, un fragmento de la SEQ 1D NO:27, SEQ ID

NO:22 un fragmento de la SEQ ID NO:23 SEQ ID NO:29, un fragmento de

10 la SEQ 1D NQ:29 SEQ D NO:20, un fragmento de la SEQ 1D NO:30, SEQ
ID NO:&1, un fragmento de la SEQ D NO:21, SEQ ID NO:E2, un fragmento

de la SEQ 1D NO:32, SEQ ID NO:33, un fragmento dz la SEQ 1D NO:33,

SEQ ID NOE4, un fragmento de la SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, un

fragmento de la SEQ ID NO:2E, SEQ ID NO:ESE, un fragmento de la SEQ 1D

15 NOQ:2a, SEQ 1D NO:AT |y un fragmento de la SEQ 1D NO:37;

(d) 1a primera secuencia comprends la SEQ 1D NO:35, la segunda
secuencia comprende la SEQ 1D NO:29, y la tercera secuencia comprends
la SEQ ID NO:40;

20

(=) la primera secuencia comprends la SEQ 1D NO:42, la segunda

secuencia comprende la SEQ 1D NO:42) v la termera secusncia comprende

fa SEQ 1D NO:44; o

25 (f) uno o dos o tres de= (a), (b), (¢), (d) y (=).
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S. La construccidén ARNiI NtHMA d= la reivindicacion 6, en dond= 1a primera y

11.

la segunda secusncia cada una tizne una Iungltu«I seleccionada del grupo
que consiste de 20-30 nucledtidos, 30-50 nuclzdtidos, 50-100 nucledtidos,
100-150 nucledtidos, 150-200 nucledtidos, 200-300 nucl=étidos, 300-400
nucledtidos,  400-500  nucl=dtides, H00- 600 nucledtidos, y  600-700

nucledtidos.

Una planta transgénica que comprende 2l ARNi de cualjquiera de las
reivindicaciones G - 2 que tiene niveles de Cd raeducidos en por lo menos
una parte de la planta comparada con la parte en una contraparte no

transgénica.

Un producto de tabaco consumible que incorpora hojas cosechadas de la

planta transgenica de 1a reivindicacién 9.

El producto de [a reivindicacion 10, an donde un % de reduccidn de Cd es
un valor de por lo menos aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20°%, 25%,
0%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, T0%, T5%, 30%, 5%, 90%,

95%, 95%, 97%, 93%, 0 99%.

El producte de [a reivindicacidn 10 o reivindicacidn 11, en donde el
contenidha de Cd es un valor que varia de aproximadamente 0.01 a
aproximadamentz 0.06 ppm, de aproximadamente 0.01 a aproximadaments
0.1 ppm, de aproximadamente 0.01 a aproximadaments 0.5 ppm, de
aprovimadaments - 0.01 a  aproximadamente 1.0 ppm, o de

aproximadameantz 0.01 a aprovimadament2 5 ppm.

JANA
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13, Un método para reducir niveles de Cl &n por lo menos una parte de una

14

planta, que comprende: reducir niveles de un mMARN NtHMA =n la planta al

provocar a expresién de una construccién de ARNIL

El método de Ja reivindicacién 13, en donde  la construccion - ARNI

comprende:

una primara secuencia qus tiens por o menos 90% de identidad de

secLencia a una porcién de la SEQ 1D NO:3 o 47;

una segunda secusncia; y

una tercera secuencia que tiene una secusncia complamentaria
inversa de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacién como

la primera secusndcia,

en donde la segunda secuencia se posiciona entre la primera
gecuencia y la tersera secuencia, y ola segunda secusncia se liga

operablements a la primera secusncia y a la tercera secusncia.

El método de la reivindicacidén 13 o réivinclic:a«::ién 14, &n donde luego de la

expresion de la construccidn ARNI, la parte de 1a planta tizne un contenido
de Cd reducido en por o menos aproximadaments 5%, 10%, 15°, 20%,
28%, 30%, 5%, 405, 15%, 50%, 55%, G0%, 68%, T0%, 75%, 80%, 55%,

0%, 95%, 9%, 97%, D5%, 0 99%.

A50.
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16, El método de cualguisra de las reivindicacionas 13 a 15, en donde lusgo de

17.

—_—
0]

la evpresidn de 12 construecion ARNI, la parte de la planta tizne un
contenido de Cd que varia de aproximadamante 0.01 a aproximadamente
0.0% ppm, de apro<imadament= 0.01 a apreximadaments 0.1 ppm, de
aprovimadamente 0.01 a aproximadamentz 0.5 ppm, de aproximadaments
0.01 a aproximadamente 1.0 ppm, o de aproximadamants 0.01 a

aproximadamente 5 ppm.

Un polipgptido purificado sustancialmsents que tiene por o menos 70% de
identidad de secusncia, o por lo menos 95% de identidad de secuencia, con
la SEQ ID NO:Z 0 49, en donde &l polipeptido es un transportador NtHMA

que tiene actividad ATPasa tipo P1 B.

Un anticuzrpo que se une especificamente a un polipéptido como se define
en las reivindicaciones 17, tal como un polipgptide que comprende o

consiate de la SEQ ID NO:2 o 49,

23
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PLANTAS TRANSGENICAS MODIFICADAS PARA REDUCIR TRANSPORTE

DE CADMIO, PRODUCTOS DERIVADOS, Y METODOS RELACIONADOS

RESUMEN

La invencidn se dirige en parte a plantas transgénicas, que incluyen plantas de
tabaco transgénicas y semillas derivadas, modificadas genédticamente para impedir
el trasporte de Cadmin (Cd) del sistema de raiz a [as porcionas aéreas de plantas
transgenicas  al reducir los niveles  de expresion de los  transportadores
relacionados con HMA. La invencidn incluye plantas de tabaco transgénicas
madificadas gendticamente para expresar establements una construccidn de ARNi
fue codifica polinucledtidos de ARNI que posibilitan la degradaciin d= variantes
ARN NtHMA =nddédgenas. La expresion reducida de transportadores NtHMA en
plantas transgeénicas resulta en contenido sustancialments reducido de Cadmio
(Cd) en la ldamina de hoja. Varios productos consumibles que son sustancialments
libres o reducidos sustancialments en <l contenido de Cad se pusden producir al
incorporar hojas derivadas de plantas de tabaco transgénicas modificadas para

reducir la expresién de2 transportadores MtHMA.
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SEQ ID NO:38
5-ATTTGTAGTGCLASCCCAGACTISTTGAATCTATTTGCTTAGAAAC
TEOAACGACTCOOCTETCAGTSTT I TCTCGTCCACSGTCACATTCCO
CTTCCATTACAACTCCATCAATAGGTATAGTTTCACCAGCTTTAACAG
CAAGAATGCTATTCAACTTGACTTCATCAACATTTACGACTTCTCCAC
TTTCAGCTAAAACTGCTGTTGGAGGGACTATATT GACCAGTGATGAL
ATAGCAGCAGTAGCCTACATAACCA-Y

SEQ ID NO:39
5-AGCOTGAAGAATTGAGCAAATAACATTAACAABCAATACTTGAAS
TTTCAGCSACTALATAAATGAAGCATGAAGGAATACTACACTACCATTT
AGA-3'

SEQ 1D NO:40
5 - TGATTATGTAGGCTACTGCTGCTATSTCATCACTGSTCAATATAG
TCCCTOCAACAGCAGTTTTAGCTGAAAGTGOAGAAGTCGTAAATGTT
GATGAAGTCAAGTTGAATAGCATTCTTGCTSTTAAAGCTGGTGAAAL
TATACCTATTGATSGAGTTOTAATSGAAGGGGAATSTGACGTGSAC
CAGSAAAACACTSACAGGLOAGTCGETTTCTAGTTTCTAAGCAAATAGA
TTCAACGGTCTOGGCTOGCACTACAAAT-Y!

FIG. 3A

4/13



PCT/EP2008/010546

WO 2009/074325

70

£3PL80

v i)

JALS L
CESLE0
83+180
23¢180
L3P LSD

3+49n0

[qe-1 k]
vl
AR
SLblER
ELVLS0
boc A
B3V180
0BP15])
Cavico

)
L)

LI5480

. 3B

FIG

s

L-Liied

AT )

rL0

1)
LEpLE)
528159

st

L Ls)

EARG)

.3C

FIG

5/13



)

PCT/EP2008/010546

WO 2009/074325

1zed
oy L2}
LPRe)
L)
ErL0
505160
o315
£ErLIED
TF519)
£k150
5159
pEE LY

XAk

6/13

FIG. 3D



.
Ry

WO 2009/074325 PCT/EP2008/010546

SEQ ID NO:42
R-TGAGAGCAAGTCAGGTCATCCGATGGCAGCCGOUTCTEGTGGAC
TATGCACAATCAAATTCCOTTGAGCCAAAGCCTGATAGAGTTGAGTA
GTTTCAAAATTTTCCTGGTGAAGGGATATTTCGGAAGAATTGATGGAAT
SGAAATCTATGTCOGEAATASSAAAATTTCTTCAAGAGOTGGATSTA
CCACAIGG-3

SEQ ID NO:43
E-TAAATGGTTGAATCATTTCTTATGCTCATAGTAGAGATAAAACATC

AGAGTTATAATTATAAGTATATSATTTCTCCAGTTAATTTTGCTGTTAS
ATTTTCTTTSACCTSTTTASCACTAATSCOSGTGGATSTTTGAA-Y

SEQ ID NO:44
£ COTGTGBTACATCCABCTOTTGAAGAAATTTTOCTATTCCGGACA
TAGATTTCCATTCCATCAATTCTTOCAAATATC OO TTCACCABGAAAA
TTTTGARACTGCTCAACTETATCAGGLTTTGGCTCAACGEAATTTZAT

L TOTGCATABTCCACCABAGCGECTCCATCGGATGACCTRACTTG
TCTCAATGC-3

FIG. 4A

7/13
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<110>
<120>

LISTA DE SECUENCIAS

Philip Morris Products S.A.

Plantas Transgénicas Modificadas rara Peducir el Transporte

Productos Derivados, y Métsios Felacionados

<130

<150>
<151

<160>
<170>
<210
<21]l>
<212>
<213>

<400> 1
gcqtgageta

57

1
ADN

aagcgacagd
tctttatagt
gtcagggaag
cttttgctgg
ccgtattace
cgagrcagtg
ttggcegatt
gcgcaacgea
gcttccgget
ctatgaccat
caagcttggt
ttatcacctc
tteatctatt
tgaatgasac
cagasgttgr
taattgtcac
aaattggtaa
atacratrt:
tttcacttta
ttattataag
aagcoggtagy
gtaoagtttat

gpaaagagaa

17921

tgagaaagtg
grcogaacag
cctgtcgggt
cggagectat
cCrrtgetc
geoLtigagt
agcgaggaag
catiaatgca
atraatgtga
cgratgtrat
garracgeca
accgagetcg
Litccaaaac
arctictect
aaagaagttg
tCragrrgaa
aacaaagact
gaaagatagt
crrirraata
aactrcatat
tetttcttaa
agtaccattc
atatattaag

gagaagagac

P/61020.w001/MAR

Us 60/996,982
2007-12-13

PatentIn version 3.5

Nicotiana tabacum

ceacyctiee
gagagegcac
ttcgecacct
Qgaaaascac
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
gctggeacga
gttagctcac
gtygaattyt
agctatttag
gatccactay
aaaagtatat
ccrccttaga
agcaagagct
aaaattrtca
gtcattgtta
vacacacctt
tgttctgaaa
tEETTELCLT
gttttgtggc
LLCatcttet
taaagtgatt

aagaafgdygang

€qaagggaga
gaggoagett
ctgacttyag
¢agcaacycy
tcctgegtta
cactegeeyc
cocaatacyc
caggtticce
tcatragora
gagcggataa
grgacgogtt
taacggceqce
ccaatatatt
JAAQYAYIIA
attttgatgl
agaatcrtga
ttcatgatte
tattactctc
agaacgttac
aaatagtatt
ttottaaata
cttaattaac
ttictcttaa

agacaaatgqg
1

aaggcggaca
ccaqgaqggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tcccetgatt
agccgaacga
aaaccgectc
gactagaaag
CCCcaggett
caatttcaca
agaatactca
caqtgtgctg
ccagaactag
aatgarggaa
tttgggaatt
aggggtiaaa
tertercatt
tcagrtitat
crtittatat
gtttiatagt
aattcacata
tgacatttce
gaaatcgoeca

datcagaaac

ggratccggt
acgectagra
tgtgatgctc
ggrtcetggc
ctgtggataa
ccgagencag
teccegeneq
cggocagtpa
Tacactitat
caggaaacag
agctatgeat
gaattcgoce
aaattccttt
agtgaaaaaa
tgctgtactt
gaqgtttcaq
tcrecgeaac
ttreracqtq
attgatgtaa
cataaaaata
aaatgaaata
LLLCreceet
aaaaaaaaaa

ggttrrgatt

120
i8¢
240
300
360
420
480
540



tgttcaagty
tgctagaatt
tattagattg
tcaagaacat
gtttacgcag
Cctaaaattca
ttgtittgaat
ttctttaata
atccydcocca
ctctaacaat
ttactactcc
aataacacat
accttaatga
taaacritcra
talraactaac
ccacaaatta
ggagacgatc
ctatgttaaa
ttttcctrtc
atggtcagtt
ttettttett
cagtcttatt
caazaggtaa
ttttaaatty
attctttaca
titggtgaga
tagtgtttgt
taazaaagta
tctoctcaaa
atatattage
gtagttaaaq
aactaccaaa
tcatctirga

gggattcotes

atatttggty
aagtytatat
agtaaccaay
gcataaaaat
cacatggace
tctaatattt
attgagttat
ttgtacceat
gccctcaatg
taggtirigy
cteogtttea
ttoctaaattt
atgtttttat
agactcacaaa
tcatcttgaa
cataatigtg
tctgtigaac
gagtagttgc
ttgatgaatt
ttcaagtyty
cattctrgycg
geatttcttg
crcttatoty
cagccoataa
gcatgtitga
agcagtrtgt
ccaagetttet
tertttagayg
aacacrrttt
acttatatta
cattygaatca
agaaatggcc
agtacttLTt

caattatttt

gtagrtgttt
attaattrtdgg
acggaaaaaa
tctcttttaa
catagtctcce
totgttgacy
tactcaaagy
atcttaaaaa
gaatagagta
aataaattct
tattagatga
gyaaataatt
agccacacaa
trttaaaagt
acggaggagt
Jcaanal’ate
cgttagagaa
taggaactaa
actgtacttt
aaaaattagc
atctttccta
CACACCLAAC
caagtrtaat
tatatgtatq
ctaacctgca
gtttggctaa
daaaactyct
agaaactact
ctcctictaa
tccttataat
agcaagatta
aagtccattt
tgcacetite

£adaggraro

caagcactqt
gaaaatcttt
catgaactat
aacgactcec
gcctaactaa
cacatgcteo
aatatgyatc
ttctégctcc
gotgaggagt
gagattcaat
thactttoct
caattttaaa
atgtcatgac
Ltctictitt
actataagaa
caagtttota
aatattttga
caaagtaatt
atttteccar
cagaaagaat
aatatattta
agtagtyata
tgatacagta
ttttacattyg
aaaattagte
graatttgaa
tttaattgta
trrttctygct
aagcttygtac
tattgaagtt
gaagcaagca
gcaattgaca
caatggttag
geotogecgtoc

2

tctrtetgtt
aaagtggtta
ttttettttn
ataaaaatic
gtattittaag
acaaaagaty
aattccactt
gcctecgact
atagtttata
ggtctatttq
rLttagtcta
atctttcatt
cccacaaatt
ttcttaaact
tagttatata
gttgttgata
cteatgtege
gtagtttcct
rtttttaacy
aattcaacaa
gtagagtctc
cataaattgyg
acatgaaact
gttgtgtgta
Trerttteet
aaatactiot
tttttytcaa
totocaaaat
aaacactrca
accatctate
taagagtgaa
gtgaaatatt
cacttgcage

Jaaacctcac

tgtrggcatt
Trtttagtrt
aaatttctag
atgtggtrga
tatgtatttt
aattgtgcat
tttttctott
tgcccatagt
aatgtttite
aaacctgtaa
ttccaaaaca
ttacccater
ttttaccect
atatgooaag
tgatttggce
attragtgat
tttgeatcta
tgrrtttttt
tetgttactt
acttaacctt
ttttctactt
acctagctaa
tgttataatc
tataatgtaa
caaaagtatt
gagcaacaat
aagagctttt
tgtrrcrget
actaaaaaaa
ttttgtggat
agpagagaaa
gcttanacte
tattgcagtt

tctrgacatc

1500
1560
1620
1680

2820
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Pex
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tJ
o
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gacattcttg
aaaagcaaaa
aaaaatctaa
tctaaataca
cttctaaaat
aggecraaaat
tgggaaaaga
ataagagtat
tgattgaaat
ttgaatoctt
tagggcatygc
agtgagagas
ataacgaaag
caggtgacct
atttcaagat
tgaaaagaga
attgatacaa
acttgtagtg
agtaggtact
gaggatcaga
tggcgtagaa
aatttcaaat
ttaaaagatt
tgtoctttaa
tacracatat
tgataggaaa
cregtaatat
graatgtgta
gactttcctg
tttotigtea
tattagtaac
ttttttatat
ttaaattgca
titgcatctt

tagtttottt

ttttaatagce
agagatactc
gaaaaatatg
aggttaaaat
ttgtygcaag
aataatttta
tagaaaagaa
ttgaagttga
ttggctatty
attcttgata
aattaaatat
atgattcttg
catgaaaaac
agaactacac
ggaattagty
Aa322223ayY
attaatcage
ttgtacettit
crrctattgt
tacraaataa
aaataaagoa
cagtggagta
aaataatgaa
getttitaga
ttttaaaaaa
aaagaatttce
atcagaaatg
aatgtygtasc
caagterrtc
tagtattaat
gtaaataatt
caagtttgat
ttgataataa
grataaaaaa

taaaaaaatt

aggtacttty
cectrttgrec
aatactttaa
aataatttta
aaataaatct
aagttaaatt
aactgtgcta
tttggttata
ctttaatttc
atgotitytg
tgtatttaag
ggtgttagat
aattatitgga
aaataaactt
attctatcac
gtgtctagga
tcaacacaaa
agttaagaga
CALToCAJYeg
aaaacaaala
raatataata
tattocgact
aagtttitat
ccataaattt
ttatrotette
gatttcgtct
gtttcccago
gritactehc
ttgececttt
cagtagtaat
tttaaattgt
atgttgacgt
atcaaaatat
atatccatca

tagaatttat

crtttcctlt
caatttatat
aaatttatgg
aagttaaaaa
tagagatttg
acttttaatt
tataaattga
gaattaacat
ttagctaatt
attcattatt

aatgcactrt

gctaatattg g

tgcttgatat
ctrtttccat
agatratctt
aatagtcaga
ggctageata
ctaaacacta
coitgatata
gaaactatet
Aaaaccttgq
Toogtattaa
agtcacgaaa
Caaaaalaaa
cttacattta
agtaaggaaa
tgtaaanqcac
rrtttetect
ratagaaggt
atcagtcary
catatttagt
aaataataga
tarttgaacq
tatttcctta

atcaaatatg
3

totttetitt
ggcggratet
tttoaaataa
attcaagaaa
tgttataaat
atgaaaaggt
gacagagaga
grgctcctac
gogatgettct

tcattaaaaa

actttatgtt
attggaatag
ttatttaétg
aagatagtat
tatttaacaa
ccaaaaqutt
aattaattaqg
ttagtgtttg
aatatcagtt
rtttogotcta
acattatgac
aatttgactg
gtgrcaagta
gtacaaaatt
aaacaaIgaa
caaataatig
gacgttgact
gcgaggttta
taatctaaaa
acaataattt
attaaaatct
attatcattt
attttttaat

taacttitty
aattaaacaa
atcttagaca
gaaaggaaga
catctcacta
gatagatttt
gtaatttacc
tttagetttg
aatgtqatac
gratqcacca

acaagattq)

'a gtgactttaa

ataatatttt
gatgatttag
atatcaaata
gacatatatt
atagttatag
acgatggage
atcccaaaac
ttgatttaca
aanatgectt
atcaagtctt
cacaaaattt
aaatatttaa
alattagatg
gcttatgtaa
gcroeacatca
caaanaaaat
cgtaccagat
aaatttagtc

tatcatgraa

o

taaacttga
cacagttaat
gataccgtct

tactcgaact



tacaagcaga
atttactaga
aaaaaaataa
acccoattrt
tcatgaaaaa
cagatgette
agattttgea
agttttggea
taaaagaaac
aaaaaatagt
tgtccatttt
tcgaggotgt
taccratcaa
ccacttcaat
attttaagcc
tagctygaata
ttatccttag
tccttgaaga
attggctaag
taccatsrtt
aaaagatgag
aaatattaag
ttittgaaga
tgatitcaaaa
Ccaaaaaatg
gacrCaaacag
agaagagaca
atgtertrte
gaagtagtat
agctagaaat
thacacgatt
gagtcaaggg
gaaatgacta

ttgtgatacc

ctaagtttga
aatactctga
cttttaaayc
ttatctcata
tacatctaga
tagtreratt
agaattctta
attaaataat
ttctatatat
agaaaatgag
tctaatgagqQ
taccgaccaa

tttttgtcte

P

taccactaye

ttcatataaa
atgcagtteca
gtactttata
agaaaaggtc
aaagttgtaa
agagtgacay
ttattggaaa
ctagcatttg
ttatatgaaa
actactotag
attaéaatct
gagcttatty
aaggatagrta
aaageoatat
taaattttaa
gctgattett
attaqgaage
Caagtoacaa
gtgtacatct

aaaagtatga

tattttceta
gatgttactg
tccatgtgaa
aataacattg
ttactgagat
gatgtrttca
gggttttatt
tccagtaatt
taccaggcag
caatgtaatt
taaaagcaat
ggcttaaata
ggtrggattt
aacaccgtee
caataaaaga
actaaatatyg
getttatett
actgtgacte
aatugactaqg
caatcaaaaa
gagtaaaatqg
gacatagatt
aataatrittt:
aactotitit
ataaacygaac
ttttggcaaa
tagacaaaaq
gcaaaaacct
tggaacttag
atagctggct
tggtactatt
qgrttgtogaa
acttrectag

acaccraatt

attcaacgat
caattattat
attatgrata
atcccatatt
gtttattgyc
ttttgacaaa
cadaaaaaaa
(Jgaaaaaac
cagagtttes
tctttaagta
agraaataaa
gataggaata
caacatgata
ggrgcaggaa
gcraattage
tatggaaatg
ttaaaaagta
tttatrtcta
caggacaaga
¢ocaaaaatt
aatgaagata
tgattgaage
gaaagitaaa
dggatrttaaa
acataatrtga
ttgaatttgt
gotattagta
taaaaaagac
tgcaatcatt
ttgtcatgtg
gtcrtcttat
trttcgtece
gatgacagta
tttotcagna

4

atacggttac
tattattatt
trttattata
tttctactgt
agtagtatct
aatttaattg
aaagaattct
acttgaatag
caazatcctt
acattctcta
agaaagrtta
atcacctaat
cotcatagtt
aattttggtc
agttaacagt
gtgasaagea
gtagcaagat
tcagtacctg
at-tcaattt
aaataaataa
agaatactcc
ttgaagaaaa
attgtgtiag
ratrttcttt
aaaaagetct
ttcgaaatac
tttgtaattg
gaattataty
ttacaagggc
cagtggctaa
tcgccattgce

tgtttaattt

atotgtattt

tacatatttt

tacggaagqgce
ttaaaaagang
gratgaagt)
atcatcacta
acagatacaa
agaaagcaaa
tagaaatata
gctatagaag
ttttctaaaa
tttagtaaaa
ttoctrtttt
taagaaaaac
ctacgtacgc
ataaacttca
cgagttaata
caaaggtyac
atgatatgat
tttgaataaa
gotattgctt
taagaaaaga
attcagtceoa

gaaaaaagad

goaagttttg

tcaacatgty
calatrrrat
ttgatgatta
aggctattaa
gattatatta
atagtgtiaa
atcaattgtt
agaatgocta
cottgeacaa
ttrttattta

ccactttgygo

5640
700

[ ]

5760
5320
5880
5940
6000
6060
(120
£180
6240
6300
6360
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6480
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caaactgact
actaccatgt
atggaccect
gcotcattag
crectccetg
agerocgataa
ctetcecttn
ctagaigect
tcaccttaar
agetgtette
tetottgtyg
trggagaaaa
aaagrytegt
gatgtgygac
atcatacgta
gaaaatattt
tatctttect
cggatttgac
trctecgaat
agccatgoce
cttcocaagag
agaaggtgat
ctcgaatagt
atcccagtga
aatgtctggt
aggatctcta
tgtcaacagg
gctgtgaaat
atctgectag
catcctgatc
gaacaaaaca
acaggacaga
ag-aagatgt
gagtacoagr

atgtgtacygg

ttaacaagtt
caacttgtac
tcttcatgag
ccegeectac
£ggtrcacce
cgtgettace
gecnacgegec
attagttctt
ttaaaagaat
tottettita
atopagrggat
taaagattaa
acaacccrat
actaaatatg

cogagettat

gctagctaat

ctgacaaagt
gcaatatyaa
ttcaactect
cgatattoay

accaaattac

gtcicrrgga
tgtcttatag
ctcgatagea
geatgggcat
acajacctta
atgtgaactt
taaaatgrca
aggcttaacc
ttottcrtag
cctcaataac
taaatttcat
atattotyaq
ttatatacag
actaactact
tacagatgta
cattcgactt
gacagtecgat
gagcagettg
tgagcaactq
cttecgatagct

cteootactag

at cagcatttgt

aaccatttyc
ctatcacagg
ttagtcaccy
agaggctcec
tcracatecec
aacaatacct
atcctragte
attgtcagta
cotoettota
gaatggaact
aagaactgra
agrttcaata

acaagatgtt

ctggagetga
gagaatcecat
tgaggtaatt
cctgtecatt
atcattccag
gaastagact
tggaagracc
ataacaatat
aagacacgag
tgattctgoa
tcacceocaaa
agatgtotac

tgatgaataa

ttacgcecaca
goatttgaga
caaaagcltg
cacaaacaag
cagttttgte
gtaccatata
tatgcaccat
tgocctcatta
aaggctctaa
attgtataat
tctgaaaatt
aatgcacggg
taattatata
taacacttcc
accaatacga
tacaaacttt
ctcaatgtat
attatcacac
cttgatecac
agatcygagea
aacacaatat
gtaccctgta
ctttatatat
aaactgactt
caattigceca
acagaagqectt
tettetcaay
gagcgaccte
aaaagagatg
cgtctacata
gtggaagasga
tagctgaaga
aatycaacaq
tcttiettte

roocatgaga
5

tcgaacctaa
cattttgtct
ctagtcattc
gccacacgta
gcttaggtaa
ttacctagea
tttttecgaa
accactctcce
cttaaaccag
ggtaaggact
aatrtacttc
agaaaaatat
ataatatgta
teotcaagecg
gaaccagtaa
gtaaczatat
ttagtooctet
accagttcca
actagctcac
actacattct
ccagacgtag
atctgctegt
cgaagaatge
acaacactca
accaacctce
agcattcgga
aatgtctaag
aatasctgga
tLgctteana
aaccaccata
gaacaaagqr
tgacatacga
ageatgagat
agretacceeca

gttcataaac

aagtgrtgac
aggatgtcat
tactrgacct
ggaattgagt
tgccacaact
clttcacctte
gtttgctagt
atcataggeg
aaatcagttc
aaactygcagce
acagcretat
tatattgatt
tctacttocc
gtgcatataa
gagacttagt
ctectgagag
catggaatac
tcttattgat
acgttgeeat
gtttcrtgct
aacgtttatc
ageotcgata
gaacaactgc
ccggaaaaga
gatatctcat
tocataggan
gcatacttec
aaatacttca
ttagtaatac
gtaaggttat
aaqtgaggaa
ttaataagat
tgtatgagta
ttttgttgayg

ttotgaaaty

3280
S240
400
3460
20
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ggaaagacaa

gattttgaat

fCaaaaatat cc

craaggtaga
acqctyagng
goacaagtga
ccgtitatgt
1tgcgagteca
accaatgatc
agcgcattta
aacataaagg
toccatggtt
ctggtgaaaa
gactcaaagq
gctateoctg
aaagaaacca
totgatacga
attcacgccy
gtatttygcaa g
cctecatgtac
agggegeatg
ctactticcy
agacctattt
gaatttatgc
gagaaaatta
aataataggt
tggtattyga
crtttttage
accaaaatat

tttetcactyg

gtaggctacce go

ggaaagcaga
agctgatgaa

gaaaacactyg

atactctagg
ttcagoatqy
aagtgcac
actgacrcga
aaatggoagt
gataaacrag
aataaatecta
tatgattrtg
cgeceogtac
agtgatttag
actgaatcta
tgagactcat
gqagatrtgnt
tttaagattc
aagatgicty
tctggattga
atgtcattat
gaaaaatata
ggagaagaca
g9catatggy
tagcorttit
gtaatgttac
ttgccggaaa
actacgataa
ttatattgat
atctacticce
atttagtote
aatg:-otaaart
agagatgges:
atattgtata
cgctatqt
gaagtcatas
actataécta

acaggeogagt

gcattatcac
aagatctgaa
ctggaataat
ctaggacccece
gggtatactt
grtatcatttt
gtgaatcggt
caaggataag
tatgrttcte
ctaagcoact
aaggtoagya
tgaccattat
accagaaata
goagacacaa
tttacatgct
attcaacgaa
aatgtrgtgc
aaagtgatct

tgcocct

)
[1o]
rn
t:v
fu

~t

ﬁ

C

,.L‘
a

gtca
tagccagagat
cttttgecaca
agagetieryg
atttctcacqa
taaagtatty
cgatgtggga
tttgacataa
agtaggtcct
aatgaagytt
tggataaagce
catcactqgt
atgttyatga
ttgatggagt

catttecagt

tacgaaatygl
aaatagaaaa
catcaatgaa
aaacatctga
accgagetgt
ctaaagtttt
aacazgacaa
gtaataaaat
tataaaaar
aacggctatg
aggaagtaga
gactgttaga
tgatcagatg
gtcacgotac
ttgtactgaa
ttggatccaa
cgaaaaaaca
gaatttgatt
1 ggaattttac
togtcagaaa
tttttaatag
acactgacan
Jttgactgtt
glLtgcrctga
tacaacccta
cactaaacat
acgacataay
aactacaaac
ttgtetgeta
attctgatas
caatatagte
agtcaagatq
tgtagtggaa

TtCctaagcaa

6

geggatagaa
tagctcagac
actgacaaag
atggaccaaa
catgactcat
gacaaactgg
gttattaaan

Cccatctaatt

a aggrcatcaa

agattaaaag
ccltacttgac
agagattgag
catttgaatc
tatctgttng
gaaactcagt
cagattgtga
aaaaaticct
taaakttqgat

caaattotog

1%

aattcttecy
glttagteact
atagrtatgat
ttettttece
taccatgtga
tttatataca
gactaactac
cctatgetta
ttratagcac
acataactct
atgaaaacct
cctecaacag
aatagcattc
ggagaatyty

agagattcaa

accccaaatt
cgatttttca
tagegoaate
gtaaaaggty
actctagagt
gatgteccaa
gaagacaaga
catgtctgat
gaaataaaac
gactattgad

crattgcagt
aatatgaata
aatgacccaa
aacaatggaa
ataatcegat
gttaaagget
ggaaattact
gagtatgctc
ccgoaaatty
gcggeacaty
gagrototgaa
tcttgoggac
ggagregety
Qaatacacaq
gtaattacat
ttaacaaata
trottttetta
actgaaaatt
gtgtctttat
tratggtrat
cagttttage
ttgctgtgaa
acgtgaacaa

cggtctaage

490N

95960
10020
10080
10140
10200
10260

10500
10560
10620
10630
1740
10800
108680
10020
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
114100
11460
11520

11580

11640
11700
11760



tggcgetaca
aaacttcaag
agactacggce
ctcagaacaa
caggctagig
ttgttotttg
aaggtgteat
cacttgacas
ttegtttaaa
tgatgatgrt
ttaagagtic
tgtecgtygty
gcaacgteen
atcatggctt
aagtctctga
atacatattc
cacattgata
ggagtgceac
agagccaaaa
atagttgaat
tataatcaat
cacatggeac
actgagttgt
gatggcaace
agttgagceog
aatctatytoc
gaatcatttc
atttctccag
atgtttgaat
acatatttit
gtgtaaaaga
gtgatcgtrta
cgctygaaaty
tortattgtt

acytatcacc

aatctaaatg
tattgtttgt
tttgacigaa
gaaatcaaaa
aatcttartgt
tottatgaat
atgaateccect
gooctoteag
actttrtatt
ttgcagcaat
acaatcgaaa
cactcgrtct
gtcttotgtt
ttgacaaaac
ttgatggttrt
ttitatgttg
gcgatataac
attcacatte
taacatatag
clttatacatt
gtattataat
actgaataga
ctagtgaata
gcrctggtag
tttcaaaatt
gdgaatagaa
ttatgctcat
ttaattttys
ttcagtacea
gagatcatct
agcaatgaga
tgcagctgoe
attataaaac
tecttettct

aagtaagtes

gtagtatagt
taatgttatt
gattatgcygg
acccaaagar
tgtgzcacat
cacgtcacta
totteggaag
cotgoctaca
tctaatactt
tgtgqactata
Lgaatagtat
atctacacea
taaaggagca
aggaactata
tagtctcaat
ccaaagagaa
atgattrgatt
tcatattgaa
acacaacgte
gaggacacat
Clhaaaattet
ajqecttgten
ttttcagaat
actatgcaca
trcctggta?
Jaatttcttc
agtagagata
tgttagattt
Jaaatagagn
cragctggaa
qaactgaagec
aaccatgtqc
crtitggatt
atcatcaaca

tttaccttta

atttcttrcat
tgcteaattc
tggctaggat
acatcgacaa
caajgtcaaaa
teotetecaot
cttgccagea

gtcatgggeq

ccctgetatt
coagettett
cacttyygctt
artgocatgt
gagtacctiy
actaaaqgag
acactgettt
ttcaaaatct
tatatcatat
gtttctgaaa
agucgtetda
aaaagtactt
tcaaatattc
ggtaotctaa
ttcaagcatt
atcaaattic
agggatattt
aagagetgga
aaacatcaga
tctttgacct
gtgatagtrt
ttttcagtet
agartggatat
aggatcaggt
aétgtttagt
ttggttaaac

cagggteata
7

gotteattta
ttcaggetat
ggcacagect
gtgtgctaaa
aatgcacgta
tttcgatatg
taggagtcta
togeactact
tgtgtatote
Lggeaattgt
tgotcacatt
gttgegcanct
agactctage
aarttatggt
actgitaaag
taactggtia
attcataaaa
tggctctaat
tattcaggaa
gatcatataa
ttgatactgc
aaéattcgtt
gagagcaagt
attygaaccaa
Jgaaagaattq
tgtaccacag
gttataatta
gtttageact
caaaggaaaq
ttccgatgtt
caaaaccgey
atattaataa
cttaagaatt
atttcatcta

taaaatactt

tttagtgeta
atcagtgtta
gtcgaagatq
tattatacac
ccgtgtgaéc
agattteect
tcagtccttt
atattgotot
taatrtcgac
tcctactgea
ggtgagtgca
ttcaaaagca
taaaatcaaa
gaccgagttc
gttaccactc
tctttcacayg
gatgaaatag
ggttcaccat
cttagatgaa
attttaqaaa
aatacaaaaqg
tagagtaaat
caggtcatcce
agectgatay
atagaatqga
gtaaatgqtt
taagtatatyg
aatgcgytag
tctgttggat
tgtcgaatty
atgcttactg
ttctgeatta
trcactgaac
aatttagaga

aagacagtygt

11820
11880
11940

12000
12060

12120
12180
12240

12360
12420
12480
12540
12600

12660

12720

2780
12840
12900

13140
13200
13260
13320
13350
13440
13500
13560
1362

i
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13GR0
13740
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gatgtgaaga
taagatatge
tcacatatga

attagueatga

aagogttite
gcattageaa
gaaacaggcs
cttgctagaa
getgocatag
gatactaaga
cgcagacaty
gacaaageott
tcacaaaaga
cotgtetect
agtggtrtic
tgccaatcty
gaaaatagty
aaagcgracs

czcgttogaa
gctgotaaay
tcagactcoca
aagatgtetg
aagtyctecg
tctaccaaga
aatagrcaadgt
acatgcatgt

tgtggaaata

tgaaggttaa
tattgttetc
aacctacatc
tgatttaage

tagtgtratg

C atttaaataa

caaaatcata
tggatgaatt
agaaggaaqe
cagctgacat
atgctatact
gagttegaag
tigeattggce
catgcttycet
ggaaaaaatyq
catgttgcaa
aatgtacaag
cgggatcaaa
attctcatcy
cagtttcaga
gtittcattc
aatctgeagt
atagtggttt
caggccaatc
trcacaayag
ctccacaatg
acttcagtga
agtctgetec
gttcagacte
ctaagtigty

Caaagtygctc

- gctcttcaaa

C tottctigtt

tcggagoata

atgrtgatct
caataattgg
agacgltacat
tgaatctygaa
cttagagqtc
tttatccaga
natccacctc
tcaagcagaa
tCcaacageq
tggcatetca
aatgacaaat
gaagattgtt
aatagcagyt
agtgatttty
ttggagatct
gtcggaaaat
tcaatcatys:
gtcatgtgga
ccgtcctcaa
atcaaagtca
tcatcoocgt
ttcagaatca
tcattectcat
tgcactttea
taattgtcat
tcattotgct

taaaaaatqt

o

agaggtgtcaa

)

asaagacaat
tgctecacaa

acaccaat

e
Y=

gatgtctgge
aataccecoe

taatggttag

ggataaacca
acgatttteg
gacacgctat
tttcaagtat
tcaaacattyg
gcagtgagec
tgattgtaay
ctcctaccag
atgataggeg
atgagecatst
gacatcggaa
gagaatatga
tatceoattgyg

aacageatge

Tctacteoott

gctceccage
tegtecgagg
Jataatcant
tgctgetegt
tgcggaaata
cctgaatgct
aagtcatgtyg

cceegtocte

TCLrtaacta
acttcaagea
tgtcaatcay

tctycagttt

agtagecate

agecaatcty
agcaangaatt
ccatcatgea
gaaccaaact
ttaaacctga

8

agttattatc
gacgtacgac
gtttagcata
ctattctigt
tatttgtott
atatttLtta
teggaacaat
aggacaaggc
acggecttaa
ctoggtecage
gaataccgaa
ttatatcage
tttaqagctas
tacttectacy
cgcatgetec
tgtattgote
totgrgttec
jcccagactc
CQaagatage
atcagtgenc
gctogtcgaa
gaaataatca
aatgctgtic
catgtugaaa
actctotagt

acaaatcatg

ctgggtotaa
ctLcacatas
caacttcaag
cttgrrattc
aaactgctaa
ataggatcta

aatcatgtag

acaactaata
gtacaattet
aagagtcaan
attgtaccea
aaaaaattca
gaatccagaa
tatgcagtra
aacaatcatc
tgatgetect
tCtogetaaa
agctgcacyt
cgttacaaag
tagteotegea
aggaggcaca
ccaccasaaa
tgatattgag
aagatgtcaa
cattgaaaat
tgotaaagea
agacteoght
gatggctygct
atgcccagac
atcgaagatg
taacaattgo
atgrtettac

tgyaagrace

> teaageatges

atcatgtgya
cgatcatcaa
ctccaggaca
acaaaccaac
ttcaggtacy
agagtattatt

totatgaatt

14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820

4880
14940
15000

=

5060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480

5530
15600
15660

1572
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gCaaatctct
gltcacagacc
gaaacaaata
ggtttgagat
gajaacagtt
aaaagcttgg
totgacgaag
gaatgttqart
actgcteatt
caaatcatat
cttcataaga
caccaactag
tactigitaa
ggactctcta
cotyggageag
tcatggctgt

tgcaacagat
tgaaattcaa
ctgcaaacat
aactgatgaa
cotccgttct
caatatctta
gotgttgaag
caagaagaac
gatgcaatcc
gagctgctaa
getcgageat
qgeegtegrt

tgeagracat

trcocaacag tt

gagcecgttat
gatggtuatc
CECgatayty
gccgateton

agcategtga
cticrttcata
aagtterict
ttteaggttc
ttcatteace
atttagtecy
aacargatca

attcggreca

Jtgacageac ca

gatccaaagt
agatagcata
tttgagatay
ttagagetga

agcatcecatg
aaaatetigs
tcqgacaagg
gattgttgtt

gazactacte

gaaccaaaag atc

gaactageoca

ggctgcagga g

cgggacaacc
aagagacaca
caccttggag
Jaagtgtaca
tttgaacaaa
gcatctagag
ttacaacgte
coccottton
gcgeagec
coretgtttg
cccctggeca
Catateaguy

S gttatcggag

caaaattctt
ctgcattaga
tgaggtgtat
aaggtcatgs
acttactaat
aaaagataan
tacaaattta
agncaataaa
atiaaaca
gctcotocac
tgcatcgeaa
aagtttaact

Jattttcagy

gttotcattc gc

AtgQrigrtgg
aacacqgatca
tttcagttoa
attgtgacag
aggtaaa
agctggrtag
catgctar
atcatcatrta
tcggtggaty
caagrtteggy
tatgttgtaa
geaagggega
ggcccaatto
Jtgactygga
ccagctagcy
tatacgtacy

tggatgtaca

gtgcacgtet go

atgaaagqets

aagaagtggc

agatcatata
agagaqgcag:
ggagagacta
agaaataaga
cecactcagri
gaatcaagtc
gacaagqgcat
actgatgtat
taccaaactq
cttcactoct
atctotaaaa

gattgctata

atcgatgaca toc

atgataat
agaagotata
ctcacatcca
agrecatggo
CAcaaagcay
tcactgiyga
jagatqcroc
agaargeagt
cctagactgc
ctgtaacag:
aggaggttta

acttcctacce

,.U

attctacaga
goccratage
aaaccorgge
taatagcoaa
gcagtttaag
gagtgatatt
tgteagat
gcygcatgats

tgatctcage

caactittgaq
caatttttta
tygagaatcat
agtgccagga
qugaaaagcet
atgatciteg
atgacagttq
£agaaactqy
caagttcagy
acaataaatg
aaatgatgga
tatcgttaac
ggaaatg
ccactecacy
aaatcacctc
gaaaaggcat
attgarcgacg
ageatggtea
cttcactcta
faatacaaac
CCAACCYLTC
agrggregta
ttcagaaaag
tcagaaattq
tattttatct
tatccatcac
Qagtecgratt
gttacceaac
gagygcccygea
gtttacacct
attgacacge
aaagtercce
accaccgata

aatataggct
ttcatgattt
ttactgagta
ctctgoaace
ttcggageag
tcatggctac
tgccttacaa
aatccaggaa
taggcactac
LLcgatcaaa
taatgttact
tataaaassc
ataagatcct
aggagaacaa
atgctgtcag
atgacagtty
tatcaaaaag
tctocageag
aaactactoc
catgecacga
gatcaactat
aggrtigttc
aatgrtgtac
tcatagagta
tcaagaagtt
actggeagsc

acaatrtcac:

ataaaagaga
cygggacgacy
gtgaacttta

tggocagtat

15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16330
16440
16500
16560
16620
16630
16740
163800
16860
16980
17040
17100
17160

17220
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<210> 2

<211> 1397

<212> PRT

<213 Nicotiana tabacum

<400> 2
- Met Asn Glu Thr Lys Lys Leu Ser Lys Ser Tyr Phe Asp val Leu Gly
1 5 10 15

Ile Cys Cys Thr ser Glu val val Leu val Glu Lys val Leu Lys Asn

20 25 30
teu Glu Gly val Lys Glu val ser val Xle val Thr Thr Lys Thr val
35 40 45
ITe val Ile His Asp Ser Leu Leu Ile Ser Pro 6In GIn Ite val Lys
S0 55 60
Ala Lew asn GIn Ala arg Leu Glu Ala Ser Ile Arg val Lys G6ly Glu
5 70 75 80
Lys Asn Tyr &In Ly3 Lys Trp Fro 3er Fro Phe ala Ile Gly Ser Gly
85 90 95
Ile Leu Leu Gy Leu Ser Phe Leu Lys Tyr Fhe rhe ala Pro Phe Gln
100 105 110

Trp Leu Ala Leu Ala Ala val Ala val Gly Ile Pro Pra Ile Ile Phe
115 , 120 125

Arg Gly val Ala Ala val Arg Asn Leu Thr Leu Asp Ile asn Ile Leu
1

val Leu I1e Ala val Ala Gly Ser I1e val Leu His Asp Tyr Trp Glu

145 150 155 160
Ala Gly Thr Ile val Phe Leu Phe Ala Ile ala Glu Trp Leu Glu 5er
165 170 175
Arg Ala Ser His Lys ala Thr ala Ala Met Ser Ser Leu val asn Ile
180 185 190

val Pro Pro Thr ala val Leu Ala Glu Ser val val asn val
195 200 205

w
(1<
()
-
g
(2]
—
<

Asp Glu val Lys val asn ser Ile Leu Ala val aAla Gly Glu Thr

L
210 215 2

Cys Asp val Asp Glu

ITe Pro ITe asp Gly val val val Glu Gly Glu
25 235 240

i
i)

Lys Thr Leu Thr Gly Glu » Phe Pro val Ser Lys GIn Arg 4sp Ser
245 25 255

10



Thr

Thr

val

Tyr

val

Thr

ASn

Pro

Pro

Ile

465

Ile

sla

val

Thr

Glu A

290
Cys
Ala
Arg
Leu
Ser
370
Ile

Phe

Thr

Trp

Ala

260

Ala
275

Ser

5
Gly
Ly'S

Mt

Ala .

435

Pro .

Lys

y Ile

515

Leu

y Ala

Lys

¢ val

Ala
340

Thr

val

Leu
420

Arg

Ary

Gly

500

Phe

Gly

Ala

Leu

Pro

Met

Thr
405

Tyr

’L’b
—
£

Ala s

485

Lys

Thr

Glu A

Thr

val

Thr

val al:

Phe

Ala

390

alu

Lau

Phe

val

3
[V,

ASNn

" Pro

Leu

Leu

Met C

36

Ser

Asp

GIn

Met

. Thr

Gly

e
o

Arg

val
345

Lys

[Ze}
T
-~

Ser

25

Tyr

Phe

Glu

Thr

a val

Lys

Glu

Thr

Leu

410

Il

Ala

31n A

Ile
val

490

Cys

11

Gly

Ala

Thr

val

315

His

ala

Ala

Tyr

(SN ]
'.-:: e
o

alu

Glin

arg

Tyr

arg

Gln

300

Ala

ASn

Lau
380

Thr

~ val

Glu

Ile

Ila

Met

285

Arg

Ile

Arg

= Pro

]
Loa 1]

(xR

Glu

Ile

Gly

Lys

Asn

445

Pro

1y

Ile

Tyr

(5]
U
=

Asn

Cys

350

Lys

Thr

Thr

Phe

ser
430

Asn

Glu

ser

510

val

val

a GIn

Ile

Ala

Ala

L

Glu

arg

Lys

Lys

Lau

Asp

Ser

320

T™rp

Pro

Glu



Ala

[V W)

wing

Ala

Met

Leu

€25

Arg

Thr

Trp

Leu

Leu

val

Ile

Ala
785

Mat
530

Leu

il y
610

Met

Arg

LYS

Ala a

X2 ]
[Fw¥4

Trp

His

Phe

Ile ¢

770

val

e Lys

(Ve >
1OV L
w3

Ile

Thr

val

Ala

Arg

Glu

ASD

Ary

val al:

Lett

Ly's

740

Asp

Ala

Asn

Leu

< Ala

Phe

565

Phe

7 Ala

Gly

Ary
645

Ile

Leu

ser
725

Arg

val .

GIn

Ala

LYS

Ala
550

Gln

Pro .

Ser A

>
W
<P

val

Ala .

Thr
710
Arg

Asn

Thr

Ala
7490

Gin

535

Ala

ala

Lys

Ala

Lys

val

Leu

P1ro

775

Arg

Met

Glu

Glu

Lau

600

Leu

Arg

val

Leu

» Thr

630

Leu

Arg

Gly

His

Ala

ala

Ile

Glu

Leu

val

745

Pra

Lys

Arg

Pro

ASN

650

Thr

Thr

Ala

Pro

730

Asn

Trp

12

LyS

[N
[, ] —]
wvis

Pro

Thr

Ala

Glu

LyS
G35

Cys

Al

Pro
715

val

Leu
795

Thr
540

Glu

Ala

ASp I

Ala

Ile

Arg
700

Thr

val
780

Leu

Ala

Gln

Met

" Gy

Ala

Tyr

Leu

€25

His

Thr

val

a Arg

Ser

765

Phe

Met

Leu

Lys

Ile
590

Pro
670

val

Ala

Fro
750

His

s His

Leu

Gly

Ala
575

val

* val

655

Leu

Ile

Lys

Thr

Leu

735

Arg

val

ala

Thr
cly

560

Thr

Ala

€40

val

val

Leu

Lys

cys

Glu

Ile

Asn
300

J=4-



Leu

Pro

Arg

v
1)

Phe
8es

LyS

Ser

Thr

Ser

Ala

Gln

Leu

Ser

930

Ly's

Lys

His

Gin
1010

Ser
1025

Glu
1040

Asn
1055

Phe

ATg

val

w3
a

G1¥

[
]
=

val

915

Ser

Lys

-
sar

Asn

Glu

* HI15

GIn

ASp
00

lp]
L
2]

cys

Ala

Ser 4Ala

ASpP

Ser

ser

Thr A

()
hd
L

Gly

Ala Thr Glu

Asn
805

val

Leu

—
—
[

Pro

i
]
-

Cy's

Pro
965

His

Thr :

Ser

7]
[y
3

Asn 3

GlIn

val

Leu

Ila

Al

370

Ala

Phe

Lys

]
W

QN

Fro

Sar

Ser

Thr

- Arg

Il
Arg
840

Ala

ser
LyS
Met
920

Gly

ASD

Gln

Ser Se
1015

LYS AS
1030

Lys
1045

Me

ser cy

1060

Phe

Ala

Cys

Glu

Ser

Ser

v
g
-

her

85

Met Ser Lys Leu Cys

r arg Thr

n Ser

ts

Glu
810

Ile

ser

890

Asn

ala

Thr

Ile

Ala

970

Lys

s Arg A

3 Ser

" Cys

Pro
13

Ile

Pro

Pro

cys

Pro

Lys f

Pro
955

val

Asp

y Pro Se

Cy

Tyr

Ile

val

GIn

His

Azn

Ser

Leu

Phe

845

LysS

"
o

[Celp
Vi

"n
D
3

Thr

cer

10

Ala

Asn ¢

830

Asn

Matl

" Leu

9190

His

05

GIn
815

AsSn

ala

Asn

895

Thr

Phe

Thr

Ala

GIn

Gly

ala

830

ASN

Ala

ser

Pro

Ala Pro Gln

s Gly Asn Thr Lys
1020

Ser

1035

cain Thr

Asn

ys GIn

Pro

ASN

s Lys Thr

AS¥



Ala

val

Asn

Asn

His A

Leu
His
Ala
'Va1

Ala

Arg

Arg

1070

Leu
1130

Ser

1145

GIn
1160

alu

Lys

Glin
Glu
Thr
Lys
Asn

val

His

Thr

Thr

Glu

Thr

Leu

X2}
v
=

His

Ley

Pro

Pro

Tyr

Ala

Cys

Ile

Thr

v LysS

sla

Thr

LyS

Thr

Glu

ala
1165

ser

1180

Glu
1195

Asp
1285

ASD
1300

Pro
1315

Gln

Gln

Glu

)
<<
v

Gly

]
[}4]
-

v
m
-

>
e
=

val

Glu

His

Pro

Ser

Arg

GIn

Ala

AsSn

Leu

Thr

14

Leu

His

Ala

2]
i

His

Pro

Cys

Glu

- val

His

Ala

» val

val

Tyr
1125

Aasn
1140

Cys
1155

© Mel

1170

Glu
1200

His
1215

s His

1230

phe
1245

Ile
1260

ASD

Ly's

ASp

)
<
v

Gln

Ala

Pro

hn
14
=

GlIn

Gly

Leu

val

Ser C

Tht .

Lys

val

Gl

val

Glu

l.eu

val

Gly

Thr

Arg

* ASP

Thr

Gly

Ser

Thr

N
[l
=

His

Arg

]
g
Vi

Ile

A=A



Ash
1340

1355

ASD
1370

Arg

Cys

Gly
1385

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400> 3
tcacctettt

atctattatc
atgaaacaaa
aagtrgret
tLgrcacaac
trgttaaaqgc
actaccaaaa
catttttgaa
ggartcctcce
acattcttgt
gtactattgt
ctaccgcrgce
gcanagaaqr
gtgaaactat
cactgacadg
ctacaaatct
tggctaggat
acatcygacaa
caatigetce
tcacaliigat
grgcactrte
ctctagectaa
ttatagtgac

Ile Leu Arg Asp Asn
val Cys Ser Leu
Ser Phe Arg Lys

Ala ser Phe Gly Gly

3
4392
ADN

nNicotiana tabacum

€caaaacaaq
Tictectect
gaagrtgage
agtigaaaaa
aaagactgtc
attgaatcaa
gaaaiggcca
gtactttitt
aattartet
tttaataaca
crtettattc
tatgicatca
cgraaatgtt
acctattoat
cgagtcgttt
aaatggetat
qgcacagett
gtgtgctaaa
tactgcatta
gagltgcatgt
aaaagcagcea
gatcaaaatc

cgagticaaq

1345

1360

1375

Gl
1390

agtatatcca
ccttagagaa
aagagctatt
gttcicaaga
attgrtattc
gcaagattag
agtccatttyg
graccetttee
agagyrargy
atggcragat
accattacaa
ctggrcaata
Qatgaagtca

ggagrtgtag

ccagrrtcta

atcagtgtta
gtcgaagatg
tattatacac
agaqttcaca
ccgtygtgcac
acgtccagee
atggrrrrtg
tctcrgatty

Leu Glu Lys

Glu  Cys Cys

Léuy Ser

Ris His His Ty Lau

atatattcca
agagaaaazt
ttgatgtttt
atctugaagy
atgattordt
aagcaageat
caattagcag
aatagttage
ctoccateey
caattatrty
aatgoctaga
tagtccctec
agotgaatag
tggaaggaaa
agcaaagéga
2gactacgyc
ctcagaacaa
cagcaattyt
at¢aaaatoa
ttatrctatc
tecrgitiaa
&Ca1aacagn

atgytttrag
15

Arg His

Ala Lys

GTu Ile

AS

Cys
1350

Ile Gly
1365

1380

val
1395

Ile

gaactagaaa
gatggaaagt
gagaatttge
gattaaagag
tctLatttet
aagagtgaaa
tagaataiiu
actracagcet
aaaccrcact
acacgatiat
gtcaaggaca
adacagcagtt
cattettget
atgtgacgty
ttcaacgotc
ttrgactgaa
gaaatcaaaa
gagctatatca
atggtatcac
t]caccagtt
aggaacagag
gactataact

Ltctcaataca

ser Gly

Gly Cys

His Leu

Glu

ttCerttite
gaaaaaatga
tgtacttcag
gtttcagtaa
ccgcaacaaa
agagagaaaa
cttggactcr
grtgcagtty
ctigacatea
tagaaagerg
agtcacaagg
ttagctgaaa
gtgaaagetg
gacgagaaaa
tagygctgaca
gattatacag
acccaaagat
aoctrcrttag
ttgactttag
gccatgtgtt
taccttgaga
aaaggagaat

ctgctrtact

260



gggtttcaag
cacaatcaaa
gtgaagggat
cttcaagagc
ctgrtggata
gtcgaattgq
tgctitactyy
tggatgaatt
Agaangaagc
cagctgacat
atgttatact
gagttcgaag
ttgcattggc
catgcttoct
ggaaaaaatq
atgrtgcaag
atgtacaagt
aggatcaaag
ttctcatcge
agtttcagaa
ttttcattct
atctgcagtt
atagtoggtte
caggccaatc
ttcacaagag
ctccacaaty
acttcagtga
agtctgctee
gttcangactc
ctaagtigtg
caaagtyctc
gctettcaaa
gaaataagaa

cactecagtqy

cattgagagc
ttccgttoag
atttggaaga
tggatgrace
catattittg
tgtaaaagaa
tgattattat
tcaagcagaa
tccaacagea
tggcatctea
aatgacaaat
gaagattott
aatagcagat
agtgattits
ttggagatct
tcggaaaaty
caatcatget
tcatgtggaa
cgtectcaat
tcaaagtcgt
catccecgte
tcagaatcaa
tcattctcat
tgcactttca
taattgteat
tcattotact
caaaaaatgt
aggatgtcaa
aaaagacaat
tactccacaa
ggacaccaat
gatgtctgat
gtgccanggac

agaaaagjctt

aagtcaqgtc
ccaaagcecty
attgatggaa
acagtaccag
ggatcatcic
gcaatgagaq
gcageotgcca
ctcctaccaq
atgataggey
atgaggcatct
gacatecggaa
gagaatatga
tatccattgg
aacageatac
tctactectt
ctcecccaact
cgtccgagyt
ataatcagta
gctactcgtc
gcggaaataa
ctjaatgcty
agtcatgtgg
ccecgtontc
gaatcaaagt
tctittaacta
acttcaagca
tgtcaatrcg
tctgeagttt
agtagecatc
agccaatctg
agcaagaatt
ccatcatygca
tetgcaaccy

tzggagcaga

atccyatgac
atagagttga
togaaatcta
aaatagagqg
cagctggaat
aactgaagea

accatgtgea

acggocttaa
ctgagtcags
gaataccgaa
ttatatcaqt
tttggactgce
tacttctacy
cgeatgetce
gtgttgctan
gtgtottcoa
cccagactec
gaagatggct
tragtgocoa
ctegrcgaac
aaataatcag
aatgctglic
catgtggaaa
actetctagt
acaaatcatg
acaaaattcc
ctgggtctaa
cttcacatcc
caacttcaay
cttgttatic
aaactgotaa
agaacagrtt
aaagcttygga

16

agcegatotg
gagtttcas
tgtcggoaat
tgatagtttc
tttcagtctt
gatgggtatc
aqgatcagtta
aacaatcate
tgatgctect
tctzgetaaa
agrtgeacqt
cgttacaaag
tgtcctegea
aggaggraca
caccacaaag
gatattgagt
agatgtcaac
atgaaaata
Qctaaageat
gactcegttq
atggctgeta
tgcceagact
atcgaagatq
taacaattyc
atgttcttcc
tggaagtacc
tcaaacgtgc
atcatgtgga
cgatcatcaa
ctccaggaca
acaaaccaac
ttcaggttca
tcattcacca

tttagtcega

gtggactaty
aattttectg
aggaaaattt
aaaggaaagt
tccgatgtit
aaaaccgcga
ggtagagett
aagggttttc
gcattageaa
gaaacagges

crtocta

(X
[
I3

gatactggga
cycagacatq
acaaaqgctte
cacaaaagaa
ctgtcteat:
gtygttreea
gccaatotge
aaaataqtgg
aagegtycca
ccgttgaaaa
gcrgctaaay
tcagactcera
aagatgtcty
aagrgcetesyg
tctaccaaga
aatageaagt
acatgecatgt
tgtggaaata
tetgaatcat
aggtcatgca
cttactaatc

aaagataagg

1440

1560
1620
1680
1740
1800

=
D 0
D
> D



Aatcaagtca
acaagqczata
ctgatgtate
gccaaactgce
gcatccatoy
asatcttgga
cggacaagga
attgtrgtrt
aaactgetea
aaccaanaga
aacragccaa
‘gctgcaggaa
ggoacaacca
- agagacacat
acctiggage
aagtgtacat
ttgaacaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

4
723
ADN

<220>
<221>
<222>

<300> 4
gcgtgancta

aagcggcagy
tctttatagt
gtcagggyag
ctettycegy
ceatattacce
cgagtcagro

tTaoccgatt
gcgcaacoca
gctrecooct
ctatpaccat

caagcrrgqgt

tgatcttcgt
tgacagtigt
agaaactgga
aagticagna
trgreactey
tgtrgtigga
acacgatcac
ttcagtrcaa
ttgtgacage
tcaggtaaat
gctggltaga
géatgetaca
tcatcattac
cogtogatoc
aagtttrgoa
argttgtaaa

ca

Intrén

(1)..(723)

toagaaagco
grcogaacag
cctgtcggat
cagagcctat
cottttgete
gecttrtgagt
Agcgaggaay
cartaatgea
attaatgtya
cgtatottgt
gattacgcca

accgapcteg

catgactgcet
gcortacaag
atccaggaaa
tcgatgacat
catgataatce
gaaggtataa
tcacateccay
ntecatggea
acaaagcaqa
cactygtggac
agatgctgea
gaatgrgatc
ctagactgcea
totgacagcet
goaggtriat

cttcctacct

Nicotiana tabacum

ccacgettee
gagaycgcac
ttcgeoacet
ggaa&aacgc
acatgrtcrer
¢agctaatac
Cdgaagagcq
getggracga
gttagcrcac
gtogaatrgt
agctatttag
gatccactag

ctgacgagag
aatgttgtta
ctgctcattyg
gcqgaaatyga
cactccacya
aatcacctca
Aaaaggcata
ttgacgacgt
geatggteat
trcactctaa
aatacaaarcc
caaccgtecg
gtgqtcgtaa
tcagéaaaga
cagaaattyt
attrratert

cgzagggaga

CagCaacary
tocrgrgtta
cgcregecac
cccaatacac
cagatttece
tcattaggca
gagcagataa
atgacgcott

taalggedgc
17

acatgatcat
ttcggttcaa
tgacagrace
taagatcety
ggagaacaac
tgctatcyat
tgacaqttgt
atcalaaagt
ctccagtagc
aacractcea
atgcladgad
atcaaccatc
ggtttattcg
atgttgtocc
catagagtag
caagaagtto

aaggcgoaca
ccagagggaa
cgtcgattee
gectttitac
tecectgatt
aAgCCgAACY
aaaccgeote
gactggaaag
ccecaggett
caatttcacs
agzatactca

cagrgrgcetg

acaaatttag
ggcaatdaaa
aatcaaacat
gactcrctaa
ttyggagcaga
catggeratt
acaacagata
gaaattcaan
tgcaaacarg
actgataaan
gtecgrecta
datatcrtac
crotiggaga
aagaaa’aaac
atacaatcco

agcrgetaat

ggtatccggt
acgecetggta
tgtgatgetc
ggttcetggc
ctgtyggataa
ccgageycag
tceccgegey
cgyggcagtga
tacactttat
caggaaacay
agctatgeat

gaattegecs

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
1080
4149
1200
4260
4320
4380
4392

GO
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

SIWE



Tta

<210
<211>
<212>»
<213>

5
A%

<« 220>
<221
<222> (1).

<400> S
tca CCct <1t
Ser Pro Leu
1

aat
Asn

1ttt
Phe

tce
Ser

tagq g9
THp
35

tty
Ley

aaa
Lys

aaa
LYys

tea
ser

caa
Gln

cge aac
Arg Ash
95

- <210>
<211>
<212>
<213>

6
2218
ADN

<220
<221»
<222> (1).

<400> 6
gtaagaaaga

rtettetetet
ttraaacttc
taagtctetc
taggageacc
rratatatat

agaagagaag

exdn

. (303}

sl
ser

aaa
LYS
3

tic
rhe
20

aaa
LyS

atc
Ile

(v} o
va

Tttt

atg t
Phe

Met
50

Tte
Phe
65

caa
Gln
80

aaa
Lys

tca
ser

aga
Arg

ttg
teu

Intrén

(22182

tagttacaca
aatatgttct
atatittirt
ttaagttttg
attctteate
taagtaaagt

agacaagaag

aca
Thr

tat
Tyr

aaa
Ly

1ag ¢
Trp

aga
arg

g
Lew

Nicotiana tabacum

daa
Lys

gta

tat
Tyr

cit
Lau

1 tga
5 LYyS

ttt
Phe

tty
Ly

tca
saer

tty
Leu

Nigcotiana tabacum

cctttattac
Jaaaagaacy
TCttaaatag
tggcrgLta
ttttcttaat
gattrttcte

gggg«gacaa

tatr
TYr

ats
Ile

cca
Pro
10

cic
Leu
25

Cctc
Leuy

ctc
Leu

ada
LYS

Cda

at
? GIn

Met
40

act
Ala
55

ctt
f.eu

gta
val

gy

e
Phe

tta
Ley

2ag
LyS
7

tta

1o

85

atg
Mat

totctcagtt
ttaccttttt
tattgtetta
aataaattca
taacrgacat
ttaagaaatc

atggaatcag

18

T3t
Tyt

e
Sser

aga
Arg

ctt
Lew

aga
Arq

gaa
Glu
30

aga tga
Arg

cag 24g

q ttg
GIn

Leu
60

ttt
Phe
75

ttL
Phe
90

asg
LysS

art
Ile

ctattrttta
atatattgat
tagtcataaa
cataaaatga
TECCELLCTL
gccaaaaaaa

ARACHOTTLL

act
15

gaa
Gly

gca
Ala
45

tte
Phe

cag
G]n

tea
ser

aga
Arg

gaa
Glu

aga

Arg

taa

L8
Phe

cgtgatacta
gtaatttcac
Jaarattatta
aataaagcag
tttigraagt
aaaaqggaaag

gatttgrtea

723

48

95

114

303

60
120
180
240
300
360
420



agtgatattt
aattaagtgt
attgagraac
acatgcataa
gcagcacatg
ttcatctaat
gaatattgag
aatattgrac
€ceageecte
caattaggtt
creccecege
acatttctaa
—.atgaatgttt
tttaagacca
taactcatet
attacataatc
gatctctgtt
tgaagagtag
Ttrcitgatg
agttttcaag
tcttcattct
tattgcatte

' jtaactctta

attgcageey
tacagceatgt
gagaagcaqgt
ttgtccaage
agtatttttt
Ccaaaqiacact
tagcactrat
<210> 7

<2131> 258

<212> ADN
<213>

<220
<221>

dggtggtagtt
atatattaat
caagacggaa
agatrcictt
gacccatagt
attrcrgtt
ttattactca
ccatatcotta
agrgygatag
ttggaataas
ttcatattag
artrggaasat
ttatagccac
caaattttaa
tgaaacggag
tgtggcaaga
gaaccgttag
Ttgctagygaa
aattactgra
tgtygaaaaat
tgcgatctit
CLLYCACACE
tctgcasgtt
ataatatatg
trgactaace
trgtgtttgg
ttttaaaaac
agagagaaac
trirttectt
atratcctita

exén

grttcaaqca
ttgggaaaat
aaaacatgaa
ttaaaacgac
ctecygactaa
ggcgcacatg
aaggaatatg
aaaattctag
2gtagytgag
ttctgagatt
atgatractt
aattcaatry
acaaatgtca
aagtitcitc
gagtactata
aatccaagtt
agaaaatatt
ctaacaaagr
ctrtatttiic
tagccagaaa
cetaaatata
taacagtagt
taattggtac
rargrtitac
tgcaaaaatt
ctaagtaaty
tgcrrttaar
tactrrrttc
ctaaaagcert

taattattga

Nicotiana tabacum

ctgrecitec
cyttaaigrg
ctattttect
tctcataaaa
ctaagtattt
Ctccacaaaa
gatcaattcc
ctecgectec
gagratagut
caatggtcta
tcctttitag
taaaarceret
tgaccccaca
ttitttctta
agaatagtta
tctagttort
trgactcaty
aattgtagtt
cCcattyteex
gaataattca
tttagtagag
ugtarataaa
agtaacatga
attggttyty
agtrettett
tgaaaaatac
tgtattitiy
tgettcteca
ntacauacac

agtraccarc

19

tgrrgLtgg
gttattttfa
tttgaaattt
attvcatgtgg
taagtatgta
gatgaattqt
acrrtttttc
gacttgccea
tatasatgit
ttrgaaacct
tctattccaa
cattrtaccce
datttrttac
aactatatge
tatatgattt
gataatttag
tegetttgea
tcortgtttt
aacgtctgtt
acaaacttaa
teecterrct
ttagacctag
aacttotiat
tgtatataat
tttrcaaaag
trctgagcaa
tcaaaagagc
aaattgttte
ttcaactaaa
rarctittgot

catttgctag
grrtrattag
ctagtcaaga
tcgagtitac
ttrtctaaaa
gcatttgtrt
tocttttettt
tcgtateege
tttictetaa
gtaattacta
aacaaataac
atrtacctra
ccottaaact
caagtaaaac
ggccecacaa
tgatggaagc
tctactgtgt
trtettrtce
Actratggtc
cerrLtetete
actrcagtct
ctaacaaaag
aatcttttaa
ptaaartctt
tatrtttggt
Caattagtgt
tttttaaaaa
tgcttctect

aaaaatatat

ggatgtag

480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
18¢€0
1920
1980
2040
2100
2160
2218



222> (D).

<400> 7
tta aag cat
&eu Lys His

a94
Arg

Eaa
5
13

tat
Tyr

as
i

aza
Ly5
30

Yal

tec
ser

aat got
asn Gly
45

tta
Lew
60

Ttg
- LBy

Ttt
phe

<210>
<211>
212>
«213>

<220>
<221>
<222>

<400> 8
gtactttyct

tittglccca
tactttaaaa
taattrtaaz
Ataaarcrta
nttaaattac
crotgctatsa
tgogttataga
ttaattictt
gctrtgrgat
tatttaagaa
tgttagatgce
ttattggatg
ataaacttct

totatcacag

. (258)

atc

tqa
¢ 1ile

act
Thr

acc
Thr

g
Lys

ttg
Leu

cacC

tag
His

o9 528

tag

43
LYS

gac
Asp

trg
Leu

cta
Leu

aag caa gat
%ys Glin

ASp

aat
Asn
20

cat
His

aga
Arg

e
ser
35

cag

ctg
Gln

Ley
50

€CQ tocC
Pro Cys
65

cag

GIn

8
3861
ADN

Nicotiana tabacum

Intrédn
(1)..(3861)

tttecctttto
atttatatqgg
atttatggt:
gtiaaaaaat
gagattegty
tittaattat
taaatigaga
attaacargy
agctaattagy
trattattte
tgcactttita
teatattgua
cttgatatac
ttttccarat
attatciiyt

frictrttea
cggtatttaa
tgéaat&aat
tcaagaaaga
ttataaatca
gaalaggtga
cagagagagt
getectactt
atgcitctaa
ATtaaaaage
actaacccac
ccaccaragt
tttakgrtat
tagaatagga
atrttaatgat

&ty

caaq

tag
Gln

aan
Lys

Caa

I
GTn ’

val

CEt
Leu

tga agt

ser

tig
Leu

cag

tt
GIn 5

Ley

tca

S5eq

acc

gaa
Thr

Glu

actttitgaa
ttaaacaaaa
cttaggeatce
aaggaagact
tctcactaay
tagattttty
aatttaccat
tagctrtgtg
tgtgacoctt
atgcaccata
aagaticgag
gactttaaat
a2atatecicca
tgattragat
atcaaatatg

20

gca taa
Ala

10

cat

At Tty
H1s

Leu
25
tit
he
40

acy
Thr

8ty

cte
Law
70

ttc
Phe
55

tta

a2agcaaiaag
aaatctaaga
taaatacaaq
tctaaaattt
gctaaaataa
ggaaaagata
aagagtatte
attgaaartt
gaatcctrat
gggcatgeaa
tgggagggat
aucgaaagla
ggrgacatrag
ttcaagatay

aaaagagaaa

gag
Glu

caa
GIn

Tty
Leuw

ctcC
Let

aca
Lew vhr

tga aag
LyS

ttg gca
tes Ala

ctt
Leu

cac
His

tta
iLeu

caa
GIn

aca

teg
Thr

ser

agatactcec
aaaatatgaa
grraaaataa
gtggcaagaa
taatittaaa
gaaaagaaaa
gaagttgatt
gactartgct
tettgataat
ttaaatattg
gattcttggg
tgaaaaacaa
aactacacaa
aattagtgat

aaaaaaaggt

48

96

144

192

240

258

6¢
120
180
240
00
360
426G
480
540
600
660
720
780
849
900



gtctaggaaa
aacacaaagg
ttaagagact
tcecaggcycc
aacaaaaaga
atataataaa
ttccgacttc
gtttttatay
ataaatttca
atrtrettct
trregtotag
ttcccagytg
ttactctott:
gecectttta
gtagtaatat
taaatrtgtca
gitgacgtaa
caaaatatta
atccatcata
gaatttatat
tittoctaat
tgttactyca
catgtgaaat
taacattgat
actgagatgt
tgteticatt
gttttattca
€agraattygg
ccaggcagea
atgtaatttc
aaagcaatag
cttaaataga
ttggatttca
caccgtttgy

ataaaagagc

tagtecagaaa
ctagecatata
aaacactacc
ttgatataaa
aactatcortt
aacctiggaa
cgtattaatt
tCacgasaaac
ddaaadadad
tacatttagt
taaggaaagt
taaagcacaa
trerrcctca
tagaaggtga
cagtcacgge
tatttagtta
ataatagaac
tttgaacgat
tttccttgat
Ccaaatatgat
traacgatat
attattatta
tatgtatatt
cccatatttt
ttattggcang
Ttgacaaaaa
ddaaaaaaaa
gaaaaaacac
gagtttccca
tttaagtaac
Caaataaaag
taggaataat
acatgatacc
tgcaggaaaa

taattagcag

gatagtatga
tttaacaaat
A223gILLYC
ttaattagat
agtgtttgrt
tatcagttaa
tegetctaat
attatgacca
tttgactgaa
gtcaagtaaa
acaaaattgc
acaacggaqc
aatasttgoa
cgttgactey
gaggtttaaa
atctaaaata
aataatttat
taaaatctca
tatcatttoa
tttttaatta
acggttacta
ttattatttt
ttattatage
tetactgtat
tagtatctac
tttaattgag
agaattctta
ttgaatagge
aaatcctitt
attetctatt
aaagtttatt
cacctaatta
tcatagttet
ttritggteat

ttaacagt.g

catatattat
agttatajac
gatggag:eag
cccaaaacga
gatttacaty
gatgccttaa
caagtcrtit
caaaattttg
atatttaata
attagatoty
ttatgtaact
ccacatcagt
aagaaaatga
taccagattt
atttagtcta
tcatgcaatt
aaacrtgart
cagttaattt
tgergtotta
ctcgaactta
cgoaagacat
aaaaagagaa
atgaagtygac
catcactatc
agatacaaca
aaagcaaaay
yaaatataag
tatagaagta
tictaaaaaa
tagtaaaatg
cctrtrittc
agaaaaacta
acgtacgecc
aaacttcaat

agttaatata
21

tgatacaaat
ttotagtart
taggtactce
ggatcagata
gcatagaaaa
tttcaaatca
aaaagattaa
tcectttaagc
ccacatattt
ataggaaaaa
cytaatatat
aatgtgtaaa
ctttcotgea
tcttgtrata
ttagtaacgt
trrtartatca
aaattgcatt
tycatcttge
gtttcttttia
caageagact
ttactagaaa
aaaaataact
cccatrtitt
atgaaaaata
gatgcttcta
attttgcaag
ttttggcaat
aaagaaactt
aaaatagtag
tccattrtte
gaggatatty
cctatcaatt
acttcaatta
tttaagcctt

gctgaataat

taatcagcte
Jgtacctttag
tctattgtoa
ccaaataaaa
ataaaggaca
atggagtata
ataatgaaaa
tttttagacae
ttaaaaaatt
agaatttcaa
cagaaatggt
tgtgtaacgt
agtctttctt
gtattaartca
aaataatret
agtttgatat
gataataaat
ataaanaaat
Aaaaaaattta
aagttrgata
tactctgaga
ttrasagete
atctcataaa
catctagatt
attctartga
aattcttagy
taaataatts
ctatatatta
aaaatgagea
taatgaggta
ccgaccaag:
tttgtctegg
cractaggaa
catataaaca

gcagttcaac

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2830
2940
3000



taaatatgta tggaaatggt gaaaagcaca aaggtgactt
ritatetttt aaaaagtagt ageaagatat gatatgattc
tgrgactott tattictate agtacctgtt tgaatzaazt
tggactagcl ggacaagaat crcaattrgd tgtrgereta
ATCAAAAACC €adaaattaa ataaataata agaaazgaza
grajaatgag tgaagataag aatactccat tcagrccasd
catagatttg gttgaagcit gaagaazaga aaaaagagrr
taarcttiga aagtraaaat tglyttaggy aagtttrgtg
cigrtittgg gatttaaata tritcrttid aacatgtgcce
aaacgﬂacac ataattgaaa aaagctctca aartttatdga
ttogcaaati gaatitgitt cgaaatactt gatgattasg
gacaaaaggc tattagtatt tgtaartgag gcrattaaat
aaasacctta aaaaagacya attatatgga ttatattaga
gaacttagtg caatcatttt acaagggcat agtgttaazg
agcrgyctit gtcatgtoca g

<210 9

<211> 98

<212> ADN
<213> Nicotiana tabacum

<220>
<221>
<222 (1)

<400> 9
tgg ctg gat caa ttg trt tac acg att att gag
Irp Leu Asp GIn %eu Phe Tyr Thr Ile iAe Gly

te¢t tot tat tcg cca trg cag aat g?c teg agt
Ser Ser Tyr ger Pro Leu &Gin Asn G Sep
Q

exén

C (9B

ag

<210> 10

<211> 4063

<212s ADN

<213> WNicotiana tabacum

<220
<221> trén

<222> (l)..(4063)
<400> 10

ategttaggt
cttgadqaaq
tggctaagaa
ccatctrtag
aagstgaqtt
atattaaget
tttgaagatt
attcaasaac
aaaaaatgat
CC3a2C200a
aagagacaaa
guctittiaa
agtagtatta

ctagaaatgc

acttratagc
aazagatcac
agttgtaaaa
agtgaragca
Attggaaaqq
agcatttgga
aratgazaaa
Tacrcragaa
taaaatrctat
gcrrattgtt
ggatagtata
agcgatgtge
aattttaatg
tgattocttat

aag ctg gta ¢ta trg
Lys Leu Val kgu Leu

L£aa ?g €aa arc aca

Gin

Gly GIn va] Thr

arttotgaat trtcgtccct gretaattle CUiycacaay aaatgactan tgracatcrta

ctttcctagg atgacagraa tgrgtgttit ttttatttat tgtgatacca aaaqgtatgaa

22

3060
3120
3180
3240
3300

- 3360

3420
3430
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3861

48
96

98

60
120



cacctaattt
tctcttggat
gtcttatagg
tcgatageac
catgggcatc
cagéccttac
tgtgaactity
aaaatgicat
ggcttaacct
tgttcttaga
ctcaataaca
aaatttcatt
tattgtoaga
tatatacagt
ctaactactt
acagatgtaa
attcgacttt
acagtcgatc
agcagcttyga
gagcaactgc
ttcggtgota
tcctactaga
agcatttgtg
tyggagotgac
agaateccata
gaggtaattc
ctgtceatty

tcattocagt

ttetcaggat
tacgscacat
gatttgagac
aaaagcttygce
acaaaccagg
agttttgtcg
taccatatat
atgraccgttn
gcctcattaa
aggctctaarn
ttytataatg
ctgaaaatta
atgeoacggga
aattatataa
aacacttect
ccaatacgag
acaaactutg
tcaatgtott
ttatcacaca
ttgatccaca
gatcgagcaa
acacaatatc
tacroctgtaa
titatatate
aactgactta
aatttgeccaa

cagaagctta

agctagactg ac

ggaagtgoca
taacaatatc
agacacgggg
gattctggat
caccocaaaa

gatgtetact

aaagagatgr
gtctacataa
tggaagagag
agctgaagat
atgcaacoga

crticttica

acatattitc

cgaacctaaa

tagtcattet

n]

cacacgtag
cttgggtaat
tacctagcac
ttttcogaag
Cractctoaa
ttaaaccaga
gtaaggacta
atttacttca
Jaaaaatatt
taatatgtat
ctcaageegs
aaccagtaag
taacaatartc
tagtectote
ccagttceat
ctagctcaca
ctacattcty
cagacgtaga
torgetegta
0a3gaatgcy
caacacktcac
ccaacceteog

gcatteggat

 atgtotaagd

ataccrggaa
tgcticagat
accaccatag
aacaaaggta
gacatacgat
gratgagatt

gotaccecat

cacttigycc
agtgttggca
aagtygtcata
acttgacctg
gaattqagtc
Jccacaacta
ttcaccttcc
tttgotagte
tcatagyegt
Aatcagtrca
aactgcaget
cagctetatt
atattgatta
Cctactteccey
tgcatataaa
agactragty
tcctgagagt
atggaatacc
cttattgatt
cgtrgccata
tttcthgote
acgtttatca
geortcgatoso
aacaactgea
d EEEEEE]
atatctcata
ccataggagt
catacttacy
aatacttcaa
tagtaatacc
taaggtraty
agtggagaaa
taataagata
gtatgagtan

tttgttgaga
23

aaactgactt

geccoataac
teteoetttg
tagaagcrota
caccttastt
getgtettet
ctcttgtgga
tggagaaaat
aagtgitgta
atgtggoaca
tcatacgtac
aaaatattty
atctretctc
qyatttgaca
tctecgaatt
gccatggece
ttceaagaga
gaaggtgatc
tcgaatagta
teocaatgac
atgtctggtt
ggatctctaa
gtcaacaggt
ctygtgaaata
tetgeotaga
atcotgateca
aacaaaacac
caggacagag
gcaagatgta
agtacgagta

totgtacgga

taacaagttyg

aacttgtgct

© cttcatgage

Cccgooctacy
ggttcaceca
gtgcttacca
cgacgegect
ttagttctta
ta3aaagaart
gtrctrttac
tgaqtgoatt
aaagattaaa
caaccctatt
ctaaatatga
cgagrttott
clLagetaatc
tgacaaagtg
caatatgaag
teaactectt
gatattcgac

ccaaattacc

tatcacaqag
tagtcaceqt
gaggotooce
ctacatccca

acaatacctg

focttagtct

ttgtragtaa
gtgcttctaa
aatggaactt
agaactgcat
gtttcaataa

caagatgtLt

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

J6Y



gargaataat
cattatcact
agotctgana
tgoaataatc
taggacceta
garatactta
tarcatttec
tgaatcapta
aaggataagg
atgtttctct
taagegacta
adgtgagaan
gaccattygty
€Cagaaaktat
gagacacaag
ttacatgcet
ttcaacgast
argttgtgcc
aagtgatctyg
taccctgaag
gtcagaactt
gccagagatt
ttttygcacaa
gagcttccygq
Litctcacyyg
aaagtatigt
gatgltygygac
ttgacataasa
graggtcota
atgaagattt
gaataaagca
11

256
ADN

<210>
<21l>
<2125
<213

CCECATgagan
aCgaaargry
aatagaaaat
atcaatgaaa
3acatctgaa
cegagctgte
taaagtitig
acasgacaag
taataaaatc
ataaaaataa
acggetataa
99aagtggqc
actgttagaa
gatcagatgc
tcacgctact
tgtactgaag
tggatccaac
gaaaaaacaa
adatttgatrte
gaattttacc
cgtcggaaaa
ttttaatagg
cactgacaga
ttgactgtte
ttgctctgat
acaaccctat
actasacaty
cgacataage
actacaaact
tgtcigctaa

ttctaataaa

ttcataaact
cggatagaaa
agersanace
ctgacaaagt
tggaccaaaq
atpactcata
acaaactggg
1tattaaagy
catctaatte
ggtcateaag
gatiaaaaqy
ctgertgade
gagattgaga
atttgaazcd
atctgttiga
gaactcagta
agattgtygag
aasaticctg
aaattogatyg
aaattctgge
attettccag
ttoytcgoty
tagtatgatt
Tcrertoceg
accatgtgag
{tatatacag
actaactact
ctatgcttat

ttataycaca

t

cataactcty

tyanaacctt

tNicotiana tabacum

tctgaaatgy
ccccaaattg
gatttrecat
agCogaateoe
taaaaggtoa
ctctagagtyg
atgtcccaac
aagacaagat
atgtcrgata
aaataaaaca
actattgega
tattgcagtt
atatgaatac
atoacccaay
acaatugaay
taatccgata
ttaaagncte
pgaaattacta
ggtatgorcg
cggaaattge
cggcycgtpa
agctctgaac
cttycygaca
gagtcyetgy
aatgcacygy
taattacata
taacaaatat
cttttcttac
ctgaaaatta
tgtctttatt
tatggktatg

24

gy13gacaaa
atrrrgaatt
caaaaatatc
caaggtagaa
cactaagaga
gacaagtaag
cgtrtatgta
facgagtccat
ccaatgatec
gcgeatttaa
acataaagga
gqoLatggttt
tggrgaaaag
actcaaagat
ctatacctga
3agaaaccat
ctgatacgaa
ttcacaccag
tattrgcaag
ctcatgtacg
a0gCocgtot
tactrcccag
gaccratttt
aatttatgca
agaaaattat
ataataggta
ggtattggaa
trttrtagca
rChaaatata
ttetcactga

tagy

tactcraggq
tcagegtgga
caagtgcace
crgacccgac
aatgggagty
ataaaccaqy

ataaatctgy

atgatttrgc

acceegract
gtgatttggc
ctoaatctaa
gagactcatt
agatttaotta
ttaagattcy
agatgtctraot
ctggattgga
tgtcattata
aadaatotaa
gagaagacac
gcgtgtggge
agcetttrtt
ragtattace
tgccggaaas
ctacgataaa
tatattgatt
tetacttecee
trtagtctct
atgctaaata
gagatageca
tattgtatat

L6



<220>
<221> »
222> (1).

<400> 11

ct
21a

Tt
s

aat
ASH

gag
Glu
65

gct

ace gee

Thr A1a

tta ey
Lew Ala

agc att
Ser Ila
35

- gta ot

val va
50

tcg 1ttt
ser Phe

aca aat

Ala Thr Asn

<210> 12
<211> 8BS
<212> ADN

<213~

<220

<221

<222>

<400> 12

gragtatagt atttctteat gertcattta titagtyctg aaacttcaag tattgtrigt

gct
Ala

gaa
Glu
20

ctt
Leu

. (256)

atg
Met

ayc
ser

Ccca gu

Pro

cta
Leu

Intrén

1)..(8%)

aat
Asn
85

tca
Ser

tct
Ser
70

-

t¢a
ser

aza
Lys

tgr
Cy3
55

a4aq
Lys

Nicotiana tabacum

taatgttatt tgctcaattc ttcag

<210> 13
<211> 142
<212> ADN

<213>

<220>

221>
<222>

<400> 13
gct ata tca
Ala Ile ser

1

cta gga tgg
Leu Gly Trp

Lo
Pro

aaa gat
LYS Asp
38

gt
Va

cac
His
20

aca
Thr

exén
(1)..(142)

tta aga

Leu
5
agc

ser

toy
ser

Arg

cty
Leuy

aca
The

Nicotiana tabacum

cta
Leu

teg

qac

caa
Gln

€99
Arg

aag

Seit LyS

&gt
Ser

Val
40

e
3a1

gta

ctt
Leu

atg
Met
25

cta
Leu

aat
AsSn
10

aat
AED

tag
Trp
10

<TC
Leu

aat
Ast

25

ata
Ile

att
val

arct
The

qag
Glu

tea
Ber
7%

ctg
Lew

aga
&rg

att
Il2

gtc
3a1

gat
ASp

aaa
Lys
&b

acg
Thr

aag
LYS

aCa
Thr

ata
Ile

cct
Pro

ga’
Glu

a cct

Pro
45

aca
The

tC
331

att
e

aga
Arg

cac
His
45

cca
Pro

gtc
val
30

att
Ile

ctyg
Leu

tgg
Trp

aca
Thr
15

aag
LyS

gat
asp

aca
Thr

Ala

gca
Ala

gt
va

aga
Gly

Gly

gac
80

atg cga tgg
val Arg Trp
15

aat caa aaa

30

£ag
GlIn

get
Ala

aAsn GIn Lys

d

48
%

144

240

256

G0
85

48
96

142

2 30



<210> 14
<211> 309
<212> ADN

<213> nNicotiana tabacum

<220>

<221> Intrén

«222> (1),
<400> 14

gtgaatctta tgttgtgcca catcaagica
ttgtcttatg aatcacgtea cratcetetc
catatgeate ccttettcgg aagcttgeca
ccecgeectet cageotgoct goagtcatgg

aagactLrLy atvtctaata crtcccryget

gtrtrgcag

<210> 15
<211> 328
<212> ADN

-(309)

<213> Nicotiana tabacum

<220>
<221> exén

<222> (1)..

<400> 15
caa ttg tgg

Gln Leu Trp.
1

gag ttc aca
Glu fPhe Thr

tga gtg cat
val His

gtt gcg cac
val Ala His

cag agt acc
GIn ser Egr

aaa cag g?a
Lys GlIn g y

€tc tga txg
Leu Leu

<210> 16
<21ll> 463
<212> ADN

(328)

cta
Leu

atc
Ile

gt

Tttt
Phe
50

ttg
Leu

cra
Leu

atg

Met

tac
Tyr
S

gaa
Glu
20

cyt
Arg ¥
35

caa
Gln

aga
Arg

Taa

gtt
va'l
g5

£dg
Gin

atg
Met

gty

aag
Lys

ctc
Leu

cta
Leiy

tta
Leu

L
teu

aat
Asn

cac
Hic

ca
gla

tag

aag
LYyS

€Lt
Lau

&ty

tcg
ser

caa
Gln

<ta
Lew

tca
Ser

d3a3aatqgeac

certttegat

gcataggadat

gcgteqaoany

cLtrrgtaray

199
Trp

1t atc
Ile

gy
Phe

cgt
Arg
55

aaa
Lys
70
2at
AEN
BS

ata
Ile

caa
Gln
10

gce
Ala
25

tat
Tyr
40

ccg
Pro

tca
sSer

tta
Leu

cac
His
100

ttg
Leu

oo
Trp

¢ta
Leuy

gtc
val

aaa
Lys

t0o
Trp

tac
Cys

26

gtaccgtgtg aacttgttet
atgagatttc cctaaggrgt
ctatcagtcc tttcactrga
actatattge tctrtcgttt
gtcraattte qactggtgat

tte cta ¢ty cat taa
Phe Leu Leu T;s

ctt tgg tca cat tgg
Ley Trp Ser gas Trp

cac cag ttg cca tgt
His GIn Ley ZEO Cys

tte tat tta aag gag
Phe Cys Egu Lys Glu

ted TQQ €t tig aca
ser Trp Leu Leu Thr
75

tga €Cg aat tca agr
. Pro ser ggr Ser

ttt act g

NS

60
120
180
240
300
309

a8

96
144
192
240
268

328



<213> Nicotiana tabacum

<220> )

<221 Intrdn

<222> (1)..(463)

<400> 16

gtaaaggtta ccactcatac atattctitt atgiigecaa

tggttatctt tcacggcaca trgatagcga tataacatga

ataaaagatg aaatagggag tgccacattc acattctcat

tctaatggtt caccatagag ccaaaataac atatagacac

caggaactta gatgyaatag ttggatctia tacattoagg

atataaattt tagaastata atcaatgiar tatadtctaa

tactgcaata caaaagcaca tggcacactg aatagaagec

rtcgtttaga gtaaatracty agttgtetag tgaatarttt

<210> 17

<211> 203

<212> ADN

<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> exén

<222> {(1)..¢203)

<400> 17

gat ttc aag cat tga Jag caa g1c agy 1ca toc

Gly Phe Lys His Glu GIn val Arg Ser Ser

1 5 10

gqt gga cta tgc aca atc aaa ttc <gt tga acc

Gly Gly Leu cys Thr 1le Lys Phe Arg Ala

20 25

tga gcg gt tca 2aa trL to Tgg tga agg gac

Ala val ser Lys Phe Ser Trp Arg Asp
30 35
€gQ aat g?a aat cta tqt cgg gaa tag ¢aa aat
Trp Asn Gly Asn Leu Cys Arg Glu Glu Asn
45 50

atg tac cac ag

Met Tyr His

<210> 18

<211> 145

<212> ADN

<213> WNicotiana tabacum

<220>

<221> Intrén

<222> (1)..(145)

<400> 18

agagaatteca
trgatttata
attgaaqrtt
aacgtcagec
acacatazaa
aatrctrcaa
ttgttcggtg

cag

aac
ASh

gar.

Rsp &y

gce
Ala

aaa
Lys

tga

aty

tgg aag
Ile '

Trplkxs

ttc
Phe

ttC

aag
Phe

Lys

aaatcttaac
téatatartc
ctgaaatggc
gtcrgatatt
gractrggtc
atatrcrrga

grcraaaaca

tct
Ser
15

agr
Ser

aat
Asn

tga

age
ser
55

tag
Trp

gtaaatggtt gaatcatitc ttatgctcat agtagagata aaacatcaga gttataatta

27

246

60
120
180
240
300
360
420
463

48
96
144
192

203

60



taagtatatg atttctccag ttaattttgs tgttagattt tctttgacct gtttagcact

aaltgcaatgg atgtitgaat ttcag

<210> 19

<211> 203

<212»> ADN

<213» wWicotiana tabacum

<220>

<221> exdn

«222» (1)..(203)

<400> 19

tac ¢ag aaa tag agg gta ata gtt tca aag gaa

Tyr GIn Ly5 arg Val tle val ser Lys Glu

1 10

tat ttt tgg gat cat ct¢ cag cig gaa ttt tca

Tyr Phe Trp Asp His Leu GIn Leu Glu Fhe Ser

20 25

gtc gaa ttg gty taa aag aag caa tga gag aac

val Glu Leu va Lys Lys GlIn Glu Asn
35 40

tca aaa cog cya tge tta ctg gty atc gt atg

Ser Lys Pro Arg Cys Leu Lteu val Ile val met

45 50 55

tgc agg atc ag

Cys Arg Ile

<210> 20

<211= §B19

<212» ADN

«213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> Intrén

<222> (1)..(619)

<400> 20

gtatattaat aatrctgcatr tacgctgaaa tgattatala

gtcttaagaa ttttcactga actcttattg trtoctictt

acarttcatc taaatttaga gaacgtatca ccaagtaagt

tataaaarac ttaagacagt gtgatgtgaa gatgaaggtt

caagttatta tcacaactaa tataagatatr gctattgrec

cggacgtacg acgrtacaatt Cttcacatat fgaaacctaca

atgrttagca taazagagtca agattagcat gatgatttaa

atctatrctt gravtgtacse caggdaacoiga actagtgttg

TYrtarttgrg Ttaadaaatt cacttcatat gtatttaaat

ceatatrttt tagaatccag aacccataaa CtCca’xaatca

28

ctg
Leu

agy
ser

Tttt
Fhe

age
ser

cag

ctg
GIn

Leu

accctrtgge
ctatcatcaa
getttacctt
aaatgttgat
tegaaraatt
teagacgtrac
qctgaatcta
tgcttégngg
aatttatcca

tagatccace

ttg gat aca
Leu Asp Thr
15

ccg atg ttt
Pro Met Phe

30

aga tgg qta
Arg Trp val

cca Acc atg
Pro Thr met

60

ttattgttra
cattggttaa
tacagggtca
ctggataaac
ggacgattte
atgacacgct
aatttcaagt
tctcaaacar
g4agcagraag
tergationa

BELS

120
145

96

144

192

203

60
120
180
240

360
420
480
540
600



.

agtcggaaca attatgeag

<210>
<211>
<212>
«213>

<220
<221>
<222

<400
tta g
Leu G
1

21
1498
ADN

Nicotiana tabacum

exdén

(1).
21

Ty &

aag gca aca
Lys Ala The

Ile

ata g_(ic gac
Gly

ASp
35

g?c atc tca
Gly Ile Ser

>0

€at gct ata
His Ala Ile

65

cot crt
ArQ Leu

et
ala

tca gcc gre

ser A

Ja val

cca ttg gtt
Pro teu val

115

- gtg att ttg

val Ile Lew
130

LyS Lys

g?g aaa aaa
G .
14

A3 gac aaa
Lys AsSp Lys

tgc tct gat
Cys Ser Asp

tca tgt g?a
Sar Cys G

val
195

Y

210

.€1498)

gct
Ala

atc
Ile
20

&y

atg
Met

cta
Leu

aga
ATQ

aca
Thr
100

196
Trp

aac
ASTE

tyt
Cys

att
Tle
180
tgt
Cys

aat
AsSn

ttg gat gaa

Leu
s

atc
Ile

ctt
Leu

&ty

atg
Mat

aga
AT(
85

aag
Ly3

gce
Ala

agjc
ser

tgy
Ffrp

tca
Ser
165

al
Ao

arge

val

aat
Asn

Asp

&g
LYS

aat
ASA

atc
Ite

atg
Mexr

aga
Ar
15

tat
Cys

t¢a
Ser

cea
Pro

ca
sin

Glu

%

gat
AS[

Tt
ser
55

aat
Asn

<y
AFQ

QCce
ﬁ1a

grc

L val

cta
Lau
135

) K
Sar

tac
Cys

caa
GIn

aq
aArg

e
<
2%5

e
Phe

tte
rPha

gct
Ala
40

5

9ac
ASP

aga
Arg

ata
Ile

<tc
teu
120

<ttt
Leuw

tct
ser

aag
LYS

aag
L5

e
3o

€ca
Pro

can
ain
a
5

cct
Pro

MO
—r
7~

tca
Ser

atc
e

aag
Lys

grt
val

105

ca
213

cta
Leu

act
Thr

1tcg
ser

aaa
LYS
185

caa
GIn

gCa
Ala
10

aag
Lys

jca
g1a

gct
Ala

&y

att
Tle

a0

gca
Ala

gat
ASp

coa
AFg

T
Pro

gaa
Gl
170

tgt
Cys

et g

Pro

L
Ser

gaa
5lu

gaa
Glu

tta

Leu

cte
Leu

aga
Ar
759

Vaf

Tty
Leu

act «

Thr

gga

&y

teg
ser
155

azat
Asn

aca
Thr

att
Ile

29

(& X
t.eu

gct
Ala

gca
Ala

get
Ala
60

ata
Ile

agt
Ser

Tce
S5er

gaa
Glu
220

cta
Leu

<Ca
Pro

aca
Thy
45

aaa
Lys

€Cq
Pro

aat
AsSn

ata

Ile .

acta t

Thr
125

aca
The

€ccC
Pro

€aa
Gln

tcg
sar
205

aat
Ash

cca
Pro
aca
30

gct
Ala

ccc
Pro

cag
Gln

tca
sefp
190

o
&5

agt g

LT-1)

gag
Glu
15

c
A3

gac
ASp

a aca

Thr

qct
Ala

g att

Ile
95

&

ttg
Leu

a4ga
Arg

cac
His

ctyg
Leu
175

tgc
Cys

tca
ser

t
Gly

ata
Ile

tat.
Tyr

cta
Leu

cac
His

160

tgt
Cys

tcg
ser

aag
LysS

ttt
Phe

619

48

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



cat
His
225

gca
Ala

gaa
Glu

rca ¢

Ser

aat
Asn
305

atg
Mat

oty -

tta
Leu

aaa
Lys

cat

" HiS

Cl Cea

Fro
450
aag
LyS

tct
sar

cat ¢

His

C Caa

Gin

gac

"o ASp

tgc

Cys S

275

tra 3

Ser

[ daac

Asn
355
gct
Ala

agt
Ser

acce
Thr

tca
Ser

ttt
Fhe

aaa
Lys

aat
AsSn

340
tct

ser

act
Thr

gat 2

ASP

CCt tca

Pro
435

caa

Gln

tgc
Cys

age
ser

tcg
Ser

gaa tca

alu

ser

c cgt

Arg

s gca

Ala
245

- gtt
- val

aca
Ala
325

tgc
Cys

cta
Leu

tca
Sar

gac
ASp

tgc
Cy's
435

cct
Pro
230

gtt
val

gaa

(4]
—d
c

q aag

tct
ser
310

Qgc
Gly

tca

if
1<)
S

gta
val

ayc
Ser

aaa
Lys
390

tct

ser

acc
470

T
Ser

aac 4

Asn
375

tgt
Cys

gct
Ala

agc
ser

c gat

o ASP

gca

er Ala

455

“vr O

1t
i Da]

tgt

cca
Pro

aaqg
Lys

cat
His
440

act
Thr

Nhw
[1:Rle]
= O

aag
yS

e

tgc
cys

tca
ser

ygt.
Gly
265

gct @

Ala

. aat
AsSn G

o cgt
> Arg

Cogca ¢

Ala

att ¢

Ile
345

| LeC

Ser

tca
Ser

caa

. GIn

agy
Gly

tgt
Cys
425

GIn

atyg
Met

Ser

aag
LyS
250

Tttt
Phe

aag
Lys

tat
Cys G

Lcc
Ser

tgt
CysS
410

tca ¢

Ser

tct
Ser
490

30

tcy
Ser

acg 1
5 Ala

tge

CySs

caa

315

gac
Asp
395

C2A
GlIn

tct
Ser
475

i

aay
LyS

0 GIn Cys

' agt
Ser
380
aaa
Lys

tiot
Ser

tca

atg
Met

agy

er Arg

460
tgt
Cys

CCa
Pra

atg

Met .

ace
Thr

ate
Ile

gca
Ala

aaa

tct

ser
445

aca

Thr <

tat
Tyr

tca
Ser

aag

Lys <

cct
Pro

qtt
val

gac

" Lys As

P
430

aag
Lys

tca
ser

tgc
Cys

W
WO
-1

'E_lt
His

ttg
Lau

%

caa
Gln

aaa
LysS
495

aaa
Lys
240
can
Glin

cet
Fro

gtt

a val

gga
Gly

: g9
~ Gly

agt

Ser

tot
Cy's

aat
Asn

ace
Thr
480

act
Thr

816

864

912

o
[=)]
Pl

1008

1056

1104

1200

1248 .

1322

1440

L



150

gct aat tca g 1498
Ala Asn ser

<210> 22

<211> 321

<?12> ADN ,

<213> Nicotiana tabacum

<220>
<221> Intrén
<222> (1)..(321)

;:ggzacgig ATTLCCTCLEC TLOUTaatac CocGCyaase aaactatagg atctaaagta 60
ttatttagee ctelogtegga goatataatg gttagttaaa cCigaaatca tgtagtctat 120
gaattgcaaa tetetageat cptgacaaza ttcettagate atatacaact ttgagaatat 180
aggctgtcac agacccttet tcatactgca ttagaggaga geagecaatt ttttattceat 240
gatttgaaac aaataaagtt cttcttgaqq tgtatggaga ggitatgaga atcatrtqct 300
gagtaggrit gagattttca g 321
<210> 23

Si% Ao

<213> HNicotiana tabacum

<220>
<221> exén
<222> (1)..(333)

<400> 23
gtt caa g?t cat gca gaa ata aga agt gce agg act ctg caa cca aga 48
{a1 Gln Gly His §1a Glu Ile Arg Ser gga Arg Thr Leu GIn ;;o Arg

aca gtt ttc att cac cac tta €ta arc cac tca gt g?g &aa age trt 96
Thr val pPhe gge His His Leu Leu %}e His Ser val Gly ;55 ser phe

€gg agec aga aaa get tgg att tag tcc gaa aag ata agg aat caa gtc 144
Arg Ser ggg Lys dla Trp Ile igr Glu Lys ITe arg ggn GIn val

atg atc tte gte aty gct et <tg acHn agg 2ac atg atc ata caa att 192
Met Ile Ege val mMet Ala Ala %gu Thr arg Asn Met EAe g 6In 1le

tag aca ago cat atg aca gl gty cct tac aag aat gtrt grt att cag 240.
Thr ggg His Met Thr Val ggT Pro Tyl LyS Asn gg] val Ile Arg

ttc aag gca ata aad Cctg atg tat cag aaa ct{ g3a TCC agg aaa ctg 288
Phe Eas Ala Ile Lys Leu Egt Tyr GIn Lys Leu g&u Ser Arg Lys Leu

ctc att gt? acy gca cca atc aaa cat gecc aaa ctg caa grr cag 333
ggu Ile val Thr Alza 258 Ile Lys His Ala i%g Ley Gln val GIn



<210>
<211
<212>

«213>

<220>
<221
<222>

<400>

graggecacta ccaaatcata tgatcoazag rgricoteca cottcactce tacaataaat
gttcgatcaa acttcataag azgatagcat atgcatcgca aatctctasa aaaatgatgg

ataatgttac tcaccaacta gittgag2ata gaagtttaac tgattgctat atatcgtlaa

24
AR

Nicotiana tabacum

Intrén

(1)..(220)

24

ctataaaaaa ctacttgtta attagagctg agattttcag

<210>
<21ll>
<212>
213>

<220>
<221>
<222>

<400
caa toa cat

gat
Asp
1

atg
mMet
15

|gc
Ser

ctg
Leu

HA3
Lys

aagy
Lys

ctc
Leu

aac
Asn
110

cta
Leu
125

aat
Asn

Arg

gttt
val

aga
Arg

tcg
Ser

299
Arg

tcc
Sary

att
Ile
95

atg
Met

cte
Leu

aca
Thr

25
774

ADN

Njcotiana tabacum

exén

(1)..(774)

25

atce
val

aaa
LySs

atg
80

gt
va

2ac
ASn

caa
Gln

ayc
Asn

His

att
Tle

tct
Ser

. atg
Met

atg
Met
65

ca
E1a

aca
Thr

caa
Glin

ctg
Leu

cat
HS

528

cgc
Arg

i
35

gct
Ala
50

aca
Thr

ttg
Leu

ca
21a

aag
LyS

atg ¢
Met

cc
g1a

w1 Gy
-

f=-1 ]

aty
Met
20

atg
Met

gtt
val

acg
Thr

caa
Gin

atc
Ile
115

aag
LYyS
130

acg
Thr

arg
Met

ata
Ile

tty
Leu

cag
ATY

gt
va

acg
Thr

aqgc
ser
100

249
Arg

aac
Asn

acg
Thr

ata
Ile

atc
Ile

ttg
Leu

aca
Thy

caa
Gln

tat
Tyr
8

aja

Arg

tag

Tt
ser

494
Arg

Axc
Ne

cCca
Pro

qtt
val

f<c
ser

tC'\.
ser

aaa
LYS
40

aac

0 A5D

55

atg
Met

aaa
Lys

tag
Trp

ace
Thr

age
ser

g
l.eu

32

tad
10
acg
25
gta
val

acg
Thr

att
Tle

N l""
™

tca
ser

gt
va

tog
Trp

ct
g]a

atrc
Ite

gtt
val

aqad
Lys

-

tct
Ser
105

gac
As
12

tta
Leu
135

gca
Ala

ctc
Leuy

aga
Arg

aart
ASh

act
Thr

gtt
val

TtC
Phe
90

€Ca
Fra

Trc
Phe

A
30

Q?;

taa

aca
Thi

cac
His

€ac
His

Tttt
Phe
75

aag
Lys

ca
21a

act
Thr

gat
AsSp

agc
Ser

gca
Ala

acc
Thr

ctc
Leu

gtc
Ile

cAg
GIn

aaa
Lys

Ct
g]a

<ta
Leu

get
Ala

atg
Met

tCC
ser

tqg

Trp

30
atg
45
ca
éin

ttc
Phe

cta
Leu

gca
Ala

aaa
LySs

gca
Ala

cta
Leu

60
120
180
220

48

96

134

192

288

336

384

432

480

ARY



140
cag
GlIn

acc
The

rgg
Trp

tt
gaT

ca
¢in

aac
ASh

aaa
Lys

aat
ASN

atc
ITe

aga
Arg

gt
vat

aaa
LysS
2%
tte
Phe
235
gca

Ala
250

<210>
211>
<212
<213>

<220>
<221>
<222

<400

gre
va

atc
Ile

aga
Arg

£ca
Pro
203

ttg
Leb

cta
Leu

26
498
ADN

gQtc
val

att
Ila
175
gac
ASj
19

aga
Arg

tca
Ser

et
Pro

caa
GIn
160

acc
Thr

aca
Thr

aga
Arg

tag

art

Ile

145

cCcy
Pro

tag

tcg
ser

acc
Thr

agt
ser

tta
Leuw

tEc
Fhe

ace
Thr

Yt

acC
Thr

aga
APgQ

rce
ser

240

Nicotiana tabacum

Intrén

(1)..(438)

26

gca
Ala

gat
Asp

ttg
Léu
210

tge a

Cys
295
tca
ser

Cag

- GIn

t
3a1

gct
Ala
195

adl
4

cta
L2y
165

-t .
Val
180

aqt
val

caa
&aln

ccg
Pro

agt

Ser

150

TCa
Ser

]
T
&

tt
331

aag
LyS

tga

ata
Ile

tcg
ser

tgt
Ccys

gct
Ala

e
ser

Tttt
Phe

tia
Ser

gag
Glu
2158

aca
Thr
230

gct
Ala
245

Tac
TYr

gt
val

gaa
Gliu
200

aag
Glu

tat
TYr

aat
Asn

a5e
170

cgc
Al
18

dag
Lys

att
val

tt
5a1

ttyg
Leu

155
aca
Thr

tgt
Cys

aat
Asn

dac
Asn

agecgcgaatt
ccaattcgcc
actggyyaaaa
getgycataa
acgtacggca
atgtacagag
cacgtctgct
aaagctggcg
aagtggctga
S
pEIEE

<220>
<223

27
303
ADN

ctgcagatat
ctatagtgag
cectggegte
tagcgaagan
gtttaaggtt
tgatattatt
gtcagataaa
catgatgace
tctcagec

ccatcacact
togtattaca
acccaactha
feccgcaceg
tacacctata
gacacgccgg
gtctccegtyg
accgatatgg

Secuencia Artificial

gacggccget
attcactgge
atcgeettge

atcgeostie

aaagagagig

garcgacagat
aactttaccc

ccaqrgtacc

33

cgagcatgea
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttq
ceygttateygt
ggtgatccee
ggtggtgceat
gotctceatt

Secuencia Cecmplementaria Inversa de Exén 1

tctagaggygc
caacgtcgtyg
cctttcgcca
cgcagsctat
ctgtrtgrgg
ctgoccagty
atcggggaty
atcggggaag

624

774

60
120
180
240
300
360
420
486
498

VAYS



<400> 27
caattigetg

caatractya
cttctgaage
cattcatttt
gatgaaaaag
tga

<210> 28

<211> 258
<212» ADN

cyyagaaatg agaagagaat
aacctcrtta accoerreaa
acagcoaatt cccaaaacat
ttCactttcc accattrtte

gaattectag trctggaata

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223» Secuencia Complementaria

400> 28
ctygctattaa

taaaaataat
caaaaaagta
ttpgecattt
cttpgattcaa

<210> 29
<211> 98

<212» ADN

aacaagaatg tcgatgtcaa
tggaggaatc ccaactgcaa
cttcaaagat gagaglccad
crtetggtag tLetictctc
tgcrttaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

«223»> Secuencia Complementaria

<400> 29
cttotgactt

geccttgact ctagecattc

taatcgtgta aaacaattga

«213> Secuencia Artificial

223> gecuencia Complementaria

agcttcccaa
210> 30
<211> 256
<212> ADN
220>
<400> 30
catttagatt
actecgectgt

tgtagegoca goeccagacseg

cagtgttttc tcgtesacgt

taggtatagt ttcaccaget ttcacageaa

ttacgactte
acatagcygc

<210> 31

tecgettico geraaaactg

gatage

catgaataac aatpacagtc tytgttgtga
gattcttgag aattttitca actagaacaa
Ccaaaatagct cttpotcaac ttorttgttt
tecttctcta aggagyagga gaagataata
tattggatrar actettgttt tggalagagy

Inversa de Exén 2

gagtgaggtt t¢ocacgyca gccacaccte
cagctgcaag tgctaaccat tggaaaggty
graatatttc actgccaatt gcaaatggac

ctttcactct ratgcttgct totaatcttg

Inversa de Exén 3

tgraatggce aataagaaga caatagtace

tccagoca

Inversa de Exén 4

ttgaatotdt ttgottagaa actggaaacy
cacattcooo trccactaca actccatcaa
gaatgctatt calcirgact tcatcaacat

crgttggang gacratattg accagtgatg

34

L 59

60
120
180
240
300
303

60
98

€0
120
180
240
256



<21l
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

142
ADN
Secuencia Artificial

Secuencia Ccmplementaria Inversa de

31

tagcctggtg tataatattt agcacacttg

ttctgagcat cttcgacagg ctptoccatc

gtagrctraa cactgatata gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400

32

328

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia Complementaria

32

cagtaaagca gtgtattgag actaaaacca

aatictoctt tagtratagt coctgttitg

gtctcaaggt acrtctgctce ttiaaacaga

€3aCacatgg caactggigt agatagaacy

accaaageeca agepatacca ttcatttcga

gccaaagaag ctggtatage cacaattg

<210>
<Z211>
212>
<213

«220>
<223»

<400>

33

203

ADN

Secuencia Artificial

tcgatgtatc

ctagccaccy

Inversa de

tcaatcagag
tcaaaageca
agaccggace
agtgcacacy

ftgtgaactc

Secuencia Complementaria Inversa de

33

ctgtggtaca tccagotctt gaagaaattt

caatlcttee aaatatcoct tcaccaggaa

ttggctcaac ggaatttgat tgtgcatagt

acttgctcte aatgettgaa acc

<210
<21)>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34
8%

Secuencia Artificial

Secuencia Complementaria

34

ctgatcoctge acatgQrtgg cagctgcata

acCcatctygre ttcagrtore tcattgettc

actgaaaatt ccagctggag atygatcccaa

teetattece
aattttgaaa

ccaccagage

Inversa de

acgatcacca
trtracadca

aaatatgtat
35

Exén 5

tttgogtttt tgatttcttg

cacaatctte agccaaagcc

Exén 6

acttgaactc ggtcaccata
tgatttigat tttagctaga
ttgctacttt tgaaaglygcy
gacatgcact caccaalgtyg

ttaatgcagt aggaacaatt

Exén 7

gacatagatt t¢cattccat
ccgetcaact ctatcaggcet

ggttaccatc ggatgaccty

Exén 8

otaagcatrcg cggttitgat
attecgacaaa catcggaaay

ccaacagact ttectttgaa

gh

60
120
142

60
120
180
240
300
328

60
120
180
203

60
120
180



actatcaccc tctatttctg gta

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
«223>

<400> 35
ctgaattage

35
ADN

tttgtgaata
tygagcttga
gatcgygaty
atgatttaga
cttgagoaat
ttccacatga
aacararctag
tgttatttcc
tcgatgaaca
ggcactgatt
ccatcttcga
agtcetgggca
tagcagccoat
caatggagtc
atcttgyaac
tatcagagea
991.g999ag<«
ctcctegtag
ggacagcage
taacggetga
cagctttegy
cgagagctya
carcattaag
ttgttgectt
<210>
<211>

212>
<213>

36
333
ADN

1498

agttttgcat
acaagaattc
agrrgcagat
tgaaggatgq
cccagaaact
tttgtcggat
tttgttygctt
agagttagtt
acatgacttyt
gcattgagga
atttccacat
coagcageat
ctgattattt
cttegacygag
tgggcactyga
acacacctoq
acacagctgga
atgeyaagga
aagtagcaty
ccaaaccaat-
tataatcata
tattcttcocg
cccagagatg
gccgiegect
grtccretgot

Secuencia Artificial

gatgglccag
rrgctattgg
tggcrttato
ctactattygt
gcagattgac
tgacaacatt
gzagtagcan
azagaatgac
gattctgaaa
cggggatgan
gactttgatt
tcaggacygyy
ccgoatgact
cagcattgag
ttatteccac
gacgagcatg
ggagcattee
gtagaagatec
ctottcaaza
ggatasccly
tcctcaacaa
atgtcatteg
cccattgaqa
atcatcgetp
aggaqrLctg

Secuencia Artificial

acatctttga
tgtccgagca
gagcacacas
cttttgagtce
accetggage
ttivatcact
aatgacattg
aattactctt
gtgcagattq
aatgaaaacc
ctgaaactge
gatgagaatqg
ttgattdtga
gacggegatg
atgactttga
attgacttgt
ccgacttyca
tccaatatly
tcactageaa
ctattgccaa
tcticcttey
tcattagtat
tgccaatote
ttgoagotedC
crtgaaartc

36

Secuencia Complementaria Inversa de Exén 9

agagcataat
ctttgtattt
cttagacatg
tgaacactta

agacttcttg

gaagtcagay
tggagcagac
gtgaatggag
geetgettta
actatttcca
agattggcac
22aaccacta
aactgceagat
agaateaaaa
Lcccgaggag
acatttcert
acatgaaoct
tlhtcccatot
geatgtceca
tgcaactaty
aactcttcta
ageatogect
agergroct
cttetgaaaa

atccaaaget

tcagagttog
ccacatgtcc
catgrrtgar
ctatttceac
gtagagcacg
cacttggtac
atcttggaag
tctoagcaat
gcagecatct
acggagretg
gctttageag
TLTLCAacqy
tggcatgett
ccactatttt
acaggttnac
tgtpactcaa
rtgrertnt
ctgcatgtoc
gtatctgega
gecagectttg
gcaagacqtyg
grttctttag
aatgcaggag
ccctrgatoa

ccacctas

203

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1498

LTS



<220>

<223» Secuencia Complementaria Inversa de Exén 10

<400> 36
ctgaacttgc

cagtttctga
sactgtcata
gaagatcatyg
gertticcee
cctggeactt
<210
<211>
“«212»

213>
<22{r

«223>

<400> 37
tgcrergtec

37
774
ADN

atatgracac
ttgctccaad
cgatgtgtet
gatggttgtc
goettoctygca
gettogctay
gatctittgg
aatgagcagr
aaaaacaaca
grrccLrgue
Carccaagar
aaccatggat
<210>
v
«213>

<220>
<223>

<400> 38
atttotagtg

38
260
ADN

tgtcageott
agrrecacea

tterccactt

agtttggcat
tacatcagtt
tgccrentet
actrgattce
actgagtoga
ctratttcty

aaattagcag
ttcggatge
grggttcetc
cttctccaac
ccgtaagata
gccagaacoa
tteticatca
ttcatgtttg
trettgaatt
atcatctgee
cgaacageca
trtetgetec

gcttagagay

ccageeeaga
ttctcgraca
gerrtaacag

reagetaaaa

gtttgattgg
ttattgectt
aaattrtgrat
Tratcrirte
ttagtaagtg
catgaccttg

Secuencia Artificial

ctcaacttct
atctactcta
trggcacaac
agcgaacaaa
Ttgatsgiiyg
acgtegtqac
qttggeqtrg
cagcrgctgy
tcactttttg
gcacaactgt
tgaccgacaq
aggttgtrct
teccaggatct

Secuancia Artificial

ccottgaate
cgtcacatte
caagaatgct

crgetortaq

tgctgtcaca

gaaccgaata

gatcatattc

goactaaate
gtgaatgaaa

aac

tgaagataaa
tyacaatttc
attcttttct
ccttacgace
atcgaacgqt
atggtttgta
trrtagagty
agatgaccat
atacgtogtc
catargectt
catgaggtga
cctecgtggag
tatcattce

atgagcagtt
acaacattct
ctcgtcagag
caageritic

actgtrctog

Secuencia Complementaria Inversa de Exén 11

ataggtagga
taataaacct
gazgctgtca
actgcagtct
tggaccacat
ttogoageat
aagtccacag
gctctgcttt
aatgecatgo
tretggatgt
ttttatacct
tggattatca

acatatcatc

tcctggattc
tgtaaggcac
cagccatgac
tgctecgana

gtrgcagage

agtttaczac
cetecgaaac
cagcratccac
aggtaatgat
tctgeageat
cttctaacca
tgatttacct
gtgctgtcac
acttgaactg
gaqtgatcgt
tctccaacaa
tgcgaargac
gatc

Construzcidn de Transgen de Secuencia Codificante

tatttgctta gaaactggaa acgactcgee

CCCTTCCAtt acaactocat caatagirat

attcaacttg acttcatcaa catttacpac

agggactata ttgaccagty atgacatage

37

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
6560
720
774

60
120
180
240

1XG



agcagtagcc tacataacca

<210> 39
«<211> 96
<212»> ADN
<213>
<220
223>

<400> 39

Secuencia Artificial

Construceidn de Transgen de Secuencia Separadcora

agcetgaaga attgagcasa taacattaac adacaatact tyaagtttca gcactaaata

aatgaagcat gaaggaatac tacactacca tttaga

<210>
211>
<212
213>

<220>
<223

<400>

40
260
ADN

40

Secuencia Artificial

tgottatgta ggcractget gctatgtcatr

tttrtagctga aagrtggagaa gtcataaato

Ctgttaaagc tggrgaaact atacctattg

tggacgagaa aacactgaca ggcgagtegt

tctggactgg

<210>
<21l>
<212>»
223>

<220>
<223>

T <400> 41
atttgtagtg

tgtcagtgtt

agtrtcacca

41
616
ADN

ttctecactt
agcagtagce
tgaagtttca
tatgraggct
agctgaaaotr
taaagcergor
cgagaaaaca

ggcrggcact;

cactacaaat

Secuencia ARNi

cecageeeaga
ttctcgteca
gcttiaacag
tcagctaaaa
tacataacca
gcactaaata
actgctgcta
ggagaagtcg
gaaactatac
ctgacaggcg

acaaat

Secuencia Artificial

ccgttgaate
cgtcacattc
caatjaatgel
ctygctgttqgy
agcctgaaga
aatgaagcal
tgtcatcact
taaatgtiga
ctattgatqg
agtegtttec

cactggtcaa
ttgatgaagt
atggagttgt
ttccagttee

tarttgctta
cccttecatt
attcaactty
agggactata
attgagcaaa
gaaggaatac
ggtcaatata
tgaagrcaaq
agttgtaatg
agtttctaag

38

tatagtccct
caagttgaat
3atqgaagag

taagcaaata

gaaactggaa
acaactccat
acttcatcaa
troaccageg
taacattaac
tacactacca
nrcecrecaa
ttgaatagca
gaagggoaat
caaatagatt

Construvcién de Transgen de Samuencia Complementaria Tnwversa

¢caacageay
agcattcttg
gaatgtoacy

qattcaacaq

acgactcgee
caataggtat
catttacgac
atoacaragce
aaacaatact
tttagatggrt
cagcagtttt
ttcttgctgt
grgacgtgga
caacgQtetg

260

&0
26

60
120
180
240
260

60
120
180
240
300
360
420
480

GO0
616



<210> 42

<211> 192

<212> ADN

<2135 Secuencia Artificial

<220> .

<223> Construceidén de Transgen de Secuencia Codificante
<400> 42

tgagagcaag tcaggtcatc cgatggcage cgctctggtg gactatgcac aatcaaatic
cgttgagcca aagectgata gagttgagca gtttcaaasat tttcctagtg aaqagatatt
' tggaagaatt gatgyaalgg aaatctatgt cgggaatagg aaaatttctt caagagctgg

atgtaccaca gg

<210> 43

<211> 138

<212» ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccién de Transgen de Secuencia Separadera
<400> 43

taaatggttg aatcatttct tatgcrcata grtagagataa aacatcagag ttataattar
zagtatatga tttctecagt taattttgct grtagatttt ctttgacctg trtagcacta
atgcqggrgga tgrirgaa '

<210> 44

<211l> 196

<212> ADN

<213> Ssecuencia Artificial

220>

<223 Construocidn de Transgen de Secwencia Complementaria Inversa
<4(0> 44

cctytggtac atccapcrct tgaagaaatt ttectattcc cgacatagat ttocaticca
fcaattcttc caaatatccc ttcaccapga aaattttgaa actgctcaac tctatcaqgc
tttggctcaa <goaarttga ttgtocatag tccaccagag cygcrgecat cggatgacct
gacttgctct aatge

<211 |

<212> R%ﬁ

«213> Secuencia Artificial
<220>

<223» Secuencia ARNi

<400> 45

tgagagcaag tcaggtcate Cgatgygcagc cgctotggtg gactatgcac aatcaaattc
cotrgagcca aagecrgata gagttgagea gtttcaaaat tittdciggtg aagggatatt
tgoaagaatt gatggaatgg aaarciatot cgggaatagg asaatiicit caagageigy

aTgraccaca ggtaaatggt tgaatcattt citatgctca tagtagagat aaaacatcag
39

138

60
120
180
192

60
120
138

60
120
180
196

60
120
180
240



agrtataatt
rgrrtagcac
ttcctattee
aaattitgaa
tccaccagag
<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223

<400> 46
acgaaacaag

46

tatacatgtg
aacgaggttc
gctacacaga
ctaccaacag
cganggacgt
cgaaccgatc
ctagaaaacc
ttacrcgtea
ttittgtigt
caaggaacaq
gtaggttcta
tiggtaccta
aacgrcaaac
gactatgtag
gtatacggaa
gtactgaact
ggggrgactc
tgaagaataa
agaaacttct
ggctcgtgaa
gtgtgttgaa
aactcagact

gacctegtet

4392
ADN
Secuencia Artificial

ataagtatat gatttctcca gttaatitty

taatgcggtyg gatgtliigaa cctatggrac

cgacatagat ticcattcca tczattcttc

actygctcaac tctatcagyc trrggctcaa

cggctgccat cggatgacct gacttgotet

Tttaatcgtce
aagectaacy
cacaaaadsag
gaagagattg
ggcattctat
cggrertgec
aagaagtagr
aagtacaaac
aagaacttaa
tagtagacaa
gctigteggt
aaagacaagy
cgaatctctc
cgtacaaast
tcaaaataac
cagatttaaa
aagaaataga
acctaatcat
agacgtactyg
cgtactaagt
acataaaggt
tctgtacgta
tgtgaacgatr

gaagaaccat

ganttgaaga
tagatgagat
aaccgtgreg
tegettyitt
aactaccaac
LOCcagescly
caacctcate
gtcgacgacc
agtpaaaaac
cgrgttoaca
actggetgrc
ttc¢aacaaga
aagicciaga
aaccacgacs
ggaacttooc
catactagta
aaagccroat
tcaccactta
gaacttggac
ctcaaccaaa
gtacaggacc
caaactacta
Aaaggrytac

ctegtygeaaa

Secuencia de Complemento Inversa

acrrecrartt
actgttaaag
taagasaaga
giaatecton
tagctgceca
taccaaacat
anaatctcac
tctactggta
tatgcageay
grtatacggaa
gtactccact
0gagcaccec
atagtaaagy
gtgttactcg
tratrgttgt
cagqgagcag
ttagpttcaa
cttttgacaa
ttaatcgtca
cacttattgt
tcgaacttca
geectacact
taaatcrgnn

ctocttaaaa

40

ctattagatt
atccagetcet
£aaatatccc
cggaatttga

caatgc

Ttatccatect
actatrtgga
cttcgacagt
tgacgrtcaga
acctggtata
a3acgregta
ttcaggtyte
CHagacgaaa
ttacggtacc
aagacctaca
aaaatatgga
acctaatagt
cgracagtag
tcaaaggacce
aagaacattc
tcteateggt
aaagacyagy
gagceaacgt
aaacatacta
tcttaagaac
acqgtctaice
tcctaccaar
LcrrTgacgt
cagecraact

ttcrttgace
tgaagaaatt
ticaccagga

tgtgcatag

lLcazatgttg
agaggrrerg
atcgtaagtg
tccattacta
agacgtcgta
gaagattggr
actaaargga
£acgacagta
tgaacttgac
ctcactagca
aglggtigrt
acgcettactq
ctaggactia
taaggtcaaa
cgtgttgaca
actgeticta
ctttcgaaaa
crcaggaccy
cotggtetot
gataaccaca
gaAACACCET
gataacagaa
ctaacrgtrag

gttgtaaaaa

300

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

LA



acagtgactt
ctgtaacacc
atgagaacac
gtctaaccgg
cttttggtga
ctttgacgte
actcttactt
ctaagacttt
gccgetactc
ctgaaactag
actyaacatg
cltgaacgttg
ttgtaaaaaa
gatcgttegt
aacggttacg
aggaagetig
aatcatattg
grtacagtcy
ctcgaaggaa
ctttaagtag
grggtcattc
gtagnttaagc
acataggttq
gtogagaact
tatagaggaag
ttaaactaac
acgaactttg
gccagtggta
aaaatcgatc
aactticacy
agtggttaca
atcctrgtea
tgaacagcta
gataggatcq

aatctaaaca

cagcecicgtg
tcgtetgtag
ttacctcaga
acgaaatcat
taaaaagttyg
taaccqtycy
ttggtgataa
gacgtctaac
ttacttttgy
gactectety
taaagaaaac
tacttcgaaa
gugtacagac
acaggotcat
ttgataccgt
agaagatcat
taccgoacaa
acaacgatta
gacttttggy
gtttcgagyt
gtagcgeeaa
tgttrgtage

tctgaaagga

totttaaaan o

tggtcerttt
acgtatcagg
ggtcatttcg
tttaagagga
tcagagttec
cgttgtgtrac
ctggtticgg
acggtttctt
catagaaacc
atggcatatt

tcacggtcgy

aaccatgaay
aaccttcttg
ctcgttaaca
cgatagaagco
cctcagacee
aaatcgteag
aagttacctc
cgtacoaaat
tgataaaagt
tccaactgta
ackgagttat

cagaaacace

cggaaacatt
tctgeacgte
agaaatecoct
carcctegta
aactactaac
goattgacta
aactatqggt
ctttetgact

aactttgata

tagtctegece
tcacataact
aatcaatatc
atgagacgaq
cgttgaccac
ttcogctataq
cgactatatc
caaaaactaa
agaagtcagt

gtctggcaac

gtgtactaaa
tatgatcict
ataaaggotgt
tactrgtegt
gtgactaata
tagaagctgce

agacccgtaa

agtctegrte
accctegtac

gageatctte

: gtcgregaat

gctgactata
gaaagceata
crtcgactagy
gtaatitccag
aacggaacag
goacatatac
agacyaagtc
tttaaggtecg
qtgggagata

- gtatctaaag

cgQagttgaga
gacagtagce
ctoattttgg
agggacaaaa
gaaatttgtc
atctatcttg
taagtaaagc
ggtgttaacg
agaacaagac
ttcggcatca

rta0agaaac
41

caacgaactt
caatcaattt
actgaaacta
aactcetgoo
aaggtgtact
tcgtcgtaag
ctaataaagg
ageotgetegt
ccgtgactaa
tatggagest
tgtegaccece
gcttectcat
atcgtacgac
ttyggttacct
ttagtataaq
agaaggctac
tctetacyoy
cagcqgatag
gagaccatce
caaccgtcga
aagagagtaa
acctctacta
aagaccatga
gtaaggtagt
tagtrcgaaa
tactggacty
tagttagtct
cagttttcgg
ttctggccty
ttcacygtygtg
taacacttga
accacatatte
tcqtagaagc
gaattgtaac

gaatcttiga

catacgtotta
ctractgtta
agacrttcac
cctacterta
gaaactaaga
tcctgeeect
cgtgctgaaa
cgtaacfcct
taaaggtgta
getegtacta
tcgtaaaagqg
cttrotagaog
aagttttagt
attggacgat
agttgttaga
agtaaacagt
taactctacqg
tagcgacaac
tcaagacgaa
cgtattgtta
coaagaaaat
gggttrttat
caccatqtag
taagaaqgtt
ccgagtrtgcece
aacgagagtt
ctgaacttga
tactasaact
caacgacgaa
cctgtacgtyg
gaattacgtc
ataaatcgtg
tgttigacac
tatatcagta

cctttgctga

2190



gcggacagte
catatcaaag
gctgaagagy
atcgtcgecea
tctgttatca
Trigttctta
aacctectta
tgaagtrett
agaaaaccat
tacgaaattg
aacaacacto
gatcttgety
agaaacaaag
ttctattatc
cctttctcca
<210>
«211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400> 47
acgacggccea

47

tgctcgageg
aagaagagaa
Tttgatgttt
aatcttgaag
catgattete
gaagcaagta
gcaattggca
caatggttag
gctgccgtge
tcaattgrre
gaatggctag
atagtcccte

aagttgaata

acaaaagagc
tgytcgaaagy
cgaaaqtcga
tcggaacact
tggtcgaagg
caactacagpt
gggttgacgt
actcteaggt
caalaaagaga
rtaaacaacy
traatnacty
aagacttcat
taagtaaaaa
ractrttice

ct

4011
ADN
Secuencia Artificial

gtgaattgta
gecaccagtg
tgatggaaay
tgggaattig
gagttaaaga
tccrcattte
taagagtgaa
gtgnaatatt
cacttgcage
gaaacctrcac
tacacgatta
agtcaaggyc
caacagragt

geattcrige

aggtacagtg
tgtcgttctt
ttttgacgac
gaacgogaac
gttaftagca
tctcacteca
tgrcgacogre
tcgtrtataag
ggaaagrtgan
ceectttact
tggagaaatt
gtcgtttaag
agtgaaaggt

ttaaagatca

atacgactca
tgatggatat
tgagaaaatg
ctgtaztteca
agtttcagta
tcageaacaa
aggagagaaa
gcttggactce
tgttgcagtt
tcttgacatc
ttgggaagct
aagtcacaag
tttagctoaa

tgttazagst

taaggggaag
acgataagty
aaccreoctg
tpagatoggt
cattttgtta
aagcgtgcecy
cacgattggt
grgacggria
aatacgaacg
cttctettag
guggaagttc
agttetgtag
ggtaaaaaga

agaccttata

Secuencia de Codificante

ctatagggeq
¢tgcagaatt
aatgacacaa
gaagttgltc
attgtcacaa
attgttaaag
aaftaccaaa
teatttttga
ggaaticcte
aacartety
gatactatty
goractgetyg
agragagaag
ggtgaaacta

42

gtgatgttga
gaactgaagt
atataactgg
aagacyttac
actaggtcgg
tcggtgtoga
aacctttcca
acgtttacct
aagattagaa
tacttattat
taagaactct
trttatcpay
ggaagagatt

faacctatat

aattgogecc
cgcecttgag
agaatctgao
trglttgaaaa
¢adagactgt
cattgaatca
agaaatggoce
agtactertt
caattatttt
trttaataoc
twtrcttatt
cratgrcatc
tcgtaaatat

tacctattga

ggtagttatc
agttataaat
tcactactgt
cgcttatect
tgacgataat
gatrtttatt
cgttttteea
gaaccggtaa
cgaactaaqgt
tacigtceaga
tgaaaaagtt
aacgagrtga
cctectocte

gaaaacaoad

rctagatgea
gaaacataga
caagagctat
aattctcaag
cattgttatt
agcaagatta
aagtceattt
tgcacetute
taggggtgtg
agtgacqggga
caccattgea
actggtcaat
tgatgaagtc
tggagttgta

)9

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
42860
4320
4380
4392

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



atggaaggay
aagcaaatag
aagactacgq
gclcagaaca
CcCagraarty
aatcgaaatg
ctigtgctat
cttetgttta
gacaaaacag
gataqtcttg
ratccgatag
gatagagttig
atggaaatct
gaaatagagyg
cccgetygaa
gagctgaage
aaccatgtgc
gaggacaagg
gacggectta
tctgggtcag
agaataccaa
attatatcag
grttggacty
ctacttctac
togeatgotc
ctgtgttyct
gtgtgtgttc
tgceccagact
tccaagatgt
accaagtgct
tgotctacca
ggagatagca
caaatatyca
acatgtggaa

aactctgaat

aatgtgacat
attcaacggt
ctttggctga
agaaatcaaa
tggetatate
agtagtatcg
ctacaccagt
aaggagcaga
ggactataac
gtctcaatac
£ageogCtct
agcagtttca
atgteaggaa
atgatagttt
trtteggtet
agatggatat
aggatcagrt
caacaatcat
atgatijctec
ctctegegaa
aagctgeacy
tcgttacaaa
ctgtecteqe
gagtaggcac
ccaaccacaa
ctgatattaa
caagatgcca
ccgttyaaaa
ctgctecaca
Tcaacttcay
agaagroige
agtgtrcaga
cgtetaaget
atatgaagtg

catgetcette

agattgtgcg
aacccaaaga
agcttetetg
cttggetttq
tgccatgtat
gtaccttgag
tagaggagaa
actgotttac
gattaactat
aaatitiect
taggaaaart
cCaaggaaag
ttecgatgtt
caaaaccgeq
aggtagagct
caaggytrtit
tgcattagea
agaaacaggc
tcttgctaga
ggecgecata
ggatactgng
acacagaCﬂt
agacaaagct
gtcacaaaag
acctgtctece
tagtggtitt
atgtcattet
tgacaaaaaa
tccaggatot
ctcgaaaygac
gtgtgctoca
cteggacace

aaagatgtece

acactgacag
actacaaatc
gtagctagga
tacattgaca
gcaatagttc
gtracgttag
tgtgcacttt
actcttgcta
tttatggtga
tgggtttcaa
gcacaatcaa
gutgaaggga
tcttcaagag
tctattggat
tgtcgaatty
atgcttactg
atggatgaat
€agaagQaag
acagotgaca
catgttatas
agagttcgaa
attgcattyg
acatgettgce
angaaadaat
tettgttgea
aaatgrtacga
tcgggatcaa
cattctcatc
gccacttcaa
tgttgcoaat
raatctrica
aatagtagcec
caaagciaat
aatagcaaga

ggrccageat
43

gcgagtegtt
taaatggcta
tggcgcagcet
agtgtgctaa
ctactgcatt
tgagtgcatg
Ctaaagcaqc
aaatcaaaat
ccgagttcaa
gtattgagag
attccgttoa
tatrtggaag
ctggatgtac
acataittitte
gtotaaaaga
gtgattgtta
ttcaagcgoga
ctccaacagce
ttggratcte
taatgacaaa
ggaagattgt
caatagcagq
tagtogatett
qttgtagatc
agltcggaaaa
gtcaatcaty
agtcatgtaq
ceegtectet
getecaaate
atgacaaaat
tttctaggtc
atccttcaca
ctgeoaacttce
attcttgtta

gcaaaactgc

tccagtetet
tatcagtgtt
tgtcgaagat
atattataca
aagagttecac
teegratgea
aacgtccagt
catggectttt
gtctctggtt
caagtcaggt
gccaaagect
aattrgatgga
tacagtacca
gggatcatct
agcaatgaga
tgcagetgec
actcttacca
gatgataggc
aatqggecatc
tgacatogaa
tgagaatatqg
ttatccattyg
gaacagcatg
tgctactect
gt

caca

2

ctcgtccgag
aaataatecag
agtatgtict
atgtguaagt
tcctcaaacg
taaatcatgt
tccogatcat
aagctocagd
ttcacatacc

taattcaggt

42



tcaaggttat gcggaaataa gaagtgccta gacIctgcaa

cttactaatc cactctgtga ¢daaaagctt ttggagaagg

aAaagataggg aatcaaatCa tgatcttagt catggtract

ctaaatttag acaaggcaca tgacagtigt gccttacaag

fjgcaataaaa ctgatgtatc ajaaactgga atccaggaag

AATCAAACAT gucaaactgc aatttcagga tcaatgacat

gactctotaa geatccatgy ttytcattca catgatagte

ttagagcaga aaagottgya tyttgetgga gaaggtataa

caagactgtt cooacaagga GCacastcac tcgcatccag

gCaacagacg attgrtgttt ttcagrtcaa gtecatgoca

gaaattcaag aaactgctca ttgtgacagc acaaaadlaga

tgcgaacatg aaccaaaaga tcaggtasat cactgtgpar

actgatgaag aactagccaa getggttaga agatgetgoa

gtecgetetg gotgcagnaa gcatgcrgca gaatgtggtc

aatatcttac gggacaacca tcatcatcat ctagactgea

ctgttygaga agagacacat tggtgaatac tgtaacaycy

aagaacaatc accrtggagc aagrtttgga ggaggtrtat

attccagead actoocgace gttactagtg gatccgagot

<210> 48

<21l> 4011

<212> ADN

¢213> Secuencia Artifieial

<220>
223>

<400> 48
gcttggtace gagctoggat cactagraa €ggecgocag

Secuencia de Complemente Inversa

gacaatttct gataaacctc ctccaaaact tgctccaagg

ttcrtttctg aagcttcac agcarccace aatgtgtcte

cttacgacca ctgcagtcta gatgatgatg atggttgtcc

togaacgglit ggaccacatt ctgcagearg crtoctgeag

tggtttgtat ttgcageatc ttctaaccag crrggctage

tttagagtga gatccacagt gatttacctyg atcititgot

gatgaccgtg ctcrgttttg tgctgtcaca atgageagtt

tacgtcgtca atgecatgga cttgaactga aaaacaacaa

atacgecttt tctgoatqcg agtgatigig

atgaggtgat tttatacctt ctocagcaac atccaagett

44

acgagaacaqg
aaagcttgga
ctgacgagga
aatgttgtta
ctgcteattg
goggaaataa
cactccacaa
aatcacctca
aaaagg-gta
ttgacgacgt
gcacggtcat
ctcactctaa
aatacaaacc
caaccgtteg
grogteqtaa
tCagaaazga
cagaaattgt

cggtaccaag

tgtgctggaa
toattgrtct
ttctccaaca
cgtaagatat
ccagagegoa
tcttcatcag
tcatgttcgc
tcttgaattt

tcgtctgtg

ctectigtece gaacagcctt

trcrgeteca

ttttcattca
tttageccga
acatgatcat
ttctgttzaa
tgacaacatc
taagagtctg
gaagaacaac
tgctgtcgot
tgacagttyt
atcaagaagr
ccccageage
aagrattcea
atgccacgat
atcaaccatc
garriorteg
atgrtatacc
caaaqngcga

C

trcgoecttt
tggcacaaca
gzoaacaaac
tgatggttyga
catcgtggca
ttggaatact
agctgctgyy
cacttcttga
cacaactgtc
naccgacagc

agrrgetcec

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4011

60
120
180

300
360
420
480
540
600
660

293



cttgtggagt
attatttccg
acaatgagca
ataacaacat
ttectegica
atccaagett
acrgrrercg
agcagtrttig
ataacaajgaa
tgaagttgca
atgtgaagga
agacccagaa
aattttgteca
tgatttgaag
tagagaacag
tccacatyac
gcatgattga
attttccgac
agatctacaa
caagatcact
acctgotatt
aacaatcttc
atttgtcatt
tgagatgecea
cgctgrtgga
ttecgetiga
ataacaatca
ttcttttaca
caaaaatatg
agtacatcca
tcttccaaat
ctcaacggaa
gctcrtcaarad
cttgaacteg

gattttogatt

ggactatcat
catgtcattq
gcttectaga
tcttgtaagg
gagtaaccat
tccttoteca
tttacagagt
catgctggac
ttottgotat
gattagcttt
tggctactat
actgragatt
tattggcaac
cttgaagtgg
ggatganaat
tttgatcécg
ctcgtacatt
ttgcaacaay
cattttttee
agcaagcatg
gccaatgcaa
cticgaactc
agtataacat
atgtcageta
grtrecttct
aattcatcca
ccagraagca
ccaattcgac
tatceaacag
gctettgaayg
atccottcac
ttrgattytg
cttgaaacec
gtcaccataa

ttagcaagag

gtgaatgaca
atccotgaaat
ttcoagttte
cacaactgtc
gactaagatc
aaagectttte
ctaggeactt
cagacatctt
tggtyrccya
gtagagcaca
tgtctttega
gacatcctgg
attttttgtc
cagaatgaca
gaalaccact
aggagacang
tcrtttgtga
aagetttgte
catgtctytg
tccecagtatc
ctatggcggc
ttctageaagy
ggcotgrtte
ttygctaatge
gaaaaccott
tagcteccace
tcgcggrttt
aaacatcgga
acttteccttg
aaattttcce

caggaaaatt
catagtcaac
agtaaagcag
attctcciot

tctcaaggta

accatggatg
rgcagtitgy
tgatacatca
atgtoccttig
atgatttgat
ctcacagagt
cttatttccy
tgaagagcat
gcacttcata
caacttagac
gtctgaacac
agcagacttc
actgaaquty
ttgtygagca
attttcaacqg
titggcatctt
ctcaatatca
tttgtgortyg
tgtycctact
cgcgaggaca
ctttgtaacg
acgtgcaget
tttcgogaga
aggagecatca
gatgattatt
taactgatcce
gatacccatc
aagaccgaaa
gaaactatca
attcccgaca
ttgaaactgce
cagagcyget
tgtattgaga
agrtatagtc

ctcrgetcct
45

cttagagagt
catgtttgét
gttttattge
tctaaattta
tcoctatett
ggattagraa
cataacctty
gattcagagt
tttccacatg
gtocatattet
ttgctatcte
tiggtaganc
gaqcacttgg
gacatcttgyg
Qagtctggac
ggaacacaca
gagcaacaca
goageatgeg
cgtagaagta
gcagscoaad
actgatataa
tttgotattc
gctoacccayg
ttaagaccat
gecttgtect
tgcacatagt
tgcttcaget
attccagegy
ccctetattt
tagatttcca
tcaactctat
accatcggat
Ccaagaccat
cctgtrtttot

ttaaacagaa

ccagactott
tgatgctgto
cttgaacaga
gatgatcatg
ttcgggctaa
gtgaatgaaa
aacctgaatt
tggtatgtoa
tcoctggaget
gatgatcggg
cacatgattt
acgtttgaqq
tacttcraca
aagaacatac
actgattatt
cctcggacaa
gctgeaggage
aaggagtagc
gcatgcrgtt
ccaatggata
tcatattctc
ttocgatgte
agatgcecat
cgoctatcat
ctggtaagaqg
tggcagctgc
ctotcattac
gagatgatcc
ctggtactyt
ttccatcaat
caggctttog
gacetgactt
caaccaqaga
caaaagccat

gaccggacqt

[



tgctgcttta
acatgcactc
taatgcagta
tttagcacac
aagctgcygec
atagccattt
aaacgactcg
atcaataggt
aacatttacg
tgatgacata
gaataagaag
tgotattaaa
aaaaataatt
aaaaaagtac
tggecattic
ttgattcaat
gacagtcitt
ttrttcaaca
gctcagatic
ccteaaggoc
agggececaar
<210> 49
<211>
<212>
<213>

<400> 49

PRT

5ly Glu Leu Gly Pro Leu Asp
1 5

Gly Tyr

val

>
(4]

=]
<
0}
—

Phe !
50

Ile

1325

Leu

Glu Ser
35

Leu

gaaagtygcac
accaacgtga
ggaactattg
ttgtcaatgt
atcctageca
agatttgtag
cctgtcagta
atagtttcac
acttctccac
gcagragtag
acaatagtat
acaagaatgt
ggaggaaktcec
ttcaaaaaty
ttttggtagt
gctttaacaa
gttgtgacaa
agaacaactt
tttgtgtcat
gaattctgca

tcaccctata

Gln Asn Sar Pro

20

Glu Lys Mzt Asn

Leu Gly Ile Cys Cys

Lys Asn Leu Glu
70

aacacatgqc
ccaaagccaa
ccaaagaagc
atctttgggt
ccgcacaatc
tgccageeca
trttctegte
cagctttaac
tttcagctaa
scttgtoact
cagcttocca
tgatgtcaay
caactgcaac
agagtccaag
ttttetetee
tttgttgcta
ttactyaaac
ctgaagtaca
teattrtcte
gatatccate

gtgagtcgta

MNicotiana tabacum

aactggtgta
gcgataccac
rgatatagcec
trttgatttc
ttcagccaaa
gaccgtigaa
cacgtcacat
agcaagaatg
aactgectott
tacecttgac
ataatcgtgt
agtgagattt
agrtgeoaagt
caatattcea
tttcactett
ajaaatyagg
ctctttaacc
gcaaattccc
actttceace
acactagcgo

ttacaattca

Ser ser

10

Ala Cys

Leu Arg

Ly3s His
25 '

Asp Thr

Thr
55

a1y val Lys Glu
75

46

gatagcacaa
tcatttcgat
acaattactg
ttgttctgag
gccgtagtet
tcrattrget
toccctteca
ctattcaact
ggagggacta
tctagecatt
aaaacaatty
cQracggcag
gctaaccatt
ctygccaatty
atacttgott
agagaatcat
ccttcaagat
aaaacatcaa
attotottct
cogctcgaan

ctggecgtay

Gly Arg GIn

Arg Lys Lys

30

ser
45

Lys
val

Leu

val

gtucacacgg

tgtgaactct

gtgtataata

catcttcgac
taacactgat
tagaaactygg
ttacaactce
tgacttcatc
tattgaccag
ctgcaatggt
atcccgteac
ccacacecet
ggaaaggtqc
raaatggact
ctaatcttgc
gaataacaat
tcttgagaat
aatagctett
ttetatgtit
atgcatctag

t

Asp

=Y
Wi
1]

Arg Met
ser Tyr
Glu

val

val
80

Ile

2840
3900
3960

4011



Thr

GIn

Arg

Ala

Phe

145

Pro

Asp

His

Lys

TYyr

305

Arg

GIn

Thr Lys
Gln Ile
val Lys

115

Ile Gly

130

Ala Pro

Prao Ile

Ile asn

ASp Tyr

Trp Leu

Leu val

val val

s Ala Gly

Asp val
275

Gln Ile !

290

Met Ala

arg Tyr

Thr

val
100

Ile

Ile

180

Trp

Glu

Asn

Glu
260

Ile

340

val
&S

Lys

Glu

fhe

165

Leu

Glu

Ser

Ile

Ala

Ile

Trp

150

Arg

val

ala

arg

val
230

Lys

* Thr

Thr
310

val

0 Lys

val

Leu

AsSn

Leu

135

ey

Gly

Leu

Asp

Ala

215

Pro

Glu

Pro

Thr

val

295

Thr

alu

Cys

Tyr

120

Leu

Ala

val

Ile

Pro

val

Leu
280

Trp

Ala

asp

Ala

His

Gln
105

GlIn

Gly

" His

Thr

Lys

[
T U
TS

Thr

Ala

Leu

Asp
90

Ala

Ala

a Ala

170

val

val

Lys

Ala

Ty "

47

Ala
155

val

Thr

Ala

ro<

w e
(¥, g

y val

Glu

Thr

Glu

315

asn

Tyr

Leu

Leu

Trp

rhe

140

val

Arg .

[}
—
-

Leu

Thr
220

wmn
1

val

Thr

300

ASp

Lys

Thr

Leu

Glu

Pro

125

Leu

ala

© Ser

Pha
205

Ala

Ala

- Ile

Mat
Phe

285

asn

Lys

Pro

Lys

val

Ile
190

Thr

Ala

Glu &

Ala

7,
U
3

ala
350

2 ser

95

Ser

" Pro P

Tyr' &

Gly

Thr
175

val

Ile

Met

Ala

25

Gly

o val

Lys
335

Ile

Ala

Glu

Ala
320

Thr

val



Ala

Leu

Thr

Phe

val

Glu

Leu

545

Ile

Thr

Ile
Ar

37

Pro

Gly

Ile

Gly

Gly

Ala

p Gln

Cys

" LYS

Thr

Thr
435

Gly

ASN
515

Glu

L2u
595

Lys

Ala

val

Glu

500

Arg

Gly

Ser

L Leu

580

Trp

Leu

ala

405

Ala

Gly

Leu

Asp

Pro

Glu

565

Thr

F Gy

a Thr

Let

Tyr

val

390

Thr

Pro
70

Pro

11

[}
D
=

Ala
550

Ala

Gly .

Ala

Ile

Ala

ser

Phe

Thr

455

Mt

Lys

Phe

s Ser

Phe
535
Gly

Met

Met

Ile
360

Gly

Lys

Met
440

Pro .

Gly &

Sar
520

Gln

aryg

Cys

Asp

A0

Ly's

val

Ala

Thr

Arg
Gly
phea
Glu
Tyr
585

Glu

Gly

Pro

Leu

410

Met

Thr

Tyr

ala

» Arg

490

Ile

Ala

LYyS

Gly

Leu

570

Ala

Phe

48

Thr
val

val
3(’5

Ala
S5lu
Trp
Leu
4.75

val

e
N
¥y =t

Ala

GIn

GIn

Ala

Thr
380

Ala

2 Lys

Fhe

Phe

val
460

3 Gln

ala

Ala

620

Leu
365
Leu
Met

Gly

ASp

Met

Thr

525

Asp

Met

Glu
605

Glu

Arg

val

)
~
[

Ala

cer

Tyr

Phe

Glu

510

Thr

Tyr

val

Gly

His
590

val

Ser

(]
bt
vi

Glu
415

Thr

Ala

GlIn

495

Ile

val

Ile

cys

Ile

575

val

Leu

Pro

His

Ala

Ala

400

Tyr

Tyr

Pro

Phe

Arg

560

Lys

GIn

Pro

Thr

il



Leu

ser

Gly

Ala

Met

Ile

Leu

His

His

Cy's

val

5 ASp

Gly

His

a3
~4
(W [

* Pro

val

Gly

Ser

His

o Gln

835

Cys

GlIn

val
660

Leu

val

Ly5

AsSp

Ile

ala

val

val

Leu .

725

Lys

Lys

AEN

oG A
o0 v
(Vo |

ser

Leu

A l.g

Thr

Trp

710

cys

Ala S

Fro

Fha

Ser

870

Lys

His

Gly

Met

Arg

e
1O
AL

Ala

Glu

775

val

ASN

Arg

Ala

20U
L
]

Thr

Pro

Asn

Thr
val

680

Ala

Met

Arg

Pro

GlIn

Pro

Thr

840

Asp

LyS

Cys

2l
I
-

2 ser

P
i
NS

arg

Ala

v val

Leu

GIn

Arg C

Cy's

Lys

Lys

Gly

His

Ala P

Gly

€50

ASp

Ary

Ile

Leu

Ley

730

Ala

Ly's

Lys

Pro
810

val

Ser

ASp
Ra0

Pro
49

Ile

Lys

val

Ala .

715

Lys C

aln
795

Asp

Cys

~ ala

875

asp

ala

~ Ala

Gly

Ile

£la

700

arg

Fro

Arg

val
685

n Thr

val

Asn
765

Thr

0 Val

Pra

“ Lys

His

val

" Ser

Ser
845

Gln

Gly

ala

Ala

Ile

670

Glu

ala

His
750

Ala

Ser

Glu .

LyS
830

Tyr A

)
s
W

ser

Ile

Thr

y Thr

Thr
735
Ala

Fro

GIn

Gly

Asp
895

cys

Ala

640

Glu

Lys

Maet

Ala

Fro

LysS

0D
=

w0
(=]

Thr

LGN



900 ans 910
ser Lys Leu Cys Ala Pro GIn Ser 31n Ser ala Thr Ser Ser Ser Arg
915 920 925
Thr Cys Gly Asn Met Lys Cys Ser Asp Thr Asn Ser Lys Asn Ser Cys
930 935 940
Tyr Ser His Thr Asn Ser Glu Ser Cys Ser Ser Lys Met Ser Gly Pro
945 950 955 960
Ala Cys Lys Thr Ala asn Ser Gly Ser arg Leu Cys Gly Asn Lys Lys

965 970 975

Cys Leu Asp Ser Ala asn Glu Asn Ser Phe His Ser Leu Thr Asn Pro
980 985 990

Leu Cys Glu Glu Lys Leu teu Glu  Lys Glu Ser Leu Asp  Leu Ala Arg

995 1000 1005

Lys Asp Arg Glu er asn His Asp Leu Ser Wis Gly Tyr Ser Asp
1010 1015 ‘ 1020

Glu Glu His Asp His Leu Asn  Leu Asp Lys Ala His Asp Ser Cys
1025 1030 1035

Ala Leu  GIn Glu Cys Cys Tyr  Ser val GIn Gly Asn Lys Thr asp
1040 1045 1050

val ser Glu Thr Gly Ile GIn Glu Ala ala His ©ys  Asp Ser Il2
1055 1060 1065

Asn 6In Thr Cys Gln Thr Ala Ile Ser Gly Ser M2t Thr Cys Gly
1070 1075 1080

ASn Asn  Lys Ser Leu Asp Ser Leu Ser Ile His Gly Cys His Ser
1085 1090 1095

His Asp Ser Fro Leu His Lys Glu Ser Asn Leu Glu Gln Lys Ser
1100 1105 1110

Leu Asp val Ala Gly Glu Gly 1ITle Lys Ser Pro His  Ala val Gly
1115 1120 1125

GIn Gly Cys 5ar Asp Lys Glu His Asn His Ser His Pro Glu Lys

1130 1135 1140

Ala Tyr Asp Ser Cys Ala Thr Asp Asp Cys Cys Phe  Ser val Gln
1145 1150 1155

val His Gly Ile Asp Asp val Ser Arg Ser Glu Ile Gln Glu Thr
1160 1165 1170

50

O



Ala HiS Cys
1175

Cys Glu His
1190

ser LZS ser
1205

Arq Cys  Cys
o 1%20 ’

Arg Lys His
1%35

Asn Ile tLeu
1250

Arg Lys val
¢ 1265

Cys

AS
1250

Gly Ala Ser
1295

Ile Pro Ala
1310

Pro Ser
1325

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30
29
ADN

Asp

Gy

Itle

Lys

Ala

ArgQ

Cys

Phe

Phe

His

Pro

Pra

Tyr

Ala

ASp

Ser

Arg

Gly

Trp

Thr

LyS A

Lys

Glu

ASN

Leu

Lys

Gly

ArD

Lys
1180
A%
1195

Asp
1210

Pro
1225

Tio

Hi§
1255

Leu
1270

Glu
1285

Gt
1300

Pro
1315

Secuencia Artificial

cebador PCR PMG783F

30

Gln

Gln

Glu

Hi§

Glu

Cys

Leu

Leu

attctagact gctgetatgt catcactog

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
223>

<400>

Secuencia Artificial

cebador PCR. puG783R

51

ataagcttag cctpaagaat tgagcaaa

sSer

val

His

Pro

His

LysS

Cys

Ser

Leu

Thr

Asn

Leu

ASp

Thr

His

Arg

Ala

Glu

val

51

val

His

Ala

val

val

L.eu

His

A

|

p

Ite
1185

Cys
1500
Lys
1315
Ar
1230
Ar
1245

AS
12%0

Ile
1275

ASn
1290

val
1305

Pro
1320

Pro

Gly

Leu

ser

ser

Cys

Gly

Asn

Lys

ser

Ser

val

Gly

Thr

ser

Gly

His

Gly

ser

Ser

His

Arg

Cys

e

Gly

Cys

val

00

29

28



<210
<211>
<212>
<213»

<220>
<223

<400>

atgagctetg gitatgtagg ctactgetge €

<210>
<21l>
<212
<213>

<220>
<223

<400>

52
Secuencia Artificial

cebador BCR pMG 785F
52

53

28
ADN
Secuencia Artificial

cebador PCR PHG 736R
53 :

atactagtat ttgtagtgec ageecaga

<210>
<211>
<212>
<213

220>
<223

<400>

54

29
ADN

Secuencia Artificial

cebader PCP. PMG754F
54

attctagatg agagcaagtc aggtcatcc

<210>
<211
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

55

28

ADN

Secuencia Artificial

cekador PCR PMG754R
55

araagerrtt cdaacatcca ccgcatta

<210
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223~

<400

56

29

ADN

Secuencia Artificial

cebador PCR PMGTS7TF
56

atgagctcge attgagagca agtcaggtc

<210>
<211>
<212
<213>

<220>

223>

57

29

ADN

Secuencia Artificial

cebador PCER. PMG757R

52

31

28

29

28
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pages 1327-13350, XPO02495497

ISSN: 1040-4651

page 1337, right-hand column - page 1338,
Teft-hand calumn

X DATABASE EMBL [Online]

21 June 2005 (2005-06-21), "Chloroplast
transformation vector pRvdBl, complete
sequence."

XP002522570

retrieved from EBI accession no.
EMBL:DQ073476

Database accession no. DAND73476

the whole document

Y BOVET LUCIEN ET AL: "Cadmium partitioning
and gene expression studies in Nicotiana
tabacum and Nicotiana rustica"”

FHYSIOLOGIA PLANTARUM,

vol. 128, no. 3, Nevember 2006 (2006-11),
pages 466-475, XPOQ2LL2437

ISSN: 0031-9317

figure 6

Y VERRET F ET AL: "Overerpression of AtHMA4
enhances root-to-shoot transiocation of
zinc and cadmium and plant metal
tolerance”

FEBS LETTERS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL,
vol. 576, no. 3,

22 Octoker 2004 (2004-10-2Z), pages
306-312, XPO0460E705

ISSN: 0014-5793

page 311

A VICTOR KORENKQOV ET AL: "Enhancing
tonaplast Cd/H antiport activity increases
Cd, Zn, and Mn telerance, and impacts
root/shoot Cd partitioning in Nicotiana
tabacum L"

PLANTA ; AN INTERNATIONAL JOURNAL OF PLANT
BIOLOGY, SPRINGER, BERLIN, DE,

vol. 226, no. 6,

18 July 2007 (2007-07-18), pages
1379-1387, XFO195G5E29

ISSN: 1432-2048

page 1385, right-hand column - page 1386,
left-hand column

-f—

1-1,17,

18

1-18

Form PFCTAS//210 (cantiwailon of sscond she 3t) (April 2008)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

205

International appilsation Ne

PCT/EP2005/010546

C(Conttnuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory*

GCitallon of docurient, with Indicailon, whars appropriats, of the relevent passages

Pelevant to claim No.

A

WO 02/021707 A (PO3CO [ERT; POHANG
UNIVERSITY OF SCIENCE & [NR]; LEE
YOUNGSOOK [KR1; Y)
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the whole document
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the whole document

LEE JOOHYUN ET AL: "Functimnal expression
of @ hacterial heavy metal transporter in
Arabidopsis enhances resistance to and
decreases uptake of heavy matals.”

PLANT PHYSIOLOGY (ROCKVILLE),
vol. 133, no. 2, October 2003 (2003-10),
pages BEI-596, XF002522331

SEN: 0032--0829
the whols document

SONG W-Y ET AL: “Engingering talerance
and accumulation of lead and cadmium in
transgenic plants"®

NATURE RIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING
GROUF, NEW YORK, NY, US,
vol. 21, no. 8,

1 Auguzt 2003 (2002-02-01), pages 914-919,
XP002287817

ISSN: 1087-0156
the whole document
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1-18

1-18
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

Industia v Comeri DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
ndustria y Cometcio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENGION PCT

(21) N° de solicitud: (51) Int CI: C12N 015/082
22) Fecha de solicitud: (7T1)Solicitant=(s) ~ PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A.
(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
/996,982 131212007 US
(72) Inventor(es)  ALEC HAYES
Y OTROS

(74) Apoderade: - LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(£5) Fecha limits inicio fase nacioanal: — 12/07/2010 (A7) Publicacian infermacional
(86) Datos relativos a la pressntacién de la solicitud PCT Fecha: 13/06/2009

Fecha de presentacion da la solicitud: — T1AZ/2008
Na. de solicitud PCT/EPZ2005/010543

N° publicacian: WO 2009/074325 A1

(54) Titulo: ~ PLANTAS TRANSGENICAS MODIFICADAS PARA REDUCIR EL TRANSPORTE DE CADMIO, PRODUCTOS

DERIVADOS, Y METODOS RELACIONADOS

Reivindicacién(es):

1. L polinucledtido aislado selzccionada del grupo que
consists de:

un polinucledtido que comprends o consiste de una secuencia
que tiens por 1o menos 70% dé idsnlidad de secusncia para la
SEQID NOA, y que codifica un trangportador NIHMA que
tiene actividad ATPasa tips P1 B;

un polinuclzdtido que comprende o consiste de una secuencia
que tisne par lo manoes 70% ds identidad de secuendia para la
SEQUD N 3;

un polinucledlido que compranda o consisle de una 3scuencia
que tiene por lo menos 70% de identidad de secvencia para la
SEQID N 47,

un polinucledfido que comiprends o consisle s una secuendia
que codifica un polipeplido que tene par lo menos 70% de
idantid=d de secusncia para la SEQ 1D NOXZ, en donde el

ATPazalipe P1B;y

un palinucksoiido que comprendes o consizle de una secusncia
que eodifica un polipéptido que lizne por lo menas 70% de
identidacl de sacuancia para la SEQ D NO: 49, en donde el
polipéplids ez un franzportador NHMA que lisne aclividad
ATFasa tipo P1E.

2 Un o veclor de eypresion  gque  comprends el
palinucledtido aislado de la reivindicacion 1.

k3 Una planta transgénica hecha mediante un proceso
que comprends introducir &l polinucledtids aislado de la
reivindicacion 1 a &l veciar de expiesion de la raivindicacion 2,

4 Una astirpe celular hecha mediants un proceso que
corprende  introducir &l polinucledlide  aislado  de  1a
reivindicacidn 1 o el vector de expregidn de la reivindicacion 2.

b, Un produsto de labaco cansumible que incorpora hojas
tozechadas de |a planta iransgénica ds 1a reivindicacion 3.

6., Una conziruccidn ARNE NGHMA capaz de inhibir a
evpresién de un AFN mensajero NIHMA &l que esta
corresponds, la construccion comprende o conziais de:

una primara sscusncia que tiene por lo menos 70% da
identidad da secuencia a una porcion de la SEQ 1D NO:3 0 47,

una segunda secuencia; y

una tercera  secuencia  qus  tiene  una . secuencia
complementaria invarsa ds la primera secuancia, pozicionada
en la misrna crientacién coma la primera secuencia,

en donde Ja segunda secuandia $2 posiciona entre la primara
secusncia y ha tercera secusncia, y la segunda secusndcia se
figa operablemants a la primara secuencia y & la tercera
aacuendia.

7. La consiruccion ARNi NtHMA de la reivindicacion 6, &n
donde:

(a) la primera secusncia tiene par o menos 95% de identidad
de secuencia a una secuencia seleccionada de una o mas dal
grupo qué consists de: axon 1 (SEQ D NO:S), un fragmento
de exdn 1 (SEQ 1D NOE), exon 2 (SEGQ 1D NG:7), un
fragranto de evon 2 (SEQ 1D NO:7), exin 3 (3EQ 1D NO:9),
un fragmento de exdn & (SEQ 1D NOg), exan 4 (SEQ D
NO:iT), un fragmenio de exédn 4 (SEGH D NO:), exén &
(SEQH 1D NOe13), un fragmenio de axon 5 (SEG 1D NO: 13),
erdn 6 (SEQ D NO: 15), un iragmenio da exon 6 (SEQ 1D
NOE), exdn 7 (SEQ 1D NO: 17), un fragments de &x0n 7
(SEQ D NO: 17), @xan § (SEQ D NO: 19), un fragmenio da
eydn & (3EQ 1D NGO 19), exdn 9 (SEQ 1D NOe2M), un
fragmento de exon 9 (SEG ID NO21), exdn 10 (SEQ 1D
NO:23), un fragmento de @xdn 10 (SEQ 1D NO23), exon 11
(SEQID NO:ZE), y un fragrenio de exdn 11 (SEQ 1D NO:ZE);

(b} la segunda scuencia tisn: por ko manos 95% ds identidad
de zecuencia a una secusndcia selaccionada da una o mas dal
grupa que congigle da: intrdn 1 (SEQ 1D NO:4), un fragmento
de intrdn 1 (SEQ 1D NO4), intron 2 (SEQ 1D NCeE), un
fragmento de infron 2 (SEQ 1D NOE), intrdn 5 (SEGQ 1D NOS),
un fragmento de intron 3 (SEQ 1D NCES), intron 4 (SEQUID NO:
10), un fragrento ds infron 4 (SEQ D NO: 10), intran & (SEQ
D N, un fragmiznto de intron & (SECHID NC12), intron @
(SEQ 1D NO:14), un iragmento de intron 6§ (SEG 1D NCx14),
infron 7 (SEQ 1D NO:18), un fragmento de intrdn 7 (SEG 1D
NCeAG), infron & (SEQ 1D NO:E), un fragmento de intrdn 8
(SEQUID NO: A8), intrdn 9 (SEQ 1D NO:20), un fragmsnto de
infrén 9 (SEQ 1D NO:20), intrdn 10 (SEQ 1D NO22), un
fragmenio de infrdn 10 (SEQ 1D NOCZD), intrdn 11 (SEQUID
NO:24), un fragmento de intrdn 11 (SEQ 1D NO:24), inlrdn 12
(SEQUID NC:26), y un fragmenito de intrdn 12 (SEQ D NO:26);
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Ind ) e . No. 10-085354- -0 :
Industria y Comercio Fecha: 2010-07-13 16:38:45 Dep. °o“o DIR NULVASCR
SUPERTIHNTENDENCTA Tra. 11 PATENTLIVH Lve: 378 FASLNACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 310

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE UTILIDAD D Art 32 Decisién 486/00

OO0

Indicacisn que s& solicita una patents,

Datos de identificacidn dal salicitants o de la perzona qua presenta la soliciiud
Desciipeidn de la invencidn

Dibujos de ser estos perinentes

Cornprobante de pago de las tasas establecidas (Ds ser el cazo formato de dezcuanto)
Comipleta l:] Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisién 486/00, Circular Unica

HiEpEEN

Indicaciin gque se solicita una PCT

Copia de fa salicitud @n ezpafal, tal como fuz presentadsa inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) '

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de 1a: tasas establecidas (de ser el caso formato de descuenta)

Completa |_| Incompleta ,_I

DISENO INDUSTRIAL D (Art. 119 Decisién 486/00)

L
L]

[]

D .

Indicacién que se solicita Diseio industrial

Datoz de identificacidn del solicitants o de la persona quz prezenta la solicitud

Representacidn grafica y fotografica del Disefic induztrial oomusstra del material que incorpora
diseno

Comprabantz de pago de las tazas establecidas

Completa l___l ncompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

HENRNEN

Indicacidn que a2 saolicita un ssquema de trazada
Datos de identificacidn del solicitants o de la persona que presenta la solicitud
Fejresan ta::n- n grafica de un esqueama de trazado

Comprobants da page de las tasas establecidas

Completa D Incompleta [:‘

PINJ.FOR (70NQ-11.1R)
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Industria y Comercio
CUPERINTENDEN 21 A

Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMEHNCIA
Apoderado@) yin Representantz da
PHILIP MORFIS PRODUCTS S.A.

REFEREHNCIA Radizaciin Hio. 10 085354
Salicitud internacional PCT/ERZONS/Q10548
Fecha inicic fase nacional 13/07/2010
Tramite 11
Evento 278
Actuacion

430
Oficio No. - ,_g. 0 9 .4_.._9.. &

Como resultads del szamen de forma, realizado con fundamento &n &l articulo 33 de 1a Decisidn 486 die la
Comisian de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratada de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), rela
£1 biz del Peglamenta y Sircular Unica d& 1a Superintendancia de Industria y Cormercio, se Iz comunica que:

1. La solicilud no contizne la copia del documento en ques consta la cesidn del deracho a la patente del inventor al
salicitante o a su causants, conforme a lo establecidns por &l arizula 28 literal b) de la Decision 456 de la
Comizian d2 la Comunidad Andina, Cuando se trate dz documantos oborgados en &l sdranjerc, estos deberan
legalizarse de conformidad con 1o dispuesty por 1os articulos 280 y 260 del Codign d2 Procedimients Civil.
Cuando 2 frate de las declaraciones a que hace relarancia la P"‘Q'cl 417 0i) del Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes PCT., &l alcance de las tales declaraciones se determinard szgin indiquen claramsnts una
cesion de derschos del inventor al aalicilanta o su causante, de conformidad con o dispuesto @n el numeral
5.2.15 del Capitulz Quinta, Titul: * de la Cirzular Unica de Superintendenaia de Industria y Comearaio,

En curmplimisnts de o dizpuesta por @l articulo 25 de 1a Decision 488, 3@ 1z reguiere para que dentro del término
de dos meses siguizntzs a 1a fecha de natificacién el presents oficia, complets 1os requisitos anteriorments
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presents requerimicnts, la solicitud a2 considerara abandonada y
perderd su prelacion.

Hotifiquese & presente oficio conforme a lo dispussty @n el numeral 8.2, literal 2), del capituly quinto def titulo
primerc de la Circular Unica Moo 10 de001,

ALl CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Directora de Nuevas/ Creacionss ()

. 3 n P
El antarior raquerimiznta fue natificada por fijacidn en lista de fecha &!’&_ZU]U

adpal
Al contastar favor indique sl numore de Sed:z Centro: Carrsra 13 N, 27-00 Pizos 2, 6, 7y 10 PEY: 5670000
redicacién que se zncuentra 9 continuacion Seda CAH: Av, Cre 50 Ho. 26-55 int. 2 Tel: 5330070

Call Conter 6513240, Linea 01300-910165
Wab: viwvav.cic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co



