(o \\\\\\\\N\\\\\Wﬁ“‘ﬁ“&“\k

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD ]
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TﬂTUﬂ_O REDUCCION DE METAL PESADO EN VEGETALES

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE =iz orers erooucrs  s.a.

DOMICILIO _ wuwem, s

1UZ CLEMENCIA DE PAEZ .

74. APODERADQO c.c. 3. 15.344 de vsaquén

22. BOGOTA, D.C.,

(FORMA P-10)




t

CAVELIER ABOGADOS

SUPERINTENDENCIA DE INDUST

Fecha: 2013-04-03 16: 46 51
Tra. 11 PATENTEIYI|
Act. 411 PRESENTACION

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

Industria vy Comercio
SUPERINTENDENCIA

/!IMUIWIMNMWIHWEHMMIMWMWMlﬂﬂllll)lﬂﬂllﬂMlﬂllﬂlll)ll"ﬂﬂllmﬂIIWIIWWI!

Dep 2020 DIR NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONAL|
Folios: 133

COLO-12770-0841-088-2 'V

acion

‘ Patente de invencién D Patente de Modelo de Utilidad
1 | TIPO,DE SOLICITUD
| Capitulo | O capitulo 1t
2 DATO;S SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86) .
Solicitud Internacional No. PCT/EP2011/004383 Fecha  2011/08/31
Publi¢acién Internacional No.  \WWQ 2012/028309 A2 Fecha 2012/03/08

3 | TITULO DE LA INVENCION

REDUCCION DE METAL PESADO EN VEGETALES

| CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)

CO7K 014/041

SOLICITANTE (S) D Esta persona también es invento

Para datos adicionale

tilizar hoja de informacion complementaria

t i APELLIDOS O RAZON SOCIAL:

PHlLIP MORRIS PRODUCTS S A

‘NOMBRE -

_ IDENTIFICACION TIPO ™

6; | DATOS DEL SOLICITANTE

ST DIRECCION No. TELEFONO

Quai Jeanreaud 3 CH 2000 Neuchate

«,"CIUDAD i Neuchétel
- EPAR"I’AMENTO/ESTADO
" PAlS DE RESIDENCIA Sliza :CONSTlTUC‘QN

347 3611

chentes@: aveller com

7 | INVENTOR (ES)

Para datos adicionales utitizar hoja de informacion complementaria

i APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. BOVETi Lucien Sueco
DIRECCION qE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
. PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION

o
1. Suiza La Chaux-de-Fonds

| de-Fonds,

Rue du Temple-Allemand 45, 2300 La Chaux-

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

D Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 | [J REPRESENTANTE LEGAL APODERADO
: APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
i De Paez Luz Clemencia C.C.35.456.344 T.P.23.555
DIRECCION Carrera 42 No. 72-35 No. TELEFONO 347 36 11
|
CIUDAD BOGOTA <E:I(_)ERCBI$R%NICO cavelier@cavelier.com
No. RADICACION DE
PAIS COLOMBIA PROTOCOLO DE
‘ PODER GENERAL
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD st O no
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)
' EUROPA EP 10009180.0 2010/09/03

P102-FO6 vr4 (2012-04-19)
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| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cua/qu:era de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

D‘ SI D NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certlf' cado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 I DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
md:genas afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

=
Os: DOno

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
. nimero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 | REDUCCION DE TASAS
Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

— N
(] st Ono

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se ref iere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas ]D€

‘ I‘, Universidades publicas o privadas

(i

Entidades sin animo de lucro

Debe aportar los documentos gue se indican en el humeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NoTIFICACIONEN LINea (L] s1 I no

Manifiesté que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio' que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacién a través de internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PA;GO‘jELECTRC')NIV =

Bl

| Fecha: 2013/03/13
| Fecha: 2013/04/03

. 13-0025026

. Nombre del Flnf;a:'nte
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
t

Tc 35;456.344 de Usaquen

Rk
o

Tarjeta Profesional  23.5
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17 | ANEXOS

Documentacion Técnica
Solicitud Internacional en castellano

X Descripcion N° de folios: 99
[ Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 15

(Xl Dibujos y/o figuras N folios: 13

%] Resumen.

O s Db

[J Certificado de depoésito de material biolégico si
fuera el caso.

6. X1 Listado de secuencias de nucledtidos y/o
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.

7. O Arte final 12 x 12.
8. [ Anexd formato digital.

Documentacién Juridica
9. [X] Poder de PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A.
10. O Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor
al solicitante o a su causante.

11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o numero de registro, si
fuera el caso.

12. [0 Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso.

13. Reducciodn de tasas

Micro, pequefias 0 medianas empresas

O Copia simple de la declaracion de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idénea.
O Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas

[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
~ Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro

[ copia de registro vigente en Camara de comercio.
O Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar

14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud por $500.000.

15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. [1 Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. [X] Comprobante de pago por 5 reivindicaciones adicionales

a 10 por $150.000.

P102-F06 vr4 (2012-04-19)
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54 Titlle: HEAVY METAL REDUCTION IN PLANTA

67 Abstract There is described a mutant, non-naturally occurring or transgemc plant or plant cell comprising (a) a polynu-
cleotide'selected from the group consisting of: (i) a polynucleotide comprising, consisting or consisting essentially of a sequence
having at least 71 % sequence identity to SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 28 or 29 or 51; or (ii)a polynucleotide comprising, consisting or
consisting essentially of a sequence having at least 65 % sequence identity to any of SEQ ID NOs: 3 to 23 or 30 to 50; or (iii) a
polynucleotlde encoding a NtMRP polypeptide comprising, consisting or consisting essentially of a sequence having at least 65%
sequence identity to any of SEQ ID NOs. 24 to 26 or 52, and wherein the polypeptide has heavy metal transporter activity; or (b) a
polynucleotide construct of at least 15 contiguous nucleotides in length that is at least 65 % identical to a region of any of SEQ ID
NOs: 1 to 23 or 27 to 51; or (c) a double-stranded RNA comiprising at least two sequences that are at least partially complemen-
tary to each other and wherein 2 sense strand comprises a first sequence and an antisense strand comprises a second sequence and
wherein ‘at least one of the sequences comprises at least 10 contiguous nucleotides of NtMRP RNA; or (d) an expression vector
comprising the polynucleotide as set forth in (i), (ii) or (iii) or the polynucleotide construct as set forth in (b).
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i Reduccion de metal pesado en vegetales

'‘Campo de la invencion
|

La presente invencion se dirige a polinucleétidos y polipéptidos que codifican
itransportadores ABC que se involucran en el transporte de metal pesado. La presente
invencion también esta dirigida a modificar la expresion de dichos polinucleétidos o
[polipéptidos en vegetales. En particular, la presente invencién se refiere a la modulacion
(por ejemplo, disminucién o inhibicion) de la expresion o la actividad de uno o mas
transportadores ABC involucrados en el transporte de metal pesado a nivel subcelular.

| .
Introduccion

Los vegetales obtienen metales pesados esenciales, tales como cinc y cobre,
labsorbiendo sustratos de ion metalico desde su ambiente mediante diversos mecanismos
de transporte mediados por transportadores de transmembrana expresados sobre la
superficie de células de raiz y otros tejidos vasculares. Un mecanismo utiliza el transporte
de toxinas fuera del citosol. Por ejemplo, la familia de bomba del S-conjugado de
glutationa (GS-X) es una clase de transportadores de casete que enlaza ATP (ABC, por
las siglas de ATP-binding cassette) que es responsable de la eliminacion / secuestro de
compuestos en vegetales asi como células de mamiferos, de levadura. La estructura y
funcién molecular de las bombas GS-X codificadas por genes mamiferos y vegetales
tMRP, cMOAT (por canalicular multispecific anion transporter o transportador de anién
multiespecifico canalicular), y YCF1 (por yeast cadmio factor o factor de cadmio de
levadura) parecen haberse conservado a lo largo de la evolucion molecular.

Los vegetales se exponen a toxinas exdgenas, tales como productos microbianos,
?Ieloquimicos, agroquimicos y metales pesados, que hacen la supervivencia celular
cilependiente de mecanismos para desintoxicar o reducir la acumulacién de estos agentes.
U‘.OS metales pesados, tales como plomo, cadmio, mercurio, etc., son toxicos ambientales
pl)rincipales que causan la generacidn de especimenes de oxidacion reactivos, dafio al
ADN y desactivacién de enzima por el enlace a sitios activos de enzimas en células de
grganismos vivos. La contaminacion del ambiente con metal pasado se ha incrementado
drasticamente debido a la industrializaciéon y se incrementa en el tamafio de la poblacién.
Los suelos contaminados con metales pesados inhiben el crecimiento vegetal normal y
Qausan contaminacién de productos alimenticios. Muchos metales pesados son muy
t(l')xicos para la salud humana y son carcinégenos a bajas concentraciones.

La reduccidon en el contenido de los metales pesados, tales como cadmio, de los
viegetales o productos vegetales consumidos por animales y humanos, es altamente
deseable y requerido de manera urgente. Un objeto de la presente invencion es satisfacer
esta necesidad.

Aspectos y modalidades de la invencion

Los aspectos y las modalidades de la presente invencién se describen en las
[ . . ~
reivindicaciones acompafiantes.

i 1
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.En un aspecto se proporciona un polinucleétido aislado seleccionado del grupo que
'{consiste de: un polinucledtido aislado que comprende, consiste o esencialmente consiste
en una secuencia que tiene al menos 71 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:1 o
L“SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO:27 o SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 0 SEQ ID NO: 51; un
bolinucleétido aislado que comprende, consiste o esencialmente consiste en una
éecuencia que tiene al menos 65 % de identidad de secuencia a cualquiera de las SEQ ID
NOs: 3 a 23 0 30 a 50 o 53; un polinucledtido que codifica un polipéptido NtMRP que
comprende, consiste o esencialmente consiste en una secuencia que tiene al menos 65%
de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOs: 24 a 26 o 52, y en cuyo
céso el polipéptido tiene preferiblemente actividad de transportador de metal pesado.

En otro aspecto, se proporciona un constructo de polinucleétido de al menos 15
nucledtidos contiguos en una longitud que es al menos 65 % idéntica a una regiéon de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 23 027 a 51.

Enﬁ otro aspecto, se proporciona un ribopolinucleétido bicatenario que comprende al
me'ﬂ.nos dos secuencias que son al menos parcialmente complementarias entre si y en
cuyo caso una hebra sentido comprende una primera secuencia y una hebra antisentido
conﬁprende una segunda secuencia y en cuyo caso al menos una de las secuencias
corr"pprende al menos 10 nucledtidos contiguos de ARN NtMRP.

Adebuadamente, el ARN bicatenario comprende una primera secuencia que tiene al
menos 65% de identidad de secuencia con al menos 10 nucleétidos de ADN NtMRP; una
segdnda secuencia; y una tercera secuencia que tiene a una secuencia complementaria
opue}.sta de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacién que la primera
secuéncia, en cuyo caso la segunda secuencia estd posicionada entre la primera
secuéncia y la tercera secuencia, y la segunda secuencia estd enlazada de modo
operaible con la primera secuencia y con la tercera secuencia.

AdecQadamente, la primera secuencia tiene al menos 65% de identidad de secuencia con
una sécuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO'§5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ
ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:21,"-; SEQ ID NO:22, SEQ ID No. 23, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32,
SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID
NO:38, "-;SEQ ID Nq:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43,
SEQ ID:NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID
NO:49, SEQ ID NO:50 and SEQ ID NO:53,

Adecuadamente, la tercera secuencia tiene al menos 65% de identidad de secuencia con
el compl"gmento opuesto de la correspondiente secuencia con SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6. SEQ 35 ID NO:7, SEQ ID NO:8. SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:1d, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12. SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:21, SEO ID NO:22, SEQ ID No. 23, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEO ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEO ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42,

2
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SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEO ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50 and SEQ ID NO: 53,

En otro aspecto, se proporciona un vector de expresion que comprende el polinucledtido
aislado o el constructo de polinucleétido.

En otro aspecto, se proporciona una célula vegetal mutante, que no se presenta de
manera natural o transgénica que comprende el polinucleétido aislado, el constructo de
polinucleétido, el ribopolinuciedtido bicatenario o el vector de expresion.

En otro aspecto, se proporciona una célula vegetal mutante, que no se presenta en la
naturaleza, o transgénica.

En otro aspecto, se proporciona material vegetal que incluye biomasa, semillas u hojas
1 . . .
que comprenden células o tejidos de dicho vegetal.

En otllro aspecto, se proporciona un producto de tabaco que comprende una parte de
dicho vegetal o célula vegetal o dicho material vegetal.

En otro aspecto, se proporciona un vegetal mutante, que no se presenta en la naturaleza,
0 tran#génico, en cuyo caso la expresion del polinucleétido NtMRP y la actividad de la
proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada por el mismo se
disminlluye y las hojas de dicho vegetal tienen una reduccion en el contenido de cadmio de
al menos 5% en comparacion con una planta de control en la que la expresion del
polinuéleétido NtMRP vy la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad
de la proteina codificada por el mismo no ha disminuido.

En otro aspecto, se proporciona biomasa, semillas u hojas que comprenden tejidos del
vegetal.

En otrcl; aspecto, se proporciona un método para reducir los niveles de cadmio en al
menos .una parte de un vegetal, que comprende el paso de reducir la expresion de
polinucléétido NtMRP vy la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad
de |a proteina codificada por el mismo en comparacion con un planta de control en el que
la exprel‘,sién de polinuclettido NtMRP y la actividad de la proteina codificada por el mismo
ola actiyidad de la proteina codificada por el mismo no ha disminuido.

En otro aspecto, se proporciona un vegetal mutante, que no se presenta en la naturaleza,
o} transgénico, obtenido u obtenible mediante el método descrito en la presente, en cuyo
caso hay una reduccién en el contenido de cadmio de al menos cerca de 5% en al menos
una partl;e del vegetal en comparacién con un planta de control en el que la expresion de
polinucle“étido NtMRP y la actividad de la proteina codificada por el mismo

ola activ”jdad de la proteina codificada por el mismo no se ha disminuido.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido NtMRP aislado expresado por el conjunto
de secuencias descrito en cualquiera de SEO ID NOs: 24 a 26 o SEO ID NOs:52,

preferible'lmente, en cuyo caso el polipéptido tiene actividad transportadora de metal
pesado.
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En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo que se enlaza especificamente al

polibéptido aislado.
|

En Ptro aspecto, se proporciona un método de deteccion de un polinucledtido NtMRP en
una muestra que comprende el paso de: (a) proporcionar una muestra que comprende un
polihucleétido; (b) poner en contacto dicha muestra con uno de varios cebadores o una o
variés sondas para detectar especificamente al menos una porcion de polinucledtido
NtMRP; y (c) detectar la presencia de un producto de amplificacién, en cuyo caso la
presencia de un producto de amplificacion es indicativa de Ia presencia del polinucledtido
NtMlRP en la muestra.

Otros aspectos de la presente invencién se describen abajo.

Un gen quimérico que comprende el polinucleétido aislado enlazado de modo operable a
una 0 varias secuencias reguladoras.
|

Un Iconstructo de polinucleétido o un ARN bicatenario de acuerdo con la presente
inveri)c‘ién, donde el polinucledtido comprende, consiste o esenciaimente consiste en al
mentgs 15-30 nucledtidos, 30-50 nucleétidos, 50-100 nucledtidos, 100-150 nucleétidos,
150-200 nucleédtidos, 200-300 nucledtidos, 300-400 nucledtidos, 400-500 nucledtidos,
500-600 nucledtidos o 600-700 nucledtidos.

Un conjugado que comprende el polinucleétido aislado, el gen quimérico, el constructo de
polinucledtido, o el ARN bicatenario de acuerdo con la presente invencién y al menos un
grupo no-nucleétido o no-polinucledtido pegado de modo covalente al mismo.

Una 'pélula vegetal mutante, que no se presenta en la naturaleza o transgénica que
comprende el polinucleétido aislado, el gen quimérico, el constructo de polinucledtido, el
ARN ;bicatenario, el conjugado o el vector de expresion de acuerdo con la presente
invengién.

|
Un vegetal mutante, que no se presenta en la naturaleza o transgénico que comprende la
célula vegetal mutante, que no se presenta en la naturaleza o transgénica de acuerdo con
la presente invencién.

Adecuadamente, la biomasa seca de las hojas recogidas es aproximadamente la misma
que aquella de la planta de control.

Biomasa, semillas u hojas que comprenden tejido del vegetal de la presente invencion.

|
Un producto consumible que incorpora o utiliza biomasa, semillas u hojas de acuerdo con
la presente invencion.

Bioma’isa, semillas u hojas de acuerdo con la presente invencién o un producto
consumible de acuerdo con la presente invencion, en cuyo caso hay una reduccion en el
contenido de cadmio de al menos aproximadamente 5% en comparacién con la biomasa,
semillds u hojas de un planta de control en el que la expresion de polinucleétido NtMRP y
la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada
por el mismo no ha disminuido.
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|
Una linea celular que comprende el polinucleétido aislado, el gen quimérico, el constructo
de poIint‘JcIeétido, el ARN bicatenario, el conjugado o el vector de expresion de acuerdo

con la pr|esente invencion.

Un métqdo para preparar una planta mutante, que no se presenta en la naturaleza, o
transgenica, que comprende el paso de reducir la expresion de polinucleétido NtMRP y la
actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada por
el mismo en al menos una parte de dicho vegetal en comparacién con un planta de control
en el qué la expresion de polinucleétido NtMRP y la actividad de la proteina codificada por
el mismcia o la actividad de la proteina codificada por el mismo no ha disminuido.

Un métqdo para reducir los niveles de cadmio en al menos una parte de un vegetal, que
comprende el paso de reducir la expresién de polinucleétido NtMRP vy la actividad de la
proteina| codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada por el mismo en
comparacion con un planta de control en el cual la expresién del polinucleétido NtMRP y
la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada
por el mismo no ha disminuido.

Adecuacﬁamente, dicho método comprende el primer paso de poner en contacto dicho
vegetal con el constructo de polinucleétido, el ARN bicatenario, el conjugado, el vector de
expresidn, una meganucleasa, o una proteina de dedo de cinc.

Adecuadamente, dicho método comprende el primer paso, o paso adicional, de poner en
contacto dicho vegetal con un mutageno.

Un vegetal mutante que no se presenta en la naturaleza, o transgénico, obtenido u
obtenible por los métodos de la presente invencion, en cuyo caso hay una reduccion en el
contenici{o de cadmio de al menos aproximadamente 5% en al menos una parte del
vegetal en comparacién con un planta de control en el cual la expresién de polinucleétido
NtMRP 1y la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina

codificada por el mismo no ha disminuido.
|

Un método para modular (por ejemplo, reducir o inhibir) la expresion de polinucledtido
NtMRP o la actividad de la proteina codificada por el mismo en una célula, dicho método
que corinprende administrar el gen quimérico, el constructo de polinucleétido, el ARN
bicatenario, el conjugado o el vector de expresion de acuerdo con la presente invencion.

Un métédo para detector, aislar, amplificar o analizar el polinucle6tido NtMRP, el método
que comprende el paso de proporcionar una muestra que comprende polinucleétido e
hibridar. dicho polinucleétido a una molécula de polinucleétido que comprende una
secuencia de nuclestido de al menos 10 nucledtidos contiguos a partir de la secuencia de
nucleétildo aislada de acuerdo con la presente invencion.

Uso de}agente que modula (por ejemplo, reduce o inhibe) la expresion de polinucledtido
NtMRP vy la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina
codificada por el mismo para reducir el contenido de cadmio en al menos una parte de un
vegetal en al menos el 5% en comparacién con un planta de control en el que la expresion
de polihucleétido NtMRP y la actividad de la proteina codificada por el mismo o Ila

actividald de la proteina codificada por el mismo no ha disminuido.
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El metodo o el uso de acuerdo con la presente invencién, donde el agente es o se deriva
de pollnucleotldo NtMRP, un gen NtMRP quimeérico, un constructo de polinucledtido que

omprende polinucleétido NtMRP, un ARN antisentido, un ARN bicatenario, un ADNc, un
conjugadé que comprende polinucleétido NtMRP y al menos un grupo no-nucleétido o no-
poIinucIeétido pegado de modo covalente al mismo, una ribozima, un mutageno, un dedo
de cinc, una molécula pequefia 0 una meganucleasa.

En otro a‘specto, se proporciona un método para producir un producto de tabaco que
comprendé los pasos de: (a) obtener semillas del vegetal mutante, que no se presenta en
la naturaléza, o transgénico; (b) plantar y cultivar las semillas para convertirse en una
planta; (c)i cosechar la planta; y (d) preparar un producto de tabaco a partir de la planta
cosechada.

|

Las modalidades arriba mencionadas se divulgan como modalidades de cada uno de los
- :

aspectos qescritos arriba.

Algunas ventajas

Producir plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o transgénicas, (incluida
la biomasa, las semillas y las hojas obtenidas de las mismas) en las que estan presentes
cantidades mas bajas de cadmio proporciona un niimero de ventajas.

A manera de ejemplo, las plantas, incluidas las mutantes que no se presenta en la
naturaleza o transgénicas, pueden cultivarse en suelos que contienen concentraciones de
cadmio variables, o en suelos que contienen menos que las concentraciones deseables
de cadmio. Estas plantas y semillas derivadas pueden proporcionar mas opciones para
cultivarlas en un rango mas amplio de ambientes de suelo que pueden incrementar la
cantidades ' de suelos cultivables disponibles para los profesionales (por ejemplo,
granjeros). '

|
A manera de otro ejemplo, las plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza
(incluidas la biomasa, las semillas y hojas obtenidas de las mismas) exhiben contenido
reducido de ,cadmio en comparacién con las contrapartes de control y pueden consumirse
directamente como productos comestibles. El consumo de estos productos comestibles
puede ser una opcién mas saludable. Las plantas adecuadas que pueden manipularse de
acuerdo con los métodos divulgados incluyen plantas cultivables para uso en la
agricultura, incluido el tabaco, arroz, maiz, calabacin, soja, lechuga, papa, remolacha,
hierbas, triga, cebada y zanahoria, etc.

A manera de otro ejemplo, la altura y/o el peso de las plantas mutantes, gue no se
presentan erh la naturaleza, o transgénicas, son sustancialmente las mismas que los
vegetales de control. De esta manera, no se encuentran diferencias significativas en las
hojas secas recogidas de las plantas en comparacién con una de control lo cual indica
que la modulacién de los transcritos de NtMRP no tiene efecto estadisticamente relevante
en la biomasa seca. Esto es ventajoso porque se usan las plantas para la produccioén
comercial de'diversos productos incluido tabaco, donde las alteraciones en la apariencia
visual no sefrian aceptables para la industria o podrian resultar en rendimientos de
produccion rebucidos de modo inaceptable.

\D



WO 2012/028309 PCT /EP2011/004383

Breve descripcion de las figuras

Figuira 1. La Figura 1 (a) es un diagrama esquematico del locus NtMRP4 locus; la figura 1
(b) muestra la secuencia de nucleétido de NtMRP4 en la que las regiones UTR 5' y 3'
estan subrayadas; se muestran exones en letras mayusculas y negrilla; se muestran
intronlles en minusculas y en letras normales; y se muestran codones de inicio y de
detencion en gris. Las secuencias de cebadores 5' y 3' para la generacion de una
secuéncia ARNi NtMRP4 estan indicadas en italica y tachados. '

Figura 2 ilustra la expresién de polinucledtido NtMRP4 durante tratamiento de cadmio en
condi¢iones hidropénicas por 7 dias. Plantulas KY 14 de tres semanas fueron tratadas con
CdCl,. de 0.05 y 0.5 (a) y plantulas de N. rustica y N. tabacum (TN90) de 4 semanas
fueronll tratadas con CdCl, de 0.5 microM por una semana (b). se aisl6 ARN y se someti a
RT-PCR semicuantitativo.

Figurail 3 ilustra reduccion de cadmio en las hojas en lineas 1 y 2 de lineas de ARNi de
NtMRP4 en comparacién con las plantas de tipo silvestre cultivadas en campo.

Figurall 4 muestra reduccién de cadmio en las hojas para dos lineas cultivadas de ARNi
NtMRP4. En este experimento se adicioné un control de vector sin un inserto de NtMRP4.

Figura, 5§ muestra la estructura entrén-exén y la locacién de intrones y exones a lo largo
de la secuencia gendmica de clon NtPMI-BAC-GOTOWE_5_gONA BAC que se extiende
por la regién codificante NtMRP4.

La honljologia de la secuencia de ADNc (par de base 1-4,521 hebra superior) y la
secuencia de clon de BAC gendmica que comprende la region que codifica MRP4 (par de
base 61,781-69,748 hebra inferior) es 100%.

Figura 6 muestra la secuencia de nucleétido de NtMRP3 en la que las regiones de UTR 5'
y 3'esté'p en italica; los exones se muestran en letra mayuscula y negrilla; los intrones se
muestran en letras minusculas y normales; y los codones de inicio y de detencién se
muestran en letra mayuscula, negrilla e italica.

Definiciones

Los términos y expresiones técnicos usados dentro del alcance de esta solicitud reciben
por lo general el significado comunmente aplicado a los mismos en el arte pertinente de
biologia :‘vegetal y molecular. Todas las siguientes definiciones de términos aplican al
contenidd completo de esta solicitud. La expresion "que comprende" no excluye otros
elementos o pasos, y el articulo indefinido "uno” o "una" no excluye una pluralidad. Un
solo pasi;o puede cumplir las funciones de varias caracteristicas declaradas en las
reivindicaciones. Los términos "esencialmente", "cerca de", "aproximadamente" y
similares{ en conexién con un atributo o un valor particularmente también define
exactamente el atributo o el valor, respectivamente.

El términq "cerca de" en el contexto de un valor numérico dado o de un rango se refiere a
un valor 6 un rango que esta dentro de 20 %, dentro de 10 %, o dentro de 5 %, 4%,
3%,2% 0 1 % del valor dado del rango.
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Un 'polir:1uclec'>tido' se refiere a un polimero de nucledtidos que puede ser
desoxiribopolinucledtido (ADN) o ribopolinucleétido (ARN) no modificado o modificado.
Por consjguiente, un polinucleétido puede ser, sin limitacién, un ADN genémico, ADN
complementario (ADNc) (por ejemplo, SEQ ID No. 27), ARNm, o ARN antisentido.
Ademas,un polinucledtido puede ser ADN monocatenario o bicatenario, ADN que es una
mezcla d“e regiones monocatenarias o bicatenarias, una molécula hibrida que comprende
AND y ARN o una molécula hibrida con una mezcla de regiones monocatenarias y
bicatenarias. Adicionalmente, el polinucleétido puede componerse de regiones
tricatenarias que comprendes ADN, ARN o ambos. Un polinucleétido puede contener una
o varias bases modificadas tales como fosfotioatos y puede ser un polinucleétido péptido
(PNA). Por lo general, los polinucleétidos descritos en la presente pueden ensamblarse a
partir de fragmentos aislados o clonados de ADNc, ADN gndmico, oligonucleétidos, o
nucleétic;:ios individuales, o una combinacion de los anteriores.

Aunque: las secuencias polinucledtidas descritas en la presente se muestran como
secuencias de ADN, las secuencias incluyen sus correspondientes secuencias de ARN y
sus secuencias de ADN o ARN complementarias  (por ejemplo, completamente
compleﬁqentarias), incluidos los complementos opuestos de las mismas.

El término 'polinucledtido NtMRP' abarca polinucledtidos en los que un polimero de
nucledtidos comprende, consiste o esencialmente consiste de las secuencias descritas en
SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 28, 29 o 51. Este término también abarca una secuencia de
polinuclieétido con homologia sustancial (es decir, similitud de secuencia) o identidad
sustancial con SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 28, 29 o 51; fragmentos de SEQ ID NOs: 1, 2, 27,
28, 29 o0 51; y fragmentos de SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 28, 29 0 51 con homologia sustancial
(es decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial a la misma. La variante puede
tener al menos 60%, 61 %, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%,
73%, ?4%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia
con la' secuencia del gen NtMRP aislado — tal como el gen NtMRP3 o el gen NtMRP4.
Aunque las secuencias de NtMRP de polinucledtido descritas en la presente se muestran
como secuencias de ADN, las secuencias incluyen sus correspondientes secuencias de
ARN, y sus secuencias de ARN o ADN complementarias (por ejemplo, completamente
complementarias), incluyendo el o los complementos opuestos de las mismas vy
secuencias de ARN o ADN antisentido. Fragmentos ejemplares se describen en SEQ ID
NOs: 3223y 30250y 53,

El término "polinucleétido de NtMRP3" se refiere a una modalidad en la que un polimero
de nucledtidos comprende, consiste o esencialmente consiste en un polinucledtido
denominado en la presente como SEQ ID 35 NO: 28 o SEO ID NO: 29 o SEO ID NO:51.
El té:rmino abarca variantes de polinucleétido con homologia sustancial (es decir,
identidad de secuencia) o identidad de secuencia con SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO:29 o
EO ID NO:S1 ; fragmentos of SEO ID NO: 28 o SEO ID NO: 29 o SEQ ID NO:51; y
fragmentos de SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO:51 con homologia
sustancial (es decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial a la misma. Tal como
se describe en la presente, la variante puede tener al menos 60%, 61%, 62%, 63%, 64%,
65%,‘? 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
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96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la secuencia del gen NtMRP3
aislado. Fragmentos ejemplarizados se describen en SEQ ID NOs: 30 a 50.

El término "polinucledtido NtMRP4" se refiere a una modalidad en la que un polimero de
nucledtidos comprende consiste o esencialmente consiste en un polinucleétido
denominado en la presente como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 27. El
término abarca variantes de polinucleétido con homologia sustancial (es decir, similitud de
secuencia) o identidad sustancial con SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 o0 SEQ ID NO: 27;
frabmentos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO: 27; y fragmentos de SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO,: 27 con homologia sustancial (es decir, similitud de
selcuencia) o identidad sustancial a la misma. La variante puede tener al menos 60%,
61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%,72%,73%, 74%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con la secuencia del
geln NtMRP3 aislado. Se describen fragmentos ejemplarizados en SEQ ID NOs: 3 a 23 y
53.

El itérmino "polipéptido NtMRP" se refiere a un polipéptido que comprende, consiste o
esencialmente consiste en una secuencia de aminoacido que tiene homologia sustancial
' (es| decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial con SEQ ID NOs: 24 a 26 y 52,
fragmentos de SEQ ID NOs: 24 a 26 y 52; y fragmentos de SEQ ID NOs: 24 a 26 y 52 con
hor‘nologia sustancial (es decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial a la misma.
Lols polipéptidos NtMRP incluyen fragmentos y secuencias que comprenden un grado
suficiente o sustancial de identidad o similitud a SEQ ID 25 NOs: 24 a 26 y 52 que pueden
funcionar transportando metales pesados (por ejemplo, cadmio) a través de membranas
celLlares. Los polipéptidos NtMRP también incluyen variantes o mutantes producidos
intrioduciendo cualquier tipo de alteracién (por ejemplo, inserciones, supresiones o
sustituciones de aminoacidos; cambios en los estados de glicosilacidén; cambios que
afeictan el replegamiento o las isomerizaciones; estructuras tridimensionales o estados de
auto-asociacion), que puede ser manipulado deliberadamente o aislado naturalmente. Los
polipéptidos NtMRP pueden estar en forma lineal o de ciclos usando métodos conocidos.
La variante puede tener al menos 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%,
69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de
identidad con la secuencia del polipéptido NtMRP4.

|
El término "polipéptido NtMRP3" se refiere a una modalidad en la que el polipéptido

comprende, consiste o esencialmente consiste en la secuencia descrita en SEQ ID NOs:
52 o a un polipéptido que comprende, consiste o esencialmente consiste en una
secuencia de aminoacido con homologia sustancial (es decir, similitud de secuencia) o
identidad sustancial con NOs:52; fragmentos de SEQ ID NO:52; y fragmentos de SEQ ID
NO: 52 con homologia sustancial (es decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial
a la misma. Los polipéptidos NtMRP3 incluyen fragmentos y secuencias que comprenden
un brado suficiente o sustancial de identidad o similitud con SEQ ID NO: 52 que puede
funcionar transportando metales pesados (por ejemplo, cadmio) a través de las
membranas celulares. Los polipéptidos NtMRP3 también incluyen variantes 0 mutantes
producidas introduciendo cualquier tipo de alteraciones (por ejemplo, inserciones,
supresiones o sustituciones de aminoacidos; cambios en los estados de glicosilacién;
cambios que afectan replegado o isomerizaciones, estructuras tridimensionales o estados

|
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;de auto-asociacion), que pueden manipularse deliberadamente o aislarse naturalmente.
Polipéptidos NtMRP3 pueden estar en forma lineal o de ciclo usando métodos conocidos.
Tal como se describe en la presente, la variante pueden tener al menos 60%, 61%, 62%,
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad con la secuencia del polipéptido NtMRP3.

IEI término "polipéptido de NtMRP4" se refiere a una modalidad en la que el polipéptido
<I:omprende, consiste o esencialmente consiste en la secuencia descrita en SEQ ID NO:
24, SEQ ID NO: 25, o SEQ ID NO: 26 0 a un polipéptido que comprende, consiste o
esencialmente consiste en una secuencia de aminoacido con homologia sustancial (es
decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial a SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25,0
éEQ ID NO: 26; fragmentos de SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, o SEQ ID NO: 26; y
ffagmentos de SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, o SEQ ID NO: 26 con homologia
sustancial (es decir, similitud de secuencia) o identidad sustancial a la misma. Los
p;olipéptidos NtMRP4 incluyen fragmentos y secuencias que comprenden un grado
suficiente o sustancial de identidad o similitud con SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, o SEQ
IllD NO: 26 que pueden funcionar transportando metales pesados (por ejemplo, cadmio) a
tﬁavés de membranas celulares. Polipéptidos NtMRP4 también incluyen variantes o
rﬁutantes producidos introduciendo cualquier tipo de alteraciones (por ejemplo,
inserciones, supresiones, o sustituciones de aminoacidos; cambios en el estado de
giioosilacién; cambios que afectan el replegado o isomerizaciones, estructuras
tridimensionales o estados de autoasociacién), que pueden manipularse deliberadamente
o'ipolipéptidos de NtMRP4 aislados naturaimente pueden estar en forma lineal o en forma
deI ciclo usando métodos conocidos. Tal como se describe en la presente la variante
puede tener al menos 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%,
71'%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% de identidad
can la secuencia de polipéptido de NtMRP4.

El termino 'aislado’ significa una entidad que es tomada de su entorno natural, pero el
término no tiene la connotacién de algin grado de purificacién.
|

'Sécuencia de genes' se refiere a la secuencia de nucledtido de una molécula de
poiinucleétido o polinucledtido que codifica un polipéptido o un ARN biolégicamente
activo, y abarca la secuencia de nucleétido de una secuencia parcialmente codificante
que solo codifica un fragmento de una proteina.

El ;término 'vector' se refiere a un vehiculo de polinucleétido que comprende una
combinacién de componentes de polinucledtido para habilitar el transporte de
polinucledtido, constructos de polinucleétido y conjugados de polinucledtido y similares.
Vectores adecuados incluyen episomas capaces de replicacion extra-cromosomatica
tales como plasmidos polinucledtidos circulares, bicatenarios; plasmidos polinucleétidos
_ Iinéalizados bicatenarios; y otros vectores de cualquier origen.

‘Vector de expresion' se refiere a un vehiculo polinucleétido que comprende una
combinacién de componentes de polinucledtido para habilitar la expresion de
polipucleétido, constructos de polinucledtido, y conjugados de polinucleétido y similares.
Vectores de expresién adecuados incluyen episomas capaces de replicacién extra-
crorlnosomética tales como plasmidos polinucledtidos circulares, bicatenarios; plasmidos
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polinucledtidos linealizados bicatenarios; y otros vectores de expresion funcionalmente
equivalentes de cualquier origen. Un vector de expresién comprende al menos un
promotor posicionado de modo ascendente y enlazado de modo operable con un
polinuclleétido, constructos de polinucleétido o conjugado de polinucleétido, tal como se
define abajo.

Un 'coﬁstructo' se refiere a un fragmento de polinucledtido bicatenario, recombinante, que
comprénde uno o varios polinucleétidos NtMRP. El constructo comprende una "hebra
modelo" emparejada con bases con un "hebra sentido o codificante" complementaria. Un
constructo dado puede insertarse a un vector en dos orientaciones posibles, en la misma
orientaciéon (sentido) o en la orientaciéon opuesta (antisentido) con respecto a la
orientacién de un promotor posicionado dentro de un vector — tal como un vector de

expresion.

El térrrTino "conjugado” se refiere a un compuesto formado por el pegado covalente
("conjugacion") de un polinucledtido a una o mas fracciones que no son ellas mismas

. | 7 g ’ . .
polinucledtidos 0 mondmeros ("fracciones conjugadas”).

'Hebra modelo’ se refiere a la hebra que comprende una secuencia que complementa
aquella: de la "hebra sentido o codificante” de un duplex polinucleétido tal como un
fragmento genémico NtMRP, ADNc NtMRP, o constructo NtMRP, o cualquier fragmento
de polinucleétido que comprende una secuencia de polinucleédtido que puede transcribirse
por poli;merasa de ARN. Durante la transcripcion, puede trasladarse polimerasa ARN a lo
largo dé la hebra modelo en la direccion 3'-a-5' durante la sintesis emergente de ARN.

'Hebra sentido’ se usa de modo intercambiable en la presente con el término "hebra
codificante” se refiere a la hebra que comprende una secuencia que complementa aquella
de la hebra modelo en un ADN duplex. Por ejemplo, la secuencia de la hebra sentido
("secuencia sentido") para el clon gendémico de NtMRP identificado es denominado como
SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2. Por ejemplo, si la hebra sentido comprende una secuencia
hipotética 5-TAATCCGGT-3', luego la secuencia correspondiente sustancialmente
idéntica dentro de una diana hipotética ARNm es 5-UAAUCCGGU-3".

'Secuer?cia opuesta complementaria' se refiere a la secuencia que complementa la
"secuencia sentido" de interés (por ejemplo, secuencia de exén) posicionada dentro de la
misma hebra, en la misma orientacién con respecto a la secuencia sentido. Por ejemplo,
si una' hebra comprende una secuencia hipotética 5'-TAATCCGGT-3', entonces la
secuencia opuesta complementaria 5ACCGGATTA-3' pueden estar enlazada de modo
operable a la secuencia sentido, separada por una secuencia espaciadora.

'NtMRP', 'NtMRP3' o ‘'transcrito de ARN NtMRP4' incluyen moléculas de
poliribopolinucledtido producidas dentro de una célula vegetal hospedera de interés,
resultante de la transcripcion del gen NtMRP3 o NtMRP4 endogeno o ADNc tal como se
describe en la presente. De esta manera, este término incluye cualquier especie de ARN

o} variar|1tes de ARN producidas como productos de transcripcion a partir de NtMRP3 o
NtMRP4 o NtMRP3 o ARN NtMRP4 incluidas aquellas especies de ARN o variantes de
ARN qhe tienen suficiente similitud a niveles estructurales/funcionales. Por ejemplo,

transcritos Nt MRP3 o ARN NtMRP3 incluyen, pero no se limitan a: (1) pre-mARNs y
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mARNs producidos de la transcripcion de gen NtMRP3 o NtMRP3 aislado o ANDc; (2)
pre-mARNs y mARNSs producidos a partir de la transcripcion de cualquier gen que tiene al
mefnos 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%,
74‘%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de
secuencia con la secuencia del gen NtMRP3 aislado (es decir, otros genes distintos
sustancialmente idénticos al gen NtM RP3 identificado y que codifican isoformas
relacionadas de transportadores ABC); y (3) pre-mARNs y mARNs producidos de la
transcripcion de alelos del gen NtMRP3. Los transcritos de NtMRP3 ARN incluyen
variantes de ARN producidas como resultado de reacciones de splicing ARN alternativas
de ARNs heteronucleares ("hnARNs") de un gen particular, variantes de mARN
resultantes de tales reacciones de splicing ARN alternativas y cualesquiera variantes de
ARN intermedias.

A manera de otro ejemplo, transcripciones de NtMRP4 o NtMRP4 ARN incluyen: (1) pre-
mPlRNs y mARNSs producidos de la transcripcion del gen NtMRP4 o NtMRP4 aislado o
cAbN, tal como se describe en la presente; (2) pre-mARNs y mARNs producidos de la
trahscripcién de genes cualesquiera que tienen al menos 60%, 61 %, 62%, 63%, 64%,
65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71 %, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% o mas de identidad de secuencia con la secuencia del gen
NtMRP4 aislado (es decir, otros genes distintos sustancialmente idénticos al gen NtMRP4
identificado y que codifican isoformas relacionadas de transportadores ABC); y (3)

premARNs y mARNSs producidos de la transcripcién de alelos del gen NtMRP o NtMRP4.

Los! transcritos NtMRP y NtMRP4 ARN incluyen variantes de ARN producidas como
resultado de reacciones de splicing de ARN alternativas de ARNs heteronuclear
("thNAs") de un gen particular, variantes de mARN resultantes de tales reacciones de
splicing ARN alternativas, y variantes de ARN intermedias cualesquiera.

'Homologia', 'identidad’ o 'similitud’ se refieren al grado de similitud de secuencia entre dos
polipéptidos o entre dos moléculas de polinucleétido comparado por la alineacién de
secuencia. El grado de homologia entre dos secuencias discretas de polinucleétidos que
se estan comparando es una funcion del nimero de nucledtidos idénticos, o coincidentes
en posiciones comparables. El grado de similitud expresado en términos de identidad
porcentual puede determinarse mediante inspeccidon visual y calculo matematico. De
moldo alterno, la identidad porcentual de dos secuencias de polinucleétidos puede
determinarse comparando informacién de secuencia usando el programa de computador
GAP, versién 6.0 descrito por Devereux et al. (Nucl. Acids Res. 12:387,1984) y disponible
en lla Universidad de Wisconsin, Grupo de computacion en genética (UWGCG, por sus
siglas en inglés), ClustalWW, BLAST, FASTA o Smith-Waterman. Los pardmetros tipicos
por defecto para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacién unitaria (que
contiene un valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) para nucleétidos, y la
ma;triz de comparaciéon ponderada de Gribskov y Burgess, 15 Nucl. Acids Res. 14:6745,
1986, tal como se describe por Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas de secuencia y estructura
de |proteina, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358, 1979; (2) una
penalidad de 3.0 para cada espacio y una penalidad adicional de 0.10 para cada simbolo
‘en cada espacio; y (3) sin penalidad para los espacios extremos. Pueden usarse diversos
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programas conocidos a las personas versadas en la materia para la comparacién de

secuencias.
|

El término "upstream o ascendente” se refiere a una direccion/posicion relativa respecto a
un eliemento de referencia a los largo de la secuencia de polinucledtido. "Upstream"” puede
usarse de manera intercambiable con el "extremo 5' de un elemento de referencia.”

'Enlazado de manera operable' se refiere a la union de elementos, fragmentos o
secuencias distintos de polinucleédtido para producir una unidad funcional de transcripcién
oun {/ector funcional de expresion.

Un 'promotor' se refiere a un elemento/secuencia de polinucleétido, tipicamente
posicionados upstream y enlazados de modo operable a un fragmento de ADN
bicatenario — tal como constructo de ARNi NtMRP. Por ejemplo, un promotor adecuado
permite la activacion de transcripcién de un constructo de ARNi NtMRP alistando el
complejo de transcripcién, incluida la polimerasa de ARN vy diversos factores, para iniciar
la sinjtesis de ARN. Los promotores pueden derivarse enteramente de regiones préximas
a un gen nativo de interés o pueden componerse de diferentes elementos derivados de
diferentes promotores nativos o segmentos de ADN sintéticos.

i
Un 'p!>otenciador‘ se refiere a una molécula de polinucleétido, o a una secuencia de
polinucledtido, que puede alistar proteinas reguladoras de transcripcién tales como
activadores de transcripcion, para potenciar la activaciéon de transcripcién incrementando
la aqtividad del promotor. Potenciadores adecuados pueden derivarse de regiones
préximas a un promotor nativo de interés (fuentes homélogas) o puede derivarse de
contextos no nativos (fuentes heterdlogas) y enlazados de modo operable a cualquier
promotor de interés dentro de constructos de NtMRP — tales como vectores de expresién
de ARNi — para potenciar la actividad o la especificidad de tejido de un promotor. Algunos
potenciadores pueden operar en cualquier orientacién con respecto a la orientacién de
una unidad de transcripcion. Por ejemplo, los potenciadores pueden estar posicionados
en dilTeccién ascendente o descendente de una unidad de transcripcién que comprende
un promotor y un constructo de NtMRP.

Tal como se usa en la presente, el término 'planta’ o ‘vegetal’ se refiere a cualquier planta
o} veg!etal en cualquier etapa de su ciclo de vida o desarrollo y a sus progenies. En una
modalidad, la planta es una planta de Tabaco, que se refiere a una planta perteneciente al
género Nicotiana. En la presente se describen especies, variedades cultivadas, hibridos y
variedades de la planta del tabaco.

|
El término 'célula vegetal' se refiere a una unidad estructural y fisiolégica de un vegetal. La
celula vegetal puede estar en forma de un protoplasto sin una pared celular, una célula
individual aislada o una célula cultivada, o como una parte de una unidad mas organizada

| - . .
tal como, pero no limitada a, tejido vegetal, un érgano vegetal o una planta completa.

‘Material vegetal' se refiere a cualquier composicion sélida, liquida o gaseosa o a una
combi;nacién de las mismas, obtenible de una planta, incluida biomasa, hojas, lamina de
hoja, vena media, tallo, raices, flores o partes de flores, frutas, polen, células, évulos,
cigotos, semillas, esquejes, secreciones, extractos, cultivos celulares o tisulares, o

cuale?quier partes o productos de un vegetal. En una modalidad, el material vegetal
! 13
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. comprende o consiste en biomasa, semillas u hojas. En otra modalidad, el material
* vegetal comprende o consiste de hojas.

. El término "variedad" se refiere a una poblacién de plantas que comparten caracteristicas
. constantes que las separa de otras plantas de la misma especie. Mientras que poseen
I;. uno o mas rasgos distintivos, una variedad se caracteriza ademas por una variacion
. general muy pequefia entre individuos dentro de aquella variedad. Una variedad se vende
. comercialmente con frecuencia.

\El término "linea" o "linea de reproduccién” denota un grupo de plantas que se usan
durante el cultivo de plantas.

Una linea es distinguible de una variedad ya que presenta una pequefia variacion entre
individuos para uno o mas rasgos de interés, aunque puede haber cierta variacion entre
i‘pdividuos para otros rasgos.

El término "reducir" o "reducido" se refiere a una reduccion de cerca de 10% hasta cerca
d e 99%, o una reduccion de al menos 10%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%,
al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 75%, al menos
8b%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos 99%, o al menos 100%,
200% o 300% o mas de una cantidad o una actividad tal como, pero no limitada a,
aétividad de polipéptido, actividad de transcripcion, y/o expresion de proteina.

Ellgtérmino “inhibir" o "inhibido" tal como se usa en la presente se refiere a una reduccién
desde cerca de 98% hasta cerca de 100%, o una reduccién de al menos 98%, al menos
99%, pero particularmente de 100%, de una cantidad o una actividad tal como, pero no
Iim'qtada a, actividad de polipéptido, actividad de transcripcion, y/o expresion de proteina.

El término “incrementar” o "incrementado” se refiere a un incremento desde cerca de 10%
hasta cerca de 99%, o un incremento de al menos 10%, al menos 20%, al menos 25%, al
merﬁos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 75%,
al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos 99%, o al menos
100%, 200% o 300% o mas de una cantidad o una actividad, tal como, pero no limitada a,
activ}jdad de polipéptido, actividad de transcripcion, y/o expresion de proteina.

El término "control” en el contexto de un planta de control o célula planta de control
significa una vegetal o célula vegetal en la que la expresion o la actividad de un gen
panidular o proteina — tal como NtMRP - no ha sido modificado (por ejemplo,
incrementado o reducido) y de esta manera puede proporcionar una comparacioén con un
vegetél en el que [a expresidén o la actividad de un gen particular o proteina — tal como
NtMRP - ha sido modificada. La planta de control puede comprender un vector vacio. La
planta"zl de control puede corresponder a un vegetal de tipo silvestre.

Descrfpcién detallada

Polinucleétidos NtMRP y polipéptidos se describen en la presente incluyendo
polinud!eétidos y polipéptidos NtMRP3 y NtMRP4. Tal como se muestra en la Figura 6, el
clon genémico NtMRP3, designado como SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29 comprende:
intron 1"; (SEQ ID NO:30), intrén 2 (SEQ ID NO:31), intrén 3 (SEQ ID NO:32), intron 4
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(SEQ ID NO:33), intrén 5 (SEQ ID NO:34), intrén 6 (SEQ ID NO:35), intrén 7 (SEQ ID
NO:36), intron 8 (SEQ ID NO:37), intrén 9 (SEQ ID NO:38), intron 10 (SEQ ID NO:39),
exon 1 (SEQ ID NO:40), exén 2 (SEQ ID NO:41), exdén 3 (SEQ ID NO:42) exdn 4 (SEQ ID
NO:43), exén & (SEQ ID NO:44), exén 6 (SEQ ID NO:45) exon 7 (SEQ ID NO:46) exédn 8
(SEQ ID NO:47), ex6n 9 (SEQ ID NO:48) exén 10 (SEQ ID NQ:49) y exén 11 (SEQ ID
NO:50).

. Diversas modalidades estan dirigidas a polinucledtidos aislados que representan
. fragmentos gendmicos aislados en el locus NtMRP3, que comprende SEQ ID NO:28 o
. SEQ ID NO:29, fragmentos de SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO:29, o variantes de los
. Mismos.

Diversas modalidades estan dirigidas a polinucledtidos aislados que representan
- secuencias de cADN del locus de NtMRP3, que comprende SEQ ID NO:51, fragmentos
. de SEQ ID NO:51, o variantes de los mismos.

' Diversas modalidades estan dirigidas a variantes aisladas de polinucleétido NtMRP
'variantes que comprende al menos 71 %, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
196%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO:29, o
{fragmentos de SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO:29.

Diversas modalidades estan dirigidas a polinucledtidos aislados que complementan
aquella de las variantes de polinucléétido NtMRP que comprende al menos 71%, 72%,
73%, 74% 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secuencia
con SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO:29 0 SEQ ID NO: 51 o fragmentos de SEQ ID NO:28 o
SEQ ID NO:29 0 SEQ ID NO: 51.

Diversas modalidades estan dirigidas a polinucleétidos aislados que pueden hibridarse
ellspecificamente, en condiciones moderadas a altamente rigurosas, a polinucleétidos que
comprenden SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO: 51, o fragmentos de SEQ ID
NO:28 o SEQ ID NO:29 0 SEQ ID NO: 51.

Tal como se muestra en la Figura 1, el clon gendmico NtMRP4, designado como SEQ ID
NO:1 o SEQ ID NO:2 comprende: intrén 1 (SEQ ID NO:3), intrén 2 (SEQ ID NO:4), intrén
3/(SEQ ID NO:5), intrén 4 (SEQ ID NO:6), intrén 5 (SEQ ID NO:7), intrén 6 (SEQ ID
NO:8), intrén 7 (SEQ ID NOi9), intrén 8 (SEQ ID NO:10), intrén 9 (SEQ ID NO:11), intrén
10 (SEQ ID NO:12), exon 1 (SEQ ID NO:13), exon 2 (SEQ ID NO:14), exén 3 (SEQ ID
NO:15) exén 4 (SEQ ID NO:16), exén 5 (SEQ ID NO:17), exén 6 (SEQ ID NO:18) exén 7
(SEQ ID NO:19) exén 8 (SEQ ID NO:20), exén 9 (SEQ ID NO:21) exén 10 (SEQ ID
NC):22) y ex6n 11 (SEQ ID NO:53) o SEQ ID No. 23.

Di\?ersas modalidades estan dirigidas a polinucledtidos aislados que representan
fragmentos gendmicos aislados en el locus NtMRP4, que comprende SEQ ID NO:1 o
SEQ ID NO:2, fragmentos de SEQ ID 15 NO: 1 o SEQ ID NO:2, o variantes de los
mismos.

Diversas modalidades estan dirigidas a cADN aislado que comprende SEQ ID NO:27,
fragmentos de SEQ ID NO:27, o variantes de los mismos.
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Diversas modalidades estan dirigidas a variantes asiladas de polinucleétido NtMRP que
comprenden al menos 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,

98%, y 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2 o SEQ ID No.
1 27, o fragmentos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 0 SEQ ID No. 27.

'Diversas modalidades estan dirigidas a polinucleétidos aislados que complementan
::‘variantes de polinucleétido NtMRP que comprenden al menos 71%, 72%, 73%, 74% 75%,
}80%, 85%, 90%, 95%, 96%,97%,98%, y 99% de identidad de secuencia con SEQ ID
'*LNO:1 o SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:27 o fragmentos de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2 o
SEQ ID NO:27.

Diversas modalidades estan dirigidas a polinucledtidos aislados que pueden hibridar
éspecificamente en condiciones moderadas hasta altamente rigurosas, a polinucleétidos
due comprenden SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 0 SEQ ID NO:27, o fragmentos de SEQ ID
NO:1 0 SEQ ID NO:2 0 SEQ ID NO:27.

Qn polinucledtido tal como se describe en la presente contendra generalmente enlaces de
fosfodiéster, aunque en algunos casos estan incluidos los analogos de polinucleétido que
pﬂ;eden tener espinas dorsales alternas que comprenden, por ejemplo, enlaces de
fosforoamidato, fosforotioato, fosforoditioato, o O-metilfosforoamidita: y espinas dorsales y
erilaces de polinucledtidos péptidos. Otros polinucleétidos analogos incluyen aquellos con
espinas dorsales positivas; espinas dorsales no ionicas y espinas dorsales no ribosa.
Madificaciones de la espina dorsal de ribosa-fosfato puede hacerse por una variedad de
raiones, por ejemplo, para incrementar la estabilidad y la vida medida de tales moléculas
en?entornos fisiologicos o como sondas en un biochip. Pueden hacerse mezclas de
poli;nucleétidos y analogos que se presentan en la naturaleza; como alternativa, pueden
hacerse mezclas de diferentes analogos de polinucleétido, y pueden hacerse mezclas de
polihucleétidos y analogos que se presentan en la naturaleza.

Se é;onoce una variedad de analogos de polinucleétido incluidos, por ejemplo, enlaces de
fosforoamidato, fosforotioato, fosforoditioato, O-metilfoforoamidita y espinas dorsales y
enlabes de polinucledtido péptido; Otros polinucleétidos analogos incluyen aquellos con
espir'-)as dorsales positivas, espinas dorsales no iénicas y espinas dorsales no-ribosa.
PoIinZucIeétidos que contienen uno o mas azUcares carbociclicos también estan incluidos.

Otros"‘ analogos incluyen polinucleétido péptido (PNA) que son analogos de polinucleétido
péptido. Estas espinas dorsales son sustancialmente no-idnicas en condiciones neutrales,
en co"ntraste con la espina dorsal de fosfodiéster altamente cargada de los polinucleétidos
que sé presentan en la naturaleza. Esto puede resultar en ventajas. Primero, la espina
dorsalide PNA puede exhibir cinética de hibridacion mejorada. PNAs tienen cambios mas
grandes en la temperatura de fusién (Tm) para pares de bases no coincidentes versus
pares de bases perfectamente coincidentes. ADN y ARN exhiben tipicamente una caida
de 2-4"3 °C en la T por una no coincidencia interna. Con la espina dorsal no i6nica de
PNA, [a caida es mas cercana a 7-9 °C. Similarmente, debido a su naturaleza no idnica, la
hibrida(‘;ién de las bases pegadas a estas espinas dorsales es relativamente insensible a
la conc'gntracién de sal. Adicionalmente, PNAs pueden no estar degradados o pueden
estar dégradaos en menos medida por enzimas celulares y de esta manera ser estables.
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Entre los usos de los polinucledtidos NtMRP divulgados, y combinaciones de fragmentos
de"‘ los mismos, esta el uso de fragmentos como sondas en ensayos de hibridacion de
polinucledtido o cebadores para uso en ensayos de amplificacion de polinucleétido o el
usé de fragmentos en el desarrollo de diversos constructos de polinucleétido — tales como
moléculas de ARNi. Tales fragmentos comprenden generalmente al menos cerca de 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 0 mas nucledtidos contiguos de una secuencia de
ADN. En otras modalidades, un fragmento de ADN comprende al menos cerca de 10, 15,
20,'30, 40, 50 o 60 o mas nucledtidos contiguos de una Secuencia de ADN. Asi, en otro
asp'ecto, también se proporciona un método para detector polinucleétidos NtMRP que
con'pprende el uso de las sondas y/o los cebadores aqui.

Los': parametros basicos que afectan la escogencia de condiciones de hibridacién y guia
para disefiar condiciones adecuadas se describen por Sambrook, J., E. F. Fritsch, y T.
Maniatis (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacién molecular: un manual
de Ié;boratorio), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).

Usando el conocimiento del cédigo genético en combinacién con las secuencias de
amiﬁoécido descritas arriba, pueden prepararse conjuntos de oligonucleétidos
degenerados. Tales oligonucledtidos son Utiles como cebadores, por ejemplo, en
reacciones en cadena de polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), por lo cual se aislan
y arlpplifican fragmentos de polinucleétido. En ciertas modalidades, pueden usarse
cebadores degenerados como sondas para librerias genéticas no humanas. Tales
librerias incluirian, pero sin limitarse a, librerias de cADN, librerias gendmicas e incluso
EST %(por etiqueta de secuencia de expresion) electronica o librerias de ADN. Secuencias
homologas identificadas por este método se usarian luego como sondas para identificar
homdlogos no humanos de las secuencias de NtMRP identificadas aqui.

También son de uso potencial los polinucledtidos y oligonucleodtidos (por ejemplo,
cebadlores o0 sondas) que hibridan en condiciones de rigurosidad reducida, condiciones de
modo; tipico moderadamente rigurosas y condiciones cominmente altamente rigurosas, a
un polinucledtido NtMRP descrito en la presente. Los parametros basicos que afectan la
escog“‘encia de condiciones de hibridacion y la guia parar disefiar condiciones adecuadas
se describen en Sambrook, J., E. F. Fritsch, y T. Maniatis (1989, Molecular Cloning: A
Laborétory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) y
puedelln determinarse facilmente por aquellos que tienen habilidades ordinarias en la
materia con base en, por ejemplo, la longitud o composicion de base del polinucledtido.

Una rﬁanera de lograr condiciones moderadamente rigurosas involucra el uso de una
solucidn de prelavado que contiene 5x citrato de sodio estandar, 0.5% de sulfato dodeciio
de sodio, acido etilendiaminatetraacético de 1.0 mM (pH 8.0), bufer de hibridacion de
aproximadamente 50% de formamida, 6x citrato de sodio estandar y una temperatura de
hibridacion de aproximadamente 55 °C (u otras soluciones de hibridacion similares, tales
como tJ'Ina que contiene cerca de 50% de formamida, con una temperatura de hibridacién
de cerca de 42 °C), y condiciones de lavado de aproximadamente 60 °C, en 0.5x citrato
de sodio estandar, 0.1 % de sulfato dodecil sodio. Por lo general, las condiciones
altamerjte rigurosas se definen como condiciones de hibridacién como arriba, pero con
lavado a aproximadamente 68 °C., 0.2x citrato de sodio estandar, 0.1 % de sulfato dodecil
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Qodio. SSPE (1 x SSPE es cloruro de sodio de 0.15M, fosfato de sodio de 10 mM, y acido
etilendiaminotetraacético de 1.25 mM, pH 7.4) puede ser sustituido por citrato de sodio
estandar (1 x citrato de sodio estandar es cloruro de sodio de 0.15M vy citrato de sodio de
15 mM) en los buferes de hibridacién y de lavado se realizan lavados por 15 minutes
dllespués de que se ha completado la hibridacion. Debe entenderse que la temperatura de
lavado y la concentracién de sal de lavado puede ajustarse como sea necesario para
lograr un grado deseado de rigurosidad aplicando los principios basicos que rigen las
reacciones de hibridacién y la estabilidad diplex, tal como es conocido por aquellos
versados en la materia y descrito mas abajo {véase, por ejemplo, Sambrook, J., E. F.
Fri‘itsch, y T. Maniatis (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Al hibridar un polinucleétido hasta un
pdlinucledtido diana de secuencia desconocida, la longitud de hibrido asume la del
polinucledtido hibridante. Cuando se hibridan polinucledtidos de secuencia conocida, la
Ionl;\gitud de hibrido puede determinarse alineando las secuencias de los polinucleétidos e
identificando la regién o las regiones de complementariedad de secuencia 6ptima. La
temperatura de hibridacién para hibridos que anticipan ser no menores a 50 pares de
bases debe ser de 5 a 10°C menos que la temperatura de fusién (Tp,) del hibrido, donde
T Se determina de acuerdo con las siguientes ecuaciones. Para hibridos menores a 18
pafes de bases en longitud, Tn(°C)=2(nimero de A+T bases)+4(numero de G+C bases).
Para hibridos por encima de 18 pares de bases en longitud, Tm
(°C)=81.5+16.6(log10[Na+])+0.41(% G+C)-(600/N), donde N es el niimero de bases en el
hibrido, y [Na+] es la concentracién de iones de sodio en el bufer de hibridacion ([Na+]
parlla 1x citrato de sodio estandar =0.165M). Tipicamente cada polinucleétido hibridante de
este tipo tiene una longitud que es al menos 25% (cominmente al menos 50%, 60%, o
70%, y mas comunmente al menos 80%) de la longitud de un polinucleétido hasta el cual
hibrida, y tiene al menos 60% de identidad de secuencia (por ejemplo, al menos 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97.5%, o al menos 99%) con un polinucleétido hasta el
cual hibrida.

Tal como sera entendido por una persona versada en la material, un AND lineal tiene dos
orientaciones posibles: la direccién 5'-a-3' y la direccion 3'-a-5'. Por ejemplo, si una
secd‘encia de referencia estd posicionada en la direcciéon 5-a-3', y si una segunda
secuencia esta posicionada en la direccién 5'-a-3' dentro de la misma molécula de
polinucledtido/hebra, entonces la secuencia de referencia y la segunda secuencia estan
orientadas en la misma direccion o tienen la misma orientacion.

De manera tipica, una secuencia de promotor y un gen de interés bajo la regulacion del
promotor dado estan posicionados en la misma orientacién. Sin embargo, con respecto a
la secuencia de referencia posicionada en la direccion 5'-a-3', si una segunda secuencia
esté: posicionada en la direccibn 3'-a-5' dentro de la misma molécula de
polinucledtido/hebra, entonces la secuencia de referencia y la segunda secuencia estan
orientadas en una direccién anti-sentido, o tienen orientacion anti-sentido. Dos secuencias
que tienen orientaciones anti-sentido una con respecto a la otra pueden describirse
alternativamente como que tienen la misma orientacion, si la secuencia de referencia
(direc%cién 5'-a-3') y la secuencia opuesta complementaria de la secuencia de referencia
(secuencia de referencia posicionada en la 5'-a-3") estan posicionadas dentro de la misma
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. molécula de polinucleétido /hebra. Las secuencias descritas en la presente se muestran
- en la direccidén 5'-a-3".

Polipéptidos NtMRP incluyen variantes producidas introduciendo cualquier tipo de
. alteraciones (por ejemplo, inserciones, supresiones, o substituciones de aminoacidos;
,' cambios en los estados de glicosilacion; cambios que afectan el replegado o las
- isomerizaciones, estructuras tridimensionales, o estados de auto-asociacién), que pueden
' manipularse deliberadamente o aislarse naturaimente. Polipéptidos NtMRP3 o NtMRP4
pueden estar en forma lineal o ciclizada usando métodos conocidos. Polipéptidos NtMRP4
comprenden al menos 10, al menos 20, al menos 30, o al menos 40 aminoacidos
contiguos.

Diversas modalidades estan dirigidas a polipéptidos NtMRP3 aislados codificados por una
secuencia de polinucledtido que comprende, consiste o esencialmente consiste en SEQ
ID NO:28 o SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO:51 y fragmentos de SEQ ID NO:28 o SEQ ID
NO:29 o SEQ ID NO:51, o variantes de las mismas.

Diversas modalidades estan dirigidas a polipéptidos NtMRP4 aislados codificados por
una secuencia de polinucleétido que comprende, consiste o esencialmente consiste en
SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:27, fragmentos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID
NO:2 o SEQ ID NO:27, o variantes de las mismas.

Diversas modalidades estan dirigidas a variantes de polipéptido NtMRP aisladas que
comprenden al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% de
identidad de secuencia con SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:27 o SEQ ID
NO:28 o SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO:51 o fragmentos de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2 o
SEQ ID NO:27 0 SEQ ID NO:28 0 SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO:51.

Variantes mutantes de polipéptido de NtMRP, NtMRP3 y NtMRP4 también estan
comprendidas por las reivindicaciones y se divulgan en la presente como plantas
mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o transgénicas (por ejemplo, plantas de
tabaco mutantes, que no se presentan en la naturaleza o transgénicas) que comprendes
las variantes mutantes de polipéptido de NtMRP y/o MtMRP3 y/o NtMRP4.

El término 'que no se presenta en la naturaleza' tal como se usa en la presente describe
una entidad (por ejemplo, un polinucleétido, una mutacién genética, un polipéptido, una
planta, una célula vegetal y material vegetal) que no es formado por la naturaleza o no
existe en la naturaleza. Tales entidades que no se presentan en la naturaleza o entidades
artificiales pueden ser hechas, sintetizadas, iniciadas, modificadas, intervenidas o
manipuladas por métodos descritos en la presente o son conocidas en la técnica. De esta
manera, a modo de ejemplo, una planta que no se presenta en la naturaleza, una célula
vegetal que no se presenta en la naturaleza o un material vegetal que no se presenta en
la naturaleza pueden ser hechos usando técnicas de cultivo tradicional, tales como
retrocruzamiento - o por medio de tecnologias de manipulacién genética — tal como ARN
antisentido, ARN de interferencia, meganucleasa y similares. A manera de otro ejemplo,
una planta que no se presenta en la naturaleza, una célula vegetal que no se presenta en
la naturaleza o un material vegetal que no se presenta en la naturaleza pueden hacerse
mediante introgresion de, o transfiriendo, una o varias mutaciones genéticas (por ejemplo,
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uno o mas polimorfismos) de una primera planta o célula vegetal a una segunda planta o
célula vegetal (las cuales pueden ellas mismas presentarse en la naturaleza), de tal modo
que la planta, la célula vegetal o el material vegetal resultantes, o la progenie de las
'il mismas, comprenden una constitucién genética (por ejemplo, un genoma, un cromosoma
;. 0 un segmento de los mismos) que no se forma por la naturaleza o que no existe en la
naturaleza. La planta, la célula vegetal o el material vegetal resultante son de este modo
:*.;artificiales 0 no se presentan en la naturaleza. Por consiguiente, una planta o célula
L*.‘vegetal artificiales o que no se presentan en la naturaleza pueden hacerse modificando
"v,una secuencia genética en una primera planta o célula vegetal que se presenta en la
baturaleza, incluso si la secuencia genética resultante se presenta naturalmente en una
éegunda planta o célula vegetal que comprende un antecedente genético diferente de la
Qrimera planta o célula vegetal. Las diferencias en el antecedente genético pueden
detectarse mediante diferencias fenotipicas o mediante técnicas de biologia molecular
cénocidas en el arte, tales como secuenciacién de polinucleétido, presencia o ausencia de
miarcadores genéticos (por ejemplo, marcadores de ARN microsatélite).

Un polipéptido puede prepararse cultivando células hospederas transformadas o
redpmbinantes en condiciones de cultivo adecuadas para expresar un polipéptido. El
polipéptido expresado resultante puede entonces purificarse de tal cultivo usando proceso
de '*;puriﬁcacién conocidos. La purificacion del polipéptido también puede incluir una
colu_mna de afinidad que contienen agentes que se enlazan al polipéptido; una o mas
etap’as de columna sobre tales resinas de afinidad, tales como concanavalina A-agarosa,
hepa".‘rina-toyopearl® o Cibacrom blue 3GA Sepharose®; una o varias etapas que
involiﬁgcran cromatografia de interaccién hidréfuga usando tales resinas como éter de
fenilol‘,‘_l éter de butilo o éter de propilo; o cromatografia de inmunoafinidad. De manera
alterné, el polipéptido también puede ser expresado en una forma que facilite la
purificécién. Por ejemplo, puede ser expresado como un polipéptido de fusién, tal como
aquellés de polipéptido que enlaza maltosa (MBP), glutationa-5-transferasa (GST) o
tioredoxina (TRX). Los kits para expresion y purificacion de tales polipéptidos de fusion se
encuerf{tran comercialmente disponibles en New England BioLab (Beverly, Mass.),
Pharmélcia (Piscataway, N.J.), e InVitrogen, respectivamente. El polipéptido también
puede Le._ltiquetarse con un epitopo y a continuacion purificarse usando un anticuerpo
especifiéo dirigido a tal epitopo. Finalmente, pueden emplearse una o mas etapas de
cromatografia liquida de alto rendimiento de fase opuesta (RP-HPLC por reverse-phase
high per‘f‘prmance liquid chromatography) que emplean medios hidréfugos de RP-HPLC,
por ejemf@lo, gel de silice que tiene metilo colgante u otros grupos alifaticos, para seguir
purificand"‘p el polipéptido. También pueden emplearse algunas o todas las etapas de
purificacié"‘n precedentes, en diversas combinaciones, para proporcionar un polipéptido
recombina"'nte sustancialmente homogéneo. El polipéptido purificado de esta manera esta
sustancialmente libre de otros polipéptidos y se define en la presente como un
"polipéptidd sustancialmente purificado"; tales polipéptidos purificados incluyen polipéptido
NtMRP, frabmento, variante, y similares. La expresion, aislamiento y purificacion de los
polipéptidos} y fragmentos puede llevarse a cabo mediante cualquier técnica adecuada,
incluyendo, ﬁ)ero sin limitarse a, los métodos descritos en la presente.

También es posible utilizar una columna de afinidad tal como un anticuerpo monoclonal
generado contra polipéptidos, para purificar por afinidad polipéptidos expresados. Estos
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polipéptidos pueden retirarse de una columna de afinidad usando técnicas
donvencionales, por ejemplo, en un bufer de elucién de sal alta y luego someterse a
dialisis en un bufer de sal mas baja para uso o cambiando el pH u otros componentes
dépendiendo de la matriz de afinidad utilidad, o retirarse de manera competitiva usando el
siqstrato que se presenta en la naturaleza de la fraccion de afinidad, tal como un
polipéptido derivado de la divulgacion.

Un polipéptido también puede ser producido mediante sintesis quimica convencional.
Para aquellos versados en la materia son conocidos métodos para construir los
po*lipéptidos o los fragmentos de los mismos por medios sintéticos. Las secuencias de
polipéptido construidas sintéticamente por virtud de compartir caracteristicas estructurales
o conformacionales primarias, secundarias o terciarias con un polipéptido nativo pueden
poéeer propiedades bioldgicas en comun con éstas, incluida la actividad biologica.

Moaalidades estan dirigidas a composiciones y métodos para producir plantas mutantes,
'que} no se presentan en la naturaleza, o transgénicas, que han sido modificadas para
reducir o impedir el transporte de metal pesado (cadmio, por ejemplo) a la lamina de la
hojal‘l mediante reduccion de los niveles de expresién de polinucledtido NtMRP o mediante
la réduccién de la actividad de la proteina codificada por el mismo. El nivel de estado
invariable de transcritos de ARN NtMRP pueden ser disminuidos en comparacion con un
planf{a de control. En consecuencia, el nimeros de transportadores activos de NtMRP
disponibles para transportar metales pesados (cadmio, por ejemplo) a través de
membranas celulares puede disminuirse de tal modo que también disminuya el nivel de
cadmio en el vegetal.

La reéjuccién en la expresion de polinucleétido NtMRP puede ser desde cerca de 5 %
hasta "-;cerca de 100 %, o una reduccion de al menos 10 %, al menos 20 %, al menos 25
%, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al
menos"‘ 75 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, o de hasta

100 % lo cual incluye una reduccién en la actividad de transcripcion o expresion de la
proteina.

La reduccién en la actividad de la proteina NtMRP puede ser desde cerca de 5 % hasta

cerca d";e 100 %, o una reduccioén de al menos 10 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al
menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos
75 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, o de hasta 100 %.

La inhibi‘_‘cién se refiere a una reduccion de cerca de 98 % hasta cerca de 100 %, o una
reduccidn de al menos 98 %, al menos 99 %, pero particularmente de 100 %.

Los poIirﬂ;ucIeétidos y constructos recombinantes descritos aqui pueden usarse para
modular (por ejemplo, reducir o inhibir) la expresiéon de un polipéptido NtMRP en una
especie v'\:egetal de interés. Un nimero de métodos a base de polinucleétido, incluido ARN
antisentido, escision de ARN dirigido por ribozima, silenciamiento de gen post-
transcripcional (PTGS), por ejemplo, interferencia de ARN (iIARN), y silenciamiento de gen
transcripci'pnal (TGS) son conocidos para inhibir la expresiéon de gen en vegetales.

Polinucleétidos adecuados incluyen polinucleétidos de longitud total que codifican

polipéptidos NtMRP o fragmentos de tales polinucledtidos de longitud plena. En algunas
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modalidades puede usarse un complemento del polinucleétido de longitud plena o un
fragimento del mismo. De manera tipica, un fragmento es de al menos 10 nucleétidos
contiguos, por ejemplo de al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24,25,26,27, 30, 35,40, 50, 80, 100,200, 500 nucledtidos contiguos o mas.
Generalmente puede usarse una homologia superior para compensar por el uso de una
secuiencia mas corta.

De e:sta manera las composiciones que pueden modular (por ejemplo, reducir o inhibir) la
expré,sién o la actividad de NtMRP incluyen, pero no estan limitadas a, polinucleétidos de
secuéncia especifica que pueden interferir con la transcripcion de uno o varios genes
NtMR'-P enddgenos; los polinucledtidos de secuencia especifica que pueden interferir con
la trahslacién de transcritos de ARN NtMRP (por ejemplo, ARNs bicatenarios, siARNs,
ribozimas); polipéptidos de secuencia especifica que pueden interferir con la estabilidad
de prc;,teinas NtMRP; polinucleétidos de secuencia especifica que pueden interferir con la
actividéd enzimatica de proteina NtMRP o la actividad enlazante de proteina NtMRP con
respedfto a sustratos o proteinas reguladoras; anticuerpos que exhiben especificidad por
proteinﬂa NtMRP; compuestos de molécula pequefia que pueden interferir con la
estabilidad de proteina NtMRP o la actividad enzimatica de proteina NtMRP o la actividad
enlazadte de proteina NtMRP; proteinas de dedos de cinc que enlazan polinucleétido
NtMRP;'-l y meganucleasas que tienen actividad hacia polinucleétido NtMRP.

La tecnblogia antisentido es un método bien conocido que puede usarse para modular
(por ejerhplo, reducir o inhibir) la expresiéon de un polipéptido NtMRP. Un polinucleétido de
un gen Lque va a reprimirse es clonado y enlazado de manera operable a una region
regulado"ra y una secuencia de terminacién de transcripcion de modo que la hebra
antisentido de ARN sea transcrita. El constructo recombinante se transforma entonces en
plantas, t"vgl como las descritas en la presente, y se produce la hebra antisentido de ARN.
El polinucleétido no necesita ser toda la secuencia del gen que va a reprimirse, per
tipicamenite sera sustancialmente complementario a al menos una porcién de la hebra
sentido dél gen que va a reprimirse.

Un po|inu¢lec’>tido puede transcribirse en una ribozima, o ARn catalitico, que afecta la
expresién*; de un ARNm. Las ribozimas pueden disefiarse para emparejarse
especificamente con virtualmente cualquier ARN diana y escindir la espina dorsal de
fosfodiéstef en una locacidn especifica, desactivando funcionalmente de esta manera el
ARN diana. Los polinucledtidos heterdlogos pueden codificar ribozimas disefiadas para
escindir tra",nscritos particulares de ARNm, evitando de esta manera la expresion de un
polipéptido.} Las ribozimas con cabeza de martillo son utiles para destruir ARNms
particulares;‘[ aunque pueden usarse diversas ribozimas que escinden ARNm en
secuencias de reconocimiento especificas en sitio. Las ribozimas con cabeza de martillo
escinden ARNms en locaciones dictadas por regiones de flancos que forman pares de
bases complementarias con el ARN diana. El unico requisito es que el ARN diana
contiene una:a secuencia de nucleétido 5'-UG-3'. La construccion y produccién de ribozimas
son conocidés en el arte. Las secuencias de ribozima cabeza de martillo pueden
incrustarse eh un ARN estable tal como un ARN de transferencia (ARNt) para incrementar
la eficiencia dl‘le escision in vivo.
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Por ejemplo, un constructo puede prepararse de modo gue incluya una secuencia que se
t"ranscriba a un ARN que pueda hibridarse, por ejemplo, un ARN bicatenario que tiene una
estructura tallo-bucle. En algunas 'modalidades, una hebra de la porcién de tallo de un
A";RN bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica a la secuencia
cbdificante sentido o un fragmento de la misma de un polinucleétido NtMRP, y que tiene
una longitud de alrededor de 10 nucleétidos hasta alrededor de 2,500 nucieétidos
cc}ntiguos. La longitud de la secuencia que es similar o idéntica a la secuencia codificante
dé sentido puede ser de 10 nucleétidos contiguos a 500 nucleétidos contiguos, desde 15
nucledtidos contiguos a 300 nucledtidos contiguos, desde 20 nucledtidos contiguos a 100
nullcleétido,s contiguos, o desde 25 nucleétidos contiguos a 100 nucleédtidos contiguos. La
otra hebra de la porcion de tallo de un ARN bicatenario comprende una secuencia que es
sinl‘jilar o idéntica a la hebra antisentido 0 a un fragmento de la misma de la secuencia
coé}ificante del polinucleétido NtMRP, y puede tener una longitud que es mas corta, la
misma o mas larga que la longitud correspondiente de la secuencia sentido. En algunos
casos una hebra de la porcién de tallo de un ARN bicatenario comprende una secuencia
que es similar o idéntica a la regién no traducida 3' 0 5', 0 un fragmento de la misma, de
un I‘ARNm que codifica un polipéptido NtMRP, y Ia otra hebra de la porcién de tallo del
ARN bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica a la secuencia que
es complementario a la region no traducida 3' o 5', respectivamente, o un fragmento de la
misﬁna, del ARNm que codifica el NtMRP. En otras modalidades, una hebra de la porcién
de tallo de un ARN bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica a la
sec@encia de un intrén, o un fragmento de fa misma, en el pre-ARNm que codifica un
poIip?éptido NtMRP, y la otra hebra de la porcion de tallo comprende una secuencia que es
similar o idéntica a la secuencia que es complementaria a la secuencia del intrén, 0 a un
fragn"qento de la misma, en el pre-ARNm.

La porcion de bucle de un ARN bicatenario puede ser de alrededor de 3 nucleétidos hasta
alrededor de 5,000 nucledtidos — tal como desde alrededor de 15 nucleédtidos hasta
alredé,dor de 1000 nucleétidos, desde alrededor de 20 nucledtidos hasta alrededor de 500
nucledtidos, desde alrededor de 25 nucledtidos hasta alrededor de 250 nucleétidos. La
porcidn de bucle del ARN puede incluir un intrén o un fragmento del mismo. Un ARN
bicatehario puede tener cero, una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o
mas estructuras de tallo-bucle.

Un cohstructo que incluye una secuencia que esta enlazada de modo operable a una
regién reguladora o una secuencia de terminacién de transcripcion, y que se transcribe a
un ARN que puede formar un ARN bicatenario, puede transformarse en plantas tal como
se desé;ribe en la presente. Los métodos para usar iARN para inhibir la expresiéon de un
gen son conocidos por aquellos versados en la materia.

Los coﬁstructos que comprenden regiones reguladoras enlazadas de modo operable a
las moléculas de polinucledtido en orientacion sentido también pueden usarse para inhibir
la expresion de un gen. El producto de transcripcion puede ser similar o idéntico a la
secuené‘lia codificante sentido, o a un fragmento de la misma, de un polipéptido NtMRP. El
producto de transcripcion también puede ser no poliadenilado, carecer de una estructura
de cubieha 5', o contener un intrén incapaz de empalmarse. Los métodos de inhibicién de
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+ la expresion de gen usando ADNc de longitud plena, asi como una secuencia parcial de

ADNCc son conocidos en el arte.

. En algunas modalidades, se usa un constructo que comprende un polinucleétido que tiene

. al menos una hebra y que es un modelo tanto para secuencia de sentido como para la
- antisentido que son complementarias entre si para inhibir la expresién de un gen. Las
secuencias de sentido y antisentido pueden ser una parte de una molécula mas grande de
- polinucleétido o pueden ser una parte de moléculas separadas de polinucledtido que
:;tienen secuencias que no son complementarias. Las secuencias sentido o antisentido
. pueden ser una secuencia que es idéntica o complementaria a la secuencia de un ARNm,
::Ia regién no traducida 3' o 5' de un ARNm o un intrén en un ARNm que codifica un
.polipéptido NtMRP, o un fragmento de tales secuencias. En algunas modalidades, Ia
;‘secuencia sentido o antisentido es idéntica o complementaria a una secuencia de la
I;regic’)n reguladora que impulsa la transcripcion del gen que codifica un polipéptido NtMRP.
En cada caso, la secuencia sentido es la secuencia que es complementaria a la
éecuencia antisentido.

Las secuencias sentido y antisentido pueden tener una longitud mayor a cerca de 10
nucledtidos (por ejemplo cerca de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30, 0 mas nucleétidos). Por ejemplo, una secuencia
élntisentido puede ser de una longitud de alrededor de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, o 30 nucledtidos. Tipicamente, las secuencias de sentido y antisentido tienen una
Id;ngitud en el rango de cerca de 15 nucleétidos hasta cerca de 30 nucleétidos, por
ejemplo, desde aproximadamente 18 nucleétidos hasta aproximadamente 28 nucleétidos,
o. desde aproximadamente 21 nucledtidos hasta aproximadamente 25 nucleétidos, o
désde alrededor de 23 nucleétidos hasta alrededor de 25 nucleétidos.

En algunas modalidades, una secuencia antisentido es una secuencia complementaria a
una secuencia ARNm, o a un fragmento de la misma, que codifica un polipéptido NtMRP
déscrito en la presente. La secuencia sentido complementaria a la secuencia antisentido
pdede ser una secuencia presente dentro del ARNm del polipéptido NtMRP. Tipicamente,
Iaé secuencias sentido y antisentido se disefian para corresponder a una secuencia de
15-30 nucledtidos de un ARNm diana de modo que el nivel de tal mARN diana se
reduzca.

En: algunas modalidades, puede usarse un constructo que comprende un polinucleétido
qu¢ tiene al menos una hebra que es un modelo para mas de una secuencia sentido (por
ejemplo, cerca de 2, 3,4, 56, 7, 8, 9, 10 o mas secuencias sentido) para inhibir la
expresién de un gen. Similarmente, puede usarse un constructo que comprende un
poli’pucleétido que tiene al menos una hebra que es un modelo para mas de una
sec‘yencia antisentido (por ejemplo, cerca de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas secuencias
anti;entido) para inhibir la expresién de un gen. Por ejemplo, un constructo puede
contener un polinucleétido que tiene al menos una hebra que es un modelo para dos
secﬂllencias sentido y dos secuencias antisentido. Las muitiples secuencias sentido
pueden ser idénticas o diferentes. Las multiples secuencias antisentido pueden ser
idéniicas o diferentes. Por ejemplo, un constructo puede comprender un polinucleétido
que tiene una hebra que es un modelo para dos secuencias sentido idénticas y dos
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. secuencias antisentido idénticas que son complementarios a las dos secuencias sentido
. idénticas.

ﬂ De modo alternativo, un polinucleétido aislado puede comprender una hebra que es un
ﬂmodelo para (1) dos secuencias sentido idénticas con una longitud de 10, 11, 12, 13, 14,
1;15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 o mas nucledtidos, (2) una
‘:secuencia antisentido que es complementaria a las dos secuencias sentido idénticas con
iuna longitud de aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 o 30 o mas nucleétidos, (3) una secuencia sentido con longitud de cerca
de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 0 30 0 mas
hucle()tidos, y (4) tres secuencias antisentido idénticas que son complementarios a la
secuencia sentido de aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 o mas nucledtidos de longitud. Los constructos
plyoporcionados en la presente pueden disefiarse para tener cualquier disposicion de
s@ecuencias sentido y antisentido. Por ejemplo, dos secuencias sentido idénticas pueden
ser seguidas por dos secuencias antisentido idénticas o pueden estar posicionadas entre
d&ps secuencias antisentido idénticas.

Un polinucledtido que comprende al menos una hebra que es un modelo para una o mas
sécuencias sentido o antisentido puede enlazarse de modo operable a una regidn
reguladora para impulsar la transcripcion de una molécula de ARN que comprende la(s)
se¢uencia(s) sentido o antisentido. Adicionalmente, un polinucleétido de este tipo puede
enlazarse de modo operable a una secuencia terminadora de transcripcion, tal como el
ter‘minador del gen de nopalina sintasa (nos). En algunos casos, dos regiones reguladoras
puéden dirigir la transcripcién de dos transcritos: una desde la hebra de arriba y una
desllde la hebra de abajo. Las dos regiones reguladoras pueden ser las mismas o
diferentes.

Lasidos regiones reguladoras pueden ser iguales o diferentes. Los dos transcritos pueden
formar moléculas de ARN bicatenario que inducen la degradacién del ARn diana. En
alguhos casos, un polinucledtido puede estar posicionado dentro de un T-ADN o ADN de
tranéferencia derivado de vegetal (P-DNA) tal que las secuencias de T-ADN izquierda y
derecha del borde, o las secuencias izquierda y derecha del tipo borde del P-ADN estan
de cé?stado 0 estan a cada lado del polinucleétido. La secuencia de polinucleétido entre
las d;os regiones reguladoras pueden ser de aproximadamente 15 a aproximadamente
300 ‘pucleétidos de longitud, de alrededor de 15 a alrededor de 200 nucledtidos de
longitud, de alrededor de 15 a alrededor de 100 nucledtidos de longitud, de alrededor de
16 a *;alrededor de 50 nucledtidos de longitud, de airededor de 18 a alrededor de 50
nuclecfatidos de longitud, desde alrededor de 18 a alrededor de 40 nucleétidos de longitud,
desde alrededor de 18 a alrededor de 30 nucledtidos de longitud, o desde alrededor de 18
a aIreé{Iedor de 25 nucleétidos de longitud.

Por coﬂnsiguiente, composiciones que pueden modular (por ejemplo, regular hacia abajo)
la exp'resién o la actividad de proteina NtMRP incluyen polinucleétidos de secuencia
especifica que pueden interferir con la transcripcion de uno o varios genes endégenos
NtMRP";I; polinucledtidos de secuencia especifica que pueden interferir con la translacion
de trarjscritos de ARN NtMRP (por ejemplo, ARNs bicatenarios; ARNSsi, ribozimas);
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:-1 polipéptidos de secuencia especifica que pueden interferir con la estabilidad de proteinas
NtMRP; polinucledtidos de secuencia especifica que pueden interferir con la actividad
enzimatica de proteina NtMRP o la actividad enlazante de proteina NtMRP con respecto a
L:‘sustratos o proteinas reguladoras; anticuerpos que exhiben especificidad por proteina
":NtMRP; compuestos de molécula pequefia que pueden interferir con la estabilidad de
l{pro’teina NtMRP o la actividad enzimatica de proteina NtMRP o la actividad enlazante de
proteina NtMRP; proteinas de dedos de cinc que enlazan polinucledtido NtMRP; y
fneganucleasas que tienen actividad hacia polinucleétido NtMRP.

Un antagonista efectivo puede reducir el transporte de metal pesado (por ejemplo,
c%admio) hacia la hoja (por ejemplo, estructuras de ldamina de hoja) en al menos 5%, 10%,
1*5%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%.

En una modalidad, los polinucleétidos de secuencia especifica que pueden interferir con
Ia"-Ltranslacién de transcrito(s) de ARN NtMRP es iARN.

La interferencia de ARN ("iARN") o silenciamiento de ARN es un proceso conservado
evblucionariamente por el cual pueden tenerse como propdsito ARNms especificos para
deéradacién enzimatica. Un ARN bicatenario (ARN bicatenario) debe introducirse o
pro"giucirse por una célula (por ejemplo, virus de ARN bicatenario, o polinucleétidos de
iARiN NtMRP) para iniciar la ruta de iARN. EI ARN bicatenario puede convertirse en
mt'JI't.ipIes duplices de ARNsi de 21-23 bp de longitud ("ARNSsis") por RNasas que son
endbnucleasas especificas de ARN bicatenario ("Dicer"). Los ARNsis pueden reconocerse
a cbntinuacién por complejos de silenciamiento inducidas por ARN ("RISC") que
pron%yueven el desenrollamiento de ARNsi a través de un proceso dependiente de ATP. La
hebré antisentido desenrollada del ARNsi guia los RISC al ARNm direccionado (por
ejemblo, variantes de ARN NtMRP) que comprenden una secuencia complementaria a la
hebré anti-sentido de ARNsi. EIl ARNm direccionado y la hebra anti-sentido puede formar
un hélice con forma de A, y el surco principal de la hélice con forma de A puede ser
recon"gcido por los RISC activados. El ARNm diana puede escindirse por RISC activados
en un'solo sitio definido por el sitio enlazante del extremo S' de la hebra de ARNSsi. Los
RISC éctivados pueden reciclarse para catalizar otro evento de escision.

Los ve'ﬂ‘ctores de expresion de ARNi NtMRP que comprenden constructos de iARN que
codificén polinucledtidos de IARN NtMRP exhiben actividad de interferencia de ARN
reduciendo el nivel de expresion de ARNms NtMRP, pre-ARNms NtMRP, o variantes
relacioriadas de ARN NtMRP. Los vectores de expresion pueden comprender un promotor
posicioﬁado de modo ascendente y enlazado de modo operable a un constructo de iARN
NtMRP,}taI como se describe en la presente. Los vectores de expresion de iARN NtMRP
pueden "gcomprender un promotor de nucleo minimo adecuado un constructo de iARN
NtMRP “.de interés, una regién reguladora en posicidn ascendente (5'), una regidn
regulado",ra en posicién descendente (3'), incluidas sefales de terminacién de transcripcion
y poliadé‘nilacién, y otras secuencias conocidas a las personas versadas en la materia,
tales cor’rio diversos marcadores de seleccion.

Los polinUcIeétidos NtMRP pueden ser producidos en diversas formas, incluidas como
estructuras bicatenarias (es decir, una molécula de ARN bicatenario que comprende una
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hebra antisentido y una hebra sentido complementaria), estructuras bicatenarias de tipo
horquilla ("iIARNbc"), estructuras monocatenarias (es decir, una molécula ARNmc que
comprende apenas una hebra antisentido). Las estructuras pueden comprender un
duplex, duplex asimétrico, estructura secundaria tipo horquilla u horquilla asimétrica, que
tiene hebras sentido y antisentido auto-complementarias. El iARN bc NtMRP puede
convertirse enzimaticamente en siARNs NtMRP bicatenario. Una de las hebras del duplex
ARNsi NtMRP puede hibridar a una secuencia complementaria dentro del ARNm NtMRP
diana y variantes relacionadas de ARN NtMRP. Los duplices ARNsi/ARNm son
reconocidos por RISC que pueden escindir ARNs NtMRP en mudltiples sitios de una
manera dependiente de la secuencia, lo que resulta en la degradacién del ARNm NtMRP
. diana y variantes relacionadas de ARN NtMRP.

Las moléculas de ARN bicatenario pueden incluir moléculas de ARNsi juntadas a partir
ﬂde un solo oligonucleétido en una estructura tipo tallo-bucle, en cuyo caso las regiones
 sentido y antisentido auto-complementarias de la molécula de ARNsi estan enlazadas por
L‘-;medios de un(os) enlazante(s) a base de polinucleétido o a base de no polinucledtido, asi
l‘-lcomo ARN monocatenario circular que tiene dos 0 mas estructuras de bucle y un tallo que
bomprende hebras auto-complementarias sentido y antisentido, en cuyo caso el ARN
%:ircular puede procesarse o bien in vivo o bien in vitro para generar una molécula de
ARNSi activa capaz de mediar iARN.

Moléculas de ARN de horquilla pequefia (ARNhp) también se divulgan en la presente, que
c"'pmprenden una secuencia especifica antisentido en adicion a la secuencia de
cbmplemento opuesto (sentido), tipicamente separada por una secuencia espaciadora o
b@lcle. La escisién del espaciador o del bucle proporciona una molécula de ARN
monocatenario y su complemento opuesto, de tal modo que puedan hibridar para formar
un"‘,‘a molécula de ARN bicatenario (opcionalmente con etapas de procesamiento
adicionales que pueden resultar en adicion o retiro de uno, dos, tres 0 mas nucleétidos del
extireme 3' o del extremo &' de cualquiera de las dos hebras o de ambas). El espaciador
puéde ser de longitud suficiente para permitir que las secuencias antisentido y sentido
hib'ﬁiden y formen una estructura bicatenaria (o tallo) antes de la escision del espaciador
(y, épcionalmente, etapas subsiguientes de procesamiento que pueden resultar en adicién
0 réjciro de uno, dos, tres 0 mas nucleétidos del extremo 3' o del extremo 5' de cualquiera
de Ié'?\s dos hebras o de ambas). La secuencia espaciadora es tipicamente una secuencia
de ri)ucleétido no relacionado que se sitia entre dos regiones complementarias de
secu"gncia de nucledtido que al hibridar a un polinucleétido bicatenario, comprenden un
ARth. La secuencia espaciadora generalmente comprende entre cerca de 3 y cerca de
100 riucleétidos.

Cualduier polinucleétido de ARN NtMRP de interés puede ser producido seleccionando
una domposicién de secuencia adecuada, tamafio de bucle y longitud de tallo para
produé;ir el duplex de horquilla NtMRP. Un rango adecuado para disefiar longitudes de
tallo dé un duplex de horquilla incluye longitudes de tallo de al menos aproximadamente
10, 11; 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucleétidos — tales como alrededor de 14-30
nucleéflidos, alrededor de 30-50 nucleétidos, alrededor de 50-100 nucleétidos, alrededor
de 100-150 nucledtidos, alrededor de 150-200 nucledtidos, alrededor de 200-300
nucleéti_‘dos, alrededor de 300-400 nucleotidos, alrededor de 400-500 nucledtidos,
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alrededor de 500-600 nucledtidos, y alrededor de 600-700 nucledtidos. Un rango
adecuado para disefiar longitudes de bucle de un duplex de horquilla incluye longitudes
de horquilla de alrededor de 4-25 nucledtidos, alrededor de 25-50 nucleétidos, o mas
largo si la longitud de tallo del duplex de horquilla de pelo es sustancial. En ciertas
modalidades, una molécula de ARN bicatenario o ARNmc es de entre alrededor de 15y
alrededor de 40 nucleétidos de longitud. En otra modalidad, La molécula de ARNsi es una
molécula de ARN bicatenario o0 ARNmc de entre alrededor de 15 y alrededor de 35
nucleétidos de longitud. En otra modalidad, la molécula de ARNsi es una molécula de
ARN bicatenario o de ARNmc de entre alrededor de 17 y alrededor de 30 nucleétidos de
longitud. En otra modalidad, la molécula de ARNsi es un ARN bicatenario o una molécula
de ARNmc de entre alrededor de 19 y alrededor de 25 nucleétidos de longitud. En otra
modalidad la molécula de ARNsi es un ARN bicatenario o una molécula de ARNmc de
entre alrededor de 21 a alrededor de 23 nucleétidos de longitud. En ciertas modalidades,
las estructuras de horquilla con regiones de dUplex mas largas que 21 nucleétidos pueden

promover un silenciamiento efectivo dirigido por ARNSsi, independientemente de la

secuencia y longitud de bucle.

- La secuencia de ARNm diana es tipicamente de entre alrededor de 14 a alrededor de 50
. nuclettidos de longitud. EIl ARNm diana puede, por lo tanto, escanearse para regiones
' entre alrededor de 14 y alrededor de 50 nucleétidos de longitud que cumplen
preferiblemente uno o varios de los siguientes criterios para una secuencia diana: una
. proporcion A+T/G+C de entre alrededor de 2:1 y alrededor de 1:2; un dinucleétido AA o
un dinucleétido CA en el extremo 5' de la secuencia diana; una secuencia de al menos 10
- nucleétidos consecutivos Unicos para el ARNm diana; y sin "corridas" de mas de tres
. nucledtidos guanina (G) consecutivos o mas de tres nucleétidos citosina (C) consecutivos.
:;Estos criterios pueden evaluarse usando diversas técnicas conocidas en la técnica, por
‘ejemplo, pueden usarse programas de computador tales como BLAST para buscar bases
".‘de datos disponibles al publico para determinar si la secuencia diana seleccionada es
‘Unica para el ARNm diana. De manera alterna, una secuencia diana puede ser
::seleccionada (y una secuencia de ARNSsi disefiada) usando software de computador
comercialmente disponible (por ejemplo, OligoEngine. TM. (Seattle, Wash.); Dharmacon,
Inc. (Lafayette, Colo.); Target Finder de Ambion Inc. (Austin, Tex.) y la siRNA Design Tool
de QIAGEN, Inc. (Valencia,Calif.).

En una modalidad, las secuencias de ARNm diana son seleccionadas para estar entre
élrededor de 14 y alrededor de 30 nucledtidos de longitud que cumplan uno o mas de los
criterios de arriba. En otra modalidad, las secuencias diana son seleccionadas que estén
entre alrededor de 16 y alrededor de 30 nucledtidos de longitud que cumplan uno o mas
dé los criterios de arriba. En otra modalidad, las secuencias diana son seleccionadas que
estén entre alrededor de 19 y alrededor de 30 nucleétidos de longitud que cumplan uno o
mllés de los criterios de arriba. En otra modalidad, las secuencias diana son seleccionadas
que estén entre alrededor de 19 y alrededor de 25 nucleétidos de longitud que cumplan
ur']o o mas de los criterios de arriba.

En una modalidad ejemplar, las moléculas de ARNsi comprenden una secuencia
especifica antisentido que es complementaria a al menos 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,

28



WO 2012/028309 PCT /EP2011/004383

20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, o mas nucledtidos contiguos de cualquiera de
las secuencias como se describen en SEQ ID NOs:1-23.

La secuencia especifica antisentido comprendida por la molécula de ARNsi puede ser
idéntica o sustancialmente idéntica al complemento de la secuencia diana. En una
modalidad, la secuencia especifica antisentido comprendida por la molécula de ARNsi es
al menos de alrededor de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica al
complemento de la secuencia de ARNm diana. Los métodos de determinacién de la
identidad de secuencia son conocidos en la técnica y pueden determinarse, por ejemplo,
usando el programa BLASTN del grupo de computacién de la Universidad de Wisconsin
(GCG) o proporcionado en el sitio de internet NCBI.

La secuencia especifica antisentido de las moléculas de ARNSsi descritas en la presente
pueden exhibir variabilidad diferenciando (por ejemplo, mediante sustitucion de
nucleédtido, incluyendo transicion o transversién) en uno, dos, tres, cuatro o mas
nucledtidos de la secuencia de ARNm diana. Cuando tales sustituciones de nucleétido se
presentan en la hebra antisentido de una molécula de ARN bicatenario, el nucledtido
complementario en la hebra sentido, con el cual el nuclebtido sustituto formaria
tipicamente emparejamiento de base de enlace de hidrégeno, puede estar sustituido o no
estar sustituido de modo correspondiente. También se contemplan moléculas de ARN en
las cuales ocurre una o mas sustituciones de nucleétido en la secuencia sentido, pero no
en la hebra antisentido. Cuando la secuencia antisentido de una molécula de ARNSsi
comprende una o mas discordancias entre la secuencia de nucleétido del ARNsi y la
secuencia de nucleétido diana, tal como se describe arriba, las discordancias pueden
encontrarse en el terminal 3', el terminal 5' o en la porcién central de la secuencia
antisentido.

En otra modalidad, las moléculas de ARNsi comprenden una secuencia especifica
antisentido que es capaz de hibridar selectivamente en condiciones rigurosas a una
porcion de gen diana de ocurrencia natural o ARNm diana. Las condiciones rigurosas
adecuadas incluyen, por ejemplo, hibridacién de acuerdo con procedimientos de
hibridacién convencionales y condiciones de lavado de 1-3 veces. Citrato de sodio
estandar, 0.1-1% de sulfato dodecilo de sodio, 50-70 °C, con un cambio de solucién de
lavado después de alrededor de 5-30 minutos. Como es conocido por aquellos versados
en la materia, pueden lograrse variaciones en la rigurosidad de las condiciones de
hibridacién modificando el tiempo, la temperatura o la concentracién de las soluciones
usadas para las etapas de la hibridacion y de lavado. Las condiciones adecuadas también
pueden depender en parte de las secuencias particulares de nucleétido usadas, por
ejemplo la secuencia del ARNm o gene diana.

Las moléculas de iIARN que tienen una estructura duplex o bicatenaria, por ejemplo ARN
bicatenario o ARNph, pueden tener extremos despuntados o pueden tener colgantes 3' o
S'. Tal como se usa en la presenta, "colgante" se refiere al nucleétido o nucleétidos no
emparejados que sobresalen de una estructura diplex cuando un terminal 3'de una hebra
de aRN se extiende mas alla del terminal 5' de la otra hebra (colgante 3'), o viceversa
(colgante 5'). Los nucledtidos que comprenden los colgantes pueden ser ribonucleétidos,
desoxiribonucledtidos o versiones modificadas de los mismos. En una modalidad, al
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menos una hebra de la molécula de iARN tiene un colgante 3' desde alrededor de 1 hasta
alrededor de 6 nucledtidos de longitud. En otras modalidades, el colgante 3' es desde
alrededor de 1 a alrededor de 5 nucledtidos, desde alrededor de 1 a alrededor de 3
nucledtidos y desde alrededor de 2 a alrededor de 4 nucleétidos de longitud.

Cuando la molécula de iARN comprende un colgante 3' en un extreme de la molécula, el
- otro extremo puede ser un extremo despuntado o tener también un colgante (5' o 3').
Cuando la molécula de iARN comprende un colgante en ambos extremos de la molécula,
la longitud de los colgantes puede ser la misma o diferente. En una modalidad, la
~ Molécula de iARN descrita en la presente comprende colgantes 3' de alrededor de 1 a
alrededor de 3 nucledtidos en ambos extremos de la molécula. En otra modalidad, la
molécula de iIARN es un ARN bicatenario que tiene un colgante 3' de 2 nucleétidos en
ambos extremos de la molécula. En una modalidad mas, los nucleétidos que comprenden
el colgante del iARN son dinucleétidos Tl o dinucleétidos UU.

Al determinar el porcentaje de identidad de la molécula de iARN que comprende uno o
mas colgantes con la secuencia de ARNm diana, el o los colgantes pueden tomarse o no
tomarse en cuenta. Por ejemplo, los nucleétidos de un colgante 3' y hasta 2 nucleétidos
del terminal 5' o 3' de la doble hebra pueden modificarse sin pérdida significativa de
actividad de la molécula de ARNSsi.

Las moléculas de iARN pueden comprender una o mas estructuras de cubierta 5' 0 3'. La
molécula de iARN puede comprender una estructura de cubierta en el extreme 3' de la
hebra sentido, la hebra antisentido, 0 ambas hebras sentido y antisentido; o en el extremo
S' de la hebra sentido, la hebra antisentido, 0 ambas hebras sentido y antisentido de la
molécula de iARN. De manera alternativa, la molécula de iARN puede comprender una
estructura de cubierta en ambos extremos 3’ y 5' de la molécula de iARN. El término
"estructura de cubierta” se refiere a una modificacion quimica en cualquier terminal de un
- oligonucledtido (véase, por ejemplo, la patente estadounidense No. 5,998,203), que
protege la molécula de degradacion de exonucleasa, y también puede facilitar la entrega o
la localizacion dentro de una célula.

Otra modificacion aplicable a la molécula de iARNs es el enlazamiento quimico a la
molécula de iIARN de una o mas fracciones o conjugados que aumentan la actividad,
distribucion celular, absorcion celular, biodisponibilidad o estabilidad de la molécula de
IARN. Los polinucleétidos pueden sintetizarse o modificarse mediante métodos bien
establecidos en la técnica. Las modificaciones quimicas pueden incluir, pero no limitarse
- a, modificaciones 2, introduccion de bases no naturales, unién covalente a un ligando y
-reemplazo de enlaces de fosfato con enlaces de tiofosfato. En esta modalidad, Ia
integridad de la estructura duplex se fortalece en al menos uno, y tipicamente dos,
enlaces quimicos. El enlazamiento quimico por cualquiera de una variedad de técnicas
- bien conocidas, por ejemplo introduciendo enlaces covalentes, i6nicos o de hidrégeno;
interacciones hidréfugas, interacciones de van der Waals o de apilamiento; por medio de
una coordinacién con ion de metal, o a través del uso de analogos de purina.

En una modalidad mas, los nucleétidos en una de las dos, o en ambas, hebras
individuales pueden ser modificados para impedir o inhibir la activacion de enzimas
 celulares tales como, por ejemplo, sin limitacién, ciertas nucleasas. Las técnicas para

30



WO 2012/028309 PCT /EP2011/004383

inhibir la activacién de enzimas celulares son conocidas en la técnica e incluyen, pro no
se limitan a, modificaciones 2’-amino, modificaciones 2'-flior, modificaciones 2’-alquilo,
modificaciones de espina dorsal no cargada, modificaciones de morfolina, modificaciones
de 2'-O-metilo y fosforoamidato. Asi, al menos un grupo 2'-hidroxilo de los nucleétidos en
un ARN bicatenario se reemplaza por un grupo quimico. También, al menos un nucleétido
puede modificarse para formar un nucleétido cerrado. Un tal nucleétido cerrado contiene
un Puente de metileno o de etileno que conecta el 2'-oxigeno de ribosa con el 4'-carbono
de ribosa. La introduccién de un nucleétido cerrado a un oligonucleétido mejora la afinidad
por secuencias complementarias e incrementa la temperatura de fusion en varios grados.

Los ligandos pueden conjugarse a una molécula de iARN, por ejemplo, para aumentar su
absorcion moiecular. En cierta modalidad, un ligando hidréfugo es conjugado a la
molécula para facilitar permeacion directa de la membrana celular. Estos enfoques han
sido usados para facilitar la permeacion celular de los oligonucleétidos antisentido. En
ciertos casos, la conjugacion de un ligando catidnico a oligonucledtidos resulta con
frecuencia en Resistencia mejorada a las nucleasas. Ejemplos representativos de
ligandos catiénicos son propilamonio y dimetilpropilamonio. Los oligonucleétidos anti-
sentido pueden retener su alta afinidad enlazante a ARNm cuando el ligando catiénico se
dispersa por todo el oligonucleétido.

Las moléculas y nucledtidos descritos en la presente pueden prepararse usando la
técnica bien conocida de sintesis de fase solida. Pueden emplearse de modo adicional o
alternativo cualesquiera otros medios conocidos en la técnica para tal sintesis.

Diversas modalidades estan dirigidas a vectores de expresion de NtMRP (por ejemplo,
vectores de expresion de NtMRP3) que comprenden polinucleétido NtMRP o constructos
de iIARN NtMRP que comprenden uno o varios: SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 51, intrén 1 (SEQ ID NO:30), intrén 2 (SEQ ID NO:31), intron 3 (SEQ ID NO:32),
intrén 4 (SEQ ID NO:33), intron 5 (SEQ ID NO:34), intron 6 (SEQ ID NO:35), intrén 7
(SEQ ID NO:36), intron 8 (SEQ ID NO:37), intron 9 (SEQ ID NO:38), intrén 10 (SEQ ID
NO:39), exén 1 (SEQ ID NO:40), exén 2 (SEQ ID NO:41), exdn 3 (SEQ ID NO:42) exdn 4
(SEQ ID NO:43), exdén 5 (SEQ ID NO:44), exdén 6 (SEQ ID 30 NO:45) exén 7 (SEQ ID
NO:46) exon 8 (SEQ ID NO:47), exén 9 (SEQ ID NO:48) exdn 10 (SEQ ID NO:49) o exén
11 (SEQ ID NO:50) y fragmentos de las mismas, y variantes de las mismas. Tal como se
describe en la presente, la referencia a las secuencias especificas también incluye el
complemento o el complemento opuesto de las mismas.

Diversas modalidades estan dirigidas a vectores de expresion de NtMRP (por ejemplo,
vector de expresion de NtMRP4) que comprende polinucleétido NtMRP o constructos de
IARN NtMRP que comprenden una o mas de: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:27, intrén 1 (SEQ ID NO:3), intrén 2 (SEQ ID NO:4), intrén 3 (SEQ ID NO:5), intrdn 4
(SEQ ID NO:6), intrén 5 (SEQ ID NO:7), intrén 6 (SEQ ID NO:8), intrén 7 (SEQ ID NO:9),
intron 8 (SEQ ID NO:10), intrén 9 (SEQ ID NO:11), intron 10 (SEQ ID NO:12), exén 1
(SEQ ID NO:13), exén 2 (SEQ ID NO:14), exén 3 (SEQ ID NO:15) exén 4 (SEQ ID
NO:16), exon 5 (SEQ ID NO:17), exén 6 (SEQ ID NO:18) exén 7 (SEQ ID NO:19) exén 8
(SEQ ID NO:20), ex6n 9 (SEQ ID NO:21) exén 10 (SEQ ID NO:22), exén 11 (SEQ ID
NO:53) o SEQ ID No. 23 y fragmentos de las mismas, y variantes de las mismas. Tal
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como se describe en la presente, la referencia a las secuencias especificas también
incluye el complemento o el complemento opuesto de las mismas.

Diversas modalidades estan dirigidas a vectores de expresion que comprenden: uno.o
varioé polinucledtido(s) NtMRP o constructor de iIARN NtMRP (por ejemplo, polinucleétido
NtMRPB o constructor de IARN NtMRP3) que tienen al menos 71 %, 72%, 73%, 74%,
75%, '180%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en; SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,
intrénl‘1 (SEQ ID NO:30), intrén 2 (SEQ ID NO:31), intron 3 (SEQ [ID NO:32), intron 4
(SEQ';ID NO:33), intrén 5 (SEQ ID NO:34), intrén 6 (SEQ ID NO:35), intrén 7 (SEQ ID
NO:3§), intron 8 (SEQ ID NO:37), intrén 9 (SEQ ID NO:38), intron 10 (SEQ ID NO:39),
exon 1'| (SEQ ID NO:40), exén 2 (SEQ ID NO:41), exon 3 (SEQ ID NO:42) exén 4 (SEQ ID
NO:43), exén 5 (SEQ ID NO:44), exén 6 (SEQ ID NO:45) exdn 7 (SEQ ID NO:46) exon 8
(SEQ ID NO:47), exdén 9 (SEQ ID NO:48), exén 10 (SEQ ID NO:49), exon 11 (SEQ ID
NO:505 o SEQ ID NO: 51 y fragmentos de las mismas, y variantes de las mismas o una
combidacién de dos 0 mas de las mismas. |

Tal como se describe en la presente, la referencia a las secuencias especificas también
incluye el complemento o el complemento opuesto de las mismas.

Diversas modalidades estan dirigidas a vectores de expresién que comprenden:
polinucléétido NtMRP o constructos de iARN NtMRP (por ejemplo, polinucleétido NtMRP4
o} const'_ructos de iIARN NtMRP4) que tienen al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% de identidad de secuencia con una
secuenc';ia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, intrén 1
(SEQ ID NO:3), intrén 2 (SEQ ID NO:4), intrén 3 (SEQ ID NO:5), intrén 4 (SEQ ID NO:6),
intrén 5 (SEQ ID NO:7), intrén 6 (SEQ ID NO:8), intrén 7 (SEQ ID NO:9), intrén 8 (SEQ ID
NO:10), ';intrén 9 (SEQ ID NO:11), intrén 10 (SEQ ID NO:12), exén 1 (SEQ ID 30 NO:13),
exon 2 (SEQ ID NO:14), exén 3 (SEQ ID NO:15) exén 4 (SEQ ID NO:16), ex6n 5 (SEQ ID
NO:17), 'gexén 6 (SEQ ID NO:18) exén 7 (SEQ ID NO:19) exdn 8 (SEQ ID NO:20), exdn 9
(SEQ ID.NO:21) exén 10 (SEQ ID NO:21), exé6n 11 (SEQ ID NO:22) o SEQ ID No. 23 y
fragmentbs de las mismas, y variantes de las mismas o una combinacion de dos o mas de
las misnﬁ;as. Tal como se describe en la presente, la referencia a las secuencias
especifice‘;s también incluyen el complemento o complemento opuesto de las mismas.

Diversas modalidades estan dirigidas a vectores de expresion que comprenden:
polinucleétido NtMRP o constructo de iARN NtMRP que codifican polinucleétidos de iARN
NtMRP (bor ejemplo, polinucleétido NtMRP3 o constructos de iARN NtMRP3 que
codifican polinucleétidos de IARN NtMRP3) capaces de auto-hibridacion para formar una
estructural‘de horquilla en la cual el constructo comprende (a) una primera secuencia que
tiene al menos 71 %, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y
99% de id';entidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en: SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, intrén 1 (SEQ ID NO:30), intrén 2 (SEQ ID NO:31),
intrén 3 (SEQ ID NO:32), intron 4 (SEQ ID NO:33), intrén 5 (SEQ ID NO:34), intrén 6
(SEQ ID NO:35), intrén 7 (SEQ ID NO:38), intrén 8 (SEQ ID NO:37), intron 9 (SEQ ID
NO:38), intl,rén 10 (SEQ ID NO:39), exén 1 (SEQ ID NO:40), exdn 2 (SEQ ID NO:41), exdn
3 (SEQ ID. NO:42) exén 4 (SEQ ID NO:43), exén 5 (SEQ ID NO:44), exén 6 (SEQ ID
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NO:45) exon 7 (SEQ ID NO:46), exon 8 (SEQ ID NO:47), exén 9 (SEQ ID NO:48), exdn
10 (éEQ ID NO:49), exén 11 (SEQ ID NO:50) o SEQ ID NO:51 y fragmentos de las
mismés, y variantes de las mismas o una combinacién de dos o mas de las mismas; (b)
una sﬂegunda secuencia que codifica un elemento espaciador de aquella forma un bucle
de la l‘;estructura de horquilla; y (e) una tercera secuencia que comprende una secuencia
opues‘zlta complementaria de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacién
que la primera secuencia, en cuyo caso la segunda secuencia esta posicionada entre la
primeﬁa secuencia y la tercera secuencia, y la segunda secuencia esta ligada de manera
operaSIe con la primera secuencia y con la tercera secuencia. Tal como se describe en la
preserite, la referencia a las secuencias especificas también incluyen el complemento o
complémento opuesto de las mismas.

Diversés modalidades estan dirigidas a vectores de expresion que comprenden:
polinucledtido NtMRP o constructo de iIARN NtMRP que codifica polinucledtidos de iARN
NtMRP:; (por ejemplo, polinucleétido NtMRP4 o constructos de iARN NtMRP4 que
codificah polinucleotidos de IARN NtMRP4) capaces de auto-hibridacion para formar una
estructu{ra de horquilla en la cual el constructo comprende (a) una primera secuencia que
tiene al *:menos 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, y
99% deilidentidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, intrén 1 (SEQ ID NO:3), intrén 2 (SEQ ID NO:4), intrén 3
(SEQ ID"gNO:S), intrén 4 (SEQ ID NO:8), intrén 5 (SEQ ID NO:7), intron 6 (SEQ ID NO:8),
intrén 7 "‘(SEQ ID NO:9), intrén 8 (SEQ ID NO:10), intréon 9 (SEQ ID NO:11), intrén 10
(SEQ IDE:‘ NO:12), exén 1 (SEQ ID NO:13), exén 2 (SEQ ID NO:14), exén 3 (SEQ ID
NO:15) exon 4 (SEQ ID NO:16), exén 5 (SEQ ID 30 NO:17), exdn 6 (SEQ ID NO:18) exdn
7 (SEQ lD NO:19) exén 8 (SEQ ID NO:20), exén 9 (SEQ ID NO:21) exdén 10 (SEQ ID
NO:22), éxén 11 (SEQ ID NO:53), SEQ ID No. 23 o SEQ ID NO:51 y fragmentos de las
mismas, y variantes de las mismas o una combinacién de dos o mas de las mismas; (b)
una segurjda secuencia que codifica un elemento espaciador de la que forma un bucle de
la estructt‘gra de horquilla; y (e) una tercera secuencia que comprende una secuencia
opuesta complementaria de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacién
que la prir"nera secuencia, en cuyo caso la segunda secuencia esta posicionada entre la
primera se"‘cuencia y la tercera secuencia, y la segunda secuencia esta ligada de modo
operable a".‘ la primera secuencia y a la tercera secuencia. Tal como se describe en la
presente, la referencia a las secuencias especificas también incluyen el complemento o
complemedto opuesto de las mismas.

Las secuencias reveladas pueden utilizarse para construir diversos polinucleétidos NtMRP
que no forrfhan estructuras de horquilla. Por ejemplo, un ARN bicatenario NtMRP puede
formarse (1) transcribiendo una primera hebra del ADNc NtMRP enlazando de modo
operable a un primer promotor, y (2) transcribiendo la secuencia opuesta complementaria
de la primeﬁg hebra del fragmento de ADNc NtMRP enlazando de modo operable a un
segundo promotor. Cada hebra del polinucleétido NtMRP puede transcribirse a partir del
mismo vectdr de expresién o de diferentes vectores de expresion. El diplex de ARN
NtMRP que 'tiene actividad de interferencia de ARN puede convertirse enzimaticamente
en ARNSsis para reducir los niveles de ARN NtMRP.
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Diversas modalidades estan dirigidas a vectores de expresién de NtMRP que comprenden
polinucledtido NtMRP o constructo de iARN NtMRP que codifican polinucleétidos de iARN
NtMRP (por ejemplo, vectores de expresion de NtMRP3 que comprenden polinucleétido
NtMRP3 o constructos de iIARN NtMRP3 que codifican polinucleétidos de iIARN NtMRP3)
cadaces de auto-hibridacién, en los que el constructo comprende (a) una primera
secyencia que tiene al menos 71 %, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del
grubo que consiste en: SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42,
SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50 y SEQ ID NO:51, y fragmentos de las mismas, y
variéntes de las mismas o una combinacién de dos o mas de las mismas; y (b) una
seanda secuencia que comprende una secuencia complementaria (por ejemplo, opuesta
com'plementaria) de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacioén que la
primera secuencia. Tal como se describe en la presente, la referencia a las secuencias
espécificas también incluyen el complemento o complemento opuesto de las mismas.

Otrals modalidades estan dirigidas a vectores de expresion NtMRP que comprenden
poIinZucleétido NtMRP o constructo de iIARN NtMRP que codifican polinucleétidos de iARN
NtMRP (por ejemplo, vectores de expresion de NtMRP4 que comprenden polinucleétido
NtMRP4 o constructos de IARN NtMRP4 que codifican polinucleétidos de iARN NtMRP4)
capaces de auto-hibridacion, en los cuales el constructo comprende (a) una primera
secuéncia que tiene al menos 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del
grupo consistente en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5:, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID 35 NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:186,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 , SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID No. 23, SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO: 53 y fragmentos de
las mismas, y variantes de [as mismas o una combinacién de dos 0 mas de las mismas; y
(b) uja segunda secuencia que comprende una secuencia complementaria (por ejemplo,
opuesta complementaria) de la primera secuencia, posicionada en la misma orientacién
que la primera secuencia. Tal como se describe en la presente, |la referencia a las

secuencias especificas también incluyen el complemento o complemento opuesto de las
mismas.

Se ha"n proporcionado diversas composiciones y métodos para modular (por ejemplo,
reducir) los niveles de expresion endégena para miembros de la familia de genes NtMRP
promolviendo la co-supresion de la expresion de genes NtMRP. El fendmeno de la co-
supresién ocurre como resultado de introducir multiples copias de un transgén a un
hospedero de célula vegetal. La integracion de multiples copias de un transgén puede
resultar en expresion reducida del transgén y el gen endégeno direccionado. El grado de
co-sup'resién es dependiente del grado de identidad de secuencia entre el transgén v el
gen ehdégeno direccionado. El silenciamiento de tanto el gen enddégeno como del
transgen puede ocurrir mediante metilacion extensiva de los sitios silenciados (es decir, el
promotor endégeno y el gen enddgeno de interés) que pueden excluir la transcripcion.
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, Como alternativa, en algunos casos, la co-supresion del gen endogeno y el transgén
. puede ocurrir mediante silenciamiento de gen después de Ila transcripcion ("PTGS", por
, Ppost transcriptional gene silencing), en el cual los transcritos pueden ser producidos pero
- tasas aumentadas de degradacion descartan la acumulacion de transcritos. EI mecanismo
para co-supresion mediante PTGS es pensado para parecerse a la interferencia de ARN,
- en la cual ARN parece ser tanto un factor importante como una diana en estos procesos,
-y puede mediarse al menos en parte por la misma maquinaria molecular, posiblemente a
| través de degradacion guiada por ARN de ARNms. La co-supresion de polinucieétido

NtMRP puede lograrse integrando multiples copias del ADNc NtMRP o fragmentos de las
. mismas, como transgenes, dentro del genoma de un vegetal de interés. La planta
" hospedera puede transformarse con un vector de expresién que comprende un promotor
“enlazado de modo operable a ADNc NtMRP o a fragmentos del mismo. Diversas
i‘modalidades estan dirigidas a vectores de expresién para promover la co-supresiéon de
'genes endogenos de NtMRP que comprenden: un promotor ligado de modo operable a
NtMRP (por ejemplo, ADNc NtMRP) identificado como SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ
/1D NO: 28, SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 51 o un fragmento de las mismas — tal como
.cualquiera de las SEQ ID Nos 3 a 23 0 30 a 50 - 0 una variante de las mismas que tiene al
‘menos alrededor de 65%, 66%, 67%, 68%,69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia a las mismas.

ZDiversas modalidades estan dirigidas a métodos para modular (por ejemplo, reducir o
inhibir) el nivel de expresion de polinucledtido NtMRP integrando mudiltiples copias de
polinucledtido NtMRP (por ejemplo, ADNc NtMRP) identificado como SEQ ID NO:1, SEQ
iD NO:2, SEQ ID No. 28 o SEQ ID No. 29 0 SEQ ID NO: 51 o un fragmento de las mismas
- tal como cualquiera de las SEQ ID Nos 3 a 23 0 30 a 50 0 53 — o una variante de las
mismas que tiene al menos alrededor de 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71 %, 72%,
73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de
secuencia a las mismas dentro de un genoma vegetal, que comprende: transformar un
hospedero de célula vegetal con un vector de expresién que comprende un promotor
ligado de modo operable a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID No. 28 o SEQ ID No. 29
0 SEQ ID NO: 51 o un fragmento de las mismas — tal como cualquiera de las SEQ ID NOs
3 a 23 0 30 a 50 - o una variante de las mismas que tiene al menos alrededor de 65%,
66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia a las mismas.

Se han proporcionado diversas composiciones y métodos para reducir el nivel de
e&presién génica endégena de NtMRP inhibiendo la traduccion de ARNm NtMRP. Una
célula vegetal hospedera puede transformarse con un vector de expresion que
comprende: un promotor ligado de modo operable al polinucleétido NtMRP o una variante
ol fragmento de las mismas, posicionada en orientacion anti-sentido con respecto al
promotor para hacer posible la expresion de polinucleétidos de ARN que tiene una
secuencia complementaria a una porcién de ARNm NtMRP.

D%versos vectores de expresion para inhibir la traducciéon de ARNm NtMRP pueden
comprender: un promotor ligado de modo operable a NtMRP (por ejemplo, ADNc NtMRP)
identificado como SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:27 o SEQ ID No: 28 0 SEQ

ID No. 29 0 SEQ ID NO:51 o un fragmento de las mismas — tal como cualquiera de las
|
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SEQIID NOs 3 a 23 o0 30 a 50 o 53 - 0 una variante de las mismas que tiene al menos
alrededor de 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%,
90%,‘ 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia con las mismas en donde
la secuencia esta posicionada en orientacion anti-sentido con respecto al promotor. Las
longitudes de polinucleétidos de ARN NtMRP anti-sentido pueden variar, y pueden ser
desd:e alrededor de 15-20 nucledtidos, alrededor de 20-30 nucleétidos, alrededor de 30-50
nucledtidos, alrededor de 50-75 nucleétidos, alrededor de 75-100 nucledtidos, alrededor
de 100-150 nucledtidos, alrededor de 150-200 nucleétidos, y alrededor de 200-300
nucléétidos.

También se proporcionan métodos para obtener polinucledtidos NtMRP mutantes y
polipt:’aptidos. Cualquier vegetal de interés, incluida una célula vegetal o material vegetal,
puedén modificarse genéticamente mediante diversos métodos conocidos para inducir
mutagénesis, incluida mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis dirigida a
oligo‘nucleétidos, mutagénesis quimicamente inducida, mutagénesis inducida por
irradiacion, mutagénesis que utiliza bases modificadas, mutagénesis que utiliza ADN
duplex espaciado, mutagénesis bicatenario de fisura, mutagénesis que utiliza cepas
hospederas con deficiencia en reparacion, mutagénesis mediante sintesis total de gen,
transposicion de ADN y otros métodos equivalentes.

\
De modo alternativo, los genes NtMRP pueden enfocarse para inactivacion introduciendo

transposones (por ejemplo, elementos IS) dentro de los genomas de vegetales de interés.
Estos elementos genéticos méviles pueden introducirse mediante fertilizacion cruzada
sexual y los mutantes de insercién pueden investigarse para pérdida en la actividad de
proteina NtMRP, tal como transporte reducido de cadmio. El gen NtMRP afectado en un
vegétal parental puede introducirse en otros vegetales cruzando la planta parental con
plantas no sometidas a mutagénesis inducida por transposones, por ejemplo, fertilizaciéon
cruzada sexual. Pueden utilizarse técnicas de cultivo cualesquiera, conocidas para
persbnas versadas en la materia. En una modalidad, uno o mas genes relacionados con
NtMRP pueden desactivarse por la insercion de uno 0 mas transposones. Las mutaciones
pueqen resultar en alteracion homocigética de uno o mas genes NtMRP, en alteracién
heterocigética de uno o mas genes, o una combinacién de ambas alteraciones,
homocigética y heterocigética si se altera mas de un gen NtMRP. Elementos susceptibles
de tr;ansposicién pueden seleccionarse de dos clases amplias, designadas como Clase | y
Clase Il. Elementos susceptibles de transposicion adecuados de Clase | incluyen
retrotransposones, retroposones, y elementos similares a SINE. Tales métodos son
cono‘cidos para las personas versadas en la material. De modo alterno, los genes NtMRP
pueden ser direccionados para desactivacion introduciendo ribozimas derivadas de un
numero de ARNs circulares pequefios que son capaces de auto-escindirse y replicarse en
vegetales. Estos ARNs pueden replicar, o bien solos (ARNs viroides) o con un virus
auxiliar (ARNs satélite).

EjeanpIos de ARNs adecuados incluyen aquellos derivados de viroide de mancha de sol
en aguacate y ARNs satélites derivados del virus mancha anular en tabaco, virus de
manicha transitoria en alfalfa, virus de moteado en tabaco de terciopelo, virus de moteado

en solanum nodiflorum (quelite mora), y virus de moteado en trébol subterraneo. Diversas
ribozimas especificas de ARN diana son conocidas para personas versadas en la materia.
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En algunas modalidades, la expresion de un polipéptido NtMRP es modulada, reducida, o
inhibida por medios no transgénicos, tal como la creaciéon de una mutacién en un gen
NtMRP, incluido un gen NtMRP3 y/o NtMRP4. Los métodos que introducen una mutacion
de manera aleatoria a una secuencia de gen pueden incluir mutagénesis quimica,
mutagénesis de EMS y mutagénesis por radiacion.

Los métodos que introducen una o varias mutaciones direccionadas dentro de una célula
incluyen, pero no se limitan a, tecnologia de edicion de genoma, particularmente
mutagénesis mediada por nucleasa de dedos de cinc, tilling (del inglés targeting induced
local lesions in genomes o direccionamiento a lesiones locales inducidas en genomas),
recombinacion homéloga, mutagénesis dirigida a oligonucledtidos, y mutagénesis
mediada por meganucleasa.

Algunos ejemplos de mutaciones son supresiones, inserciones y mutaciones con cambio
de sentido de al menos un nucleétido, polimorfismos de nucleétidos individuales (SNPs),
una repeticion simple de secuencia. Después de la mutacion, puede realizarse tamizaje

'.‘ para identificar supresiones que crean codones de detencién prematura o genes NtMRP
. no funcionales de otra manera. El tamizaje de los mutantes puede llevarse a cabo
. mediante secuenciacion o por el uso de una o mas sondas o cebadores especificos para

. el gen o proteina NtMRP. También pueden crearse mutaciones especificas en los
polinucledtidos NtMRP que pueden resultar en una expresion disminuida de gen NtMRP,
;;estabilidad disminuida de ARNm NtMRP, o estabilidad disminuid de la proteina NtMRP.
:;Tales vegetales son denominados en la presente como vegetales "que no se presentan
:;en la naturaleza" o vegetales mutados.

Los vegetales que no se presentan en la naturaleza y mutantes pueden tener cualquier
bombinacién de una o mas mutaciones que da lugar a niveles reducidos de polipéptido
NtMRP. Por ejemplo, los vegetales pueden tener una sola mutacion en un solo gen
NtMRP o multiples mutaciones en un solo gen NtMRP. Por consiguiente, se divulgan los
\},egetales mutantes o que no se presentan en la naturaleza (por ejemplo, plantas de
tébaco mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o transgénicas, y similares, tal
dpmo se describen en la presente) que comprenden las variantes de polipéptido mutante
d*ge NtMRP, NtMRP3 y NtMRP4.

En una modalidad, se mutagenizan semillas de plantas y luego se hacen crecer en
pl?ntas mutantes de primera generacion. A las plantas de primera generaciéon se les
pérmite auto-polinizarse se hacen crecer semillas de la planta de primera generacion en
plé}ntas de segunda generacion, las cuales se tamizan para mutaciones en sus sitios de
NtMRP. Aunque el material vegetal mutagenizado puede tamizarse para mutaciones, una
veptaja de tamizar las plantas de segunda generacién es que todas las mutaciones
sométicas corresponden a mutaciones germinales. Alguien versado en la material
entenderia que una variedad de materiales vegetales, que incluyen, pero no se limitan a,
seﬁqillas, polen, tejido vegetal o células vegetales, pueden mutagenizarse a fin de crear
Ias"u‘plantas mutadas en NtMRP. Sin embargo, el tipo de material vegetal mutagenizado
puel“de afectarse cuando el polinucleétido vegetal es tamizado para mutaciones. Por
ejer'nplo, cuando el polen se somete a mutagénesis antes de la polinizacién de una planta
no 'mutagenizada, las semillas resultantes de aquella polinizacion se cultivan hasta
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plantas de primera generacion. Cada célula de las plantas de primera generacién
contendra mutaciones creadas en el polen; asi, estas plantas de primera generacién

pueden tamizarse luego para mutaciones de NtMRP en lugar de esperar hasta la segunda
generacion.

Los mutédgenos que crean primariamente mutaciones de punto y supresiones, inserciones,
transversiones, y/o transiciones breves, incluidos mutdgenos quimicos o radiacidn,
pueden usarse para crear las mutaciones. Mutagenos incluyen, pero no se limitan a,
metansulfonato de etilo (EMS), metansulfonato de metilo (MMS), N-etil-N-nitrosurea
(ENU), trietiimelamina (TEM), N-metil-N-nitrosourea (MNU), procarbazina, clorambucilo,
ciclofosfamida, sulfato de dietilo, monémero de acrilamida, melfalano, mostaza
nitrogenada, vincristina, dimetilnitrosamina, N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina (MNNG),
nitrosoguanidina, 2-aminopurina, 7,12 dimetilbenz(a)antraceno (DMBA), 6xido de etileno,
hexametilfosforo-amida, bisulfano, diepoxialcanos (diepoxioctano (DEO), diepoxibutano
(BEB), 'y similares), 2-metoxi-6-cloro-9[3-(etil-2-cloro-til)aminopropilamino]acridina
dihidrocloruro (ICR-170), y formaldehido. También han sido contempladas mutaciones
espontaneas en el locus de NtMRP que pueden no haber sido causadas directamente por
el mutageno, siempre que den lugar al fenotipo deseado descrito en la presente. Agentes
mutagénicos adecuados incluyen también, por ejemplo, radiacion ionizante, tal como
rayos X, rayos gama, irradiacion con neutrones rapidos y radiacion UV.

Puede usarse cualquier método de preparacion de polinucleétido vegetal conocido por

aquellos versados en la materia con el fin de preparar el polinucleétido vegetal para
tamizaje de mutacion de NtMRP.

El polinucledtido preparado a partir de plantas individuales puede combinarse
opcionalmente a fin de acelerar el tamizaje para mutaciones en el gen NtMRP de toda la
poblacion de plantas que se originan del tejido vegetal mutagenizado. Una o mas
generaciones subsiguientes de plantas, células vegetales o material vegetal pueden
tamizarse. El tamafio del grupo opcionalmente combinado depende de la sensibilidad del
método de tamizaje que se haya usado. Después que se hayan combinado
opcionalmente las muestras de polinucleétido, éstas pueden someterse a técnicas de
. amplificacién especificas para polinucledtido NtMRP, tales como reaccién en cadena de
polimerasa (PCR por Polimerase Chain Reaction). Uno o varios cebadores o sonadas
. cualesquiera especificas para el gen NtMRP gene o las secuencias inmediatamente
adyacentes al gen NtMRP pueden utilizarse para amplificar las secuencias de NtMRP
. dentro de la muestra combinada de polinucledtido. Preferiblemente, los cebadores o
sondas, uno o varios, se disefian para amplificar las regiones del locus de NtMRP donde
es mas probable que surjan las mutaciones. Mas preferiblemente, los cebadores o
‘sondas, uno o varios, se disefian para detectar mutaciones dentro de regiones exonicas
del polinucledtido NtMRP. Adicionalmente, es preferible que los cebadores o sondas, uno
'ilo varios, impidan sitios polimérficos conocidos a fin de facilitar tamizaje para mutaciones
puntuales. Para facilitar la deteccién de productos de amplificacién, los cebadores o
éondas, uno o varios, pueden etiquetarse usando cualquier método de etiquetado
convencional. Uno o varios cebadores o sondas pueden disefiarse con base en las
éecuencias de NtMRP tal como se describe en la presente usando métodos que son bien
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'entendidos en la técnica. Los polimorfismos pueden identificarse por medios conocidos en
.
la técnica.

I‘En otro aspecto se proporciona un método de preparacién de una planta mutante. El
método involucra proporcionar al menos una célula de un vegetal que comprende un gen
hue codifica un polipéptido funcional de NtMRP. A continuacién, al menos una célula de la
planta es tratada en condiciones efectivas para modular la actividad del gen NtMRP. La
"célula vegetal mutante, al menos una, se propaga luego dentro de una planta mutante,
donde la planta mutante tienen un nivel modulado de polipéptido NtMRP en comparacion
con aquel de un planta de control. En una modalidad de este método de hacer una planta
ﬁnutante, la etapa de tratamiento incluye someter la célula, al menos una, a un agente
quimico de mutagénesis tal como se describe arriba y en condiciones efectivas para
;;)roducir al menos una célula vegetal mutante. En otra modalidad de este método, la etapa
de tratamiento incluye someter la célula, al menos una, a una fuente de radiacién en
condiciones efectivas para producir al menos una célula vegetal mutante. El término
";planta mutante" incluye plantas mutantes en las que el genotipo se modifica en
comparacion con un planta de control, adecuadamente por medios distintos de ingenieria
gienética o modificacion genética.

Iﬁn ciertas modalidades, la planta mutante, la célula vegetal mutante o el material vegetal
mutante pueden comprender uno o mas mutaciones que se han presentado naturalmente
e:n otra planta, célula vegetal o material vegetal y conferir un rasgo caracteristico. Esta
mutacion puede incorporarse (por ejemplo, por introgresion) a otra planta, célula vegetal o
material vegetal (por ejemplo, una planta, célula vegetal o material vegetal con un
ahtecedente genético diferente a la planta a partir de la cual la mutacién fue derivada)
para conferir el rasgo a la misma. Asi, a modo de ejemplo, una mutacién que se presenta
eb la naturaleza en una primera planta puede introducirse dentro de una segunda planta —
tal como una segunda planta con un antecedente genético diferente de la primera planta.
La persona versada en la materia es capaz, por lo tanto, de buscar e identificar una planta
que porta naturalmente en su genoma uno o mas alelos mutantes del gen NtMRP que
confieren un rasgo deseado. El o los alelos mutantes que se presentan naturalmente
plljeden transferirse a la segunda planta mediante diversos métodos que incluyen cultivo,
retrocruzamiento e introgresién para producir lineas, variedades o hibridos que tienen una
0 'més mutaciones en el gen NtMRP. Las plantas que muestran un atributo deseado
puleden tamizarse de una combinacién de plantas mutantes. Adecuadamente, la seleccién
se lleva a cabo utilizando el conocimiento de la secuencia de nucleétidos de NtMRP tal
cdmo se describe en la presente.

Pc!;r consiguiente, es posible tamizar para un atributo genético que es indicativo de niveles
modulados (por ejemplo, disminuidos) de cadmio en comparacién con un control. Tal
en‘lfoque de tamizaje puede involucrar la aplicacion de técnicas convencionales de
amplificacion y/o hibridacién de polinucleétido tal como se discute en la presente. Asi, un
tercer aspecto se refiere a un método para identificar una planta mutante que comprende
Ioé pasos de: (a) proporcionar una muestra que comprende un polinucleétido de NtMRP
de:una planta; y (b) determinar la secuencia de polinucleétido del polinucleétido NtMRP,
eni‘cuyo caso una diferencia en la secuencia del polinucieétido NtMRP en comparacién
con el polinucledtido NtMRP de un planta de control es indicativo de que dicho vegetal es
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: una planta mutante de NtMRP. En otro aspecto se proporciona un método para identificar

' un vegetal mutante que acumula niveles modulados (por ejemplo, disminuidos) de cadmio
" en comparacion con un planta de control que comprende los pasos de: (a) proporcionar
' una muestra de un vegetal que va a tamizarse; (b) determinar si dicha muestra
: comprende una o mas mutaciones en el polinucledtido NtMRP; y (c) determinar el
' contenido de cadmio en al menos una parte de dicho vegetal, en cuyo caso si dicha
" muestra comprende una o0 mas mutaciones en el polinucleétido NtMRP que modula (por
ejemplo, disminuye) la expresién o la actividad de la proteina codificada en comparacion
con un planta de control y al menos una parte del vegetal tiene un contenido modulado
. (por ejemplo disminuido) de cadmio en comparacion con un planta de control en el que la
i‘ expresion o la actividad de NtMRP no ha sido modulada (por ejemplo disminuida) es
+indicativa de un vegetal mutante que se presenta en la naturaleza el cual acumula niveles
l modulados (por ejemplo disminuidos) de cadmio. En otro aspecto, se proporciona un
. meétodo para preparar un vegetal mutante que acumula niveles modulados (por ejemplo,
| disminuidos) de cadmio en comparaciéon con un planta de control que comprende los
| pasos de: (a) proporcionar una muestra de un primer vegetal; (b) determinar si dicha
' muestra comprende una o varias mutaciones en el polinucleétido NtMRP que resulten en
I‘ niveles modulados (por ejemplo, disminuidos) de cadmio en la misma; y (c) transferir las
' mutaciones, una o varias, a un segundo vegetal. La(s) mutacién(es) pueden transferirse al
: segundo vegetal usando diversos métodos que son conocidos en la técnica, tales como
' ingenieria genética, manipulacién genética, introgresién, cultivo de plantas,
I‘ retrocruzamiento y similares. En una modalidad, el primer vegetal es un vegetal que se
' presenta en la naturaleza. En una modalidad, el segundo vegetal tiene un antecedente
1 genético diferente del primer vegetal. En otro aspecto se proporciona un método para
' preparar un vegetal mutante que acumula niveles modulados (por ejemplo disminuidos)
I‘ de cadmio en comparacién con una planta de control, que comprende los pasos de: (a)
! proporcionar una muestra de un primer vegetal; (b) determinar si dicha muestra
L comprende una o varias mutaciones en el polinucleétido NtMRP que resultan en niveles
' modulados (por ejemplo, disminuidos) de cadmio en la misma; y (c) introgresién de una o
" varias mutaciones del primer vegetal adentro del segundo vegetal. En una modalidad, el
' paso de introgresion comprende cultivo de plantas, que opcionalimente incluye
: retrocruzamiento y similares. En una modalidad, el primer vegetal es un vegetal que se
' presenta en la naturaleza. En una modalidad, el segundo vegetal tiene un antecedente
"genético diferente del primer vegetal. En una modalidad, el primer vegetal no es una
i planta de cultivo o una plante de cultivo élite). En una modalidad, el segundo vegetal es
‘luna planta de cultivo o una planta de cultivo élite). Otro aspecto se refiere a un vegetal
'mutante (que incluye una plante mutante de cultivo o de cultivo élite) obtenido o capaz de
'obtenerse por los métodos descritos en la presente. En ciertas modalidades, los vegetales
;mutantes pueden tener una o varias mutaciones localizadas solo en una regién especifica
'de la planta — tal como dentro de la secuencia del polinucleétido NtMRP. De acuerdo con
"esta modalidad, la secuencia genémica remanente de la planta mutante sera la misma o
"sustancialmente la misma que Ia planta antes de la mutagénessis.

|

En ciertas modalidades, las plantas mutantes pueden tener una o varias mutaciones
localizadas en mas de una region de la planta, tal como dentro de la secuencia del
polinucieétido NtMRP y en una o varias regiones mas del genoma. De acuerdo con esta
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. modalidad, la secuencia genémica remanente de la planta mutante no sera la misma o no

sera sustancialmente la misma que la planta antes de la mutagénesis. En ciertas
. modalidades, las plantas mutantes pueden no tener una o varias mutaciones en una o
varias, dos 0 mas, tres o mas, cuatro o mas o cinco o mas exones del polinucleétido
. NtMRP; o pueden no tener una o varias mutaciones en una o varias, dos 0 mas, tres o
mas, cuatro o mas o cinco 0 mas intrones del polinucleédtido NtMRP; o pueden no tener
': una o varias mutaciones en un promotor del polinucleétido NtMRP; o pueden no tener una
, 0 varias mutaciones en la regién no traducida 3' del polinucleétido NtMRP; o pueden no
. tener una o varias mutaciones en la regién no traducida 5' del polinucledtido NtMRP; o
1 pueden no tener una o varias mutaciones en la regién codificante del polinucleétido
NtMRP; o pueden no tener una o varias mutaciones en la regiéon no codificante del
. polinucleétido NtMRP; o cualquier combinacién de dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas,
i‘ cinco o mas, o seis 0 mas partes de las mismas.

En otro aspecto se proporciona un método para identificar una planta, una célula vegetal o
. material vegetal que comprende una mutacién en un gen que codifica NtMRP, el cual
'; comprende: (a) someter una planta, una célula vegetal o un material vegetal a
.mutagénesis; (b) obtener una muestra de polinucleétido de dicho vegetal, célula vegetal o
%material vegetal o descendientes de las mismas; y (c) determinar la secuencia de
polinucledtido del gen que codifica NtMRP o una variante o un fragmento de las mismas,

en cuyo caso una diferencia en dicha secuencia es indicativa de una o varias mutaciones
en la misma.

Pueden usarse proteinas de dedos de cinc para modular (por ejemplo, reducir o inhibir) la
éxpresién o la actividad de NtMRP. En diversas modalidades, se modifica una secuencia
gendmica de polinucleétido que comprende una parte de, o toda, la secuencia codificante
é;ie un polinucleétido NtMRP mediante mutagénesis mediada por nucleasa de dedos de
cinc. Se busca la secuencia gendémica de polinucledtido para un sitio Gnico para
énlazamiento de proteina de dedos de cinc. De modo alternativo, se busca la secuencia
dendmica de polinucledtido para dos sitios Unicos para enlazamiento de proteina de
dedos de cinc en cuyo caso ambos sitios estdn en hebras opuestas y cerca
conjuntamente, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas pares de bases separadas. Por
cbnsiguiente, se proporcionan proteinas de dedos de cinc que enlazan a los
polinucledtidos NtMRP. Un dominio o motivo que enlaza a ADN por dedos de cinc
clpnsiste en aproximadamente 30 aminoacidos que se pliegan en una estructura beta-
beta-alfa de la cual la hélice alfa (a-hélice) se inserta en la hélice doble de ADN. Un
"Hélice-alfa" se refiere a un motivo en la estructura secundaria de una proteina que esta
efprollada 0 bien hacia mano derecha o bien hacia mano izquierda, en la cual el hidrégeno
de cada grupo N-H de un aminoéacido esta enlazado al grupo C=0O de un aminoacido en
ur?a posicién -4 relativo al primer aminoacido. Un "barril-betal" (B-barril) tal como se usa en
la) presente se refiere a un motivo en la estructura secundaria de una proteina que
collmprende dos hebras beta (3-hebras) en el cual la primera hebra es hidrogeno enlazado
a una segunda hebra para formar una estructura cerrada. Una "estructura beta-beta-alfa"
tal%como se usa en la presente se refiere a una estructura en una proteina que consiste en
Un'niB—barril que comprende dos 3-hebras anti-paralelas y una a-hélice. El término "dominio
que enlaza ADN por dedos de cinc" se refiere a un dominio de proteina que comprende
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.un ion de cinc y es capaz de enlazarse a una secuencia de ADN de tres pares de bases
:especificas. El término "dominio que enlaza AND por dedos de cinc" se refiere a un
.dominio que enlaza ADN por dedos de cinc que no se presentan en la célula u organismo
\que comprende el AND que va a modificarse.

Los aminoacidos clave con un dominio o motivo que enlaza AND por dedos de cinc que
enlazan la secuencia de tres pares de bases con el ADN diana son aminoacidos -1, +1,
;+2, +3, +4, +5 y +6 relativos al inicio de la hélice alfa (a-hélice). Los aminoacidos en
posicion -1, +1, +2, +3, +4, +5 y +6 relativos al inicio de la a-hélice de un domino o motivo
Ique enlaza ADN por dedos de cinc puede modificarse mientras se mantiene la espina
Idorsal del barril beta (B-barril) para generar nuevos dominios o motivos que eniazan ADN,
&que enlazan una secuencia diferente de pares de bases. Tal nuevo domino que enlaza
ADN puede ser un dominio no natural que enlaza ADN por dedos de cinc. Adicionalmente
al reconocimiento de la secuencia de tres pares de bases por los aminoacidos en posicion
-'j, +1, +2, +3, +4, +5 y +6 relativo al inicio de la a-hélice, algunos de estos aminoacidos
también pueden interactuar con un par de bases afuera del sitio de reconocimiento de la
secuencia de tres pares de bases. Combinando dos, tres, cuatro, cinco, seis o mas
&ominios o motivos que enlazan ADN por dedos de cinc, puede generarse una proteina
de dedos de cinc que enlace especificamente a una secuencia de ADN mas larga. Por
éjemplo, una proteina de dedos de cinc que comprende dos dominios o motivos que
enlazan ADN por dedos de cinc zinc pueden reconocer una secuencia especifica de seis
pares de bases y una proteina de dedos de cinc que comprende cuatro dominios o
motivos que enlazan AND por dedos de cinc pueden reconocer una secuencia especifica
de doce pares de bases. Una proteina de dedos de cinc puede comprender dos 0 mas
dominios o motivos que enlazan ADN por dedos de cinc o dos o0 mas dominios o motivos,
que enlazan ADN por dedos de cinc, derivados de una proteina de dedos de cinc de tipo
silvestre mediante truncamiento o expansion o un proceso de mutagénesis dirigida a un
sitio, acoplada a un método de seleccién tal como, pero sin limitarse a, seleccion de
phage display (exposicion de fagos), seleccién bacteriana de dos hibridos o seleccion
bacteriana de un hibrido o cualquier combinacién de dominios, naturales y no naturales,
qde enlazan ADN por dedos de cinc. "Truncamiento", tal como se usa en este contexto, se
refiere a una proteina de dedos de cinc que contiene menos que el niumero completo de
dominios o motivos que enlazan ADN por dedos de cinc, que se encuentran en |a proteina
natural de dedos de cinc. "Expansion”, tal como se usa dentro de este contexto se refiere
a una proteina de dedos de cinc que contiene mas que el nimero de dominios o motivos
que enlazan ADN por dedos de cinc, que se encuentran en la proteina natural de dedos
de'cinc. En él arte se conocen técnicas para seleccionar una secuencia de polinucleétido
delntro de una secuencia. gendmica para la proteina de dedos de cinc enlazante. En el arte
se !‘conocen métodos para el disefio de dominios de proteina de dedos de cinc que enlaza
seci;uencias especificas de nucleétidos que son Unicas para un gen diana. Se ha calculado
qu¢ una secuencia que comprende 18 nucleédtidos es suficiente para especificar una
loc?cién Unica en el genoma de organismos superiores. Tipicamente, por lo tanto, lo
dominios de proteina de dedos de cinc contienen 6 dedos de cinc, cada uno con su hélice
alfa disefiada especificamente para interaccion con un triplete particular. Sin embargo, en
algﬁnos casos, puede ser deseable una secuencia diana mas corta o mas larga. Asi, los
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| dominios de dedos de cinc en las proteinas pueden contener de 2 a 12 dedos, como 3 a 8
dedos, 5 a 7 dedos, 0 6 dedos.

Las proteinas de dedos de cinc de uso pueden comprender al menos un polipéptido de
dedo de cinc ligado por medio de un ligante, preferiblemente un ligante flexible, a al
. menos un segundo dominio que enlaza ADN, que opcionalmente es un segundo
., polipéptido de dedos de cinc. La proteina de dedos de cinc puede contener mas de dos
. dominios que enlazan ADN, asi como también uno o varios dominios de regulador. Los

polipéptidos de dedos de cinc pueden someterse a ingenieria para reconocer un sitio
diana seleccionado en el gen de eleccion.

-~ En una modalidad, la proteina de dedos de cinc comprende un marco (o espina dorsal)
., derivado de una proteina de dedos de cinc que se presenta en la naturaleza. Puede
usarse el marco (o espina dorsal) derivado de cualquier proteina de dedos de cinc que se
presenta en la naturaleza. Puede usarse, por ejemplo, la proteina de dedos de cinc que

i‘_ comprende un marco (o espina dorsal) derivado de una proteina de dedos de cinc que
comprende un motivo C2H2.

. En otra modalidad especifica, la proteina de dedos de cinc comprende un marco (o espina
. dorsal) derivado de una proteina de dedos de cinc que es naturalmente funcional en
1 células vegetales. Por ejemplo, la proteina de dedos de cinc puede comprender un dedo
. de cinc C3H, un motivo QALGGH, un motivo dedo de cinc RING-H2, un motivo C2H2

' aminoacido, un motive dedo de cinc de Arabidopsis LSD1 y un motivo dedo de cinc de

+  dominio BBF/Dof en proteinas.

. La proteina de dedos de cinc puede proporcionarse a las células vegetales por medio de
‘ cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, la proteina de dedos de
. cinc puede adicionarse de modo exdgeno a las células vegetales y las células vegetales
se mantienen en condiciones tales que la proteina de dedos de cinc se enlaza a la

. secuencia diana de nucleétido y regula la expresion del gen diana en la célula vegetal.

. De modo alterno, una secuencia de nucleétido que codifica la proteina de dedos de cinc
puede ser expresada en las células vegetales y las células vegetales se mantienen en
. condiciones tales que la proteina de dedos de cinc expresada se enlaza a la secuencia
'1 diana de nucleétido y regula la expresion del gen diana en las células vegetales.

'LEI gen de dedo de cinc puede ser expresado en una planta usando cualquier vector de
. expresion vegetal adecuado.

Vectores tipicos Utiles para la expresién de genes en plantas superiores son bien
l‘conocidos en el arte. Adicionaimente a los dominios reguladores, con frecuencia la
proteina de dedos de cinc puede ser expresada como una proteina de fusién con proteina
:que enlaza maltosa ("MBP"), glutationa transferasa S (GST), hexahistidina, cmyc, o el

epitopo FLAG, para facilidad de purificacion, monitoreo de expresién, o monitoreo de
localizacién celular y subcelular.

En una modalidad, una planta mutada o gue no se presenta en la naturaleza o una célula
vegetal mutada o que no se presenta en la naturaleza, son producidos mediante
mutagénesis mediada por nucleasa de dedos de cinc.
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. En una modalidad especifica, una secuencia genémica de ADN que comprende una parte
. de o toda la secuencia codificante del polinucleétido NtMRP se modifica por mutagénesis
- mediada por nucleasa de dedo de cinc. '

. La secuencia genémica de ADN es buscada para un sitio Gnico para enlazamiento por
.proteina de dedos de cinc.

E;De modo alterno, la secuencia genémica de ADN es buscada para dos sitios tnicos para
“Ienlazamiento por proteina de dedos de cinc, en cuyo caso ambos sitios estan en hebras
bpuestas y se acercan para unirse. Los dos sitios diana de proteina de dedo de cinc
pueden ser 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas pares de bases separados. El sitio de enlazamiento
por la proteina de dedos de cinc puede estar en la secuencia codificante de la secuencia
de gen NtMRP o un elemento regulador que controla la expresion del gen NtMRP, tal
c";omo, pero no limitado a, la region promotora del gen NtMRP. Particularmente, una o
ambas proteinas de dedos de cinc son proteinas no naturales de dedos de cinc.

For consiguiente, la divulgacion proporciona proteinas de dedos de cinc que enlazan al
polinucleétido NtMRP.

ESté contemplado que un método para mutar una secuencia de gen, tal como una
sépuencia de AND gendmica que codifica el gen NtMRP por mutagénesis mediada por
nucleasa de dedo de cinc comprende opcionalmente una o varias de las siguientes
etépas: (i) proporcionar al menos dos proteinas de dedo de cinc que enlazan
sehectivamente diferentes sitios en la secuencia de gen; (ii) construir dos constructos de
exbresién cada uno de los cuales codifica una nucleasa diferente de dedo de cinc que
corﬂlnprende una de las dos proteinas no naturales diferentes de dedos de cincs de la
etaipa (i) y una nucleasa, ligada de modo operable a las secuencias de control de
expresién operables en una célula vegetal; (jii) introducir los dos constructos de expresion
deritro de una célula vegetal en cuyo caso se producen las dos nucleasas diferentes de
dedp de cinc, de tal modo que se introduce una rotura a cadena doble a la secuencia
genbmica de ADN en el genoma de célula vegetal, en o cerca de al menos uno de los
sitios diana. La introduccién de los dos constructos de expresion dentro de la célula
vegétal puede efectuarse de modo simultaneo o secuencial, opcionalmente incluyendo
una $elecci6n de células que comienzan el primer constructo.

Una ﬂrotura a cadena doble (DSB por double stranded break), tal como se usa en la
presénte, se refiere a una rotura en ambas hebras del ADN o ARN. La rotura a cadena
doblé puede ocurrir en la secuencia genémica de ADN en un sitio que no es mayor al
inter\{alo entre 5 pares de bases y 1500 pares de bases, particularmente no mas que el
intervalo entre 5 pares de bases y 200 pares de bases, particularmente no mas que el
intervélo entre 5 pares de bases y 20 pares de bases retirados de uno de.los sitios diana.
La rot'yra en cadena doble puede facilitar la unién del extremo no homélogo que conduce
a una".‘mutacién en la secuencia genémica de ADN en o cerca del sitio diana. "Union de
extreme no homologo (NHEJ por non homologous end joining)" tal como se usa en la
preseﬁ,te se refiere a un mecanismo de reparacion que repara una rotura en cadena doble
mediar"ate ligazon directa sin la necesidad de un modelo homdlogo, y de esta manera
puedeﬁser mutagénico en relacién con la secuencia antes de que ocurra la rotura a la
cadena doble.
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El método puede comprender ademas la etapa de (iv) introducir dentro de la célula
vegetal un polinucleétido que comprende al menos una primera regién de homologia con
hna secuencia ascendente de nucledtido de la rotura en cadena doble y una segunda
region de homologia con una secuencia descendente de nucleétido de la rotura en
<|:adena doble. El polinucleétido puede comprender una secuencia de nucleétido que
corresponda a la secuencia del polinucledtido NtMRP que contiene una supresién o una
ihsercién de la secuencia heteréloga de nucleétidos. El polinucleétido puede asi facilitar la
recombinacion homoéloga en o cerca del sitio diana lo que da lugar a la insercion de una
secuencia heteréloga dentro del genoma o supresion de una secuencia gendmica de ADN
del genoma. La secuencia gendémica resultante de ADN en la célula vegetal puede
comprender una mutacién que afecta la actividad de enzima de una proteina de NtMRP
r'nutante expresada, un codon de detencién de traduccion temprana, o un motivo de
si‘ecuencia que interfiere con el procesamiento apropiado de pre-ARNm dentro de un
ARNm resultante en expresion reducida o inactivacion del gen. Para aquellos versados en
Ié materia son conocidos métodos para afectar la sintesis de proteina mutando una
secuencia de gen codificante para una proteina. Una nucleas de dedo de cinc puede estar
clonstruida hacienda una fusién de un primer polinucleétido que codifica para una proteina
dlle dedos de cinc que enlaza a polinucledtido NtMRP, y un segundo polinucleétido que
codifica para una endonucleasa no especifica tal como, pero no limitada a, aquellas de
una endonucleasa de tipo IIS. Una endonucleasa de tipo IIS es una enzima de restriccion
que tiene un dominio de reconocimiento separado y un dominio de escision de
endonucleasa en cuyo caso la enzima escinde el ADN en sitios que se retiran del sitio de
reconocnmlento Ejemplos no limitantes de endonucleasa de tipo IIS pueden ser, pero no
sg limitan a, Aarl, Bael, Cdil, Drdll, Ecil, Foki, Faul, Gdill, Hgal, Ksp6321, Mboll, Pfl11081,
Rle1081, RleAl, Sapl, TspDT! o UbaPI.
‘

En la técnica son conocidos métodos para el disefio y la construccion de proteinas de
fusion, métodos para la seleccion y separacion del dominio de endonucleasa del dominio
dé reconocimiento de secuencia de una endonucleasa del tipo IS, métodos para el disefio
y ¢onstruccic’>n de una nucleas de dedo de cinc que comprende una proteina de fusion de
una proteina de dedos de cinc y una endonucleasa. En una modalidad especifica, el
dominio de nucleasa en una nucleasa de dedo de cinc es Fokl. Una proteina de fusién
en"‘cre una proteina de dedos de cinc y la nucleasa de Fokl puede comprender un
espaciador consistente en dos pares de bases, o alternativamente el espaciador puede
consistir en tres, cuatro, cinco, seis 0 mas pares de bases. En una modalidad, se describe
un‘la proteina de fusiéon con un espaciador de siete pares de bases tal que la endonucleasa
de una primera nucleasa de dedo de cinc puede dimerizarse al poner en contacto una
segunda nucleasa de dedo de cinc, en cuyo caso las dos proteinas de dedos de cinc que
forman dichas nucleasas de dedo de cinc pueden enlazar en direccion ascendente y
descendente de la secuencia diana de ADN. Al dimerizarse, una nucleasa de dedo de
cin¢ puede introducir una rotura en cadena doble a una secuencia diana de nucledtido
que puede ser seguida por una unién de extremo no homélogo o recombinacion
horhéloga con una secuencia exdégena de nucledtido que tiene homologia con las
regi"ones que flanquean ambos lados de la rotura en cadena doble.

En otra modalidad, se proporciona una proteina de fusion que comprende una proteina de
ded'ps de cinc y una proteina potenciadora que da lugar a un activador de dedo de cinc.
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1:‘Un activador de dedo de cinc puede usarse para regular hacia arriba o activar la
‘transcripcion del gen NtMRP, que comprende los pasos de (i) manipular por ingenieria
"guna proteina de dedos de cinc que enlaza una regiéon dentro de un promotor o una
isecuencia enlazada de manera operativa una secuencia codificante del gen NtMRP, (ii)
hacer una proteina de fusién entre dicha proteina de dedos de cinc y un activador de
franscripcién, (iii) hacer un constructo de expresién que comprende una secuencia de
foolinucleétido que codifica para dicho activador de dedo de cinc bajo el controi de un
ﬁromotor activo en una célula, tal como una célula vegetal, (iv) introducir dicho constructo
de gen a la célula, y (v) cultivar la célula y permitir la expresion del activador de dedo de
cinc, y (vi) caracterizar la célula que tiene una expresién incrementada de la proteina
Nl‘tMRP proteina.

En otra modalidad, la divulgacion proporciona una proteina de fusion que comprende una
pﬁpteina de dedo de cinc y un represor de gen que da lugar a un represor de dedo de
cinc. Un represor de dedo de cinc puede usarse para regular hacia abajo o reprimir la
trénscripcién de polinucledtido NtMRP, que comprende los pasos de (i) manipular por
ingjenieria una proteina de dedos de cinc que enlaza a una region dentro de un promotor o
una secuencia enlazada de modo operativo al polinucleétido NtMRP, y (ii) hacer una
pro";eina de fusion entre dicha proteina de dedos de cinc y un represor de transcripcion, y
(iii):desarrollar un constructo de gen que comprende una secuencia de polinucleétido que
cod:‘ifica para dicho represor de dedo de cinc bajo control de un promotor activo en una
célula, tal como una célula vegetal, y (iv) introducir dicho constructo de gen a una célula, y
(v) proporcionar para la expresion del represor de dedo de cinc, y (vi) caracterizar la célula
que :;tiene transcripcién reducida de polinucleétido NtMRP.

En dtra modalidad, la divulgacién proporciona una proteina de fusién que comprende una
protéina de dedo de cinc y una metilasa que da lugar a una metilasa de dedo de cinc. La
metilasa de dedo de cinc puede usarse para regular hacia abajo o inhibir la expresion de
polin({JcIeétido NtMRP en una célula, tal como una célula vegetal, metilando una regién
dentro del promotor de polinucleétido NtMRP, que comprende los pasos de (i) manipular
mediénte ingenieria una proteina de dedos de cinc que pueden enlazarse a una region
dentré de un promotor de polinucleétido NtMRP, y (ii) hacer una proteina de fusién entre
dicha proteina de dedos de cinc y una metilasa, y (iit) desarrollar un constructo de gen que
contiehe un polinucleétido que codifica dicha metilasa de dedo de cinc bajo el control de
un promotor activo en la célula, y (iv) introducir dicho constructo de gen a la célula, y (v)
permiti";r la expresion de la metilasa del dedo de cinc, y (vi) caracterizar la célula que tiene
expresi“én reducida o esencialmente no tiene expresion, de proteina NtMRP en la célula.
En diversas modalidades, una proteina de dedos de cinc puede ser seleccionada de
acuerd{) con los métodos descritos en la presente para enlazar a una secuencia
reguladora de polinucledtido NtMRP. Mas especificamente, la secuencia reguladora
puede domprender un sitio de iniciacion de transcripcién, un coddn de inicio, una region
de un el‘lxén, un limite de un exén-intrén, un terminador, o un codén de detencion. La
proteina; de dedos de cinc puede fusionarse a una nucleasa, un activador, 0 a una
proteina ‘:‘de represor.

In diversas modalidades, una nucleasa de dedo de cinc introduce una ruptura bicatenaria
a una region reguladora, una regién codificante, o una regién no codificante de una
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" secuencia gendémica de ADN de polinucleétido NtMRP, y conduce a una reduccién, una
"‘ inhibicién o una inhibicién sustancial del nivel de expresién de polinucledtido NtMRP, o
una reduccion, una inhibicién o una inhibicién sustancial de la actividad de la proteina
“ codificada por el mismo.

I‘_ La divulgacion también proporciona un método para modificar una célula, tal como una
11cé|u|a vegetal, en cuyo caso el genoma de la célula vegetal es modificado por
ﬂmutagénesis mediada por nucleasa de dedo de cinc, que comprende (a) identificar y
‘:hacer al menos dos proteinas no naturales de dedos de cinc que enlazan selectivamente
diferentes sitios diana para modificacion en la secuencia gendémica de nucledtido; (b)
éxpresar al menos dos proteinas de fusién que comprenden, cada una , una nucleasa y
Qna de al menos dos proteinas no naturales de dedo de cinc en la célula vegetal, de modo
¢1ue se introduce una ruptura bicatenaria a la secuencia genémica de nucleétido en el
genoma vegetal, particularmente en el, o cerca al, sitio diana en la secuencia genémica
de nucleotido; y, opcionalmente, (c) introducir a la célula un polinucledtido que comprende
d,na secuencia de nucledtido que comprende una primera region de homologia con una
sécuencia en direccion ascendente de la ruptura bicatenaria y una segunda regién de
homologia con una region en direccion descendente de la ruptura bicatenaria, de modo
que el polinucledtido recombina con ADN en el genoma. También se describen células
qﬂge comprenden uno o varios constructo de expresion que comprenden secuencias de
n@cleétido que codifican una o varias de las proteinas de fusion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona ademas métodos para producir plantas
mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o transgénicas o modificadas
gehéticamente de otra manera, usando meganucleasas tales como |-Grel. Pueden usarse
méganucleasas de ocurrencia natural asi como también meganucleasas recombinantes
paﬁa causar especificamente una ruptura bicatenaria en un solo sitio o en relativamente
poc‘:los sitios en el ADN genémico de un vegetal para permitir la alteracién de un gen
NtMRP. La meganucleasa puede ser manipulada por ingenieria con propiedades de
recénocimiento de AND alteradas. Las proteinas de meganucleasa pueden entregarse a
céILans vegetales mediante una variedad de mecanismos diferentes conocidos en el arte.

La ".‘meganucleasa puede ser una meganucleasa manipulada por ingenieria con
progiedades de reconocimiento de ADN alteradas. Esta cita describe métodos para la
manipulacién por ingenieria con base en la estructura de meganucleasas derivadas de la
megénucleasa de ocurrencia natural |-Grel. Estas meganucleasas modificadas mediante
ingehieria pueden hacerse para reconocer y cortar 22 secuencias de ADN de pares de
base§ encontradas en los genomas de los vegetales. Las proteinas de meganucleasa
pueden entregarse a las células vegetales mediante una variedad de mecanismos
diferéntes conocidos en el arte.

Aspectos de la divulgacién permiten el uso de meganucleasas para desactivar
polinu'pleétido NtMRP en una célula vegetal o en una planta. Aspectos también se refieren
a un: método para desactivar polinucleétido NtMRP en una planta usando una
megaﬁ)ucleasa, que comprende: (a) proporcionar una célula vegetal que comprende
polinué;l'eétido NtMRP; (b) introducir una meganucleasa o un constructo que codifican una
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r'peganucleasa a dicha celula vegetal; y (c) permitir que la meganucleasa desactive
polinucledtido NtMRP.
|

Li‘as meganucleasas pueden usarse para escindir sitios de reconocimiento de
meganucleasa dentro de las regiones codificantes del polinucleétido NtMRP. Tal escisién
cbn frecuencia da lugar a supresion de ADN en el sitio de reconocimiento de
meganucleasa que sigue a una reparacién de ADN mutagénica juntando un extremo no
hlom()logo. Tales mutaciones en la secuencia codificante del gen son tipicamente
s'yficientes para desactivar el gen. Este método incluye, primero, la entrega de un casete
de expresidén de meganucleasa a una célula vegetal usando un método de transformacién
abecuado. Para la eficiencia maxima, es deseable enlazar el casete de expresion de
meganucleasa a un marcador seleccionable y seleccionar células transformadas
e>:(itosamente en presencia de un agente de seleccion. Este enfoque dara lugar a Ia
in?tegracién del casete de expresion de meganucleasa con el genoma, sin embargo, puede
no ser deseable si la planta probablemente requiere aprobacién reguladora. En tales
césos, el casete de expresion de meganucleasa (y los genes marcadores seleccionables
enlazados) pueden ser separados en subsiguientes generaciones de la planta usando
té'pnicas convencionales de cultivo. De manera alternativa, las células vegetales pueden
ser transformadas inicialmente con un casete de expresion de meganucleasa que carece
dé marcadores seleccionables y pueden ser cultivados en medios que carecen de un
agente de seleccion. En tales condiciones, una fraccion de las células tratadas adquirira el
casete de expresion de meganucleasa y expresaran la meganucleasa modificada por
inéenieria de manera transitoria sin integrar el casete de expresion de meganucleasa al
genoma. Debido a que esto no cuenta para eficiencia de transformacién, este Gltimo
précedimiento de transformacion requiere que un gran numero de células tratadas sea
tan;wizado para obtener la modificacion de genoma deseada.

A bontinuacién de la entrega del casete de expresidn de meganucleasa, se cultivan
células vegetales, inicialmente, en condiciones que son tipicas para el procedimiento de
transformacion particular que fue usado. Esto puede significar el cultivo de células
trar'psformadas en medios a temperaturas por debajo de los 26 grados C, con frecuencia
en la oscuridad. Tales condiciones estandar pueden usarse por un periodo de tiempo,
pre%eriblemente 1-4 dias, para permitir que célula vegetal se recobre del proceso de
traljsformacién. En cualquier punto siguiente a este periodo de recuperacion inicial, puede
incrementarse la temperatura de cultivo para estimular la actividad de la meganucleasa
mahipulada por ingenieria para escindir y mutar el sitio de reconocimiento de

meganucleasa.
|

Pari;a ciertas aplicaciones, puede ser deseable retirar precisamente el polinucleétido
NtMRP del genoma de una planta. Tales aplicaciones son posibles usando un par de
meéanucleasas manipuladas por ingenieria, cada una de las cuales escinde un sitio de
recdlnocimiento de meganucleasa a cada lado de la supresién pretendida.

Puehen usarse constructos recombinantes suministrados en la presente para transformar
plan‘itas o células vegetales con el fin de modular (por ejemplo, reducir o inhibir) niveles de
expresion de proteina NtMRP. Un constructo de polinucleétido recombinante puede
com'prender un polinucleétido que codifica un polipéptido NtMRP tal como se describe en
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- la presente, que esta enlazado de manera operable a una region reguladora adecuada
. para expresar el polipéptido NtMRP en la planta o en la célula. De este modo, un
. polinucledtido puede comprender una secuencia codificante que codifica el polipéptido
. NtMRP tal como se describe en la presente o una variante de las mismas.

El polipéptido NtMRP codificado por un polinucledtido recombinante puede ser un
" polipéptido NtMRP nativo, o puede ser heterélogo para la célula. En algunos casos, el
" constructo recombinante contiene un polinucleétido que reduce o inhibe la expresion de
" un(os) polipéptido(s) que modulan NtMRP, que estan enlazados de modo operable a una

region reguladora. En la presente se describen ejemplos de regiones reguladoras
' adecuadas.

i También se proporcionan vectores que contienen constructos de polinucleétido
recombinantes tales como los descritos en la presente. Las espinas dorsales de vector
' adecuadas incluyen, por ejemplo, aquellas usadas de modo rutinario en el arte, tales
‘ como plasmidos, virus, cromosomas artificiales, BACs, YACs, o PACs. Vectores de
'~ expresion adecuados incluyen, sin limitacién, plasmidos y vectores virales derivados, por
~ ejemplo, de bacteriéfagos, baculovirus, y retrovirus. Comercialmente se encuentran
disponibles numerosos vectores y sistemas de expresion.

. Los vectores también pueden incluir, por ejemplo, origenes de replicacion, regiones de
: acoplamiento al andamiaje (SARs por scaffold attachment regions) o marcadores. Un gen
. marcador puede conferir un fenotipo seleccionable en una célula vegetal. Por ejemplo, un
. marcador puede conferir resistencia biocida, tal como la resistencia a un antibiético (por
l‘ ejemplo, kanamicina, G418, bleomicina, o higromicina), o a un herbicida (por ejemplo,
-‘ glifosato, clorsulfurona o fosfinotricina). Adicionalmente, un vector de expresion puede
©incluir una secuencia de etiqueta disefiada para facilitar manipulacién o deteccion (por
- ejemplo, purificacién o localizacién) del polipéptido expresado. Secuencias de etiqueta,

. tales como las secuencias de luciferasa, beta-glucuronidasa (GUS), proteina fluorescente
, verde (GFP, por Green fluorescent protein), glutationa S-transferasa (GST), polihistidina,

. c-myc o hemaglutinina se expresan tipicamente como una fusidn con el polipéptido

. codificado. Tales etiquetas pueden insertarse en cualquier parte dentro del polipéptido,
. incluso en el terminal carboxilo o en el terminal amino.

:‘Diversas modalidades estan dirigidas a plantas mutantes, que no se presentan en la
'naturaleza, o transgénicas que se modifican para reducir el nivel de expresion del gen
'NtMRP mediante diversos métodos que pueden utilizarse para reducir o silenciar la
‘expresion de gen NtMRP, y de esta manera, producir plantas en las que el nivel de
‘expresion de los transportadores de NtMRP puede reducirse dentro de tejidos vegetales
de interés. Las velocidades del transporte de metal pesado y los patrones de distribucién
del transporte de metal pesado, en particular, transporte de cadmio, pueden alterarse en
plantas producidas de acuerdo con los métodos y composiciones divulgados.

1Las plantas adecuadas para usar en modificaciones genéticas incluyen plantas
monocotiledoneas y dicotiledoneas y sistemas de células vegetales, incluyendo especies
de una de las siguientes familias: Acanthaceae, Alliaceae, Alstroemeriaceae,
Amaryllidaceae, Apocynaceae, Arecaceae, Asteraceae, Berberidaceae, Bixaceae,
Brassicaceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Caryophillaceae, Cephalotaxaceae,
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Chenopodiaceae, Colchicaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, Ephedraceae,
Erythroxilaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Linaceae, Lycopodiaceae, -
Malvaceae, Melanthiaceae, Musaceae, Myrtaceae, Nyssaceae, Papaveraceae, Pinaceae,

Plantaginaceae, Poaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Salicaceae, Sapindaceae, Solanaceae,
Taxaceae, Theaceae, o Vitaceae.

Especies adecuadas pueden incluir miembros de los géneros Abelmoschus, Abies, Acer,
Agrostis, Allium, Alstroemeria, Ananas, Andrographis, Andropogon, Artemisia, Arundo,
Atropa, Berberis, Beta, Bixa, Brassica, Calendula, Camellia, Camptotheca, Cannabis,
Capsicum, Carthamus, Catharanthus, Cephalotaxus, Chrysanthemum, Cinchona,
Citrullus, Coffea, Colchicum, Coleus, Cucumis, Cucurbita, Cynodon, Datura, Dianthus,
Digitalis, Dioscorea, Elaeis, Ephedra, Erianthus, Erythroxylum, Eucalyptus, Festuca,
Fragaria, Galanthus, Glycine, Gossypium, Helianthus, Hevea, Hordeum, Hyoscyamus,
Jatropha, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon, Lycopodium, Manihot,
1 Medicago, Mentha, Miscanthus, Musa, Nicotiana, Oryza, Panicum, Papaver, Parthenium,
. Pennisetum, Petunia, Phalaris, Phleum, Pinus, Poa, Poinsettia, Populus, Rauwolfia,
Ricinus, Rosa, Saccharum, Salix, Sanguinaria, Scopolia, Secale, Solanum, Sorghum,
. Spartina, Spinacea, Tanacetum, Taxus, Theobroma, Triticosecale, Triticum, Uniola,
. Veratrum, Vinca, Vitis, y Zea.

. Especies adecuadas pueden incluir Panicum spp., Sorghum spp., Miscanthus spp.,
. Saccharum spp., Erianthus spp., Populus spp., Andropogon gerardii (tallo azul gigante),
. Pennisetum purpureum (pasto elefante), Phalaris arundinacea (alpiste arundinaceo),
- Cynodon dactilon (pasto bermuda), Festuca arundinacea (festuca alta), Spartina pectinata
" (espartillo de la pradera), Medicago sativa (alfalfa), Arundo donax (junco gigante), Secale
' cereale (centeno), Salix spp. (sauce), Eucalyptus spp. (eucalipto), Triticosecale (triticale
* trigo por centeno), bamboo, Helianthus annuus (girasol), Carthamus tinctorius (cartamo),
1 Jatropha curcas Uatropha), Ricinus communis (ricino), Elaeis guineensis (palma), Linum
T usitatissimum (lino), Brassica juncea, Beta vulgaris (remolacha), Manihot esculenta (yuca),
1 Lycopersicon esculentum (tomate), Lactuca sativa (lechuga), Musa paradisiaca (banana),
 Solanum tuberosum (papa), Brassica oleracea (brocoli, coliflor,

}Repollitos de Bruselas), Camellia sinensis (té), Fragaria ananassa (fresa), Theobroma
|cacao- (cacao), Coffea arabica (café), Vitis vinifera (uva), Ananas comosus (pifa),
I‘Capsicum annum (pimiento picante y pimentén), Allium cepa (cebolla), Cucumis melo
"(melén), Cucumis sativus (pepinillo), Cucurbita maxima (calabacin), Cucurbita moschata
i‘(calabacita), Spinacea oleracea (espinaca), Citrullus lanatus (sandia), Abelmoschus
1esculentus (quingombd), Solanum melongena (berenjena), Rosa spp. (rosa), Dianthus
caryophillus (clavel), Petunia spp. (petunia), Poinsettia pulcherrima (poinsetia), Lupinus
albus (altramuz), Uniola paniculata (avena), agrostis (Agrostis spp.), Populus tremuloides
i(élamo temblon), Pinus spp. (pino), Abies spp. (abeto) , Acer spp. (arce), Hordeum vulgare
(cebada), Poa pratensis (poa), Lolium spp. (césped inglés) y Phleum pratense (fleo),
Panicum virgatum (pasto aguja), Sorghum bicolor (sorgo, pasto sudan), Miscanthus
giganteus (miscanthus), Saccharum sp. (cafia energética), Populus balsamifera (4lamo),
lZea mays (maiz), Glycine max (soya), Brassica napus (canola), Triticum aestivum (trigo),
Gossypium hirsutum (algodén), Oryza sativa (arroz), Helianthus annuus (girasol),
Medicago sativa (alfalfa), Beta vulgaris (remolacha), o Pennisetum glaucum (mijo peria).
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Diversas modalidades estan dirigidas a plantas mutantes, plantas que no se presentan en
la naturaleza o plantas transgénicas modificadas para modular (por ejemplo, reducir o
inhibir) niveles de expresién de gen NtMRP por las mismas, plantas productoras tales
como plantas de tabaco, en las que el nivel de expresion de NtMRP esta reducido dentro
de tejidos vegetals de interés en comparacion con un planta de control. Las
composiciones y métodos divulgados pueden aplicarse a especies cualesquiera del
género Nicotiana, incluyendo N. rusticay N. tabacum (por ejemplo, LA B21, LN KY171 , Tl
1406, Basma, Galpao, Perique, Beinhart 1000-1, y Petico). Otras especies incluyen N.
acaulis, N. acuminata, N. acuminata varo multiflora, N. africana, N. alata, N. amplexicaulis,
N. arentsii, N. attenuata, N. benavidesii, N. benthamiana, N. bigelovii, N. bonariensis, N.
cavicola, N. clevelyii, N. cordifolia, N. corymbosa, N. debneyi, N. excelsior, N. forgetiana,
N. fragrans, N. glauca, N. glutinosa, N. goodspeedii, N. gossei, N. hibrid, N. ingulba, N.
kawakamii, N. knightiana, N. langsdorffii, N. linearis, N. longifiora, N. maritima, N.
megalosifon, N. miersii, N. noctiflora, N. n udicaulis, N. obtusifolia, N. occidentalis, N.
occidentalis subsp. hesperis, N. otofora, N. paniculata, N. pauciflora, N. petunioides, N.
plumbaginifolia, N. quadrivalvis, N. raimondii, N. repya, N. rosulata, N. rosulata subsp.
ingulba, N. rotundifolia, N. setchelli, N. simulans, N. solanifolia, N. spegazzinii, N.
stocktonii, N. suaveolens, N. silvestris, N. thirsiflora, N. tomentosa, N. tomentosiformis, N.
trigonophilla, N. umbratica, N. undulata, N. velutina, N. wigyioides, y N. x syerae.

El uso de variedades cultivadas de Tabaco y de Tabaco élite también esta contemplado
en la presente. La planta transgénica, que no se presenta en la naturaleza, o mutante
puede ser, por lo tanto, una variedad de tabaco o una variedad cultivada de tabaco élite
que comprende uno o varios transgenes, o una o varias mutaciones genéticas o una
combinacién de las mismas. La(s) mutacién(es) genética(s) (por ejemplo, uno o varios
polimorfismos) pueden ser mutaciones que no existen naturalmente en la variedad de
tabaco individual o la variedad cultivada de tabaco (por ejemplo, variedad de tabaco élite)
0 pueden ser mutacion(es) genética(s) que no ocurren naturalmente siempre y cuando la
mutacion no ocurra naturalmente en la variedad de tabaco individual o la variedad
cultivada de tabaco (por ejemplo, variedad cultivada de tabaco).

Variedades de Nicotiana tabacum particularmente Utiles incluyen tabacos del tipo Burley,
tipo oscuro, tipo curado al aire caliente, y tipo oriental. Ejemplos no limitantes de
variedades o variedades cultivadas son: BO 64, CC 101, CC 200, CC 27, CC 301, CC
400, CC 500, CC 600, CC 700, CC 800, CC 900, Coker 176, Coker 319, Coker 371 Gold,
Coker 48, CO 263, OF911, OT 538 LC Galpao tobacco, GL 26H, GL 350, GL 600, GL
737, GL 939, GL 973, HB 04P, HB 04P LC, HB3307PLC, Hibrid 403LC, hibrido 404LC,
Hibrido 501 LC, K 149, K 326, K 346, K 358, K394, K 399, K 730, KOH 959, KT 200,
KT204LC, KY10, KY14, KY 160, KY 17, KY 171, KY 907, KY907LC, KTY14xL8 LC, Little
Crittenden, McNair 373, McNair 944, msKY 14xL8, Madole de hoja angosta, LC Madole
de hoja angosta, NBH 98, N-126, N-777LC, N-7371LC, NC 100, NC 102, NC 2000, NC
291, NC 297, NC 299, NC 3, NC 4, NC 5, NC 6, NC7, NC 606, NC 71, NC 72, NC 810, NC
BH 129, NC 2002, Neal Smith Madole, OXFORO 207, PO 7302 LC, PO 7309 LC, PO
7312 LC, tabaco 'Perique’, PVHO3, PVH09, PVH19, PVH50, PVH51, R 610, R 630, R 7-
11, R7-12, RG 17, RG 81, RG H51, RGH 4, RGH 51, RS 1410, Speight 168, Speight 172,
Speight 179, Speight 210, Speight 220, Speight 225, Speight 227, Speight 234, Speight G-
28, Speight G-70, Speight H-6, Speight H20, Speight NF3, Tl 1406, Tl 1269, TN 86,
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+N86LC, TN 90, TN 97, TNO7LC, TN 094, TN D950, TR (Tom Rosson) Madole, VA 309,
VA359 , AA 37-1, B 13P, Xanthi (Mitchell-Mor), 35 Bel-W3, 79-615, Samsun Holmes NN,
KTROC numero 2 Hhibrido 49, Burley 21, KY 8959, KY9, MD609, PG01, PG04, P01, P02,
P03, RG11, RG8, VA 509, AS44, Banket A1, Basma Drama B84/31, Basma | Zichna
%P4/B, Basma Xanthi BX 2A, Batek, Besuki Jember, C104, Coker 347, Criollo Misionero,
Delcrest, Djebel81, DVH 405, Galpao Comum, HBO4P, Hicks de hoja ancha, Kabakulak
Elassona, Kutsage E1, LA BU 21, NC 2326, NC 297, PVH 2110, ruso rojo, Samsun,
$ap|ak, Simmaba, Talgar 28, Wislica, Yayaldag, Prilep HC-72, Prilep P23, Prilep PB
156/1, Prilep P12-2/1, Yaka JK-48, Yaka JB 125/3, TI-1068, KDH-960, TI-1070, TW136,
E}Sasma, TKF 4028, L8, TKF 2002, GR141, Basma xanthi, GR149, GR153, Petit Havana.
También estan contempladas las subvariedades bajo conversoras de arriba, incluso si no
se identifican especificamente en la presente.

I|En otro aspecto, se proporciona una planta mutante, que no se presenta en la naturaleza,
o transgenica, tal como se describe en la presente, la cual ha sido modificada ademas de
tfal modo que también esta reducida la expresion de transportadores NtHMA lo cual puede
r;educir ademas el contenido de cadmio en la planta. El uso de transportadores NtHMA
r?ara reducir el contenido de cadmio en la planta esta descrito en W02009074325.

Esto, de acuerdo con una modalidad, proporciona una célula vegetal mutante, que no se
presenta en la naturaleza, o transgénica, que comprende un polinucleétido NtMRP
a‘islado, un gen NtMRP quimérico, un constructo de polinucledtido NtMRP, un ARN
NtMRP bicatenario, un conjugado NtMRP y/o un vector de expresién NtMRP junto con un
p'olinucleétido NtHMA aislado, un gen NtHMA quimérico, un constructo de polinucleétido
NtHMA, un ARN bicatenario NtHMA, un conjugado NtHMA y/o un vector de expresion

NtHMA.

Las modalidades también estan dirigidas a composiciones y métodos para producir
pilantas mutantes, plantas que no se presentan en la naturaleza, plantas hibridas o plantas
tfansgénicas que han sido modificadas para modular (por ejemplo, reducir o inhibir)
expresion o actividad de NtMRP de modo que alli se acumulen cantidades mas bajas de
cadmio en comparacién con un control. En ciertas modalidades, las plantas que se
obtienen son similares o sustancialmente las mismas en apariencia total (por ejemplo,
f(ienotipo) a las plantas de control. Diversas caracteristicas fenotipicas tales como el grado
de madurez, el numero de hojas por planta, la altura del tallo, el angulo de insercién de la
hoja, el tamario de la hoja (anchura y longitud), la distancia internodos y la proporcion
Ia’jlmina-nervadura principal puede evaluarse mediante observaciones de campo. En una
modalidad preferida, la altura o el peso, o altura y peso de las plantas, son
sustancialmente los mismos que la planta de control. En otra modalidad preferida, no se
encuentran diferencias significativas en hojas recogidas de las plantas en comparacion
con un control, lo cual indica que la modulacion de transcritos de NtMRP no tiene efecto
eistadisticamente relevante en la biomasa seca.
|

U:n aspecto es una semilla de la planta mutante, la planta que no se presenta en la
naturaleza, la planta hibrida o la planta transgénica. Preferiblemente, la semilla es una
semilla de Tabaco. Un aspecto mas es el polen u évulo de la planta mutante, ia planta que
n‘o se presenta en la naturaleza, la planta hibrida o la planta transgénica. En adicién, se
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| describe una planta mutante, una planta que no se presenta en la naturaleza, una planta

i hibrida, una planta transgénica que comprende ademas un polinucleétido que confiere
| esterilidad masculina.

. La divulgacion también proporciona un cultivo tisular de células regenerables de la planta
mutante, la planta que no se presenta en la naturaleza, planta hibrida, o planta

\ - . ,
transgénica o una parte de las mismas, cuyo cultivo regenera plantas capaces de

- expresar todas las caracteristicas morfolégicas y fisiologicas del progenitor. Las células .

| regenerables incluyen, pero no se limitan a, células de hojas, polen, embriones,
. cotiledones, hipocétilos, raices, puntas de raiz, anteras, flores y una parte de las mismas,

6vulos, brotes, tallos, troncos, corteza y capsulas o callo o protoplastos derivados de los
| mismos.

'En algunas modalidades, una planta en la que la expresion de polinucleétido NtMRP es
| modulada (por ejemplo, reducid o inhibida) puede tener niveles disminuidos de metal
| pesado, tales como cadmio, especialmente en las hojas. El nivel de cadmio puede
disminuir en al menos alrededor de 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
!15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 70%,
180%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% o mas, como el 100%, 125%, 150% o 200% o
‘ma’s si se compara con el nivel de cadmio en una planta de control correspondiente en la
‘que la expresion de polinucledtido NtMRP no ha sido modulada (por ejemplo, reducida o
'inhibida). En algunas modalidades, una planta en la que la expresion de polinucledtido
INtMRP se modula (por ejemplo, se reduce o se inhibe) pueden tener niveles
Jincrementados o disminuidos de cadmio en las raices. En algunas modalidades, una
'planta en la que la expresién de polinucleétido NtMRP se modula (por ejemplo, se reduce
lo inhibe) puede tener niveles disminuidos o incrementados de cadmio en las raices y
Iniveles disminuidos de cadmio en las hojas. En algunas modalidades, una planta en la
que la expresion de polinucledtido NtMRP es modulada (por ejemplo, reducida o inhibida)
puede tener niveles disminuidos de cadmio en la biomasa cosechable.

La expresion puede evaluarse usando métodos que incluyen, por ejemplo, RT-PCR,
lNorthern blots, proteccion de RNasa, extensiones de cebador, Western blots,
ielectroforesis de proteina en gel, inmunoprecipitacién, inmunoensayos enlazados a
“enzima, ensayos chip, y espectrometria de masas. Debe notarse que si un polipéptido es
expresado bajo el control de un promotor preferencial por tejido o de expresién amplia, la
iexpresién puede evaluarse en toda la planta o en un tejido seleccionado. De modo similar,
si un polipéptido es expresado en un momento particular, por ejemplo, en un tiempo
particular en desarrollo o después de una induccién, la expresién puede evaluarse
!selectivamente en un periodo de tiempo deseado. Una poblacion de plantas mutantes,
que no se presentan en la naturaleza, o plantas transgénicas, puede cribarse o
seleccionarse para aquellos miembros de la poblacién que tienen un atributo o fenotipo
geseado. Por ejemplo, una populacion de progenie de un evento de transformacion
individual puede cribarse para aquellas plantas que tienen un nivel deseado de expresion
be polipeptido o polinucleétido NtMRP. Pueden usarse métodos fisicos y bioquimicos para
i‘dentificar niveles de expresion. Estos incluyen analisis Southern o amplificacion PCR
para deteccidon de un polinucledtido; Northern blots, proteccion de S1 RNasa, extension

de cebador, o amplificacién de RT-PCR para detectar transcritos de ARN; ensayos
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enzimaticos para detectar actividad de enzima o ribozima de polipéptidos vy
polinucledtidos; y electroforesis de proteina en gel, Western blots, inmunoprecipitacién, e
inmunoensayos enlazados a enzima para detectar polipéptidos. Otras técnicas tales como
hibridacion in situ, tinturado de enzima e inmuno-tinturado también pueden usarse para
detectar la presencia o expresion de polipéptidos o polinucleétidos.

Una poblacidén de plantas puede cribarse para aquellas plantas que tienen un atributo
deseado, tal como el nivel de cadmio modulado (por ejemplo, reducido o inhibido). La
seleccion o cribado pueden llevarse a cabo por una o varias generaciones, o en mas de
una locacion geografica. En algunos casos, las plantas mutantes, que no se presentan en
la naturaleza, o transgénicas pueden ser cultivadas y seleccionadas en condiciones que
inducen un fenotipo deseado o sino son necesarios para producir un fenotipo deseado en
una planta mutante que no se presenta en la naturaleza, o transgénica. Adicionalmente, la
seleccion, o cribado (screening), puede aplicarse durante una etapa de desarrolio
particular en la que se espera que el fenotipo sea exhibido por la planta. La seleccion, o
cribado, puede llevarse a cabo para elegir aquellas plantas mutantes que no se presentan
en la naturaleza, o plantas transgénicas que tienen una diferencia estadisticamente
significativa en su contenido de cadmio respecto de una planta de control en la cual la
expresion o la actividad de polinucledtido o proteina NtMRP no han sido moduladas (por
ejemplo, reducidas o inhibidas).

Las células vegetales y plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o
transgénicas, se describen en la presente y comprenden uno o varios polinucleétidos
recombinantes, tales como el polinucleétido aislado, el gen quimérico, el constructo de
polinucledtido, el ARN bicatenario, el conjugado o el vector de expresion. Una planta o
célula vegetal puede transformarse teniendo el polinucleétido recombinante integrado a su
genoma para volverse transformado de modo estable. Células transformadas de modo
. estable retienen tipicamente el polinucleétido introducido con cada division celular. Una
. planta o una célula vegetal también pueden transformarse de modo transitorio de modo
'.‘ que el polinucledtido recombinante no esté integrado a su genoma. Las células
. transformadas transitoriamente pierden tipicamente todo, o alguna porcion, del
. polinucledtido recombinante introducido con cada division celular de modo que el
. polinucleétido recombinante introducido no puede detectarse en células hijas después de
un numero suficiente de divisiones celulares. En el arte son conocidas las técnicas para
-introducir polinucledtidos a plantas monocotiledéneas y dicotileddneas, e incluyen, por
.ejemplo, transformacién mediada por Agrobacterium, transformacién mediada por vector
viral, electroporacién y transformacion con cafién de particulas. El sistema Agrobacterium
\para integracion de polinucledtido ajeno a los cromosomas vegetales ha sido estudiado
"‘intensamente, modificado, y explotado para ingenieria genética en vegetales. Las
moleculas desnudas de polinucleétido recombinante que comprenden secuencias de
polinucledtidos correspondientes a la proteina purificada objeto enlazad de modo
operable, en la orientacion sentido o antisentido, a secuencias reguladoras estan unidas
a secuencias de ADN-T apropiadas mediante métodos convencionales. Estos se
ihtroducen a protoplastos de tabaco mediante técnicas de polietilenglicol o mediante
técnicas de electroporacién, y ambas son estandar. De modo alterno, tales vectores que
comprenden moléculas de polinucledtido recombinante que codifican la proteina
ﬁurificada objeto se introducen a las células vivas de Agrobacterium que luego transfieren
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el polinucledtido a las células vegetales. La transformacién mediante polinucleétido
desnudo sin secuencias de vector de ADN-T acompafantes puede realizarse por medio
de fusion de protoplastos con liposomas que contienen polinucledtido o mediante
electroporacién. Polinucleétido desnudo no acomparnado por secuencias de vector de

AND-T también puede usarse para transformar células por medio de microproyectiles
inertes de alta velocidad.

Si un célula o cultivo tisular se usan como tejido recipiente para la transformacion, si se
desea pueden regenerarse plantas a partir de cultivos transformados mediante técnicas
. conocidas por aquellos con habilidad en el arte. La eleccion de regiones reguladoras a ser

. incluidas en un constructo recombinante depende de varios factores, incluyendo pero no

. limitando la eficiencia, seleccionabilidad, inducibilidad, nivel de expresion deseado, y

. expresion referencial de célula o tejido. Para alguien versado en la materia es una

| cuestion rutinaria modular la expresién de una secuencia codificante seleccionando y
': posicionando apropiadamente regiones reguladoras relativas a la secuencia codificante.
' La transcripcién de un polinucleétido puede modularse de una manera similar. Algunas
!& regiones reguladoras adecuadas solo, o de modo predominante, inician transcripcién, en
ciertos tipos de células. Los métodos para identificar y caracterizar las regiones
' reguladoras en polinucledtidos genoémicos vegetales son conocidos en el arte. Promotores
adecuados incluyen promotores especificos de tejido reconocidos por factores especificos
'de tejido presentes en diferentes tipos de tejidos o células (por ejemplo, promotores
l‘especificos para raices, promotores especificos para brotes, promotores especificos para
'xilema), o presentes durante diferentes etapas de desarrollo, o presentes en respuesta a
{diferentes condiciones ambientales. Algunos promotores incluyen promotores
constitutivos que pueden activarse en la mayoria de tipos de células sin requerir
l‘in‘ductores especificos. Ejemplos de promotores adecuados para controlar la produccién
de polipéptido IARN NtMRP incluyen el virus mosaico de coliflor 35S (CaMV/35S), SSU,
QCS, lib4, usp, STLS1, 833, nos o promotores ubiquitina o phaSEQIin. Personas

versadas en la material son capaces de generar mdltiples variaciones de promotores
recombinantes.
|

l-f’romotores especificos para el tejido son elementos de control transcripcionales que solo
son activos en células particulares en tiempos especificos durante el desarrollo de la
dlanta, tales como tejidos vegetativos o tejidos reproductivos. La expresién especifica de
téjido puede ser ventajosa, por ejemplo, cuando la expresion de polinucleétidos se
p}efiere en ciertos tejidos. Ejemplos de promotores especificos para tejidos bajo control de
désarrollo incluyen promotores que pueden solo (o principalmente) iniciar transcripcién en
cibnos tejidos, tales como tejidos vegetativos, por ejemplo, raices u hojas, o tejidos
reproductivos, tales como frutos, évulos, semillas, polen, pistilos, flores, o cualquier tejido
er‘\nbrionario. Los promotores reproductivos especificos para tejido pueden ser, por
ejilemplo, especificos para anteras, especificos para dvulos, especificos para embriones,
es“pecificos para endosperma, especificos para integumento, especificos para semillas y

recubrimiento de semillas, especificos para polen, especificos para pétalo, especificos
para sépalo, o combinaciones de los mismos.

Prbmotores especificos para hoja adecuados incluyen promotor de piruvato ortofosfato
dicinasa (PPDK) de planta C4 (maiz), promotor cab-m1 Ca+2 de maiz, el promotor de gen
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reiacionado con Arabidopsis thaliana myb (Atmyb5), los promotores de ribulosa bifosfato
caﬁboxilasa (RBCS) (por ejemplo, genes RBCS 1, RBCS2 y RBCS3A de tomate
exﬁresados en hojas y plantulas que han crecido ligeramente, RBCS1 y RBCS2
exp!‘resados en frutos de tomate que se desarrollan o promotor de ribulosa bisfosfato
caerinasa expresado casi exclusivamente en células mesofilicas en los limbos de hojas
y vai'has de hojas a niveles altos).

Prorﬁptores especificos para senescencia adecuados incluyen un promotor de tomate
activd';l durante la maduracién del fruto, la senescencia y la abscisién de hojas, un
promo"jtor de maiz de gen que codifica una proteasa de cisteina. Pueden usarse
promotores especificos para anteras adecuados. Pueden seleccionarse promotores
preferid_os para raices adecuados, conocidos para personas versadas en la materia.

Promotéres preferidos para semillas, adecuados, incluyen promotores especificos para
semillas'}_ (aquelios promotores activos durante el desarrollo de semillas tales como
promotoﬁes de proteinas de almacenamiento de semillas) y también promotores de
germinad‘ién de semilla (aquellos promotores activos durante la germinacién de semilla).
Aquellos !}Lpromotores preferidos para semillas incluyen, pero no se limitan a, Cim1
(mensaje “i‘nducido por citoquininina); cZ19B1 (maiz 19 kDa zeina); milps (myo-inositol-1-
fosfato siﬁtasa); mZE40-2, también conocido como Zm-40; nuclc; y celA (celulosa
sintasa). Giama-zeina es un promotor especifico para endosperma. Glob-1 es un promotor
especifico bara embrion. Para dicotiledéneas, los promotores especificos para semillas
incluyen, pé"m no se limitan a, beta.-phaSEQIin de frijol, napina, j3-conglicinina, lecitina de
soya, cruciférina, y similares. Para monocotiledoneas, los promotores especificos para
semillas incl&lyen, pero no se limitan a, un promotor de maiz 15 kDa zeina, un promotor 22
kDa zeina, un promotor 27 kDa zeina, un promotor g-zeina, un promotor 27 kDa y-zeina
(tal como proﬁnotor gzwB4A, vease numero de acceso a banco génico Genbank S78780),
un promotor e cera, un promotor encogido 1, un promotor encogido 2 promotor, un
promotor de gll‘,lobulina 1 (véase numero de acceso de banco génico L22344), un promotor
Itp2, promotor l*pim1, promotores de maiz end1 y end2, promotor nuc1, promotor Zm40,
eepl y eep2; 'E;lec1, promotor tioredoxin H; promotor mlip15, promotor PCNA2; y el
promotor encogigo 2.

Ejemplos de pﬁomotores inducibles incluyen promotores que responden a ataque
patogénico, condjciones anaerobicas, temperatura elevada, luz, sequia, temperatura fria,
o alta concentracfén de sal. Los promotores inducibles por patégenos incluyen aquellas de
las proteinas relaéionadas con patogénesis (proteinas PR), que se inducen siguiendo una
infeccién por un“g‘ patégeno (por ejemplo, proteinas PR, proteinas SAR, beta-1,3-
glucanasa, quitinas"‘.a).

Adicionalmente a Elos promotores vegetales, otros promotores adecuados pueden
derivarse de origen"'\.ﬁbacteriano, por ejemplo el promotor de octopina sintasa, el promotor
de nopalina sintasa y otros promotores derivados de plasmidos Ti), o pueden derivarse de
promotores virales (bor ejemplo, promotores 35S y 19S ARN de virus de mosaico de
coliflor (CaMV), prombtores constitutivos de virus de mosaico de tabaco, virus de mosaico
de coliflor (CaMV) prdmotores 19S y 35S, o promotor de virus de mosaico de escrofularia
35S).
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\
Ejemplos de fracciones conjugadas incluyen compuestos macromoleculares tales como
proteinas (por ejemplo, anticuerpos), cadenas de &cidos grasos, residuos de azlcar,
glicoproteine‘ls, polimeros (por ejemplo, polietilenglicol), o0 combinaciones de los mismos.
Un oligonucleétido puede conjugarse con una fraccion que incrementa la absorcién celular
del oligonucledtido. Ejemplos no limitantes de fracciones incluyen, pero no se limitan a,
anticuerpos,;polipéptidos, fracciones de lipido tales como la fraccion de colesterol, acido
colico, un ti{)éter, por ejemplo, hexil-s-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por
ejemplo, resfduos de dodecandiol o undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-
glicerol o tﬁietilamonio-1-di-o-hexadecil-rac-gIicero-S-h-fosfonato, una poliamina o una
cadena de polietilenglicol, un &cido acético de adamantano, una fraccién de palmitilo, una

fraccion de olctadecilamina o de hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

La fraccion puede ser un polimero cargado positivamente, tal como un péptido cargado
positivament:e, es decir, por ejemplo, alrededor de 1 a 50 residuos de aminoacido de
longitud u 6xidos de polialquileno tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol.
Adecuadaménte, el polimero cargado de modo positive, tal como un 6xido de polialquileno
puede unirseé al oligbmero mediante un enlazador tal como un enlazador capaz de
liberarse. Cugando se esta midiendo la expresién de polipéptido NtMRP, la deteccion de la
cantidad de iARNm que codifica un polipéptido NtMRP en la célula puede cuantificarse
mediante, por ejemplo, PCR o Northern blot. Cuando se esta midiendo un cambio en la
cantidad de 'polipéptido NtMRP en la muestra, puede usarse la deteccién de NtMRP
usando anticherpos anti-NtMRP para cuantificar la cantidad de polipéptido NtMRP en Ia
célula usando técnicas conocidas. De modo alternativo puede medirse la actividad
bioldgica (por ejemplo, transporte de metal pesado, como cadmio) antes y después del
contacto con el agente de ensayo.

En otra modaﬂidad, en la presente se proporcionan anticuerpos que son inmunoreactivos
con los polipéptidos. Los polipéptidos NtMRP, fragmentos, variantes, polipéptidos de
fusiéon vy simﬁlares, tal como se describi6 en la presente, pueden emplearse como
"inmunogeneé" en la produccién de anticuerpos inmunoreactivos con los mismos. Tales
anticuerpos inazan especificamente anticuerpos a los polipéptidos mediante sitios que
enlazan antiglenos del anticuerpo. Anticuerpos que enlazan especificamente son aquellos
que reconoceran y se enlazaran especificamente con polipéptidos, homoélogos y variantes
de la familia NtMRP, pero no con otras moléculas. En una modalidad, los anticuerpos son
especificos para polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos NtMRP tal como
se describe en la presente y no reaccionan de manera cruzada con otros polipéptidos.

Mas especificamente, los polipéptidos, fragmentos, variantes, polipéptidos de fusion, y
similares contienen determinantes antigéhicos 0 epitopos que obtienen la formacion de
anticuerpos. IEstos determinantes antigénicos o epitopos pueden ser lineales o
conformacionales (discontinuos). Los epitopos lineales estan compuestos de una seccién
individual de ‘aminoécidos del polipéptido, mientras que los epitopos conformacionales o
discontinuos éstan compuestos de secciones de aminoacidos de regiones diferentes de la
cadena de pglipéptido que son traidas a proximidad cercana sobre el plegamiento de
polipéptido. Los epitopos pueden identificarse por cualquiera de los métodos conocidos
en el arte. Adicionalmente, pueden usarse epitopos de los polipéptidos como agentes de
investigacion, | en ensayos, y para purificar anticuerpos, que se enlazan de modo
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esdecifico, de sustancias tales como sueros policlonales o sobrenadantes a partir de
hibfidomas cultivados. Tales epitopos o variantes de los mismos pueden ser producidos
usando técnicas conocidas en el arte, tales como sintesis en fase sélida, escision quimica
o enzimatica de un polipéptido, o usando tecnologia de ADN recombinante.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales a los polipéptidos pueden prepararse
mediante técnicas convencionales. Las lineas celulares de hibridoma que producen
anticuerpos monoclonales especificos para los polipéptidos también estan contempladas
en la presente. Tales hibridomas pueden ser producidos e identificados mediante técnicas
convencionales. Para la produccion de anticuerpos, pueden inmunizarse diversos
animales hospederos mediante inyeccion con un polipéptido, fragmento, variante NtMRP,
o mutantes de los mismos. Tales animales hospederos pueden incluir, pero no limitarse a,
con'ejos, ratones y ratas, por mencionar algunos. Para incrementar la respuesta
inmunolégica pueden usarse diversos adyuvantes. Dependiendo de las especies
hospederas, tales adyuvantes, pero no se limitan a, geles minerales de Freund (completos
e incompletos), tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina
de lapa, dinitrofenol, y adyuvantes humanos potencialmente utiles tales como BCG (bacilo
Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Los anticuerpos monoclonales pueden
reculperarse mediante técnicas convencionales. Tales anticuerpos monoclonales pueden
ser ae cualquier clase de inmunoglobulina que incluye IgG, IgM, IgE, IgA, Ig0, y cualquier
subtlase de las mismas.

|
Los ,anticuerpos también pueden usarse en ensayos para detectar la presencia de los

poliﬁéptidos o fragmentos, ya sea in vitro o in vivo. Los anticuerpos también pueden
|

emplearse en purificar polipéptidos o fragmentos mediante cromatografia de

inmunoafinidad.

Diveérsas modalidades proporcionan plantas mutantes, que no se presentas en la
natu}aleza, o0 transgénicas, asi como biomasa y semillas en las que el nivel de expresion
de bolinucleétido NtMRP es sustancialmente reducido para restringir o impedir el
transporte de cadmio hacia la lamina de la hoja. La lamina de la hoja puede ser
incorporada a diversos productos consumibles, tales como diversos articulos que pueden
fumarse, como los cigarros, cigarrillos y productos de tabaco sin humo (es decir, no
combustibles).

La reduccioén porcentual (%) de cadmio en estos articulos fumables y productos sin humo
puede ser un valor de al menos alrededor de 5%, 10%, 15%,20%,25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o
1000/?' 200% o 300% mas bajo cuando se compara con productos consumibles derivados
de ccimtrapartes no mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o no transgénicas. En
algunas modalidades, el contenido de cadmio de estos articulos fumables y productos sin
humé es un valor desde un rango de alrededor de 0.01 a alrededor de 0.05 partes por
mill()ri1 (ppm), desde alrededor de 0.01 a alrededor de 0.1 ppm, desde alrededor de 0.01 a
alrededor de 0.5 ppm, desde alrededor de 0.01 a alrededor de 1.0 ppm, o desde alrededor
de 0.01 a alrededor de 5 ppm. En algunas modalidades, el contenido de cadmio de estos

articulos fumables y productos sin humo es de alrededor de 0.001 ppm o menos,
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alrededor de 0.01 ppm o menos o alrededor de 0.05 ppm o menos, o alrededor de 0.49
ppm o menos o alrededor de 0.5 ppm o0 menos.

El grado de acumulacion de cadmio en plantas puede ser sustancialmente variable
depenc!liendo de varios parametros atribuidos a la complejidad del genotipo vy el entorno
de crecimiento. Por ejemplo, las concentraciones de cadmio en hojas de tabaco cultivado
en campo pueden ser extremadamente variables dependiendo de factores tales como el
agro-cﬁma, la calidad del suelo, las variedades cultivadas, y el tipo y origen de fertilizador
usado.! Ademas, los patrones de distribucién de cadmio relativos dentro de diferentes
porciones de una planta de tabaco pueden variar de acuerdo con la especie, el
érgano:/tejido, y las condiciones de crecimiento (es decir, crecimiento en campo vs
crecimiento hidropdnico). En promedio, las concentraciones de cadmio medidas en hojas
de tabaco cultivado en campo (incluyendo nervaduras principales y venas) pueden estar
en el rango de aproximadamente 0.5 a 5 ppm (partes por millon, o microgramo/gramo de
peso seco de hojas de tabaco). Sin embargo, muchos niveles de cadmio publicados
tipicamente no definen la madurez del tabaco, la variedad del tabaco, o las porciones de
hoja particulares (es decir, remocién de posicion de tallo de hoja) cosechadas para
anélisisl. En algunas variedades, las hojas mas bajas pueden acumular niveles de cadmio
mas altos que las hojas del medio o superiores. A nivel intracelular, el cadmio puede
encontrarse en diversos componentes de célula de una célula vegetal, incluyendo la

pared celular, el citoplasma, el cloroplasto, el ndcleo y las vacuolas.

Ademas, el contenido de cadmio medido en hojas de tabaco puede variar sustancialmente
depenojiendo de los niveles de cadmio en el entorno del suelo donde las plantas se
cultivaron. Las hojas de tabaco cultivado en areas contaminadas con cadmio pueden
acumular cadmio desde alrededor de 35 ppm o mas, en comparacién con las hojas de las
contrapartes idénticas genéticamente cultivadas en areas no contaminadas, que pueden
acumul!ar cadmio en un rango de aproximadamente 0.4 a aproximadamente 8 ppm. Las
vacuolas dentro de las hojas de plantas cultivadas en areas contaminadas pueden
acumuI;ar concentraciones muy altas de cadmio. Para las personas versadas en la materia
son conocidos los métodos para aplicar las composiciones divulgadas que son adecuadas
para una especie de planta dada de interés. El contenido de metal pesado en plantas
puede medirse usando diversos conocidos en la técnica. Un método preferido comprende
el uso \‘de espectrofotometria de masas acoplada con plasma acoplado inductivamente
("ICP-MS," Agilent 7500A; Agilent Technologies, Palo Alto, CA).

Las plaintas mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o transgénicas, que se
describen en la presente pueden tener otros usos en agricultura, por ejemplo. Por
ejemplo, las plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza o transgénicas,
descritas en la presente, pueden usarse para hacer alimento para animales y productos
de alimento humano. Las semillas de las plantas descritas en la presente pueden
condicionarse y embolsarse en material para empacar, por medios conocidos en el arte
para formar un articulo de manufactura. El material para empacar, tal como el papel o el
pano, és bien conocido en el arte. Un paquete de semillas puede tener una marca, por
ejemplo una etiqueta o marca asegurada al material para empacar o una etiqueta impresa
en el m‘aterial para empacar, o una marca insertada dentro del paquete, que describe la

naturalgza de las semillas alli dentro. Una planta que porta un alelo NtMRP mutante
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puede usarse en un programa de cultivo de planta para crear lineas, variedades e
hibridos utiles. En particular, el alelo NtMRP mutante es sometido a introgresion a las
variedades comercialmente importantes descritas arriba. De esta manera, se
H)roporcionan métodos para cultivar plantas que comprenden cruzar una panta mutante,
una planta que no se presenta en la naturaleza o una planta transgénica, tal como se
describe en la presente, con una planta que comprende una identidad genética diferente.
El método puede comprender ademas cruzar la planta progenitora con otra planta y
6pcionalmente repetir el cruce hasta obtener una progenie con los atributos genéticos
deseables o el antecedente genético deseable. Un propésito servido por tales métodos de
cultivo es introducir un atributo genético deseable a otras variedades, lineas de cultivo,
hibridos o variedades cultivadas, particularmente aquellos que son de interés comercial.
Otro proposito es facilitar apilar modificaciones genéticas de genes diferentes en una
variedad vegetal, lineas, hibridos o variedades cultivadas individuales. Estan
contemplados cruces intraespecificos asi como también interespecificos. Las plantas
brogenitoras que surgen de tales cruces, denominados también lineas de cultivo, son
I‘ejemplos de plantas que no se presentan en la naturaleza.

En una modalidad se proporciona un método para producir una planta que no se presenta
en la naturaleza que comprende: (a) cruzar una planta mutante o transgénica con una
isegunda planta para producir semillas de progenie; (b) cultivar las semillas de progenie en
icondiciones de crecimiento de plantas, para producir la planta que no se presenta en la
‘naturaleza. El método puede comprender ademas: (c) cruzar la generacién previa de la
planta que no se presenta en la naturaleza consigo misma o con otra planta para producir
'semillas de progenie; (d) cultivar semillas de progenie del paso (c) en condiciones de
crecimiento de plantas, para proporcionar plantas adicionales que no se presentan en la
inaturaleza; y (e) repetir los pasos del cruce y del cultivo de (c) y (d) multiples veces para
lgenerar mas generaciones de plantas que no se presentan en la naturaleza. El método
.puede comprender opcionalmente antes del paso (a), un paso de proporcionar una planta
|progenitora que comprende una identidad genética que es caracterizada y que no es
Jidéntica a la planta mutante o transgénica. En algunas modalidades, dependiendo del
iprograma de cultivo, los pasos de cruce y de cultivo se repitan de 0 a 2 veces, de 0 a 3
‘veces, de 0 a4 veces, 0 a5 veces, de 0 a6 veces, de 0 a 7 veces, de 0 a 8 veces, de 0 a
'9 veces 0 de 0 a 10 veces, a fin de generar generaciones de plantas que no se presentan
“en la naturaleza. El retrocruce es un ejemplo de tal método en el que una progenie se
' cruza con una de sus progenitoras u otra planta genéticamente similar a su progenitora, a
'fin de obtener una planta de progenie en la siguiente generacion que tiene una identidad
| genética que es mas cercana a aquella de una de sus progenitoras. Son bien conocidas
' las técnicas para cultivar plantas, particularmente cultivo de plantas de tabaco y pueden
. usarse en los métodos descritos en la presente. La divulgacion proporciona ademas
i plantas que no se presentan en la naturaleza producidas mediante estos métodos.

' En algunas modalidades de los métodos descritos en la presente, se evaltan lineas que

'dan lugar a cultivo y cribado para genes NtMRP variantes en el campo usando

i procedimientos de campo estandar. Estan incluidos genotipos de control que incluyen la

| progenitora original no mutagenizada y las entradas se disponen en el campo en un

. disefio de bloque aleatorio o en otro disefio de campo apropiado. Para el tabaco se usan

; practicas agrondmicas estandar; por ejemplo, se cosecha el tabaco, se pesa y se
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muestrea para ensayos quimicos y para otros comunes, antes y después del curado. Los
analisis estadisticos de los datos se efectian para confirmar el complemento de
cromosoma y relaciones de emparejamiento de cromosoma.

Huéllas dactilares de AND, polimorfismo nucleétido individual, marcadores microsatélite o
tecrﬁo‘logias similares pueden usarse en un programa de cultivo de seleccién asistida por
marcador (MAS, por marker-assisted selection) para transferir o cultivar alelos mutantes
del!l (de los) gen(es) NtMRP a otros tabacos, tal como se describe en la presente. Por
ejehwplo, un cultivador puede crear poblaciones segregantes a partir de la hibridaciéon de
un genotipo que contiene un alelo mutante con un genotipo agronémicamente deseable.
La$ plantas en las generaciones F2 o de retrocruce pueden cribarse usando un marcador
desarrollado a partir de una(s) secuencia(s) genémica(s) NtMRP o un(os) fragmento(s) de
las mismas, usando una de las técnicas listadas en la presente. Las plantas identificadas
po“r poseer el alelo mutante puede ser retrocruzada o auto-polinizada para crear una
segunda poblacidén a ser cribada. Dependiendo del patrén de herencia esperado o la
tecnologia de MAS usada, puede ser necesario auto-polinizar las plantas seleccionadas
ar{tes de cada ciclo de retrocruce para ayudar a la identificacion de las plantas
individuales deseadas. El procedimiento de retrocruce u otro de cultivo pueden repetirse
hésta que se recupere el fenotipo deseado de la progenitora recurrente.

Dé acuerdo con la divulgacién, en un programa de cultivo, cruces exitosos producen
p!'antas F1 que son fértiles. Las plantas F1 seleccionadas pueden cruzarse con una de las
p“rogenitoras, y las primeras plantas de retrocruce se auto-polinizan para producir una
poblacion que se criba nuevamente para expresion de gen NtMRP variante (por ejempilo,
Ié version nula del gen NtMRP). El proceso de retrocruce, auto-polinizacion y cribado se
répite, por ejemplo, al menos 4 veces hasta que el cribado final produce una planta que es
fértil y razonablemente similar a la progenitora recurrente. Esta planta, si se desea, se
éuto-poliniza y la progenie se criba a continuacidon una vez mas para confirmar que la
p?)lanta exhibe expresién de gen NtMRP variante. En algunas modalidades, una poblacion
cjie plantas en la generacién F2 se criba para expresion de gen NtMRP variante, por
;ejemplo, se identifica una planta que falla al expresar NtMRP debido a la ausencia de un
gen NtMRP de acuerdo con métodos estandar, por ejemplo, usando un método PCR con
cebadores con base en la informacién de secuencia de nucleétido para NtMRP, descrita
;‘en la presente.

:‘Pueden producirse variedades hibridas previniendo la autopolinizacion las plantas
'progenitoras femeninas (es decir, progenitoras de semillas) de una primera variedad,
;‘permitiendo que el polen de plantas progenitoras masculinas de una segunda variedad
fertilice las plantas progenitoras femeninas, y permitiendo que las semillas hibridas F1 se
," formen en las plantas femeninas. Puede impedirse la auto-polinizacién de plantas
;‘femeninas masculinizando las flores en una etapa temprana del desarrolio de la flor. De
Iwmodo alternativo, puede impedirse la formaciéon de polen en plantas progenitoras
. femeninas usando una forma de esterilidad masculina. Por ejemplo, la esterilidad
‘ masculina puede producirse mediante esterilidad masculina citoplasmica (CMS, por
‘ cytoplasmic male sterility), o esterilidad masculina transgénica en cuyo caso un transgén
- inhibe la microesporogénesis y/o la formacién de polen, o la auto-incompatibilidad. Las

' plantas progenitoras femeninas que contienen CMS son particularmente utiles. En
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modalidades en las que las plantas progenitoras femeninas son CMS, se cosecha polen
de las plantas fértiles masculinas y se aplica manualmente a los estigmas de plantas
progenitoras femeninas de CMS, y la semilla F1 resultante se cosecha. Las variedades y
lineas descritas en la presente pueden usarse para formas hibridos F1 de cruce
individual. En tales modalidades, las plantas de las variedades progenitoras pueden
cultiivarse como poblaciones colindantes sustancialmente homogéneas para facilitar
polihizacién cruzada natural desde las plantas progenitoras masculinas a las plantas
progenitoras femeninas. La semilla F1 formada en las plantas progenitoras femeninas se
cos%cha selectivamente por medios convencionales. También pueden cultivarse las dos
variedades de plantas progenitoras en masa y cosechar una mezcla de semillas hibridas
F1 fprmadas en la progenitora femenina y semillas formadas en la progenitora masculina
como resultado de la auto-polinizacion. De modo alternativo, pueden llevarse a cabo
cruces de tres modos en cuyo caso se usa una progenitora femenina y se cruza con una
progenitora masculina diferente. Como otra alternativa pueden crearse hibridos de doble
cruce en cuyo caso la progenie F1 de dos cruces individuales diferentes se cruzan ellos
misos. Una poblacion de plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o
transgénicas, puede cribarse o seleccionarse para aquellos miembros de la poblacion que
tienen un atributo o fenotipo deseado. Por ejemplo, una poblacién de progenie de un solo
evento de transformacion puede cribarse para aquellas plantas que tienen un nivel
deseado de expresion de polipéptido o polinucleétido NtMRP. Pueden usarse métodos
fisicos o bioquimicos para identificar niveles de expresion. Estos incluyen analisis
Souﬂhern o amplificacion PCR para deteccién de un polinucleétido; Northern blots,
protéccién S1 RNasa, extension de cebador, o amplificacion RT-PCR para detectar
transcritos de ARN; ensayos enzimaticos para detectar actividad de enzima o ribozima de
polipléptidos y polinucledtidos; y electroforesis de proteina en gel, Western blots,
inmu‘noprecipitacién, e inmunoensayos ligados con enzima para detectar polipéptidos.
Otras técnicas tales como la hibridacion in situ, tinturado de enzima, e inmunotinturado
tamb"ién pueden usarse para detectar la presencia o la expresion de polipéptidos o
polinucleotidos.

Las J:élulas vegetales y las plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza, o
transéénicas, son descritas en la presente y comprenden uno o varios polinucleétidos
recorinbinantes, tales como uno o varios polinucleétidos NtMRP aislados, uno o varios
const‘ructos de polinucleédtido, uno o varios ARNs bicatenarios, uno o varios conjugados o
uno o varios vectores/vectores de expresion.

La eXpresién de NtMRP puede evaluarse usando métodos que incluyen, por ejemplo, RT-
PCR,i Northern blots, proteccion de RNasa, extensiones de cebadores, Western blots,
electroforesis de proteina en gel, inmunoprecipitacién, inmunoensayos ligados a enzima,
ensa)'/os chip, y espectrometria de masas. Debe notarse que si un polipéptido es
expresado bajo el control de un preferencial de tejido o promotor de expresion amplia, la
exprel‘sién puede evaluarse en toda la planta o en un tejido seleccionad. De modo similar,
si un, polipéptido es expresado en un tiempo particular, por ejemplo, en un tiempo
particylar en el desarrollo o al cabo de la induccidn, la expresién puede evaluarse
selectivamente en un periodo de tiempo deseado.
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Si_n limitacion, las plantas descritas en la presente pueden modificarse para otros
pﬁopésitos ya sea antes o después de que la expresidn o actividad de NtMRP haya sido
modulada (por ejemplo, reducida o inhibida). Una o varias de las siguientes
mbdificaciones genéticas pueden estar presentes en las plantas mutantes, que no se
presentan en la naturaleza, o transgénicas. En una modalidad, uno o varios genes mas
qu estan involucrados en la absorcion de metal pesado o en el transporte de metal
pésado se modifican dando lugar a plantas o partes de plantas (tales como hojas) que
tienen una contenido mas bajo de metal pesado que las plantas de control o partes de las
mismas sin la(s) modificacion(es). Ejemplos no limitantes incluyen genes en la familia de
facEiIitadores de difusién de cation (CDF por cation diffusion facilitators), la familia de
proteinas de tipo Zrt, Irt (ZIP), la familia de intercambiadores de catién (CAX), la familia de
trahsportadores de cobre (COPT), la familia de ATPasas del tipo P de metal pesado
(HMAs, tal como se describe en W02009074325), la familia de homdlogos de proteinas
macrofagas asociadas a la resistencia natural (NRAMP), y otro miembro de la familia. de
transportadores del casete que enlaza ATP (ABC), los cuales participan en el transporte
de metales pesados, tal como cadmio. El término metal pesado tal como se usa en la
pre$ente incluye metales de transicion. En otra modalidad, uno o varios genes que estan
involucrados en la conversiéon de intermediarios metabdlicos nitrogenados se modifican
dando lugar a plantas o a partes de plantas (tales como hojas) que cuando se calientan
proc%iucen niveles mas bajos de al menos una nitrosoamina especifica del tabaco (por
ejemplo, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, N-nitrosonornicotina, N-
nitrdsoanatabina, y N-nitrosoanabasina) que las plantas de control o partes de las
misrljnas. Ejemplos no limitantes de genes que pueden modificarse incluyen genes que
codifican una demetilasa de nicotina, tal como CYP82E4, CYP82E5 y CYP82E10 que
parti"‘cipan en la conversién de nicotina a nornicotina y se describen en WO2006091194,
WQO2008070274, WO2009064771 y PCT/US2011/021088.

Ejem:plos de otras modificaciones incluyen tolerancia herbicida, por ejemplo, glifosato es
un ingrediente activo de muchos herbicidas de amplio espectro. Han sido desarrolladas
plant?s transgénicas resistentes al glifosato transfiriendo el gen aroA (una sintetasa EPSP
de dlifosato a partir de Salmonella typhimurium y E.coli). Plantas resistentes a
sulfonilureas han sido producidas transformando el gen ALS (acetolactato sintetasa)
mutahte de Arabidopsis. Proteina OB de fotosistema 11 a partir Amaranthus hibridous
mutante ha sido transferido a plantas para producir plantas transgénicas resistentes a
atrazina; y plantas transgénicas resistentes a bromoxinilo han sido producidas
incoréorando el gen bxn de la bacteria Klebsiella pneumoniae. Otra modificacion ejemplar
da lugar a plantas que son resistentes a los insectos. Las toxinas de Bacillus thuringiensis
(Bt) éueden proporcionar una forma efectiva de retardar la emergencia de pestes
resistentes a Bt, tal como recientemente se ilustré en brocoli donde los genes cry1Ac y
cry1C\ Bt con forma de piramide controlaron polillas espalda de diamante, resistentes a
proteiha individual y retardaron significativamente la evolucion de insectos resistentes.
Otra modificacién ejemplar da lugar a plantas que son resistentes a enfermedades
causadas por patégenos (por ejemplo, virus, bacterias, hongos). Plantas que expresan el
gen X321 (resistencia a plaga bacteriana) han sido manipuladas mediante ingenieria con
plantas que expresan tanto un gen de fusion Bt como un gen de quitinasa (resistencia a
perforé_dor de tallo amarillo y tolerancia a vaina). Otra modificacion ejemplar da lugar a
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capacibad reproductiva alterada, tal como la esterilidad masculina. Otra modificacién
ejemplar da lugar a plantas que son tolerantes a estrés abidtico (por ejemplo, sequia,
temperatura, salinidad) y han sido producidas plantas transgénicas tolerantes transfiriendo
enzimé de acil glicerol fosfato a partir de Arabidopsis; los genes que codifican manitol
dehidrbgenasa y sorbitol dehidrogenasa que participan en la sintesis de manitol y sorbitol
mejoran la resistencia a la sequia. Otra modificacion ejemplar da lugar a plantas que
producg:e‘n proteinas que tienen propiedades inmunogénicas favorables para usar en
humanos. Por ejemplo, pueden ser Utiles plantas capaces de producir proteinas
sustancialmente con falta de residuos de fucosa enlazada alfa-1,3, residuos de xilosa
enlazada beta-1,2, o ambos, en su N-glicano. Otras modificaciones ejemplares pueden
dar Iugar a plantas con proteinas y aceites de almacenamiento mejorado, plantas con
eficiencia fotosintética mejorada, plantas con tiempo de almacenamiento prolongado,
plantas con contenido de carbohidrato mejorado, y plantas resistentes a hongos; plantas
que codifican una enzima involucrada en la biosintesis de alcaloides.

Tambilén estan contempladas plantas transgénicas en las que la expresion de S-adenosil-

L-metionina (SAM) y/o cistationina gama-sintasa (CGS) ha sido modulada.

Sin lifmitacion, las plantas descritas en la presente pueden ser modificadas alun mas.
Ejemplos tales modificaciones adicionales incluyen, pero no se limitan a: (a) plantas que
puedén tolerar herbicidas. Por ejemplo, glifosato es un ingrediente active de muchos
herbicidas de amplio espectro. Han sido desarrolladas plantas transgénicas resistentes
transfiriendo el gen aroA (una sintetasa EPSP de glifosato a partir de Salmonella
typhimurium 'y E.coli); han sido producidas plantas resistentes a sulfonilurea
transformando el gen ALS (sintetasa de acetolactato) mutante a partir de Arabidopsis;
Protelna OB de fotosistema 11 a partir de Amaranthus hibridous mutante ha sido
transferldo a plantas para producir plantas transgénicas resistentes a atrazina; y plantas
transgenlcas resistentes a bromoxinilo han sido producidas incorporando el gen bxn a
partir 'la bacteria Klebsiella pneumoniae; (b) plantas son resistentes a insectos. Las
toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) pueden proporcionar una manera efectiva de retardar
la em:ergencia de pestes resistentes a Bt, tal como recientemente se ha ilustrado en
brécoli donde genes cry7Ac y cry1C de Bt con forma de piramide controlaron polillas
espalda de diamante resistentes a cualquier proteina individual y retardaron
significativamente la evolucién de insectos resistentes; (c) plantas que son resistentes a
virus de mosaico de tabaco. Han sido producidas plantas introduciendo proteinas de
recubirimiento viral. Otras plantas transgénicas resistentes a virus incluyen plantas de
papa resistente al virus de Ia papa, arroz resistente a RSV, y lenteja negra y poroto chino
resistentes a YMV; (d) plantas que son resistentes a bacterias. Han sido manipuladas
mediante ingenieria plantas que expresan el gen Xa21 (resistencia a plaga bacteriana)
con pTlantas que expresan tanto un gen de fusién Bt como un gen quitinasa (resistencia a
perforador de tallo amarillo y tolerancia a vaina); (e) plantas transgénicas tolerantes al
estréé: han sido producidas plantas transgénicas tolerantes al frio transfiriendo enzima de
acil glicerol fosfato desde Arabidopsis; los genes que codifican dehidrogenasa de manitol
y dehidrogenasa de sorbitol que participan en la sintesis demanitol y sorbitol mejoran la
reS|stenCIa a la sequia; (f) plantas que producen proteinas que tienen propiedades
mmunogenlcas favorables para usar en humanos. Por ejemplo, pueden ser dtiles plantas
capa?es de producir proteinas que sustancialmente carecen de residuos de fucosa
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enlazada por alfa-1,3, residuos de xilosa enlazada por beta-1,2, 0 ambos, en su N-glicano;
y (9) fotros ejemplos de plantas transgénicas son plantas con proteinas y aceites de
almacenamiento, plantas con eficiencia fotosintética mejorada, plantas con vida util de
almadenamiento prolongada, plantas con contenido mejorado de carbohidrato y plantas
resistentes a hongos; plantas que codifican una enzima involucrada en la biosintesis de
alquiloides; genes para una via de detoxificacion organica bacteriana de mercurio
(reductasa merctirica, merA) y liasa organomercurica, merB se combinaron por cruce en
Arabibopsis, y plantas que expresan ambos genes fueron capaces de crecer en
concentraciones de metilmercurio 50 veces mas altas que las plantas de tipo silvestre.
Uno é) varios de tales atributos pueden someterse a introgresion a las plantas de tabaco
mutantes, que no se presentan en la naturaleza o transgénicas desde otras variedades
cultivadas de tabaco o pueden transformarse directamente en ellas.

La idtrogres_ién del(los) atributos a las plantas de tabaco mutantes, que no se presentan
en la naturaleza, o transgénicas puede lograrse por cualquier método de cultivo de
planfas conocido en el arte, por ejemplo, cultivo genealdgico, retrocruzamiento, cultivo
dobl‘é haploide, y similares (véase, Wernsman, E. A, y Rufty, R. C. 1987. Capitulo
diecj‘siete. Tabaco. Paginas 669-698 en: Desarrollo de variedades de cultivo. Especies de
cosecha. W. H. Fehr (ed.), MacMillan Publishing Co, Inc., New York, N.Y 761 pp.).

Las, técnicas con base en biologia molecular arriba descritas, en particular RFLP y
marbadores microsatélite, pueden usarse en tales retrocruces para identificar las
proéenies que tiene el mas alto grado de identidad genética con la progenitora recurrente.
Esté permite acelerar la produccion de variedades que tienen al menos 90%,
prefjeriblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 99% de identidad genética
con la progenitora recurrente, incluso mas preferiblemente genéticamente idéntica a la
progenitora recurrente y ademas comprenden el(los) atributo(s) sometidos a introgresion
desde la progenitora donante. Tal determinacion de identidad genética puede basarse en
marcadores moleculares conocidos en el arte. La ultima generacion de retrocruce puede
ser, auto-sembrada para dar progenie de cultivo puro para el(los) polinucleétido(s) a ser
transferidos. Las plantas resultantes tienen en términos generales, esencialmente, todas
lasi caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de las plantas mutantes, que no se
présentan en la naturaleza, o transgénicas, en adicion al (los) atributo(s) (por ejemplo, uno
0 vjarios atributos de gen individuales). El protocolo de retrocruzamiento exacto dependera
de] atributo que es alterado para determinar un protocolo de ensayo apropiado. Aunque
los métodos de retrocruzamiento son simplificados cuando el atributo que se transfiere es
un alelo dominante, también puede transferirse un alelo recesivo. En este caso puede ser
necesario introducir un ensayo de la progenie para determinar si el atributo deseado ha
sido transferido exitosamente.

Diversas modalidades proporcionan plantas mutantes, plantas que no se presentan en la
néturaleza o plantas transgénicas, asi como biomasa en la que el nivel de expresion de
pélinucleétido NtMRP se reduce de modo que alli se acumulan cantidades mas bajas de
cédmio. Partes de tales plantas, particularmente plantas de tabaco, y mas particularmente
la' lamina y la nervadura principal de la hoja de las plantas de tabaco, pueden incorporarse
o;usarse para hacer diversos productos consumibles que incluyen, pero no se limitan a,
materiales que forman aerosoles, dispositivos que forman aerosoles, articulos para fumar,
‘
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articulos fumables, productos sin humo y productos de tabaco. Ejemplos de materiales
' que forman aerosoles incluyen pero no se limitan a composiciones de tabaco, tabacos,
. extracto de tabaco, Tabaco cortado, relleno cortado, tabaco curado, tabaco expandido,
| tabaco homogenizado, tabaco reconstituido, y tabacos para pipa. Articulos para fumar y
. articulos fumables son tipos de dispositivos que forman aerosol. Ejemplos de articulos
- para fumar o articulos fumables incluyen pero no se limitan a cigarrillos, puros y cigarros.
' Ejemplos de productos sin humo comprenden tabacos masticables, y rapé. En ciertos
dispositivos que forman aerosol, en lugar de la combustion, se calienta una composicién
| de tabaco u otro material que forma aerosol mediante uno o varios elementos de
calentamiento eléctrico para producir un aerosol. En otro tipo de dispositivo que forma
_aerosol, que se calienta, se produce un aerosol mediante transferencia de calor desde un
' elemento de combustible o fuente de calor a un material fisicamente separado que forma
ﬂ_ aerosol, que puede estar localizado dentro, alrededor o corriente abajo de la fuente de
.calor. Productos de tabaco sin humo y diversos materiales que forman aerosol, que
%contienen tabaco, pueden contener tabaco en cualquier forma, incluyendo particulas
'secas, tiras, granulos, polvos o una pasta en suspension, depositados en, mezclados con,
rodeados por, o combinados de alguna otra manera con otros ingredientes en cualquier
formato, tal como hojuelas, peliculas, barras, espumas o cuentas. Tal como se usa en la
bresente, el término 'humo' se usa para describir un tipo de aerosol que se produce
1"_‘umando articulos tales como cigarrillos, o por combustion de un material que forma
aerosol. En una modalidad, también se proporciona material curado a partir de ias plantas
mutantes, transgénicas y que no se presentan en la naturaleza descritas en la presente.
&as personas versadas en la materia conocen procesos para curar hojas de tabaco verde;
estos incluyen, sin limitacion, curado al aire, curado al fuego, curado a fuego indirecto (en
c{himenea) y curado al sol. El proceso de curado de hojas de tabaco verde depende del
tipo de tabaco cosechado. Por ejemplo, el tabaco Virginia de chimenea (iluminada) se
cura tipicamente en chimenea; las cepas Burley y ciertas cepas oscuras se curan

uéualmente al aire; y el tabaco de pipa, tabaco para mascar y el rapé usualmente se
curan al fuego.

En otra modalidad, se describen productos de Tabaco que incluyen materiales que forman
aérosol, que comprenden hojas, preferiblemente hojas curadas, de las plantas de tabaco
mutantes, plantas de tabaco transgénicas o plantas de tabaco que no se presentan en la
naturaleza, descritas en la presente.

Los productos de tabaco descritos en la presente pueden ser productos de tabaco
mézclado que ademas pueden comprender tabaco no modificado.

Las plantas mutantes, que no se presentan en la naturaleza o transgénicas pueden tener
otrés usos, por ejemplo en la agricultura. Por ejemplo, las plantas mutantes, que no se
presentan en la naturaleza, o transgénicas descritas en la presente pueden usarse para
hacer alimento para animales y productos alimenticios para humanos. La divulgacion
también proporciona metodos para producir semillas que comprenden cultivar la planta
mutante, la planta que no se presenta en la naturaleza, o la panta transgénica descrita en
la pfesente, y recoger las semillas de las plantas cultivadas. Las semillas de las plantas
des¢ritas en la presente pueden acondicionarse y embolsarse en material para empacar
por medios conocidos en la técnica para formar un articulo de manufactura. El material
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para empacar, como el papel o el pafio, es bien conocido en la técnica, un paquete de
semillas puede tener una marca, por ejemplo, una etiqueta o0 marca asegurad al material
para empacar, una marca impresa sobre el material para empacar o una marca insertada
con el paquete, que describe la naturaleza de las semillas dentro. Composiciones,

métodos y kits para plantas genotipificadas para identificacion, seleccion, o cultivo estan

comprendidos en la divulgacion y pueden comprender un medio para detectar la
presencia de un polinucleétido NtMRP en una muestra de polinucledtido. Por
consiguiente, se describe una composicién que comprende uno o mas cebadores para
amplificar especificamente al menos una porcion de polinucledtido NtMRP vy

opcionalmente una o varias sondas y opcionalmente uno o varios reactivos para efectuar
la amplificaciéon o deteccion.

Por consiguiente, se divulgan cebadores o sondas de oligonucleétidos especificos de gen
que comprenden alrededor de 10 o mas polinucleétidos contiguos que corresponden al
polinucleétido NtMRP. Dichos cebadores o sondas pueden comprender o consistir en
alrededor de 15, 20, 25, 30, 40, 45 o 50 polinucleétidos mas contiguos que hibridan (por
ejemplo, hibridan especificamente) al polinucleétido NtMRP. En algunas modalidades, los
cebadores o sondas pueden comprender o consistir en alrededor de 10 a 50 nucleétidos
contiguos, alrededor de 10 a 40 nucleétidos contiguos, alrededor de 10 a 30 nucleétidos
contiguos o alrededor de 15 a 30 nucleétidos contiguos que pueden usarse en métodos
dependientes de secuencia para identificacion de genes (por ejemplo, hibridacion
Southern) o aislamiento (por ejemplo, hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas
bacteriéfagas) o deteccion de gen (por ejemplo, como uno o varios cebadores de
amplificacion en amplificacion o deteccion de polinucleétido). Los cebadores o sondas,
uno o varios, pueden disefiarse y usarse para amplificar o detectar una parte o todo el
polinucledtido NtMRP. A manera de ejemplo especifico, pueden usarse dos cebadores en
un protocolo de reaccién en cadena de polimerasa para amplificar un fragmento de
polinucledtido que codifica polinucledtido NtMRP — tal como ADN o ARN. La reaccién en
cadena de polimerasa también puede realizarse usando un cebador que se deriva de la
secuencia de polinucledtido NtMRP y un segundo cebador que hibrida a una secuencia en
. direccion ascendente o descendente de la secuencia de polinucledtido NtMRP, tal como

' una secuencia de promotor de NtMRP, el extremo 3' del precursor de ARNm o una

secuencia derivada de un vector. Ejemplos de técnicas térmicas e isotérmicas Utiles para

amplificacion in vitro de polinucleétidos son bien conocidos en la técnica. La muestra

puede ser o puede derivarse de una planta, una célula vegetal o material vegetal o un

' producto hecho o derivado de la planta, la célula vegetal o el material vegetal tal como se
- describe en la presente.

'De esta manera, en otro aspecto, también se proporciona un método de deteccion de un
ipolinucleétido NtMRP en una muestra que comprende el paso de: (a) proporcionar una
‘muestra que comprende, o se sospecha que comprende, un polinucleétido; (b) poner en
contacto dicha muestra con uno o varios cebadores 0 una o varias sondas para detectar
éspecificamente al menos una porcidon del polinucledtido NtMRP; y (c) detectar la
presencia de un producto de amplificacién, en cuyo caso la presencia de un producto de
émplificacién es indicativa de la presencia del polinucleétido NtMRP en la muestra. En un
éspecto mas, también se proporciona el uso de uno o mas cebadores o sondas para
detectar especificamente al menos una porcién de polinucleétido NtMRP. También se
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proporcionari kits para detector al menos una porcién del polinucleétido NtMRP, que
comprendenf uno o varios cebadores o sondas para detectar especificamente al menos
una porciéﬁ de polinucledtido NtMRP. EI kit puede comprender reactivos para
amplificaciéh de polinucleétido — tales como reactivos para reaccién en cadena de
polimerasa ;;(PCR por polimerase chain reaction) - o reactivos para tecnologia de
deteccion d:e hibridacién de sonda de polinucleétido — tal como Southern Blots, Northern
Blots, hibridacién in-situ, o micro seleccion. El kit puede comprender reactivos para
tecnologia ,’de deteccion de enlace de anticuerpo, tal como Western Blots, ELISAs,
espectromg':tria de masas SELDI o tiras para ensayos. El kit puede comprender reactivos
para secuenciacion de ADN. El kit puede comprender reactivos y/o instrucciones para
determinar, el contenido de metal pesado, tal como cadmio. En algunas modalidades, un
kit puede g';omprender instrucciones para uno o varios de los métodos descritos. Los kits
descritos ‘pueden ser Utiles para determinacién de identidad genética, estudios
fi|ogenétiq‘bs, genotipificacion,  haplotificaciéon, andlisis genealédgico o cultivos de plantas
particularrhente con puntaje co-dominante.

La preserjte divulgacion también proporciona un método de genotipificacion de una planta,
una céluja vegetal o material vegetal que comprende un polinucledtido NtMRP. La
genotipifibacién proporciona un medio para distinguir homélogos de un par de cromosoma
y puede Qsarse para diferenciar segregantes en una poblacién de plantas. Pueden usarse
métodosf de marcador molecular para estudios filogenéticos que caracterizan relaciones
genéticaé entre variedades de cultivos, identifican cruzamientos o hibridos somaticos,
Iocalizari segmentos cromosomaticos que afectan atributos monogénicos, clonan a base
de m'apés y el estudio de herencia cuantitativa. El método especifico de genotipificacion
puede émplear cualquier numero de técnicas analiticas de marcador molecular que
incluyeﬁ polimorfismos de longitud de fragmento por amplificaciéon (AFLPs, por
amplificfation fragment length polymorphisms). AFLPs son el producto de diferencias
alélicas‘;‘ entre fragmentos de amplificacién causados por la secuencia de variabilidad del
nucleé’g‘ido. De esta manera, se describe un medio para seguir la segregacion de NtMRP
asi conho también secuencias cromosomaticas enlazadas genéticamente a estos genes o
polinuq'leétidos usando tales técnicas como andlisis de AFLP.

La invencion se describira ademas en los siguientes ejemplos, que no pretenden limitar el
alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan como una ilustraciéon y no como una limitacion. A
menos que se indique algo distinto, se emplean técnicas convencionales y métodos de
biologia molecular, biologia vegetal, bioinformatica, y cultivo de plantas.

Ejemplo 1: Identificacion de la secuencia genémica de ADN NtMRP3

Libréria BAC de tabaco BAC. Una libreria de cromosoma artificial bacteriano (BAC por
Bact__érial Artificial Chromosome) se prepara como sigue: se aislan los nucleos de las
hojaé de plantas de la variedad Nicotiana tabacum, de hoja ancha de Hicks, cultivadas en
inve}‘rnaderos. Se aisla ADN de alto peso molecular de los nulcleos de acuerdo con
prot_bcolos estandar y se digiere parcialmente con BamHI y Hindlll y se clona en los sitios
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BamHI o Hindlii del vector BAC pINDIGO05. Se obtienen mas de 320,000 clones con una

longitud de inserto promedio de 135 mega pares de bases que cubren aproximadamente
9.7 veces el genoma del tabaco.

Ensamblaje de la secuencia de genoma de tabaco. Se somete a secuenciacién un gran
numero de clones BAC elegidos al azar usando el método de Sanger que genera mas de
1,780,000 secuencias crudas de una longitud promedio de 550 pares de bases. Se aplica
filtro de metilo usando una cepa Mcr+ de Escherichia coli para transformacién y se aisla
solo ADN hipometilado. Todas las secuencias se ensamblan usando ensamblador de
genoma CELERA produciendo mas de 800,000 secuencias que comprenden mas de
200,000 clones solapados y 596,970 secuencias individuales. Los tamafos de clones

solapados estan entre 120 y 15,300 pares de bases con una longitud promedio de 1,100
pares de bases.

La secuencia genémica de ADN NtMRP3 es identificada mediante secuenciacion de una

parte del genoma que contiene BAC la cual incluye ADN NtMRP3. Las secuencias se
describen en la figura 6. '

Ejemplo 2: Transformacién de variedades de tabaco con vectores de expresién de iARN
NtMRP3

Se esterilizan semillas de Tabaco y se germinan en una caja de Petri que contiene medios
basales MS suplementados con 5 ml/L de mezcla preservativa de planta (PPM por plant
preservative mixture). Las plantulas, aproximadamente a los 7 a 10 dias después de la
germinacion, se seleccionan para la transformacion con diversos vectores de expresién
de iIARN NtMRP3. Una sola colonia de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 es inoculada
a un medio LB liquido que contiene 50 mg I de kanamicina (monosulfato de kanamicina),
y se incuba por 48 h a 28°C con agitacion reciproca (150 ciclos min™). Las células
cultivadas se recogen mediante centrifugaciéon (6000x g, 10 min), y se suspenden hasta
una densidad final de 0.4-0.7 ODgg, con 20 ml de medio MS liquido que contiene 20g™" de
sacarosa. Los explantes de plantulas de 7-10 dias se sumergen en suspensidn bacteriana
por 5 minutos y se someten a blot sobre papeles de filtro estériles. Se colocan cincuenta
explantes en alicuotas de 40 ml de medio REG agar (medio basal MS suplementado con
0.1 mg I de acido 1-naftalinoacético (NAA) y 1 mgl" de bencilaminopurina (BAP)) en
cajas de petri de 100 mm X 20 mm. Los explantes se cultivan conjuntamente con
Agrobacterium a 25°C. Después de 3 dias de cultivo conjunto, los explantes se lavan y se
transfieren a medio RCPK (medio REG con 100 mg’ kanamicina, 500 mg I’ de
carbenicilina, y 5ml de PPM) para seleccionar transformantes. Los explantes se sub-
cultivan cada 2 semanas. Después de 8-12 semanas de crecimiento en condiciones
selectivas, las plantas sobrevivientes que representan transformantes que tienen los
constructos de expresion de IARN NtMRP3 integrados a sus genomas se transfieren a un
medio de arraigamiento (medio basal MS suplementado con 100 mg I' de kanamicina).
+ Las plantas arraigadas se transfieren a materas para promover el crecimiento ulterior.

- Ejemplo 3: Expresion de polinucleétido NtMRP3 en plantas de tabaco

“ Para determinar la expresiéon de polinucledtido NtMRP3, se aisla ARN celular total de
; diversas partes de las plantas. El ARN total se aisla usando reactivo TRI® (Sigma-Aldrich,
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§t. Louis, MO). Para retirar impurezas de ADN, se trata ARN purificado con DNasa libre
de RNasa (libre de ADN TURBO, Ambion, Austin TX). Para sintetizar la primera hebra de
ADNCc, aproximadamente 10 ug de ARN total se transcribe de modo inverso utilizando el
kit de High Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para medir el
nivel de transcritos de NtMRP3 en las muestras, se efectlia un paso 2 cuantitativo RT-
PCR de acuerdo con la quimica con base en sonda de Tagman MGB. La mezcla RT
contiene 4 uM de mezcla de dNTP, 1X cebadores aleatorios, 1X RT bufer, 10 g de ADNc,
50U de Multiscribe Reverse transcriptase (transcriptasa inversa) (Applied Biosystems), 2U
de inhibidor de RNasa Superase-In (Ambion), y agua libre de nucleasa. La mezcla PCR
c‘ontiene 1X Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA),
400 nM de cebador avanzado, 400 nM de cebador inverso, 250 nM de sonda Tagman
MGB, 2 ng de ADNc, y agua libre de nucleasa. RT-PCR se efectla utilizando un sistema
en tiempo real ABl 7500 Real-Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA) y en
cEndiciones de amplificacién: 50°C por 2 min.; 95°C por 10 min.; 40 ciclos de 95°C por 15
segundos.; y 60°C por 1 min.

E}emplo 4: Silenciamiento de expresion de polinucleétido NtMRP3 en plantas de tabaco

dna primera secuencia parcial que codifica para un transcrito de NtMRP3 putativo se
encuentra usando anotaciones de iniciativa de genoma de tabaco (TGl por Tobacco
Genome Initiative). Desde esta secuencia particular se generan cebadores para silenciar
expresion de polinucleétido NtMRP3 en tabaco usando un enfoque iARN. La secuencia de
iAj\RN NtMRP3 correspondiente se amplifica desde ADNc mediante RT-PCR y luego se
inserta al vector de entrada pB7GWIWG2(1l) por medio de un vector de entrada,
exactamente como se detalla por parte del fabricante (Invitrogen). Este vector contiene un
promotor para expresion constitutiva (promotor del virus de mosaico de coliflor CaMV
358) del transgén en todos los tejidos de la planta y el gen bar para seleccion de herbicida
con Basta en placas de agar (30 mg/mi). El constructo se inserta luego al genoma del
tabaco Burley KY14 por medio de Agrobacterium tumefasciens usando un procedimiento
de disco de hoja clasico. De los callos se regeneran lineas individuales y se seleccionan
en Basta. Las lineas de silenciamiento de iARN se monitorean luego mediante RT-PCR y
se cultivan para produccion der semillas. Se recogen semillas T1, se re cultivan en placas
de agar que contienen Basta para seleccion y las plantas resistentes se cultivan en
béndejas flotantes antes de cultiva en el campo.

Ajproximadamente 500 mg de la planta se pesa y se digiere en 10 ml de HNO; mediante
un sistema de reaccién 6, sistema de digestion (CEM corporacion, Mathews, NC)
acelerado por microondas. Se analizan concentraciones de metal pesado utilizando
espectrometria de masas- plasma acoplado de modo inductivo ("ICP-MS," Agilent 7500A,;
Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Como control de tabaco no transgénico, se prepara
er‘1 condiciones comparables una muestra consistente en hojas de tabaco Virginia,

certificado polaco, CTA-VTL-2. ‘

Ejemplo 5: Identificacion de la secuencia genémica de ADN NtMRP4

La secuencia genémica de AND NtMRP4 es identificada secuenciando una parte que
contiene BAC del genoma el cual incluye ADN NtMRP4. La secuencia se describe en la
figura 1.
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Ejempjlo 6. Transformacion de variedades de tabaco con vector de expresion de iARN
NtMRP4

Se estjerilizan semillas de tabaco y se germinan en una caja de petri que contiene medios
basales suplementados con 5 mi/L de mezcla preservativa de planta (PPM por plant
preservative mixture). Se seleccionan plantulas a los aproximadamente 7 a 10 dias
después de la germinacion para la transformacion con diversos vectores de expresion de
IARN NtMRP4. Una sola colonia de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 es inoculada a
un me‘dio LB liquido que contiene 50 mg I de kanamicina (monosulfato de kanamicina), y
se inc:uba por 48 h a 28°C con agitacion reciproca (150 ciclos min ). Se recogen células
cultivadas mediante centrifugacion (6000 x g, 10 min), y se suspenden hasta una
densidad final de 0.4-0.7 ODggo, con 20 ml de medio MS liquido que contiene 20g™ de
sacarosa. Las plantulas de 7-10 dias se sumergen en una suspensién bacteriana por 5
minutos y se someten a blot en papeles de filtro estériles. Se colocan cincuenta explantes
en alicuotas de 40 ml de medio agar REG (medio basal MS suplementado con 0.1 mg I’
de acido 1-naftalinoacético (NAA) y 1 mg I" de bencilaminopurina (BAP)) en caja de petri
de 1op mm X 20 mm. Los explantes se cultivan conjuntamente con Agrobacterium a 25°C,
después de 3 dias de cultivo conjunto se lavan los explantes y se transfieren a medio
RCPK (medio REG con 100 mg™" de kanamicina, 500 mg I de carbenicilina, y 5 m! de
PPM). para seleccionar los transformantes. Los explantes se sub-cultivaron cada 2
semahas. Después de 8-12 semanas de crecimiento en condiciones selectivas, las
planta;s sobrevivientes que representan los transformantes que han integrado los
constructos de expresidén de iIARN NtMRP4 a sus genomas, se transfieren a un medio de
arraidamiento (medio basal MS suplementado con 10 mg I de kanamicina). Las plantas

arraigadas se transfieren a materas para promover el crecimiento ulterior.
|

Ejemplo 7: Expresion de polinucieétido NtMRP4 en plantas de tabaco

1
Para determinar la expresion de polinucleétido NtMRP4, se aisla ARN celular total desde

varias partes de las plantas. El ARN total se aisla usando reactivo TRI® (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Para retirar impurezas de AND se trata ARN purificado con DNasa libre de
RNasa (ADN libre de TURBO, Ambion, Austin TX). Para sintetizar la primera hebra de
ADN:c, aproximadamente 10 pg de ARN total se transcribe de modo inverso utilizando el
kit High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para medir el
nivelide transcritos de NtMRP4 en las muestras se efectia un 2-paso cuantitativo RT-PCR
de acuerdo con la quimica a base de sonda Tagman MGB. La mezcla RT contiene 4 pM
de mezcla dNTP, 1X cebadores aleatorios, 1X bufer RT, 10 g de ADNc, 50U de
trans"criptasa inversa Multiscribe (Applied Biosystems), 2U de inhibidor de RNasa
Superase-In (Ambion), y agua libre de nucleasa. La mezcla PCR contiene 1X Tagman
Univgrsal PCR Master Mix (mezcla maestro) (Applied Biosystems, Foster City, CA), 400
nM de cebador adelantado, 400 nM de cebador inverso, 250 nM de sonda MGB Tagman,
2 ng de ADNgc, y agua libre de nucleasa. RT-PCR se efectta utilizando un sistema en
tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y en condiciones de
amp“lificacién: 50°C por 2 min.; 95°C por 10 min.; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos.; y
60°C‘: por 1 min.
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Ps"olinucleétido NtMRP4 es expresado en tejidos de tabaco, como se determina mediante
RT-PCR usando ADNc de pétalos, troncos, pistilos, sépalos, capsula, tallos, hojas y
réices. Cuando se cultivan plantas de tabaco en una solucién hidropénica, la expresion de
ﬁolinucleétido NtMRP4 es ligeramente regulada hacia arriba por cadmio en plantulas tanto
én la raiz como en las hojas de N. tabacum (TN9O, véase figura 2). Sin embargo, aunque
el polinucleétido NtMRP4 se encuentra que también se ha inducido en la hoja de N.
fustica, se observan datos opuestos en las raices de N. rustica (regulacién hacia abajo)
;én comparacion con N. tabacum, por lo mismo sugiriendo que polinucleétido NtMRP4
fpuede desemperfiar un papel en la acumulacién de cadmio en la raiz y la tolerancia al
‘cadmio de N. rustica.

: Ejemplo 8: Silenciamiento de expresion de polinucleétido NtMRP4 en plantas de tabaco

Una primera secuencia parcial (CHO_SL022xb24f1.ab1) que codifica para un transcrito
; NtMRP4 putativo (no mostrado) se ha encontrado usando anotaciones de iniciativa de
. genoma de tabaco (TGI). Desde esta secuencia particular se géneran cebadores para
. silenciar la expresion de polinucledtido NtMRP4 en tabaco usando un enfoque de iARN
' (figura 1). La secuencia iARN MRP4 correspondientes se amplifica desde ADNc mediante
RT-PCR vy luego se inserta al vector de entrada pB7GWIWG2(I1) por medio de un vector
de entrada, exactamente como se detalla por el fabricante (Invitrogen). Este vector
contiene un promotor para la expresion constitutiva (el promotor CaMV 35S del virus de
mosaico de coliflor) del transgén en todos los tejidos de la planta y el gen bar para
seleccion de herbicida con Basta sobre placas de agar (30 mg/mi). El constructo se
inserta luego al genoma del tabaco Burley KY14 por medio de Agrobacterium
tumefasciens usando un procedimiento de disco de hoja clasico. De los callos se
regeneran lineas individuales y se seleccionan en Basta. Las lineas de silenciamiento de
IARN se monitorean luego mediante RT-PCR y se cultivan para producciéon de semillas.
La figura 3 muestra que el silenciamiento de NtMRP4 es efectivo en lineas transgénicas,
incluyendo lineas 1 y 2. Se recogen semillas T1, se re-cultivan en placas de agar que
contienen Basta para seleccién y se cultivan plantas resistentes en bandejas flotantes
antes de cultivarlas en el campo.

Aproximadamente 500 mg de las plantas se pesan y se digieren en 10 ml de HNO;
concentrado mediante sistema de reacciéon 5 sistema de digestién (CEM corporacion,
Mathews, NC) acelerado por microondas. Se analizan las concentraciones de metal
pesado utilizando espectrofotometria de masas — plasma acoplado de modo inductivo
("ICP-MS," Agilent 7500A; Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Como control de tabaco
no transgénico se prepara en condiciones comparables una muestra consistente en hojas
de tabaco Virginia, certificado polaco, CTA-VTL-2.

La figura 4 muestra una reduccién de cadmio en la hoja cercano al 20% en las dos lineas
de iIARN NtMRP4 ensayadas (linéas 1 y 2) siguiendo dos experimentos de campo
sucesivos en dos afios consecutivos. En cada caso, las unidades experimentales
consisten en cuatro replicados independientes de 4 plantas recolectadas (wt, lineas 1y 2
y plantas de control de vector en el experimento de campo de segundo afio) las cuales se
vuelven aleatorias dentro de los bloques. Adicionalmente, se adicionan muestras de
control a los bloques a fin de controlas las tendencias espaciales. Los andlisis de lineas
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de iIARN NtMRP4 demuestran un efecto fuerte y estadisticamente significativo en la

reduccién del nivel medio de cadmio.
\

Ejemplo 9: analisis de altura y peso en plantas derivadas de plantas de tabaco en las que
se silencié la expresion de polinucledtido NtMRP4.

La aitura y el peso de lineas NtMRP4 silenciadas se afecta ligeramente en comparacion
con; las plantas de control. Sin embargo, no se han encontrado diferencias significativas
en I?s hojas recogidas secas entre plantas de iIARN NtMRP4 y las plantas de tipo silvestre
0 pI;antas de control de vector, lo cual indica que |a degradacién de transcritos de NtMRP4
no tiene un efecto estadisticamente relevante sobre la biomasa seca. Estos datos se
confirman por otro experimento de campo que muestra que AtMRP4 (homdlogo al
poli;nucleétido NtMRP4) que se sobre expresa en el mismo fondo de tabaco (KY14)
conduce a 10-30% mas de acumulacion de cadmio en las hojas (dependiendo de lineas
transgénicas). Es evidente que la degradacion de ARNm que codifica para proteina

NtMRP4 reduce significativamente el nivel de cadmio en la hoja de tabaco.
1

Ejemplo 10: Identificacion de mutantes inducidos por EMS en NtMRP4
\

Una libreria de ADN es hecha de plantas de Nicotiana tabacum que han sido expuestas a
etil metanosulfonato (EMS) y son cribadas para mutantes en exén 1 y exén 2 de
polinucleétido NtMRP4 mediante secuenciacion de la parte relevante del gen NtMRP4 de

1
plantas individuales.

l .
Para el exon 1

f
NtMRP4Ex6n1FW (S'-CATCTCCTTACGAAGGATACTACC-3') y
NtMRP4Exon1 REV (S'-GCTGCAAGCTCTCCTTTTCTAA-3)

Sq usan para secuenciacién, y para exén 2,

NtMRP4Exén2FW (S'-GTGCAATCTGGCAAATATAGTGAG-3") y

NtM RP4Ex6n2REV (5' -AAAA TGACATAGGAGCA TGCAGTA-3")
\
se usan para secuenciacion.

\
En la tabla 1 se presenta un resumen de todos los mutantes encontrados para exén 1y

exén 2 del polinuclestido NtMRP4. Se indican el codén original (codén ori) y el codén
mutado (codén mut) como también la sustitucion de aminoacido original (AS ori) y la
sttitucién de aminoacido (AS mut) o codén de detencion (stopcodon).

Ej‘emplo 11: Protocolo de busqueda para la seleccién de sitios diana de nuclease de dedo
de cinc
|

E‘lste ejemplo ilustra como buscar el gen NtMRP4 gene para cribar para la ocurrencia de
sitios diana unicos dentro de la secuencia de gen dada en comparaciéon con una base de
datos de genoma dada para desarrollar herramientas para modificar la expresion del gen.
Los sitios diana identificados mediante métodos de la divulgacion, incluyendo aquellos
divulgados abajo, los motivos de secuencia, y el uso de cualquiera de los sitios 0 motivos
eh la modificacion de la secuencia de gen correspondiente en una planta como el tabaco,
estan comprendidos en la divulgacion.
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Algoritmo de busqueda.

Se desarrollé un programa de computador que permite cribar una secuencia de nucleétido
(diana) de consulta de entrada para la ocurrencia de dos motivos de ADN de subcadena
con longitud fija, separados por un tamarfio de espaciador dado usando un sistema de
sufijo dentro de una base de datos de ADN, tal como por ejemplo el ensamblaje de
secuencia de genoma de tabaco del ejemplo 1. La construccion de sistema de sufijo y la
busqueda usan la fuente abierta libdivsufsort library-2.0.0
(http://code.google.com/p/libdivsufsortl) que convierte cualquier cadena de entrada
directamente en una cadena transformada de Burrows-Wheeler. El programa escanea la
secuencia de nucleétido (diana) de entrada completa y devuelve todas las combinaciones
de subcadena que ocurren menos que un numero seleccionado de veces en la base de
datos de ADN seleccionada

5 Seleccion de sitio diana para mutagénesis mediada por nuclease de dedo de cinc de
una secuencia de consulta.

Un dominio que enlaza AND de dedo de cinc reconoce una secuencia de nucleétido de
tres pares de bases. Una nucleasa de dedo de cinc comprende una proteina de dedos de
cinc que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas dominios que enlazan ADN
de dedo de cinc, y la nucleasa no especifica de una enzima de restriccidén de tipo liS.
Pueden usarse nucleasas de dedo de cinc para introducir una ruptura bicatenaria a una
secuencia diana. Para introducir una ruptura bicatenaria, se requiere un par de nucleasas
de dedos de cinc, una de las cuales se enlaza a la hebra mas (superior) de la secuencia
diana y la otra a la hebra menos (inferior) de las misma secuencia diana separada por 0,
1,2, 3, 4, 5, 6 0 mas nucledtidos. Usando plurales de 3 para cada uno de los dos motivos
de AND de subcadena con longitud fijada, puede usarse el programa para identificar dos
sitios diana de proteina de dedos de cinc separados por una longitud de espaciador dada.

Parametros de entrada del programa:

1. La secuencia de ADN de consulta diana

2. La base de datos de AND a buscarse

3. El tamafio fijado del primer motivo de ADN de subcadena
4. El tamafio fijado del espaciador

9. El tamafio fijado del segundo motivo de ADN de subcadena

6. El nimero de umbral de ocurrencias de la combinaciéon de los parametros de entrada
del programa 3 y 5 separados por el parametro de entrada de programa 4 en la base de
datos de ADN elegida del parametro de entrada de programa 2

Salida de programa:

1. Un listado de secuencias de nucledtidos con el nimero de veces para cada secuencia
que la secuencia ocurre en la base de datos de ADN con un umbral maximo de salida de
programa 6.
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Ehemplo 12: Perfil de expresidn de transcritos NtMRP3 y NtMRP4 en tabaco

|
Desarrollo y analisis de seleccion de exones de tabaco. Usando los clones de BAC

obtenidos tal como se describe en el ejemplo 1, se identifican 272,342 exones
combinando y comparando datos EST de tabaco y las secuencias filtradas por metilo
ot?tenidas de la secuenciacién de BAC. Para cada uno de estos exones, se disefian
cuatro oligonucleétidos 25-meros y se usan para construir una seleccién de exones de
tabaco. La seleccion de exones se hace mediante Affymetrix (Santa Clara, USA) usando
protocolos estandar.

Expresién de NtMRP3 y NtMRP4 en tabaco. Se aisla ARN de especies de Nicotiana
cdltivadas en suelos de Cd" (contaminados con Cd) y Cd (deficientes de Cd), y se
anallzan usando protocolos de hibridacién estandar e instrumentos analiticos. El perfil de
expresmn se efectua para identificar conjuntos de genes relacionados con la acumulacion
de Cd y para determinar la influencia del Cd del suelo en la variacion de los transcritos de
NtMRP3 y NtMRP4. Las sondas NtMRP3 y NtMRP4 usadas se localizan en el primer y
uItlmo exones asi como en la regién 3'UTR. Los resultados mostrados en la tabla 2
|nd|can que las hojas de las plantas de N. tabacum cultivadas en suelo contaminado con
Cd acumulan mas Cd que las plantas de N. rustica cultivadas en el mismo suelo. Las
raf‘ces de plantas de N. fabacum acumulan menos Cd que las raices de las plantas de N.
rustica. De modo interesante, tanto NtMRP3 como NtMRP4 no estan regulado por Cd
pel‘;o su expresion es diferente en las dos especies de Nicotiana lo que sugiere que ambos
genes realizan de manera diferente la absorcion, translocacién y acumulacion de Cd en la
adrhesiones de Nicotiana (los datos estan en log 2 correspondientes a la media de tres
replicados biolégicos). Como controles, se muestra la expresion de tres genes
cor‘ystitutivos (UBP12, exones 1y 2), a-tubulina y la proteina ribosémica S16.

Cuélquier publicacién citada o descrita en la presente proporciona informacién relevante
divm‘:JIgada previamente a la fecha de presentacion de la presente solicitud. Las
declaraciones en la presente no deben interpretarse como admisién de que los inventores
no tlenen derecho de preceder tales divulgaciones. Todas las publicaciones mencionadas
en .Ia especificacion de arriba estan incorporadas a la presente mediante referencia.
Diversas modificaciones y variaciones de la divulgacion seran evidentes para aquellas
personas versadas en la materia sin apartarse del alcance y del espiritu de la invencion.
Aunque la invencion ha sido descrita en conexién con modalidades especificas preferidas,
debe entenderse que la invencién, tal como se reivindica, no debe limitarse
indebidamente a tales modalidades especificas. En realidad, las diversas modificaciones
de |'|os modos descritos para llevar a cabo la invencién que son obvias para aquellos
versados en biologia celular, molecular y biologia vegetal o campos relacionados, estan
desﬂinadas a estar dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
|
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| TABLA 1
Amplico Codén | ASori | Codd | AS
‘ n f seq rseq ori n mut | mut
Exon | NtMRP4 aagctgga
' gaageidg attttaaagag gau asp aau | asn
1 -1 atg
Exén | NtMRP4 :
1 1 atgcttatt gatcgacact cga arg |uga stop
Exén | NtMRP4 | aggttgtcat
1 1 g tcagctagac ugc cys |ugu cys
Exon | NtMRP4
1 1 1 tgctcagcta | acaggctcatg aga arg | aaa lys
Exon | NtMRP4 | acaggctcat _
1 1 g tgttggacag ggu gly |gau asp
Exon | NtMRP4
1 : 1 caggctcatg | tgttggacag ggu gly |gau asp
Exon | NtMRP4
] 1 tgttggaca | attgtaaattat cag gin | caa gin
Exén | NtMRP4 | ccgtagatgc
1 1 ‘ agcagctttc cag gln uag stop
Exon | Nt(VRP4
1 1 gcagctgtcc | atatgatgcta gau asp | aau asn
Exon | NtMRP4 .
1 j 1 gctacagcta attccatttg cau his uau tyr
Exén | NtMRP4
1 1 attccatttg ctcatgccatt ugg trp uga stop
Exén | NtMRP4 tgccattgca
1 { 1 g tttctgtggce guu val | auu lle
Exon | NtMRP4
] 4 ctttagccatc tttatactta cuu leu | uuu phe
Exon | NIMRP4 _
1 ' 1 ttcaactgtt taacactagc gua val aua ile
Exén | NtMRP4
1 1 tggacttgca | cagtgatggta gca ala | aca thr
Ex6n | NtMRP4 | aggcaaca
agatgctta gag glu aag lys
1 -1 aat '
Exon | NtMRP4
1 - ttataaagtt | caggcatggg uuc phe | uuu phe
Exdn | NtMRP4
1 ; 1 ttataaagtt | caggcatggga uuc phe | uuu cys
Exon | NIMRP4
1 1 attgaatcttt | cgcgagtccga uuc phe | uuu phe
Exén | NtMRP4
1 | 1 aatctttccge agtccgagt gag glu | aag lys
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"Exén | NtMRP4 | agtacggat
1X 1 g ggg ttgtccaagtt ugg trp uga stop
| Exén | NtMRP4 | agttcttgtac
1 1 ) aatagctggt “uca ser | uua leu
"Exon | NtMRP4
1 1 cattgtcttgt gagcactcct ugg trp uag stop
Exon | NtMRP4
; 1xo 1 ttgtcttgtg agcactcctc ugg trp uga stop
"Ex6n | NtMRP4
‘ 1 1 tggagcactc tcttctagt ccu pro | cuu leu
| Exon | NtMRP4
! 1 1 tcttctagttg tacgctcacitt gcu ala | guu val
Exén | NtMRP4
1 1 atcccgcettg | cgcaggaaca gcg ala |acg thr
Exon | NtMRP4
1 1 atcccgcttg | cgcaggaaca gug val aug met
Exén | NtMRP4 | gaaccgatc
1X0 1 g ag ggctttcect agg arg | aag lys
| Exén | NtMRP4 | aaccgatca
1 1 g gctttcecte agg arg |aga arg
Exén | NtMRP4
1 1 catgatctca | tttcacaagca cuu leu | uuu cys
Exén | NtMRP4
1 1 atctcttgata | attggacaaat aga arg | aaa lys
Exén | NtMRP4 | tattagaagc

gaatggatttt gga gly |aga arg
2 -2 t
Exén | NtMRP4 )
9 5 ttcaccgcga atctctcttc aca thr | aua ile
Exén | NtMRP4 | aaacaacca aqacaatac g | aa Ivs
2 2 a3 gag g gag aly g y
Exén | NtMRP4 | ccttgaaga

aaaatcttctc uca ser |uua leu
2 -2 at
Exon | NtMRP4 | agaatcaaa

ttctcgaagat ucu ser | uuu phe
2 -2 at
Exon | NtMRP4 | tatctaagga

aaaacggaga gaa glu | aaa lys
2 -2 a
Exén | NtIMRP4 | tcaacagtct atctga aca thr | aua ile
2 -2 a
Exon | NtMRP4 | atctgatagg | gggattctaaa ggg gly |agg arg
2 -2
Exén | NtMRP4 | acttataaag | aagaagaaag gaa glu | aaa lys
2 -2
Exén | NtMRP4 | aacttataaa | aagaagaaag gaa glu | aaa lys
2 -2 g
Exén | NtMRP4 | aaggaaga | aaagagaaact gaa glu | aaa lys
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2 -2 a g
Exén | NtMRP4 | gctatatatta | tgaagcttttg acu thr | auu ile
2 -2
Exén | NtMRP4 | gctatatatta | tgaagcttttg acu thr | auu ijle
2 -2
Exén | NtMRP4 | gaagcttttg atggtggag gga gly | gaa glu
2 -2
Exéon | NtMRP4 | ttggatggtg | ggcgtagtgct ugg trp | uga stop
2 -2
Exén | NtMRP4 | ttgtggcaaa ttctctaatg agu ser | aau asn
2 -2
Exén | NtMRP4 | gtictctaat gcaagtga aug leu | aua leu
2 -2
Exon | NtMRP4 | gcaaagttct | taatggcaag cua leu | uua leu
2 -2
Exén | NtMRP4 | tattggctg catatgaaac gca ala |aca thr
2 -2
Exén | NtMRP4 | caacaaatg atgcttaatt gag glu |gaa glu
2 -2 a
Exén | NtMRP4 | cttcagcrga | gtgccatgtect cgu arg |ugu cys
2 -2 y
Exén | NtMRP4 | tgtccttcaat cttctctgtt ccu pro | ucu ser
2 -2
Exon | NtMRP4 | ggcatggga aacattttaa gaa glu | aaa lys
12 -2 a
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Tabla 2
Raiz N. i Hoja N. Hoja TN9O
rustica Raiz TN90 rujstica !
Bajo | Alto | Bajo | Alto | Bajo | Alto | Bajo | Alto
Cd | Cd|Cd | Cd|Cd|Cd| Cd | Cd
NtMRP3_exén1 59 | 49 | 75 | 77 | 56 | 58 | 75 | 7.9
NtMRP3_exén2 16 | 1.7 | 70 | 71 | 22 | 20 | 55 | 6.5
NtMRP3 _ exén2 61 | 56 | 96 | 96 | 41 | 45 | 90 | 96
NtMRP3 exones 8&10 53 | 54 | 75|74 | 53|51} 65|71
NtMRP4 exon 1 64 | 64 | 51 | 45| 76 | 82| 76 | 73
NtMRP4 3'UTR 62 |64 |39 | 38|79 |79 | 59|65
N1MRP4 exén 1 75|77 {59 |54 (93|91 91| 94
NIMRP4 exon 11(dltimo | 65 | 61 | 50 | 48 | 76 | 76 | 72 | 7.2
exon)
Proteasa especifica de
ubiquitina 12 (UBP12) 67 | 66 | 63 | 57 |62 | 54| 58| 6.1
exon 1
Proteasa especifica de
ubiquitina 12 (UBP12) 6569 | 60| 60|63 |66 59|57
i“ exon 2
|| Beta-tubulina 58 | 56 | 57 | 60 | 54 | 55 | 56 | 56
| Proteina ribosémica 816 | 9.9 | 101 | 99 | 105 | 11.7 | 11.7 | 11.3 [ 11.3
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SECUENCIAS

SECUENCIAS (el sombreado indica la posicién de exones)

SEQ ID No. 1 (secuencia de ADN de NtMRP4 con 5'y 3' UTR)
atggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttettgttetge
ctccacatttcaatcgtcagaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcect
ctctccatgtccacaaaggactcttctatcttecattgatgtgetgettttgettacttt
cattgtaﬁttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggtccaatgagcactctacttc
tagcattdataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatctttggtt
taagctgﬂctctgattttgtcagctattttagccttatcttctatagttttatgcatttt
ggttattdtgggaaattcccagtcgccttggaaagtcatagatggactgtattggttgtt
tcaggcga&tacacatgttgtaatcactatactaatagttcatgagaaaagatttcacgc
tatttcccétccactgtccctgcgcgtgttttggattgcaaactttgtagttatgagttt
gttctttgéttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaattgatcctaatttaag
aatggatg%tataagttcattagtttcatttcctatttctgttgttctcttcattgttgc
cattaaaggttcgaccggagttgetgtaattagtgattctgaatctcacttaagtgatga
aaccaatgéttatgaactcctggataaatccagtgtgagtggctttgcttcagcttctct
aatatcgaaagecttttggatttggatgaacectttactgcaaaaaggttacaagtcacc
tctcaagattgatgaagttcecttcactttccccactgecatagagcagagaaaatgtetcea
acttttcgéaagaaattggcctaaacctgaagaaatatcaaagcatcctgtccgaacaac
attgctgcgttgcttttggaaggaagttatttttactgccattcttgcagtaattagggt
atgtgttaﬁgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcaggaaa
gaggacatctccttatgaaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgt
ggaagttcﬂaacctctcatcagttcaactttaactcccaaaagcttggcatgcttattcg
agcgacact&ctcacttctttgtataagaaggggttaaggttgtcatgctcagctagaca
ggctcatggtgttggacagattgtaaattatatggeccgtegatgetcagecagetgteega
tatgatgctécagctacattccatttggctcatgccattgcaagtttctgtggctttagg
catcctttatacttacctcggtgcttcaactgttgtaacgctagctggacttgcagcagt
gatggtattfgtggtgtttggaactaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaa
gaatcgtgaﬁtétagaatgaaagcgacaaatgagatgcttaattatatgcgcgttataaa
gttccaggcétgggaagaacattttaacaaaagaattgaatccttccgcgaatccgagta
tggatggttétccaagttcttgtactcaatcgctgggaatatcattgtcttgtggagcac
tcctcttct%gtggctacactcacttttggaagtgcaatcttgttgggaatcccgcttgg
tgcagggacagtgttcactgcaacatctctcttcaagatgttgcaggaaccgatcagggc
tttccctcaqtccatgatctcactttcacaagcaatgatatctcttgatagattggacaa
atatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtggggg
tacaattgct@tgcaggtgaaagatggagctttttgctgggatgatgaaaacagtaaaga
agaattgaaapatgtaaactttgagattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggac
agttggggcggggaagtcttccctccttgcatctgtacttggtgagatgcacaagttgtc
gggtcaggtatggctctcatccttectgtttgtttgattaatacaaactttgectgecaatt
accttttgccécttgttgctacctcttttctgtggtataaaaaattaatgtaggctaatg
tgtagagtggaggtattatatgcagaacaattgcaatcaagcaattacctgtgagatact
attttgttttceatattagtggactggtacattctcattggtgtatcgtttgatctccace
aaagcagagg@tttactggcCgacagagtcaaactactgtgcttcactccttttactcca
atccttagtagtctttgettctaatgaacttcaagecgtgtaatagaaacaccattatatt
attagctgatﬂagttactttacaattccagagcatatttacattttctgcttggttgtct
attactctggaﬁaacagtcctaaatgcaagcaaaatcaactgtgttttcagtcttgagct
gaccaattagtkcatgatgtcctcagcttgtccaagctggtgcctcaccggaattatgtg
ggaccttcgtabttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaatgatttgatt
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ggttaatégttccttaaatgtagtaattatttgctaacttactttaccaaccccttgtcc
aacaggtdacaatttgtggttcaactgcctatgttgcacaaacatcgtggattcagaatg
gcacgatdcaagaaaatatcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaag
tgatccgg@tttgctgcttggagaaggacttggaaataatggagtttggagaccagactg
aaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtggtcagaagcagcgaatccagcttgcaa
gagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtattcagtgcagttgatg
ctcacactégctctgaaatcttcaaggttagaagtccacaatgtcatgtgtcattgaaga
tttaatttéagatagaaattacattgtttcattctgcaaattatggacctatcagagaaa
aatcatggittttgaatggctactttccccagtgaagacacatatcatttcctgggagga
agatgtgaa@gtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaag
tttggaaggcttaatccatcatttgttatctgttgtctacttgtctttattaaaattett
cttagtccaétcactttcgatgaagttgactagtcttagtcacctgaatactttaaatct
ttgccttggtgtctctatattttcagecatctecaattccgaagetcatatttgttttete
tttgtaatgtccatctgaaagtttcatgettttttgecaggaatgtgtgaggggaattctt
aaagataaadccattttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgcataatgttgacctg
atccttgtaagtttcagagtgttttatcaacccctttggaaccaagtgtcaagagtagtg
tttcttggttgttaaatgattcacatgtgtgttggtttctataaaacctgaactttatgt
tttatcagag#gttttgctttcttgaaggtcatgcgagatgggatgatcgtgcaatctgg
caaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaagagctagtagctgcacatga
gacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctcccttgaaga
atcaaaatctﬁctcgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtc
tacatctgatéggggggattctaaacttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagt
cagtcctcgtgfgtacaagctatatattactgaagcttttggatggtggggtgtagtgct
agttatcttgtfttcgttcttgtggcaaagttctctaatggcaagtgattattggctggc
atatgaaacttéagcggatcgtgccatgtccttcaatccttctctgtttattgggatata
cggtgttattgéagttgtttcttcgttgctgatagtgatcaggatgtattttgtgacact
tatggggctcaégactgcccaaatatttttcggacagattctttacagcatactgcatgc
tcctatgtcatﬁttttgacacaacaccttccggaagaattctgagtcgggtaaatttctg
aggacaagtttt&ccttttgcatgtaaattcaaactttgctgcttagatgattaaataat
gaaaaatatccaEtgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttc
attcactgatgtfgagatgttttgttttttttctgcaggcatctaatgatcagaccaaca
ttgatgtcttcctcccgttttttatgaatctcactttggccatgtttatcacactgctcg
gcatcatcatcatcacatgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattcctctgg
gttggcttaatafctggtaccgggtatgagcactgtttataacagccgtccttttttctt
ttcttgtctgaackcaaatttgaatcctttgtttagaggcaattagtctgctctgagcat
tttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattcgttctgtccagcta
aaactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctcctattttttgattat
ttgcaactctgat¢aatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatact
aagctcacatcta¢attggttgcaagtagaattttcaagttgtcattcacttatattgtt
tgaactaggagatﬂagcattcttctgcaaggagccctgaatgcttgaaaagttaaacaga
aaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagtaattcaattggagcacaga
tatatgacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtagactacaa
ttgaaataacaggtaattcatttctggtttacagggatattatcttgcaacatctcgtga
attgactcggcttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttctctgaaagcat
ctcaggtgttatgaqtatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgt
aaaccgagtgaattqcaatctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggtt
gggctttcgactggaattgatgggaagcttacttetttgtgtttctgcaatgttcatgat
tgtcttacctagcagéatcatcaagccaggtataacaccgtccaatgctcatttatggga
attataaattctagtétttgataatccttctgtactttagatctacctgctctactgaaa
aatgaaatgagtatgéggaaatagaatatccgttgagcatttatgtctttctattaaaaa
tttgcattctatcttéttgtttcaagtcaaaatcttgaacaactatatctagagaatttt
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¢cttcttgtgaagtaatgcatatatacatcaagagaagtcagagttgctgaatgaaatag
tagatcaaatttaagtgttgtgcctataaagaattgtatggtgagattgaatatagtggt
éatattattttctcaatcttagtgattaaagtattccatacaaacagacaagcatttagt
¢gtgcattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattctttcagctttcctc
tgtatatgtgtgttctattctggagctgaagataactaatattecttttttatttctacag
%aaatgttggtttgtcactatcatatggcttgtctcttaatagtgtcctattctggtcca
tktttgtgagttgctttgtggaaaataaaatggtttctgtcgaaagattaaaacagttct
cagaaataccatcagaagcagagtggagaaagatggattttctcccaccttcaagttggc
caagccgtgggaatgttgagcttgaaaacgtgcaggtaataattctaactaattctgtgg
t%gctatttgctagcatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcatagtaaggaagag
agggtagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatct
ctatattgtttgttctactggtcaacaggttagatatcgtccgaacactcecctctagtget
t#aaggagttactctcagcattagagggggagagaagataggtgttgttggtcgtacagg
gggtggaaaatcaacattaattcaagttttctttcgtttggtggagcctgcagctggaag
aaﬁaatcattgatgacgtagatatatccagacttgggcttcatgatcttagatctcgctt
cgggatcattccccaagagccagtcectttttgaaggaactgtgagaagcaacattgaccce
caftggacaatattcagatgatgaaatttggaaggtaatctaacttgctgactgaaataa
tttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctgagtgctgaga
tectttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagea
taﬁactccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgca
gadcctcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattc
acdaggtaaattttcctcctctacgtcatccttgtggttctttgcggaattatgcaacca
actitttatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
gttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgcttgggaaga
gtg?tgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgcctctgttgattca
cagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgegaggactttgecggectgtactataate
agcéttgcccacagaataccaacagtcatgqactgtgatagagttcttgttatagatgca
ggt§ctgatttctctccttttactttgtaccttattttgaatctggtaaatgattattta
tctgtatgtgatggtttccaaccaatcatagtcagtacctttatgaagaaattgectaat
gttaéccaagtagtagtaaatgcatga

SEQ'ID No. 2 (Secuencia de ADN de NtMRP4 sin 5'y 3' UTR)
atggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttcttgttetge
ctccécatttcaatcgtcagaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcct
ctctdcatgtccacaaaggactcttctatcttccattgatgtgctgcttttgcttacttt
cattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggtccaatgagcactctactte
tagcaftgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatctttggtt
taagctgtctctgattttgtcagctattttagccttatcttctatagttttatgcatttt
ggtta#tgtgggaaattcccagtcgccttggaaagtcatagatggactgtattggttgtt
tcaggecgattacacatgttgtaatcactatactaatagttcatgagaaaagatttcacge
tatttéccatccactgtccctgcgcgtgttttggattgcaaactttgtagttatgagttt
gttctﬁtggttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaattgatcctaatttaag
aatggatgatataagttcattagtttcatttcctatttctgttgttctettcattgttge
cattaéaggttcgaccggagttgctgtaattagtgattctgaatctcacttaagtgatga
aaccaatggttatgaactcctggataaatccagtgtgagtggctttgcttcagcttctct
aatatcgaaagccttttggatttggatgaaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacc
tctcaagattgatgaagttccttcactttceccactgecatagagecagagaaaatgtctcea
acttttégaaagaaattggcctaaacctgaagaaatatcaaagcatcctgtccgaacaac
attgcthgttgcttttggaaggaagttatttttactgccattcttgcagtaattagggt
atgtgtﬁatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcaggaaa
gaggacakctccttatgaaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgt
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ggaagttctaacctctcatcagttcaactttaactcccaaaagecttggecatgettatteg
agcgacacttctcacttctttgtataagaaggggttaaggttgtcatgctcagctagaca
gbctcatggtgttggacagattgtaaattatatggccgtcgatgctcagcagctgtccga
tatgatgctacagctacattccatttggctcatgecattgecaagtttectgtggetttagg
catcctttatacttacctcggtgcttcaactgttgtaacgctagectggacttgcagcagt
gatggtatttgtggtgtttggaactaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaa
g%atcgtgattctagaatgaaagcgacaaatgagatgcttaattatatgcgcgttataaa
gttccaggcatgggaagaacattttaacaaaagaattgaatccttceccgegaatcecgagta
tggatggttgtccaagttcttgtactcaatcgctgggaatatcattgtcttgtggageac
tcctettctagtggctacactcacttttggaagtgecaatettgttgggaatcececgettgg
tjcagggacagtgttcactgcaacatctctcttcaagatgttgcaggaaccgatcagggc
tttccctcaatccatgatctcactttcacaagcaatgatatctettgatagattggacaa
atatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtggggg
tabaattgctatgcaggtgaaagatggagctttttgctgggatgatgaaaacagtaaaga
ag%attgaaaaatgtaaactttgagattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggac
agttggggcggggaagtcttecctecttgeatctgtacttggtgagatgcacaagttgte
gggtcaggtatggctctcatecttctgtttgtttgattaatacaaactttgetgeccaatt
ac#ttttgccccttgttgctacctcttttctgtggtataaaaaattaatgtaggctaatg
tgtagagtggaggtattatatgcagaacaattgcaatcaagcaattacctgtgagatact
atﬁttgttttcatattagtggactggtacattctcattggtgtatcgtttgatctccacc
aadgcagaggttttactggccgacagagtcaaactactgtgettcactecttttacteca
atécttagtagtctttgcttctaatgaadttcaagcgtgtaatagaaacaccattatatt
attagctgattagttactttacaattccagagcatatttacattttctgettggttgtcet
attéctctggataacagtcctaaatgcaagcaaaatcaactgtgttttcagtcttgagct
gacbaattagttcatgatgtcctcagcttgtccaagctggtgcctcaccggaattatgtg
gga#cttcgtacttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaatgatttgatt
ggttaatagttccttaaatgtagtaattatttgctaacttactttaccaaccccttgtcc
aacaggtcacaatttgtggttcaactgecctatgttgcacaaacatcgtggattcagaatyg
gcaégatacaagaaaatatcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaag
tgaﬁccgggtttgctgcttggagaaggacttggaaataatggagtttggagaccagactg
aaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtggtcagaagcagcgaatccagettgeaa
gagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtattcagtgecagttgatg
ctcdpactggctctgaaatcttcaaggttagaagtccacaatgtcatgtgtcattgaaga
ttta?tttaagatagaaattacattgtttcattctgcaaattatggacctatcagagaaa
aatcatggattttgaatggctactttccccagtgaagacacatatcatttcctgggagga
agatgtgaaagtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaag
tttgéaaggcttaatccatcatttgttatctgttgtctacttgtctttattaaaattctt
cttagtccaatcactttcgatgaagttgactagtcttagtcacctgaatactttaaatct
ttgcdttggtgtctctatattttcagccatctcaattccgaagctcatatttgttttctc
tttgﬁaatgtccatctgaaagtttcatgcttttttgcaggaatgtgtgaggggaattctt
aaagétaaaaccattttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgcataatgttgacctg
atccttgtaagtttcagagtgttttatcaaccectttggaaccaagtgtcaagagtagtyg
tttcttggttgttaaatgattcacatgtgtgttggtttctataaaacctgaactttatgt
tttatcagagtgttttgetttcttgaaggtcatgegagatgggatgategtgecaatetgg
caaatétaatgagatattagaagctggaatggattttaaagagctagtagctgcacatga
gacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctceccttgaaga
atcaaaatcttctcgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtc
tacatétgataggggggattctaaacttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagt
cagtcétcgtgtgtacaagctatatattactgaagcttttggatggtggggtgtagtgct
agttaﬁcttgttttcgttcttgtggcaaagttctctaatggcaagtgattattggctggc
atatgaaacttcagcggatcgtgccatgtecttcaatccttetcetgtttattgggatata
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éggtgttattgcagttgtttcttcgttgctgatagtgatcaggatgtattttgtgacact
ﬁatggggctcaagactgcccaaatatttttcggacagattctttacagcatactgcatgc
tcectatgtcattttttgacacaacaccttccggaagaattctgagtcgggtaaatttety
éggacaagtttttccttttgcatgtaaattcaaactttgctgcttagatgattaaataat
daaaaatatccattgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttc
éttcactgatgttgagatgttttgttttttttctgcaggcatctaatgatcagaccaaca
ttgatgtcttcectecegttttttatgaatectcactttggecatgtttatcacactgeteg
g?atcatcatcatcacatgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattcctctgg
gttggcttaatatctggtaccgggtatgagcactgtttataacagecegtceettttttett
ttcttgtctgaactcaaatttgaatcctttgtttagaggcaattagtctgctctgagcat
tttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattegttetgtecageta
aéactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctcctattttttgattat
tégcaactctgatcaatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatact
adgctcacatctacattggttgcaagtagaattttcaagttgtcattcacttatattgtt
tdaactaggagattagcattcttctgcaaggagccctgaatgcttgaaaagttaaacaga
aaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagtaattcaattggagcacaga
taﬁatgacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtagactacaa
ttgaaataacaggtaattcatttctggtttacagggatattatcttgcaacatctcgtga
at#gactcggcttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttctctgaaagcat
ctcaggtgttatgactatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgt
aaéccgagtgaattccaatctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggtt
gg@ctttcgactggaattgatgggaagcttacttctttgtgtttctgcaatgttcatgat
tgﬁcttacctagcagcatcatcaagccaggtataacaccgtccaatgctcatttatggga
attétaaattctagtatttgataatccttctgtactttagatctacctgctctactgaaa
aatgaaatgagtatgaggaaatagaatatccgttgagcatttatgtctttctattaaaaa
tttécattctatcttcttgtttcaagtcaaaatcttgaacaactatatctagagaatttt
ccttettgtgaagtaatgecatatatacatcaagagaagtcagagttgctgaatgaaatag
tagétcaaatttaagtgttgtgcctataaagaattgtatggtgagattgaatatagtggt
catattattttctcaatcttagtgattaaagtattccatacaaacagacaagcatttagt
cgtécattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattctttcagctttcctc
tgtqtatgtgtgttctattctggagctgaagataactaatattcttttttatttctacag
aaaétgttggtttgtcactatcatatggcttgtctcttaatagtgtcctattctggtcca
tcttﬁgtgagttgctttgtggaaaataaaatggtttctgtcgaaagattaaaacagttct
cagaéataccatcagaagcagagtggagaaagatggattttctcccaccttcaagttggc
caagécgtgggaatgttgagcttgaaaacgtgcaggtaataattctaactaattctgtgg
ttgcﬁatttgctagcatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcatagtaaggaagag
agggﬁagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatct
ctatéttgtttgttctactggtcaacaggttagatatcgtccgaacactcctctagtgct
taaaégagttactctcagcattagagggggagagaagataggtgttgttggtcgtacagg
gggtggaaaatcaacattaattcaagttttctttcgtttggtggagcctgcagctggaag
aataakcattgatgacgtagatatatccagacttgggcttcatgatcttagatctcgctt
cgggatcattccccaagagccagtcctttttgaaggaactgtgagaagcaacattgaccc
cattggacaatattcagatgatgaaatttggaaggtaatctaacttgctgactgaaataa
tttac?aaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctgagtgctgaga
tctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
tatacﬁccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgca
gagccﬁcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattc
accagétaaattttcctcctctacgtcatccttgtggttctttgcggaattatgcaacca
actttﬁtatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
gttgttbataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgcttgggaaga
gtgatgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgectetgttgattca
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cagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgcgaggactttgeggectgtactataatce
agcaﬁtgcccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgttatagatgca
ggtgctgatttctctceecttttactttgtaccttattttgaatctggtaaatgattattta
tctgﬁatgtgatggtttccaaccaatcatagtcagtacctttatgaagaaattgcctaat
gttagccaagtagtagtaaatgcagagtcattagcctatttgttttggattttgtgag
tttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatectgatcecttgtttgtatagattg
ctttctttteectttttctcggatttatecttatatataagecggacagagtaaaagaatgta
aacatgcgtaatttgacctattatagcagattatttgtcttattttccaggtecgectgatt
ccacttattaggagtagttacacgtatttatcttttaagtgaaataatagtgtaaagttt
cttttggcactgtcggtgtaaagaagttaaactcctttctttaacceccggecatttettat
tcatgcaggaatagcaaaagagtttgacaaaccatctcgtttgecttgaaaggecttcact
ttttggggetttggttcaagaatatgecaaccgatcecctetgagetctaac

SEQIID NO: 3 (Intrén 1)
gtatiggctctcatccttctgtttgtttgattaatacaaactttgetgecaattaccttttgececttgttget

accﬂ

cttttctgtggtataaaaaattaatgtaggctaatgtgtagagtggaggtattatatgcagaacaattyg
caaticaagcaattacctgtgagatactattttgttttcatattagtggactggtacattctcattggtgtatce
gttﬂgatctccaccaaagcagaggttttactggccgacagagtcaaactactgtgcttcactccttttactcc
aatccttagtagtetttgettctaatgaacttcaagegtgtaatagaaacaccattatattattagetgatta
gttéctttacaattccagagcatatttacattttctgcttggttgtctattactctggataacagtcctaaat
gcaégcaaaatcaactgtgttttcagtcttgagctgaccaattagttcatgatgtcctcagcttgtccaagct
ggtdcctcaccggaattatgtgggaccttcgtacttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaat
gatttgattggttaatagttccttaaatgtagtaattatttgctaacttactttaccaaccecttgtecaaca

g !

SEQ ID NO: 4 (Intrén 2)
gttégaagtccacaatgtcatgtgtcattgaagatttaatttaagatagaaattacattgtttcattctgcaa
attétggacctatcagagaaaaatcatggattttgaatggctactttccccagtgaagacacatatcatttcc
tgggaggaagatgtgaaagtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaagtttagg
aagécttaatccatcatttgttatctgttgtctacttgtctttattaaaattcttcttagtccaatcactttc
gatgaagttgactagtcttagtcacctgaatactttaaatctttgccttggtgtctctatattttcagccatc
tcaéttccgaagctcatatttgttttctctttgtaatgtccatctgaaagtttcatgcttttttgcag

SEQ ID NO: 5 (Intrén 3)

gtaégtttcagagtgttttatcaacccctttggaaccaagtgtcaagagtagtgtttcttggttgttaaatga
ttcgcatgtgtgttggtttctataaaacctgaactttatgttttatcagagtgttttgctttcttgaag

|
SEQ ID NO: 6 (Intrén 4)
gta?atttctgaggacaagtttttccttttgcatgtaaattcaaactttgctgcttagatgattaaataatga
aaaatatccattgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttcattcactgatgttga

gatFttttgttttttttctgcag

SEQ ID NO: 7 (Intrén 5)

gtatgagcactgtttataacagcecgtecttttttettttettgtetgaactcaaatttgaatcetttgtttag
agqcaattagtctgctctgagcattttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattcgtt
ctgtccagctaaaactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctcctattttttgattattt
gcaactctgatcaatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatactaagctcacatctaca
ttggttgcaagtagaattttcaagttgtcattcacttatattgtttgaactaggagattagecattcttctgea
aggagccctgaatgcttgaaaagttaaacagaaaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagt
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aattcaattggagcacagatatatgacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtaga
ctacaattgaaataacaggtaattcatttctggtttacag

- SEQ ID NO: 8 (Intrén 6)

gtataacaccgtccaatgctcatttatgggaattataaattctagtatttgataatcecttctgtactttagat
ctacctgctctactgaaaaatgaaatgagtatgaggaaatagaatatccgttgagcatttatgtetttetatt
aaaaatttgcattctatcttettgtttcaagtcaaaatcttgaacaactatatctagagaattttcettettyg
tgaagtaatgcatatatacatcaagagaagtcagagttgctgaatgaaatagtagatcaaatttaagtgttgt
gcctataaagaattgtatggtgagattgaatatagtggtcatattattttctcaatcttagtgattaaagtat
tccatacaaacagacaagcatttagtcegtgecattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattcet
ttcagctttectetgtatatgtgtgttctattectggagetgaagataactaatattettttttatttctacag

' SEQ ID NO: 9 (Intréon 7)

gtaataattctaactaattctgtggttgctatttgctagecatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcat

agtaaggaagagagggtagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatctce
tatattgtttgttctactggtcaacag

1

. SEQ ID NO: 10 (intrén 8)
%gtaatctaacttgctgactgaaataatttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtctt
1ctgagtgctgagatctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
ftatactccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgca

'SEQ ID NO: 11 (Intrén 9)

lagtcattagcctatttgttttggattttgtgagtttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatctga
‘tceettgtttgtatagattgetttettttectttttecteggatttatecttatatataagecggacagagtaaaa

SEQ ID NO: 12 (Intrén 10 )

agtcattagcctatttgttttggattttgtgagtttcatacttcaaactggaagettatgetatactatectga
tcecttgtttgtatagattgetttcttttecttttteteggatttatettatatataagecggacagagtaaaa

SEQ ID NO: 13 (Exén 1)

ﬁggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttcttgttctgcctccacatttcaatc
étcagaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcctctctccatgtccacaaaggactcttcta
ﬁcttccattgatgtgctgcttttgcttactttcattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggt
écaatgagcactctacttctagcattgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatct
ttggtttaagctgtctctgattttgtcagetattttagecttatettctatagttttatgeatttiggttatt
gtgggaaattcccagtcgecttggaaagtcatagatggactgtattggttgtttcaggecgattacacatgttyg
taatcactatactaatagttcatgagaaaagatttcacgctatttcccatccactgtccctgcgcgtgttttg
gattgcaaactttgtagttatgagtttgttetttggttgtgggatcacaaggettgtgtcacttaaggaaatt
gatcctaatttaagaatggatgatataagttcattagtttcatttcectatttetgttgttctettecattgttyg
céattaaaggttcgaccggagttgctgtaattagtgattctgaatctcacttaagtgatgaaaccaatggtta
téaactcctggataaatccagtgtgagtggctttgcttcagcttctctaatatcgaaagccttttggatttgg
aﬁgaaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacctctcaagattgatgaagttccttcactttccccactgc
a?agagcagagaaaatgtctcaacttttcgaaagaaattggcctaaacctgaagaaatatcaaagcatcctgt
ccgaacaacattgctgegttgettttggaaggaagttatttttactgecattecttgecagtaattagggtatgt
gttatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcaggaaagaggacatctccttatg
aaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgtggaagttctaacctctcatcagttcaactt
téactcccaaaagcttggcatgcttattcgagcgacacttctcacttctttgtataagaaggggttaaggttg
tcatgctcagctagacaggctcatggtgttggacagattgtaaattatatggeccgtcgatgctcagecagetgt
ccgatatgatgctacagctacattccatttggectcatgecattgecaagtttetgtggetttaggeatecttta
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tacttacctcggtgettcaactgttgtaacgctagetggacttgecagecagtgatggtatttgtggtgtttgga
actaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaagaatcgtgattctagaatgaaagcgacaaatgaga
tgcttaattatatgcgcgttataaagttccaggcatgggaagaacattttaacaaaagaattgaatecttecy
cgaatccgagtatggatggttgtccaagttcttgtactcaatecgetgggaatatcattgtettgtggagecact
cctecttctagtggetacactcacttttggaagtgcaatcttgttgggaatccegettggtgcagggacagtgt
tcactgcaacatctctcttcaagatgttgcaggaaccgatcagggctttccctcaatccatgatétcactttc
acaagcaatgatatctcttgatagattggacaaatatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaa
, agactagaaggttgtgggggtacaattgctatgcaggtgaaagatggagetttttgectgggatgatgaaaaca
gtaaagaagaattgaaaaatgtaaactttgagattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggacagttgg
1ggcggggaagtcttccctccttgcatctgtacttggtgagatgcacaagttgtcgggtcag
|
I SEQ ID NO: 14 (Ex6n 2)
;gtcacaatttgtggttcaactgcctatgttgcacaacatcgtggattcagaatggcacgatacaagaaaatat
lcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaagtgatccgggtttgctgcttggagaaggacttg
-gaaataatggagtttggagaccagactgaaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtggtcagaagcage

‘gaatccagcttgcaagagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtattcagtgcagttga
'tgctcacactggctctgaaatcttcaag

SEQ ID NO: 15 (Exon 3)

'gaatgtgtgaggggaattcttaaagataaaaccattttgecttgtcacacaccaagttgacttcttgecataatg
[

ttgacctgatccett
|

SEQ ID NO: 16 (Ex6n 4)

gtcatgcgagatgggatgatcgtgcaatctggcaaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaag
?gctagtagctgcacatgagacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctccct
tgaagaatcaaaatcttctcgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtctacatct
éataggggggattctaaacttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagtcagtcctcgtgtgtacaagc
tatatattactgaagcttttggatggtggggtgtagtgctagttatcttgttttcgttcttgtggcaaagttc
tctaatggcaagtgattattggctggcatatgaaacttcageggatecgtgecatgtecttcaatecettetetg
;ttattgggatatacggtgttattgcagttgtttcttcgttgctgatagtgatcaggatgtattttgtgacac
ttatggggctcaagactgcccaaatatttttcggacagattctttacagcatactgecatgetectatgteatt
Etttgacacaacaccttccggaagaattctgagtcgg

SEQ ID NO: 17 (Exén 5)

gcatctaatgatcagaccaacattgatgtcttcctceegttttttatgaatctcactttggeccatgtttatca
qactgctcggcatcatcatcatcacatgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattcctctgggttg
gcttaatatctggtaccgg

|
SEQ ID NO: 18 (Ex6n 6)
ggatattatcttgcaacatctcgtgaattgactcggettgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatt
tptctgaaagcatctcaggtgttatgactatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgt
aaaccgagtgaattccaatctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggttgggetttegactg
géattgatgggaagcttacttctttgtgtttctgcaatgttcatgattgtcttacctagcagcatcatcaagc
cag

.
SEQ ID NO: 19 (Ex6n 7)
adaatgttggtttgtcactatcatatggcttgtctcttaatagtgtcctattctggtecatetttgtgagttg
céttgtggaaaataaaatggtttctgtcgaaagattaaaacagttctcagaaataccatcagaagcagagtgg
adaaagatggattttctcccaccttcaagttggccaagccgtgggaatgttgagcttgaaaacgtgcag
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| SEQ ID NO: 20 (Ex6n 8)

'gttagatatcgtccgaacactcctctagtgcttaaaggagttactctcagcattagagggggagagaagatag
?gtgttgttggtcgtacagggggtggaaaatcaacattaattcaagttttctttcgtttggtggagcctgcagc
Jtggaagaataatcattgatgacgtagatatatccagacttgggcttcatgatcttagatctcgcttcgggatc

-attccccaagagcecagtectttttgaaggaactgtgagaagcaacattgaccccattggacaatattcagatg
latgaaatttggaag

'SEQ ID NO: 21 (Ex6n 9)

jagcctcgaacgcetgeccaactcaaagatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattcaccag

'SEQ ID NO: 21 (Exén 10)
1ttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgcttgggaagagtgatgctaaaacg
tagcagacttctatttatggatgaggcaactgectctgttgattcacagacagatgcagtgattcagaaaatc

latccgecgaggactttgeggectgtactataatcagecattgeccacagaataccaacagtcatggactgtgata
:gagttcttgttatagatgcag
\

SEQ ID NO: 22 (Ex6n 11)

gaatagcaaaagagtttgacaaaccatctcgtttgcttgaaaggecttcactttttggggetttggttcaaga
btatgccaaccgatcctctgagctctaa

SEQ ID NO: 23 (Secuencia de iARN)
aagagccagtcctttttgaaggaactgtgagaagcaacattgaccce
cattggacaatattcagatgatgaaatttggaaggtaatctaacttgctgactgaaataa
ﬁttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctgagtgctgaga
#ctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
tatactccagtgttttgttatctcccagaatgtctetaacatgaaatecgtgtacattgea
gagcctcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaaaccecgaaaaacttgatte
accaggtaaattttcctcecctcectacgtcatecttgtggttectttgeggaattatgecaacca
éctttttatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
Qttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgcttgggaaga
étgatgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgcctctgttgattca
cagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgegaggactttgeggectgtactataate
agcattgcccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgttatagatgca
dgtgctgatttctctccttttactttgtaccttattttgaatctggtaaatgattattta
gctgtatgtgatggtttccaaccaatcatagtcagtacctttatgaagaaattgcctaat
gttagccaagtagtagtaaatgcatgaagtcattagectatttgttttggattttgtgag
tttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatctgateecttgtttgtatagattg
ctttcttttcctttttctcggatttatcttatatataagcggacagagtaaaagaatgta
aécatgcgtaatttgacctattatagcagattatttgtcttattttccaggtcgctgatt
cFacttattaggagtagttacacgtatttatcttttaagtgaaataatagtgtaaagttt
cttttggcactgtcggtgtaaagaagttaaactcctttetttaacceecggecatttettat
tcatgcaggaatagcaaaagagtttgacaaaccatctegtttgettgaaaggecttcact
ttttggggctttggttcaagaatatgccaaccgat

|

SEQ ID NO: 24 (secuencia de proteina de NtMRP4; 5'-3' marco 1; - denota codén de
detencién putativo)
MDMRNSMSSESCLASLSCSASTFQSSEDSAVVKWLRFIFLSPCPQRTLLSSIDVLLLLTE
IYFAVQKLYSKLRSNEHSTSSIDKPLIAHNRTSSPWKVIDGLYWLFQAITHVVITILIVH
EKRFHAISHPLSLRVFWIANEFVVMSLFFGCGITRLVSLKEIDPNLRMDDISSLVSFPISV
VLFIVAIKGSTGVAVISDSESHLSDETNGYELLDKSSVSGFASASLI SKAFWIWMNPLLQ
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E KGYKSPLKIDEVPSLSPLHRAEKMSQLFERNWPKPEEISKHPVRTTLLRCFWKEVIFTAI
ELAVIRVCVMYVGPTLIQRFVDYTAGKRTSPYEGYYLIGTLLIAKFVEVLTSHQFNFNSQK
+ LGMLIRATLLTSLYKKGLRLSCSARQAHGVGQIVNYMAVDAQQLSDMMLQLHSIWLMPLQ
\VSVALGILYTYLGASTVVTLAGLAAVMVEVVFGTKRNNRFQFNIMKNRDSRMKATNEMLN
}YMRVIKFQAWEEHFNKRIESFRESEYGWLSKFLYSIAGNIIVLWSTPLLVATLTFGSAIL
FGIPLGAGTVFTATSLFKMLQEPIRAFPQSMISLSQAMISLDRLDKYMMSKELVDKAVER
LEGCGGTIAMQVKDGAFCWDDENSKEELKNVNFEIRKGELAAVVGTVGAGKSSLLASVLG
EMHKLSGQVTICGSTAYVAQTSWIQNGTIQENILFGMPMNRDRYKEVIRVCCLEKDLEIM
EFGDQTEIGERGINLSGGQKQRIQLARAVYQDCDIYLLDDVFSAVDAHTGSEIFKECVRG
ﬁLKDKTILLVTHQVDFLHNVDLILVMRDGMIVQSGKYNEILEAGMDFKELVAAHETSLEL
VDVETTKESNASLEESKSSRRLSKEENGDDKSQQSTSDRGDSKLIKEEERETGKVSPRVY
KLYITEAFGWWGVVLVILFSFLWQSSLMASDYWLAYETSADRAMSFNPSLFIGIYGVIAV
V$SLLIVIRMYFVTLMGLKTAQIFFGQILYSILHAPMSFFDTTPSGRILSRASNDQTNID
V?LPFFMNLTLAMFITLLGIIIITCQYSWPTVLLLIPLGWLNIWYRGYYLATSRELTRLD
SﬁTKAPVIHHFSESISGVMTIRCFRKQEMFCNENVNRVNSNLRMDFHNNGSNEWLGFRLE
LMGSLLLCVSAMFMIVLPSSIIKPENVGLSLSYGLSLNSVLFWSIFVSCFVENKMVSVER
LKQFSEIPSEAEWRKMDFLPPSSWPSRGNVELENVQVRYRPNTPLVLKGVTLSIRGGEKI
GVVGRTGGGKSTLIQVFFRLVEPAAGRIIIDDVDISRLGLHDLRSRFGIIPQEPVLFEGT
VRSNIDPIGQYSDDEIWKEPRTLPTQRCGVFKTRKT—FTSC——RR—LECRTEAASLLGKS
DAKT—QTSIYG—GNCLC—FTDRCSDSENHPRGLCGLYYNQHCPQNTNSHGL——SSCYRCR
C—FLSFYFVPYFESGK—LFICM—WFPTNHSQYLYEEIA—C—PSSSKCM

SEQ ID NO: 25 (secuencia de proteina de NtMRP4; 5'-3' marco 2; - denota codén de
detencion putativo)
WI-GTVCLONLV-HHFLVLPPHENRQRIQQLLNG-DSFSSLHVHKGLFYLPLMCCFCLLS
LYLOYKSCTQS-GPMSTLLLALISL-LHTTGLLRLGKS~MDCIGCFRRLAML-SLY -~ FM
RKDFTLFPTHCPCACFGLOTL-L-VCSLYVGSQGLCHLRKLIL I ~EWMI ~VH-FHFLFLL
FSSLLPLKVRPELL-LVILNLT-VMKPMVMNSWINPV-VALLOLL-YRKPFGFG~TLYCK
KVTSHLSRLMKFLHFPHCIEQRKCLNFSKEIGLNLKKYQSILSEQHCCVAFGRKLFLLPF
LQ-LGYVLCM-GQHSYKDLLITQOERGHLLMKDTTL-ELS -~ PNLWKE~ PLISSTLTPKS
LACLFERRFSLLCIRRG-GCHAQLDRLMVLDRL-I TWPSMLSSCPT-CYSYTPFGSCHCK
FLWL-ASFILTSVLQLL-R-LDLOQ-WYLWCLELKETTGFNLTS-RIVILE-KRQMRCLT
ICAL-SSRHGKNILTKELNPSANPSMDGCPSSCTQSLGI SLSCGALLF~WLHSLLEVQSC
WESRLVQGQCSLQHLSSRCCRNRSGLSLNP-SHFHKQ-YLLIDWTNI --VRS-WIKLWKD
—KVVGV@LLCR—KMELFAGMMKTVKKN—KM—TLRLEKESLQQ—WGQLGRGSLPSLHLYLV
RCTSCRVRSQFVVQLPMLHKHRGFRMARYKKISCLVCQ-TETDTRK-SGFAAWRRTWK-W
SLETRLK-ENVASTSVVVRSSESSLQELFTRTVIFIF-MMYSVQLMLTLALKSSRNV-GE
FLKIKPFCLSHTKLTSCIMLT-SLSCEMG-SCNLANIMRY-KLEWI LKS--LHMRPL~NL
LTWKQPKRAMPPLKNONLLEDYLRKKTEMINLNSLHL TGGI LNL - RKKKEKLEKSVLVCT
SYILLKLLDGGV-C-LSCFRSCGKVL-WQVI IGWHMKLORIVPCPSILLCLLGYTVLLOL
FLRC---SGCIL-HLWGSRLPKYFSDRFFTAYCMLLCHFLTQHLPEEF-VGHLMIRPTLM
SSSRFL-I'SLWPCLSHCSASSSSHANILGLPYYF-FLWVGLISGTGDIILQHLVN-LGLT
OLOKHLLFIISLKASQVL-LYVALGSRRCEVTRM-TE- I PICEWISTTMDPMNGWAFDWN
~WEAYFFVFLQCS-LSYLAASSSQKMLVCHYHMACLLIVSYSGPSL-VALWKIKWFLSKD
—NSSQKYHQKQSGERWIFSHLQVGQAVGMLSLKTCRLDIVRTLL-CLKELLSALEGERR—
VLLVVQGVENQH-FKFSFVWWSLQLEE-SLMT-IYPDLGFMILDLASGS FPKSQSFLKEL
~EATLTPLDNIQMMKFGRSLERCOLKDVVSLKPEKLDS PVVDNGDNWSVGORQLLCLGRV
MLKRSRLLEMDEATASVDSQTDAVIQKI IREDFAACTIISIAHRIPTVMDCDRVLVIDAG
ADFSPFTLYLILNLVNDYLSVCDGFQPIIVSTFMKKLPNVSQVVVNA-
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SEQ ID NO: 26 (secuencia de proteina de NtMRP4; 5'-3' marco 3; - denota codén de
detencion putativo)
GYEEQYVFRILFSITFLFCLHISIVRGFSSC-MVKIHFPLSMSTKDSSIFH-CAAFAYFH

" CICSTKVVLKVEVQ-ALYF-H--ASNCTQQODFFALESHRWTVLVVSGDYTCCNHYTNSS-

1 EKISRYFPSTVPARVLDCKLCSYEFVLWLWDHKACVT-GN-S-FKNG-YKFISFISYFCC
' SLHCCH~RFDRSCCN--F-ISLK--NQWL-TPG-IQCEWLCFSFSNIESLLDLDEPFTAK

" RLQVTSQD--SSFTFPTA-SRENVSTFRKKLA-T-RNIKASCPNNIAALLLEGSYFYCHS
\CSN—GMCYVCRANTHTKIC—LHSRKEDISL—RILPYRNSPNSQICGSSNLSSVQL—LPKA
lWHAYSSDTSHFFV—EGVKVVMLS—TGSWCWTDCKLYGRRCSAAVRYDATATFHLAHAIAS
lFCGFRHPLYLPRCFNCCNASWTCSSDGICGVWN—KKQQVSI-HHEES—F—NESDK—DA—L
%YARYKVPGMGRTF—QKN—ILPRIRVWMVVQVLVLNRWEYHCLVEHSSSSGYTHFWKCNLV
%GNPAWCRDSVHCNISLQDVAGTDQGFPSIHDLTFTSNDIS——IGQIYDE—GVSG—SCGKT
RRLWGYNCYAGERWSFLLG——KQ—RRIEKCKL—D—KRRACSSSGDSWGGEVFPPCICTW—
bAQVVGSGHNLWFNCLCCTNIVDSEWHDTRKYPVWYANEQRQIQGSDPGLLLGEGLGNNG
VWRPD—NRRTWHQPQWWSEAANPACKSCLPGL—YLSSR—CIQCS—CSHWL—NLQGMCEGN
$—R—NHFACHTPS—LLA—C—PDPCHARWDDRAIWQI——DIRSWNGF—RASSCT—DLFRTC
+RGNNQREQCLP-RIKIFSKII-GRKRR--ISTVYI--GGF-TYKGRRKRNWKSQSSCVQ
AIYY-SFWMVGCSASYLVFVLVAKFSNGK-LLAGI-NFSGSCHVLQSFSVYWDIRCYCSC
SFVADSDQDVFCDTYGAQDCPNIFRTDSLQHTACSYVIF—HNTFRKNSESGI——SDQH-C
LPPVFYESHFGHVYHTARHHHHHMPIFLAYRTTFDSSGLA-YLVPGILSCNIS-IDSA-L
N&KSTCYSSFL-KHLRCYDYTLL—EAGDVL—RECKPSEFQSANGFPQQWIQ—MVGLSTGI
DGKLTSLCFCNVHDCLT—QHHQARKCWFVTIIWLVS——CPILVHLCELLCGK—NGFCRKI
KTVLRNTIRSRVEKDGFSPTFKLAKPWEC—A—KRAG—ISSEHSSSA—RSYSQH—RGREDR
CCWSYRGWKININSSFLSFGGACSWKNNH——RRYIQTWAS—S—ISLRDHSPRASPF—RNC
EKQH—PHWTIFR——NLEGASNAANSKMWCL-NPKNLIHQLLITEITGVSDRGSFFAWEE—
C—NVADFYLWMRQLPLLIHRQMQ—FRKSSARTLRPVL—SALPTEYQQSWTVIEFLL—MQV
LISLLLLCTLF-IW-MIIYLYVMVSNQS-SVPL-RNCLMLAK---MH

SEQ ID NO: 27 (Secuencia de ADNc de NtMRP4 tal como se deriva de la secuenciacién
directa de ADNc)
atégatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttcttgttctgcctccacatttcaat
cgtcagaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcctctctccatgtccacaaaggactcttct
atcttccattgatgtgctgcttttgcttactttcattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgagg
tccéatgagcactctacttctagcattgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatc
tttyggtttaagctgtctctgattttgtcagetattttagecttatettectatagttttatgeattttggttat
tgtgggaaattcccagtcgecttggaaagtcatagatggactgtattggttgtttcaggegattacacatgtt
gtaétcactatactaatagttcatgagaaaagatttcacgctatttcccatccactgtccctgcgcgtgtttt
ggattgcaaactttgtagttatgagtttgttctttggttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaat
tgafcctaatttaagaatggatgatataagttcattagtttcatttcctatttctgttgttctcttcattgtt
gccaftaaaggttcgaccggagttgctgtaattagtgattctgaatctcacttaagtgatgaaaccaatggtt
atgaéctcctggataaatccagtgtgagtggctttgcttcagcttctctaatatcgaaagccttttggatttg
gatgéaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacctctcaagattgatgaagttccttcactttccccactg
cataéagcagagaaaatgtctcaacttttcgaaagaaattggcctaaacctgaagaaatatcaaagcatcctg
tccgdacaacattgctgcgttgcttttggaaggaagttatttttactgcca
ttctﬂgcagtaattagggtatgtgttatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagc
aggaaagaggacatctccttatgaaggatactaccttataggaactctectaatagccaaatttgtggaagtt
ctaacttctcatcagttcaactttaactcccaaaagettggeatgettattecgagegacacttctcacttett
tgtatéagaaggggttaaggttgtcatgctcagctagacaggctcatggtgttggacagattgtaaattatat
ggccgtcgatgctcagcagctgtccgatatgatgctacagctacattccatttggctcatgccattgcaagtt
tctgtégctttaggcatcctttatacttacctcggtgcttcaactgttgtaacgctagctggacttgcagcag
tgatgdtatttgtggtgtttggaactaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaagaatcgtgattc
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tagaatgaaagcgacaaatgagatgcttaattatatgcgegttataaagttccaggcatgggaagaacatttt
aacaaaagaattgaatccttccgcgaatccgagtatggatggttgtccaagttecttgtactcaatcgetggga
atatcattgtcttgtggagcactectcttctagtggectacactcacttttggaagtgcaatcttgttgggaat
cccgcttggtgecagggacagtgttcactgcaacatcectectettcaagatgttgecaggaaccgatcagggettte
cctcaatccatgatctcactttcacaagcaatgatatctcttgatagattggacaaatatatgatgagtaagg
agttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtgggggtacaattgctatgcaggtgaaagatggage
tttttgctgggatgatgaaaacagtaaagaagaattgaaaaatgtaaactttgagattagaaaaggagagett
gcagcagtagtggggacagttggggcggggaagtcttcectecttgecatetgtacttggtgagatgecacaagt
tgtcgggtcaggtcacaatttgtggttcaactgectatgttgecacaaacatcgtggattcagaatggcacgat
acaagaaaatatcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaagtgatccgggtttgetgettg
gagaaggacttggaaataatggagtttggagaccagactgaaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtg
gtcagaagcagcgaatccagcttgcaagagectgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtatt
cagtgcagttgatgctcacactggctctgaaatcttcaaggaatgtgtgaggggaattcttaaagataaaace
attttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgecataatgttgacctgatccttgtcatgegagatgggatga
tcgtgcaatctggcaaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaagagectagtagectgeacatga
gacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctcccttgaagaatcaaaatcttet
cgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtctacatctgataggggggattctaaac
ttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagtcagtcctcgtgtgtacaagctatatattactgaagettt
tggatggtggggtgtagtgctagttatcttgttttegttcttgtggecaaagttctctaatggcaagtgattat
tggctggcatatgaaacttcagcggatcgtgecatgtecttcaatecttetetgtttattgggatatacggtg
ttattgcagttgtttcttcgttgectgatagtgatcaggatgtattttgtgacacttatggggctcaagactge
ccaaatatttttcggacagattcttfacagcatactgcatqctcctatgtcattttttgacacaacaccttcc
ggaagaattctgagtcgggcatctaatgatcagaccaacattgatgtcttcctecegttttttatgaatctea
ctttggccatgtttatcacactgcteggeatcatcatcatcacatgeccaatattcttggectacegtactact
tttgattcctctgggttggcttaatatctggtaccggggatattatcttgcaacatctcgtgaattgactcgg
cttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttctctgaaagcatctcaggtgttatgactatacgtt
gctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgtaaaccgagtgaattccaatctgecgaatggattteca
caacaatggatccaatgaatggttgggctttcgactggaattgatgggaagettacttetttgtgtttetgea
atgttcatgattgtcttacctagcagcatcatcaagccagaaaatgttggtttgtcactatecatatggettgt
ctcttaatagtgtcctattctggtccatctttgtgagttgetttgtggaaaataaaatggtttctgtegaaag
attaaaacagttctcagaaataccatcagaagcagagtggagaaagatggattttctcccaccttcaagttgg
ccaagccgtgggaatgttgagettgaaaacgtgecaggttagatatcgtccgaacactectetagtgettaaag
gagttactctcagcattagagggggagagaagataggtgttgttggtcgtacagggggtggaaaatcaacatt
aattcaagttttctttegtttggtggagectgecagetggaagaataatcattgatgacgtagatatatccaga
cttgggcttcatgatcttagatctcgettegggatcattccccaagagecagtectttttgaaggaactgtga
gaagcaacattgaccccattggacaatattcagatgatgaaatttggaagagectecgaacgctgecaactcaa
agatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattcaccagttgttgataacggagataactggagtgtcgga
cagaggcagcttctttgettgggaagagtgatgctaaaacgtagecagacttetatttatggatgaggecaactg
cctctgttgattcacagacagatgcagtgattcagaaaatcatcecgegaggactttgeggectgtactataat
cagcattgcccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgttatagatgecaggaatagcaaaa

gagtttgacaaaccatctcgtttgcttgaaaggccttcactttttggggctttggttcaagaatatgccaacc
gatcctctgagctctaa

SEQ ID No. 28 (Secuencia de ADN de NtMRP3 con 5' y 3' UTR)

ccgtcaacccagtcttggecaccacataaacacagctttgacttgtetcteccttttecctattttcacecace
cttttcaatttcacaccttatattcattattatatttaatcaatcaaatcaaagttggaaaaaaagggagtaa
taatcaaatggagtagtatatacataccagaacaatgaaagagcactcataagctaaagcccataattecatca
cgaaaccacaatatagaggaaacctgacgtgtcccttaaaatctaaccttgaacctctgagacctccaaaaaa

aacatci e SR o - = - ot tggcgttgatgaateectec

gaaaccccattttcttacgtgtcattagttgttctttgecacctgggattgttecttgtaattettgggttgtg

ttgt tggaatacaat cac N
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gtaagtcctttcatata
tatgctttattttcatgcttgatatattttacctagecacttgattgacccatectttaattgeagiiiiiiiill

B tactctttoctttcagtaattatggtttgettaatatcatatatagacttaactcatttaactat
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taagtgaa
tgattacattttctttatttagccccttttttttecttattagtgtcaatetttetgttacatgactaatcaa
tgttttgtgaaaattagctagtaatttcagaattaactcaaatgtactttggtatgaaaacagiiiiiill

I ot toctacgaccacctttttegtgttcetttgecttcacaattattetactatatgetttttcac
aaagtgagtcataactttagcgacattcataaacgtgagttacatttaagtggtgagtttgttttcattgcag
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gtaagttctctatcttcatgttttctttecttgaagtttgttgtgttgaataactecttaagagecacattt
tctcecgtttcttgatttaca

I ot o2t taagttattctctggtgttaattatgcaggttaatttgttggtatgggtt

gotatatctgaaaactt ttaat oS

gtgacagcttggttttgecctatttttggatttatt
ttgtttcagataggaaaatgacaaattttattttattgagaaactttgtttgatgttatgcttcagiiiiiiil

e e S e e B EE o - 22 Ct t caagaacca

catcattttctgatgatttccacttttagagctgtaataatcatctteattgegttgetgcasiiif il

tagtcgatagtgttttgagtttccatctgtggacaccatagecttgaacaagaaccagecgaaatgcaggtcatg
cctgtggcttgagggaaactgcaacaatcctatggcagggaaagaaacctacatctagtgatgcaatattgat
tgtgaagtggcatttgtttttgtttagactttttgatgagaaaatgtatacgtaactttgtgtttacaataat
ttgaatgtatgttgagtcaagtgattagttagttaagagtgcacggattttgctacttctgggtaaaagaagt
aaaccttgttgttgagagttgaaagtgaaattactagtgtcgaattttgccgcataagctaaatgaaacactt
ttacgataaactcctagtgcaacaaaggaaaaattcattggcaagactagectgtttatgtttcacgac

SEQ ID No. 29 (Secuencia de ADN de NtMRP3 sin 5'y 3' UTR)
gtatgttggcgttgatgaatccctccgaaace
ccattttcttacgtgtcattagttgttctttgcacctgggattgttecttgtaattettgggttgtgttgttyg

netoonw o gagggacadtaatgetggocacasacagagtagtactaggantyoraggrtCEtgtactad
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- ‘Bgetcattyctoaatacggeactocagecaggttgttagagaacgaatocteat tgtttgotaagetogty

SEQ ID No. 30 (Intrén 1 de NtMRP3)

gtatgttggcgttgatgaatcccteccgaaaccccattttecttacgtgtecattagttgttetttgecacctgggattgt
tccttgtaattcttgggttgtgttgttggaatacaatcag

SEQ ID No. 31 (Intrén 2 de NtMRP3)

gtaagtcctttcatatatatgctttattttcatgcttgatatattttacctagecacttgattgaccecateet
ttaattgcag

SEQ ID No. 32 (Intron 3 de NtMRP3)

gtactctttcctttcagtaattatggtttgcttaatatcatatatagacttaactcatttaactatgatattt
ctcttcag

SEQ ID No. 33 (Intrén 4 de NtMRP3)
gtaagtgaatgattacattttctttatttagcceccttttttttecttattagtgtcaatctttctgttacatg
actaatcaatgttttgtgaaaattagctagtaatttcagaattaactcaaatgtactttggtatgaaaacag

SEQ ID No. 34 (Intron 5 de NtMRP3)

gttgctacgaccacctttttegtgttectttgecttcacaattattctactatatgetttttcacaaagtgagt
cataactttagcgacattcataaacgtgagttacatttaagtggtgagtttgttttcattgecag

SEQ ID No. 35 (Intrén 6 de NtMRP3)

gtaagttctctatcttcatgttttcttteccttgaagtttgttgtgttgaataactcttaagagecacattttet
ccgtttcttgatttacag

SEQ ID No. 36 (Intrén 7 de NtMRP3)

gtaaattaagttattctctggtgttaattatgcaggttaatttgttggtatgggttggtatatctgaaaactt
ttaatag

SEQ ID No. 37 (Intrén 8 de NtMRP3)

gtgacagcttggttttgectatttttggatttattttgtttcagataggaaaatgacaaattttattttattg
agaaactttgtttgatgttatgcttcag

SEQ ID No. 38 (Intron 9 de NtMRP3)

gtaacttcaagaaccacatcattttctgatgatttccacttttagagectgtaataatcatcttcattgegttg
ctgcag

SEQ ID No. 39 (Intrén 10 de NtMRP3)
gtaagaatcatcgtttatgttctggagcaagcggagaaggaaattcttggtagttacecttttttttatgetat
gctgcag

SEQ ID No. 40 (Ex6n 1 de NtMRP3)
Atggaaattgcaaagggcatgtotgtotttcaatotttgag

SEQ ID No. 41 (Exon 2 de NtMRP?3)
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SEQ ID No. 42 (Exén 3 de NtMRP3)

SEQ ID No. 43 (Ex6n 4 de NtMRP3)

SEQ ID No. 44 (Exén 5 de NtMRP3)
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(Exén 7 de NtMRP3)

SEQ ID No. 47 (Exén 8 de NtMRP3)

SEQ ID No. 48 (Ex6n 9 de NtMRP3)

SEQ ID No. 49 (Ex6n 10 de NtMRP3)
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SEQ ID NO: 51 (Secuencia de ADNc de NtMRP3 tal como se predijo de la secuencia de
clon de BAC)

atggaaattgcaaagggcatgtctgtgtttcaatctttgaggagggacaataatgetgge
cacaaacagagtagtactaggaatgctaggttcttgtactacaaatcaaccttgttttgt
tcaataggtctagccatctttagectttgtgttatgtttgttagectcatttttattggtat

taccctcttgttttaagagtttggtgggggcttttcettetttgtttettgttattgeectt
gttatagaccttgtttatggggaaaagaaccaatctttaccaactcaattttgtatacet
gatgttgttttcactcttatggggttattcttctgttttgttgggtttattgttaaaaca
gagagtgaggagaatatgcttcaggaaccecctcttaaatggtagtgttgccaatggeatyg
gactcaaagaagtctactggggatcaaactgtcacccecttatgeccaatgectaacattttt
agtctctttactttctcttggatgggtccectaatttctgttggcaacaagaaaccatta
gaccttgaggatgttcctcagcttcactttgatgatagtgtcaaagggagttttectatt
tttagagaaaaactagaatctgtgggtgggggaaatagtaaccgtgtgactacctteatg
ctggtgaaggctttggttttcacagcacggaaggagatagtgttatcggctctettegtyg
cttetttacgctectggegtettttgttggecegtacctecattgataccttagttcagtat
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ctgaatggaaaacgagactttgataatgaaggttatgtcttagtggctgcattcttegtt
gcaaagttggtggagtgtttggcgcaaaggcattggtttttcaaggtgcagecagggaggag
tatcgggcacgggcagcactggtttccaaaatctacaacaagggtttaaccctectectgt
cagtcaaagcaaagccacactagtggagagatcatcaattttatgacagttgatgccgag
aggattggtgacttcggttggtatatgcatgatcettggatggtaatcatacaagttget
ctggcattggtgatactctataaaaatcttggectagectgectatcgeecgegtttgttget
acaataatagtgatgttggcaaacatccctttagggagtttgcaggagaagtttcaggag
aaactcatggaatcgaaagatagaaggatgaaggctacatctgaagtcttaaggaatatg
agaatactcaagcttcaagecttgggagatgaagtttctgtctaggatecttggacectecagg
actacagaggcaggatggttgatgaaatatgtgtacacatcagctatgactacttttgtc
ttctgggttgctcctacatttgtttctgtgacgacctttggegetgecaatgettatggga
atcccacttgaatctgggaagatattgtctgcacttgegacatttagaattcttcaagag
cccatctacaatctcccagatacaatttcaatgattgctcaaaccaaagtttctcttgat
cgtattgcatctttecctttetecttgatgacttgecagectgatgtcatagagaagecttcca
aaaggtagttctgatgaagcaattgagattgtaggtgggaacttcgcttgggatgecatce
acctcgactccacttctaaaggatgtaaatcttagagtgcttaatggcatgagagttgec
atttgtggtacagttggttcaggaaaatcaagcttactgtctagcattttaggagagatg
cccaaattatcagggactattaaacttagtggaacgaaggcttatgttgcacagtcgecce
tggatacagagtggaaagatagaggagaacatattatttggtaaagagatgcagagggag
aagtatgataaagttcttgaagcgtgctccttaaagaaagacctggaaattctctetttt
ggcgatcaaacagaaataggggagaggggcattaatttgagcggtggacagaagcagaga
atacagattgctcgtgctctttaccaagatgectgatgtttacctatttgatgatcegttce
agtgctgtggatgctcataccggatcccatctcttcagtgaatgtataatggggetattg
aattcaaaaacagttttatatgttacacatcaagtggagtttttgecctgectgeggatttg
atcttggtcatgaaagatggaaggatcagtgaaactgggaaatacaatgatcttctcaaa
ttaggtagtgacttcatggaacttgtgggtgctcaccaagaagctttaacagcaattgac
acagttaagggagaagcattgagaaagagtgaggaaatgactggtgataatacaaatgta
cagaaggataaaaatatttcagatggccaaaatggtaaagtggatgatattgttggaaca
aagggacaaattgttcaggaggaggaaagagagaaaggtagtgttggtttttcagtttac
tggaaatatataacaactgcatatggaggtgctcttgtgccatttatgectgttggeacaa
gttggttttcagctccttcaaattggaagcaattattggatggegtgggecaactceegte
tcaaagagtgagccacctectgttgggagttctactctcatcattgtectatgttgettta
ggaattgcaagtgctttatgcatccttgctagaaccatgtttecttgttaccgectggatat
aagacagcctctttgettttccataaaatgcatctttgecattttecgtgetceccaatgtece
ttcttcgatgeccacaccgagtgggeggattctaaacagagcatcgacagatcaaagtgea
attgatctgaatgttcccattcaagttggatcctttgecttcacaataatacagetttta
gggattattggagtaatgtcacaagttgcatggcaggtcttcattgtctttattecggte
attgcagtttgcatctggttggagecaatattacataccatcagcacgagaactggcacgg
ctaaatgggacatgcaaagctccagtaatacagcactttgccgagacaatttcaggatca
agcacaattagaagtttcgatcaggaatctagattccaggacacaagtatgaaattgata
gacaattattctcggcctaagtttcacatcgectgectgecaatggagtggetttgtttgegt
ttggatatgttatctctgatcacttttgetttetectttaattttcecttgatectectettect
gttggaacaattgacccaagtgttgctggettagectgttacatatgggcttaatctgaac
ataatacaagctcgggttgtttggaatctttgtatgatggaaaataaaattatttctgtt
gaaagaatacttcagtatactgctcttccaagtgaatctcctcttatcatagaatccaac
agaccagaccctaactggccatcttgtggagaggttgattttagcaatcttcaggtccga
tatgctcctcacatgectctegtgttgegaggecttacatgecactttetttggtggaaag
aagactggaattgtcggtaggacaggcagcggtaaatctactctaatacagacecctette
cgcatagttgaaccagctgctggacaaataaaaatagatggtatcagcatctcctcaatt
ggtttgcatgatctacggtctagattgagtataattccacaggatccaactatgtttgag
ggaacagttcgcagcaacctagacccgcttgaagagtattcagatgaacaaatttgggag
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gcgctcgataagtgtcagctaggagaagaagtgaggaagaaagaaggcaaactttattct
acagtatctgagaatggagagaactggagtgtaggccaaaggcagctggtctgecttgge
cgtgtgctactgaaaaagagcaaggtcctggtecttgacgaggctacagecatctgtcgac
actgcaactgataatcttattcagcaaactctaaggctgcacttctctgattccacggtt
ataaccattgctcataggattacatctgtgcttgacagtgatatggtcctactattagat
catgggctcattgctgaatacggcactccageccaggttgttagagaacgaatcctecattg

tttgctaagctcgtggcagagtatagtatgaggtcaaattcaagttttgagaatgtttca
gacatgtga

SEQ ID NO: 52 (secuencia de proteina de NtMRP3; 5'-3'; - denota codén de detencion
putativo)
MEIAKGMSVFQSLRRDNNAGHKQSSTRNARFLYYKSTLFCSIGLAIFSFVLCLLAHFYWY
RNGWSEEKIITLLDFALKLLAWLSISVFLHTQFLNSCETKYPLVLRVWWGLFFFVSCYCL
VIDLVYGEKNQSLPTQFCIPDVVFTLMGLFFCFVGFIVKTESEENMLQEPLLNGSVANGM
DSKKSTGDQTVTPYANANIFSLFTFSWMGPLISVGNKKPLDLEDVPQLHFDDSVKGSFRI
FREKLESVGGGNSNRVTTFMLVKALVFTARKEIVLSALFVLLYALASFVGPYLIDTLVQY
LNGKRDFDNEGYVLVAAFFVAKLVECLAQRHWFFKVQQGGYRARAALVSKIYNKGLTLSC
QSKQSHTSGEIINFMTVDAERIGDFGWYMHDPWMYVIIQVALALVILYKNLGLAAIAAFVA
TIIVMLANIPLGSLQEKFQEKLMESKDRRMKATSEVLRNMRI LKLQAWEMKFLSRILDLR
TTEAGWLMKYVYTSAMTTFVEWVAPTFVSVTTFGAAMLMGI PLESGKILSALATFRILQE
PIYNLPDTISMIAQTKVSLDRIASFLSLDDLOPDVIEKLPKGSSDEAIEIVGGNFAWDAS
TSTPLLKDVNLRVLNGMRVAICGTVGSGKSSLLSSILGEMPKLSGTIKLSGTKAYVAQSP
WIQSGKIEENILFGKEMQREKYDKVLEACSLKKDLEILSFGDQTEIGERGINLSGGOKOR
IQIARALYQDADVYLFDDPFSAVDAHTGSHLFSECIMGLLNSKTVLYVTHQVEFLPAADL
ILVMKDGRISETGKYNDLLKLGSDFMELVGAHQEALTAIDTVKGEALRKSEEMTGDNTNV
QKDKNISDGONGKVDDIVGTKGQIVQEEEREKGSVGFSVYWKYITTAYGGALVPFMLLAQ
VGFQLLQIGSNYWMAWATPVSKSEPPPVGSSTLIIVYVALGIASALCILARTMFLVTAGY
KTASLLFHKMHLCIFRAPMSFFDATPSGRILNRASTDOSAIDLNVPIQVGSFAFTIIQLL
GIIGVMSQVAWQVFIVFIPVIAVCIWLEQYYIPSARELARLNGTCKAPVIQHFAETISGS
STIRSFDQESRFQDTSMKLIDNYSRPKFHIAAAMEWLCLRLDMLSLITFAFSLIFLISLP
VGTIDPSVAGLAVTYGLNLNIIQARVVWNLCMMENKIISVERILOYTALPSESPLIIESN
RPDPNWPSCGEVDFSNLQVRYAPHMPLVLRGLTCTFFGGKKTGIVGRTGSGKSTLIQTLE
RIVEPAAGQIKIDGISISSIGLHDLRSRLSIIPQDPTMFEGTVRSNLDPLEEYSDEQIWE
ALDKCQLGEEVRKKEGKLYSTVSENGENWSVGQROLVCLGRVLLKKSKVLVLDEATASVD

TATDNLIQQTLRLHFSDSTVITIAHRITSVLDSDMVLLLDHGLIAEYGTPARLLENESSL
FAKLVAEYSMRSNSSFENVSDM-
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REIVINDICACIONES

1. Una iplan’(a 0 célula vegetal mutante, que no se presenta en la naturaleza, o
transgénica, que comprende

a) un polinucledtido seleccionado del grupo constituido por:

(i) un polinucledtido que comprende, consiste o esencialmente consiste en una secuencia
que tiene al menos 71 % de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 28 0 29 o
51;0

(i) un polinucleé6tido que comprende, consiste o esencialmente consiste en una secuencia
que tiene al menos 65 % de identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID NOs: 3 a

23030}a50053;

0

(iii)y un polinuciedtido que codifica un polipéptido NtMRP que comprende, consiste o
esencialmente consiste en una secuencia que tiene al menos 65% de identidad de
secuencia con cualquiera de SEQ ID NOs. 24 a 26 o 52, y en cuyo caso el polipéptido
tiene actividad transportadora de metal pesado; o

(b) un ccfmstructo de polinucleétido de al menos 15 nucledtidos contiguos de longitud que
es al menos 65 % idéntica con una regién de cualquiera de SEQ ID NOs: 1 a 23 0 27 a 51
053;0

(e) un ARN bicatenario que comprende al menos dos secuencias que son al menos
parcia|m?ente complementarias entre si y en cuyo caso una hebra sentido comprende una
primera secuencia y una hebra antisentido comprende una segunda secuencia y en cuyo
caso al menos una de las secuencias comprende al menos 10 nucleétidos contiguos de
ARN NtMRP; o

(d) un vector de expresion que comprende el polinucleédtido tal como se describe en (i), (ii)
o (iii) o el constructo de polinucleétido como se describe en (b).

2. Una planta mutante, que no se presenta en la naturaleza, o transgénica, en cuyo caso
la expreéién de polinucleétido NtMRP v la actividad de la proteina codificada por el mismo
o la actividad de la proteina codificada por el mismo estan disminuidas y las hojas de
dicha planta tienen una reduccién en el contenido de cadmio de al menos 5% si se
compara con una planta de control en la que la expresion de NtMRP y la actividad de la
proteina ‘codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada por el mismo no
ha disminuido.

3. Material vegetal que incluye biomasa, semillas u hojas que comprenden células o tejido
de la planta de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 2.

4. Un producto de tabaco que comprende una parte de la planta de Ia reivindicacion 1 o la
reivindicaciéon 2 o material vegetal de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. Un método para reducir niveles de cadmio en al menos una parte de un vegetal, que
comprenbe el paso de reducir la expresion de un polinucleétido NtMRP vy la actividad de la
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proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada por el mismo en
comparacion con una planta | de control en la que la expresion del polinucleétido NtMRP y
la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad de la proteina codificada
por el nﬁismo no ha disminuido

6. Una planta mutante, que no se presenta en la naturaleza, o transgénica obtenida u
obtenibie por el método de acuerdo con la reivindicacién 5, en cuyo caso hay una
reduccion en el contenido de cadmio de al menos alrededor de 5% en al menos una parte
de la planta en comparacién con una planta de control en la que la expresién de
polinucledtido NtMRP vy la actividad de la proteina codificada por el mismo o la actividad
de la proteina codificada por el mismo no ha disminuido.

7. Un polipéptido NtMRP aislado, expresado por un polinucleétido seleccionado del grupo
constituido por:

(i) un polinucleétido que comprende, consiste 0 esencialmente consiste en una secuencia
que tiene al menos 71 % de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 28 0 29 o
51; 0

(i) un polinucledtido que comprende, consiste o esencialmente consiste en una secuencia
que tiene al menos 65 % de identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID NOs: 3 a
23030a50053;

(o]

un polipeptido NtMRP aislado que comprende, consiste o esencialmente consiste en la
secuencia descrita en cualquiera de SEQ ID Nos. 24 a 26 o 52, en cuyo caso el
polipéptido tiene actividad transportadora de metal pesado.

8. Un anticuerpo que enlaza especificamente al polipéptido aislado de acuerdo con la
reivindicacién 7.

8. Un método de detectar un polinucleétido NtMRP en una muestra que comprende el
paso de; -

(a) proporcionar una muestra que comprende un polinucleétido:

(b) poner en contacto dicha muestra con uno o varios cebadores o una o varias sondas
para detectar especificamente al menos una porcion de polinucleétido NtMRP; y

(c) detectar la presencia de un producto de amplificacion, en cuyo caso la presencia de un
producto dé amplificacion es indicativo de la presencia del polinucleétido NtMRP en la
muestra.

10. Un polinucleétido aislado seleccionado del grupo constituido por:

un polinucléétido aislado que comprende, consiste o esencialmente consiste en una
secuencia que tiene al menos 71 % de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 1, 2, 27,
28 029 0 51,
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un polinucledtido aislado que comprende, consiste o esencialmente consiste en una
secuencia que tiene al menos 65 % de identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID
NOs: 3223 030a50053;

uni polinucledtido que codifica un polipéptido NtMRP que comprende, consiste o
esencialmente consiste en una secuencia que tiene al menos 65% de identidad de
secuencia con cualquiera de SEQ ID NOs. 24 a 30 26 o0 52, y en cuyo caso el polipéptido
tiene actividad transportadora de metal pesado.

11..Un constructo de polinucleétido de al menos 15 nucleétidos contiguos de longitud que
es al menos 65 % idéntica a una region de cualquiera de SEQ ID NOs: 1a23027a510
53.

12. ‘IUn ARN bicatenario que comprende al menos dos secuencias que son al menos
parcialmente complementarias entre si y en cuyo caso una hebra sentido comprende una
prinﬁera secuencia y una hebra antisentido comprende una segunda secuencia y en cuyo
caso al menos una de las secuencias comprende al menos 10 nucleétidos contiguos de
NtMRP RNA.

13. El ARN bicatenario de acuerdo con la reivindicacién 12, que comprende una primera
secuencia que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con al menos 10
nucleétidos de NtMRP3 o NtMRP4;

una si_egunda secuencia; y

una tercera secuencia que tiene una secuencia complementaria inversa de la primera
secuencia, posicionada en la misma orientacién que la primera secuencia,

en cuyo caso la segunda secuencia estd posicionada entre la primera secuencia y la
tercera secuencia, y la segunda secuencia esta ligada de modo operable a la primera
secuencia y a la tercera secuencia.

14. ElI ARN bicatenario de la reivindicacion 12 o la reivindicaciéon 13, en cuyo caso la
primeré secuencia tiene al menos 65% de identidad de secuencia con una secuencia
seleccipnada del grupo constituido por: SEQ ID NOs: 3 a 23 y 30 a 50 y 53 y/o en cuyo
caso la tercera secuencia tiene al menos 65% de identidad de secuencia con el

complemento inverso de la secuencia correspondiente a SEQ ID NOs: 3a23y30a50y
53,

15. Un vector de expresion que comprende el polinucledtido aislado de acuerdo con la
reivindicacién 10 o el constructo de polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 11.
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Reduccion de metal pesado en vegetales

Resumen:

Sé describe un vegetal, o célula vegetal, mutante, que no se encuentra en la naturaleza o
transgénica, que comprende (a) un polinucledtido seleccionado del grupo que consiste en:
(i) '{un polinucledtido que comprende, consiste o esencialmente consiste en una secuencia
que tiene al menos 71 % de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 1, 2, 27,28 0 29 0
51;"1 o (ii} un polinucleétido que comprende, consiste o esencialmente consiste de una
secuencia que tiene al menos 65 % de identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID
NQs: 3 a 23 o 30 a 50; o (iii) un polinucleétido que codifica un polipéptido NtMRP que
comprende, consiste o esencialmente consiste en una secuencia que tiene al menos 65%
de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOs. 24 a 26 0 52, y en cuyo
caso el polipéptido tiene una actividad transportadora de metal pesado; o (b) un
constructo polinucleétido de al menos 15 nucledtidos contiguos en una longitud que es al
meﬁos 65 % idéntica a una region de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 23 027 a 51; 0
(c) un ARN bicatenario que comprende al menos dos secuencias que son al menos
pardiaﬂmente complementarias entre si y en cuyo caso una hebra sentido comprende una
primera secuencia y una hebra antisentido comprende una segunda secuencia y en cuyo
caso, al menos una de las secuencias comprende al menos 10 nucledtidos contiguos de
ARN NtMRP; o (d) un vector de expresion que comprende el polinucleétido tal como se
descfibe en (i), (ii) o (iii) o el constructo polinucleétido como se describe en (b).

WPC12770/1D.238782
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J'-utr:augustus
§'-utr.augustus

cds: t

gene:augustus
I

intron:augustus
5]

sta{t_codon:augustus

stop_codon:augustus

transcript:augustus

Itss :augustus

tts:augustus
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(b) tcctagtactgtaagtgaaccagcaaggaaactgcaaagtagatttcttgttcatcaaat

aaatccttgagctgagagatatgattttttctaaggaatttctectttggotctetgtagt
ggtgagtttgattcatatttcaatctagtttttagetttgeottaaaagettettettgee

actagaccaaatccttttecctttttgcatgacacttttttgagtttcatttectettattt

atagagaaaatcttttgatqqggatggttttttttctcttttgcattantggrttagaatt

tatcattgttaaatggtactccctcaataactttttgatttaaaaaaaaaactgtecttt
cattcataatcatcatctcctttattatattactctaaactgttgctaaagttccttttt
gtatattttccctacatgaacttttgctqtactgtgaaagttgatgaacttttattgtac
aatgttttggtccagtagctaacagcccttttatttaattctgagaggtctetttctett
tctettcacactttcacatgtttecocgtttectgtagatttetectttctectttecttggt
tctttttccaactcataatcttcatgtgatttcaatttttgtttgtttttattecatect
ttgtctcttttgatatgggtgacaaacatcttctcttgetgaataaaaatttcacctttt

tte aqt-Qtatqcaqattcaggggatatuaagacataaaggatgaatctttt&tgg Eataa
¢ RTGIGATATGAGGAACAGTA AGCATCACTTTCTTGTTCTGC

FIG. 1
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(b) CTCCACATTTCAATCGTCAGAGGATTCAGCAGTTGTTAAATGGTTAAGATTCATTTTCCT

CTCTCCATGTCCACAAAGGACTCTTCTATCTTCCATTGATGTGCTGCTTTTGCTTACTTT
CATTGTATTTGCAGTACAARAGTTGTACTCAAAGTTGAGGTCCAATGAGCACTCTACTTC
TAGCATTGATARGCCTCTAATTGCACACAACAGGACTTICTgt tagaaccaatetttggtt
taagctgtctctgattttgtcagetattttagecttatettctatagttttatgeatttt
ggttattgtgggaaattcccagTCGCCTTGGAAAGTCATAGATGGACTGTATTGGTTGTT
TCAGGCGATTACACATGTTGTAATCACTATACTAATAGTTCATGAGAAAAGATTTCACGC
TATTTCCCATCCACTGTCCCTGCGCGTGT TTTGGATTGCARACTTTGTAGT TATGAGTTT
GTTCTTTGETTGTGGGATCACAAGGCTTGTGTCACTTAAGGAAATTGATCCTAATTTAAG
AATGGATGATATAAGTTCATTAGTTTCATTTCCTATTTCTGTTGTTCTCTICATTGTTGC
CATTAAAGGTTCGACCGGAGTTGCTGTAATTAGTGATTCTGAATCTCACT TAAGTGATGA
ARCCAATGGTTATGAACTCCTGGATARATCCAGTGTGAGTGGCTTTGCTTCAGCTTCTCT
AATATCGAAAGCCTTTTGGATTTGGATGAACCCTTTACTGCAAARAGGT TACAAGTCACC
TCTCAAGATTGATGAAGTTCCTTCACTTTCCCCACTGCATAGAGCAGAGAARATGTCTCA
ACTTTTCGAAAGAAATTGGCCTAAACCTGAAGARATATCAAAGCATCCTGTCCGARCAAC
ATTGCTGCCTTGCTTTTGGAAGGAAGTTATTTTTACTGCCATTCTTGCAGTAATTAGGGT
ATGTGTTATGTATGTAGGGCCAACACTCATACAAAGATTTCTTGATTACACAGCAGGAAR
GAGGACATCTCCTTATGAAGGATACTACCTTATAGGAACTCTCCTAATAGCCAAATTTGT
GGAAGTTCTAACCTCTCATCAGTTCAACTTTAACTCCCAAAAGCTTGGCATGCTTATTCG
AGCGACACTTCTCACTTCTTTGTATAAGAAGGGGTTAAGGTTGTCATGCTCAGCTAGACA
GGCTCATGGTGTTGGACAGAT TGTARATTATATGGCCGTCGATGC TCAGCAGCTGTCCGA
TATGATGCTACACCTACATTCCATTTGGCTCATGCCATTGCAAGTTTCTCTGGCTTTAGG
CATCCTTTATACTTACCTCGGTGCTTCAACTGTTGTARACGCTAGCTGGACTTGCAGCAGT
GATGGTATTTGTGGTGTTTGGAACTAARAGAAACAACAGGTTTCAATTTAACATCATGAA
GAATCGTGATTCTAGAATGAAAGCGACAAATGAGATGCTTAATTATATGCGCGTTATAAA
GTTCCAGGCATGGGAAGARCATTTTARCAAAAGAAT TGAATCCTTCCGCGAATCCGAGTA
TGGATGGTTGTCCAAGTTCTTGTACTCAAT CGCTGGGAATATCATTGTCTTGTGGAGCAC
TCCTCTTCTAGTGGCTACACTCACTTTTGGAAGTGCAATCTTGTTGGGAATCCCGCTTGG
TGCAGGCGACAGTGTTCACTGCAACATCTCTCTTCAAGATGTTGCAGGAACCGATCAGGEC
TTTCCCTCAATCCATGATCTCACTTTCACAAGCAATGATATCTCTTGATAGATTGGACAA
ATATATGATGAGTAAGGAGTTAGTGGATAAAGCTGTGGAARGACTAGAAGGTTGTGGGGE
TACAATTGCTATGCAGGTGARAAGATGGAGCTTTTTGCTGGGATGATGAAAACACTAAAGA
AGAMTTGAAANTGTAAACTTTGAGATTAGAAAAGGAGAGCTTGCAGCAGTAGTGGGGAC
AGTTGGGGCGGGGAAGTCTTC! ACTTGGTGAGATGCACAAGTTGTC
GGGTCAGgtatggctctecatccttetgtttgtttgattaatacaaactttgetgecaatt
accttttgeceocttgttgctacetettttotgtggtataaaaaattaatgtaggetaatyg

tgtagagtggaggtattatatgcagaacaattgcaatcaagcaattacctgtgagatact

FIG. 1(conta)
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(b) attttgttttcatattagtggactggtacattctcattggtgtategtttgatctecace
aaagcagaggttttactggccgacagagtcaaactactgtgcttcactecttttacteca
atccttagtagtctttgetictaatgaacttcaagegtgtaatagaaacaccattatatt
attagctgattagttactttacaattecagagcatatttacattttctgettggttgtet
attactctggataacagtcctaaatgcaagcaaaatcaactgtgttttcagtcecttgaget
gaccaattagttcatgatgtcctcagcttgteccaagetggtgectcaceggaattatgtg
ggaccttcgtacttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaatgatttgatt
ggttaatagttecttaaatgtagtaattatttgectaacttactttaccaacecettgtee
aacagGTCACAATTTGTGGTTCAACTGCCTATGTTGCACAAACATCGTGGATTCAGAATG
GCACGATACAAGAAAMATATCCTGTTIGGTATGCCAATGANCAGAGACAGATACAAGGAANG
TGATCCGGGTTTGCTGCTTGGAGAAGGACTTGGAAATAATGGAGTTTGGAGACCAGACTG
AMATAGGAGAACGTGGCATCAACCTCAGTGGTGGTCAGAAGCAGCGAATCCAGCTTGCAA
GAGCTGTTTACCAGGACTGTGATATTTATCTTCTAGATGATGTATTCAGTGCAGTTGATG
CTCACACTGGCTCTGAAATCTTCAAGot tagaagtccacaatgtcatgtgtecattgaaga
tttaatttaagatagaaattacattgtttcattctgcaaattatggacctatcagagaaa
aatcatggattttgaatggctactttccccagtgaagacacatatcatttcctgggagga
agatgtgaaagtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaag
tttggaaggcttaatccatcatttgttatectgttgtctacttgtetttattaaaattett
cttagtccaatcactttecgatgaagttgactagtettagtcacectgaatactttaaatet
ttgccttggtgtetetatattttcagecatectecaattecgaagetecatatttgttttcte
tttgtaatgtccatctgaaagtttcatgettttttgcagGAATGTGTGAGGGGAATTCTT
AMGATAMACCATTTTGCTTGTCACACACCARGTTGACTTCTTGCATAATGTTGACCTG
ATCCTTgtaagtttcagagtgttttatcaaccectttggaaccaagtgtcaagagtagty
tttcttggttgttaaatgattcacatgtgtgttggtttetataaaacctgaactrtatgt
tttatcagagtgttitgetttcttgaagGTCATGCGAGATGGGATGATCGTGCAATCTGG
CARATATAATGAGATATTAGAAGCTGGAATGGATTTTAAAGAGCTAGTAGCTGCACATGA
GACCTCTTTAGAACTTGTTGACGTGGAAACAACCAAAGAGAGCAATGCCTCCCTTGAAGA
ATCAAAATCTTCTCGAAGATTATCTAAGGAAGARAACGGAGATGATAAATCTCARCAGTC
TACATCTGATAGGGGGGATTCTAAACTTATAAAGGAAGAAGARAGAGARACTGGAAAAGCT
CAGTCCTCGTGTGTACAAGCTATATATTACTGAAGCT TTTGGATGCTGCCETGTAGTGCT
AGTTATCTTGTTTTCGTTCTTGTGGCAAAGTTCTCTAATGGCAAGTGATTATTGGCTGGC
ATATGAAACTTCAGCGGATCGTGCCATGTCCTTCAATCCTTCTCTGTTTATIGGGATATA
CGETGT TATT GCAGT TG T T I CT TCGTTGCTGATAGTGATCAGGATGTATT TTGTGACACT
TATGGGGCTCAAGACTGCCCAMATATTTTTCGGACAGATTCTTTACAGCATACTGCATGE
TCCTATGTCATTTTTTGACACARCACCTTCCGGAAGAATTCTGAGTCGGgtaaatttetyg
aggacaagttttitccttttgcatgtaaattcaaactttgectgecttagatgattaaataat
gaaaaatatccattgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttce

FIG. 1(contq)
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attcactgatgttgagatgttttgttttttttctgcagGCATCTAATGATCAGACCAACA

TTGATGTCTTCCTCCCGTTTITT TATGAATCTCACTTTGGCCATGTTTATCACACTGCTCG
GCATCATCATCATCACATGCCAATATTCTTGGCCTACCGTACTACTTTTGATTCCTCTGG
GTTGGCTTAATATCTGGTACCGGgtatgagecactgtttataacageecgtecttttttett
ttcttgtctgaactcaaatttgaatcctttgtttagaggcaattagtetgetetgageat
tttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattegttectgtecageta
aaactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctcectattttttgattat
ttgcaactctgatcaatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatact
aagctcacatctacattggttgcaagtagaattttcaagttgtcattcacttatattgtt
tgaactaggagattagcattcttctgcaaggageccctgaatgettgaaaagttaaacaga
aaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagtaattcaattggagcacaga
tatatgacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtagactacaa
ttgaaataacaggtaattcatttctggtttacagGGATATTATCTTGCAACATCTCGTGA
ATTGACTCGGCTTGACTCAATTACAAAACCACCTGTTATTCATCATTTCTCTGARAGCAT
CTCAGGTGTTATGACTATACGTTGCTTTAGGAAGCAGGAGATGTTTTGTAACGAGRATGT
AMACCGAGTGAATTCCAATCTGCGARATCGATTTCCACAACAATGCGATCCAATGAATGGTT
GGGCTTTCGACTGGAATTGATGCGAAGCTTACTTCTTTGTGTTTCTGCAATGTTCATGAT
TCTCTTACCTAGCAGCATCATCAAGCCAGgtataacaccgtccaatgctcatttatggga
attataaattctagtatttgataatccttctgtactttagatctacctgctctactgaaa
aatgaaatgagtatgaggaaatagaatatccgttgagcatttatgtctttctattaaaaa
tttgcattctatcttcttgtttcaagtcaaaatc ttgaacaactatatctagagaatttt
Cccttcttgtgaagtaatgcatatatacatcaagagaagtcagagttgotgaatgaaatag
tagatcaaatttaagtgttgtgecctataaagaatigtatggtgagattgaatatagtggt
catattattttctcaatcttagtgattaaagtatticcatacaaacagacaagcatttagt
cgtgcattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattettteoagetttecte
tgtatatgtgtgttctattctggagetgaagataactaatattettttttatttcoctacag
ARRATGTTGGTTTGTCACTATCATATGGCTTGTCTCTTAATAGTGTCCTATTCTGGTCCA
TCTTTGTGAGTTGCTTTGTGGAAAATARAATGGTTTCTGTCGAAAGATTAAAACAGTTCT
CAGAAATACCATCAGAAGCAGAGTGGAGARAGATGGATTTTCTCCCACCTTCAAGTTGGE
CAAGCCGTGGGAATCTTGAGCTTGAAAACGTGCAGgtaataat tetaactaattetgtgg
ttgctatttgctagecatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcatagtaaggaagag
agggtagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatet
ctatattgtttgttctactggtcaacagGTTAGATATCGTCCGAACACTCCTCTAGTGCT
TARAGGAGTTACTCTCAGCAT TAGAGGGGGAGAGAAGATAGGTGTTGTTGGTCGTACAGG
GGGTGGAAAATCARCATTAAT TCAAGT T TTCTTTCGTTTGGTGGAGCCTGCAGCTGGAAG
ARTAATCATTGATGACGTAGATATATCCAGACTTGGGCTTCATGATCTTAGATCTCGCTT
CGGGATCATTCCCCAAGASECACTECTI P TFCAACGAACTGTGAGAAGCARCATTGACCC

FIG. 1(contq)
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CATTGGACAATATTCAGATGATGAAATTTGGAAGgtaatctaacttgctgactgaaataa
tttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagecaaacatgtettetgagtgetgaga
tectttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
tatactccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgea
gAGCCTCGAACGCTGCCAACTCARAGATGTCGTGTCTTTAAAACCCGAAAAACTTGATTC
ACCAGgtaaattttcctectetacgtcatecttgtggttctttgeggaattatgecaacea
actttttatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
gTTGTTGATAACGGAGATAACTGGAGTGTCGGACAGRGGCAGCTTCTTTGCTTGGGAAGA
GTGATGCTAAAACGTAGCAGACTTCTATTTATGGATGAGGCAACTGCCTCTGTTGATTCA
CAGACAGATGCAGTGATTCAGAAAATCATCCGCGAGGACTTTGCGGCCTGTACTATAATC
AGCATTGCCCACAGARTACCAACAGTCATGGACTGTGATAGAGTTCTTGTTATAGATGCA
GGTGCTGATTTCTCTCCTTTTACTTTGTACCTTATTTTGAATCTGGTAAATGATTATTTA
TCTGTATGTGATGGTTTCCAACCAATCATAGTCAGTACCTTTATGAAGAAATTGCCTAAT
GTTAGCCAAGTAGTAGTAAATGCAfiERagtcat tagectatttgttttggattttatgag

tttcatacttcaaactggaagcttatg;tatactatctgatccc:tgtttgtatagattg
ctttcttticctttttcteggatttatettatatataageggacagagtaaaagaatgta

aacatgcgtaatttgacctattatagcagattatttgtcttattttccaggtegetgatt
ccacttattaggagtagttacacgtatttatcttttaagtgaaataatagtgtaaagttt

cttttggcactgtcggtgtaaagaagttaaactectttectttaaccececggeatttcttat
tcatgcaggaatagcaaaagagtttgacaaaccatctegtttgottgaaaggectteact

ttttggggct i tggttenageatatgeeaacegatcctctgagetctaaccacactattt
tggctttcatgectttitgetgtaaattgcagetatcttggaggataggtgaaacaggaaa

aatacctatccaaatgttacatagatticcaaatagtgttatetectactaagetateea
gtagatttttggaaatgtaacaatattgggattaacaattgtaattgatgaatctattaa
tcaaatacaatgattattctgttatagatgtagtctgtgcaatgttatatagactgattt

¢
F I G i 1 (Cont'd)
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ﬂqtctcagaaaccaatcttcgttaataatgttdcacgacgatgatga:gaaaattaqgggactcragactagtaccttag

tcgatagtgttttgagtticcatetgtggacaccatagettgaacaagaaccagegaaatgeaggteatgecctgtggett
gagggaaactgcadcaatectatggcagggaaagaaaccltacatetagtgatgcaatattgattgtgqaagtggeatttgt
Ctttgtttagactttttgatgagaaaatgtatacgtaactttgtgtttacaataatttgaatgtatgttgagtcaagtga
ttagttagttaagagtgcacqgattttqctacttctgqytaaaagaaqtaaaccttgttgttgagagttgaaagtgaaat
tactagtgtcgaattttgeegeataagectaaatgaaacacttttacgataaactectagtgraacaaaggaaaaattoat
tggcaagactagctgtttatgtttcacgac
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
tnduostria v Comercio RELACION.DE ANEXOS
SUPERINTENDENCIA

:|Dependencia: Fecha: ! / / Recorrido:
i , AAAA MM, DD

Tipo de Radicacion: Entrada: o Salida: O Traslado: O Convenio: O

'Radicador: - Planilla:

"_ID : No. Radicacion Consecutivo Item Item Ur.ndad dfz

. 2 Conservacién
1 '3 P 6 }\e & — o) ® 1 Bolsa
2 2 Caja

Ny

3 . 3 Libro
4 - 4 Sobre
5:= 5 Tomo
6: 6 Otro
7 ll. ) ' _ Item Soporta Documental
8 7 CcD
] ]‘ 8 Disquete '
10 .:‘ . 9 DVD
1Tl . 10 Folleto
12 11 Foto
130 . . 12 Periodico
14 ; . 13 Plano
15 14 Publicacion Periddica
16 15 usB

7 10 - Otro

Observaciones:
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CERTIFICADO
DE GESTION
DE LA CALIDAD
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CERTIFICADG SC 3980-1
PRESTACION DEL
SERVICIO PUBLICO
NOTARIAL.

150 9001:2000
NTC-ISO 9001:2000

COPIA NUMERO 1

DE LA ESCRITURA NUMERO: s A R
FECHA: 19/Marzo/2010

ACTO O CONTRATO:

FODER GENERAL

OTORGANTES &

FHILIF MORRIS FRODUCTS 3.A.
LUZ CLEMENCIA DE FAEZ

o \

—% IizNet ?
AMPARO QUINTERO ARTURO
NOTARIA SEXTA

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41

Correo Electrénico: notaria6debgta@etb.net.co
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ESCRITURA PUBLICANUMERO - = = 1444= ~ - - - —
& &

— MIL CUATROCIENTOS CUARENTA Y ?]‘R —_———— -

DE FECHA: MARZO DIECINUEVE (19)“~ - ~ - - — -
DEL ANO DOS MIL DIEZ (2.010) =/~ = = — =~ — - ~

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 ----
Enla ciud?r’de Bogota D.C. Republica de Colombia, ante mi,AMPARO QUINTERC

ARTURO - - -~ Notaria sexta (6a.) de éste circulo notarial, se otorgé la

presente escritura plblica que se consigna en los siguientes términos:

COMPARECENCIA: Con minuta escrita, comparecié 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:
ESTIPULAQIONES:

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, designo a
CAVELIER ABOGADOS como su representante para la Proﬁiedad Industrial 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.PA. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania numero 35.456.344 de
Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, TPA. No.73.366, identificada con cédula de
ciudadania numero 39.787.682 de Bogotd, OSCAR FERNANDO CORREA

BARBOSA, TPA. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania namero

PAPEL DE USQO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO

%,
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79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.PA. 65.794
identificada con cédula de ciudadania ndmero 52.006.265 de Bogotd 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 la sociedad a cuyo nombre actta, ante
cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccién, incluyendo las del
orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales
de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos: —-—---

a) Obtencion de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefias, variedades vegetales, denominaciones de origen e
indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

derechos

b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,
cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, la tutela, la proteccion de secretos industriales y de nombres de
dominio junto con su administracion y pago; y en general los procesos civiles,
penales, administrativos o contencioso- administrativos, de conciliacion,
arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y procesos que

promovamos O Se Nos promuevan.

CUARTO.- Que los apoderados designados estan facultados en todos los
asuntos arriba determinados para sustituir 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 acredita la constitucién y personeria de la
sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del
documento de representacion otorgado el dia 02 de Diciembre de 2009 - - -

por PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A.," documento que estd debidamente

legalizado

2




AW VLD ), avajy Ldiuinuaig A3 L (W), v R AR

PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A.

)
1%

domiciliado (s)
en/of Neuchiatel,

Switzerland

Por el presente nombramos a CAVELIER
ABOGADOS, sociedad colectiva constituida de
conformidad con las leyes de la Reptblica de Colombia,
mediante Escritura Piblica No. 6233 del 10 de
septiembre de 1974, otorgada en la Notaria Sexta del
Circulo de Bogotd, domiciliada en Bogoti D.C,, con
matricula metcantil No. 00820237 y NIT 860041367-3,
domiciliada en la Camrera 4a N° 72-35, Bogota,
Colombia, como nuestra representante en todos los
asuntos de Propiedad Industrial, con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apodetados judiciales o
extrajudiciales.

CAVELIER  ABOGADOS también  podrd
Iepresentatnos, con las mismas facultades arriba
indicadas, ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no judsdiccion, autoridades administrativas o
jurisdiccionales, tribunales de arbitramento, en asuntos
de npaturaleza civil, comercial, penal, constitucional,
competencia, competencia desleal, administrativa,
contencioso administrativa, proteccion del consumidor,
variedades vegetales, nombres de dominio, oposiciones
u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias,
acciones de tutela, la proteccién de secretos industriales,
derecho regulatorio y en general para que nos tepresente
en cualesquiera acciones y procesos que promovamos o
se nos promuevaan.

La representante podrd, en nuestro nombre, designar
apoderados para actuar ante autotidades administrativas
y judiciales, por wvia extrajudicial y también
procesalmente en nuestro nombre, como demandantes,
como demandados, como litisconsortes, como agentes
oficiosos, como terceros, por llamamiento en garantia o
tomo intervinieates ad excludendum. Dentro de esta
autorizacién, la representante podri facultar a los
apoderados que ella designe para transigir, conciliar,
admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir,

© CAVELIER ABOGADOS

Do hereby appoint CAVELIER ABOGADOS, a
general partaership organized under the laws of the
Republic of Colombia by means of Public Deed No.
6233 of September 10, 1974, granted at Notary Sixth of
the Bogota Circuit, domiciled in Bogota D.C., with
Mercaatle Registration No. 00820237 and Taxpayer
Identification Number 860041367-3, domiciled at
Carrera 4a N° 72-35, Bogota, Colombia, as our
representative for all Industrial Property matters with
faculty to receive notifications and appoint attorneys in
and out of Court.

CAVELIER ABOGADOS may also represent us, with
the same faculties stated above, before any entities or
persons, with or without jurisdiction, administrative of
jutisdictional authorities, courts of arbitration, in civil,
commercial, criminal, constitutional, competition, unfair
competition, administrative, administrative contentious,
consumer protection, plant vadeties, domain names,
opposition or obsetvation matters, administrative and
Court cancellation, aullity, precautionary measures,
licensing, action for writ mandamus, protection of trade
secrets, regulatory law and in general represent us in any
actions and suits instituted by us or against us.

The represeantative may, in our name, designate
attorneys to act before administrative and judicial
authorities, through out-of-court channels, and also
procedurally in our name as plaintiff, defendant, joint
litigant, representative without power of attorney, third
party, when summoned to appear in court or as
intervener ad excludendum. Under this authorization,
the tepresentative may empower the attorneys appointed
thereby to compromise, conciliate, admit the facts of the
case, desist, cancel, receive, resign and substitute the

1



‘. Por/by

Firma/Signature

Nota:
PARA SOCIEDADES

El documento de Representacién deberi ser firmado
por cl representante legal de la compaiiia, autenticado
ante Notario Piblico y legalizado¥*,

El Notario deberé certificar: i) que la compaiifa existe;
i) que ejerce su objeto socialy y iii) que la persona que
firma estd autotizada para otorgar este documento.

*La legalizacion podri ser por Apostilla si el pais del
otorgante hace parte de la Convencién de La Haya del
5 de octubre de 1961 o aate ¢l Cénsul de Colombia en
caso contrario.

PARA PERSONAS NATURALES

El documento de Representacién debera ser firmado
por el otorgante: El Notario Pablico deberi cectificar
quc la persona que firma es guien dice ser.

Posteriormente el documento de Representacién
deberd ser legalizado por Apostilla si el pais del
otorgante hace parte de la Convencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Coénsul de
Colombia en caso contrario,

Voo, =~

Note:
FOR CORPORATIONS

The Represeatation document ought to be signed by
the legal cepresentative 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 a 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 countsy is a
member of the The Hague Convention of October
5, 1961 or before the Colombian Consulate if
otherwise.

© CAVELIER ABOGADOS

HILIP MORRIS PRODUCTS S.A.
2000 NEUCHATEL

Aurélie Nusbaum, Counsel ——

@&W

Patent Counsel
Philip Morris Products S.A.




LEGALISATION :
Vu pour légalisation de la signature sociale de Philip Morris Products S.A., 4 Neuchdtel,
apposée ci-devant par:
- M. Stefan Kaiser, né le 19 mars 1971, originaire d'Allemagne, a Neuchitel, Patent
Counsel --
- Mme Aurélie Nusbaum, née & Oullins (France), le 31 janvier 1973, francaise, fille
de Gérard, divorcée, domiciliée & Saint-Légier-La Chiésaz (VD), Counsel ------——-- -
qu’elles engagent par leur signature collective a deux.
Neuchitel, le deux décembre deux mille neuf (2 décembre 2009)
Rép. Gén. Vol. 84 No 97

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pays: Suisse
Le présent acte public
2. a3 été signé par Me Blaise Stucker,
3. agissant en qualilé de notaire,

4, est revélu du sceauftimbre de Me Blaise Stucker,
notaire a Neuchatel/Suisse

Atlesté

. & Neuchatel 6. le 02/12/2009
par la chancellerie d'Etat
sous No 2616

Sceaultimbre 10. Signature

= o N M




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.
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TRADUCCION OFICIAL NO.155/2010.-

© ® N o o

APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE 1961)

PAIS: suiza

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: ABOGADO BLAISE STUCKER
ACTUANDO EN SU CALIDAD DE: NOTARIO

LLEVA EL SELLO DE: ABOGADO BLAISE STUCKER, NOTARIO EN
NEUCHATEL.

CERTIFICADO
EN: NEUCHATEL

EL: 2 DE DICIEMBRE DE 2009
POR: LA CANCILLERIA DE ESTADO
BAJO EL NO. 2616

SELLO: REPUBLICA Y CANTON DE NEUCHATEL

10. FIRMADO: SEVERINE DESPLAND

LATRADUC'I} RA QFICIAL

HELENA URIBE DE LEMOINE

120
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 (HEREL A

CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTA
SEDE CHAPINERO
16 DE MARZO DE 2010 HORA 11:18:42

R027783853 PAGINA: 1 de 3

2 QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18-ii:
% DE ABRIL DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.:i':
5,237 DEL LIBRO XIIT,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-"

e
.

***i*i**i********i****

****‘t*i‘****%—****;ﬁ-** ir***i******i****i*&**************i**i*****i**t*t*'k

* EN JUNIO DE ESTE ANO SE ELEGIRAN JUNTA DIRECTIVA Y REVISOR FISCAL *
* DE LA CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTA. LAS INSCRIPCIONES DE *
* CANDIDATOS DEBEN HACERSE EN LA PRIMERA QUINCENA DE MAYQO. #*
* PARA INFORMACION DETALLADA DIRIGIRSE A LA SEDE PRINCIPAL, QUINTO *
* PISO, O COMUNICARSE AL SIGUIENTE TELEFONO: 5941000 EXTENSION 2899.*
* *

B R Fhkkhbhhtkhhkhhkhddbhhhbhbhbhhbhdrodtdionds

CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL QO INSCRIPCION DE
DOCUMENTOS

CERTIFICA:

NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : B60041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D o R

G CERTIFICA:
NO: 00820237 il

: oo n o CERTIRICA: 40

CONSTITUCION : QUE POR-ESCRITURA PUBLICA 'NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.CDEL3:10. DE SEPTIEMBRE:DE:1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMBRE DE'1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL --DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER: e e o

S

. CERTIFICA : “fusay

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL 5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER
ABOGADOS '

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA GA.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELTER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

CERTIFICA:

CERTIFICA

DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR- =
CA. J o~ .
CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE QCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMERE DE 1984

BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU

|i¥



NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFLICA:
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-IIT-1.983-N0.129.337
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-III- 1991-NO. 3.841
2.155 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-IL -1.991  6A. BTA. 7- V. -1991-NO. 3.882
1.739 14-IIT-1.991 6A. BTA. 7- V. -1991-NO. 3.881
5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 WO. 4.019
8.596 4-XII -1.991 6A. BTA 16-III -1992 NO. 4.430
1.494 10-III -1.592 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 5-I  -1.993 6 STAFE BTA . 13-T - -1993 NO. 4.850
4.877 29-VI -1,993 6 STAFE BTA 7-VII .-1993 NO. 5.065
5,216 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-IX-- 1.993 JUNTA DE ‘SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 18-IV-" 1.995.. .6.STAFE BTA . 27- IV:'-1995 NO. 5.937
2.227  25-1V-1.995 " 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092
7.584  12-XII-1,995. 76 -.STAFE BTA-19-"XII-1.995 NO. 6.294
676  11- II-12997 6 STAFE BTA 14- II *-1.997 NO. 6.873
RS CERTIFICA: Ga
REFORMAS : e S e
E.P. NO. FECHA "“NOTARIA CIUDAD . FECHA NO., INSC.

0004506 19357/07/28 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
0006705 19597/11/04 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. 20 9/10/21 00012243
CERTIFICA:

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

1997/09/02 00007115
1998/04/21 00007426
1998/08/13 00007544
1998/08/27 00007564
1988/11/12 00007644
2000/12/04 00008481
2003/06/04 00882729
2004/07/28 00009703
2005/04/07 00009917

ﬁ(}é‘)f‘)ﬂﬂﬂﬁf’)ﬂp.

.
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CERTIFICA: '
CBJETO 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 TOCDA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
MISMO, INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
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INTERES, MANDATO CIVIL Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES
SIN ANIMO DE LUCRO.

CERTIFICA:
CAPITAL ¥ SOCIOS: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
NOMINAL DE $1.00 CADA UWA, DISTRIBUIDO AST :
- SOCIO CAPITALISTA (S)

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: &,800.00 VALOR: $8,800.00

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUQTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

- SOCIO INDUSTRIAL (S)

CHAVARRO JORGE 2 C.C. 000000016209380
NO. CUOTAS: 0.00 . - / ABDEOQ

SUAREZ DE PAEZ LUZ.A

C.C. 000000035456344
$0.00 5

NO. CUQOTAS: 0.00;
PENA VALENZUELA DA
NO. CUOTAS: 0.00 T—_——
MARIN RUALES GERMAN HUMBERTO
NO. CUOTAS: 0.00 _«i
TOTALES " AR
NO. CUOTAS: 10,00

S VALOR: $10,000.00

R CERTIFICA: e
QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS“NO. 001431 Y“001432'DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XITI, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO.. '

CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIO
'FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE |
. 'DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECEO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL.:
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN:
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO DE
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES




ESTATUTOS

CERTIFICA:
** NOMBRAMIENTOQOS **
QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE SOCIOS DEL 14 DE AGOSTO DE 2009, INSCRITA
EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 200% BAJO EL NUMERO 00012200 DEL LIBRO XIII,
FUE (RON) NOMBRADO (S):

.

NOMERE 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 TFACULTADES 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
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD & e )
CREAR O SUPRIMIR TODOS, LOS EMPLEOS’QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR ~-PARA E BUEN.-. FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR . LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEHPENARLOS ASI ~“COMO : - RETIRARLOS b4
REEMPLAZARLOS CUANDO' HAYA LUGAR. CUENDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE-REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO.- OCHENTA { 180 )
SALARIOS MINIMOS MENSUALES; ° BU=LE CELEBRACION REQUERIRA LA
APROBACION PREVIA DEL CONSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA:

** REVISOR FISCAL **

QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

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

NOMERE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 0DOOOO0D2877024
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.

LA EL PRESENTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE LA
Ll FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO * % ¥

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

a s T e
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75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMPRESA, DE 50% EN EL

SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 ¥ DECRETO 525
DE 2009.

EL SECRETARIC DE LA CAMARA DE COMERCIO,

VALOR : $ 3,600

DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1995 Y IA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES
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IPRESO EM ENERD 1* DE 2010 POR POLYPRINT EDITORIAL LTOA. - NIT 830020 G568
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267729

7%700021

Presente el sefior CARLOS ALBERTO GALLON
GIRALDO, domiciliado en Bogot4, identificado como

aparece al pie de su firma y manifestd que est4 conforme

con el contenido de esta escritura publica
~—-—— HASTA AQUI LA MINUTA PRESENTADA —---eenre-

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 aprobacién y para constancia la firman
ante mi el NOTARIO QUE AUTORIZA —

DERECHOS NOTARIAL;S $ 42. 860 00 = = = = = = == — e —— o —
IVA 16% $ 15.403.00 = = = — = = — = — - o A e

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

sellado notarial nimeros:
7-700021-267736 /

- 7-700021~ 267729/ ______________ =
EN BLANCO... EN B.,_ANCO

OTORGANTE

W_,_)Q

CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO
ce. [90ee yor 724
TEL 24X3¢&/
REPRESENTANTE LEGAL DE CAVELIER ABOGADO

,-r- ,_,’ ;
AMPARO QUINTERO ARTURO i
NOTARIA SEXTA (6a) DE BOGOTAD.C.

T1558110 POANGELIK

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO



ES FIEL ¥ SEGUNDA COPIA { FOTOCORIA } TOMADADE LA ESCRITURA
PUBLICANUMERC 1444 DE FECHA 19 DE MARZO DE 2010.

COPIA QUE EXPIDO CON DESTING AL INTERESADO EN 0B HOJAS RUBRICADAS
EN SUS MARGENMNEESZ, LA CUAL CARECE DE NOTAS DE REVOCATORIA,
MODIFICACION © SUSTITUCION, POR TANTCO SE PRESUME VIGENTE EL PODER
EN ELLA CONTEMNIDOG.

BOGOTAD.C. MARZO 23 DE 2010
RESOCLUCION 01 DE 2009

LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA D¢

AMPARO QUINTERO ARTURO
MNOTARIA




NIT : 800.176.089-2
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0025026

Bogota D.C., Marzo 13 de 2013 - 07:46:49

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

Ni 860.041.367

TIPO PAGQ BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA Na. PAGO

EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGN_AC|ON BANCO DE BOGOTA

062754387 196856321

12/03/2013 22.941.000.00

@ cant RenTISTICO

*** Conceptos Pagados bl

Web: www.sic.gov.co
, Marzo 13 de 2013 - 07:47:00

Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea:

1 50005-01-01 sl’?ucnuoss 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE “—j(i(i.i)i)i).zozo ———————— $_ 2_8_8=8=§8_ 88—_=
F/ WM%M/@WM@%@@WW@@ ///////7//%7//’:[;&010

—

oL oy 12730-841-088 -2 .

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

e-mai: info@sic.gov.co : 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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NIT : §00.176.089-2
.-

PN

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

S

e RECIBO DE CAJA
S
Industria y Comezcio

No. 13 - 0030561

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 03 de 2013 - 08:50:23

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO

CUENTA No. PAGO FECHA PAGQ

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

189813971 03/04/2013

VR PAGO
30.980.000.00

*** Corceptos Pagados ***
__CAI\LT_.BENILSILCD CONCEPTO

550005-01-01 SOLIGITUDES
. ADICIONAL A LAS 10 IN

Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTQO
1607 REIVINDICACIO[}I,P/!\PTENTE UNITARIA 30.000.00

150.000.00

$150.000.00

SON: **CIENTOI'._CINCU TA/MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
b III .
'. @g&gonsable: .

Reciho de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

B AN

Fecha: 2013- 88- -00000-00
echa: 04-03 16:46:51
Tra. 11 PATENTEIYI Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 37
Act. 411 PRESENTACION Foliossz f?e,SENAC'ONAL'

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Colom 12A%0- R4I~0&8-2.

Web: www.sic.g&v.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
13:50:37




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

. Industria y Comercio
" SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD FASE NACIONAL PCT

{21) N° de solicitud:

22) Fecha de solicitud:
(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad ~ (32)  Fecha  (33) Pais
: 10009180.0 2010/09/03 EP

(61) Int CI: CO7K 014/041

(71)Solicitante(s)  PHILIP MORRIS PRODUCTS S.A.

(72) Inventor(es)  LUCIEN BOVET

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85):  Fecha limite inicio fase nacional: ~ 2013/04/03
(86):  Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
. Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2011/08/31
No. de solicitud PCT/EP2011/004383

(87)

Publicacion internacional
Fecha: 2012/03/08
N° publicacion: WO 2012/028309 A2

(54) Titulo:  REDUCCION DE METAL PESADO EN VEGETALES

Resumen:

Se déscribe un vegetal, o célula vegetal, mutante, que no se
encuentra en la naturaleza o transgénica, que comprende (a)
un polinuclestido seleccionado del grupo que consiste en: (i)
un poiinucleétido que comprende, consiste 0 esencialmente
consisﬁe en una secuencia que tiene al menos 71 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 1, 2, 27, 280 29 0
51, o (i) un polinucledtido que comprende, consiste o
esenciaimente consiste de una secuencia que tiene al menos
65 % dé identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID
NOs: 3 a 23 0 30 a 50; o (iii) un polinuciedtido que codifica un
polipéptid_o NtMRP que comprende, consiste o esencialmente
consiste en una secuencia que tiene al menos 65% de
identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOs. 24
a 26 0 52, y en cuyo caso el polipéptido tiene una actividad
transportadora de metal pesado; o (b) un constructo
polinucleéti{_io de al menos 15 nucledtidos contiguos en una
longitud que es al menos 65 % idéntica a una regién de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1223027 a51; 0 {c) un ARN
bicatenario due comprende al menos dos secuencias que son
al menos pé’(cialmente complementarias entre si y en cuyo
caso una hebya sentido comprende una primera secuencia y
una hebra antisentido comprende una segunda secuencia y en
cuyo caso al ‘menos una de las secuencias comprende al
menos 10 nué_leétidos configuos de ARN NtMRP; o (d} un
vector de expresion que comprende el polinucleétido tal como
se describe en (i), (ii) o (iii) o el constructo polinucledtido como
se describe en (b).

133
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Indiustrda v Camereio

i 1T
RATENTE DE INVENGION | ] NODELODE U7 Fech 2g1\5;gﬁég,1;”l§g? -:éggjég%O;R.NUEVASCR

———

DPescripcidn de fa invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

I

[ncompleta D

Patos de identificacion del solicitante o de [a persona que presenta la solicitud

Comprobaite de pago de las tasas establecidas (De ser &l case formate de descuento)
Campleta l:l '

ASE
. Folios: 133 NACIONALI

—

B/ Indicacion que se solicita una PCT

PATENTE DEINVENCION POT mum DE UTILIDAD ReT || Ark8 Dectsicn 486100, Clreular (nica

Dibujos de ser estos pertinentes

D/ relvindicatorio, resumen)

Comprobante d

Incompleta D

Copia de la solictud en espafiol, tal coma fue presentada inisialmente (capx’tulol deseriptive,

& pagede las tasas establecidas (de ser el caso formate de descuento)
Completa B{E

. piseflo NpusTRIAL [

L

(Art, 119 Declsicn 486/00)

Indicacidn que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Comprobante de pago de laé tasas establecidas

Completa D Incompleta L—___l

Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefia.

 ESQUEMADETRAZADO [ | . (Ark. 92 Decislén 486/00)

D Indicacién que se solicita un esqueima de trazado

L1

Datos de identificacion del sollcitante o de la persona que presenta la solicifud
D Represertacion grafica de un esquema de frazado

[:] Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D

Incompleta D

PINO-FOA (200811480

R
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SEQUENCES (shading indicates the position of exons)

SEQ ID No. 1 (DNA sequence of NtMRP4 with 5' and 3' UTR)

atggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttcttgttctge

ctccacatttcaatcgtcagaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcct
ctctccatgtccacaaaggactcttctatcttccattgatgtgectgecttttgettacttt
cattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggtccaatgagcactctactte
tagcattgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatctttggtt
taagctgtctctgattttgtcagctattttagecttatcttctatagttttatgcatttt
ggttattgtgggaaattcccagtcgccttggaaagtcatagatggactgtattggttgtt
tcaggcgattacacatgttgtaatcactatactaatagttcatgagaaaagatttcacgc
tatttcccatccactgtccctgecgegtgttttggattgcaaactttgtagttatgagttt
gttctttggttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaattgatcctaatttaag
aatggatgatataagttcattagtttcatttcctatttctgttgttctcttcattgttge
cattaaaggttcgaccggagttgctgtaattagtgattctgaatctcacttaagtgatga
aaccaatggttatgaactcctggataaatccagtgtgagtggctttgecttcagecttctct
aatatcgaaagccttttggatttggatgaaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacc
tctcaagattgatgaagttccttcactttccccactgcatagagcagagaaaatgtctca
acttttcgaaagaaattggcctaaacctgaagaaatatcaaagcatcctgtccgaacaac
attgctgcgttgecttttggaaggaagttatttttactgccattecttgcagtaattagggt
atgtgttatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcaggaaa
gaggacatctccttatgaaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgt
ggaagttctaacctctcatcagttcaactttaactcccaaaagcttggcatgettatteg
agcgacacttctcacttctttgtataagaaggggttaaggttgtcatgctcagctagaca
ggctcatggtgttggacagattgtaaattatatggccgtcgatgctcagcagetgtcega
tatgatgctacagctacattccatttggctcatgccattgcaagtttctgtggetttagg
catcctttatacttaccteggtgcttcaactgttgtaacgctagetggacttgcagcagt
gatggtatttgtggtgtttggaactaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaa
gaatcgtgattctagaatgaaagcgacaaatgagatgcttaattatatgcgegttataaa
gttccaggcatgggaagaacattttaacaaaagaattgaatcctteccgecgaatccgagta
tggatggttgtccaagttcttgtactcaatcgectgggaatatcattgtcttgtggagcac
tcctcttctagtggctacactcacttttggaagtgecaatcttgttgggaatccegettgg
tgcagggacagtgttcactgcaacatctctcttcaagatgttgcaggaaccgatcagggce
tttccctcaatccatgatctcactttcacaagecaatgatatctcttgatagattggacaa
atatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtggggg
tacaattgctatgcaggtgaaagatggagctttttgectgggatgatgaaaacagtaaaga
agaattgaaaaatgtaaactttgagattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggac
agttggggcggggaagtcttcectccttgecatctgtacttggtgagatgcacaagttgte
gggtcaggtatggctctcatccttctgtttgtttgattaatacaaactttgetgeccaatt
accttttgcceccttgttgctacctecttttectgtggtataaaaaattaatgtaggctaatg
tgtagagtggaggtattatatgcagaacaattgcaatcaagcaattacctgtgagatact
attttgttttcatattagtggactggtacattctcattggtgtatcgtttgatctccacc
aaagcagaggttttactggccgacagagtcaaactactgtgcttcactcecttttactcca
atccttagtagtctttgcttctaatgaacttcaagcgtgtaatagaaacaccattatatt
attagctgattagttactttacaattccagagcatatttacattttctgecttggttgtcet
attactctggataacagtcctaaatgcaagcaaaatcaactgtgttttcagtcttgaget
gaccaattagttcatgatgtcctcagecttgtccaagectggtgectcaccggaattatgtg
ggaccttcgtacttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaatgatttgatt
ggttaatagttccttaaatgtagtaattatttgctaacttactttaccaacceccttgtec
aacaggtcacaatttgtggttcaactgcctatgttgcacaaacatcgtggattcagaatg
gcacgatacaagaaaatatcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaag
tgatccgggtttgctgcttggagaaggacttggaaataatggagtttggagaccagactyg
aaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtggtcagaagcagcgaatccagcttgcaa
gagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtattcagtgcagttgatg
ctcacactggctctgaaatcttcaaggttagaagtccacaatgtcatgtgtcattgaaga
tttaatttaagatagaaattacattgtttcattctgcaaattatggacctatcagagaaa
aatcatggattttgaatggctactttccccagtgaagacacatatcatttecctgggagga
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agatgtgaaagtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaag
tttggaaggcttaatccatcatttgttatctgttgtctacttgtctttattaaaattctt
cttagtccaatcactttcgatgaagttgactagtcttagtcacctgaatactttaaatct
ttgccttggtgtctctatattttcageccatctcaattccgaagectcatatttgttttete
tttgtaatgtccatctgaaagtttcatgcettttttgcaggaatgtgtgaggggaattctt
aaagataaaaccattttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgcataatgttgacctg
atccttgtaagtttcagagtgttttatcaacccctttggaaccaagtgtcaagagtagtg
tttcttggttgttaaatgattcacatgtgtgttggtttctataaaacctgaactttatgt
tttatcagagtgttttgctttcttgaaggtcatgcgagatgggatgatcgtgcaatctgg
caaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaagagctagtagctgcacatga
gacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctcccttgaaga
atcaaaatcttctcgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtc
tacatctgataggggggattctaaacttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagt
cagtcctcgtgtgtacaagctatatattactgaagcttttggatggtggggtgtagtget
agttatcttgttttcgttcttgtggcaaagttctctaatggcaagtgattattggetgge
atatgaaacttcagcggatcgtgccatgteccttcaatccttectectgtttattgggatata
cggtgttattgcagttgtttcttcgttgectgatagtgatcaggatgtattttgtgacact
tatggggctcaagactgcccaaatatttttcggacagattctttacagcatactgecatge
tcctatgtcattttttgacacaacaccttccggaagaattctgagtecgggtaaatttctg
aggacaagtttttceccttttgcatgtaaattcaaactttgectgecttagatgattaaataat
gaaaaatatccattgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttc
attcactgatgttgagatgttttgttttttttctgcaggcatctaatgatcagaccaaca
ttgatgtcttectccecgttttttatgaatctcactttggeccatgtttatcacactgeteg
gcatcatcatcatcacatgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattectetgg
gttggcttaatatctggtaccgggtatgagcactgtttataacagccgtecttttttett
ttcttgtctgaactcaaatttgaatcctttgtttagaggcaattagtctgectectgagcecat
tttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattcgttctgtccagcta
aaactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctcctattttttgattat
ttgcaactctgatcaatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatact
aagctcacatctacattggttgcaagtagaattttcaagttgtcattcacttatattgtt
tgaactaggagattagcattcttctgcaaggagccctgaatgcttgaaaagttaaacaga
aaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagtaattcaattggagcacaga
tatatgacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtagactacaa
ttgaaataacaggtaattcatttctggtttacagggatattatcttgcaacatctcgtga
attgactcggcttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttctctgaaagcat
ctcaggtgttatgactatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgt
aaaccgagtgaattccaatctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggtt
gggctttcgactggaattgatgggaagcttacttctttgtgtttctgcaatgttcatgat
tgtcttacctagcagcatcatcaagccaggtataacaccgtccaatgctcatttatggga
attataaattctagtatttgataatccttctgtactttagatctacctgectctactgaaa
aatgaaatgagtatgaggaaatagaatatccgttgagcatttatgtctttctattaaaaa
tttgcattctatcttcttgtttcaagtcaaaatcttgaacaactatatctagagaatttt
ccttcttgtgaagtaatgcatatatacatcaagagaagtcagagttgectgaatgaaatag
tagatcaaatttaagtgttgtgcctataaagaattgtatggtgagattgaatatagtggt
catattattttctcaatcttagtgattaaagtattccatacaaacagacaagcatttagt
cgtgcattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattctttcagectttcecte
tgtatatgtgtgttctattctggagctgaagataactaatattcttttttatttctacag
aaaatgttggtttgtcactatcatatggcttgtctcttaatagtgtcctattctggteca
tctttgtgagttgctttgtggaaaataaaatggtttctgtcgaaagattaaaacagttct
cagaaataccatcagaagcagagtggagaaagatggattttctcccaccttcaagttggce
caagccgtgggaatgttgagcttgaaaacgtgcaggtaataattctaactaattctgtgg
ttgctatttgctagcatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcatagtaaggaagag
agggtagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatct
ctatattgtttgttctactggtcaacaggttagatatcgtccgaacactcecctctagtgcet
taaaggagttactctcagcattagagggggagagaagataggtgttgttggtcgtacagg
gggtggaaaatcaacattaattcaagttttctttcgtttggtggagcctgcagectggaag
aataatcattgatgacgtagatatatccagacttgggcttcatgatcttagatctegett
cgggatcattccccaagagceccagtectttttgaaggaactgtgagaagcaacattgacce
cattggacaatattcagatgatgaaatttggaaggtaatctaacttgctgactgaaataa
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tttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctgagtgctgaga
tctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
tatactccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgea
gagcctcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattce
accaggtaaattttcctcctctacgtcatccttgtggttctttgecggaattatgcaacca
actttttatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
gttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgecttgggaaga
gtgatgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgcctctgttgattca
cagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgecgaggactttgeggectgtactataatc
agcattgcccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgttatagatgca
ggtgctgatttctcteccttttactttgtaccttattttgaatctggtaaatgattattta
tctgtatgtgatggtttccaaccaatcatagtcagtacctttatgaagaaattgcctaat
gttagccaagtagtagtaaatgcatga

SEQ ID No. 2 (DNA sequence of NtMRP4 without 5' and 3' UTR)

atggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttcttgttctge

ctccacatttcaatcgtcagaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcet
ctctccatgtccacaaaggactcttctatcttccattgatgtgetgettttgettacttt
cattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggtccaatgagcactctacttc
tagcattgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatctttggtt
taagctgtctctgattttgtcagctattttageccttatcttctatagttttatgcattet
ggttattgtgggaaattcccagtcgccttggaaagtcatagatggactgtattggttgtt
tcaggcgattacacatgttgtaatcactatactaatagttcatgagaaaagatttcacgce
tatttcccatccactgtcecctgegegtgttttggattgecaaactttgtagttatgagett
gttctttggttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaattgatcctaatttaag
aatggatgatataagttcattagtttcatttcctatttctgttgttctecttcattgttge
cattaaaggttcgaccggagttgctgtaattagtgattctgaatctcacttaagtgatga
aaccaatggttatgaactcctggataaatccagtgtgagtggectttgettcagettctet
aatatcgaaagccttttggatttggatgaaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacce
tctcaagattgatgaagttccttcacttteccccactgcatagagcagagaaaatgtctca
acttttcgaaagaaattggcctaaacctgaagaaatatcaaagcatcecctgtccgaacaac
attgctgcgttgcttttggaaggaagttatttttactgeccattcttgcagtaattagggt
atgtgttatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcaggaaa
gaggacatctccttatgaaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgt
ggaagttctaacctctcatcagttcaactttaactcccaaaagcttggcatgcttatteg
agcgacacttctcacttctttgtataagaaggggttaaggttgtcatgctcagctagaca
ggctcatggtgttggacagattgtaaattatatggccgtcgatgctcagcagetgteecga
tatgatgctacagctacattccatttggctcatgccattgcaagtttctgtggetttagg
catcctttatacttacctcggtgcttcaactgttgtaacgctagectggacttgecagecagt
gatggtatttgtggtgtttggaactaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaa
gaatcgtgattctagaatgaaagcgacaaatgagatgcttaattatatgcgcgttataaa
gttccaggcatgggaagaacattttaacaaaagaattgaatccttccgcgaatccgagta
tggatggttgtccaagttcttgtactcaatcgectgggaatatcattgtcttgtggagcac
tcctettctagtggctacactcacttttggaagtgcaatcttgttgggaatcececgettgg
tgcagggacagtgttcactgcaacatctctcttcaagatgttgcaggaaccgatcaggge
tttccctcaatccatgatctcactttcacaagcaatgatatctcttgatagattggacaa
atatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtggggg
tacaattgctatgcaggtgaaagatggagctttttgctgggatgatgaaaacagtaaaga
agaattgaaaaatgtaaactttgagattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggac
agttggggcggggaagtcttccctcececttgecatctgtacttggtgagatgcacaagttgte
gggtcaggtatggctctcatccttctgtttgtttgattaatacaaactttgetgecaatt
accttttgccccttgttgctacctecttttectgtggtataaaaaattaatgtaggctaatg
tgtagagtggaggtattatatgcagaacaattgcaatcaagcaattacctgtgagatact
attttgttttcatattagtggactggtacattctcattggtgtatcgtttgatcteccacce
aaagcagaggttttactggccgacagagtcaaactactgtgcttcactccttttactceca
atccttagtagtctttgcttctaatgaacttcaagecgtgtaatagaaacaccattatatt
attagctgattagttactttacaattccagagcatatttacattttetgettggttgtet
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attactctggataacagtcctaaatgcaagcaaaatcaactgtgttttcagtcttgaget
gaccaattagttcatgatgtcctcagcttgtccaagectggtgectcaccggaattatgtyg
ggaccttcgtacttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaatgatttgatt
ggttaatagttccttaaatgtagtaattatttgctaacttactttaccaaccecttgtcce
aacaggtcacaatttgtggttcaactgcctatgttgcacaaacatcgtggattcagaatg
gcacgatacaagaaaatatcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaag
tgatccgggtttgctgcttggagaaggacttggaaataatggagtttggagaccagactg
aaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtggtcagaagcagcgaatccagcttgcaa
gagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtattcagtgcagttgatg
ctcacactggctctgaaatcttcaaggttagaagtccacaatgtcatgtgtcattgaaga
tttaatttaagatagaaattacattgtttcattctgcaaattatggacctatcagagaaa
aatcatggattttgaatggctactttccccagtgaagacacatatcatttcctgggagga
agatgtgaaagtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaag
tttggaaggcttaatccatcatttgttatctgttgtctacttgtctttattaaaattctt
cttagtccaatcactttcgatgaagttgactagtcttagtcacctgaatactttaaatct
ttgccttggtgtctctatattttcageccatctcaattccgaagectcatatttgttttetce
tttgtaatgtccatctgaaagtttcatgcttttttgcaggaatgtgtgaggggaattctt
aaagataaaaccattttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgcataatgttgacctg
atccttgtaagtttcagagtgttttatcaacccctttggaaccaagtgtcaagagtagtg
tttcttggttgttaaatgattcacatgtgtgttggtttctataaaacctgaactttatgt
tttatcagagtgttttgctttcttgaaggtcatgcgagatgggatgatcgtgcaatctgg
caaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaagagctagtagctgcacatga
gacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctcccttgaaga
atcaaaatcttctcgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtc
tacatctgataggggggattctaaacttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagt
cagtcctcgtgtgtacaagctatatattactgaagettttggatggtggggtgtagtgect
agttatcttgttttcgttcttgtggcaaagttctctaatggcaagtgattattggctgge
atatgaaacttcagcggatcgtgccatgtccttcaatccttctectgtttattgggatata
cggtgttattgcagttgtttcttcgttgctgatagtgatcaggatgtattttgtgacact
tatggggctcaagactgcccaaatatttttcggacagattectttacagcatactgecatge
tcctatgtcattttttgacacaacaccttccggaagaattctgagtcgggtaaatttetg
aggacaagtttttccttttgcatgtaaattcaaactttgctgettagatgattaaataat
gaaaaatatccattgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttc
attcactgatgttgagatgttttgttttttttctgcaggcatctaatgatcagaccaaca
ttgatgtcttcctcccgttttttatgaatctcactttggecatgtttatcacactgeteg
gcatcatcatcatcacatgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattcctetgg
gttggcttaatatctggtaccgggtatgagcactgtttataacagccgtececttttttett
ttcttgtctgaactcaaatttgaatcctttgtttagaggcaattagtctgectctgagcat
tttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattcgttctgtecagceta
aaactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctcectattttttgattat
ttgcaactctgatcaatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatact
aagctcacatctacattggttgcaagtagaattttcaagttgtcattcacttatattgtt
tgaactaggagattagcattcttctgcaaggagccctgaatgcttgaaaagttaaacaga
aaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagtaattcaattggagcacaga
tatatgacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtagactacaa
ttgaaataacaggtaattcatttctggtttacagggatattatcttgcaacatctcgtga
attgactcggcttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttctctgaaagcat
ctcaggtgttatgactatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgt
aaaccgagtgaattccaatctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggtt
gggctttcgactggaattgatgggaagcttacttctttgtgtttctgcaatgttcatgat
tgtcttacctagcagcatcatcaagccaggtataacaccgtccaatgctcatttatggga
attataaattctagtatttgataatccttctgtactttagatctacctgctctactgaaa
aatgaaatgagtatgaggaaatagaatatccgttgagcatttatgtctttctattaaaaa
tttgcattctatcttcttgtttcaagtcaaaatcttgaacaactatatctagagaatttt
ccttcttgtgaagtaatgcatatatacatcaagagaagtcagagttgctgaatgaaatag
tagatcaaatttaagtgttgtgcctataaagaattgtatggtgagattgaatatagtggt
catattattttctcaatcttagtgattaaagtattccatacaaacagacaagcatttagt
cgtgcattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattctttcagectttectce
tgtatatgtgtgttctattctggagctgaagataactaatattcttttttatttctacag
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aaaatgttggtttgtcactatcatatggcttgtctcttaatagtgtcctattctggtceca
tctttgtgagttgctttgtggaaaataaaatggtttctgtcgaaagattaaaacagttct
cagaaataccatcagaagcagagtggagaaagatggattttctcccaccttcaagttgge
caagccgtgggaatgttgagcttgaaaacgtgcaggtaataattctaactaattctgtgg
ttgctatttgctagcatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcatagtaaggaagag
agggtagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatct
ctatattgtttgttctactggtcaacaggttagatatcgtccgaacactcctctagtget
taaaggagttactctcagcattagagggggagagaagataggtgttgttggtcgtacagg
gggtggaaaatcaacattaattcaagttttctttcgtttggtggagcctgcagectggaag
aataatcattgatgacgtagatatatccagacttgggcttcatgatcttagatctcecgett
cgggatcattccccaagagccagtcecctttttgaaggaactgtgagaagcaacattgacce
cattggacaatattcagatgatgaaatttggaaggtaatctaacttgctgactgaaataa
tttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctgagtgctgaga
tctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
tatactccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgea
gagcctcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattce
accaggtaaattttcctcctctacgtcatccttgtggttectttgeggaattatgcaacca
actttttatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
gttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgettgggaaga
gtgatgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgcctectgttgattca
cagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgcgaggactttgcecggectgtactataatce
agcattgcccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgttatagatgcea
ggtgctgatttctctccttttactttgtaccttattttgaatctggtaaatgattattta
tctgtatgtgatggtttccaaccaatcatagtcagtacctttatgaagaaattgcctaat
gttagccaagtagtagtaaatgcagagtcattagcctatttgttttggattttgtgag
tttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatctgatcecttgtttgtatagattg
ctttecttttecctttttectcggatttatcttatatataagecggacagagtaaaagaatgta
aacatgcgtaatttgacctattatagcagattatttgtcttattttccaggtegectgatt
ccacttattaggagtagttacacgtatttatcttttaagtgaaataatagtgtaaagttt
cttttggcactgtcggtgtaaagaagttaaactcctttctttaacceccggecatttcttat
tcatgcaggaatagcaaaagagtttgacaaaccatctcgtttgcttgaaaggccttcact
ttttggggctttggttcaagaatatgccaaccgatcctctgagetectaac

SEQ ID NO: 3 (Intron 1)

gtatggctctcatccttctgtttgtttgattaatacaaactttgetgeccaattaccttttgeccecttgttgetacct
cttttctgtggtataaaaaattaatgtaggctaatgtgtagagtggaggtattatatgcagaacaattgcaatcaag
caattacctgtgagatactattttgttttcatattagtggactggtacattctcattggtgtatcecgtttgatcteca
ccaaagcagaggttttactggccgacagagtcaaactactgtgcttcactccttttacteccaatccttagtagtcett
tgcttctaatgaacttcaagcgtgtaatagaaacaccattatattattagctgattagttactttacaattccagag
catatttacattttctgcttggttgtctattactctggataacagtcctaaatgcaagcaaaatcaactgtgtttte
agtcttgagctgaccaattagttcatgatgtcctcagcttgtccaagetggtgectcaccggaattatgtgggacct
tcgtacttaatcaactagttcaccttcttcttaaaaatattgaatgatttgattggttaatagttccttaaatgtag
taattatttgctaacttactttaccaaccccttgtccaacag

SEQ ID NO: 4 (Intron 2)

gttagaagtccacaatgtcatgtgtcattgaagatttaatttaagatagaaattacattgtttcattctgcaaatta
tggacctatcagagaaaaatcatggattttgaatggctactttcceccagtgaagacacatatcatttecctgggagga
agatgtgaaagtggcaagctatttactccaaaaagtataatctaaaagacttttattaagtttggaaggcttaatcc
atcatttgttatctgttgtctacttgtctttattaaaattcttcttagtccaatcactttegatgaagttgactagt
cttagtcacctgaatactttaaatctttgccttggtgtctctatattttcageccatctcaatteccgaagetecatatt
tgttttctctttgtaatgtccatctgaaagtttcatgecttttttgecag

SEQ ID NO: 5 (Intron 3)

gtaagtttcagagtgttttatcaacccctttggaaccaagtgtcaagagtagtgtttcttggttgttaaatgattca
catgtgtgttggtttctataaaacctgaactttatgttttatcagagtgttttgetttecttgaag
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SEQ ID NO: 6 (Intron 4)

gtaaatttctgaggacaagtttttecttttgcatgtaaattcaaactttgctgcttagatgattaaataatgaaaaa
tatccattgcatgttttaatgtgtatgacatgttagaattttgaatagaagttcattcactgatgttgagatgtttt
gttttttttctgcag

SEQ ID NO: 7 (Intron 5)

gtatgagcactgtttataacagccgtceccttttttettttcttgtctgaactcaaatttgaatectttgtttagagge
aattagtctgctctgagcattttggctgacagttattatgtatattaaaaggcaacttttttattecgttectgtccag
ctaaaactttttacttaaaatgtggttaactgcatatttctgtgtctectattttttgattatttgcaactctgatce
aatctagatttggggaaggcttgttgttagttgatgactagatactaagctcacatctacattggttgcaagtagaa
ttttcaagttgtcattcacttatattgtttgaactaggagattagcattcttctgcaaggagccctgaatgcttgaa
aagttaaacagaaaagaaaaagttcagggcagatagacataatgtgttaaagtaattcaattggagcacagatatat
gacatgtgttatttgggagctacgaaaaagataaggactattatgtagactacaattgaaataacaggtaattcatt
tctggtttacag

SEQ ID NO: 8 (Intron 6)

gtataacaccgtccaatgctcatttatgggaattataaattctagtatttgataatccttetgtactttagatctac
ctgctctactgaaaaatgaaatgagtatgaggaaatagaatatccgttgagcatttatgtctttctattaaaaattt
gcattctatcttcttgtttcaagtcaaaatcttgaacaactatatctagagaattttccttcttgtgaagtaatgca
tatatacatcaagagaagtcagagttgctgaatgaaatagtagatcaaatttaagtgttgtgcctataaagaattgt
atggtgagattgaatatagtggtcatattattttctcaatcttagtgattaaagtattccatacaaacagacaagca
tttagtcgtgcattcattggcactacaaaattatcaaccaagagtaatattctttcagectttecctctgtatatgtgt
gttctattctggagctgaagataactaatattcttttttatttctacag

SEQ ID NO: 9 (Intron 7)

gtaataattctaactaattctgtggttgctatttgctagcatttgcacaaaaggaaaactataaaaagttcatagta
aggaagagagggtagctgtattaacaagcctacagattctttaatttcaaatatgttacgttgaatctctatattgt
ttgttctactggtcaacag

SEQ ID NO: 10 (Intron 8)

gtaatctaacttgctgactgaaataatttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctga
gtgctgagatctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagcatatactcce
agtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgea

SEQ ID NO: 11 (Intron 9)

agtcattagcctatttgttttggattttgtgagtttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatctgatccee
ttgtttgtatagattgctttcttttcctttttctecggatttatcttatatataagecggacagagtaaaa

SEQ ID NO: 12 (Intron 10)

agtcattagcctatttgttttggattttgtgagtttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatctgatcecce
ttgtttgtatagattgctttcttttecctttttetecggatttatcttatatataagecggacagagtaaaa

SEQ ID NO: 13 (Exon 1)

tggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttcttgttctgectccacatttcaatcgtca
gaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcctctectccatgtccacaaaggactecttctatcttecat
tgatgtgctgcttttgcttactttcattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggtccaatgagcact
ctacttctagcattgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatctttggtttaagectgtcet
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ctgattttgtcagctattttagccttatcttctatagttttatgcattttggttattgtgggaaattcccagtegece
ttggaaagtcatagatggactgtattggttgtttcaggcgattacacatgttgtaatcactatactaatagttcatg
agaaaagatttcacgctatttcccatccactgtcectgegegtgttttggattgcaaactttgtagttatgagtttg
ttctttggttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaattgatcctaatttaagaatggatgatataagttc
attagtttcatttcctatttetgttgttctcttcattgttgeccattaaaggttcgaccggagttgectgtaattagtg
attctgaatctcacttaagtgatgaaaccaatggttatgaactcctggataaatccagtgtgagtggctttgecttca
gcttctctaatatcgaaagccttttggatttggatgaaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacctctcaagat
tgatgaagttccttcactttccccactgcatagagcagagaaaatgtctcaacttttcgaaagaaattggecctaaac
ctgaagaaatatcaaagcatcctgtccgaacaacattgectgcgttgecttttggaaggaagttatttttactgecatt
cttgcagtaattagggtatgtgttatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcaggaaa
gaggacatctccttatgaaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgtggaagttctaacctctce
atcagttcaactttaactcccaaaagcttggcatgcttattcgagecgacacttctcacttctttgtataagaagggg
ttaaggttgtcatgctcagctagacaggctcatggtgttggacagattgtaaattatatggeccgtcgatgctcagea
gctgtccgatatgatgctacagctacattccatttggctcatgeccattgcaagtttectgtggctttaggecatecttt
atacttacctcggtgcttcaactgttgtaacgctagctggacttgcagcagtgatggtatttgtggtgtttggaact
aaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaagaatcgtgattctagaatgaaagcgacaaatgagatgcttaa
ttatatgcgcgttataaagttccaggcatgggaagaacattttaacaaaagaattgaatccttccgecgaatcecgagt
atggatggttgtccaagttcttgtactcaatcgectgggaatatcattgtcttgtggagcactcectcttctagtgget
acactcacttttggaagtgcaatcttgttgggaatccecgettggtgecagggacagtgttcactgcaacatctetett
caagatgttgcaggaaccgatcagggctttccctcaatccatgatctcactttcacaagcaatgatatctcttgata
gattggacaaatatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtgggggtacaatt
gctatgcaggtgaaagatggagctttttgctgggatgatgaaaacagtaaagaagaattgaaaaatgtaaactttga
gattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggacagttggggcggggaagtcttcectecttgecatctgtacttg
gtgagatgcacaagttgtcgggtcag

SEQ ID NO: 14 (Exon 2)

gtcacaatttgtggttcaactgcctatgttgcacaacatcgtggattcagaatggcacgatacaagaaaatatcctg
tttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaagtgatccgggtttgctgecttggagaaggacttggaaataat
ggagtttggagaccagactgaaataggagaacgtggcatcaacctcagtggtggtcagaagcagcgaatccagettg
caagagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtattcagtgcagttgatgctcacactggcectcet
gaaatcttcaag

SEQ ID NO: 15 (Exon 3)

gaatgtgtgaggggaattcttaaagataaaaccattttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgecataatgttga
cctgatcctt

SEQ ID NO: 16 (Exon 4)

gtcatgcgagatgggatgatcgtgcaatctggcaaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaagaget
agtagctgcacatgagacctctttagaacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctcccttgaagaat
caaaatcttctcgaagattatctaaggaagaaaacggagatgataaatctcaacagtctacatctgataggggggat
tctaaacttataaaggaagaagaaagagaaactggaaaagtcagtcctcgtgtgtacaagctatatattactgaagce
ttttggatggtggggtgtagtgctagttatcttgttttecgttcttgtggcaaagttctctaatggcaagtgattatt
ggctggcatatgaaacttcagcggatcgtgccatgtccttcaatecttctetgtttattgggatatacggtgttatt
gcagttgtttcttcgttgctgatagtgatcaggatgtattttgtgacacttatggggctcaagactgecccaaatatt
tttcggacagattctttacagcatactgcatgctcctatgtcattttttgacacaacacctteccggaagaattetga

gtcgg

SEQ ID NO: 17 (Exon 5)

gcatctaatgatcagaccaacattgatgtcttcctceccgttttttatgaatctcactttggecatgtttatcacact
gctcggcatcatcatcatcacatgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattectctgggttggecttaata
tctggtaccgg

SEQ ID NO: 18 (Exon 6)
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ggatattatcttgcaacatctcgtgaattgactcggecttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttcte
tgaaagcatctcaggtgttatgactatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgtaaaccgag
tgaattccaatctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggttgggctttcgactggaattgatggga
agcttacttctttgtgtttctgcaatgttcatgattgtcttacctagcagcatcatcaagccag

SEQ ID NO: 19 (Exon 7)

aaaatgttggtttgtcactatcatatggcttgtctcttaatagtgtecctattctggtccatectttgtgagttgettt
gtggaaaataaaatggtttctgtcgaaagattaaaacagttctcagaaataccatcagaagcagagtggagaaagat
ggattttctcccaccttcaagttggccaagccgtgggaatgttgagettgaaaacgtgcag

SEQ ID NO: 20 (Exon 8)

gttagatatcgtccgaacactcctctagtgcttaaaggagttactctcagcattagagggggagagaagataggtgt
tgttggtcgtacagggggtggaaaatcaacattaattcaagttttctttegtttggtggagecctgcagectggaagaa
taatcattgatgacgtagatatatccagacttgggcttcatgatcttagatctcgecttcgggatcattccccaagag
ccagtcctttttgaaggaactgtgagaagcaacattgaccccattggacaatattcagatgatgaaatttggaag

SEQ ID NO: 21 (Exon 9)

agcctcgaacgctgecaactcaaagatgtggtgtetttaaaacccgaaaaacttgattcaccag

SEQ ID NO: 21 (Exon 10)

ttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgcttgggaagagtgatgctaaaacgtage
agacttctatttatggatgaggcaactgcctctgttgattcacagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgecga
ggactttgcggcctgtactataatcagcattgecccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgtta
tagatgcag

SEQ ID NO: 22 (Exon 11)

gaatagcaaaagagtttgacaaaccatctcgtttgcttgaaaggecttcactttttggggectttggttcaagaatat
gccaaccgatcctctgagectctaa

SEQ ID NO: 23 (RNAI sequence)

aagagccagtcctttttgaaggaactgtgagaagcaacattgaccc

cattggacaatattcagatgatgaaatttggaaggtaatctaacttgctgactgaaataa
tttacaaaaatctcaaaatatagtacagagttagccaaacatgtcttctgagtgctgaga
tctttttggattataaattctgtaagagcaacatactatttgttagtgagaagaaaagca
tatactccagtgttttgttatctcccagaatgtctctaacatgaaatcgtgtacattgeca
gagcctcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaaacccgaaaaacttgattce
accaggtaaattttcctcctctacgtcatecttgtggttctttgecggaattatgcaacca
actttttatgtgtttcaaatatatatactgataactgaatactgtcattggtaaatcata
gttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagcttctttgettgggaaga
gtgatgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgcctctgttgattca
cagacagatgcagtgattcagaaaatcatccgcgaggactttgeggectgtactataatce
agcattgcccacagaataccaacagtcatggactgtgatagagttcttgttatagatgca
ggtgctgatttctctcecttttactttgtaccttattttgaatctggtaaatgattattta
tctgtatgtgatggtttccaaccaatcatagtcagtacctttatgaagaaattgcctaat
gttagccaagtagtagtaaatgcatgaagtcattagcctatttgttttggattttgtgag
tttcatacttcaaactggaagcttatgctatactatctgatcccttgtttgtatagattyg
ctttecttttectttttectecggatttatcttatatataagcggacagagtaaaagaatgta
aacatgcgtaatttgacctattatagcagattatttgtettattttccaggtcgetgatt
ccacttattaggagtagttacacgtatttatcttttaagtgaaataatagtgtaaagttt
cttttggcactgtcggtgtaaagaagttaaactcctttctttaacccecggecatttettat
tcatgcaggaatagcaaaagagtttgacaaaccatctcgtttgcttgaaaggccttcact
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ttttggggctttggttcaagaatatgccaaccgat

SEQ ID NO: 24 (protein sequence of NtMRP4; 5'-3' frame 1; - denotes putative stop codon)

MDMRNSMSSESCLASLSCSASTFQSSEDSAVVKWLRFIFLSPCPQRTLLSSIDVLLLLTF
IVFAVQKLYSKLRSNEHSTSSIDKPLIAHNRTSSPWKVIDGLYWLFQAITHVVITILIVH
EKRFHAISHPLSLRVFWIANFVVMSLFFGCGITRLVSLKEIDPNLRMDDISSLVSFPISV
VLFIVAIKGSTGVAVISDSESHLSDETNGYELLDKSSVSGFASASLISKAFWIWMNPLLQ
KGYKSPLKIDEVPSLSPLHRAEKMSQLFERNWPKPEEISKHPVRTTLLRCFWKEVIFTAI
LAVIRVCVMYVGPTLIQRFVDYTAGKRTSPYEGYYLIGTLLIAKFVEVLTSHQFNFNSQK
LGMLIRATLLTSLYKKGLRLSCSARQAHGVGQIVNYMAVDAQQLSDMMLQLHSIWLMPLQ
VSVALGILYTYLGASTVVTLAGLAAVMVFVVFGTKRNNRFQFNIMKNRDSRMKATNEMLN
YMRVIKFQAWEEHFNKRIESFRESEYGWLSKFLYSIAGNIIVLWSTPLLVATLTFGSAIL
LGIPLGAGTVFTATSLFKMLQEPIRAFPQSMISLSQAMISLDRLDKYMMSKELVDKAVER
LEGCGGTIAMQVKDGAFCWDDENSKEELKNVNFEIRKGELAAVVGTVGAGKSSLLASVLG
EMHKLSGQVTICGSTAYVAQTSWIQNGTIQENILFGMPMNRDRYKEVIRVCCLEKDLEIM
EFGDQTEIGERGINLSGGQKQRIQLARAVYQDCDIYLLDDVFSAVDAHTGSEIFKECVRG
ILKDKTILLVTHQVDFLHNVDLILVMRDGMIVQSGKYNEILEAGMDFKELVAAHETSLEL
VDVETTKESNASLEESKSSRRLSKEENGDDKSQQSTSDRGDSKLIKEEERETGKVSPRVY
KLYITEAFGWWGVVLVILFSFLWQSSLMASDYWLAYETSADRAMSFNPSLFIGIYGVIAV
VSSLLIVIRMYFVTLMGLKTAQIFFGQILYSILHAPMSFFDTTPSGRILSRASNDQTNID
VFLPFFMNLTLAMFITLLGIIIITCQYSWPTVLLLIPLGWLNIWYRGYYLATSRELTRLD
SITKAPVIHHFSESISGVMTIRCFRKQEMFCNENVNRVNSNLRMDFHNNGSNEWLGFRLE
LMGSLLLCVSAMFMIVLPSSIIKPENVGLSLSYGLSLNSVLFWSIFVSCFVENKMVSVER
LKQFSETPSEAEWRKMDFLPPSSWPSRGNVELENVQVRYRPNTPLVLKGVTLSIRGGEKI
GVVGRTGGGKSTLIQVFFRLVEPAAGRIIIDDVDISRLGLHDLRSRFGIIPQEPVLFEGT
VRSNIDPIGQYSDDEIWKEPRTLPTQRCGVFKTRKT-FTSC--RR-LECRTEAASLLGKS
DAKT-QTSIYG-GNCLC-FTDRCSDSENHPRGLCGLYYNQHCPQNTNSHGL - -SSCYRCR
C-FLSFYFVPYFESGK-LFICM-WFPTNHSQYLYEEIA-C-PSSSKCM

SEQ ID NO: 25 (protein sequence of NtMRP4; 5'-3' frame 2; - denotes putative stop codon)

WI-GTVCLONLV-HHFLVLPPHFNRQRIQQLLNG-DSFSSLHVHKGLFYLPLMCCFCLLS
LYLQYKSCTQS-GPMSTLLLALISL-LHTTGLLRLGKS-MDCIGCFRRLHML-SLY - -FM
RKDFTLFPIHCPCACFGLQTL-L-VCSLVVGSQGLCHLRKLILI -EWMI-VH-FHFLFLL
FSSLLPLKVRPELL-LVILNLT-VMKPMVMNSWINPV-VALLQLL-YRKPFGFG-TLYCK
KVTSHLSRLMKFLHFPHCIEQRKCLNFSKEIGLNLKKYQSILSEQHCCVAFGRKLFLLPF
LO-LGYVLCM-GQHSYKDLLITQQERGHLLMKDTTL-ELS - - PNLWKF~PLISSTLTPKS
LACLFERHFSLLCIRRG-GCHAQLDRLMVLDRL-IIWPSMLSSCPI-CYSYIPFGSCHCK
FLWL-ASFILTSVLQLL-R-LDLQQ-WYLWCLELKETTGFNLTS-RIVILE-KRQMRCLI
ICAL-SSRHGKNILTKELNPSANPSMDGCPSSCTQSLGISLSCGALLF-WLHSLLEVQSC
WESRLVQGQCSLQHLSSRCCRNRSGLSLNP-SHFHKQ-YLLIDWTNI - -VRS-WIKLWKD
-KVVGVQLLCR - KMELFAGMMKTVKKN - KM - TLRLEKESLQQ -WGQLGRGSLPSLHLYLV
RCTSCRVRSQFVVQLPMLHKHRGFRMARYKKISCLVCQ-TETDTRK-SGFAAWRRTWK-W
SLETRLK-ENVASTSVVVRSSESSLQELFTRTVIFIF-MMYSVQLMLTLALKSSRNV-GE
FLKIKPFCLSHTKLTSCIMLT - SLSCEMG-SCNLANIMRY - KLEWILKS--LHMRPL-NL
LTWKQPKRAMPPLKNQNLLEDYLRKKTEMINLNSLHLIGGILNL-RKKKEKLEKSVLVCT
SYILLKLLDGGV-C-LSCFRSCGKVL-WQVIIGWHMKLQRIVPCPSILLCLLGYTVLLQL
FLRC---SGCIL-HLWGSRLPKYFSDRFFTAYCMLLCHFLTQHLPEEF-VGHLMIRPTLM
SSSRFL-ISLWPCLSHCSASSSSHANILGLPYYF-FLWVGLISGTGDIILQHLVN-LGLT
QLOQKHLLFIISLKASQVL-LYVALGSRRCFVTRM-TE-IPICEWISTTMDPMNGWAFDWN
-WEAYFFVFLQCS-LSYLAASSSQKMLVCHYHMACLLIVSYSGPSL-VALWKIKWFLSKD
-NSSQKYHQKQSGERWIFSHLQVGQAVGMLSLKTCRLDIVRTLL-CLKELLSALEGERR -
VLLVVQGVENQH-FKFSFVWWSLQLEE-SLMT~IYPDLGFMILDLASGSFPKSQSFLKEL
-EATLTPLDNIQMMKFGRSLERCQLKDVVSLKPEKLDSPVVDNGDNWSVGQRQLLCLGRV
MLKRSRLLFMDEATASVDSQTDAVIQKIIREDFAACTIISIAHRIPTVMDCDRVLVIDAG
ADFSPFTLYLILNLVNDYLSVCDGFQPIIVSTFMKKLPNVSQVVVNA -
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SEQ ID NO: 26 (protein sequence of NtMRP4; 5'-3' frame 3; - denotes putative stop codon)

GYEEQYVFRILFSITFLFCLHISIVRGFSSC-MVKIHFPLSMSTKDSSIFH-CAAFAYFH
CICSTKVVLKVEVQ-ALYF-H--ASNCTQQDFFALESHRWTVLVVSGDYTCCNHYTNSS -
EKISRYFPSTVPARVLDCKLCSYEFVLWLWDHKACVT-GN-S-FKNG-YKFISFISYFCC
SLHCCH-RFDRSCCN--F-ISLK--NQWL-TPG-IQCEWLCFSFSNIESLLDLDEPFTAK
RLQVTSQD- -SSFTFPTA-SRENVSTFRKKLA-T-RNIKASCPNNIAALLLEGSYFYCHS
CSN-GMCYVCRANTHTKIC-LHSRKEDISL-RILPYRNSPNSQICGSSNLSSVQL-LPKA
WHAYSSDTSHFFV-EGVKVVMLS -TGSWCWTDCKLYGRRCSAAVRYDATATFHLAHATIAS
FCGFRHPLYLPRCFNCCNASWTCSSDGICGVWN - KKQQVSI-HHEES-F-NESDK-DA-L
YARYKVPGMGRTF-QKN-ILPRIRVWMVVQVLVLNRWEYHCLVEHSSSSGYTHFWKCNLV
GNPAWCRDSVHCNISLQDVAGTDQGFPSIHDLTFTSNDIS--IGQIYDE-GVSG-SCGKT
RRLWGYNCYAGERWSFLLG--KQ-RRIEKCKL-D-XKRRACSSSGDSWGGEVFPPCICTW-
DAQVVGSGHNLWFNCLCCTNIVDSEWHDTRKYPVWYANEQRQIQGSDPGLLLGEGLGNNG
VWRPD-NRRTWHQPQWWSEAANPACKSCLPGL-YLSSR-CIQCS-CSHWL-NLQGMCEGN
S-R-NHFACHTPS-LLA-~C-PDPCHARWDDRAIWQI - -DIRSWNGF-RASSCT-~DLFRTC
-RGNNQREQCLP-RIKIFSKII-GRKRR--ISTVYI--GGF-TYKGRRKRNWKSQSSCVQ
AIYY-SFWMVGCSASYLVFVLVAKFSNGK-LLAGI-NFSGSCHVLQSFSVYWDIRCYCSC
FFVADSDQDVFCDTYGAQDCPNIFRTDSLQHTACSYVIF-HNTFRKNSESGI - -SDQH-C
LPPVFYESHFGHVYHTARHHHHHMPIFLAYRTTFDSSGLA-YLVPGILSCNIS-IDSA-L
NYKSTCYSSFL-KHLRCYDYTLL-EAGDVL-RECKPSEFQSANGFPQQOWIQ-MVGLSTGI
DGKLTSLCFCNVHDCLT-QHHQARKCWFVTIIWLVS--CPILVHLCELLCGK-NGFCRKI
KTVLRNTIRSRVEKDGFSPTFKLAKPWEC~A-KRAG-ISSEHSSSA-RSYSQH-RGREDR
CCWSYRGWKININSSFLSFGGACSWKNNH--RRYIQTWAS-S-ISLRDHSPRASPF-RNC
EKQH-PHWTIFR--NLEGASNAANSKMWCL-NPKNLIHQLLITEITGVSDRGSFFAWEE -
C-NVADFYLWMRQLPLLIHRQMQ-FRKSSARTLRPVL-SALPTEYQQSWTVIEFLL-MQV
LISLLLLCTLF-IW-MIIYLYVMVSNQS-SVPL-RNCLMLAK---MH

SEQ ID NO: 27 (cDNA sequence of NtMRP4 as derived from direct sequencing of cDNA)

atggatatgaggaacagtatgtcttcagaatcttgtttagcatcactttecttgttctgecteccacatttcaategte
agaggattcagcagttgttaaatggttaagattcattttcctctctccatgtccacaaaggactcttctatctteca
ttgatgtgctgcttttgcttactttcattgtatttgcagtacaaaagttgtactcaaagttgaggtccaatgagcac
tctacttctagcattgataagcctctaattgcacacaacaggacttctgttagaaccaatctttggtttaagetgte
tctgattttgtcagctattttageccttatcttctatagttttatgcattttggttattgtgggaaattecccagtege
cttggaaagtcatagatggactgtattggttgtttcaggcgattacacatgttgtaatcactatactaatagttcat
gagaaaagatttcacgctatttcccatccactgtccctgegegtgttttggattgcaaactttgtagttatgagttet
gttctttggttgtgggatcacaaggcttgtgtcacttaaggaaattgatcctaatttaagaatggatgatataagtt
cattagtttcatttcctatttctgttgttctettcattgttgecattaaaggttcgaceggagttgectgtaattagt
gattctgaatctcacttaagtgatgaaaccaatggttatgaactcctggataaatccagtgtgagtggetttgette
agcttctctaatatcgaaagccttttggatttggatgaaccctttactgcaaaaaggttacaagtcacctctcaaga
ttgatgaagttccttcactttccccactgcatagagcagagaaaatgtctcaacttttcgaaagaaattggectaaa
cctgaagaaatatcaaagcatcctgtccgaacaacattgectgegttgettttggaaggaagttatttttactgeca

ttcttgcagtaattagggtatgtgttatgtatgtagggccaacactcatacaaagatttgttgattacacagcagga
aagaggacatctccttatgaaggatactaccttataggaactctcctaatagccaaatttgtggaagttctaacctce
tcatcagttcaactttaactcccaaaagcttggcatgcttattcgagecgacacttectcacttetttgtataagaagg
ggttaaggttgtcatgctcagctagacaggctcatggtgttggacagattgtaaattatatggccgtcgatgctcag
cagctgtccgatatgatgctacagctacattccatttggctcatgeccattgecaagtttectgtggetttaggcatect
ttatacttacctcggtgcttcaactgttgtaacgctagectggacttgcagcagtgatggtatttgtggtgtttggaa
ctaaaagaaacaacaggtttcaatttaacatcatgaagaatcgtgattctagaatgaaagcgacaaatgagatgctt
aattatatgcgcgttataaagttccaggcatgggaagaacattttaacaaaagaattgaatccttccgcgaatccga
gtatggatggttgtccaagttcttgtactcaatcgctgggaatatcattgtcttgtggagcactectecttctagtgg
ctacactcacttttggaagtgcaatcttgttgggaatccecgettggtgcagggacagtgttcactgcaacatctcte
ttcaagatgttgcaggaaccgatcagggctttccctcaatccatgatctcactttcacaagcaatgatatctettga
tagattggacaaatatatgatgagtaaggagttagtggataaagctgtggaaagactagaaggttgtgggggtacaa
ttgctatgcaggtgaaagatggagctttttgctgggatgatgaaaacagtaaagaagaattgaaaaatgtaaacttt
gagattagaaaaggagagcttgcagcagtagtggggacagttggggcggggaagtcttecctecttgecatetgtact
tggtgagatgcacaagttgtcgggtcaggtcacaatttgtggttcaactgcctatgttgcacaaacatcgtggattce
agaatggcacgatacaagaaaatatcctgtttggtatgccaatgaacagagacagatacaaggaagtgatccgggtt
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tgctgcttggagaaggacttggaaataatggagtttggagaccagactgaaataggagaacgtggcatcaacctcag
tggtggtcagaagcagcgaatccagcttgcaagagctgtttaccaggactgtgatatttatcttctagatgatgtat
tcagtgcagttgatgctcacactggctctgaaatcttcaaggaatgtgtgaggggaattcttaaagataaaaccatt
ttgcttgtcacacaccaagttgacttcttgcataatgttgacctgatccttgtcatgcgagatgggatgatcgtgcea
atctggcaaatataatgagatattagaagctggaatggattttaaagagctagtagctgcacatgagacctctttag
aacttgttgacgtggaaacaaccaaagagagcaatgcctcccttgaagaatcaaaatcttctcgaagattatctaag
gaagaaaacggagatgataaatctcaacagtctacatctgataggggggattctaaacttataaaggaagaagaaag
agaaactggaaaagtcagtcctcgtgtgtacaagctatatattactgaagcttttggatggtggggtgtagtgctag
ttatcttgttttcgttcttgtggcaaagttctctaatggcaagtgattattggctggcatatgaaacttcagecggat
cgtgccatgtccttcaatccttctectgtttattgggatatacggtgttattgcagttgtttecttegttgectgatagt
gatcaggatgtattttgtgacacttatggggctcaagactgcccaaatatttttcggacagattctttacagcatac
tgcatgctcctatgtcattttttgacacaacaccttccggaagaattctgagtecgggcatctaatgatcagaccaac
attgatgtcttcctccegttttttatgaatctcactttggccatgtttatcacactgecteggecatcatcatcatcac
atgccaatattcttggcctaccgtactacttttgattcctctgggttggecttaatatctggtaccggggatattatce
ttgcaacatctcgtgaattgactcggcttgactcaattacaaaagcacctgttattcatcatttetctgaaagcatce
tcaggtgttatgactatacgttgctttaggaagcaggagatgttttgtaacgagaatgtaaaccgagtgaattccaa
tctgcgaatggatttccacaacaatggatccaatgaatggttgggctttcgactggaattgatgggaagcttactte
tttgtgtttctgcaatgttcatgattgtcttacctagcagcatcatcaagccagaaaatgttggtttgtcactatca
tatggcttgtctcttaatagtgtcctattctggtccatctttgtgagttgectttgtggaaaataaaatggtttetgt
cgaaagattaaaacagttctcagaaataccatcagaagcagagtggagaaagatggattttctcccaccttcaagtt
ggccaagccgtgggaatgttgagcttgaaaacgtgcaggttagatatcgtccgaacactcctctagtgecttaaagga
gttactctcagcattagagggggagagaagataggtgttgttggtcgtacagggggtggaaaatcaacattaattca
agttttctttcgtttggtggagcctgcagctggaagaataatcattgatgacgtagatatatccagacttgggette
atgatcttagatctcgcttcgggatcattccccaagagecagtectttttgaaggaactgtgagaagcaacattgac
cccattggacaatattcagatgatgaaatttggaagagcecctcgaacgctgccaactcaaagatgtggtgtctttaaa
acccgaaaaacttgattcaccagttgttgataacggagataactggagtgtcggacagaggcagecttectttgettgg
gaagagtgatgctaaaacgtagcagacttctatttatggatgaggcaactgcctctgttgattcacagacagatgca
gtgattcagaaaatcatccgcgaggactttgecggectgtactataatcagcattgeccacagaataccaacagtcat
ggactgtgatagagttcttgttatagatgcaggaatagcaaaagagtttgacaaaccatctegtttgecttgaaagge
cttcactttttggggctttggttcaagaatatgccaaccgatcctectgagectctaa

SEQ ID No. 28 (DNA sequence of NtMRP3 with 5' and 3' UTR)

ccgtcaacccagtcttggccaccacataaacacagctttgacttgtetctecettttcectattttcaccaccettt
tcaatttcccaccttatattcattattatatttaatcaatcaaatcaaagttggaaaaaaagggagtaataatcaaa
tggagtagtatatacataccagaacaatgaaagagcactcataagctaaagcccataattcatcacgaaaccacaat
gaggaaacctgacgtgtcccttaaaatctaaccttgaacctctgagacctccaaaaaaaacatc4
. & La:,gtatgttggcgttgatgaatccctccgaaaccccattttcttacgt
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gtctcagaaactaatcttcgttaataatgttacacgacgatgat
gatgaaaattaggggactctagactagtaccttagtcgatagtgttttgagtttccatctgtggacaccatagcttg
aacaagaaccagcgaaatgcaggtcatgcctgtggcttgagggaaactgcaacaatcctatggcagggaaagaaace
tacatctagtgatgcaatattgattgtgaagtggcatttgtttttgtttagactttttgatgagaaaatgtatacgt
aactttgtgtttacaataatttgaatgtatgttgagtcaagtgattagttagttaagagtgcacggattttgctact
tctgggtaaaagaagtaaaccttgttgttgagagttgaaagtgaaattactagtgtcgaattttgeccgcataageta
aatgaaacacttttacgataaactcctagtgcaacaaaggaaaaattcattggcaagactagctgtttatgtttcac
gac
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SEQ ID No. 29 (DNA sequence of NtMRP3 without 5' and 3' UTR)

: R gtaagtgaatgattacattttctttatttagccccttttttttccttatta
gtgtcaatctttctgttacatgactaatcaatgttttgtgaaaattagctagtaatttcagaattaactcaaatgta

ik gttgctacgaccacctttttcgtgttctttgccttcacaattattctac
tatatgctttttcacaaagtgagtcataactttagcgacattcataaacgtgagttacatttaagtggtgagtttgt

attaagttattctctggtgttaattatgcaggttaatttgttggtatgggttggtatatctgaaaacttttaatag.
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SEQ ID No. 30 (Intron 1 of NtMRP3)

gtatgttggcgttgatgaatcccteccgaaaccccattttcttacgtgtcattagttgttectttgecacctgggattgttectt
gtaattcttgggttgtgttgttggaatacaatcag

SEQ ID No. 31 (Intron 2 of NtMRP3)

gtaagtcctttcatatatatgctttattttcatgecttgatatattttacctagccacttgattgacccatectttaa
ttgcag

SEQ ID No. 32 (Intron 3 of NtMRP3)

gtactctttcctttcagtaattatggtttgcttaatatcatatatagacttaactcatttaactatgatatttctet
tcag

SEQ ID No. 33 (Intron 4 of NtMRP3)
gtaagtgaatgattacattttctttatttagccecttttttttecttattagtgtcaatctttctgttacatgacta
atcaatgttttgtgaaaattagctagtaatttcagaattaactcaaatgtactttggtatgaaaacag

SEQ ID No. 34 (Intron 5 of NtMRP3)

gttgctacgaccacctttttcgtgttctttgecttcacaattattctactatatgetttttcacaaagtgagtcata
actttagcgacattcataaacgtgagttacatttaagtggtgagtttgttttcattgcag

SEQ ID No. 35 (Intron 6 of NtMRP3)

gtaagttctctatcttcatgttttctttecttgaagtttgttgtgttgaataactcttaagagcacattttecteegt
ttcttgatttacag

SEQ ID No. 36 (Intron 7 of NtMRP3)

gtaaattaagttattctctggtgttaattatgcaggttaatttgttggtatgggttggtatatctgaaaacttttaa
tag

SEQ ID No. 37 (Intron 8 of NtMRP3)

gtgacagcttggttttgectatttttggatttattttgtttcagataggaaaatgacaaattttattttattgagaa
actttgtttgatgttatgcttcag
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SEQ ID No. 38 (Intron 9 of NtMRP3)

gtaacttcaagaaccacatcattttctgatgatttccacttttagagectgtaataatcatcttcattgegttgetge

ag

SEQ ID No. 39 (Intron 10 of NtMRP3)

gtaagaatcatcgtttatgttctggagcaagcggagaaggaaattcttggtagttaccttttttttatgctatgetg

cag

SEQ ID No. 40 (Exon 1 of NtMRP3)
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SEQ ID NO: 51 (cDNA sequence of NtMRP3 as predicted from BAC clone sequence)

atggaaattgcaaagggcatgtctgtgtttcaatctttgaggagggacaataatgctggce
cacaaacagagtagtactaggaatgctaggttcttgtactacaaatcaaccttgttttgt
tcaataggtctagccatctttagctttgtgttatgtttgttagectcatttttattggtat
agaaatggttggtcagaagaaaaaattataacccttttggattttgcattaaagttgcta
gcttggttgtcaatctctgttttcttgcacacccagttccttaattcttgtgaaaccaaa
taccctcttgttttaagagtttggtgggggecttttcttctttgtttettgttattgectt
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gttatagaccttgtttatggggaaaagaaccaatctttaccaactcaattttgtatacct
gatgttgttttcactcttatggggttattcttctgttttgttgggtttattgttaaaaca
gagagtgaggagaatatgcttcaggaacccctcttaaatggtagtgttgccaatggeatg
gactcaaagaagtctactggggatcaaactgtcaccccttatgccaatgctaacattttt
agtctctttactttctcttggatgggtcccctaatttctgttggcaacaagaaaccatta
gaccttgaggatgttcctcagcttcactttgatgatagtgtcaaagggagttttcctatt
tttagagaaaaactagaatctgtgggtgggggaaatagtaaccgtgtgactaccttcatg
ctggtgaaggctttggttttcacagcacggaaggagatagtgttatcggctctecttegtg
cttctttacgctctggcgtcttttgttggecegtacctcattgataccttagttcagtat
ctgaatggaaaacgagactttgataatgaaggttatgtcttagtggctgcattcttegtt
gcaaagttggtggagtgtttggcgcaaaggcattggtttttcaaggtgcagcagggaggg
tatcgggcacgggcagcactggtttccaaaatctacaacaagggtttaaccctctectgt
cagtcaaagcaaagccacactagtggagagatcatcaattttatgacagttgatgccgag
aggattggtgacttcggttggtatatgcatgatccttggatggtaatcatacaagttgcet
ctggcattggtgatactctataaaaatcttggcctagectgctatcgecegegtttgttget
acaataatagtgatgttggcaaacatccctttagggagtttgcaggagaagtttcaggag
aaactcatggaatcgaaagatagaaggatgaaggctacatctgaagtcttaaggaatatg
agaatactcaagcttcaagcttgggagatgaagtttctgtctaggatcttggacctcagg
actacagaggcaggatggttgatgaaatatgtgtacacatcagctatgactacttttgtc
ttctgggttgctcctacatttgtttctgtgacgacctttggegetgcaatgecttatggga
atcccacttgaatctgggaagatattgtctgcacttgcgacatttagaattcttcaagag
cccatctacaatctcccagatacaatttcaatgattgctcaaaccaaagtttctcttgat
cgtattgcatctttcectttctcttgatgacttgcagectgatgtcatagagaagecttceca
aaaggtagttctgatgaagcaattgagattgtaggtgggaacttcgcttgggatgcatcce
acctcgactccacttctaaaggatgtaaatcttagagtgcttaatggcatgagagttgece
atttgtggtacagttggttcaggaaaatcaagcttactgtctagcattttaggagagatg
cccaaattatcagggactattaaacttagtggaacgaaggcttatgttgcacagtcgccc
tggatacagagtggaaagatagaggagaacatattatttggtaaagagatgcagagggag
aagtatgataaagttcttgaagcgtgctccttaaagaaagacctggaaattctctetttt
ggcgatcaaacagaaataggggagaggggcattaatttgagcggtggacagaagcagaga
atacagattgctcgtgctctttaccaagatgctgatgtttacctatttgatgatccegttce
agtgctgtggatgctcataccggatcccatctcttcagtgaatgtataatggggctattg
aattcaaaaacagttttatatgttacacatcaagtggagtttttgectgctgecggatttg
atcttggtcatgaaagatggaaggatcagtgaaactgggaaatacaatgatcttctcaaa
ttaggtagtgacttcatggaacttgtgggtgctcaccaagaagctttaacagcaattgac
acagttaagggagaagcattgagaaagagtgaggaaatgactggtgataatacaaatgta
cagaaggataaaaatatttcagatggccaaaatggtaaagtggatgatattgttggaaca
aagggacaaattgttcaggaggaggaaagagagaaaggtagtgttggtttttcagtttac
tggaaatatataacaactgcatatggaggtgctcttgtgeccatttatgectgttggcacaa
gttggttttcagctccttcaaattggaagcaattattggatggegtgggcaactccegte
tcaaagagtgagccacctectgttgggagttctactctcatcattgtctatgttgettta
ggaattgcaagtgctttatgcatccttgctagaaccatgtttecttgttaccgctggatat
aagacagcctctttgcttttccataaaatgcatctttgcattttececgtgetccaatgtece
ttcttcgatgccacaccgagtgggeggattctaaacagagcatcgacagatcaaagtgcea
attgatctgaatgttcccattcaagttggatcctttgecttcacaataatacagetttta
gggattattggagtaatgtcacaagttgcatggcaggtcttcattgtctttattccggte
attgcagtttgcatctggttggagcaatattacataccatcagcacgagaactggcacgg
ctaaatgggacatgcaaagctccagtaatacagcactttgccgagacaatttcaggatca
agcacaattagaagtttcgatcaggaatctagattccaggacacaagtatgaaattgata
gacaattattctcggcctaagtttcacatcgctgctgcaatggagtggetttgtttgegt
ttggatatgttatctctgatcacttttgctttctctttaattttcttgatctctecttect
gttggaacaattgacccaagtgttgctggcttagctgttacatatgggcttaatctgaac
ataatacaagctcgggttgtttggaatctttgtatgatggaaaataaaattatttctgtt
gaaagaatacttcagtatactgctcttccaagtgaatctectcttatcatagaatccaac
agaccagaccctaactggccatcttgtggagaggttgattttagcaatcttcaggtcega
tatgctcctcacatgcctctegtgttgecgaggecttacatgcactttetttggtggaaag
aagactggaattgtcggtaggacaggcagcggtaaatctactctaatacagaccctcttce
cgcatagttgaaccagctgctggacaaataaaaatagatggtatcagcatctecctcaatt
ggtttgcatgatctacggtctagattgagtataattccacaggatccaactatgtttgag
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ggaacagttcgcagcaacctagacccgcttgaagagtattcagatgaacaaatttgggag
gcgctcgataagtgtcagctaggagaagaagtgaggaagaaagaaggcaaactttattct
acagtatctgagaatggagagaactggagtgtaggccaaaggcagctggtctgecttgge
cgtgtgctactgaaaaagagcaaggtcctggtcecttgacgaggctacagcatctgtcgac
actgcaactgataatcttattcagcaaactctaaggctgcacttctctgattccacggtt
ataaccattgctcataggattacatctgtgcttgacagtgatatggtcctactattagat
catgggctcattgctgaatacggcactccagccaggttgttagagaacgaatcctcattg
tttgctaagctcgtggcagagtatagtatgaggtcaaattcaagttttgagaatgtttca
gacatgtga

SEQ ID NO: 52 (protem sequence of NtMRP3; 5'-3'; - denotes putative stop codon)

WFFKVQ‘ YRARARLVSK e
sDFGWYMHDPWMY ITQVALALVILYKNLGLAATL!
IESKDRRMKATSEVLRNMRILKLOAWEM
gdLMhiVZTSAMTT;JFWVAPTFVSVmEF SARMIMGIPLESGKILSALATFRILQE
POTISMIAQTKVSLDRIASFLSLDDLOPDVIEKLPKGSSDEAIRIVGGNFARDAS
VUJNL%/INJMRVPT”””JGQG SSLLSSILGEMPKLSGTIKLSGTKAYVAQSP
KKDLEILSFGDQTEI¢ GGOKOR
sSHLESECIMGLLNSKTVLYVTHQVEFRLPARDL
LVGARHQEALTAIDTVKGEALRKSEEMTGDNTNY
QEEEREKGSYGFSVYWKYITTAYGGALVPFMLLAQ
”VGS ”TI’V(VﬁLGTAgAI”I AQTMFLJTA’V

TLSC

DLR

l ;,.Afn».L "‘Du! '\/\LLL DEPFS F\V.)A 1TG
TL‘MBbCRl&j“GKVNuLL’
CKDERN] 45—)(:1\*/,1](3
y\:[‘Q L(J

KMHLCTFRAPMS
VET

T"TFF’FVKTGTV”
QDPTMFEGTVR
’I\J‘*'SVG\)RO..,L'( LGRVLLKKS < v L‘ /LDER
SYLDEDMVLLLDHGLIAEYGTPARI
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