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BIOSINTESIS Y AISLAMIENTO IN VIVO DE ALTO NIVEL DE CANNABINOIDES
SOLUBLES EN AGUA EN SISTEMAS DE PLANTAS

La presente solicitud reivindica el beneficio y la prioridad de la solicitud provisional
estadounidense n.° 62/476,080, presentada el 24 de marzo de 2017, y 62/588,662, presentada el 20
de noviembre de 2017 y 62/621,166, presentada el 21 de enero de 2018. Toda la memoria
descriptiva y las figuras de las solicitudes antemencionadas se incorporan a la presente en su
totalidad mediante esta referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se presentd por via electrénica
en formato ASCII y se incorpora en su totalidad mediante esta referencia.

CAMPO TECNICO

El campo de la presente invencién se refiere generalmente a la biologia molecular de plantas
y biotecnologia de plantas. Mas especificamente, se refiere a sistemas, métodos y composiciones
novedosos para la produccion, modificacion y aislamiento in vivo de compuestos cannabinoides de
sistemas de plantas, que incluyen plantas enteras y/o sistemas de cultivos celulares de plantas. En
determinadas modalidades preferidas, la tecnologia inventiva incluye un sistema novedoso de
modificar genéticamente una planta o cultivo de suspension de células de plantas para producir,
moadificar y/o acumular uno o0 mas cannabinoides objetivo en Cannabis y/o Nicotiana benthamiana
y/o Nicotiana tabacum.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los cannabinoides son una clase de compuestos especializados sintetizados por Cannabis.
Estan formados por condensacién de terpeno y precursores de fenol. Incluyen estas formas mas
abundantes: Delta-9-tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD), cannabicromeno (CBC), y
cannabigerol (CBG). Otro cannabinoide, cannabinol (CBN) se forma a partir de THC como un
producto de degradacion y se puede detectar en algunas cepas de plantas. Tipicamente, THC, CBD,
CBC, y CBG ocurren juntos en diferentes proporciones en las varias cepas de plantas.

Los cannabinoides generalmente son clasificados en dos tipos, cannabinoides neutros y
cannabinoides &cidos, basados en si contienen un grupo carboxilo o no. Se sabe que, en plantas
frescas, las concentraciones de cannabinoides neutros son mucho mas bajos que aquello de acidos
cannabinoides. Una cepa de Cannabis sativa contiene aproximadamente 61 compuestos que
pertenecen a la clase general de cannabinoides. Estos cannabinoides generalmente son lipofilicos,
libres de nitrdgeno, mayormente compuestos fendlicos y derivan biogenéticamente de un
monoterpeno y fenol, los cannabinoides acidos de un &cido carboxilico de fenol y monoterpeno, y
tienen un material base hasta C21.

Los cannabinoides también encuentran sus acidos carboxilicos correspondientes en



10

15

20

25

30

35

2
productos de plantas. En general, los &cidos carboxilicos tienen la funcién de un precursor
biosintético. Por ejemplo, estos compuestos surgen in vivo desde los &cidos carboxilicos de THC
mediante descarboxilaciéon de THC de los tetrahidrocannabinoles A9- y A8- y CBD del cannabidiol
asociado. Tal como se muestra generalmente en la Fig. 28, el THC y CBD pueden derivar
artificialmente de sus precursores acidos, el &cido tetrahidrocannabindlico (THCA) y el acido
cannabididlico (CBDA) mediante descarboxilacién no enzimatica.

Los cannabinoides se consumen comunmente en una variedad de formas alrededor del
mundo. Las preparaciones ricas en cannabinoides de Cannabis, ya sea en hierba (es decir,
marihuana) o en forma de resina (es decir, aceite de hachis), son usadas por un estimado de 2.6—
5.0 % de la poblacion mundial (UNODC, 2012). Los productos farmacéuticos que contienen
cannabinoides ya sea que contienen extractos de cannabis natural (Sativex®) o los cannabinoides
sintéticos dronabinol o nabilona, se encuentran disponibles para uso médico en varios paises.

Tal como se menciona anteriormente, A-9-tetrahidrocannabinol (también conocido como
THC) es uno de los principales componentes biolégicamente activos en la planta de Cannabis que
ha sido aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) para el control de
nauseas y vomitos asociados con la quimioterapia, y, mas recientemente, para la estimulacion del
apetito en los pacientes con SIDA que padecen de sindrome consuntivo. El farmaco, sin embargo,
muestra otras actividades biolégicas que se prestan para posibles aplicaciones terapéuticas, tal
como en el tratamiento de glaucoma, dolores de cabeza por migrafa, espasticidad, ansiedad y como
un analgésico.

De hecho, esta bien documentado que los agentes, tales como los cannabinoides y los
endocannabinoides que activan los receptores de cannabinoides en el cuerpo modulan el apetito, y
alivian las nauseas, vomitos y el dolor (Martin B. R. y Wiley, J. L, Mechanism of action of
cannabinoids: how it may lead to treatment of cachexia, emesis and pain, Journal of Supportive
Oncology 2: 1-10, 2004), esclerosis multiple (Pertwee, R. G., Cannabinoids and multiple sclerosis,
Pharmacol. Ther. 95, 165-174, 2002), y epilepsia (Wallace, M. J., Blair, R. E., Falenski, K. WW.,
Martin, B. R., y DeLorenzo, R. J. Journal Pharmacology and Experimental Therapeutics, 307: 129-
137, 2003). Ademas, los agonistas receptores CB2 han demostrado ser eficaces para tratar el dolor
(Clayton N., Marshall F. H., Bountra C., O'Shaughnessy C. T., 2002. CB1 and CB2 cannabinoid
receptors are implicated in inflammatory pain. 96, 253-260; Malan T. P., Ibrahim M. M., Vanderah T.
W., Makriyannis A., Porreca F., 2002. Inhibition of pain responses by activation of CB(2) cannabinoid
receptors. Chemistry and Physics of Lipids 121, 191-200; Malan T. P., Jr., Ibrahim M. M., Deng H.,
Liu Q., Mata H. P., Vanderah T., Porreca F., Makriyannis A., 2001. CB2 cannabinoid receptor-
mediated peripheral antinociception. 93, 239-245.; Quartilho A., Mata H. P., Ibrahim M. M., Vanderah
T. W., Porreca F., Makriyannis A., Malan T. P., Jr., 2003. Inhibition of inflammatory hyperalgesia by



10

15

20

25

30

35

3
activation of peripheral CB2 cannabinoid receptors. Anesthesiology 99, 955-960) and multiple
sclerosis (Pertwee, R. G., Cannabinoids and multiple sclerosis, Pharmacol. Ther. 95, 165-174, 2002)
in animal models.

Mas recientemente, varios estados han aprobado el uso del Cannabis y los productos
infusionados con cannabinoides para uso recreacional y médico. A medida que se han desarrollado
estos mercados comerciales y médicos nuevos, ha crecido una necesidad de desarrollar produccion
mas eficiente y aislamiento de compuestos cannabinoides. Los métodos tradicionales de produccion
cannabinoide tipicamente se enfoca en la extraccion y purificacién de cannabinoides de Cannabis
cultivado crudo. Sin embargo, la extraccibn de cannabinoides tradicional y los métodos de
purificacién tienen una cantidad de problemas técnicos y practicos que limitan su utilidad.

Limitaciones de produccidn cannabinoide tradicional y métodos de extraccion

Por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 6,403,126 (Webster et al.), los cannabinoides,
y otros compuestos relacionados estan aislados de Cannabis cosechado crudo y tratado con un
solvente organico, tipicamente un hidrocarburo derivado de petréleo, o un alcohol de peso molecular
bajo para solubilizar los cannabinoides para aislamiento posterior. Este método tradicional esta
limitado en que depende de materia de planta cultivada de forma natural que puede haber sido
expuesta a varios pesticidas, herbicidas téxicos y similares. Ademas, tales métodos de extraccion
tradicionales son imprecisos lo cual da como resultado concentraciones variadas y no confiables de
THC extraido. Ademas, muchas cepas de Cannabis se cultivan en entornos hidropénicos que
tampoco estan regulados y puede tener como resultado la contaminacion extendida de tales cepas
con quimicos y otros compuestos no deseados.

En otro ejemplo, la solicitud de patente estadounidense n.° 20160326130 (Lekhram et al.),
los cannabinoides, y otros compuestos relacionados estan aislados del Cannabis cosechado bruto
usando, una vez mas, una serie de solventes organicos para convertir los cannabinoides en una sal,
y luego de regreso a su forma de &cido carboxilico original. Similar a Webster, este método
tradicional esté limitado en que depende de materia de planta cultivada de forma natural que puede
haber sido expuesta a varios pesticidas, herbicidas toxicos y similares. Ademas, los multiples
solventes organicos usados en este proceso tradicional se deben recuperar y reciclar y/o desechar
de forma apropiada.

Otro método tradicional de extraccion de cannabinoides implica la generacion de aceites de
hachis usando di6xido de carbono supercritico (sSCO,). Segun este método tradicional, una vez mas
la materia de la planta seca se muele y es sometida a un entorno de extraccion de sCO.. El extracto
principal se obtiene inicialmente y luego se separa. Por ejemplo, tal como se describe generalmente
por CA2424356 (Muller et &l.) los cannabinoides se extraen con la ayuda de sCO; bajo condiciones

de temperatura y presion supercritica y mediante la adicion de solventes accesorios (modificadores)
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tales como alcoholes. Segun este proceso, este CO; supercritico se evapora y disuelve en los
cannabinoides. Sin embargo, este proceso tradicional también tiene determinadas desventajas
limitantes. Por ejemplo, debido a la baja solubilidad en sCO; supercritico, la recuperacion de los
cannabinoides de interés es inconsistente. De manera adicional, cualquier solvente usado se debe
reciclar y bombear de regreso al extractor, para minimizar los costos de operacion.

Otro método utiliza butano para extraer cannabinoides, en particular altas concentraciones
de THC, de Cannabis cosechado bruto. Dado que el butano es no polar, este proceso no extrae
subproductos solubles en agua tal como clorofila y alcaloides de plantas. Dicho esto, este proceso
puede tomar hasta 48 horas y como tal esté limitado en su capacidad de aumentar para alcanzar
viabilidad comercial maxima. La otra gran desventaja de los procesos de extraccion basados en
butano tradicional es los peligros potenciales de usar solvente inflamables, asi como la necesidad
de asegurar que todo el butano es quitado por completo de los cannabinoides extraidos.

Otro factor limitante en la viabilidad de estos métodos tradicionales de los métodos de
extraccion de cannabinoides es la incapacidad de mantener la integridad de la cepa de Cannabis.
Por ejemplo, los cannabinoides usados en aplicaciones de investigaciéon y médicas, o que estan
sujetas a ensayos clinicos controlados, estdn estrictamente regulados por varias agencias
gubernamentales en los Estados Unidos y en otras partes. Estas agencias reguladoras requieren
gque las cepas de Cannabis permanezcan quimicamente consistentes en el tiempo.
Desafortunadamente, las composiciones genéticas/quimicas de las cepas de Cannabis cambian
durante generaciones de modo que no pueden satisfacer los mandatos reguladores presentes en la
mayoria de los ensayos clinicos o certificados para usar en otras aplicaciones farmacéuticas.

Se han realizado varios intentos para tratar estas preocupaciones. Por ejemplo, se han
realizado esfuerzos para producir cannabinoides en organismos modificados genéticamente. Por
ejemplo, en la solicitud de patente estadounidense 14/795,816 (Poulos, et al.) Aqui, el solicitante
reivindica haber generado una cepa modificada genéticamente de levadura capaz de producir un
cannabinoide al insertar genes que producen las enzimas apropiadas para su produccion
metabdlica. Sin embargo, tal aplicacion esta limitada en su capacidad de producir solo una cantidad
Gnica o muy limitada de compuestos cannabinoides. Esta limitacién es clinicamente significativa.
Estudios clinicos recientes han hallado que el uso de un solo cannabinoide aislado como un agente
terapéutico no es tan eficaz como tratamiento con el “entorno” de origen natural de cannabinoides
primarios y secundarios asociados con varias cepas seleccionadas.

Se han realizado intentos adicionales para sintetizar quimicamente cannabinoides, tales
como THC. Sin embargo, la sintesis quimica de varios cannabinoides es un proceso costoso cuando
se compara con la extraccion de cannabinoides de plantas de origen natural. La sintesis quimica de

cannabinoides también implica el uso de quimicos que no son ecoldgicos, que se pueden considerar
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como un costo adicional para su produccion. Ademas, la produccion quimica sintética de varios
cannabinoides ha sido clasificada como menos farmacolégicamente activa que aquellas extraidas
de plantas tal como Cannabis sativa.

Esfuerzos para generar cultivos celulares de Cannabis a gran escala también han creado
una cantidad de problemas técnicos. El principal entre ellos es el hecho que los cannabinoides son
citotoxicos. En condiciones naturales los cannabinoides son generados y luego almacenados
extracelularmente en pequenas estructuras glandulares llamadas tricomas. Los tricomas se pueden
visualizar como pequefios cabellos u otras excrecencias de la epidermis de una planta de Cannabis.
Como resultado, en los cultivos celulares de Cannabis, la incapacidad de almacenar cannabinoides
de forma extracelular significa que cualquier acumulacion de cannabinoides seria toxica para las
células cultivadas. Tales limitaciones perjudican la capacidad de los cultivos celulares de Cannabis
de ser aumentados para niveles industriales de produccion.

La toxicidad de biosintesis de cannabinoides limita los sistemas de produccion in vivo

Los esfuerzos para generar cepas de Cannabis/cultivos celulares que producen o acumulan
niveles elevados de cannabinoides han planteado una cantidad de problemas técnicos. El principal
entre ellos es el hecho de que la sintesis de cannabinoides produce subproductos toxicos. De forma
notable, las sintasas de CBDA y THCA requieren oxigeno molecular, junto con una molécula de
FAD, para oxidar el acido cannabigerdlico (CBGA). Especificamente, tal como se muestra en la Fig.
29, dos electrones del sustrato son aceptados por un FAD unido a enzima, y luego transferidos a
oxigeno molecular para volver a oxidar a FAD. CBDA y THCA son sintetizados a partir de los
intermedios i6nicos mediante ciclacion estereoselectiva a través de las enzimas. El ion de hidruro
es transferido de la flavina reducida al oxigeno molecular, lo cual tiene como resultado la formacion
de peroxido de hidrégeno y la reactivacion de la flavina para el siguiente ciclo. Como resultado,
ademas de producir CBDA y THCA respectivamente, esta reaccion produce peréxido de hidrégeno
(H202) que es naturalmente toxico para la célula hospedadora. Debido a esta produccién de un
subproducto de peréxido de hidrégeno téxico, la sintesis de cannabinoides genera un bucle de
retroalimentacion autolimitante que previene la produccién de alto nivel y/o acumulacién de
cannabinoides en sistemas in vivo. Una forma en la que las plantas de Cannabis tratan con estos
efectos citotoxicos celulares es a través del uso de tricomas para la produccion y acumulaciones de
cannabinoides.

Las plantas de Cannabis lidian con esta toxicidad mediante el secuestro de la biosintesis
cannabinoide y el almacenamiento extracelularmente en pequefias estructuras glandulares llamadas
tricomas tal como se menciona anteriormente. Por ejemplo, la sintasa THCA es una enzima soluble
en agua que es responsable de la produccién de THC. Por ejemplo, la biosintesis de THC ocurre en

tricomas glandulares y comienza con la condensacion de pirofosfato de geranilo con acido olivetélico
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para producir acido cannabigerélico (CBGA); la reaccion es catalizada por una enzima llamada
geranilpirofosfato:olivatolato geraniltransferasa. CBGA luego es sometido a ciclacion oxidativa para
generar acido tetrahidrocannabinélico (THCA) en presencia de sintasa de THCA. THCA luego se
transforma en THC mediante descarboxilacion no enzimética. Los estudios de localizacion
subcelular que usan andlisis de actividad enzimatica y RT-PCR demuestran que la THCA sintasa se
expresa en las células secretoras de tricomas glandulares, y luego se transloca en la cavidad
secretora donde se acumula el THCA producto final. La sintasa THCA presente en la cavidad
secretora es funcional, lo cual indica que la cavidad de almacenamiento es el sitio para la biosintesis
de THCA y almacenamiento. De esta manera, el Cannabis es capaz de producir cannabinoides
extracelularmente y de este modo evitar los efectos citotoxicos de estos compuestos. Sin embargo,
como resultado, la capacidad de acceder y alterar quimicamente los cannabinoides in vivo es
impedida por esta compartimentalizacién celular.

Para abordar estas preocupaciones, algunos han propuesto compuestos cannabinoides
modificados quimicamente para reducir sus efectos citotoxicos. Por ejemplo, Zipp, et al. han
propuesto usar un método in vitro para producir glucésidos de cannabinoides. Sin embargo, esta
aplicacion esta limitada a los sistemas in vitro solamente. Especificamente, tal como se menciona
anteriormente, las enzimas de sintasa cannabinoide, tal como la sintasa THCA son proteinas
solubles en agua que se exportan fuera de las células de tricoma basal en el compartimiento de
almacenamiento donde esta activa y cataliza la sintesis de THCA. Especificamente, para mediar de
forma eficaz la exportacion celular de tal sintasa cannabinoide, esta enzima contiene un péptido de
sefial de 28 aminoéacidos que dirige su exportacién fuera de la célula y dentro del tricromo
extracelular donde ocurre la sintesis cannabinoide. Como resultado de esta compartimentalizacion
extracelular dependiente de sefial, en este caso, la sintasa de THCA, esto significa que el THCA se
realiza fuera del citoplasma y no seria accesible para las enzimas de glicosilacion disefiadas
genéticamente. Como tal, la expresion simple de una glucosiltransferasa de UDP en células de
plantas, tal como se alude vagamente en Zipp, et al., no tendria como resultado una glicosilacion
eficaz de las moléculas cannabinoides en la estructura de tricromo extracelular y
compartimentalizada donde ocurre la sintesis de cannabinoide. El método de Zipp tampoco puede
generar cannabinoides acetilados, ni moléculas cannabinoides de O-glucosido de acetilo.

Los problemas antemencionados respecto a la produccién, desintoxicacion y aislamiento de
cannabinoides pueden representar una necesidad desde hace mucho tiempo por una solucion eficaz
-y econdmica- a lo mismo. Aunque puede estar disponible la implementacion de elementos, puede
gue falten intentos reales de lograr esta necesidad en cierto grado. Esto puede deberse a que los
expertos en la técnica no aprecian o entienden completamente la naturaleza de los problemas y

desafios involucrados. Como resultado de esta falta de entendimiento, intentos de lograr estas
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necesidades desde hace mucho no han podido resolver de forma eficaz uno o mas de los problemas
o desafios identificados en la presente. Estos intentos pueden incluso haber conducido lejos de las
direcciones técnicas tomadas por la tecnologia inventiva de la presente y pueden incluso tener como
resultado los logros de la presente tecnologia inventiva que es considerada hasta cierto grado un
resultado inesperado del enfoque tomado por algunos en el campo.

Tal como se mencionara en mayor detalle mas adelante, la tecnologia inventiva actual supera
las limitaciones de los sistemas de produccion de cannabinoides tradicionales mientras que se
logran los objetivos de un sistema de aislamiento, modificacion y produccion de cannabinoides
verdaderamente eficaz y ampliable.

COMPENDIO DE LA O LAS INVENCIONES

La tecnologia inventiva puede abarcar sistemas, métodos y composiciones para la
produccién, modificacion y aislamiento in vivo de compuestos cannabinoides de plantas de
Cannabis. En particular, la invencién proporciona sistemas y métodos para la biosintesis in vivo de
alto nivel de cannabinoides solubles en agua.

La tecnologia inventiva actual incluye sistemas y métodos para la produccién y/o
acumulacién de cannabinoides mejorada. En una modalidad, la invencién puede incluir sistemas y
métodos para la producciéon y/o acumulacién de cannabinoides mejorada en un sistema in vivo, tal
como una planta, o cultivo de célula de planta.

Otro fin de la invencién actual puede incluir la generacidon de plantas modificadas
genéticamente que sobreexpresan determinados genes enddgenos/exdgenos que tienen como
resultado la sobreproduccion y/o acumulacién de cannabinoides sobre niveles de tipo salvaje. En
una modalidad preferida, tales plantas transgénicas pueden exhibir produccién aumentada y
acumulacién localizada de compuestos precursores cannabinoides, tal como THCA (&cido
tetrahidrocannabindlico), CBCA (acido cannabicroménico), y CBDA (4cido cannabididlico). Tales
plantas transgénicas pueden exhibir adicionalmente la produccion aumentada y acumulacion
localizada de cannabinoides, tales como THC, CBC y CBD. Un fin adicional de la invencién actual
puede incluir la generacion de plantas modificadas genéticamente que expresan determinados
enddgenos/exdgenos que tienen como resultado la modificacibn aumentada de cannabinoides. En
una modalidad preferida, tales plantas transgénicas pueden exhibir la modificacion de cannabinoides
que incluyen la hidroxilacion y/o acetilacién y/o glicosilacion. En modalidades preferidas adicionales,
tales plantas transgénicas pueden exhibir la modificacion aumentada de cannabinoides que incluyen
la acetilacion y glicosilacion, tal como una forma de O glucésido de acetilo. Por ejemplo, la acetilacion
agrega un grupo acetilo (-CHsOOH) a un cannabinoide de modo que el grupo carboxilato es acido y
cargado a pH neutro que lo vuelve altamente soluble en agua.

Un fin de la tecnologia inventiva actual puede ser generar una planta de Cannabis
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transgénica o modificada que sobreexpresa uno o mas factores de transcripcion, tal como myb, que
aumentan el flujo de metabolitos a través de la via biosintética cannabinoide. En una modalidad
preferida, estos factores de transcripcion pueden incluir varios analogos. En determinadas
modalidades preferidas, uno o mas de estos transgenes pueden estar unidos de forma operativa a
uno 0 Mas promotores.

Otro fin de la tecnologia inventiva actual puede ser generar un cultivo celular de Cannabis
transgénica o modificada que sobreexpresa uno o mas factores de transcripcion, que aumentan el
flujo de metabolitos a través de la via biosintética cannabinoide. En una modalidad preferida, estos
transgenes pueden estar unidos de forma operativa a uno 0 mas promotores.

Otro fin de la tecnologia inventiva actual puede ser generar una planta de Cannabis
transgénica o modificada genéticamente que expresa uno o mas factores de transcripciéon
exoégenos/heterélogos que regulan por incremento la formacién de tricromas para aumentar la
acumulacién de cannabinoides. En determinadas modalidades preferidas, uno o mas de estos
transgenes exdgenos pueden estar unidos de forma operativa a uno 0 mas promotores.

Incluso otro fin de la tecnologia inventiva actual puede ser generar una planta de Cannabis
transgénica o modificada genéticamente que expresa una enzima que esta configurada para ser
capaz de reducir los niveles de peréxido de hidrégeno (H202) que pueden ser generados durante la
sintesis de cannabinoides. En una modalidad preferida, la tecnologia inventiva actual puede ser
generar una planta de Cannabis transgénica o modificada genéticamente que expresa una proteina
quimérica. En esta modalidad, esta proteina quimérica puede incluir un primer dominio que puede
reducir los niveles de peroxido de hidrogeno (H202) que pueden ser generados durante la sintesis
de cannabinoides. Esta proteina de fusién/quimérica puede incluir ademas un segundo dominio que
puede comprender un dominio de direccionamiento a tricoma que puede permitir la localizacién
dirigida de la proteina quimérica a ubicaciones de sintesis de cannabinoides activos. En algunas
modalidades, un tercer dominio puede incluir un enlazador que puede separar adicionalmente el
primer dominio del segundo dominio, de modo que dicho primer dominio y dicho segundo dominio
puedan cada uno plegarse en su forma tridimensional apropiada y retener su actividad y dichos
intervalos enlazadores en longitud.

Otro fin de la tecnologia inventiva actual puede incluir la generacién de uno o més de la
planta modificada genéticamente antemencionada o cultivos celulares de plantas usando
transformacién mediada por Ti-pladsmido de Agrobacterium.

Otro fin de la tecnologia inventiva de la presente se refiere a métodos y sistemas para la
localizacién celular in vivo de modificacion y biosintesis cannabinoide. Mas especificamente, la
tecnologia inventiva de la presente se refiere a métodos y sistemas para la localizacion celular in

vivo de hidroxilacion, acetilacion y/o glicosilacion cannabinoide. La tecnologia inventiva puede incluir
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sistemas y métodos para la modificacion quimica localizada de alta eficiencia y aislamiento de
compuestos cannabinoides de cultivos de suspensién. En la presente modalidad, varios compuestos
cannabinoides seleccionados se pueden modificar quimicamente en configuraciones solubles y no
toxicas.

Las modalidades adicionales de la tecnologia inventiva pueden incluir la modificacion
transitoria de compuestos cannabinoides para reducir y/o eliminar su toxicidad en plantas o sistemas
de cultivo de células de plantas. En una modalidad preferida, se puede permitir que tales
cannabinoides modificados de forma transitoria se acumulen a niveles que normalmente tendrian un
efecto perjudicial en la célula. Las modalidades adicionales pueden incluir el aislamiento de estos
cannabinoides modificados de forma transitoria seguido por la conversion enzimética o
reconstitucion a su estructura original y/o parcialmente modificada.

Otro fin de la invencién puede incluir la generacién de una planta transgénica y/o cultivos
celulares de plantas que pueden expresar genes heterélogos que acoplaron sintesis cannabinoide
e hidroxilacién y/o glicosilacion in planta. Especificamente, un fin de la tecnologia puede incluir usar
Nicotiana benthamiana para demostrar la sintesis de CBDA de acoplamiento y la glicosilacion in
planta. Un fin adicional de la presente modalidad puede incluir modificaciones adicionales en la
molécula de CBDA, tal como hidroxilacién y acetilacién. En aun otro fin, esta modificacién de
cannabinoides puede estar localizada especificamente, por ejemplo en el citosol y/o tricoma.

Otro fin de la invencién puede incluir la generacién de una planta transgénica y/o cultivos
celulares de plantas que pueden sobreexpresar genes enddégenos que se pueden configurar para
modificar cannabinoides. El fin adicional puede incluir la coexpresion de factores de transcripciéon
heter6logos que pueden aumentar la produccion cannabinoide. Otro fin de la invencién puede incluir
la coexpresién de genes heterdlogos que desintoxican los subproductos de peréxido de hidrégeno
generados a través de la biosintesis cannabinoide. La coexpresion de tales genes puede agregarse
a la coexpresion de genes configurados para modificar y/o localizar las biomodificaciones
cannabinoides.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 Perfil de elucién cromatogréafico representativo de glucésidos de CBGA encontrado en
ensayos in vitro. Los cromatogramas A, B y C representan los cromatogramas de iones extraidos
respectivos para cada producto de glucésido. ElI cromatograma D es representativo del
cromatograma de iones totales. Las intensidades pico se ilustran como abundancia relativa para los
picos mas abundantes en cada cromatograma respectivo.

Fig. 2 Perfiles de elucibn cromatograficos representativos de CBGA funcionalizado y
glucésidos encontrados en ensayos in vitro. Los cromatogramas A, B y C representan los

cromatogramas de iones clasificados por extraccion respectivos para cada producto. El
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cromatograma D es representativo del cromatograma de iones totales. Las intensidades pico se
ilustran como abundancia relativa para los picos mas abundantes en cada cromatograma respectivo.

Fig. 3 Perfil de elucion cromatogréafico representativo de perfiles de glucésidos de CBDA
encontrados en extractos de hojas. Los cromatogramas A, B, C y D representan los cromatogramas
de iones clasificados por extraccion respectivos para cada producto de glucésido. El cromatograma
E es representativo del cromatograma de iones totales. Las intensidades pico se ilustran como
abundancia relativa para los picos mas abundantes en cada cromatograma respectivo.

Fig. 4 Elucion cromatogréfica de CBDA funcionalizada y glucésidos funcionalizados en
extractos de hojas. Los cromatogramas A, B y C representan los cromatogramas de iones
clasificados por extraccion respectivos para cada producto. EI cromatograma D es representativo
del cromatograma de iones totales. Las intensidades pico se ilustran como abundancia relativa para
los picos mas abundantes en cada cromatograma respectivo.

Fig. 5 Construccién de gen para la expresion del gen de citocromo P450 (CYP3A4), (SEQ
ID NO. 1), expresar la proteina de citocromo P450 (CYP3A4) (SEQ ID NO. 2) y el gen de
oxidorreductasa P450 (oxred) (SEQ ID NO. 3), que expresa la proteina de oxidorrecutasa P450
(SEQ ID NO. 4), en plantas. Ambos genes fueron accionados por el promotor 35S constitutivo (35S)
y mostraron regiones no traducidas 5’ de alcohol deshidrogenasa de Arabidopsis thaliana (AtADH)
como potenciadores traduccionales.

Fig. 6 Confirmacion de expresién de CYP3A4 y P450 oxidorreductasa en hojas de tabaco.
CB1-CB5, duplicados biolégicos de hojas infiltradas con la oxidorreductasa CYP3A4/P450; WT =
hojas de tabaco de tipo salvaje sin infiltracion. L= escalera de mas de 1kb (Thermo Fisher Scientific,
EUA). Las flechas muestran la banda esperada (500 pb) que indican la expresién del transgén.

Fig. 7 Glicosilacion aumentada de cannabinoides en plantas N. benthamiana que
sobreexpresan a P450. CB1-CB5 son repeticiones bioldgicas que sobreexpresan CYP3A4+P450
oxidorreductasa, P_control es el supresor de silenciamiento de P19 (control de “vector vacio”). El
eje vertical muestra cantidades relativas expresadas como area pico por g de peso fresco.

Fig. 8 Construccién génica para el sistema de produccion cannabinoide de cultivo de
suspension y citosol. 35S, promotor 35S mosaico de la coliflor; HSPt, terminador HSP; 35PPDK,
promotor hibrido que consiste en el potenciador 35S del virus de mosaico de la coliflor fusionado al
promotor basal C4PPDK del maiz (Yoo et al. 2007); 76G1, glucosiltransferasa UDP de Stevia
rebaudiana; ABCG2, transportador multi-farmaco humano.

Fig. 9 Demuestra la confirmacion RT-PCR de la expresion de sintasa CBDA (a),
glucosiltransferasa UDP (b) y ABCG2 (c) en células de hojas de tabaco. L es la escalera de mas de
1kb (Thermo Fisher Scientific, EUA). Los numeros en los carriles representan lineas transgénicas

independientes. Las flechas apuntan a la banda esperada que muestra la expresion del transgén.
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Fig. 10 Hidroxilacién y glicosilacion de cannabinoides en tabaco transgénico (SUS,
numerado) que sobreexpresan la sintasa de CBDA, glucosiltransferasa de UDP y el transportador
de ABC. WTS1Yy 2 son tipo salvaje alimentados con sustrato para reacciones enddgenas. Hubo algo
de glicosilacibn enddgena de CBGA, asi como pruebas de actividad de glucosiltransferasa
transgénica aumentada (por ejemplo, SUS2, SUS3 y SUS4). Los datos se han corregido al area pico
por g de peso fresco.

Fig. 11 La modificacion aumentada de cannabinoides en plantas N. benthamiana
transgénicas infectadas conjuntamente con construcciones para glicosilacion, funcionalizacion
mediada por P450 (hidroxilacion) y desintoxicacion de perdxido de hidrégeno mediante catalasa.
SUS = construccién para sobreexpresar la sintasa de CBDA, glucosiltransferasa de UDP y
transportador de ABC; M3S= construccibn para sobreexpresar la sintasa de CBDA,
glucosiltransferasa de UDP vy transportador de ABC con Cannabis similar a MYB12 y catalasa de
Arabidopsis thaliana.

Fig. 12 Actividad de glicosilacién aumentada en plantas N. benthamiana transgénicas (TSA,
TSB, TSC, SUS, SUS/P450) que sobreexpresa una glucosiltransferasa en comparacion con el tipo
salvaje en ensayos de expresion transitoria de 14 horas.

Fig. 13 Reacciéon monooxigenasa de ejemplo, catalizada por citocromos P450.

Fig. 14 La construccién de gen 1 para el sistema de produccién de cannabinoides de tricoma.
Promotor 35S de mosaico de la coliflor; AtADH 5’-UTR, elemento potenciador de traduccion (Matsui
et al. 2012); tsCBDAs, sintasa de acido cannabididlico con su secuencia objetivo original; terminador
de HSP; tsUGT76G1, glucosiltransferasa de UDP de Stevia rebaudiana con secuencia objetivo de
tricoma de CBDAs.

Fig. 15 La construccién de gen 2 para el sistema de produccién de cannabinoides de tricoma.
Promotor 35S de mosaico de la coliflor; AtADH 5-UTR, elemento potenciador; PM-UTR1,
transportador de galactosa/UDP-glucosa Arabidopsis thaliana dirigido a la membrana plasmatica;
terminador de HSP.

Fig. 16 RT-PCR sintasa de CBDA dirigido a tricoma (parte superior), RT-PCR de UGT de
glucosiltransferasa de UDP dirigida a tricoma (76G1) (parte inferior). A, B y C son duplicados
biol6gicos recolectados después de 2DPI.

Fig. 17 RT-PCR de PM-UTRL1. A, By C son duplicados biologicos recolectados después de
2DPI.

Fig. 18 La construccion de gen para el sistema de produccion de cannabinoides citosolicos.
Promotor 35S de mosaico de la coliflor; AtADH 5’-UTR, elemento potenciador; cytCBDAS, sintasa
de &cido cannabididlico con la secuencia objetivo de tricoma eliminada; terminador HSP;

cytUGT76G1, UDP glucosiltransferasa de Stevia rebaudiana.
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Fig. 19 SUS-A a SUS-C son duplicados bioldgicos para la transformacion de la suspension
celular (201-SUS) después de 1DPI.

Fig. 20. cytUGT RT-PCR (parte superior), cytCBDAs RT-PCR (parte inferior). A, By C son
duplicados bioldgicos para la infiltracién de la construccién citosélica después de 2DPI.

Fig. 21 Deteccion de cannabinoides en hojas infiltradas con tricoma o construcciones de
suspension de células y alimentado con CBGA 2.7mM. El codigo de color se refiere al
compartimiento objetivo para CBDAs y acumulacion de proteina de UGT76G1, ya sea tricoma o
citosol de suspension de células. Eje Y: CBGA y CBDA expresado como partes por millén (ppm).
Glicosidos primarios, secundarios y acilados expresados como area pico.

Fig. 22 Deteccion de cannabinoides en hojas infiltradas con citosolico o construccién de
suspension de células y alimentado con CBGA 2.7mM CBGA y UDP-glucosa 4 mM. El codigo de
color se refiere al compartimiento objetivo para CBDAs y acumulacién de proteina de UGT76GL1. Eje
Y: CBGA expresado como partes por millon (ppm). Todos los otros derivados cannabinoides
expresados como area pico (no hay estandares disponibles).

Fig. 23 Los cromatogramas de iones extraidos de R-OH funcionalizaron 1 x analogo de
CBDA glicosilado. (A) Traza cromatografica, ion m/z, composicion elemental calculada, que confirma
la presencia de niveles traza de analogo de CBDA (B) Ausencia de analogo de CBDA en extracto
de control (C) Ausencia de analogo de CBDA en extracto de control de duplicado biolégico.

Fig. 24 Espectro de masas de infusion directa de extracto de Cannabis sativa. Los recuadros
de espectros representan CBDA con una glicosilacion individual (519.2546 m/z), y CBDA
functionalizada con R-OH y una glicosilacién individual (535.2543 m/z). Las intensidades pico se
ilustran como abundancia relativa para los iones mas intensos.

Fig. 25 La abundancia relativa de CBDA en extractos de varias cepas de Cannabis sativa
infiltradas con cultivos de Agrobacterium que albergan combinaciones de plasmidos de UGT y
sintasa de CBDA (CBDAS). Los datos de abundancia relativa normalizada son presentados como la
intensidad de iones de cada compuesto dividido por la intensidad de iones del estandar interno 7-
hidroxicumarina (20 ppm).

Fig. 26 La abundancia relativa de CBDA madificado (glicosilado y/o hidroxilado) en extractos
de varias cepas de Cannabis sativa infiltradas con cultivos de Agrobacterium que albergan
combinaciones de pladsmidos de UGT y CBDAs. Los datos de abundancia relativa normalizada son
presentados como la intensidad de iones de cada compuesto dividido por la intensidad de iones del
estandar interno 7-hidroxicumarina (20 ppm).

Fig. 27 La construccion de genes aumentaba la produccion de cannabinoides y mitigaba la
toxicidad. CsMYB12, predijo que el factor de transcripcion de MYB de Cannabis sativa para

aumentar la biosintesis de flavonol; HSPt, terminador de transcripcion eficiente de la proteina del
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gen 18.2 de choque térmico Arabidopsis thaliana; 35S, promotor constitutivo del virus del mosaico
de la coliflor; Catalasa, gen de catalasa Arabidopsis thaliana.

Fig. 28 Sintesis de THC y CBD del CBGA a partir del precursor comun.

Fig. 29 Generacion de peroxido de hidrégeno durante la biosintesis de cannabinoides.

Fig. 30 Hidroxilacion seguida por oxidacion de THC mediante CYP2C9/

Fig. 31 Transferencia de un componente de acido glucurénico a un sustrato cannabinoide
mediante UGT.

Fig. 32 Sintesis de acido olivetdlico, un precursor de CBGA

Fig. 33 Comparacion de secuencia de aminoacidos de secuencias de proteina catalasa de
Arabidopsis de ejemplo.

Fig. 34 Diagrama esquematico de aumento de produccion de cannabinoides acoplado con
el sistema de dafio oxidativo en una modalidad de este.

MODOS PARA LLEVAR A CABO LA O LAS INVENCIONES

La presente invencion incluye una variedad de aspectos, que pueden combinarse de
diferentes maneras. Las siguientes descripciones se proporcionan para enumerar elementos y
describir algunas de las modalidades de la presente invencion. Estos elementos estan enumerados
con modalidades iniciales, sin embargo, se deberia entender que pueden estar combinados de
cualquier manera y en cualquier cantidad para crear modalidades adicionales. Los ejemplos y
modalidades preferidos descritos de forma variada no deberian considerarse que limitan la presente
invencién para solo los sistemas, técnicas y aplicaciones descritas explicitamente. Ademas, se
deberia entender que la presente descripcion soporta y abarca descripciones y reivindicaciones de
todas las varias modalidades, sistemas, técnicas, métodos, dispositivos y aplicaciones con cualquier
cantidad de los elementos descritos, con cada elemento solo, y también con cualquiera y todas las
permutaciones y combinaciones varias de todos los elementos en esta o cualquier solicitud posterior.

La tecnologia inventiva incluye sistemas y métodos para la produccion de alto nivel de
compuestos cannabinoides. Tal como se usa en la presente, el término “alto nivel” en este caso
puede significar la biosintesis superior al tipo salvaje o0 acumulacién de uno o mas cannabinoides en
una planta o célula de planta. En una modalidad, se puede establecer una suspension o raiz pilosa
o cultivo de suspension celular de una o0 mas cepas de plantas. En una modalidad preferida, se
puede establecer una suspensién o raiz pilosa o cultivo de suspension celular de una o mas cepas
de plantas de tabaco o Cannabis. Cabe destacar que el término cepa puede referirse a una cepa de
planta, asi como a un cultivo celular, o linea celular derivada de una planta, tal como el Cannabis.

En una modalidad preferida, se puede establecer una suspension o raiz pilosa o cultivo de
suspension celular de planta de tabaco o Cannabis sativa en un fermentador u otro aparato similar.

Cabe destacar que el uso de C. sativa en esta modalidad es a modo de ejemplo solamente. Por
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ejemplo, en determinadas otras modalidades, se pueden usar varias cepas de Cannabis, mezclas
de cepas, hibridos de diferentes cepas o clones, asi como diferentes variedades para generar una
suspension o cultivo de raiz pilosa. Por ejemplo, todas las cepas tales como C. sativa, C. indicay C.
ruderalis se pueden usar con la tecnologia inventiva. En aun otras modalidades, se pueden usar
otras plantas que producen cannabinoides o similar a cannabinoides. Por ejemplo, en una modalidad
determinada se puede establecer una suspension celular o cultivo de raiz pilosa para uno o mas de
los siguientes: Equinacea; Acmella Oleracea; Helichrysum Umbraculigerum; Radula Marginata
(hepética), Theobroma Cacao o tabaco.

En determinadas modalidades, tales fermentadores pueden incluir grandes fermentadores a
escala industrial que permiten que se cultive un gran cantidad de células C. sativa que producen
cannabinoides. En esta modalidad, puede ser posible cultivar una gran cantidad de células no
adulteradas de una sola cepa de, por ejemplo, tabaco o C. sativa, que puede establecer un cultivo
celular que tiene una produccion consistente y/o modificacion de compuestos cannabinoides tanto
en cantidad como en tipo. Tal crecimiento cultivado puede ser sostenido de continuo con la
suplementacion de nutrientes y otros factores de crecimiento al cultivo. Tales caracteristicas pueden
ser automatizadas o se pueden lograr manualmente.

Otra modalidad de la tecnologia inventiva puede incluir sistemas y métodos para produccion
de alto nivel de compuestos cannabinoides modificados. En una modalidad, se puede establecer
una suspension o cultivo de raiz pilosa de una o mas cepas de plantas de tabaco. Cabe destacar
que el término cepa puede referirse a una cepa de planta, asi como a un cultivo celular, o linea
celular derivada de una planta de tabaco. En una modalidad preferida, se puede establecer un cultivo
de raiz pilosa o suspension de la planta cultivo de Nicotiana benthamiana en un fermentador u otro
aparato similar. Cabe destacar que el uso de N. benthamiana en esta modalidad es a modo de
ejemplo solamente. Por ejemplo, en determinadas otras modalidades, se pueden usar varias cepas
de Nicotiana, mezclas de cepas, hibridos de diferentes cepas o clones, asi como diferentes
variedades para generar una suspension celular o cultivo de raiz pilosa.

En determinadas casos, tales fermentadores pueden incluir grandes fermentadores a escala
industrial que permiten que se cultive un gran cantidad de células N. benthamiana. En esta
modalidad, los cannabinoides cultivados se pueden introducir a este cultivo de suspension, y
modificar tal como se describe generalmente en la presente. De manera similar, tal crecimiento
cultivado de células de tabaco puede ser sostenido de continuo con la adicion continua de nutrientes
y otros factores de crecimiento que se agregan al cultivo. Tales caracteristicas pueden ser
automatizadas o se pueden lograr manualmente.

Otra modalidad de la invencion puede incluir la produccion de células de tabaco y/o Cannabis

modificado genéticamente para expresar varios genes exdgenos y/o enddgenos que pueden
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modificar la estructura quimica de los compuestos cannabinoides. Tales cepas transgénicas se
pueden configurar para producir y/o modificar grandes cantidades de compuestos cannabinoides
generalmente, asi como aumentos dirigidos en la produccién de cannabinoides especificos tal como
THC, Cannabidiol (CBD) o Cannabinol (CBN) y similares.

Otra modaldiad de la invencion puede incluir la produccién de cultivos celulares de Cannabis
genéticamente modificados que expresan una mezcla de cannabinoides que se pueden optimizar
para el tratamiento de condiciones médicas especificas. Por ejemplo, el CBD es un cannabinoide
no psicoactivo que se puede usar para tratar convulsiones en personas con epilepsia. Sin embargo,
décadas de cruza selectiva ha tenido como resultado en la mayoria de las cepas de Cannabis que
tienen bajas concentraciones de CBD cuando se comparan con el THC cannabinoide psicoactivo.
Como tal, en determinadas modalidades, cultivos celulares especificos al sindrome o enfermedad
se pueden desarrollar que expresan una mezcla calibrada de cannabinoides para el tratamiento
posterior de tales afecciones.

Modalidades adicionales de la tecnologia inventiva pueden incluir sistemas, métodos y
composiciones novedosas para la produccién y modificacion in vivo de compuestos cannabinoides
en un sistema de plantas. En determinadas modalidades, estas modificaciones in vivo pueden llevar
a la produccion de diferentes formas de cannabinoides con propiedades especiales, por ejemplo,
cannabinoides de liberacion lenta, solubles en agua o profarmacos. En una modalidad preferida, la
tecnologia inventiva puede incluir sistemas, métodos y composiciones novedosos para la
hidroxilacion, acetilacion y/o glicosilacién. Los cannabinoides modificados pueden ser solubles en
agua, por ejemplo mediante glicosilacion.

Como se menciona anteriormente, la produccién y/o acumulacién de altos niveles de
cannabinoides seria toxica para un hospedador de célula hospedadora. Como tal, una modalidad
de la tecnologia inventiva puede incluir sistemas y métodos para modificar de forma transitoria los
cannabinoides in vivo. Un fin de la presente invencion puede incluir el uso de monooxigenasas de
citocromo p450 (CYP) para modificar de forma transitoria o funcionalizar la estructura quimica de los
cannabinoides. Los CYP constituyen una familia de enzimas principal capaz de catalizar la
biotransformacién oxidativa de muchos compuestos quimicos farmacol6gicamente activos y otros
xenobidticos lipofilicos. Por ejemplo, tal como se muestra en la Fig. 13, la reaccion mas comun
catalizada por citocromos P450 es una reaccion de monooxigenasa, por ejemplo, la insercion de un
atomo de oxigeno en la posicién alifatica de un sustrato organico (RH) mientras que el otro &tomo
de oxigeno se reduce a agua.

Se ha mostrado que varios cannabinoides, que incluyen THC sirven como un sustrato para
los CYP humanos (CYP2C9 y CYP3A4). De manera similar, los CYP han sido identificados que
metabolizan el cannabidiol (CYP 2C19, 3A4); cannabinol (CYP 2C9, 3A4); JWH-018 (CYP 1AZ2,
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2C9); y AM2201 (CYP 1A2, 2C9). Por ejemplo, tal como se muestra generalmente en la Fig. 30, en
un sistema de ejemplo, CYP2C9 puede “funcionalizar” o hidroxilar una molécula de THC que tiene
como resultado una forma de hidroxilo de THC. La oxidacion adicional de la forma hidroxilo de THC
mediante CYP2C9 puede convertirlo en una forma de acido carboxilico que pierde sus capacidades
psicoactivas, volviéndolo un metabolito inactivo.

Como tal, otra modalidad de la invencion puede incluir la creaciéon de una cepa de Cannabis
o cultivo celular que se puede transformar con construcciones genéticas creadas artificialmente que
codifican uno o0 mas CYP exdgenos. En una modalidad preferida, los genes que codifican una o mas
isoformas y/o analogos no humanos, asi como posiblemente otros CYP que pueden funcionalizar
cannabinoides, se pueden expresar en Cannabis sativa transgénica u otra planta. En otra modalidad
preferida, los genes que codifican una o mas isoformas y/o analogos no humanos, asi como
posiblemente otros CYP que pueden funcionalizar cannabinoides, se pueden expresar en Cannabis
sativa transgénica o cepas de tabaco cultivadas en un cultivo de suspensién. Modalidades
adicionales pueden incluir elementos de control genético tales como promotores y/o potenciadores
asi como elementos reguladores postraduccionales que también se pueden expresar en cepas de
Cannabis transgénica de modo que la presencia, cantidad y actividad de cualquier CYP presente en
la suspension o cultivo de raiz pilosa se puede madificar y/o calibrar.

Otra modalidad de la invencion puede incluir la creacién de una cepa de tabaco o cultivo
celular que se puede transformar con construcciones genéticas creadas artificialmente que codifican
uno o mas CYP exdgenos. En una modalidad preferida, los genes que codifican una o mas isoformas
y/o analogos no humanos, asi como posiblemente otros CYP que pueden funcionalizar
cannabinoides introducidos a una planta N. benthamiana transgénica o cultivo de suspension.
Modalidades adicionales pueden incluir elementos de control genético tales como promotores y/o
potenciadores asi como elementos reguladores postraduccionales que también se pueden expresar
en cepas de N. benthamiana transgénica de modo que la presencia, cantidad y actividad de
cualquier CYP presente en la suspension o cultivo de raiz pilosa se puede modificar y/o calibrar.

Otro fin de la invencion puede ser modificar adicionalmente, in vivo, los cannabinoides y/o
cannabinoides ya funcionalizados. En una modalidad preferida, la glicosilacién de cannabinoides y/o
cannabinoides funcionalizados pueden convertirlos en una forma soluble en agua. En una modalidad
de ejemplo mostrada en la Fig. 31, la tecnologia inventiva puede usar una 0 mas enzimas de
glucosiltransferasa, tal como UDP-glucosiltransferasa (UGT), para catalizar, in vivo la
glucuronosilacion o glucuronidacién de cannabinoides, tal como cannabinoides primarios (CBD,
CBN) y secundarios (THC, JWH-018, JWH-073). En esta modalidad, la glucuronidacién puede
consistir en la transferencia de un componente de acido glucurdnico de &cido glucurénico de

difosfato de wuridina a un sustrato cannabinoide mediante cualquiera de varios tipos de
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glucosiltransferasas tal como se describe en la presente. El acido glucurénico es un 4cido de azucar
derivado de la glucosa, con su sexto atomo de carbono oxidado hasta un &cido carboxilico.

Aun otra modalidad de la presente invencion puede incluir la conversion in vivo de un
cannabinoide funcionalizado, en este ejemplo una forma de &cido carboxilico del cannabinoide,
hasta una forma glicosilada de cannabinoide que puede ser ambos soluble en agua y no téxico para
la célula hospedadora. Estas modificaciones quimicas pueden permitir niveles mayores de
acumulacién cannabinoide en un cultivo celular de planta sin efectos citotoxicos nocivos que se
verian con cannabinoides no modificados debido a esta solubilidad en agua.

Otra modalidad de la invencion puede incluir la generacion de cepas modificadas
genéticamente o transgénicas de Cannabis, u otras plantas tales como tabaco, que tienen
construcciones genéticas artificiales que pueden expresar uno o mas genes que pueden aumentar
la solubilidad de los cannabinoides y/o disminuir la citotoxicidad. Por ejemplo, la tecnologia inventiva
puede incluir la generacién de cepas de plantas transgénicas o lineas celulares que tienen
construcciones genéticas artificiales que pueden expresar una o mas glucosiltransferasas
endogenas/o exdgenas u otras enzimas capaces de glicosilar compuestos cannabinoides. Por
ejemplo, en una modalidad una o mas glucosiltransferasas de N. benthamiana, u otras plantas que
no son cannabis se pueden introducir en una planta de cannabis o cultivo celular y configurar para
glicosilar cannabinoides in vivo. En otra modalidad, las glucosiltransferasas enddégenas de N.
benthamiana se pueden sobreexpresar para aumentar la glicosilacion de cannabinoides in vivo.

En una modalidad adicional, de la tecnologia inventiva puede incluir la generacién de
construcciones genéticas artificiales que tienen genes que codifican una o mas glucosiltransferasas,
que incluyen analogos no humanos de aquellos descritos en la presente asi como otras isoformas,
que pueden adicionalmente ser expresadas en N. benthamiana, Cannabis sativa transgénica u otro
sistema de plantas que puede ademas ser cultivada en un cultivo de suspension. Modalidades
adicionales pueden incluir elementos de control genético tales como promotores y/o potenciadores
asi como elementos de control reguladores postraduccionales que también se pueden expresar en
un sistema de planta transgénica de modo que la presencia, cantidad y actividad de cualesquiera
glucosiltransferasas presentes en la suspensién o cultivo de raiz pilosa se pueda regular.

Una modalidad adicional de la invencion puede incluir construcciones genéticas artificiales
que tienen uno o mas genes que codifican una o mas glucosiltransferasas UDP y/o ADP que tienen
dominios o secuencias de localizacién que pueden ayudar en el movimiento de la proteina a una
parte determinada de la célula, tal como las ubicaciones celulares donde los cannabinoides y/o
cannabinoides funcionalizados se pueden modificar, producir, almacenar y/o excretar de la célula.

Una modalidad adicional de la invencion puede incluir construcciones genéticas artificiales
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expresan conjuntamente con uno o mas genes exdgenos que pueden ayudar en el movimiento de
la proteina a una parte determinada de la célula, tal como las ubicaciones celulares donde los
cannabinoides y/o cannabinoides funcionalizados se pueden almacenar y/o excretar de la célula.

Una modalidad preferida de la tecnologia inventiva puede incluir el nivel elevado de
produccioén in vivo de cannabinoides glicosilados solubles en agua, generalmente a los que se hace
referencia como cannabinoides modificados de forma transitoria que se pueden cultivar a partir de
una planta o un cultivo celular. En una modalidad, los cannabinoides modificados de forma temporal
pueden acumularse dentro de la célula que es parte de un cultivo de suspension. En este ejemplo,
se puede permitir que el cultivo celular crezca a un nivel deseado de célula o densidad 6ptica, o en
otros casos hasta que se haya acumulado un nivel deseado de cannabinoides modificados de forma
temporal en las células de Cannabis cultivadas. Tales genes exdgenos se pueden ubicar, por
ejemplo, en el citosol o tricoma tal como se describe generalmente en la presente, y pueden ademas
expresarse conjuntamente con otros genes exdégenos que pueden reducir la toxicidad de biosintesis
de cannabinoides y/o facilitar el transporte de cannabinoides a través o fuera de la célula.

Toda o una parte de las células de Cannabis que contienen los cannabinoides modificados
de forma temporal acumulados pueden entonces ser cosechados del cultivo, que en una modalidad
preferida puede ser un fermentador a escala industrial u otro aparato adecuado para el cultivo a gran
escala de células de plantas. Las células de Cannabis cultivadas se pueden lisar de modo que los
cannabinoides acumulados modificados de forma temporal se puedan liberar al lisado que los rodea.
Etapas adicionales pueden incluir tratar este lisado. Ejemplos de tal tratamiento pueden incluir filtrar
o analizar este lisado para quitar material de plantas extrafio asi como tratamientos quimicos para
mejorar los rendimientos de cannabinoides posteriores.

Otra modalidad de la tecnologia inventiva puede incluir el nivel elevado de generacion in vivo
de cannabinoides glicosilados solubles en agua, generalmente a los que se hace referencia como
cannabinoides modificados de forma transitoria que se pueden cultivar a partir de una planta o un
cultivo celular. En una modalidad, los cannabinoides se pueden introducir a un cultivo celular que no
produce cannabinoides, tal como N. benthamiana. En esta modalidad preferida, el cultivo celular que
no produce cannabinoides puede ser modificado genéticamente para expresar uno 0 mas genes
enddégenos o0 exdgenos que pueden modificar los cannabinoides, por ejemplo a través de
hidroxilacién, acetilacion y/o glicosilacion. Tales genes enddgenos o exdgenos se pueden ubicar,
por ejemplo, en el citosol o tricoma tal como se describe generalmente en la presente, y pueden
ademas expresarse conjuntamente con otros genes exodgenos que pueden reducir la toxicidad de
biosintesis de cannabinoides y/o facilitar el transporte de cannabinoides a través o fuera de la célula.

Se puede permitir que este no cannabinoide que produce el cultivo celular crezca hasta un

nivel deseado de célula o densidad Optica, o en otros casos hasta que se haya acumulado un nivel
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deseado de cannabinoides modificados de forma temporal en las células cultivadas. Toda o una
parte de las células de N. benthamiana que contienen los cannabinoides acumulados pueden
entonces ser cosechados del cultivo, que en una modalidad preferida puede ser un fermentador a
escala industrial u otro aparato adecuado para el cultivo a gran escala de células de plantas. Las
células de N. benthamiana cultivadas se pueden lisar de modo que los cannabinoides acumulados
modificados de forma temporal se puedan liberar al lisado que los rodea. Etapas adicionales pueden
incluir tratar este lisado. Ejemplos de tal tratamiento pueden incluir filtrar o analizar este lisado para
quitar material de plantas extrafio asi como tratamientos quimicos para mejorar los rendimientos de
cannabinoides posteriores.

Otro fin de la tecnologia inventiva puede incluir métodos para aislar y purificar cannabinoides
modificados de forma temporal a partir de un cultivo de suspension o planta. En una modalidad
preferida, un lisado de Cannabis se puede generar y procesar usando cromatografia de afinidad u
otros métodos de purificacién. En esta modalidad preferida, una columna de afinidad que tiene un
ligando o receptor de proteina configurado para unirse con los cannabinoides modificados de forma
temporal, por ejemplo a través de la asociacién con un grupo funcional de acido glucurénico o
glicosilo entre otros, se puede inmovilizar o acoplar a un soporte sélido. El lisado se puede luego
pasar sobre la columna de modo que los cannabinoides modificados de forma temporal, que tienen
afinidad de unién especifica al ligando se unen e inmovilizan. En algunas modalidades, las proteinas
de unién no especifica y no de unién que pueden haber estado presentes en el lisado se pueden
quitar. Finalmente, los cannabinoides modificados de forma temporal pueden ser eluidos o
desplazados de la columna de afinidad mediante, por ejemplo, un azlcar correspondiente u otro
compuesto que puede desplazar o interrumpir el enlace de cannabinoide-ligando. Los cannabinoides
eluidos modificados de forma temporal se pueden recolectar y purificar o procesar adicionalmente.

Un fin de la invencién puede incluir una modalidad donde los cannabinoides modificados de
forma temporal se pueden excretar de forma pasiva y/o activa a partir de una célula o en una pared
celular. En un modelo de ejemplo, un transportador de casete de unibn a ATP exdgeno
(transportadores de ABC) u otra estructura molecular similar puede reconocer el grupo funcional de
acido glucurénico o glicosilo (conjugado) en el cannabinoide modificado de forma temporal y
transportarlo de forma activa a través de la pared celular/membrana y dentro del medio que lo rodea.
En esta modalidad, se puede dejar que el cultivo celular crezca hasta que se alcance un pardmetro
de salida. En un ejemplo, un parametro de salida puede incluir permitir que el cultivo celular crezca
hasta una densidad 6ptica/celular deseada, o hasta que se alcance una concentracion deseada de
cannabinoide modificado de forma temporal. En esta modalidad, el medio de cultivo que contiene
los cannabinoides modificados de forma temporal se pueden cultivar para su posterior extraccion de

cannabinoides. En algunas modalidades, este medio cultivado se puede tratar en una manera similar
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al lisado generalmente descrito anteriormente. De manera adicional, los cannabinoides modificados
de forma temporal presentes en el medio tratado y/o sin tratar pueden ser aislados y purificados, por
ejemplo, a través de cromatografia de afinidad en una forma similar a la descrita anteriormente.

En determinadas modalidades, este aislado de cannabinoide purificado puede contener una
mezcla de cannabinoides glicosilados primarios y secundarios. Tal como se menciona
anteriormente, tales cannabinoides glicosilados purificados pueden ser solubles en agua y ser
metabolizados mas lentamente que los cannabinoides no modificados que proporcionan una
capacidad de liberacion lenta que puede ser deseable en determinadas aplicaciones farmacéuticas,
tal como para usar en aplicaciones especificas al tejido, 0 como un profarmaco. Como tal, es un fin
de la invencién incorporar tales cannabinoides glicosilados purificados en una variedad de
aplicaciones farmacéuticas y/o nutracéuticas.

Por ejemplo, los cannabinoides glicosilados purificados se pueden incorporar en varios
vectores de administracion liquida y/o sélida para usar en aplicaciones farmacéuticos. Tal como se
describe anteriormente, estos cannabinoides modificados de forma temporal puede que ya no
posean su componente psicoactivo, lo cual vuelve su aplicaciébn en aplicaciones terapéuticas y
farmacéuticas y de investigacion especialmente beneficiosa. Por ejemplo, el tratamiento de nifios
puede ser logrado a través de la administraciébn de una dosis terapéutica de cannabinoides
modificados de forma temporal purificados y aislados, sin el efecto psicoactivo no deseado. Las
aplicaciones terapéuticas adicionales pueden incluir el cultivo y posterior administracion de una dosis
terapéutica de un “entorno” de cannabinoides modificados de forma temporal aislados y purificados.

Otra modalidad de la invencién puede incluir un sistema para convertir o reconstituir los
cannabinoides modificados de forma temporal. En una modalidad preferida, los cannabinoides
glicosilados se pueden convertir en cannabinoides no glicosilados a través de su tratamiento con
una o mas glicosidasas generalizadas o especificas. El uso y disponibilidad de enzimas de
glicosidasa serian reconocidos por los expertos en la técnica sin necesitar experimentacion no
debida. En esta modalidad, estas enzimas de glicosidasa pueden quitar un resto de azlcar.
Especificamente, estas glicosidasas pueden quitar el resto de acido glucurénico o glicosilo que
reconstituye el compuesto cannabinoide a una forma que exhibe actividad psicoactiva. Este proceso
de reconstitucion puede generar un “entorno” altamente purificado de cannabinoides primarios y
secundarios. Estos compuestos cannabinoides reconstituidos pueden también ser incorporados en
varios vectores de administracion liquidos y/o sélidos para usar en una variedad de aplicaciones
farmacéuticas y otras comerciales.

Tal como se menciona anteriormente, en una modalidad de la invencién, las cepas de
Cannabis que producen cannabinoides, asi como otras plantas se pueden usar con la tecnologia En

determinadas modalidades preferidas, en vez de cultivar la planta que produce cannabinoides
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objetivo en un cultivo celular, el material de planta bruto se puede cultivar y ser sometido a extraccion
cannabinoide que usa uno o méas de los métodos descritos en la presente. Estos cannabinoides
extraidos de forma tradicional se pueden luego modificar a partir de sus formas nativas a través de
la aplicacion in vitro de uno o mas CYP que pueden generar formas de hidroxilo y &cido carboxilico
de estos cannabinoides respectivamente. Estos cannabinoides funcionalizados pueden ser
modificados adicionalmente a través de la aplicacion in vitro de una o mas glucosiltransferasas tal
como se describe generalmente en la presente. En esta modalidad, los nuevos cannabinoides
modificados de forma temporal se pueden aislar y purificar a través de un proceso de cromatografia
de afinidad, y otro protocolo de extraccion, y luego aplicar a varios usos comerciales y otros
terapéuticos. En otras modalidades, los cannabinoides modificados de forma temporal se pueden
restaurar y reconstituir a través de la aplicacion in vitro de una o0 mas enzimas de glicosidasa. Estos
cannabinoides restaurados también se pueden aplicar a varios usos comerciales y otros
terapéuticos.

Otra modalidad de la invencién puede incluir el uso de otras plantas que producen no
cannabinoides en vez de cultivar una planta que produce cannabinoides en un cultivo celular. Aqui,
el cannabinoide se puede introducir a plantas modificadas genéticamente, o cultivos celulares de
plantas que expresan uno o mas CYP que puede generar formas de acido carboxilico e hidroxilo de
estos cannabinoides respectivamente. Estos cannabinoides funcionalizados se pueden modificar
adicionalmente a través de la accién de una o mas glicosidasas que se pueden expresar también
en la planta o cultivo celular que no produce cannabinoides. En una modalidad preferida, un cultivo
celular que no produce cannabinoides puede incluir la planta de tabaco o cultivos celulares.

Una modalidad de la invencién puede incluir un método in vivo de modificacion y acumulacion
de cannabinoides dirigidos a tricoma. Una modalidad preferida de este sistema in vivo puede incluir
la creacion de una proteina recombinante que puede permitir la translocacion de un CYP o
glucosiltransferasas a un sitio de sintesis de cannabinoide extracelular en una planta entera. Mas
especificamente, en esta modalidad preferida, uno o mas CYP o glucosiltransferasas pueden ser
disefiados genéticamente para expresar todo o parte de la secuencia objetivo extracelular de
extremo N tal como esta presente en la proteina de sintasa de cannabinoide, tal como sintasa de
THCA o sintasa de CBDA.

Otra modalidad de la invencion puede incluir un método in vivo de biosintesis, modificacién
y/o acumulacion de cannabinoides dirigidos a tricoma de alto nivel. Una modalidad preferida de este
sistema in vivo puede incluir la creacion de una proteina recombinante que puede permitir la
translocacion de una catalasa a un sitio de sintesis de cannabinoide extracelular en una planta
entera. Mas especificamente, en esta modalidad preferida, uno o0 més enzimas de catalasa pueden
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extremo N tal como estd presente en la proteina de sintasa de cannabinoide, tal como sintasa de
THCA o sintasa de CBDA. En esta modalidad, la catalasa se puede dirigir al sitio de biosintesis de
cannabinoides que le permite neutralizar de forma mas eficiente los subproductos de peréxido de
hidrégeno.

En esta modalidad preferida, este dominio o secuencia de direccionamiento a tricoma de
extremo N puede incluir generalmente los primeros 28 residuos de aminoacidos de una sintasa
generalizada. Una secuencia que se dirige a tricoma de ejemplo para la sintasa de THCA se
identifica como SEQ ID NO. 40, mientras que la secuencia que se dirige a tricoma para la sintasa
de CBDA se identifica como SEQ ID NO. 41 Esta secuencia de direccionamiento extracelular puede
ser reconocido por la célula de la planta y hacer que el transporte de la glucosiltransferasa del
citoplasma al tricoma de la planta, y en particular el compartimiento de almacenamiento del tricoma
de la planta donde puede ocurrir la glicosilacién de cannabinoide extracelular. Mas especificamente,
en esta modalidad preferida, una o mas glucosiltransferasas, tal como glucosiltransferasa de UDP,
pueden ser disefiadas genéticamente para expresar todo o parte de la secuencia objetivo
extracelular de extremo N tal como est4 presente en una enzima de sintasa de ejemplo.

Otra modalidad de la invencién puede incluir un método in vivo de produccion, acumulaciéon
y/o modificacion de cannabinoides dirigidos a citosélicos. Una modalidad preferida de este sistema
in vivo puede incluir la creacién de una proteina recombinante que puede permitir la localizacién de
sintasas de cannabinoides y/o glucosiltransferasas al citosol.

Mas especificamente, en esta modalidad preferida, una 0 mas sintasas cannabinoides se
pueden modificar para quitar toda o parte de la secuencia objetivo extracelular de extremo N. Una
secuencia que se dirige a tricoma de ejemplo para la sintasa de THCA se identifica como SEQ ID
NO. 40, mientras que la secuencia que se dirige a tricoma para la sintasa de CBDA se identifica
como SEQ ID NO. 41. La coexpresion con esta sintasa dirigida a citosélico con un CYP dirigido a
citosélico o glucosiltransferasa, puede permitir la localizacion de sintesis, acumulacién y
modificacion de cannabinoides al citosol. Tales enzimas objetivo citosélicas se pueden coexpresar
con catalasa, transportador ABC u otros genes que pueden reducir la toxicidad de la biosintesis de
cannabinoides y/o facilitar el transporte a través o fuera de la célula.

Otra modalidad de la invencion puede incluir la generacion de un vector de expresion que
comprende este polinucledtido, a saber una secuencia objetivo extracelular de extremo N de sintasa
cannabinoide y genes de glucosiltransferasa, unidos de forma operativa a un promotor. Una planta
alterada genéticamente o partes de esta y su progenie que comprenden este polinucleétido unido
de forma operativa a un promotor, donde dicha planta o partes de esta y su progenie producen dicha
proteina quimeérica, es aun otra modalidad. Por ejemplo, las semillas y polen contienen esta

secuencia de polinucleétidos o un homologo de esta, una célula de planta alterada genéticamente
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gue comprende este polinucledtido unido de forma operativa a un promotor de modo que dicha célula
de planta produce dicha proteina quimérica. Otra modalidad comprende un cultivo de tejido que
comprende una pluralidad de las células de planta alterada genéticamente.

Otra modalidad de la invencion proporciona una célula o planta alterada genéticamente que
expresa una proteina de fusién o quimérica que tiene una secuencia objetivo extracelular de extremo
N de sintasa cannabinoide (ver, es decir, la SEQ ID: 40-41; ver también la SEQ ID NO. 42 para la
secuencia de aminoacidos completa de sintasa de THCA) acoplada con genes de
glucosiltransferasa de UDP, unidos de forma operativa a un promotor. Otra modalidad proporciona
un método para construir una planta alterada genéticamente o parte de esta que tiene glicosilacion
de cannabinoides en el compartimiento de almacenamiento extracelular del tricoma de la planta en
comparacion con una planta alterada de forma no genética o parte de esta, el método que
comprende las etapas de: introducir un polinucleétido que codifica la proteina anterior en una planta
0 parte de esta para proporcionar una planta alterada genéticamente o parte de esta, donde dicha
proteina quimérica que comprende un primer dominio, un segundo dominio, y donde dicho primer
dominio comprende una secuencia objetivo extracelular de extremo N de sintasa de cannabinoide,
y un segundo dominio comprende una secuencia de glucosiltransferasa. Estos dominios pueden ser
separados por un tercer dominio o0 enlazador. Este enlazador puede ser cualquier secuencia de
nucleétidos que puede separar un primer dominio de un segundo dominio de modo que el primer
dominio y el segundo dominio puede cada uno plegarse en su forma tridimensional apropiada y
retener su actividad.

Una modalidad preferida de la invencion puede incluir una planta alterada genéticamente o
célula que expresa una proteina de sintasa de cannabinoide dirigida a citosolico que tiene una
secuencia objetivo extracelular de extremo N de sintasa cannabinoide (SEQ ID 40-41) inactivada o
quitada. En una modalidad, una sintasa de THCA dirigida citosoélica (ctTHCAS) se puede identificar
como SEQ ID NO. 46, mientras que en otra modalidad la sintasa de CBDA dirigida citosélica
(cytCBDAS) se identifica como la SEQ ID NO. 22-23. Tal proteina de sintasa de cannabinoide dirigido
a citosolico puede estar unida de forma operativa a un promotor. Otra modalidad proporciona un
método para construir una planta alterada genéticamente o parte de esta que tiene glicosilaciéon de
cannabinoides en el citosol de la planta en comparacion con una planta alterada de forma no
genética o parte de esta, el método que comprende las etapas de: introducir un polinucle6tido que
codifica la proteina anterior en una planta o parte de esta para proporcionar una planta alterada
genéticamente o parte de esta, donde dicha secuencia objetivo extracelular de extremo N de sintasa
de cannabinoide ha sido alterada o quitada.

Aun otra modalidad de la invencién puede incluir un método in vivo de glicosilacion de

cannabinoide en un cultivo celular de cannabis. En una modalidad preferida, para facilitar la
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glicosilacion de los cannabinoides en el cultivo celular de cannabis, al que le faltaria una estructura
de tricroma extracelular, un gen de sintasa de cannabinoide puede estar modificado genéticamente
para quitar o alterar, por ejemplo a través de una mutacién dirigida, el dominio objetivo de extremo
N extracelular que puede luego ser usado para transformar una célula de planta de Cannabis en un
cultivo celular. En esta modalidad, sin este dominio objetivo la sintasa cannabinoide, por ejemplo,
las sintasas de THCA o CBDA, pueden permanecer dentro de la célula de la planta, en oposicion a
ser transportadas de forma activa fuera de la célula, donde se pueden expresar con una o mas
glucosiltransferasas, tal como glucosiltransferasa de UDP en el citoplasma.

Otra modalidad de la tecnologia inventiva puede incluir sistemas y métodos para la
produccion aumentada y/o acumulacion de compuestos cannabinoides en un sistema in vivo. En
una modalidad preferida, la invencién puede incluir la generacién de una planta de Cannabis
transgénica o genéticamente modificada que puede producir y/o acumular uno 0 mas cannabinoides
a niveles de tipo salvaje mas altos. En una modalidad, una planta de Cannabis transgénica se puede
generar para expresar uno o mas factores de transcripcion de Cannabis sativa que pueden aumentar
la o las vias metabdlicas cannabinoides. En una modalidad preferida, se puede generar un
polinucleétido que codifica uno o mas genes de factores de transcripcion myb de Cannabis sativa,
y/o uno 0 mas genes ortélogos exdgenos que aumentan el flujo de metabolitos a través de la via
biosintética cannabinoide.

En esta modalidad preferida, se puede generar un polinucle6tido que codifica uno o mas
genes de factores de transcripcion myb de Cannabis sativa, tal como CAN833 y/o CAN738. Tal como
se muestra en la Fig. 32, estos factores de transcripcion pueden accionar la produccién de &acido
olivetolico, que es un precursor de CBGA, que a su vez es un precursor en la via biosintética de
THC, CBD y CBC. En una modalidad alternativa, se puede generar un polinucleétido que codifica
uno o mas ortélogos de genes de factores de transcripciéon myb de Cannabis sativa, especialmente
Myb12 (SEQ IDs. 11-12), Myb8 (SEQ ID NO. 43), AtMyb12 (SEQ ID NO.44), y/o MYB112 de
cannabis (SEQ ID NO. 45) que también pueden accionar la produccion de acido olivetdlico, que es
un precursor de CBGA, que a su vez es un precursor en la via biosintética de THC, CBD y CBC.

En una modalidad preferida, la invencion puede incluir métodos para generar un
polinucledtido que expresa una o mas de las SEQ ID relacionadas con la produccion de
cannabinoides aumentada identificada en la presente. En determinadas modalidades preferidas, las
proteinas de la invencién se pueden expresar usando cualquiera de una cantidad de sistemas para
obtener las cantidades deseadas de la proteina. Tipicamente, se coloca el polinucleétido que
codifica la proteina o componente de esta bajo el control de un promotor que es funcional en la célula
hospedadora deseada. Una variedad extremadamente amplia de promotores puede estar

disponible, y se puede utilizar en los vectores de expresion de la invencion, segun la aplicacion
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particular. Comunmente, el promotor seleccionado depende de la célula en la cual el promotor estara
activo. Otras secuencias de control de expresién como los sitios de unidn al ribosoma, los sitios de
terminacion de transcripcion y similares también se incluyen opcionalmente. Las construcciones que
incluyen una o mas de estas secuencias de control se denominan “casetes de expresion” o
“construcciones”. Por consiguiente, los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos unidos se
incorporan para la expresion de alto nivel en una célula hospedadora deseada.

Las modalidades adicionales de la invencion pueden incluir seleccionar una planta alterada
genéticamente o parte de esta que expresa la proteina de factor de transcripcion de produccion de
cannabinoides, donde la proteina expresada tiene capacidades de biosintesis de cannabinoides
aumentadas. En determinadas modalidades, un polinucleé6tido que codifica la proteina de factor de
transcripciéon de la produccion de cannabinoides se introduce mediante la transformacién de dicha
planta con un vector de expresiéon que comprende dicho polinucleétido unido de forma operativa a
un promotor. La proteina del factor de transcripciébn de producciéon de cannabinoides puede
comprender una SEQ ID que se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 11-2 0 43-45,
o un homdlogo de este.

Tal como se menciond anteriormente, una modalidad de la invencion puede incluir sistemas
y métodos para la desintoxicacion localizada y/o general de la biosintesis de cannabinoides en un
sistema in vivo. En una modalidad preferida, la invencién puede incluir la generacién de una planta
de Cannabis transgénica o modificada genéticamente u otra planta que se pueda configurar para
ser capaz de desintoxicar los subproductos de peroxido de hidrégeno que resultan de la biosintesis
de cannabinoides a niveles de tipo salvaje mas altos. Ademas, esta desintoxicacion se puede
configurar para estar ubicada en la estructura de tricoma y/o citosol de la planta de Cannabis donde
los cannabinoides estan siendo sintetizados de forma activa en un sistema de planta entero. En esta
modalidad preferida de la invencién, una planta transgénica, tal como una célula o planta de tabaco
0 cannabis, que expresa uno 0 mas genes que pueden regular por aumento la desintoxicacion de
peréxido de hidrégeno.

En una modalidad preferida, se puede generar un polinucleétido que codifica uno o mas
genes de catalasa de transcripcion enddgenos y/o exdégenos, y/u ortblogos que catalizan la

reduccion de peréxido de hidrégeno.
Catalasa

v
2H,0, — 2H,0 +0,

Como tal, en una modalidad, la invencién comprende la generacién de un polinucle6tido que

codifica una proteina catalasa exdgena que se puede expresar dentro de una planta transformada
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y/o cultivo celular. En una modalidad preferida, una enzima de catalasa configurada para reducir el
peroxido de hidrogeno (H202) generada durante una sintesis de cannabinoides se puede usar para
transformar una planta de cannabis u otra, tal como una planta de tabaco. Mientras que se puede
incluir una cantidad de enzimas de catalasa genéricas en este primer dominio, como apenas un
modelo de ejemplo, un primer dominio puede incluir una catalasa exdégena derivada de Arabidopsis
(SEQ ID NO. 13-14; ver también la Fig. 33), o Escherichia coli (SEQ ID NO. 15-16), o cualquier
ortélogo de catalasa apropiado, fragmento de proteina, o catalasas con una homologia entre
alrededor de 70 % - y aproximadamente 100 % como se define en la presente.

Otra modalidad de la presente invencion puede incluir la localizacion de la enzima de
catalasa a una estructura de tricoma. Tal como se indica generalmente antes, en la presente
modalidad una secuencia objetivo de tricoma de una sintasa de cannabinoides se puede acoplar
con una o0 mas enzimas de catalasa en una fusion o quimera - cuyos términos generalmente son
intercambiables en la presente solicitud. Este gen de catalasa de objetivo de tricoma artificial se
puede usar para transformar una planta que tiene estructuras de tricoma, tal como Cannabis o
tabaco. En una modalidad preferida, una catalasa dirigida a tricoma de Arabidopsis thaliana con un
dominio objetivo de tricoma de sintasa de THCA es identificada como SEQ ID NO. 47, mientras que
una catalasa dirigida a tricoma de Arabidopsis thaliana con un dominio objetivo de tricoma de sintasa
de CBDA es identificada como SEQ ID NO. 48. En otra modalidad, una catalasa dirigida a tricoma
de Escherichia coli con un dominio objetivo de tricoma de sintasa de THCA es identificada como
SEQ ID NO. 49, mientras que una catalasa dirigida a tricoma de Escherichia coli con un dominio
objetivo de tricoma de sintasa de CBDA es identificada como SEQ ID NO. 50.

Otra modalidad de la invencion comprende generar un polinucleétido de una secuencia de
acido nucleico que codifica la proteina de catalasa de fusién/quimérica. Otra modalidad incluye un
vector de expresion que comprende este polinucleétido unido de forma operativa a un promotor. Una
planta alterada genéticamente o partes de esta y su progenie que comprenden este polinucleétido
unido de forma operativa a un promotor, donde dicha planta o partes de esta y su progenie producen
dicha proteina de fusién es aun otra modalidad. Por ejemplo, las semillas y polen contienen esta
secuencia de polinucleétidos o un homélogo de esta, una célula de planta alterada genéticamente
que comprende este polinucledtido unido de forma operativa a un promotor de modo que dicha célula
de planta produce dicha proteina quimérica. Otra modalidad comprende un cultivo de tejido que
comprende una pluralidad de las células de planta alterada genéticamente.

En una modalidad preferida, un polinucle6tido que codifica una proteina de fusion dirigida a
tricomas puede estar unido de forma operativa a un promotor que puede ser apropiado para la
expresion de proteinas en una planta de Cannabis, tabaco u otra. Los promotores de ejemplo

pueden incluir, de modo no taxativo: un promotor no constitutivo; un promotor inducible, un promotor
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preferido por el tejido; un promotor especifico para el tejido, un promotor especifico para la planta, o
un promotor constitutivo. En una modalidad preferida, uno o més genes seleccionados se pueden
unir de forma operativa a un promotor de gen especifico para la hoja, tal como Cabl. Los promotores
adicionales y configuraciones operables para expresion, asi como la coexpresion de uno o mas de
los genes seleccionados son generalmente conocidos en la técnica.

Otra modalidad de la invencién puede proporcionar un método para construir una planta
alterada genéticamente o parte de esta que tiene resistencia aumentada a la citotoxicidad por
peréxido de hidrégeno durante la sintesis del cannabinoide en comparacion con una planta alterada
de forma no genética o parte de esta, el método que comprende las etapas de: introducir un
polinucleétido que codifica una proteina de fusién en una planta o parte de esta para proporcionar
una planta alterada genéticamente o parte de esta, donde dicha proteina de fusién que comprende
una catalasa y una secuencia que se dirige a tricoma de una sintasa de cannabinoide.

En una modalidad, la invencién puede abarcar un sistema para aumentar la produccién
cannabinoide general y acumulacion en tricomas mientras se previenen efectos de citotoxicidad
potenciales. Tal como se muestra generalmente en la Fig. 34, el sistema puede incluir, en una
modalidad preferida, crear un Cannabis transgénico, tabaco u otra planta o planta de cultivo de
suspension que sobreexpresa al menos un factor de transcripcion de Myb para aumentar la
biosintesis de cannabinoides general. En modalidades preferidas adicionales, esta planta
transgénica puede coexpresar una enzima catalasa para reducir el dafio oxidativo que resulta de la
produccion de perdxido de hidrogeno asociada con la sintesis de cannabinoides que reduce la
toxicidad celular. En determinadas modalidades preferidas, esta catalasa se puede fusionar con un
dominio objetivo de tricoma sintasa de extremo N, por ejemplo de sintasa de THCA y/o CBDA, que
ayuda a localizar la catalasa en el tricoma en el caso de los sistemas de plantas enteras, y reducir
potencialmente los niveles téxicos de perdxido de hidrégeno producidos por la actividad de sintasa
de THCA, CBCA y/o CBDA.

Otra modalidad de la invencién puede comprender un polinucleétido de combinacion de una
secuencia de acido nucleico que codifica una combinacion de: 1) una proteina de factor de
transcripcién de produccion de cannabinoides, tal como un gen myb; y/o una proteina catalasa, o
cualquier homologo de este, que puede incluir ademas un objetivo de tricoma o sefial de localizacion.
Una planta alterada genéticamente o partes de esta y su progenie que comprenden este
polinucleétido de combinacién unido de forma operativa a un promotor, donde dicha planta o partes
de esta y su progenie producen dicha proteina es aun otra modalidad. Por ejemplo, las semillas y
polen contienen esta secuencia de polinucledtidos o un homoélogo de esta, una célula de planta
alterada genéticamente que comprende este polinucledtido unido de forma operativa a un promotor

de modo que dicha célula de planta produce dichas proteinas. Otra modalidad comprende un cultivo



10

15

20

25

30

35

28
de tejido que comprende una pluralidad de las células de planta alterada genéticamente.

Otra modalidad de la invencién puede proporcionar un método para construir una planta
alterada genéticamente o parte de esta que tiene: 1) produccién de cannabinoides aumentada en
comparacion con una planta no genéticamente alterada o parte de esta; y/o y 2) resistencia
aumentada a la citotoxicidad por peroxido de hidrégeno generado durante la sintesis de
cannabinoides en comparacion con una planta no genéticamente alterada o parte de esta, el método
que comprende las etapas de: introducir un polinucleétido de combinacién en una planta o parte de
esta para proporcionar una planta genéticamente alterada o parte de esta.

Las modalidades adicionales de la invencion pueden incluir seleccionar una planta alterada
genéticamente o parte de esta que expresa una o mas de las proteinas, donde la o las proteinas
expresadas pueden tener: 1) capacidades de produccion de cannabinoides aumentadas, por
ejemplo a través de la sobrexpresién de un gen myb enddgeno; y 2) catalasa con/o sin una
capacidad de localizacion de tricoma, o cualquier combinacion de estos. En determinadas
modalidades, un polinucle6tido de combinacién que codifica las proteinas se introduce mediante la
transformacion de dicha planta con un vector de expresion que comprende dicho polinucleétido de
combinacién unido de forma operativa a un promotor. La proteina del factor de transcripcién de
produccién de cannabinoides puede comprender una SEQ ID que se selecciona de las secuencias
identificadas en la presente, u homélogos de estos. Naturalmente, tales combinaciones y estrategias
de combinacidon de expresion, tal como las identificadas en las Tablas 7-8, 10 debajo y en otra parte,
son a modo de ejemplo, ya que multiples combinaciones de los elementos tal como se describen en
la presente estan incluidas en la invencion.

En una modalidad preferida, la tecnologia inventiva puede incluir sistemas, métodos y
composiciones con altos niveles de hidroxilacién, acetilacion y/o glicosilaciéon de cannabinoides in
vivo y/o una combinacion de los tres. En una modalidad preferida, la hidroxilacion, acetilacién y/o
glicosilacion de cannabinoides in vivo y/o una combinacion de los tres puede ocurrir en una planta
gue produce cannabinoides o sistema de cultivo celular. Mientras que modalidades alternativas
pueden incluir un sistema de cultivo celular o planta que no produce cannabinoides tal como una
planta de tabaco, como N. benthamiana.

En una modalidad, la invencion puede incluir un sistema de produccion, acumulacion y
modificacion de cannabinoides. En una modalidad preferida, una planta, tal como cannabis o tabaco,
puede ser genéticamente modificada para expresar uno 0 mas genes de citocromo P450
heter6logos. En esta modalidad preferida, un citocromo P450 humano heter6logo (CYP3A4) SEQ
ID NO. 1 se puede expresar en un sistema de cultivo celular o planta que produce cannabinoides.
En modalidades alternativas, un citocromo P450 humano heterdlogo (CYP3A4) se puede expresar

como un sistema de cultivo celular o planta que no produce cannabinoides tal como una planta de
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tabaco, como N. benthamiana. En esta modalidad, la sobreexpresion de una proteina de citocromo
P450 humano heterélogo, identificado como SEQ ID NO. 2, puede funcionalizar cannabinoides
creados de forma enddgena para que puedan ser glicosilados y/o acetilados in vivo de forma mas
eficiente, lo cual los vuelve solubles en agua.

En una modalidad alternativa, la invencion puede incluir un sistema de produccion,
acumulacion y modificacion de cannabinoides. En una modalidad preferida, una planta, tal como
cannabis o tabaco, puede ser genéticamente modificada para expresar uno 0 mas genes de
oxidorreductasa de citocromo P450 heterdlogos. En esta modalidad preferida, una oxidorreductasa
(oxred) de citocromo P450 heterdlogo identificada como SEQ ID NO. 3, se puede expresar en una
planta que produce cannabinoides o sistema de cultivo celular. En modalidades alternativas, una
oxidorreductasa (oxred) de citocromo P450 heterélogo humano se puede expresar como un sistema
de cultivo celular o planta que no produce cannabinoides tal como una planta de tabaco, como N.
benthamiana. En esta modalidad, la sobreexpresion de una proteina de oxidorreductasa (oxred) de
citocromo P450 heterdlogo, identificado como SEQ ID NO. 4, puede funcionalizar cannabinoides
creados de forma enddgena para que puedan ser glicosilados mas eficientemente y/o acetilados in
vivo, lo cual los vuelve solubles en agua.

En una modalidad, la invencién puede incluir un sistema de produccién, acumulacion y
modificaciéon de cannabinoides en una planta que no produce cannabinoides. En una modalidad
preferida, una planta, tal como tabaco, puede ser genéticamente modificada para expresar uno o
mas genes de oxidorreductasa de citocromo P450 heterélogos. En esta modalidad preferida, una
oxidorreductasa (oxred) de citocromo P450 heterdlogo identificada como SEQ ID NO. 3, se puede
expresar en una planta que produce cannabinoides o sistema de cultivo celular. En modalidades
alternativas, una oxidorreductasa (oxred) de citocromo P450 heter6logo se puede expresar como un
sistema de cultivo celular o planta que no produce cannabinoides tal como una planta de tabaco,
como N. benthamiana. En esta modalidad, la sobreexpresion de una proteina de oxidorreductasa
(oxred) de citocromo P450 heterélogo, identificado como SEQ ID NO. 4, puede ayudar a
funcionalizar cannabinoides introducidos a la planta modificada genéticamente o sistema de cultivo
de células de plantas para que puedan ser glicosilados y/o acetilados mas eficientemente, in vivo,
lo cual los vuelve solubles en agua.

En una modalidad preferida, el citocromo 450 y oxidorreductasa P450 estan expresadas
conjuntamente.

En otra modalidad, la invencion puede incluir la expresion de uno o mas exdgenos o
heterdlogos, los términos que generalmente son intercambiables, el gen de sintasa de cannabinoide
en una planta que no produce cannabinoides o sistema de cultivo planta-célula. En una modalidad

preferida, tal gen puede incluir uno 0 mas genes de sintasa de CBG, THCA, CBDA o CBCA. Por
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ejemplo, en una modalidad, una sintasa de acido Cannabidiolico (CBDA), identificada como SEQ ID
NO. 5 (gen) o SEQ ID NO. 6 (proteina) de Cannabis sativa se puede usar de forma expresa en una
planta que no produce cannabis, tal como el cultivo de suspension de planta-célula de N.
benthamiana. En otra modalidad preferida, una sintasa de &cido Tetrahidrocannabindlico (THCA),
identificada como SEQ ID NO. 42 (gen) de Cannabis sativa se puede usar de forma expresa en una
planta que no produce cannabis, tal como un cultivo de suspensiéon de células de plantas de N.
benthamiana.

En otra modalidad preferida, tales genes de sintasa de cannabinoides expresados en un
cultivo de suspension de planta-célula o planta cannabinoide y/o no cannabinoide o pueden ser
objetivo o localizados en determinadas partes de una célula. Por ejemplo, en una modalidad
preferida, la produccion de cannabinoides se puede ubicar en el citosol lo cual permite que los
cannabinoides se acumulen en el citoplasma. En una modalidad de ejemplo, se puede generar una
proteina sintasa de cannabinoides modificados de forma artificial. En esta modalidad de ejemplo,
puede gue la secuencia que se dirige a tricoma haya sido quitada de una sintasa de CBDA lo cual
forma una sintasa de CBDA citosélica (cytCBDAS) identificada como la SEQ ID NO. 22, (gen) o 23
(proteina). Las modalidades alternativas incluirian la generacion de otros genes de sintasa dirigidas
a citosol artificial, tal como sintasa de THCA (cytTHCAS) citosdélica identificada como la SEQ ID NO.
46 (gen).

Estas modalidades preferidas pueden ser particularmente adecuadas para los sistemas de
expresion de cannabinoides de cultivos de suspension de células cannabinoides, dado que tales
sistemas de cultivo no tienen los tricomas presentes en plantas enteras. Como tal, en una modalidad
preferida, una planta que produce cannabinoides se puede transformar en uno o méas de los genes
de sintasa de cannabinoides dirigidos a citosélicos artificiales a los que le falta una sefal que se
dirige a tricoma. En una modalidad alternativa, tales genes de sintasa de cannabinoides dirigidos a
citosolicos artificiales se pueden expresar en un cultivo de suspension de plantas que producen
cannabinoides donde el gen de sintasa de tipo salvaje endégeno correspondiente ha sido inhibido
y/o inactivado.

En una modalidad, la invencién puede incluir un sistema de produccién, acumulacién y
modificacion de cannabinoides que puede generar cannabinoides solubles en agua. En una
modalidad preferida, una planta, tal como cannabis o tabaco, puede ser genéticamente modificada
para expresar uno o mas genes de glucosiltransferasa heterdlogos, tal como glucosiltransferasa de
UDP. En esta modalidad preferida, la glucosiltransferasa de UDP (76G1) (SEQ ID NO. 7) (gen) /
SEQ ID NO. 8 (proteina) de Stevia rebaudiana se puede expresar en un cultivo de suspension celular
o planta que produce cannabinoides. En una modalidad preferida, el cultivo celular de suspension

celular o la planta que produce cannabinoides puede ser Cannabis. En otra modalidad, una o méas
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glucosiltransferasas de Nicotiana tabacum y/o una glucosiltransferasa homéloga de Nicotiana
benthamiana, se puede expresar en una planta que produce cannabinoides, tal como cannabis, 0
puede estar sobreexpresado en una planta endégena y/o sistema de cultivo de células de plantas.
En una modalidad preferida, un gen de glucosiltransferasa y/o proteina se puede seleccionar de la
planta de ejemplo, tal como Nicotiana tabacum. Tal proteina y/o gen de glucosiltransferasa y/o
proteina puede incluir, de modo no taxativo: Glucosiltransferasa (NtGT5a) de Nicotiana tabacum
(SEQ ID NO. 26) (Aminoacido); Glucosiltransferasa (NtGT5a) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO.
27) (ADN); Glucosiltransferasa (NtGT5b) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 28) (aminoé&cido);
Glucosiltransferasa (NtGT5b) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 29) (ADN); UDP-
glucosiltransferasa 73C3 (NtGT4) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 30) (Aminoéacido); UDP-
glucosiltransferasa 73C3 (NtGT4) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 31) (ADN); Glucosiltransferasa
(NtGT1b) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 32) (Aminoacido); Glucosiltransferasa (NtGT1b) de
Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 33) (ADN); Glucosiltransferasa (NtGT1a) de Nicotiana tabacum
(SEQ ID NO. 34) (Aminoéacido); Glucosiltransferasa (NtGT1a) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO.
35) (ADN); Glucosiltransferasa (NtGT3) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 36) (Aminoéacido);
Glucosiltransferasa (NtGT3) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 37) (ADN); Glucosiltransferasa
(NtGT2) de Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 38) (aminoacido); y/o Glucosiltransferasa (NtGT2) de
Nicotiana tabacum (SEQ ID NO. 39) (ADN). Las secuencias de Nicotiana tabacum son a modo de
ejemplo solo ya que otras glucosiltransferasas de tabaco se pueden usar.

Tal como se menciona anteriormente, tales glicosiltransferasas pueden glicosilar los
cannabinoides y/o cannabinoides funcionalizados en una planta o cultivo de suspension de células
de plantas tal como se describe generalmente en la presente. Naturalmente, otros genes de
glicosiltransferasa de fuentes alternativas se pueden incluir en la invencion actual.

Tal como se menciona anteriormente, en una modalidad, una o mas glucosiltransferasas se
pueden seleccionar como objetivo o localizar en una parte de la célula de la planta. Por ejemplo, en
esta modalidad preferida, la glicosilacién de cannabinoides se puede ubicar en el tricoma lo cual
permite que los cannabinoides se acumulen en niveles mayores que de tipo salvaje en esa
estructura. En una modalidad de ejemplo, se puede generar una glucosiltransferasa modificada
artificialmente. En esta modalidad de ejemplo, una glucosiltransferasa de UDP (76G1) se puede
fusionar con una secuencia que se dirige a tricoma en su cola de extremo N. Esta secuencia que se
dirige a tricoma puede ser reconocida por la célula y hacer que sea transportada al tricoma. Esta
construccién génica artificial se identifica como SEQ ID NO. 19 (gen), o SEQ ID NO. 20 (proteina.
En una modalidad, un dominio o secuencia que se dirige a tricoma puede derivar de cualquier
cantidad de sintasas. Por ejemplo, en una modalidad un dominio de tricoma de sintasa de THCA

(SEQ ID NO. 40) puede estar acoplado con una glucosiltransferasa tal como se descritos en general
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anteriormente. Ademas, en otro ejemplo, un dominio de direccionamiento de tricoma de sintasa de
CBDA (SEQ ID NO. 41) puede estar acoplado con una glucosiltransferasa tal como se descritos en
general anteriormente.

En otra modalidad, la invencion puede incluir una modalidad donde los cannabinoides
modificados de forma temporal se pueden excretar de forma pasiva y/o activa a partir de una célula
0 en una pared celular. En un modelo de ejemplo, un transportador de casete de unién a ATP
exogeno (transportadores de ABC o ABCt)) u otra estructura molecular similar puede reconocer el
grupo funcional de acetilo o de &cido glucurénico o glicosilo (conjugado) en el cannabinoide
modificado de forma temporal y transportarlo de forma activa a través de la pared celular/membrana
y dentro del medio que lo rodea.

En una modalidad, una planta se puede transformar para expresar un transportador de ABC
heterélogo. En esta modalidad, un ABCt puede facilitar el transporte de cannabinoides fuera de las
células en cultivos de suspension, tal como un cultivo de suspension celular de tabaco o cannabis.
En esta modalidad preferida, un transportador multifarmaco humano (ABCG2) puede ser expresado
en un cultivo de suspensiéon de células de plantas del mismo respectivamente. ABCG2 es una
proteina dirigida a la membrana de plasma y puede adicionalmente ser identificada como la SEQ ID
NO. 9 (gen), o 10 (proteina).

Generalmente, una estructura de tricoma, tal como en el Cannabis o el tabaco, tendran muy
poco sustrato o nada en absoluto para una enzima de glucosiltransferasa para usar para efectuar la
glicosilacion. Para resolver este problema, en una modalidad, la invencién puede incluir sistemas,
métodos y composiciones para aumentar sustratos para glucosiltransferasa, a saber azlcares
seleccionados en un tricoma. En una modalidad preferida, la invencion puede incluir el objetivo o
localizacién del transporte de azucar al tricoma. En esta modalidad preferida, un transportador de
UDP-glucosa/UDP-galactosa exdgena o enddgena (UTR1) se puede expresar en una planta que
produce tricomas, tal como cannabis o tabaco y similares. En esta modalidad, el transportador de
UDP-glucosa/UDP-galactosa (UTR1) se puede modificar para que incluya un dominio y/o secuencia
que se dirige al plasma-membrana. Con este dominio objetivo, el transportador de UDP-
glucosa/UDP-galactosa (UTR1) puede permitir que la proteina de fusién artificial sea anclada a la
membrana plasmética. En esta configuracion, los sustratos de azucar del citosol pueden pasar a
través del transportador de UDP-glucosa/UDP-galactosa unido a la membrana plasmatica (PM-
UTR1) en el tricoma. En esta modalidad, los sustratos para la glucosiltransferasa se pueden ubicar
en el tricoma y se deja que se acumulen adicionalmente lo cual permite la glicosilacion aumentada
de cannabinoides en el tricoma. En un ejemplo, la SEQ ID NO: 21 se identifica como la secuencia
del gen de polinucle6tido para un transportador de UDP-glucosa/galactosa heter6logo (UTR1) de

Arabidopsis thaliana que tiene una secuencia objetivo de plasma-membrana que reemplaza una
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secuencia que se dirige a tonoplasto. La secuencia que se dirige a la membrana de plasma de esta
proteina de fusion de ejemplo puede incluir la siguiente secuencia (ver SEQ ID NO 21)
TGCTCCATAATGAACTTAATGTGTGGGTCTACCTGCGCCGCT, o una secuencia que tiene 70-99
% de homologia con la secuencia.

Cabe destacar que una cantidad de combinaciones y permutaciones de los genes/proteinas
descritos en la presente se pueden expresar conjuntamente y de este modo cumplir uno o mas de
los fines de la presente invencion. Tales combinaciones son a modo de ejemplo de modalidades
preferidas solamente, y no son taxativos de ninguna forma.

En una modalidad, un gen, tal como una sintasa de cannabinoide, o un fragmento de gen
que corresponde con, por ejemplo, un dominio de sefal se puede inhibir, regular por disminucion,
alterar o incluso se puede inactivar. Un experto en la técnica reconocera los varios procesos que
pueden lograr esto sin experimentacion indebida. En otra modalidad, una inactivacion significa la
sobreexpresion de un gen endégeno o exdgeno modificado en comparacion con la version de tipo
salvaje.

Por ejemplo, en una modalidad, se pueden generar niveles elevados de glicosilacion de
cannabinoides al expresar conjuntamente CYP3A4 y CYP oxidorreductasa (citocromo P450 con
oxidorreductasa P450) y al menos una glucosiltransferasa enddgena en N. benthamiana. En otra
modalidad, uno 0 mas de los genes enddgenos o exégenos se pueden expresar en una planta o
cultivo de células de plantas con la expresion conjunta de myb y/o una catalasa. En esta
configuracion, existe un efecto aditivo de sobreexpresar un factor de transcripcion Myb y una
catalasa, uno o mas de los cuales se pueden seleccionar como objetivo o localizar, en la sintesis de
cannabinoides solubles en agua (glicosilados e hidroxilados) en Cannabis sativa.

En determinadas modalidades, los endocannabinoides se pueden funcionalizar y/o acetilar
y/o glicosilar tal como se describe generalmente en la presente.

Todas las secuencias descritas en la presente incluyen secuencias que tienen entre 70-99
% de homologia con la secuencia identificada.

Los compuestos cannabinoides modificados de la presente invencién son utiles para una
variedad de aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, los compuestos son Utiles para tratar o aliviar
sintomas o enfermedades y trastornos que implican los receptores CB1 y CB2, que incluyen la
pérdida de apetito, nauseas y vomitos, dolor, esclerosis multiple y epilepsia. Por ejemplo, se pueden
usar para tratar el dolor (es decir, como analgésicos) en una variedad de aplicaciones que incluyen
de modo no taxativo el manejo del dolor. En modalidades adicionales, tales compuestos
cannabinoides modificados se pueden usar como un supresor del apetito. La modalidad adicional
puede incluir administrar los compuestos cannabinoides modificados.

Al “tratar” los inventores de la presente significa que el compuesto se administra para aliviar
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sintomas de la enfermedad o trastorno que se trata. Los expertos en la técnica reconoceran que los
sintomas de la enfermedad o trastorno que se trata pueden ser completamente eliminados, o pueden
simplemente ser disminuidos. Ademas, los compuestos se pueden administrar en combinacién con
otros farmacos o modalidades de tratamiento, tal como con quimioterapia u otros farmacos que
luchan contra el cancer.

La implementacién puede generalmente implicar identificar pacientes que padecen de los
trastornos indicados y administrar los compuestos de la presente invencién en una forma aceptable
mediante una via apropiada. La dosificacion exacta a ser administrada puede variar dependiendo
de la edad, género, peso y estado de salud en general del paciente individual, asi como la etiologia
precisa de la enfermedad. Sin embargo, en general, para la administracion en mamiferos (por
ejemplo, humanos), las dosificaciones en el intervalo de desde alrededor de 0.1 a alrededor de 30
mg de compuesto por kg de peso corporal por 24 hr., y mas preferentemente alrededor de 0.1 a
alrededor de 10 mg de compuesto por kg de peso corporal por 24 hr., son eficaces.

La administracion puede ser oral o parenteral, que incluye por via intravenosa,
intramuscular, subcutanea, mediante inyeccion intradérmica, inyeccion intraperitoneal, etc., o
mediante otras vias (por ejemplo, transdérmica, sublingual, oral, rectal y bucal, inhalacion de un
aerosol, etc.). En una modalidad preferida de la invencion, los analogos de cannabinoides solubles
en agua se proporcionan oral o intravenosamente.

En particular, los ésteres fendlicos de la invencién (Férmula 1) se administran
preferentemente de forma sistémica para proporcionar una oportunidad para la activacion
metabdlica mediante escision in vivo del éster. Ademas, los compuestos solubles en agua con restos
de azol en la cadena lateral de pentilo (Férmula 2, por ejemplo, con restos de imidazol) no requieren
activacion in vivo y pueden ser adecuados para la administracion directa (por ejemplo, inyeccion
especifica al sitio).

Los compuestos se pueden administrar en la forma pura o en una formulacion
farmacéuticamente aceptable que incluye elixires, aglutinantes y similares adecuados
(generalmente referidos como “portadores”) o como sales farmacéuticamente aceptables (por
ejemplo, sales de metal alcalino tales como sodio, potasio, calcio o sales de litio, amonio , etc.) u
otros complejos. Se debe entender que las formulaciones farmacéuticamente aceptables incluyen
materiales liquidos y sdlidos usados convencionalmente para preparar ambas formas de dosificacion
inyectables y formas de dosificacion sdlidas tales como tabletas y capsulas y formas de dosificacion
en aerosol. Ademas, los compuestos se pueden formular con vehiculos a base de aceite 0 acuosos.
El agua se puede usar como el portador para la preparacion de composiciones (por ejemplo,
composiciones inyectables), que pueden también incluir amortiguadores convencionales y agentes

para volver la composicion isotonica. Otros aditivos potenciales y otros materiales (preferentemente
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aguellos que generalmente son vistos como seguros [GRAS]) incluyen: colorantes; saborizantes;
tensioactivos (TWEEN, acido oleico, etc.); solventes, estabilizadores, elixires, y aglutinantes o
encapsulantes (lactosa, liposomas, etc). Los excipientes y diluyentes sélidos incluyen lactosa,
almidén, agentes desintegrantes convencionales, recubrimientos y similares. Conservantes tales
como parabeno de metilo o cloruro de benzalconio también se pueden usar. Dependiendo de la
formulacion, se espera que la composicion activa consistira en alrededor de 1 % a alrededor de 99
% de la composicion y el “portador” vehicular constituira alrededor de 1 % a alrededor de 99 % de
la composicion. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden incluir
cualesquiera aditivos o adjuntos farmacéuticamente aceptables en la medida que no perjudiquen o
interfieran con el efecto terapéutico del compuesto activo.

La administracion de los compuestos de la presente invencidn puede ser intermitente, dosis
de bolo, o en una velocidad gradual o continua, constante o controlada a un paciente. Ademas, el
momento del dia y la cantidad de veces por dia que la formulacion farmacéutica es administrada
puede variar son mejor determinadas por un experto tal como un médico. Ademas, la dosis eficaz
puede variar dependiendo de los factores tales como el modo de administracién, género, edad y
otras condiciones del paciente, asi como el alcance o evolucién de la enfermedad. Los compuestos
se pueden proporcionar solos, en una mezcla que contiene dos o mas de los compuestos, 0 en
combinacién con otros medicamentos o modalidades de tratamiento. Los compuestos también se
pueden agregar a la sangre ex vivo y luego se proporcionan al paciente.

Los genes que se codifican mediante un polinucle6tido de combinacion y/o un homélogo de
este, se pueden introducir en una planta, y/o célula de planta mediante el uso de varios tipos de
enfoques de transformacion desarrollados para la generacion de plantas transgénicas. Las técnicas
de transformacion estandar, tal como la transformacién mediada por Agrobacterium de plasmido Ti,
bombardeo de particulas, microinyeccion y electroporacion se pueden usar para construir plantas
transgénicas transformadas de forma estable.

Tal como se usa en la presente, un “cannabinoide” es un compuesto quimico (tal como
cannabinol, THC o cannabidiol) que se encuentra en las especies de plantas Cannabis entre otras
como Equinacea; Acmella Oleracea; Helichrysum Umbraculigerum; Radula Marginata (hepatica) y
Theobroma Cacao, y metabolitos y analogos sintéticos de estos que pueden o no tener propiedades
psicoactivas. Los cannabinoides por lo tanto incluyen (de modo no taxativo) compuestos (tal como
THC) que tienen afinidad elevada para el receptor cannabinoide (por ejemplo Ki<250 nM), y
compuestos que no tienen afinidad considerable respecto al receptor cannabinoide (tal como
cannabidiol, CBD). Los cannabinoides también incluyen compuestos que tienen una estructura de
anillo de dibenzopirano caracteristica (del tipo visto en THC) y cannabinoides que no poseen un

anillo de pirano (tal como cannabidiol). Por lo tanto, una lista parcial de cannabinoides incluye THC,
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CBD, cannabidiol de dimetilheptilpentilo (DMHP-CBD), 6,12-dihidro-6-hidroxi-cannabidiol (descrita
en la patente estadounidense n.° 5,227,537, incorporada mediante esta referencia); homélogos y
derivados de (3S,4R)-7-hidroxi-A6-tetrahidrocannabinol descritos en la patente estadounidense n.°
4,876,276, incorporado mediante referencia; (+)-4-[4-DMH-2,6-diacetoxi-fenil]-2-carboxi-6,6-
dimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-en, y otros derivados de 4-fenilpineno descritos en la patente
estadounidense n.° 5,434,295, que se incorpora mediante referencia; y analogos de cannabidiol
(-)(CBD) tales como (-)CBD-monometiléter, (—-)CBD dimetil éter; (-)CBD diacetato ; (-)3'-acetil-CBD
monoacetato; y +AF11, todos los cuales se describen en Consroe et &l., J. Clin. Phannacol. 21:428S-
436S, 1981, que también se incorpora mediante esta referencia. Muchos otros cannabinoides se
describen de manera similar en Agurell et al., Pharmacol. Rev. 38:31-43, 1986, que también esta
incorporada mediante esta referencia.

Tal como se reivindica en la presente, el término “cannabinoide” también puede incluir
diferentes formas modificadas de un cannabinoide tal como un cannabinoide hidroxilado o &cido
carboxilico de cannabinoide. Por ejemplo, si una glicosiltransferasa fuera capaz de glicosilar un
cannabinoide, seria incluir el término cannabinoide tal como se define en otra parte, asi como las
formas modificadas antemencionadas. Puede incluir adicionalmente multiples restos de
glicosilacion.

Ejemplos de cannabinoides son tetrahidrocannabinol, cannabidiol, cannabigerol,
cannabicromeno, cannabiciclol, cannabivarina, cannabielsoin, cannabicitran, acido cannabigerdlico,
monometiléter de &cido cannabigerdlico , monometiléter de cannabigerol, acido
cannabigerovarinico, cannabigerovarina, acido cannabicroménico, &cido cannabicromevarinico,
cannabicromevarina, &cido cannabiddlico, cannabidiol monometiléter, cannabidiol-C4, acido
cannabidivarinico, cannabidiorcol, &cido delta-9-tetrahidrocannabindlico A, &cido delta-9-
tetrahidrocannabindlico B, &cido  delta-9-tetrahidrocannabindlico-C4,  4cido  delta-9-
tetrahidrocannabivarinico, delta-9-tetrahidrocannabivarina, acido delta-9- tetrahidrocannabiorcdlico,
delta-9-tetrahidrocannabiorcol, delta-7-cis-iso-  tetrahidrocannabivarina, acido delta-8-
tetrahidrocannabinidlico, delta-8- tetrahidrocannabinol, acido cannabicicldlico, cannabicilovarina,
acido cannabielsoico A, acido cannabielsoico B, acido cannabindlico, metiléter de cannabinol,
cannabinol-C4, cannabinol-C2, cannabiorcol, 10-etoxi-9-hidroxi-delta-6a-tetrahidrocannabinol, 8,9-
dihidroxi-delta-6a-tetrahidrocannabinol, cannabitriolvarin, etoxi- cannabitriolvarina,
dehidrocannabifurano, cannabifurano, cannabicromeno, cannabicitran, 10-oxo-delta-6a-
tetrahidrocannabinol, delta-9-cis- tetrahidrocannabinol, 3, 4, 5, 6-tetrahidro-7-hidroxi-alfa-alfa-2-
trimetil-9-n- propil-2, 6-metano-2H-1 -benzoxocin-5-metanol-cannabiripsol, trihidroxi-delta- 9-
tetrahidrocannabinol, y cannabinol. Los ejemplos de cannabinoides dentro del contexto de la

presente descripcion incluye tetrahidrocannabinol y cannabidiol.
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El término “endocannabinoide” se refiere a compuestos que incluyen araquidonoail
etanolamida (anandamida, AEA), 2-araquidonoil etanolamida (2-AG), 1 -araquidonoil etanolamida (1
-AG), y docosahexaenoil etanolamida (DHEA, sinaptamida), oleoil etanolamida (OEA),
eicsapentaenoil etanolamida, prostaglandina etanolamida, docosahexaenoil etanolamida, linolenail
etanolamida, 5(Z),8(2),1 1 (2)- &acido eicosatrienoico etanolamida (acido de aguamiel etanolamida),
heptadecanol etanolamida, estearoil etanolamida, docosanoil etanolamida, nervonoil etanolamida,
tricosanoil etanolamida, lignoceroil etanolamida, miristoil etanolamida, pentadecanoil etanolamida,
palmitoleoil etanolamida, acido docosahexaenoico (DHA). Los endocannabinoides particularmente
preferidos son AEA, 2-AG, 1 -AG, y DHEA.

La hidroxilaciébn es un proceso quimico que introduce un grupo hidroxilo (-OH) en un
compuesto organico. La acetilacion es una reaccion quimica que agrega un grupo quimico de acetilo.
La glicosilacién es el acoplamiento de un donante de glicosilo, a un aceptor de glicosilo que forma
un glucésido.

El término “profarmaco” se refiere a un precursor de un agente farmacéutico biolégicamente
activo (farmaco). Los profarmacos deben ser sometidos a conversién quimica o metabdlica para
volverse un agente farmacéutico biolégicamente activo. Un profarmaco se puede convertir ex vivo
en el agente farmacéutico biolégicamente activo mediante procesos transformativos quimicos. In
vivo, un profarmaco se convierte en el agente farmacéutico biolégicamente activo mediante la accién
de un proceso metabdlico, un proceso enzimatico o un proceso de degradaciéon que quita el resto
de profarmaco para formar el agente farmacéutico biol6gicamente activo.

Tal como se utiliza en la presente, el término "homadlogo" con respecto a una secuencia de
acido nucleico contigua, hace referencia a secuencias de nucleétidos contiguas que hibridan en
condiciones apropiadas con la secuencia de &cido nucleico de referencia. Por ejemplo, las
secuencias homoélogas pueden tener de alrededor de 70 %-100, o0 mas generalmente 80 % a 100 %
identidad de secuencia, tal como alrededor de 81 %, alrededor de 82 %, alrededor de 83 %,
alrededor de 84 %, alrededor de 85%, alrededor de 86 %, alrededor de 87%, alrededor de 88 %,
alrededor de 89 %, alrededor de 90 %, alrededor de 91 %, alrededor de 92 %, alrededor de 93 %,
alrededor de 94 %, alrededor de 95 %, alrededor de 96 %, alrededor de 97 %, alrededor de 98 %,
alrededor de 98.5 %, alrededor de 99 %, alrededor de 99.5 % y alrededor de 100 %. La propiedad
de homologia sustancial estd intimamente relacionada con la hibridacién especifica. Por ejemplo,
una molécula de acido nucleico puede hibridar especificamente cuando existe un grado suficiente
de complementariedad como para evitar la union no especifica del &cido nucleico a las secuencias
no objetivo en condiciones en las que se desea la unién especifica, por ejemplo, en condiciones de
hibridacion rigurosas.

La expresion "unidos de forma operativa”, cuando se utiliza al hacer referencia a una
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secuencia reguladora y a una secuencia de codificacion, significa que la secuencia reguladora afecta
la expresion de la secuencia de codificacién unida. Las "secuencias reguladoras” o "elementos de
control" hacen referencia a secuencias de nucleétidos que influyen en el momento y el nivel/cantidad
de transcripcion, procesamiento de ARN o estabilidad, o traduccion de la secuencia de codificacion
asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lideres de traduccion,
intrones, potenciadores, estructuras tallo-bucle, secuencias de union al represor, secuencias de
terminacion, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, etc. Las secuencias reguladoras
particulares se pueden ubicar antes y/o después de una secuencia de codificacion unida de forma
operativa a estas. Ademas, las secuencias reguladoras particulares unidas de forma operativa a una
secuencia de codificacion se pueden ubicar en la cadena complementaria asociada de una molécula
de &cido nucleico de cadena doble.

Tal como se usa en la presente, el término “promotor” se refiere a una region de ADN que
puede ser corriente arriba del inicio de transcripcién, y que puede estar implicado en el
reconocimiento y unién de polimerasa de ARN y otras proteinas para iniciar la transcripcién. Un
promotor puede estar unido de forma operativa a una secuencia de codificacion para la expresion
en una célula, o un promotor puede estar unido de forma operativa a una secuencia de nucle6tidos
gue codifica una secuencia de sefial que puede estar unida de forma operativa a una secuencia de
codificacion para la expresion en una célula. Un “promotor de planta” puede ser un promotor capaz
de iniciar la transcripcion en las células de plantas. Ejemplos de promotores bajo control de
desarrollo incluyen promotores que preferentemente inician la transcripcion en determinados tejidos,
tal como hojas, raices, semillas, fibras, vasos de xilema, traqueidas o esclerénquima. Tales
promotores son referidos como “preferidos por tejido”. Los promotores que inician la transcripcién
solo en determinados tejidos son referidos como “especificos al tejido". Un promotor “especifico al
tipo de célula” principalmente impulsa la expresion en determinados tipos de células en uno o0 mas
organos, por ejemplo, células vasculares en raices u hojas. Un promotor “inducible” puede ser un
promotor que puede estar bajo control medioambiental. Ejemplos de condiciones medioambientales
que pueden iniciar la transcripcion mediante promotores inducibles incluyen condiciones
anaerdbicas y la presencia de luz. Los promotores especificos al tejido, preferidos por tejido,
especificos al tipo de célula, e inducibles constituyen la clase de promotores “no constitutivos”. Un
promotor “constitutivo” es un promotor que puede estar activo en condiciones medioambientales o
en la mayoria de los tipos de tejido o célula.

Se puede usar cualquier promotor inducible en algunas modalidades de la invencion. Ver
Ward et al. (1993) Plant Mol. Biol. 22:361-366. Con un promotor inducible, la tasa de transcripcion
aumenta en respuesta a un agente inductor. Los promotores inducibles de ejemplo incluyen, de

modo no taxativo: Los promotores del sistema de ACEI que responde al cobre; gen In2 del maiz que
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responde a los protectores de herbicidas de bencenesulfonamida; represor de Tet de Tnl0; y el
promotor inducible de un gen de hormonas esteroides, la actividad transcripcional de la cual puede
ser inducida mediante una hormona glucocorticoide son ejemplos generales (Schena et &l. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:0421).

Tal como se usa en la presente, el término “transformacién” o “modificado genéticamente”
se refiere a la transferencia de una o mas moléculas de acido nucleico en una célula. Una planta se
“transforma” o “modifica genéticamente” mediante una molécula de acido nucleico que se transduce
en la planta cuando la molécula de &cido nucleico es duplicada de forma estable por la planta. Tal
como se usa en la presente, el término "transformacion” o “modificado genéticamente” abarca todas
las técnicas en las que una molécula de acido nucleico se puede introducir en, por ejemplo, una
planta.

El término “vector” se refiere a algunos medios por los que el ADN, ARN, una proteina o
polipéptido se puede introducir en un hospedador. Los polinucleétidos, proteinas, y polipéptidos que
se introducen en un hospedador pueden ser terapéuticos o profilacticos por naturaleza; pueden
codificar o ser un antigeno; puede ser reguladores por naturaleza, etc. Existen varios tipos de
vectores que incluyen virus, plasmido, bacteri6fago, césmidos y bacteria.

Tal como se conoce en la técnica, diferentes organismos preferentemente usan diferentes
codones para generar polipéptidos. Tales preferencias de “uso de codones” se puede usar en el
disefio de moléculas de acido nucleico que codifica las proteinas y quimeras de la invencién para
optimizar la expresion en un sistema de célula hospedadora particular.

Un “vector de expresion” es un acido nucleico capaz de duplicarse en un organismo o célula
hospedadora seleccionada. Un vector de expresion puede duplicarse como una estructura
autbnoma, o alternativamente puede integrarse, en totalidad o en parte, en los cromosomas de
célula hospedadora o los acidos nucleicos de un organelo, o se usa como un transporte para
administrar ADN foraneo a células, y por lo tanto duplicarse junto con el genoma de la célula
hospedadora. Por lo tanto, un vector de expresion son polinucleétidos capaces de duplicarse en una
célula hospedadora seleccionada, organelo u organismo, por ejemplo, un plasmido, virus,
cromosoma artificial, fragmento de acido nucleico, y para el cual determinados genes en el vector
de expresion (que incluye genes de interés) se transcriben y traducen en un polipéptido o proteina
dentro de la célula, organelo u organismo; o cualquier construccion adecuada conocida en la técnica,
que comprende un “casetes de expresion”. Por el contrario, tal como se describe en los ejemplos en
la presente, un “casete” es un polinucleétido que contiene una seccidn de un vector de expresion de
la presente invencion. El uso de casetes ayuda en el ensamblaje de los vectores de expresion. Un
vector de expresion es un replicon, tal como plasmido, fago, virus, virus quimérico o césmido, y que

contiene la secuencia de polinucleétido deseada unida de forma operativa a la o las secuencias de
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control de expresion.

Una secuencia de polinucleétidos estd unida de forma operativa a una secuencia de control
de expresion (por ejemplo, un promotor y, opcionalmente, un potenciador) cuando la secuencia de
control de expresion controla y regula la transcripcion y/o traduccion de esa secuencia de
polinucledtidos.

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico en particular también
abarca de manera implicita las variantes modificadas de manera conservadora de esta (por ejemplo,
sustituciones de codones degenerados), la secuencia complementaria (0 de complemento), asi
como también la secuencia indicada de manera explicita. En especifico, las sustituciones de
codones redundantes pueden lograrse mediante la generacion de secuencias en las que la tercera
posicién de uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de base mixta y/o
desoxinosina (ver, por ejemplo, Batzer et &l., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J.
Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y Rossolini et &l., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). Debido a la
degeneraciéon de los codones de 4cido nucleico, uno puede usar varios diferentes polinucleétidos
para codificar polipéptidos idénticos. La Tabla 1a, infra, contiene informacién sobre qué codones de
acido nucleico codifican a qué aminoacidos.

TABLA 4 Codones de acido nucleico aminoacido

Aminoécido Codones de &cido nucleico

Ala/A GCT, GCC, GCA, GCG

Arg/R CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Asn/N AAT, AAC

Asp/D GAT, GAC

Cys/C TGT, TGC

GIn/Q CAA, CAG

GIu/E GAA, GAG

Gly/G GGT, GGC, GGA, GGG

His/H CAT, CAC

lle/l ATT, ATC, ATA

Leu/L TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, CTG
Lys/K AAA, AAG

Met/M ATG

Phe/F TTT, TTC

Pro/P CCT, CCC, CCA, CCG

Ser/S TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, AGC




10

15

20

25

30

41

Thr/T ACT, ACC, ACA, ACG
Trp/W TGG

TyrlY TAT, TAC

Val/v GTT, GTC, GTA, GTG

El término “planta” o “sistema de plantas” incluye plantas enteras, érganos de plantas,
progenie de plantas enteras u érganos de plantas, embriones, embriones somaticos, estructuras tipo
embriones, protocormos, cuerpos tipo protocormo (PLB) y cultivo y/o suspensiones de células de
plantas. Los érganos de plantas comprenden, por ejemplo, estructuras y/u 6rganos vegetativos del
brote (por ejemplo, hojas, tallos y tubérculos), raices, flores y estructuras/érganos florales (por
ejemplo, bracteas, sépalos, pétalos, estambres, carpelos, anteras y 6vulos), semillas (que incluye el
embrion, endospermay recubrimiento de la semilla) y fruta (el ovario maduro), tejido de plantas (por
ejemplo, tejido vascular, tejido molido y similares) y células (por ejemplo, célula oclusiva, évulos,
tricomas y similares). La invencién puede también incluir Cannabaceae y otras cepas de Cannabis,
tales como C. sativa generalmente.

El término “expresion”, tal como se usa en la presente, 0 “expresion de una secuencia de
codificacion” (por ejemplo, un gen o un transgén) se refiere al proceso mediante el cual la informacion
codificada de una unidad transcripcional de &cido nucleico (que incluye, por ejemplo, ADN genémico
0 ADNCc) se convierte en una parte operacional, no operacional o estructural de una célula, a menudo
que incluye la sintesis de una proteina. La expresion génica puede ser influenciada por sefiales
externas; por ejemplo, la exposiciéon de una célula, tejido u organismo a un agente que aumenta o
disminuye la expresién génica. La expresion de un gen también se puede regular en cualquier lugar
en el camino del ADN al ARN a la proteina. La regulacion de la expresion génica ocurre, por ejemplo,
a través de controles que actian en la transcripcién, traduccién, transporte del ARN vy
procesamiento, degradacion de moléculas intermediarias, tales como ARNmM o mediante la
activacion, inactivacién, compartimentalizacion o degradacion de moléculas de proteinas especificas
luego que se han sido realizadas 0 mediante combinaciones de estos. La expresion génica se puede
medir a nivel del ARN o a nivel de la proteina mediante cualquier método conocido en el técnica, lo
gue incluye, de modo no taxativo, transferencia Northern, RT-PCR, transferencia Western, o
ensayo/s de actividad de proteinas in vitro, in situ, o in vivo.

El término “acido nucleico” o “moléculas de acido nucleico” incluyen formas de cadena
simple o cadena doble de ADN; formas de cadena simple de ARN; y formas de cadena doble de
ARN (ARNcd). El término “secuencia de nucleétidos” o “secuencia de acido nucleico” se refiere a las
cadenas sentido y antisentido de un acido nucleico como ya sea cadenas simples individuales o en
el duplex. El término “acido ribonucleico” (ARN) es inclusivo ARNi (ARN inhibidor), ARNcd (ARN de
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cadena doble), ARNip (ARN interferente pequefio), ARNm (ARN mensajero), miARN (micro ARN),
ARNh (ARN horquilla), ARNt (ARN de transferencia), esté cargado o descargado con un aminoacido
acilado correspondiente), y ARNc (ARN complementario). El término “acido desoxirribonucleico”
(ADN) es inclusivo de ADNc, ADN gendmico y de hibridos de ADN-ARN. Los términos “segmento
de acido nucleico” y “segmento de secuencia de nucledtidos”, o0 mas generalmente “segmento”,
seran entendidos por los expertos en la técnica como un término funcional que incluye ambas
secuencias genomicas, secuencias de ARN ribosémico, secuencias de ARN de transferencia,
secuencias de ARN mensajero, secuencias de operoén, y secuencias de nucle6tidos modificados
genéticamente mas pequefios que se pueden codificar o se pueden adaptar para codificar péptidos,
polipéptidos o proteinas.

El término “gen” o “secuencia” se refiere a una region de codificaciéon unida de forma
operativa a secuencias reguladoras apropiadas capaces de regular la expresion del producto génico
(por ejemplo, un polipéptido o un ARN funcional) en alguna manera. Un gen incluye regiones
reguladoras no traducidas de ADN (por ejemplo, promotores, potenciadores, represores, etc.) que
preceden (posicion anterior) y (posicidn posterior) la regién de codificacion (marco de lectura abierto,
ORF) asi como, donde es aplicable, secuencias intervinientes (es decir, intrones) entre las regiones
codificantes individuales (es decir, exones). El término “gen estructural”’ tal como se usa en la
presente pretende significar una secuencia de ADN que se transcribe en ARNm que luego se traduce
en una secuencia de aminoacidos caracteristica de un polipéptido especifico.

Una molécula de &cido nucleico puede incluir tanto nucleétidos de origen natural como
modificados, unidos entre si por enlaces de nucleétidos de origen natural o de origen no natural. Las
moléculas de &cido nucleico se pueden modificar quimicamente o bioquimicamente, o pueden
contener bases de nucle6tidos derivatizados o no naturales, como lo podran apreciar facilmente los
expertos en el técnica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, etiquetas, metilacion, sustitucion
de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo, modificaciones de
internucleétidos (por ejemplo, enlaces no cargados: por ejemplo, fosfonatos de metilo,
fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.; enlaces cargados: por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.; restos pendientes: por ejemplo, péptidos; intercaladores: por ejemplo, acridina,
psoraleno, etc,; quelantes; alquilantes y enlaces modificados: por ejemplo, &cidos nucleicos alfa
anoméricos, etc.). El término "molécula de &cido nucleico" también incluye cualquier conformacion
topoldgica, lo que incluye, conformaciones de cadena simple, cadena doble, parcialmente doble,
triple, de horquillas, circulares y con candado.

Tal como se usa en la presente con respecto al ADN, el término “secuencia de codificacion”,
“secuencia de nucledtidos estructural” o “molécula de acido nucleico estructural” se refiere a una

secuencia de nucledtidos que es en Ultima instancia traducida en un polipéptido, mediante
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transcripcién y ARNm, cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Con
respecto al ARN, el término “secuencia de codificacion” se refiere a una secuencia de nucleétidos
que se traduce en un péptido, polipéptido o proteina. Los limites de una secuencia de codificacion
estan determinados por un coddn de inicio de la traduccién en el extremo 5'y un codon de detencion
de la traduccion en el extremo 3'. Las secuencias de codificacion incluyen, de modo no taxativo:
ADN gendmico; ADNc; EST; y secuencias de nucleétidos recombinantes.

El término "identidad de secuencia" o "identidad" tal como se utiliza en la presente en el
contexto de dos &cidos nucleicos o secuencias de polipéptidos, hace referencia a los residuos en
las dos secuencias que son idénticas cuando se alinean para obtener la méxima correspondencia
en una ventana de comparacion especificada.

El término “recombinante”, cuando se utiliza con referencia a, por ejemplo, una célula, o
acido nucleico, proteina, o vector, indica que la célula, organismo, acido nucleico, proteina o vector
ha sido modificado mediante la introduccién de una proteina o acido nucleico heterélogo, o mediante
la alteracién de una proteina o &cido nucleico natural, o que la célula deriva de una célula modificada
de este modo. Por lo tanto, por ejemplo, las células recombinantes pueden expresar genes que no
se encuentran dentro de la forma natural (no recombinante o de tipo salvaje) de la célula o expresan
genes naturales que de lo contrario se expresan/sobreexpresan de forma anémala, se subexpresan
0 Nno se expresan en lo absoluto.

Los términos “aproximadamente” y “alrededor de” se refieren a una cantidad, nivel, valor o
cantidad que varia en tanto como 30 %, o en otra modalidad en tanto como 20 %, y en una tercera
modalidad en tanto como 10 % respecto a una cantidad, nivel, valor o monto de referencia. Tal como
se utilizan en la presente, las formas singulares “un”, “una”, “el/la” incluyen las referencias plurales
a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Tal como se utiliza en la presente, "heter6logo" o “exdgeno” con referencia a un acido
nucleico es un &cido nucleico que se origina a partir de una especie diferente o, se disefia
sintéticamente, o, si es de la misma especie, se modifica sustancialmente de su forma nativa en la
composicion y/o locus genémico mediante intervencion humana deliberada. Una proteina heteréloga
puede originarse de una especie externa o, si es de la misma especie, es modificada
sustancialmente de su forma original mediante intervencion humana deliberada. “Célula
hospedadora” significa una célula que contiene una construccion de &cido nucleico introducida y
soporta el duplicado y/o expresion de la construccion. Las células hospedadoras pueden ser células
procariotas tal como E. Coli, o células eucariotas tal como células de hongos, levaduras, insectos,
anfibios, neméatodos o de mamiferos. De manera alternativa, las células hospedadoras son
monocotiledoneas o células de plantas dicotiledoneas. Un ejemplo de una célula hospedadora

monocotiledonea es una célula hospedadora de maiz.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1: Funcionalizaciéon de cannabinoides mediante citocromos P450.

Los inventores de la presente han demostrado que los cannabinoides se pueden
funcionalizar en un sistema de plantas in vivo. Especificamente, los inventores de la presente usaron
monoxigenasas de citocromo P450 (CYP) para modificar o funcionalizar la estructura quimica de los
cannabinoides. Tal como se muestra debajo, los CYP hacen esto al insertar un &tomo de oxigeno
en moléculas hidrofébicas para hacerlas més reactivas e hidrofilicas. Una reaccion representativa
puede incluir la reaccion generalizada en la Fig. 13.

El sistema de enzima P450 implica varias especies de citocromo P450 y oxidorreductasas
de citocromo P450 no especifico. Tal como se muestra en la Fig. 5, los inventores de la presente
usaron un citocromo P450 humano (CYP3A4) en una construccion doble con una oxidorreductasa
de citocromo P450 humano de ejemplo, ambos expresados bajo el control del promotor 35S de
CaMV constitutivo con regiones no traducidas 5’ para mejorar la traduccién. Las secuencias de ADN
y proteina para la funcionalizacion de cannabinoides (oxidorreductasa P450 y CYP3A4) son
identificados como las SEQ ID NO. 1-4. La expresion se confirmé usando RT-PCR que utiliza los
cebadores directos e inversos identificados en la Tabla 3 mas adelante. Tal como se menciona
anteriormente, los inventores de la presente demostraron que la sobreexpresion de P450 generd
cannabinoides funcionalizados que luego podrian ser glicosilados, lo cual los vuelve solubles en
agua.

Ejemplo 2: La sobreexpresion de P450 mejora la hidroxilacion in vivo v la glicosilacién de

cannabinoides en los sistemas de plantas.

Los inventores de la presente han demostrado que la sobreexpresion mejord la hidroxilacion
in vivo y la glicosilacion de CBDA en un sistema de plantas de ejemplo. Especificamente, tal como
se muestra generalmente en la Fig.6, los inventores de la presente demuestran que la infiltracion de
hojas de tabaco con Agrobacterium que porta oxidorreductasa P450 y CYP3A4 fue logrado tal como
se describe en la presente. La confirmacion de expresion se realiz6 usando RT-PCR 2-3 dias
después de la infiltracion (Fig. 6).

Tal como se muestra generalmente en la Fig. 7 los inventores de la presente demuestran
que la sobreexpresion de la construccion de oxidorreductasa CYP3A4+P450 y posterior
alimentacién de al menos un cannabinoide, en este caso CBDA, luego de la confirmacion de la
expresion tuvo como resultado la glicosilacion in vivo de CBDA en hojas de tabaco (Fig. 7). En
promedio, la glicosilacion aumenté 3 veces en plantas N. benthamiana transgénicas en comparacion
con el control mientras que la hidroxilacion aument6 hasta 13 veces. Como tal, en determinadas
modalidades, las glicosiltransferasas de tabaco se pueden usar como objetivos clave en la

tecnologia inventiva actual para la glicosilacion de cannabinoides.
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Ejemplo 3: ldentificacion de cannabinoides solubles en agua maodificados mediante

espectrometria de masas.

Los inventores de la presente demostraron la biosintesis de cannabinoides modificados
funcionalizados asi como solubles en agua en sistemas de plantas in vitro e in vivo. Especificamente,
los inventores de la presente identificaron las biotransformaciones de cannabinoides asociadas con
las construcciones génicas en ambos ensayos in vitro y expresion de hojas temporal. A través del
uso de mediciones de espectrometria de masas precisa, los inventores de la presente fueron
capaces de identificar y confirmar la biosintesis de cannabinoides solubles en agua modificados.

Especificamente, como se muestra generalmente en las Fig. 1-4, los inventores de la
presente fueron capaces de identificar los cannabinoides solubles en agua glicosilados en los
analisis cromatogréaficos y fueron capaces de producir cromatogramas de iones extraidos para
integracién pico. Por ejemplo, la Fig. 1 panel B, ilustra la identificacién de mdltiples isémeros de
cannabinoides constitucionales de un resto de glucésido individual, mientras que en el panel B de la
Fig. 2, se ilustra un ejemplo de mdltiples isébmeros constitucionales de la oxidacién de citocromo
P450. Las areas pico para cada molécula identificada fueron usadas para cuantificacién relativa
entre tratamientos. Basandose en estos resultados se confirmé que la biosintesis de moléculas de
cannabinoides modificados que contienen hasta dos restos de glucdsidos, O-glucdsido de acetilo,
asi como biotransformaciones de hidroxilacién (R-OH).

Las Tablas 1 y 2 se proporcionan mas adelante que demuestran adicionalmente la
produccion de las moléculas de cannabinoides modificados seleccionados. Generalmente, con
referencia a las Tablas 1-2 mas adelante, los inventores de la presente demostraron que basandose
en el tiempo de retencion reducido en el gradiente de HPLC de agua: acetonitrilo, los cannabinoides
glicosilados e hidroxilados, que eluyeron antes que sus formas no modificadas, demostraron ser
mas solubles en agua que sus formas no modificadas.

Ejemplo 4: Generacion de sintesis citosélica heteréloga y construcciones de genes de

glicosilacion para expresiones en hojas de tabaco y suspensiones celulares.

Tal como se muestra en la Fig. 8, los inventores de la presente generaron una construccion
de genes triple para la expresion sintasa de acido cannabididlico (CBDA) en la que la secuencia
objetivo de tricoma ha sido quitada, y la glicosiltransferasa 76G1 de Stevia rebaudiana. En esta
construccion el transportador de ABC multi-farmaco ABCG2 también estaba incluido.

En una modalidad de la presente tecnologia inventiva, la construccion génica se puede usar
para transformar una célula de planta que puede adicionalmente estar configurada para ser cultivada
en un cultivo de suspension. En una modalidad preferida, una célula de cannabis se puede
transformar con la construccion generalmente delineada en la Fig. 8. En esta modalidad preferida,

los cannabinoides producidos por las células de cannabis en el cultivo celular se pueden
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funcionalizar a través de la sobreexpresion de la oxidorreductasa CYP3A4+P450 tal como se
describe anteriormente, y se glicosila adicionalmente mediante la expresién y accion de la
glicosiltransferasa de UDP heterdloga (76G1) de Stevia rebaudiana referida anteriormente. Ademas,
tal como se describe en general en la presente, los cannabinoides se pueden modificar para que
sean funcionalizados y/o glicosilados, o generalmente son solubles en agua, y pueden ser
secretados en el area de la pared celular, en el caso de una planta entera, o el medio que lo rodea
en cultivos de suspension, con la ayuda del transportador de ABC. En una modalidad, esta
construccion se puede usar para la sintesis y modificacion de los cannabinoides en cultivos de
suspension celular, usando células amarillas brillante de tabaco o células de cannabis.

Tal como se muestra en general en la Fig. 9, se confirmo la expresion in vivo de la sintasa
de CBDA, la glicosiltransferasa UDP 76G1 y ABCG2. Los cebadores inversos y directos usados en
las reacciones de RT-PCR se proporcionan mas adelante en la Tabla 4 mas adelante.

Las identificaciones de secuencia de proteinas y genes para la sintasa de CBDA se
proporcionan como las SEQ ID NO 5 y 6 respectivamente. Cabe destacar que una variedad de
proteinas/genes de sintasa de cannabinoide se pueden usar con la tecnologia inventiva actual,
siendo la sintasa de CBDA solo a modo de ejemplo. De hecho, se contempla especificamente que
la enzima sintasa asociada con cualquiera de los cannabinoides identificados en la presente se
pueden incorporar en la invencion actual sin experimentacién indebida. En una modalidad, una o
mas de tal enzima de sintasa exdgena o enddgena puede ademas hacer que la secuencia objetivo
de tricoma se escinda, una vez mas una etapa que se puede cumplir facilmente sin experimentacion
indebida. Algunos ejemplos pueden ser la sintasa de THCA, sintasa de CBG, sintasa de THCA,
sintasa de CBDA o sintasa de CBCA, que puede en la presente modalidad hacer que la secuencia
objetivo de tricoma sea quitada.

Las identificaciones de secuencia de proteinas y genes para la glicosiltransferasa 76G1 de
Stevia rebaudiana se proporcionan como las SEQ ID NO 7 y 8 respectivamente. Las identificaciones
de secuencia de proteinas y genes para el transportador de ABC multi-farmaco ABCG2 se
proporcionan como las SEQ ID NO 9 y 10 respectivamente.

Ejemplo 5: Sintesis citosolica in vivo y glicosilacion de cannabinoides en hojas de N.

benthamiana y suspensiones de células.

Tal como se muestra en la Fig. 10, los inventores de la presente demuestran que en las
plantas, en la presente modalidad N. benthamiana, que expresan la construccién citosoélica referida
anteriormente, ocurrié la glicosilacion de CBGA asi como la formacion de CBDA modificada o
hidroxilada. La glicosilacion de CBGA muestra la glicosilacién in vivo de cannabinoides al
sobreexpresar una glucosiltransferasa en plantas N. benthamiana. La presencia de cannabinoides

glicosilados en plantas de tipo salvaje sugiere la presencia de una glucosiltransferasa fuerte en el
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tabaco. Como tal, en una modalidad, la sobreexpresion de una glucosiltransferasa de tabaco
heter6loga u homéloga se puede expresar o sobreexpresar lo cual tiene como resultado la
biosintesis in vivo aumentada de cannabinoides soluble en agua en plantas enteras, asi como en
cultivos de suspension. Por ejemplo, en una modalidad, una glucosiltransferasa de tabaco
heteréloga se puede expresar en una planta de cannabis o cultivo celular que tiene como resultado
la biosintesis in vivo de cannabinoides solubles en agua en la planta de Cannabis y/o cultivos de
suspension de Cannabis.

Ejemplo 6: Sistemas de produccién de cannabinoides solubles en agua mediante el uso del

factor de transcripcion de MTB y/o catalasa.

Los inventores de la presente han desarrollado una pluralidad de sistemas para la biosintesis
y madificacion de cannabinoides basandose en la ubicacién celular usando métodos novedosos de
direccionamiento de la proteina. Tal como se muestra en la Tabla 10, los inventores de la presente
disefiaron tales sistemas novedosos y métodos para mejorar la produccién y modificacion
(glicosilacion, acetilacion y funcionalizaciéon) de cannabinoides asi como para mitigar la toxicidad
que resulta de la acumulacién de cannabinoides. Determinadas modalidades incluyeron la expresion
de un factor de transcripciéon MYB y una catalasa (Fig. 27) para degradar el peréxido de hidrogeno
gue resulta de la actividad de sintasa de CBDA. En una modalidad preferida, los inventores de la
presente usaron Arabidopsis thaliana o un gen de catalasa de E. coli y un factor de transcripcion de
MYB de Cannabis previsto implicado en elevar los genes involucrados en la biosintesis de
cannabinoides. Las secuencias de proteinas y ADN para Cannabis predijeron el factor de
transcripcion MYB (SEQ ID NO. 11-12, ADN y secuencias de aminoacidos respectivamente),
catalasa de Arabidopsis thaliana SEQ ID NO. 13-14, ADN y secuencias de aminoacidos
respectivamente) y/o catalasa de E. coli (SEQ ID NO. 15-16, ADN y secuencias de aminoacidos).

Ejemplo 7: Sintesis citosdlica in vivo aumentada vy glicosilacién de cannabinoides en hojas

de tabaco v suspensiones de células.

Los inventores de la presente han demostrado la modificacion in vivo mejorada de
cannabinoides en plantas transgénicas coinfectadas con construcciones para glicosilacion,
funcionalizacion mediada por P450 (hidroxilacién) y desintoxicaciéon de peréxido de hidrégeno
mediante catalasa._Tal como se muestra adicionalmente en la Fig. 11, la funcionalizacion y
glicosilacion, principalmente del sustrato CBGA se observo en las plantas de tabaco transgénicas
gue sobreexpresan la sintasa de CBDA, la glucosiltransferasa de UDP y el transportador de ABC
pero aumentd cuando la sobreexpresion de esta construccion se acopld con el citocromo P450, el
factor de transcripcion MYB y la catalasa. Tal como se menciona anteriormente, la sobreexpresion
de un citocromo P450 aumento la glicosilacion de los cannabinoides. Como tal, el presente inventor

demostr6 la formacién y glicosilacion de CBDA in vivo en hojas de tabaco transformadas de forma
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temporal alimentadas con el CBGA precursor.

Los inventores de la presente también compararon las actividades de actividades de la
glucosiltransferasa enddgena y transgénica en el tabaco. Especificamente, tal como se muestra en
la Fig. 12, el inventor de la presente realiz6 ensayos in vitro de glucosiltransferasa de UDP y sintasa
de CBDA. Ensayos cortos de 3 horas a 30 °C no revelaron ninguna diferencia en glicosilacion de
CBGA entre las plantas de N. benthamiana de tipo salvaje y transgénicas, lo cual sugiere la
glicosilacion enddgena. En ensayos extendidos (14 horas), hubo una gran diferencia en la deteccion
de CBGA glicosilada en plantas transgénicas en comparacion con la de tipo salvaje que demuestra
actividad de glicosilacién aumentada en plantas transgénicas.

En determinadas modalidades, las glucosiltransferasas del tabaco, u otras plantas se
pueden usar tal como se describe en la presente. En una modalidad, una o mas glucosiltransferasas
heterélogas u homoélogas se pueden expresar o0 sobreexpresar en una planta, tal como tabaco o
Cannabis. Las secuencias de proteinas y genes para las glucosiltransferasas de ejemplo se
identifican mas adelante en la Tabla 9.

Ejemplo 8: Generaciéon de sintesis de cannabinoides dirigidos a tricoma y construcciones de

glicosilacion de acido cannabiditlico (CBDA).

Tal como se muestra en las Fig. 14-15, los inventores de la presente demostraron un sistema
de sintesis dirigidos a tricoma y sintesis y glicosilacibn de compuestos cannabinoides, tales como
CBDA. Al dirigirse la sintasa de CBDA, un transportador de UDP-glucosa/UDP-galactosa (PM-UTR1)
dirigido al plasma, y una UDP-glucosiltransferasa 76G1 de Stevia (tSUGT) a los tricomas, estos
genes pueden producir y acumular, en este caso la CBDA y sus derivados glicosilados (glicosido
primario, secundario), asi como derivados de CBDA novedosos, en los tricomas.

La SEQ ID NO: 17 se identifica como la secuencia de gen de polinucleétido para una sintasa
de CBDA que tiene una secuencia que se dirige a tricoma. La SEQ ID NO: 18 se identifica como la
secuencia de proteina correspondiente para una sintasa de CBDA que tiene un dominio que se dirige
a tricoma.

La SEQ ID NO: 19 se identifica como la secuencia de gen de polinucleétido para una
secuencia de codificaciéon de UDP-glucosiltransferasa (76G1) dirigida a tricoma, en este caso que
es optimizada para la expresion de Arabidopsis thaliana, aunque otras versiones optimizadas de
codones caen dentro del alcance de la presente invencion. La SEQ ID NO: 20 se identifica como la
secuencia de proteina correspondiente para una UDP-glucosiltransferasa (76G1) que tiene un
dominio que se dirige a tricoma.

La SEQID NO: 21 se identifica como la secuencia de gen de polinucleétido para un
transportador de UDP-glucosa/galactosa (UTR1) que tiene una secuencia que se dirige al plasma-

membrana.
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Ejemplo 9: Sintesis dirigida a tricoma v glicosilacién de acido cannabididlico (CBDA).

Tal como se muestra en las Fig. 16-17, la expresion génica de sintasa de CBDA, tsUGT y
PM-UTRL1 en hojas infiltradas de N. benthamiana se confirmé 2DPI [por sus siglas en inglés] (Dias
Después de la Infiltracién de construcciones de plasmido Ti de Agrobacterium) mediante RT-PCR
(Fig.19y 20). Tal como se esperaba, el sustrato de CBGA se detectd en todas las hojas infiltradas y
el control de tipo salvaje (sin infiltracion de Agrobacterium). Los glucésidos primarios y secundarios
de CBGA también fueron detectados en todas las hojas infiltradas y control de tipo salvaje, que
demuestra ademas una actividad de glucosiltransferasa enddgena que actlia sobre CBGA. Ademas,
el glucésido primario acetilado de CBGA se detect6 en todas las muestras, que incluyen el control
de tipo salvaje que proporciona pruebas de acetilacion enddégena. CBDA se detectd a niveles
marginales en muestras infiltradas con construcciones de suspension celular y tricoma, pero no en
plantas de tipo salvaje.

Ejemplo 10: Sintesis dirigida a citosolicos v glicosilacion de acido cannabidiélico (CBDA).

Los inventores de la presente han demostrado un sistema de sintesis de cannabinoides
dirigidos a citosdlicos y glicosilacién. Al dirigir o localizar la sintasa de CBDA (CBDAs) y UDP-
glucosiltransferasa 76G1 (UGT) en el citosol, los inventores de la presente demostraron que las
plantas que expresan estos genes heterdlogos producen y acumulan, en esta modalidad, CBDA y
sus derivados glicosilados (glucésido primario y secundario), asi como otros derivados de CBDA, en
el citosol. Tal como se muestra en la Fig. 18, se generd un vector de expresion génico para el sistema
de produccion de cannabinoides citosolicos. Esta construccion incluia un promotor 35S de mosaico
de la coliflor; AtADH 5’-UTR, elemento potenciador; cytCBDASs, sintasa de acido cannabididlico con
la secuencia objetivo de tricoma eliminada; terminador HSP; cytUGT76G1, UDP glucosiltransferasa
de Stevia rebaudiana.

La SEQ ID NO: 22 se identifica como la secuencia de gen de polinucledtido para una sintasa
de acido cannabididlico a la que se la ha quitado la secuencia objetivo de tricoma. La SEQ ID NO:
23 se identifica como la secuencia de proteinas correspondiente de cytCBDAsS.

La SEQ ID NO: 24 se identifica como la secuencia de gen de polinucleétido para una
secuencia de codificacién de UDP-glucosiltransferasa dirigida a citosélico (UGT76G1) (optimizada
para la expresion de Arabidopsis thaliana) (cytUGT76G1 o cytUTG). La SEQ ID NO: 25 se identifica
como la secuencia de proteinas correspondiente de cytUGT76G1 o cytUTG.

Como un modelo de planta de ejemplo, las plantas N. benthamiana fueron cultivadas desde
semillas y después de 4 semanas de crecimiento vegetativo, las hojas fueron infiltradas
conjuntamente con Agrobacterium tumefaciens GV3101 que llevaba las siguientes construcciones:
CBDAs citosélico + UGT citosolico en pRI201-AN o construccién de suspension de células,

Myb/catalasa en pRI201-AN, y supresor de silenciamiento p19 en pDGB3alpha2. La densidad de
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Agrobacterium se normalizé a 2 a absorbancia de 600 nm usando un espectrofotdmetro y cultivos
infiltrados conjuntamente en la misma relacion (1:1:1). Después de 2 y 4 dias después de la
infiltracion de Agrobacterium (DPI), CBGA 1 mL (2.7 mM) disuelto en Tween 20 al 0.1 % (Sigma-
Aldrich) o Triton X-100 al 0.1 % (Sigma-Aldrich) se infiltr6 en cada hoja. En una segunda modalidad,
mediante el uso de la construccion citosélica, se agregdé UDP-glucosa 4 mM al medio de CBGA
antes de la alimentacion. Se usaron tres replicaciones biolégicas. Los cebadores de RT-PCR se
detallan en la Tabla 5 méas adelante.

Tal como se muestra en las Fig. 19-20, la expresion génica de cytCBDAs y cytUGT se
confirmé mediante RT-PCR después de 1y 2DPI. No se observé ninguna expresion de transportador
de ABC (ABCt) después de 1DPI en la construccion de suspension de células infiltradas en hojas.
Esto no impacta este experimento dado que el rol de ABCt era facilitar el transporte de cannabinoides
fuera de las células en cultivos celulares. Tal como se muestra en la Fig. 21, CBGA y sus derivados
glicosilados y acilados fueron detectados en concentraciones mas altas que en las hojas infiltradas
de la construccion de tricoma, excepto para los glucésidos secundarios. Ademas, el CBDA se
detectd en concentraciones mas altas (hasta 34 ppm) en hojas infiltradas con la construccion de
suspension celular, en comparacién con los experimentos de la construccion de tricoma (hasta 2.6
ppm). Tal como se muestra en la Fig. 22, cuando UDP-glucosa 4 mM (sustrato para UGT) se
proporciond junto con CBGA (sustrato para CBDAS), los inventores de la presente detectaron niveles
bajos de CBDA glicosilados e hidroxilados en hojas infiltradas con tanto la construccién de
suspension de células como la citosélica, pero no en el control de tipo salvaje. Este resultado
demuestra lo novedoso en la sintesis de la planta, la glicosilacién e hidroxilacion de CBDA en la
planta suplente N. benthamiana, tal como qued6é demostrado por los cromatogramas de iones
extraidos mostrados en la Fig. 23.

Ejemplo 11: Hidroxilacién y glicosilacién de cannabinoides en Cannabis Sativa.

Los inventores de la presente demuestran la glicosilacién e hidroxilacion de cannabinoides
en Cannabis Sativa. Para confirmar adicionalmente los hallazgos mediante el uso de N. benthamiana
como un modelo de planta, se realizé infiltracion de Agrobacterium de las mismas construcciones
de plasmidos descritos en la seccion anterior en varias cepas de Cannabis sativa (ver las
identificaciones de muestras en la Fig. 24). Tal como se muestra en las Fig. 24-26, expresion de las
construcciones genéticas seleccionadas en C. sativa, como en N. benthamiana, demuestran la
sintesis y acumulacién de cannabinoides hidroxilados y/o glicosilados, en este caso CBDA. Una
comparacion de los resultados usando diferentes construcciones genéticas de Agrobacterium se
presenta en la Tabla 8 mas adelante.

Tal como lo han demostrado los inventores de la presente, en una modalidad, donde la

construccién citosdlica se con-transform6 con el vector de expresion Myb/catalasa (MYBCAT),
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proporciond la deteccién mas alta de CBDA y glucdsido de CBDA, lo cual demuestra el rol de estos
genes para mitigar los efectos de toxicidad debido a la acumulacién de perdxido de hidrogeno
(catalasa) y el aumento general en la sintesis de cannabinoides (factor de transcripcion de Myb).
MATERIALES Y METODOS
Ejemplo 12: Uso de un tabaco como un sistema de planta de ejemplo para la glicosilacion y

funcionalizacién in vivo de los cannabinoides

Los inventores de la presente demostraron la glicosilacion y funcionalizacién in vivo de los
cannabinoides en un sistema de planta modelo. Especificamente, los inventores de la presente
usaron N. benthamiana (tabaco) como un sistema modelo para demostrar la glicosilacion y
funcionalizacion in vivo de los cannabinoides. En esta modalidad, la transformacion temporal a
través de infiltracién de Agrobacterium se realizdé en N. benthamiana. Los inventores de la presente
demostraron la expresion de genes heter6logos que fueron expresados en N. benthamiana
transformada usando una cantidad de vectores de expresion de genes heterélogos (descritos mas
adelante). En esta modalidad de ejemplo, luego de la confirmacion de expresion de los genes
heterélogos que funcionalizarian y glicosilarian las moléculas de cannabinoides, los inventores de
la presente introdujeron a las plantas compuestos cannabinoides seleccionados. En esta modalidad,
los inventores de la presente introdujeron a las plantas N. benthamiana transgénicas acido
cannabigerélico (CBGA) y/o acido cannabididlico (CBDA). Los inventores de la presente también
demostraron la glicosilacion y funcionalizacién in vivo de los cannabinoides en un cultivo de
suspension de células. Especificamente, los inventores usaron células amarillo brillante de tabaco
de ejemplo (BY2) como un sistema de suspensién de células para estudios de produccion
cannabinoide, funcionalizacién y/o glicosilacion.

Ejemplo 13: Transformacion temporal del modelo de planta de ejemplo Nicotiana

benthamiana.

Los inventores de la presente usaron transformacion mediada por plasmido de Ti de
Agrobacterium tumefaciens con el vector de expresion de la planta pRI201-AN (Takara Bio USA),
un vector binario para expresion de alto nivel de un gen externo en plantas dicotiledéneas que portan
el promotor 35S constitutivo y un alcohol deshidrogenasa de Arabidopsis thaliana (AtAdh) como un
potenciador traduccional (Matsui et &l. 2012). N. benthamiana se transformé de forma temporal de
acuerdo con el método descrito por Sparkes et &l. 2006. Los cultivos durante la noche de la cepa de
Agrobacterium GV3101 fueron transferidos a un matraz de 250mL con 50 mL de medio LB
complementado con 50 mg/L de Kanamicina, 50 mg/L de Gentamicina y 10 mg/L de Rifampicina y
cultivados durante 4-8 horas hasta que la densidad éptica a 600 nm (OD600) alcanzé
aproximadamente entre 0.75 y 1. Las células fueron sedimentadas en una centrifuga a temperatura

ambiente y se volvieron a suspender en 45 mL de medio de infiltracion que contenia D-glucosa 5g/L,
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MES 10mM, MgCI2 10mM y acetosiringona 100 uM. Se usé 1 ml de la solucién para infiltrar las hojas
usando una jeringa de 1mL. La expresion de los transgenes se confirmé 2-4 dias después de la
infiltracién mediante RT-PCR. Para el andlisis de RT-PCR, 100 mg de tejido de hoja se congeld en
nitrégeno liquido y se molio en un TissueLyser (QIAGEN Inc, EUA). El ARN se extrajo siguiendo el
kit de extraccion de ARN de la planta EZNA (Omega Bio-tek Inc, EUA). Hasta un microgramo de
ARN total se usoé para sintetizar el ADNc usando el kit de sintesis de ADNc superscript Il (Thermo
Fisher Scientific, EUA). EI ADNc se usO para monitorear la expresion del o de los transgenes
mediante RT-PCR.

Ejemplo 14: Introduccion de sustratos cannabinoides seleccionados a la cepa N.

benthamiana transgénica.

Sustratos de enzimas seleccionadas se introdujeron a la cepa N. benthamiana modificada
genéticamente o transgénica dos dias después de la infiltracion de Agrobacterium y luego de la
confirmacion de la expresion transgénica mediante RT-PCR. En este ejemplo, aproximadamente
277 uM de &cido cannabigerélico (CBGA) y/o acido cannabididlico (CBDA) se disolvié en 1mL de
amortiguador que contiene MES 10mM, MgCl, 10 mM y Triton X100 al 0.1 % o Tween20 al 0.1% y
se aplicé a las hojas transformadas ya sea mediante infiltracibn o mediante toques suaves con un
aplicador de algoddn. Las plantas fueron cosechadas después de 1-4 dias, pesadas para obtener
su peso fresco y congeladas a -80 °C antes de llevar a cabo el analisis de LC-MS para obtener la
presencia de cannabinoides modificados.

Ejemplo 15: Ensayos in vitro para sintasa de CBDA v actividad de glucosiltransferasa.

La sintasa de CBDA es generalmente activa en el intervalo de pH 4-6 (Taura et al. 1996)
mientras las glucosiltransferasas son tipicamente activas en el intervalo de pH 5.0 a 7.0 (Rini y Esko,
2017). Basandose en esta diferencia en el pH éptimo para la actividad de las enzimas, los inventores
de la presente generaron un solo amortiguador de extraccion para un ensayo combinado de sintasa
de CBDA vy glucosiltransferasa de UDP a pH 6 y 30°C en ensayos in vitro (Priest et al., 2006). Los
inventores de la presente molieron el tejido de hoja transformada en nitrégeno liquido. Se agreg6 un
amortiguador de trituracion que consistia en MES 50 mM, pH 6, EDTA 1mM, B-mercaptoetanol 5
mM y Triton X-100 al 0.1 % se agregd a una relacion de 5:1 de amortiguador respecto a peso fresco
de planta usando una maja y mortero. El extracto se filtr6 en hielo a través de 2 capas de estopilla
para quitar desechos y centrifugados a 21000 g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se us6
en ensayos posteriores. La concentracion de proteina del sobrenadante se cuantific6 mediante el
ensayo Bradford, usando albumina de suero bovino como el estdndar. Para comenzar la reaccion,
se usoO 100-200 pg de proteina total cruda. El ensayo se llevé a cabo con y sin UDP-glucosa para
monitorear si la glicosilacién del sustrato cannabinoide estaba evitando las reacciones corriente

abajo o el transporte de CBGA. Las plantas de tipo salvaje se usaron como controles para separar
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la actividad glucosiltransferasa de UDP sobreexpresada de la endogena. La reaccion se inicio al
agregar 100 pg de proteina, y 8 mM de glucosa de difosfato de uridina (UDPG) como el donante de
azUcar-nucledtido a una mezcla de reaccion que consiste en aproximadamente CBGA 277 uM,
Triton X-100 al 0.1 % (p/v) , MgCl> 3 mM y MES 50 mM (pH 6.0). La reaccién se incubé a 30 °C
durante 3 horas o por la noche durante 14 horas. La reaccion se terminé al congelarla en nitrogeno
liquido y las muestras se almacenaron a -80°C antes del andlisis de LC-MS.
Ejemplo 16: Glicosilacion y sintesis dirigida a tricoma.

Como modelo de planta de ejemplo, las plantas N. benthamiana fueron cultivadas a partir
de semillas y, después de 4 semanas de crecimiento vegetativo, las hojas se coinfiltraron con
Agrobacterium tumefaciens GV3101 que porta las siguientes construcciones: CBDAs de tricoma +
UGT de tricoma en pRI201-AN (construccion de tricoma), PM-UTR1 en pRI201-AN, y supresor de
silenciamiento p19 en pDGB3alpha2. En un segundo experimento, las hojas se infiltraron también
con el Agrobacterium que expresa un plasmido de Ti con los genes de Myb/catalasa. La densidad
de Agrobacterium se normalizé a 1 o 2 a absorbancia de 600 nm usando un espectrofotometro y
cultivos infiltrados conjuntamente en la misma relacién (1:1:1). Después de 1y 4 dias después de la
infiltracién de Agrobacterium (DPI), CBGA 1 mL (277 uM) disuelto en Tween20 al 0.1 % (Sigma-
Aldrich) o DMSO al 3 % (Sigma-Aldrich) se infiltré en cada hoja. Se usaron tres replicaciones
bioldgicas. El experimento se repiti6 dos veces. Después de los resultados preliminares, las
densidades de Agrobacterium de 2 en ODsoo fueron seleccionadas para todos los experimentos de
infiltracion siguientes. Ademés, Tween20 al 0.1 % fue elegido sobre DMSO al 3 % debido a un
sustrato de CBGA que solubiliza mejor.

En esta modalidad, las muestras de hojas se recolectaron a 2DPI y se congelaron
inmediatamente en nitrdgeno liquido. La extraccion de ARN fue realizada usando el mini-kit de planta
de ARN tal como se describe por el fabricante (Qiagen). Se sintetizé el ADNc usando ARN respecto
a premezcla Ecodry de ADNCc tal como se describe por el fabricante (Takara). La plantilla de ADNc
se normaliz6 a 50 ng de ARN total correspondiente por reaccion. Temperatura de hibridacion en
Celsius: 60. Tiempo de extension: 15s. 35 ciclos. Kit de polimerasa de ADN Q5 tal como lo describe
el fabricante (New England Biolabs). Los cebadores de RT-PCR se detallan en la Tabla 5 mas
adelante.

Ejemplo 17: Transformacién temporal de Cannabis sativa.

Los inventores de la presente realizaron la transformacion temporal mediada por
Agrobacterium tumefaciens de Cannabis sativa. Los grupos experimentales consistieron en hojas
jévenes de variedad de CBD elevada (~10 % en flores secas) y hojas de tricoma de variedad de
THC elevada (~20 % flores secas).

Para transformar las hojas de variedades de CBD elevadas, los inventores de la presente
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germinaron 100 semillas tres veces; esto se realiz6 para asegurar que una cantidad suficiente de
plantas estuviera disponible para todos los 9 eventos de transformacion independientes. Para
transformar hojas de tricoma, los inventores de la presente usaron pequefas hojas que contienen
tricoma de varias variedades conocidas por ser variedades de THC elevado. La instalacion del
experimento consistié en 2 cepas diferentes de Agrobacterium tumefaciens. Para la transformacion
temporal de cepa de Agrobacterium EHA 105, los inventores de la presente cultivaron células en 10
ml de medio LB complementado con 100mg/L de Rifampicina y 50 mg/L de Kanamicina y para la
cepa de Agrobacterium se cultivaron células GV3101::6000 con 50 mg/L de Kanamicina, 25 mg/L
de Gentamicina y 50 mg/L de Rifampicina. Una colonia de Agrobacterium individual se usé para
inoculacion y crecimiento durante la noche. Luego, 1 ml de este cultivo se inoculé en 500 ml de
medio LB antemencionado complementado con 20 uM de acetosiringona. Se cultivd Agrobacteria
hasta ODeoo de aproximadamente entre 1 y 1.5. Las células se sedimentaron en una centrifuga a
temperatura ambiente y se volvieron a suspender en medio de infiltracién que contiene MES 10 mM,
MgCl, 10mM y acetosiringona 200 uM hasta un ODeoo de 0.5.

El cultivo bacteriano luego se usé para tres tipos diferentes de transformaciones de
Cannabis Sativa. En todos los casos, la transformacion se realiz6 en forma de transformacion
conjunta, mezclando todas las cepas relevantes (plasmidos) en proporcion equivalente de nimeros
de células. Primero, para la presente los inventores infiltraron plantas de Cannabis sativa jévenes
(dos semanas de edad) completamente extendidas usando jeringa de 1 ml. Antes de la
transformacion, las plantas se mantuvieron bajo cubierta de plastico, para asegurar la suavidad
maxima de las hojas. La infiltracion se realizé del lado abaxial, lo cual asegura que toda la superficie
de la hoja se infiltre a 12/h/12h dia/noche a 22° C.

Segundo, los inventores de la presente infiltraron al vacio las hojas de Cannabis sativa
jovenes separadas (dos semanas de edad) completamente extendidas. Antes de la transformacion,
las plantas se mantuvieron bajo cubierta de plastico, para asegurar la suavidad maxima de las hojas.
Las hojas luego se colocaron en Murashiga de media fuerza y agar de Skoog (1962) (Y2 MS)
complementado con nitrato de amonio 61.8 mM y se incubé durante 5 dias a 12/h/12h dia/noche a
22° C.

Tercero, las hojas de tricoma se separaron, se colocaron en tubos Falcon de 50 ml y se
infiltraron al vacio con solucién bacteriana antemencionada 2 x durante 10 min cada uno. Las hojas
luego se colocaron en agar %2 MS complementado con nitrato de amonio 61.8 mM y se incubaron
durante 5 dias.

Todos los experimentos fueron realizados en triplicado, con la cuarta replicacion realizada
para la recolecciéon de ADN/ARN vy tincion de X-gluc para medir la actividad de beta-glucuronidasa

(GUS) después de la infiltracion conjunta con el gen GUS que contiene Agrobacterium. En todos los
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casos, las hojas se cultivaron después de 5 dias de transformacion, se congelaron en nitrdgeno
liquido y se almacenaron a -80°C.
Ejemplo 18: Extraccion de cannabinoides solubles en agua de N. benthamiana.

El material fresco de la planta transformada se coseché de experimentos de invernadero en
tubos de centrifuga de polipropileno de 15 0 50 mL y se congelan de forma instantanea en N liquido.
El material de la planta congelada se inactivd enziméaticamente al sumergir el material de la planta
en metanol hirviendo durante 2 min. El material inactivado con metanol se homogeneiz6 usando un
homogenizador P-10-35 (Kinematica, Bohemia NY). El homogenado se extrajo mediante activacion
breve en un volumen final de 10 mL o 30 mL de metanol al 70 % (v/v) correspondiente al tamaiio del
tubo. Los extractos resultantes se aclararon mediante centrifugacion a 2,500 rpm a 4 °C durante 15
minutos en una centrifuga de piso Beckman J-6B (Beckman Coulter, Indianapolis IN). El
sobrenadante se transfiri6 en un tubo de polipropileno y se evaporé bajo una corriente de N2 a 45
°C hasta que se sec0. Los extractos se reconstituyeron en metanol que contiene 20 pg/mL de 7-
Hidroxioumarina estandar interno (Sigma-Aldrich, H24003). Los extractos reconstituidos se
colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y se aclararon en una microcentrifuga a 10,000 g
durante 15 min. 500 pyL del sobrenadante se transfirié a un vial automuestreador de 2 mL y se
mantuvo a 4°C hasta el analisis. Preparacion de la muestra de ensayos in vitro: las muestras se
filtraron por jeringa a través de una membrana de PVDF de 0.45 um hacia un vial automuestreador
de 2 mL.

Ejemplo 19: Extraccion de cannabinoides solubles en agua de Cannabis sativa.

El material fresco de la planta se coseché de plantas cultivadas en cadmara en tubos de
centrifuga de polipropileno de 1.5 mL y se congelan de forma instantanea en N liquido. El material
de planta congelada se homogeneiz6 mediante el uso de mortero y maja y se inactivo
enzimaticamente al sumergir el material de la planta al hervir etanol al 100 % durante 2 min. La
solucién homogeneizada se diluyé hasta etanol al 70 %. Los extractos resultantes se aclararon
mediante centrifugacion a 2,500 rpm a 4 °C durante 15 minutos en una centrifuga de Eppendorf
(Centrifuga 5415 R). El sobrenadante se transfirié en un tubo de polipropileno y se concentr6 tres
veces usando centrifuga al vacio (Speedvac SC110, Savant). 2 pl de 20 ug/mL del estandar interno
de Umbelliferona (Sigma-Aldrich, H24003) se agreg6 a 98 pul de extracto concentrado y se llevo para
andlisis.

Ejemplo 20: Espectrometria de masas de cromatografia liguida usada para confirmar la

funcionalizacién y glicosilacién de cannabinoides.

El inventor de la presente usG espectrometria de masas de cromatografia liquida para
confirmar la funcionalizacion y glicosilacion de los cannabinoides en los sistemas de plantas de

ejemplo descritos en la presente. Especificamente, la espectrometria de masas se realizd en un
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espectrémetro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolo (QTOF) (QTOF Micro, Waters, Manchester,
GB) equipado con una fuente de iones de electropulverizacion lockspray™ acoplado a un sistema
de UPLC de Waters Acquity (Waters, Manchester, GB). Los espectros de masas se recolectaron en
el modo de ionizacion de electropulverizacion negativa (ESI-). El gas de nebulizacion se establecio
a 400 L/h a una temperatura de 350°C, el gas de cono se establecié a 15 L/H y la temperatura de la
fuente se establecié a 110°C. Un voltaje capilar y voltaje de cono se establecieron a 2500 y 35V,
respectivamente. El voltaje de detector de MCP se establecio a 2500 V. La velocidad de adquisicion
de micro MS Q-TOF se establecié a 1.0 s con una demora de 0.1 s de InterScan. El intervalo de
escaneo fue de 100 a 1500 m/z. Los datos fueron recolectados en modo continuo. Una solucion de
LockMass de raffinosa 50 ppm (503.1612 m/z) en 50:50 agua:metanol fue administrada a 20 pyL /min
a través de una bomba auxiliar y se adquirié cada 10 s durante la adquisiciéon de MS. Se realizaron
separaciones en una columna de Waters HSS T3 C18 (2.1 x 100 mm, tamafo de particula 1.8 um)
usando un sistema Waters ACQUITY UPLC, equipado con un gestionador de solvente binario de
ACQUITY, gestionador de columna de ACQUITY y gestionador de muestra de ACQUITY (bucle de
muestra de 10 pyL, modo de inyeccién de bucle parcial, volumen de inyeccién 5 uL, 4°C). Los
eluyentes Ay B eran agua y acetonitrilo, respectivamente, ambos que contienen 4cido féormico al 0.1
%. La elucién se realiz6 de forma isocratica durante 0.5 min en el eluyente B al 10 % y luego en el
eluyente B al 100 % del gradiente lineal en 14.5 min, y de forma isocratica durante 3 min en el
eluyente B al 100 %. La columna se reequilibré durante 6 min. La velocidad de flujo se estableci6 en
250 pL/min y la temperatura de la columna se mantuvo en 30°C.

Ejemplo 21: Demuestra materiales y métodos para el procesamiento de datos.

La identificacion de analogos cannabinoides individuales fue realizada por los inventores de
la presente, por sus cambios de masa precisos mediante Metabolynx (Waters Corp., Milford, EUA).
Los parametros del método para el procesamiento de datos fueron establecidos de la siguiente
manera: intervalo de tiempo de retencion 0.1-18 min, intervalo de masa 100-1500 Da, tolerancia de
tiempo de retencién 0.2 min, tolerancia de masa 0.05 Da, umbral de intensidad pico 14. La medida
de masa precisa de los datos continuos fueron realizados usando la masa de bloqueo de rafinosa.
Los datos cromatograficos brutos se procesaron adicionalmente para evaluar la integracion de area
pico de arena en cromatograma de iones extraidos usando Masslynx 4.1 (Waters Corp., Milford,
USA). Los cannabinoides seleccionados, CBGA y CBDA se identificaron y cuantificaron usando
materiales de referencia certificados (Cerilliant, Round Rock, TX). Todas las estructuras quimicas y
propiedades fisioquimicas y constitucionales se generaron usando ChembDoodle version 8.1.0
(IChemLabs™, Chesterfield, VA).

TABLAS
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Tabla 1. Productos biotransformados de CBGA

RRT
respecto Formula
al m/z m/z Error Error molecular
Producto original esperado encontrado (mDa) (ppm) [M-H]-
R-OH 1 x Glucésido 0.58 537.2700 537.2703 -0.30 0.6 C28H41010
2 X Glucosido 0.59 683.3279 683.3258 210 -3.1 C34H51014
1 x O Glucosido de acetilo 0.73 563.2856 563.2844 1.20 -2.1 C30H43010
1 x Glucoésido #1 0.74 521.2751 521.2734 1.70 -3.3 C28H4109
R-OH #1 0.80 375.2171 375.2224 -5.30 141  C22H3105
1 x Glucoésido #2 0.81 521.2751 521.2727 240 -4.6 C28H4109
R-OH #2 0.81 375.2171 375.2237 -6.60 17.6 C22H3105
R-OH #3 0.94 375.2171 375.2192 -210 5.6 C22H3105
CBGA 1.00 359.2222 359.2245 -230 6.4 C22H3104
RRT Tiempo de retencion relativa respecto a la molécula original
R-OH funcionalizado por la adicién del atomo O
Tabla 2. Productos biotransformados de CBDA
RRT
respecto Férmula
al m/z m/z Error  Error molecular
Producto original esperado encontrado (mDa) (ppm) [M-H]-
2 x Glucosido 0.56 681.3122 681.3097 2.50 -3.7 C34H49014
R-OH 1 x Glucésido 0.61 535.2543  535.2599 -5.60 10.5 C28H39010
1 x Glucosido 0.71 519.2601 519.2594 0.70 1.3 C28H3909
1 x O Glucésido de acetilo 0.71 561.2700 561.2700 0.00 0 C30H41010
R-OH #1 0.84 373.2015 373.2074 -590 158 C22H2905
R-OH #2 0.87 373.2015 373.2034 -190 5.1 C22H2905
R-OH #3 0.96 373.2015 373.2040 -250 -8 C22H2905
CBDA 1.00 357.2066 357.2122 -5.60 15.7 C22H2904

RRT Tiempo de retencion relativa respecto a la molécula original

R-OH funcionalizado por la adicién del atomo O
Tabla 3. Cebadores directos e inversos para RT-PCR de oxidorreductasa P450 y CYP3A4

Secuenci | CYP3A4

a

Oxidorreductasa P450
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Cebadore
para
RT-PCR

TGCCTAATAAAGCTCCTCCTACT
directo
GCTCCTGAAACAGTTCCATCTC

inverso

directo

inverso

GGAAGAGCTTTGGTTCCTATGT

GCTCCCAATTCAGCAACAATATC

Tabla 4. Cebadores directos e inversos para sintasa de CBDA, UGT76G1 y ABCG2

Secuencia | sintasa de CBDA UGT76G1 ABCG2
Cebador directo: Cebador directo: Cebador directo:
ACATCACAATCACA | GATTGGAAGAACAAGC | CCTTCAGGATTGTCAG

Cebadores | CAAAACTAACAAAA | TTCAGGATTTCC GAGATG

para RT-|G Cebador inverso: Cebador inverso:

PCR Cebador inverso: CCATCCTGAATGAGTC | GCAGGTCCATGAAAC
GGCCATAGTTTCTC | CAAAAAGCTC ATCAATC
ATCAATGG

Tabla 5. Sintasa de CBDA dirigida a tricoma (CBDAs), UGT dirigido a tricoma y UTR1 dirigido a PM.

Secuenci | CBDAs dirigidos a o _ UTR1 dirigido a

a tricoma UGT dirigidos a tricoma membrana de plasma
Cebador directo: | Cebador directo: | Cebador directo:
AAAGATCAAAAGCA | AGTGCTCAACATTCTC | TTGTTCCTTAAACCTC

Cebadore AGTTCTTCACTGT CTTTTGGTT GCCTTTGAC

> bara Cebador inverso: | Cebador inverso: | Cebador inverso:

RT-PCR CCATGCAGTTTGGC | TCTGAAGCCAACATCA | TCATTATGGAGCACTC
TATGAACATCT ACAATTCCA CACTCTCTG

Tabla 6. Sintasa de CBDA dirigida a citosélico (cytCBDAs), UGT dirigido a citosolico (cytUGT)

Secuenc | - . . _ : .
_ Sintasa dirigida a citosélico UGT dirigido a citosdlico
ia

Cebador directo: | Cebador directo:
Cebad AAAGATCAAAAGCAAGTTCTTCACT | AGAACTGGAAGAATCCGAACTGG

ebador

GT AA
es para

Cebador inverso: | Cebador inverso:
RT-PCR

ATAAACTTCTCCAAGGGTAGCTCC

G

C

AAATCATCGGGACACCTTCACAAA
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Tabla 7. Resumen de resultados de experimentos de glicosilacion y funcionalizacion en hojas de N.

benthamiana.

glucosiltransferasa y

transportador de

Glucosi . .
o .| Hidroxi
Glucési |do de Glucoési
CBGA CBDA lo de
_ _ do de |CBGA + _ do de
_ Alimenta | (cantid _ (cantid CBDA
Construcciones de CBGA acetilad CBDA ]
_ do por |ad _ ad _ (cantid
agrobacterium _ (cantida | o _ (cantida
sustrato | relativa _ relativa ad
d (cantida d _
) _ ) _ relativa
relativa) | d relativa) )
relativa)
Sintasa de CBDA de
tricoma +
glucosiltransferasa
de tricoma
+ PM-UTR1) + | CBGA + + + + ND ND
Myb/catalasa*
+supresor de
silenciamiento  de
P19 *
sintasa de CBDA
citosdlica,
glucosiltransferasa y
transportador de
ABC de membrana
CBGA + +++ +++ +++ ND ND
plasmética) +
Myb/catalasa+
supresor de
silenciamiento de
P19
201-SUS (sintasa de
CBDA citosolica,
CBGA + +++ ++++ + + +
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ABC de membrana
plasmatica)

CYP3A4+oxidorredu
ctasa
P450
oxidorreductasa
P450)

(citocromo

con | CBDA

ND

ND

+4++

+++++

+++++

Sintasa de CBDA
citosodlico +
glucosiltransferasa
citosdlica +

CBGA
Myb/catalasa* +
supresor de
silenciamiento de

P19 *

++++

+++++

+++++

ND ++

++

P450 /catalasa de
MYB/sintasa de
CBDA
glucosiltransferasa y

citosodlica,
CBGA
transportador de
ABC de membrana

plasmética

++++

ND ++

++

Sin  agrobacterium
_ CBGA
(control negativo)

ND ND

ND

*infiltracion conjunta con y sin construccion se evalué en diferentes duplicados

Tabla 8. Resumen de resultados de experimentos de glicosilacién y funcionalizacién en hojas de

Cannabis sativa.

glucésido | Hidroxilo
_ CBDA
Construcciones de _ de CBDA | de CBDA
_ (cantidad _ _
agrobacterium , (cantidad | (cantidad
relativa) _ _
relativa) relativa)
Sintasa de CBDA de | ++ traza traza
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tricoma +
glucosiltransferasa de
tricoma

+ membrana plasmética-
transportador de azucar

dirigido) + Myb/catalasa

Sintasa de CBDA
citosolico,
_ +++ ++++ +++++
glucosiltransferasa
citosdlica + Myb/catalasa
201-SUS (sintasa de
CBDA citosolica,
glucosiltransferasa y | ++ ++ ++

transportador de ABC de

membrana plasmatica)

Tabla 9. Identificacion de secuencias: de glucosiltransferasa de ejemplo

10

15

SEQ ID NO. Nombre Organismo Tipo

SEQ ID NO. 26 NtGT5a Nicotiana tabacum  Aminoécido
SEQ ID NO. 27 NtGT5a Nicotiana tabacum ADN
SEQ ID NO. 28 NtGT5b Nicotiana tabacum aminoécido
SEQ ID NO. 29 NtGT5b Nicotiana tabacum  ADN
SEQ ID NO. 30 NtGT4 Nicotiana tabacum  aminoacido
SEQ ID NO. 31 NtGT4 Nicotiana tabacum  ADN
SEQ ID NO. 32 NtGT1b Nicotiana tabacum aminoécido
SEQ ID NO. 33 NtGT1b Nicotiana tabacum  ADN
SEQ ID NO. 34 NtGTla Nicotiana tabacum aminoécido
SEQ ID NO. 35 NtGT1la Nicotiana tabacum  ADN
SEQ ID NO. 36 NtGT3 Nicotiana tabacum  aminoéacido
SEQ ID NO. 37 NtGT3 Nicotiana tabacum ADN
SEQ ID NO. 38 NtGT2 Nicotiana tabacum  aminoéacido
SEQ ID NO. 39 NtGT2 Nicotiana tabacum ADN

Tabla 10. Modelos de compartimentalizacion celular de produccién de Cannabinoides. Columnas y
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filas de diferentes sombreados corresponden a diferentes construcciones de expresion de ejemplo

usadas.
» Catalas
Produccion
a para
de Transporta Factor de
o Transfera | degrada
cannabinoi ) dor de ABC | Glucosa de | transcripci
Sintasa sa de i r el H20:
des o de UDP on de Myb )
de CBDA | glicosilo o a partir
/ Cannabinoi | transportad | para
_ de UDP | de
sistema de des or cannabinoi |
. sintasa
acumulacio des
de
n
CBDA
Acumulacié | Menos Requerido | No se | No se | Expreso Expreso
n secuencia | pero  sin | requiere gen | requiere gen
citoplasméati | s objetivo | cambio
ca de tricoma | objetivo
Tricoma Sin agregar No se | Objetivo a | Expreso Expreso
(pH bajo) cambio secuencia | requiere gen | membrana
sintesis objetivo plasmética
de tricoma
Cultivos de Expreso Expreso
suspension
de células
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LISTADO DE SECUENCIAS

Tal como se menciona anteriormente, la presente solicitud contiene un listado
de secuencias completo que se presentd por via electrénica en formato ASCIl y se
incorpora en su totalidad mediante esta referencia. Las siguientes secuencias se
proporcionan adicionalmente en la presente y se incorporan a la presente en la memoria
descriptiva en su totalidad:
SEQ ID NO. 1
ADN
Citocromo P450 (CYP3A4)
Humano
ATGGCTTTGATTCCTGATTTGGCTATGGAAACTAGATTGTTGTTGGCTGTTTCATT
GGTTTTGTTGTATTTGTATGGAACTCATTCACATGGATTGTTTAAAAAATTGGGAAT
TCCTGGACCTACTCCTTTGCCTTTTTTGGGAAATATTTTGTCATATCATAAAGGATT
TTGCATGTTTGATATGGAATGCCATAAAAAATATGGAAAAGTTTGGGGATTTTATGA
TGGACAACAACCTGTTTTGGCTATTACTGATCCTGATATGATTAAAACTGTTTTGGT
TAAAGAATGCTATTCAGTTTTTACTAATAGAAGACCTTTTGGACCTGTTGGATTTAT
GAAATCAGCTATTTCAATTGCTGAAGATGAAGAATGGAAAAGATTGAGATCATTGT
TGTCACCTACTTTTACTTCAGGAAAATTGAAAGAAATGGTTCCTATTATTGCTCAAT
ATGGAGATGTTTTGGTTAGAAATTTGAGAAGAGAAGCTGAAACTGGAAAACCTGTT
ACTTTGAAAGATGTTTTTGGAGCTTATTCAATGGATGTTATTACTTCAACTTCATTT
GGAGTTAATATTGATTCATTGAATAATCCTCAAGATCCTTTTGTTGAAAATACTAAA
AAATTGTTGAGATTTGATTTTTTGGATCCTTTTTTTTTGTCAATTACTGTTTTTCCTTT
TTTGATTCCTATTTTGGAAGTTTTGAATATTTGCGTTTTTCCTAGAGAAGTTACTAAT
TTTTTGAGAAAATCAGTTAAAAGAATGAAAGAATCAAGATTGGAAGATACTCAAAAA
CATAGAGTTGATTTTTTGCAATTGATGATTGATTCACAAAATTCAAAAGAAACTGAA
TCACATAAAGCTTTGTCAGATTTGGAATTGGTTGCTCAATCAATTATTTTTATTTTTG
CTGGATGCGAAACTACTTCATCAGTTTTGTCATTTATTATGTATGAATTGGCTACTC
ATCCTGATGTTCAACAAAAATTGCAAGAAGAAATTGATGCTGTTTTGCCTAATAAAG
CTCCTCCTACTTATGATACTGTTTTGCAAATGGAATATTTGGATATGGTTGTTAATG
AAACTTTGAGATTGTTTCCTATTGCTATGAGATTGGAAAGAGTTTGCAAAAAAGAT
GTTGAAATTAATGGAATGTTTATTCCTAAAGGAGTTGTTGTTATGATTCCTTCATAT
GCTTTGCATAGAGATCCTAAATATTGGACTGAACCTGAAAAATTTTTGCCTGAAAG
ATTTTCAAAAAAAAATAAAGATAATATTGATCCTTATATTTATACTCCTTTTGGATCA
GGACCTAGAAATTGCATTGGAATGAGATTTGCTTTGATGAATATGAAATTGGCTTT
GATTAGAGTTTTGCAAAATTTTTCATTTAAACCTTGCAAAGAAACTCAAATTCCTTT
GAAATTGTCATTGGGAGGATTGTTGCAACCTGAAAAACCTGTTGTTTTGAAAGTTG
AATCAAGAGATGGAACTGTTTCAGGAGCT
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SEQ ID NO. 2
Aminoéacido
Citocromo P450 (CYP3A4)

Humano

MALIPDLAMETRLLLAVSLVLLYLYGTHSHGLFKKLGIPGPTPLPFLGNILSYHKGFCMF
DMECHKKYGKVWGFYDGQQPVLAITDPDMIKTVLVKECYSVFTNRRPFGPVGFMKS
AISIAEDEEWKRLRSLLSPTFTSGKLKEMVPIIAQYGDVLVRNLRREAETGKPVTLKDV
FGAYSMDVITSTSFGVNIDSLNNPQDPFVENTKKLLRFDFLDPFFLSITVFPFLIPILEVL
NICVFPREVTNFLRKSVKRMKESRLEDTQKHRVDFLQLMIDSQNSKETESHKALSDLE
LVAQSIIFIFAGCETTSSVLSFIMYELATHPDVQQKLQEEIDAVLPNKAPPTYDTVLQME
YLDMVVNETLRLFPIAMRLERVCKKDVEINGMFIPKGVVVMIPSYALHRDPKYWTEPE
KFLPERFSKKNKDNIDPYIYTPFGSGPRNCIGMRFALMNMKLALIRVLQNFSFKPCKET
QIPLKLSLGGLLQPEKPVVLKVESRDGTVSGA

SEQ ID NO. 3

ADN

Gen de oxidorreductasa P450 (oxred)

Humano
ATGATTAATATGGGAGATTCACATGTTGATACTTCATCAACTGTTTCAGAAGCTGTT
GCTGAAGAAGTTTCATTGTTTTCAATGACTGATATGATTTTGTTTTCATTGATTGTT
GGATTGTTGACTTATTGGTTTTTGTTTAGAAAAAAAAAAGAAGAAGTTCCTGAATTT
ACTAAAATTCAAACTTTGACTTCATCAGTTAGAGAATCATCATTTGTTGAAAAAATG
AAAAAAACTGGAAGAAATATTATTGTTTTTTATGGATCACAAACTGGAACTGCTGAA
GAATTTGCTAATAGATTGTCAAAAGATGCTCATAGATATGGAATGAGAGGAATGTC
AGCTGATCCTGAAGAATATGATTTGGCTGATTTGTCATCATTGCCTGAAATTGATA
ATGCTTTGGTTGTTTTTTGCATGGCTACTTATGGAGAAGGAGATCCTACTGATAAT
GCTCAAGATTTTTATGATTGGTTGCAAGAAACTGATGTTGATTTGTCAGGAGTTAA
ATTTGCTGTTTTTGGATTGGGAAATAAAACTTATGAACATTTTAATGCTATGGGAAA
ATATGTTGATAAAAGATTGGAACAATTGGGAGCTCAAAGAATTTTTGAATTGGGAT
TGGGAGATGATGATGGAAATTTGGAAGAAGATTTTATTACTTGGAGAGAACAATTT
TGGTTGGCTGTTTGCGAACATTTTGGAGTTGAAGCTACTGGAGAAGAATCATCAAT
TAGACAATATGAATTGGTTGTTCATACTGATATTGATGCTGCTAAAGTTTATATGGG
AGAAATGGGAAGATTGAAATCATATGAAAATCAAAAACCTCCTTTTGATGCTAAAAA
TCCTTTTTTGGCTGCTGTTACTACTAATAGAAAATTGAATCAAGGAACTGAAAGACA
TTTGATGCATTTGGAATTGGATATTTCAGATTCAAAAATTAGATATGAATCAGGAGA
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TCATGTTGCTGTTTATCCTGCTAATGATTCAGCTTTGGTTAATCAATTGGGAAAAAT
TTTGGGAGCTGATTTGGATGTTGTTATGTCATTGAATAATTTGGATGAAGAATCAAA
TAAAAAACATCCTTTTCCTTGCCCTACTTCATATAGAACTGCTTTGACTTATTATTTG
GATATTACTAATCCTCCTAGAACTAATGTTTTGTATGAATTGGCTCAATATGCTTCA
GAACCTTCAGAACAAGAATTGTTGAGAAAAATGGCTTCATCATCAGGAGAAGGAAA
AGAATTGTATTTGTCATGGGTTGTTGAAGCTAGAAGACATATTTTGGCTATTTTGCA
AGATTGCCCTTCATTGAGACCTCCTATTGATCATTTGTGCGAATTGTTGCCTAGAT
TGCAAGCTAGATATTATTCAATTGCTTCATCATCAAAAGTTCATCCTAATTCAGTTC
ATATTTGCGCTGTTGTTGTTGAATATGAAACTAAAGCTGGAAGAATTAATAAAGGA
GTTGCTACTAATTGGTTGAGAGCTAAAGAACCTGTTGGAGAAAATGGAGGAAGAG
CTTTGGTTCCTATGTTTGTTAGAAAATCACAATTTAGATTGCCTTTTAAAGCTACTA
CTCCTGTTATTATGGTTGGACCTGGAACTGGAGTTGCTCCTTTTATTGGATTTATTC
AAGAAAGAGCTTGGTTGAGACAACAAGGAAAAGAAGTTGGAGAAACTTTGTTGTAT
TATGGATGCAGAAGATCAGATGAAGATTATTTGTATAGAGAAGAATTGGCTCAATT
TCATAGAGATGGAGCTTTGACTCAATTGAATGTTGCTTTTTCAAGAGAACAATCAC
ATAAAGTTTATGTTCAACATTTGTTGAAACAAGATAGAGAACATTTGTGGAAATTGA
TTGAAGGAGGAGCTCATATTTATGTTTGCGGAGATGCTAGAAATATGGCTAGAGAT
GTTCAAAATACTTTTTATGATATTGTTGCTGAATTGGGAGCTATGGAACATGCTCAA
GCTGTTGATTATATTAAAAAATTGATGACTAAAGGAAGATATTCATTGGATGTTTGG
TCA

SEQ ID NO. 4

Aminoéacido

Oxidorreductasa P450

Humano
MINMGDSHVDTSSTVSEAVAEEVSLFSMTDMILFSLIVGLLTYWFLFRKKKEEVPEFTK
IQTLTSSVRESSFVEKMKKTGRNIIVFYGSQTGTAEEFANRLSKDAHRYGMRGMSAD
PEEYDLADLSSLPEIDNALVVFCMATYGEGDPTDNAQDFYDWLQETDVDLSGVKFAV
FGLGNKTYEHFNAMGKYVDKRLEQLGAQRIFELGLGDDDGNLEEDFITWREQFWLAV
CEHFGVEATGEESSIRQYELVVHTDIDAAKVYMGEMGRLKSYENQKPPFDAKNPFLA
AVTTNRKLNQGTERHLMHLELDISDSKIRYESGDHVAVYPANDSALVNQLGKILGADL
DVVMSLNNLDEESNKKHPFPCPTSYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEQE
LLRKMASSSGEGKELYLSWVVEARRHILAILQDCPSLRPPIDHLCELLPRLQARYYSIA
SSSKVHPNSVHICAVVVEYETKAGRINKGVATNWLRAKEPVGENGGRALVPMFVRKS
QFRLPFKATTPVIMVGPGTGVAPFIGFIQERAWLRQQGKEVGETLLYYGCRRSDEDYL
YREELAQFHRDGALTQLNVAFSREQSHKVYVQHLLKQDREHLWKLIEGGAHIYVCGD
ARNMARDVQNTFYDIVAELGAMEHAQAVDYIKKLMTKGRYSLDVWS
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SEQ ID NO.5

ADN

Sintasa de acido cannabididlico (CBDA)

Cannabis sativa
ATGAATCCTCGAGAAAACTTCCTTAAATGCTTCTCGCAATATATTCCCAATAATGCA
ACAAATCTAAAACTCGTATACACTCAAAACAACCCATTGTATATGTCTGTCCTAAAT
TCGACAATACACAATCTTAGATTCACCTCTGACACAACCCCAAAACCACTTGTTAT
CGTCACTCCTTCACATGTCTCTCATATCCAAGGCACTATTCTATGCTCCAAGAAAG
TTGGCTTGCAGATTCGAACTCGAAGTGGTGGTCATGATTCTGAGGGCATGTCCTA
CATATCTCAAGTCCCATTTGTTATAGTAGACTTGAGAAACATGCGTTCAATCAAAAT
AGATGTTCATAGCCAAACTGCATGGGTTGAAGCCGGAGCTACCCTTGGAGAAGTT
TATTATTGGGTTAATGAGAAAAATGAGAATCTTAGTTTGGCGGCTGGGTATTGCCC
TACTGTTTGCGCAGGTGGACACTTTGGTGGAGGAGGCTATGGACCATTGATGAGA
AACTATGGCCTCGCGGCTGATAATATCATTGATGCACACTTAGTCAACGTTCATGG
AAAAGTGCTAGATCGAAAATCTATGGGGGAAGATCTCTTTTGGGCTTTACGTGGT
GGTGGAGCAGAAAGCTTCGGAATCATTGTAGCATGGAAAATTAGACTGGTTGCTG
TCCCAAAGTCTACTATGTTTAGTGTTAAAAAGATCATGGAGATACATGAGCTTGTC
AAGTTAGTTAACAAATGGCAAAATATTGCTTACAAGTATGACAAAGATTTATTACTC
ATGACTCACTTCATAACTAGGAACATTACAGATAATCAAGGGAAGAATAAGACAGC
AATACACACTTACTTCTCTTCAGTTTTCCTTGGTGGAGTGGATAGTCTAGTCGACT
TGATGAACAAGAGTTTTCCTGAGTTGGGTATTAAAAAAACGGATTGCAGACAATTG
AGCTGGATTGATACTATCATCTTCTATAGTGGTGTTGTAAATTACGACACTGATAAT
TTTAACAAGGAAATTTTGCTTGATAGATCCGCTGGGCAGAACGGTGCTTTCAAGAT
TAAGTTAGACTACGTTAAGAAACCAATTCCAGAATCTGTATTTGTCCAAATTTTGGA
AAAATTATATGAAGAAGATATAGGAGCTGGGATGTATGCGTTGTACCCTTACGGTG
GTATAATGGATGAGATTTCAGAATCAGCAATTCCATTCCCTCATCGAGCTGGAATC
TTGTATGAGTTATGGTACATATGTAGTTGGGAGAAGCAAGAAGATAACGAAAAGCA
TCTAAACTGGATTAGAAATATTTATAACTTCATGACTCCTTATGTGTCCAAAAATTC
AAGATTGGCATATCTCAATTATAGAGACCTTGATATAGGAATAAATGATCCCAAGA
ATCCAAATAATTACACACAAGCACGTATTTGGGGTGAGAAGTATTTTGGTAAAAAT
TTTGACAGGCTAGTAAAAGTGAAAACCCTGGTTGATCCCAATAACTTTTTTAGAAA
CGAACAAAGCATCCCACCTCAACCACGGCATCGTCATTAA

SEQ ID NO. 6
Aminoéacido

Sintasa de &cido cannabididlico (CBDA)
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Cannabis sativa
MNPRENFLKCFSQYIPNNATNLKLVYTQNNPLYMSVLNSTIHNLRFTSDTTPKPLVIVT
PSHVSHIQGTILCSKKVGLQIRTRSGGHDSEGMSYISQVPFVIVDLRNMRSIKIDVHSQ
TAWVEAGATLGEVYYWVNEKNENLSLAAGYCPTVCAGGHFGGGGYGPLMRNYGLA
ADNIIDAHLVNVHGKVLDRKSMGEDLFWALRGGGAESFGIIVAWKIRLVAVPKSTMFS
VKKIMEIHELVKLVNKWQNIAYKYDKDLLLMTHFITRNITDNQGKNKTAIHTYFSSVFLG
GVDSLVDLMNKSFPELGIKKTDCRQLSWIDTIIFYSGVVNYDTDNFNKEILLDRSAGQN
GAFKIKLDYVKKPIPESVFVQILEKLYEEDIGAGMYALYPYGGIMDEISESAIPFPHRAGI
LYELWYICSWEKQEDNEKHLNWIRNIYNFMTPYVSKNSRLAYLNYRDLDIGINDPKNP
NNYTQARIWGEKYFGKNFDRLVKVKTLVDPNNFFRNEQSIPPQPRHRH

SEQ ID NO. 7

ADN

Glucosiltransferasa de UDP 76G1

Stevia rebaudiana
ATGGAAAATAAAACTGAAACTACTGTTAGAAGAAGAAGAAGAATTATTTTGTTTCCT
GTTCCTTTTCAAGGACATATTAATCCTATTTTGCAATTGGCTAATGTTTTGTATTCAA
AAGGATTTTCAATTACTATTTTTCATACTAATTTTAATAAACCTAAAACTTCAAATTAT
CCTCATTTTACTTTTAGATTTATTTTGGATAATGATCCTCAAGATGAAAGAATTTCAA
ATTTGCCTACTCATGGACCTTTGGCTGGAATGAGAATTCCTATTATTAATGAACAT
GGAGCTGATGAATTGAGAAGAGAATTGGAATTGTTGATGTTGGCTTCAGAAGAAG
ATGAAGAAGTTTCATGCTTGATTACTGATGCTTTGTGGTATTTTGCTCAATCAGTTG
CTGATTCATTGAATTTGAGAAGATTGGTTTTGATGACTTCATCATTGTTTAATTTTCA
TGCTCATGTTTCATTGCCTCAATTTGATGAATTGGGATATTTGGATCCTGATGATAA
AACTAGATTGGAAGAACAAGCTTCAGGATTTCCTATGTTGAAAGTTAAAGATATTAA
ATCAGCTTATTCAAATTGGCAAATTTTGAAAGAAATTTTGGGAAAAATGATTAAACA
AACTAGAGCTTCATCAGGAGTTATTTGGAATTCATTTAAAGAATTGGAAGAATCAG
AATTGGAAACTGTTATTAGAGAAATTCCTGCTCCTTCATTTTTGATTCCTTTGCCTA
AACATTTGACTGCTTCATCATCATCATTGTTGGATCATGATAGAACTGTTTTTCAAT
GGTTGGATCAACAACCTCCTTCATCAGTTTTGTATGTTTCATTTGGATCAACTTCAG
AAGTTGATGAAAAAGATTTTTTGGAAATTGCTAGAGGATTGGTTGATTCAAAACAAT
CATTTTTGTGGGTTGTTAGACCTGGATTTGTTAAAGGATCAACTTGGGTTGAACCT
TTGCCTGATGGATTTTTGGGAGAAAGAGGAAGAATTGTTAAATGGGTTCCTCAACA
AGAAGTTTTGGCTCATGGAGCTATTGGAGCTTTTTGGACTCATTCAGGATGGAATT
CAACTTTGGAATCAGTTTGCGAAGGAGTTCCTATGATTTTTTCAGATTTTGGATTG
GATCAACCTTTGAATGCTAGATATATGTCAGATGTTTTGAAAGTTGGAGTTTATTTG
GAAAATGGATGGGAAAGAGGAGAAATTGCTAATGCTATTAGAAGAGTTATGGTTG
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ATGAAGAAGGAGAATATATTAGACAAAATGCTAGAGTTTTGAAACAAAAAGCTGAT
GTTTCATTGATGAAAGGAGGATCATCATATGAATCATTGGAATCATTGGTTTCATAT
ATTTCATCATTG

SEQ ID NO. 8

Aminoéacido

Glucosiltransferasa de UPD 76G1

Stevia rebaudiana
MENKTETTVRRRRRIILFPVPFQGHINPILQLANVLYSKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHF
TFRFILDNDPQDERISNLPTHGPLAGMRIPIINEHGADELRRELELLMLASEEDEEVSCL
ITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMTSSLFNFHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTRLEEQA
SGFPMLKVKDIKSAYSNWQILKEILGKMIKQTRASSGVIWNSFKELEESELETVIREIPA
PSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRTVFQWLDQQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARG
LVDSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPDGFLGERGRIVKWVPQQEVLAHGAIGAFW
THSGWNSTLESVCEGVPMIFSDFGLDQPLNARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAI
RRVMVDEEGEYIRQNARVLKQKADVSLMKGGSSYESLESLVSYISSL

SEQ ID NO. 9

ADN

Transportador de ABC ABCG2

Humano
ATGTCATCATCAAATGTTGAAGTTTTTATTCCTGTTTCACAAGGAAATACTAATGGA
TTTCCTGCTACTGCTTCAAATGATTTGAAAGCTTTTACTGAAGGAGCTGTTTTGTCA
TTTCATAATATTTGCTATAGAGTTAAATTGAAATCAGGATTTTTGCCTTGCAGAAAA
CCTGTTGAAAAAGAAATTTTGTCAAATATTAATGGAATTATGAAACCTGGATTGAAT
GCTATTTTGGGACCTACTGGAGGAGGAAAATCATCATTGTTGGATGTTTTGGCTGC
TAGAAAAGATCCTTCAGGATTGTCAGGAGATGTTTTGATTAATGGAGCTCCTAGAC
CTGCTAATTTTAAATGCAATTCAGGATATGTTGTTCAAGATGATGTTGTTATGGGAA
CTTTGACTGTTAGAGAAAATTTGCAATTTTCAGCTGCTTTGAGATTGGCTACTACTA
TGACTAATCATGAAAAAAATGAAAGAATTAATAGAGTTATTCAAGAATTGGGATTGG
ATAAAGTTGCTGATTCAAAAGTTGGAACTCAATTTATTAGAGGAGTTTCAGGAGGA
GAAAGAAAAAGAACTTCAATTGGAATGGAATTGATTACTGATCCTTCAATTTTGTTT
TTGGATGAACCTACTACTGGATTGGATTCATCAACTGCTAATGCTGTTTTGTTGTT
GTTGAAAAGAATGTCAAAACAAGGAAGAACTATTATTTTTTCAATTCATCAACCTAG
ATATTCAATTTTTAAATTGTTTGATTCATTGACTTTGTTGGCTTCAGGAAGATTGAT
GTTTCATGGACCTGCTCAAGAAGCTTTGGGATATTTTGAATCAGCTGGATATCATT
GCGAAGCTTATAATAATCCTGCTGATTTTTTTTTGGATATTATTAATGGAGATTCAA
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CTGCTGTTGCTTTGAATAGAGAAGAAGATTTTAAAGCTACTGAAATTATTGAACCTT
CAAAACAAGATAAACCTTTGATTGAAAAATTGGCTGAAATTTATGTTAATTCATCAT
TTTATAAAGAAACTAAAGCTGAATTGCATCAATTGTCAGGAGGAGAAAAAAAAAAA
AAAATTACTGTTTTTAAAGAAATTTCATATACTACTTCATTTTGCCATCAATTGAGAT
GGGTTTCAAAAAGATCATTTAAAAATTTGTTGGGAAATCCTCAAGCTTCAATTGCTC
AAATTATTGTTACTGTTGTTTTGGGATTGGTTATTGGAGCTATTTATTTTGGATTGA
AAAATGATTCAACTGGAATTCAAAATAGAGCTGGAGTTTTGTTTTTTTTGACTACTA
ATCAATGCTTTTCATCAGTTTCAGCTGTTGAATTGTTTGTTGTTGAAAAAAAATTGT
TTATTCATGAATATATTTCAGGATATTATAGAGTTTCATCATATTTTTTGGGAAAATT
GTTGTCAGATTTGTTGCCTATGAGAATGTTGCCTTCAATTATTTTTACTTGCATTGT
TTATTTTATGTTGGGATTGAAAGCTAAAGCTGATGCTTTTTTTGTTATGATGTTTACT
TTGATGATGGTTGCTTATTCAGCTTCATCAATGGCTTTGGCTATTGCTGCTGGACA
ATCAGTTGTTTCAGTTGCTACTTTGTTGATGACTATTTGCTTTGTTTTTATGATGATT
TTTTCAGGATTGTTGGTTAATTTGACTACTATTGCTTCATGGTTGTCATGGTTGCAA
TATTTTTCAATTCCTAGATATGGATTTACTGCTTTGCAACATAATGAATTTTTGGGA
CAAAATTTTTGCCCTGGATTGAATGCTACTGGAAATAATCCTTGCAATTATGCTACT
TGCACTGGAGAAGAATATTTGGTTAAACAAGGAATTGATTTGTCACCTTGGGGATT
GTGGAAAAATCATGTTGCTTTGGCTTGCATGATTGTTATTTTTTTGACTATTGCTTA
TTTGAAATTGTTGTTTTTGAAAAAATATTCA

SEQ ID NO. 10

Aminoéacido

Transportador de ABC ABCG2

Humano
MSSSNVEVFIPVSQGNTNGFPATASNDLKAFTEGAVLSFHNICYRVKLKSGFLPCRKP
VEKEILSNINGIMKPGLNAILGPTGGGKSSLLDVLAARKDPSGLSGDVLINGAPRPANF
KCNSGYVVQDDVVMGTLTVRENLQFSAALRLATTMTNHEKNERINRVIQELGLDKVA
DSKVGTQFIRGVSGGERKRTSIGMELITDPSILFLDEPTTGLDSSTANAVLLLLKRMSK
QGRTIFSIHQPRYSIFKLFDSLTLLASGRLMFHGPAQEALGYFESAGYHCEAYNNPAD
FFLDIINGDSTAVALNREEDFKATEIEPSKQDKPLIEKLAEIYVNSSFYKETKAELHQLS
GGEKKKKITVFKEISYTTSFCHQLRWVSKRSFKNLLGNPQASIAQIIVTVVLGLVIGAIYF
GLKNDSTGIQNRAGVLFFLTTNQCFSSVSAVELFVVEKKLFIHEYISGYYRVSSYFLGK
LLSDLLPMRMLPSIFTCIVYFMLGLKAKADAFFVMMFTLMMVAYSASSMALAIAAGQS
VVSVATLLMTICFVFMMIFSGLLVYNLTTIASWLSWLQYFSIPRYGFTALQHNEFLGQNF
CPGLNATGNNPCNYATCTGEEYLVKQGIDLSPWGLWKNHVALACMIVIFLTIAYLKLLF
LKKYS
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SEQ ID NO. 11

ADN

Tipo MYB12

Cannabis
ATGAAGAAGAACAAATCAACTAGTAATAATAAGAACAACAACAGTAATAATATCATC
AAAAACGACATCGTATCATCATCATCATCAACAACAACAACATCATCAACAACTACA
GCAACATCATCATTTCATAATGAGAAAGTTACTGTCAGTACTGATCATATTATTAAT
CTTGATGATAAGCAGAAACGACAATTATGTCGTTGTCGTTTAGAAAAAGAAGAAGA
AGAAGAAGGAAGTGGTGGTTGTGGTGAGACAGTAGTAATGATGCTAGGGTCAGTA
TCTCCTGCTGCTGCTACTGCTGCTGCAGCTGGGGGCTCATCAAGTTGTGATGAAG
ACATGTTGGGTGGTCATGATCAACTGTTGTTGTTGTGTTGTTCTGAGAAAAAAACG
ACAGAAATTTCATCAGTGGTGAACTTTAATAATAATAATAATAATAATAAGGAAAAT
GGTGACGAAGTTTCAGGACCGTACGATTATCATCATCATAAAGAAGAGGAAGAAG
AAGAAGAAGAAGATGAAGCATCTGCATCAGTAGCAGCTGTTGATGAAGGGATGTT
GTTGTGCTTTGATGACATAATAGATAGCCACTTGCTAAATCCAAATGAGGTTTTGA
CTTTAAGAGAAGATAGCCATAATGAAGGTGGGGCAGCTGATCAGATTGACAAGAC
TACTTGTAATAATACTACTATTACTACTAATGATGATTATAACAATAACTTGATGATG
TTGAGCTGCAATAATAACGGAGATTATGTTATTAGTGATGATCATGATGATCAGTA
CTGGATAGACGACGTCGTTGGAGTTGACTTTTGGAGTTGGGAGAGTTCGACTACT
ACTGTTATTACCCAAGAACAAGAACAAGAACAAGATCAAGTTCAAGAACAGAAGAA
TATGTGGGATAATGAGAAAGAGAAACTGTTGTCTTTGCTATGGGATAATAGTGATA
ACAGCAGCAGTTGGGAGTTACAAGATAAAAGCAATAATAATAATAATAATAATGTT
CCTAACAAATGTCAAGAGATTACCTCTGATAAAGAAAATGCTATGGTTGCATGGCT
TCTCTCCTGA

SEQ ID NO. 12

Aminoéacido

MYB12

Cannabis
MKKNKSTSNNKNNNSNNIIKNDIVSSSSSTTTTSSTTTATSSFHNEKVTVSTDHIINLDD
KQKRQLCRCRLEKEEEEEGSGGCGETVVMMLGSVSPAAATAAAAGGSSSCDEDML
GGHDQLLLLCCSEKKTTEISSVVNFNNNNNNNKENGDEVSGPYDYHHHKEEEEEEEE
DEASASVAAVDEGMLLCFDDIIDSHLLNPNEVLTLREDSHNEGGAADQIDKTTCNNTTI
TTNDDYNNNLMMLSCNNNGDYVISDDHDDQYWIDDVVGVDFWSWESSTTTVITQEQ
EQEQDQVQEQKNMWDNEKEKLLSLLWDNSDNSSSWELQDKSNNNNNNNVPNKCQ
EITSDKENAMVAWLLS
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SEQ ID NO. 13

ADN

Catalasa

Arabidopsis thaliana
ATGGATCCTTATAAATATAGACCTGCTTCATCATATAATTCACCTTTTTTTACTACTA
ATTCAGGAGCTCCTGTTTGGAATAATAATTCATCAATGACTGTTGGACCTAGAGGA
TTGATTTTGTTGGAAGATTATCATTTGGTTGAAAAATTGGCTAATTTTGATAGAGAA
AGAATTCCTGAAAGAGTTGTTCATGCTAGAGGAGCTTCAGCTAAAGGATTTTTTGA
AGTTACTCATGATATTTCAAATTTGACTTGCGCTGATTTTTTGAGAGCTCCTGGAGT
TCAAACTCCTGTTATTGTTAGATTTTCAACTGTTATTCATGCTAGAGGATCACCTGA
AACTTTGAGAGATCCTAGAGGATTTGCTGTTAAATTTTATACTAGAGAAGGAAATTT
TGATTTGGTTGGAAATAATTTTCCTGTTTTTTTTATTAGAGATGGAATGAAATTTCCT
GATATTGTTCATGCTTTGAAACCTAATCCTAAATCACATATTCAAGAAAATTGGAGA
ATTTTGGATTTTTTTTCACATCATCCTGAATCATTGAATATGTTTACTTTTTTGTTTG
ATGATATTGGAATTCCTCAAGATTATAGACATATGGATGGATCAGGAGTTAATACTT
ATATGTTGATTAATAAAGCTGGAAAAGCTCATTATGTTAAATTTCATTGGAAACCTA
CTTGCGGAGTTAAATCATTGTTGGAAGAAGATGCTATTAGATTGGGAGGAACTAAT
CATTCACATGCTACTCAAGATTTGTATGATTCAATTGCTGCTGGAAATTATCCTGAA
TGGAAATTGTTTATTCAAATTATTGATCCTGCTGATGAAGATAAATTTGATTTTGAT
CCTTTGGATGTTACTAAAACTTGGCCTGAAGATATTTTGCCTTTGCAACCTGTTGG
AAGAATGGTTTTGAATAAAAATATTGATAATTTTTTTGCTGAAAATGAACAATTGGC
TTTTTGCCCTGCTATTATTGTTCCTGGAATTCATTATTCAGATGATAAATTGTTGCA
AACTAGAGTTTTTTCATATGCTGATACTCAAAGACATAGATTGGGACCTAATTATTT
GCAATTGCCTGTTAATGCTCCTAAATGCGCTCATCATAATAATCATCATGAAGGAT
TTATGAATTTTATGCATAGAGATGAAGAAGTTAATTATTTTCCTTCAAGATATGATC
AAGTTAGACATGCTGAAAAATATCCTACTCCTCCTGCTGTTTGCTCAGGAAAAAGA
GAAAGATGCATTATTGAAAAAGAAAATAATTTTAAAGAACCTGGAGAAAGATATAG
AACTTTTACTCCTGAAAGACAAGAAAGATTTATTCAAAGATGGATTGATGCTTTGTC
AGATCCTAGAATTACTCATGAAATTAGATCAATTTGGATTTCATATTGGTCACAAGC
TGATAAATCATTGGGACAAAAATTGGCTTCAAGATTGAATGTTAGACCTTCAATT

SEQ ID NO. 14

Aminoécido

Catalasa

Arabidopsis thaliana
MDPYKYRPASSYNSPFFTTNSGAPVWNNNSSMTVGPRGLILLEDYHLVEKLANFDRE
RIPERVVHARGASAKGFFEVTHDISNLTCADFLRAPGVQTPVIVRFSTVIHARGSPETL
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RDPRGFAVKFYTREGNFDLVGNNFPVFFIRDGMKFPDIVHALKPNPKSHIQENWRILD
FFSHHPESLNMFTFLFDDIGIPQDYRHMDGSGVNTYMLINKAGKAHYVKFHWKPTCG
VKSLLEEDAIRLGGTNHSHATQDLYDSIAAGNYPEWKLFIQIIDPADEDKFDFDPLDVT
KTWPEDILPLQPVGRMVLNKNIDNFFAENEQLAFCPAIIVPGIHYSDDKLLQTRVFSYA
DTQRHRLGPNYLQLPVNAPKCAHHNNHHEGFMNFMHRDEEVNYFPSRYDQVRHAE
KYPTPPAVCSGKRERCIIEKENNFKEPGERYRTFTPERQERFIQRWIDALSDPRITHEI
RSIWISYWSQADKSLGQKLASRLNVRPSI

SEQ ID NO.15

ADN

Catalasa HPII (KatE)
Escherichia coli

ATGTCGCAACATAACGAAAAGAACCCACATCAGCACCAGTCACCACTACACGATT
CCAGCGAAGCGAAACCGGGGATGGACTCACTGGCACCTGAGGACGGCTCTCATC
GTCCAGCGGCTGAACCAACACCGCCAGGTGCACAACCTACCGCCCCAGGGAGCC
TGAAAGCCCCTGATACGCGTAACGAAAAACTTAATTCTCTGGAAGACGTACGCAA
AGGCAGTGAAAATTATGCGCTGACCACTAATCAGGGCGTGCGCATCGCCGACGA
TCAAAACTCACTGCGTGCCGGTAGCCGTGGTCCAACGCTGCTGGAAGATTTTATT
CTGCGCGAGAAAATCACCCACTTTGACCATGAGCGCATTCCGGAACGTATTGTTC
ATGCACGCGGATCAGCCGCTCACGGTTATTTCCAGCCATATAAAAGCTTAAGCGA
TATTACCAAAGCGGATTTCCTCTCAGATCCGAACAAAATCACCCCAGTATTTGTAC
GTTTCTCTACCGTTCAGGGTGGTGCTGGCTCTGCTGATACCGTGCGTGATATCCG
TGGCTTTGCCACCAAGTTCTATACCGAAGAGGGTATTTTTGACCTCGTTGGCAATA
ACACGCCAATCTTCTTTATCCAGGATGCGCATAAATTCCCCGATTTTGTTCATGCG
GTAAAACCAGAACCGCACTGGGCAATTCCACAAGGGCAAAGTGCCCACGATACTT
TCTGGGATTATGTTTCTCTGCAACCTGAAACTCTGCACAACGTGATGTGGGCGAT
GTCGGATCGCGGCATCCCCCGCAGTTACCGCACCATGGAAGGCTTCGGTATTCA
CACCTTCCGCCTGATTAATGCCGAAGGGAAGGCAACGTTTGTACGTTTCCACTGG
AAACCACTGGCAGGTAAAGCCTCACTCGTTTGGGATGAAGCACAAAAACTCACCG
GACGTGACCCGGACTTCCACCGCCGCGAGTTGTGGGAAGCCATTGAAGCAGGCG
ATTTTCCGGAATACGAACTGGGCTTCCAGTTGATTCCTGAAGAAGATGAATTCAAG
TTCGACTTCGATCTTCTCGATCCAACCAAACTTATCCCGGAAGAACTGGTGCCCGT
TCAGCGTGTCGGCAAAATGGTGCTCAATCGCAACCCGGATAACTTCTTTGCTGAA
AACGAACAGGCGGCTTTCCATCCTGGGCATATCGTGCCGGGACTGGACTTCACC
AACGATCCGCTGTTGCAGGGACGTTTGTTCTCCTATACCGATACACAAATCAGTC
GTCTTGGTGGGCCGAATTTCCATGAGATTCCGATTAACCGTCCGACCTGCCCTTA



76

CCATAATTTCCAGCGTGACGGCATGCATCGCATGGGGATCGACACTAACCCGGC
GAATTACGAACCGAACTCGATTAACGATAACTGGCCGCGCGAAACACCGCCGGG
GCCGAAACGCGGCGGTTTTGAATCATACCAGGAGCGCGTGGAAGGCAATAAAGT
TCGCGAGCGCAGCCCATCGTTTGGCGAATATTATTCCCATCCGCGTCTGTTCTGG
CTAAGTCAGACGCCATTTGAGCAGCGCCATATTGTCGATGGTTTCAGTTTTGAGTT
AAGCAAAGTCGTTCGTCCGTATATTCGTGAGCGCGTTGTTGACCAGCTGGCGCAT
ATTGATCTCACTCTGGCCCAGGCGGTGGCGAAAAATCTCGGTATCGAACTGACTG
ACGACCAGCTGAATATCACCCCACCTCCGGACGTCAACGGTCTGAAAAAGGATCC
ATCCTTAAGTTTGTACGCCATTCCTGACGGTGATGTGAAAGGTCGCGTGGTAGCG
ATTTTACTTAATGATGAAGTGAGATCGGCAGACCTTCTGGCCATTCTCAAGGCGCT
GAAGGCCAAAGGCGTTCATGCCAAACTGCTCTACTCCCGAATGGGTGAAGTGACT
GCGGATGACGGTACGGTGTTGCCTATAGCCGCTACCTTTGCCGGTGCACCTTCG
CTGACGGTCGATGCGGTCATTGTCCCTTGCGGCAATATCGCGGATATCGCTGACA
ACGGCGATGCCAACTACTACCTGATGGAAGCCTACAAACACCTTAAACCGATTGC
GCTGGCGGGTGACGCGCGCAAGTTTAAAGCAACAATCAAGATCGCTGACCAGGG
TGAAGAAGGGATTGTGGAAGCTGACAGCGCTGACGGTAGTTTTATGGATGAACTG
CTAACGCTGATGGCAGCACACCGCGTGTGGTCACGCATTCCTAAGATTGACAAAA
TTCCTGCCTGA

SEQ ID NO. 16

Aminoéacido

Catalasa HPII (KatE)

Escherichia coli
MSQHNEKNPHQHQSPLHDSSEAKPGMDSLAPEDGSHRPAAEPTPPGAQPTAPGSL
KAPDTRNEKLNSLEDVRKGSENYALTTNQGVRIADDQNSLRAGSRGPTLLEDFILREK
ITHFDHERIPERIVHARGSAAHGYFQPYKSLSDITKADFLSDPNKITPVFVRFSTVQGG
AGSADTVRDIRGFATKFYTEEGIFDLVGNNTPIFFIQDAHKFPDFVHAVKPEPHWAIPQ
GQSAHDTFWDYVSLQPETLHNVMWAMSDRGIPRSYRTMEGFGIHTFRLINAEGKATF
VRFHWKPLAGKASLVWDEAQKLTGRDPDFHRRELWEAIEAGDFPEYELGFQLIPEED
EFKFDFDLLDPTKLIPEELVPVQRVGKMVLNRNPDNFFAENEQAAFHPGHIVPGLDFT
NDPLLQGRLFSYTDTQISRLGGPNFHEIPINRPTCPYHNFQRDGMHRMGIDTNPANYE
PNSINDNWPRETPPGPKRGGFESYQERVEGNKVRERSPSFGEYYSHPRLFWLSQTP
FEQRHIVDGFSFELSKVVRPYIRERVVDQLAHIDLTLAQAVAKNLGIELTDDQLNITPPP
DVNGLKKDPSLSLYAIPDGDVKGRVVAILLNDEVRSADLLAILKALKAKGVHAKLLYSR
MGEVTADDGTVLPIAATFAGAPSLTVDAVIVPCGNIADIADNGDANYYLMEAYKHLKPI
ALAGDARKFKATIKIADQGEEGIVEADSADGSFMDELLTLMAAHRVWSRIPKIDKIPA



77

SEQ ID NO. 17

ADN

Sintasa de CBDA dirigida a tricoma

Cannabis
ATGAAGTGCTCAACATTCTCCTTTTGGTTTGTTTGCAAGATAATATTTTTCTTTTTCT
CATTCAATATCCAAACTTCCATTGCTAATCCTCGAGAAAACTTCCTTAAATGCTTCT
CGCAATATATTCCCAATAATGCAACAAATCTAAAACTCGTATACACTCAAAACAACC
CATTGTATATGTCTGTCCTAAATTCGACAATACACAATCTTAGATTCACCTCTGACA
CAACCCCAAAACCACTTGTTATCGTCACTCCTTCACATGTCTCTCATATCCAAGGC
ACTATTCTATGCTCCAAGAAAGTTGGCTTGCAGATTCGAACTCGAAGTGGTGGTCA
TGATTCTGAGGGCATGTCCTACATATCTCAAGTCCCATTTGTTATAGTAGACTTGA
GAAACATGCGTTCAATCAAAATAGATGTTCATAGCCAAACTGCATGGGTTGAAGCC
GGAGCTACCCTTGGAGAAGTTTATTATTGGGTTAATGAGAAAAATGAGAATCTTAG
TTTGGCGGCTGGGTATTGCCCTACTGTTTGCGCAGGTGGACACTTTGGTGGAGGA
GGCTATGGACCATTGATGAGAAACTATGGCCTCGCGGCTGATAATATCATTGATG
CACACTTAGTCAACGTTCATGGAAAAGTGCTAGATCGAAAATCTATGGGGGAAGA
TCTCTTTTGGGCTTTACGTGGTGGTGGAGCAGAAAGCTTCGGAATCATTGTAGCA
TGGAAAATTAGACTGGTTGCTGTCCCAAAGTCTACTATGTTTAGTGTTAAAAAGAT
CATGGAGATACATGAGCTTGTCAAGTTAGTTAACAAATGGCAAAATATTGCTTACA
AGTATGACAAAGATTTATTACTCATGACTCACTTCATAACTAGGAACATTACAGATA
ATCAAGGGAAGAATAAGACAGCAATACACACTTACTTCTCTTCAGTTTTCCTTGGT
GGAGTGGATAGTCTAGTCGACTTGATGAACAAGAGTTTTCCTGAGTTGGGTATTAA
AAAAACGGATTGCAGACAATTGAGCTGGATTGATACTATCATCTTCTATAGTGGTG
TTGTAAATTACGACACTGATAATTTTAACAAGGAAATTTTGCTTGATAGATCCGCTG
GGCAGAACGGTGCTTTCAAGATTAAGTTAGACTACGTTAAGAAACCAATTCCAGAA
TCTGTATTTGTCCAAATTTTGGAAAAATTATATGAAGAAGATATAGGAGCTGGGAT
GTATGCGTTGTACCCTTACGGTGGTATAATGGATGAGATTTCAGAATCAGCAATTC
CATTCCCTCATCGAGCTGGAATCTTGTATGAGTTATGGTACATATGTAGTTGGGAG
AAGCAAGAAGATAACGAAAAGCATCTAAACTGGATTAGAAATATTTATAACTTCATG
ACTCCTTATGTGTCCAAAAATCCAAGATTGGCATATCTCAATTATAGAGACCTTGAT
ATAGGAATAAATGATCCCAAGAATCCAAATAATTACACACAAGCACGTATTTGGGG
TGAGAAGTATTTTGGTAAAAATTTTGACAGGCTAGTAAAAGTGAAAACCCTGGTTG
ATCCCAATAACTTTTTTAGAAACGAACAAAGCATCCCACCTCTACCACGGCATCGT
CATTAA

SEQ ID NO. 18

Aminoéacido
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Sintasa de CBDA dirigida a tricoma

Cannabis
MKCSTFSFWFVCKIIFFFFSFNIQTSIANPRENFLKCFSQYIPNNATNLKLVYTQNNPLY
MSVLNSTIHNLRFTSDTTPKPLVIVTPSHVSHIQGTILCSKKVGLQIRTRSGGHDSEGM
SYISQVPFVIVDLRNMRSIKIDVHSQTAWVEAGATLGEVYYWVNEKNENLSLAAGYCP
TVCAGGHFGGGGYGPLMRNYGLAADNIIDAHLVNVHGKVLDRKSMGEDLFWALRGG
GAESFGIIVAWKIRLVAVPKSTMFSVKKIMEIHELVKLVNKWQNIAYKYDKDLLLMTHFI
TRNITDNQGKNKTAIHTYFSSVFLGGVDSLVDLMNKSFPELGIKKTDCRQLSWIDTIIFY
SGVVNYDTDNFNKEILLDRSAGQNGAFKIKLDYVKKPIPESVFVQILEKLYEEDIGAGM
YALYPYGGIMDEISESAIPFPHRAGILYELWYICSWEKQEDNEKHLNWIRNIYNFMTPY
VSKNPRLAYLNYRDLDIGINDPKNPNNYTQARIWGEKYFGKNFDRLVKVKTLVDPNNF
FRNEQSIPPLPRHRH

SEQ ID NO. 19

ADN

Glucosiltransferasa de UDP dirigida a tricoma 76G1

Stevia rebaudiana
ATGAAGTGCTCAACATTCTCCTTTTGGTTTGTTTGCAAGATAATATTTTTCTTTTTCT
CATTCAATATCCAAACTTCCATTGCTAATCCTCGAGAAAATAAAACTGAAACTACTG
TTAGAAGAAGAAGAAGAATTATTTTGTTTCCTGTTCCTTTTCAAGGACATATTAATC
CTATTTTGCAATTGGCTAATGTTTTGTATTCAAAAGGATTTTCAATTACTATTTTTCA
TACTAATTTTAATAAACCTAAAACTTCAAATTATCCTCATTTTACTTTTAGATTTATTI
TGGATAATGATCCTCAAGATGAAAGAATTTCAAATTTGCCTACTCATGGACCTTTG
GCTGGAATGAGAATTCCTATTATTAATGAACATGGAGCTGATGAATTGAGAAGAGA
ATTGGAATTGTTGATGTTGGCTTCAGAAGAAGATGAAGAAGTTTCATGCTTGATTA
CTGATGCTTTGTGGTATTTTGCTCAATCAGTTGCTGATTCATTGAATTTGAGAAGAT
TGGTTTTGATGACTTCATCATTGTTTAATTTTCATGCTCATGTTTCATTGCCTCAATT
TGATGAATTGGGATATTTGGATCCTGATGATAAAACTAGATTGGAAGAACAAGCTT
CAGGATTTCCTATGTTGAAAGTTAAAGATATTAAATCAGCTTATTCAAATTGGCAAA
TTTTGAAAGAAATTTTGGGAAAAATGATTAAACAAACTAGAGCTTCATCAGGAGTTA
TTTGGAATTCATTTAAAGAATTGGAAGAATCAGAATTGGAAACTGTTATTAGAGAAA
TTCCTGCTCCTTCATTTTTGATTCCTTTGCCTAAACATTTGACTGCTTCATCATCAT
CATTGTTGGATCATGATAGAACTGTTTTTCAATGGTTGGATCAACAACCTCCTTCAT
CAGTTTTGTATGTTTCATTTGGATCAACTTCAGAAGTTGATGAAAAAGATTTTTTGG
AAATTGCTAGAGGATTGGTTGATTCAAAACAATCATTTTTGTGGGTTGTTAGACCT
GGATTTGTTAAAGGATCAACTTGGGTTGAACCTTTGCCTGATGGATTTTTGGGAGA
AAGAGGAAGAATTGTTAAATGGGTTCCTCAACAAGAAGTTTTGGCTCATGGAGCTA
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TTGGAGCTTTTTGGACTCATTCAGGATGGAATTCAACTTTGGAATCAGTTTGCGAA
GGAGTTCCTATGATTTTTTCAGATTTTGGATTGGATCAACCTTTGAATGCTAGATAT
ATGTCAGATGTTTTGAAAGTTGGAGTTTATTTGGAAAATGGATGGGAAAGAGGAGA
AATTGCTAATGCTATTAGAAGAGTTATGGTTGATGAAGAAGGAGAATATATTAGAC
AAAATGCTAGAGTTTTGAAACAAAAAGCTGATGTTTCATTGATGAAAGGAGGATCA
TCATATGAATCATTGGAATCATTGGTTTCATATATTTCATCATTGTAA

SEQ ID NO.20

Aminoéacido

Glucosiltransferasa de UDP dirigida a tricoma 76G1

Stevia rebaudiana
MKCSTFSFWFVCKIFFFFSFNIQTSIANPRENKTETTVRRRRRIILFPVPFQGHINPILQ
LANVLYSKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHFTFRFILDNDPQDERISNLPTHGPLAGMRIPI
INEHGADELRRELELLMLASEEDEEVSCLITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMTSSLFN
FHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTRLEEQASGFPMLKVKDIKSAYSNWQILKEILGKMIK
QTRASSGVIWNSFKELEESELETVIREIPAPSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRTVFQWLD
QQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARGLVDSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPD
GFLGERGRIVKWVPQQEVLAHGAIGAFWTHSGWNSTLESVCEGVPMIFSDFGLDQPL
NARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAIRRVMVDEEGEYIRQNARVLKQKADVSLMK
GGSSYESLESLVSYISSL

SEQ ID NO. 21

ADN

PM-UTR1

Arabidopsis thaliana
ATGGAGGTCCATGGCTCCGGATTCCGTCGAATTCTGTTGTTGGCGTTGTGTATCT
CCGGGATCTGGTCCGCCTACATCTACCAAGGCGTTCTTCAAGAGACTCTGTCCAC
GAAGAGATTTGGTCCAGATGAGAAGAGGTTCGAGCATCTTGCATTCTTGAACTTA
GCTCAAAGTGTAGTCTGCTTGATCTGGTCTTATATAATGATCAAGCTCTGGTCAAA
TGCTGGTAACGGTGGAGCACCATGGTGGACGTATTGGAGTGCAGGCATTACTAAT
ACAATTGGTCCTGCCATGGGAATTGAAGCCTTGAAGTATATCAGTTATCCAGCTCA
GGTTTTGGCAAAATCGTCAAAAATGATTCCAGTTATGCTAATGGGAACTTTAGTTTA
CGGAATAAGATACACTTTCCCTGAATACATGTGCACCTTTCTTGTCGCTGGAGGAG
TATCCATCTTTGCTCTTCTTAAGACAAGCTCTAAGACAATTAGCAAGCTAGCACAT
CCAAATGCTCCCCTCGGTTACGCACTTTGTTCCTTAAACCTCGCCTTTGACGGATT
CACAAATGCCACACAAGACTCCATTGCCTCAAGGTACCCAAAAACCGAAGCGTGG
GACATAATGCTGGGAATGAACTTATGGGGCACAATATACAACATTATCTACATGTT
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TGGCTTGCCACAAGGGATGGATTCGAAGCAATTCAGTTCTGTAAGCTACACCCGG
AAGCGGCATGGGACATTCTAAAGTATTGTATATGCGGTGCCGTGGGACAAAACTT

CATCTTCATGACAATAAGTAACTTCGGGTCACTAGCTAACACGACCATAACCACGA
CCAGGAAGTTTGTTAGCATTGTTGTATCATCAGTAATGAGCGGAAATCCATTGTCG
TTGAAGCAATGGGGATGTGTTTCGATGGTCTTTGGTGGTTTGGCATATCAAATTTA
TCTTAAATGGAAGAAATTGCAGAGAGTGGAGTGCTCCATAATGAACTTAATGTGTG
GGTCTACCTGCGCCGCTTGA

SEQ ID NO. 22
ADN
Sintasa de CBDA citosolica (cytCBDAS)

Cannabis sativa

ATGAATCCTCGAGAAAACTTCCTTAAATGCTTCTCGCAATATATTCCCAATAATGCA
ACAAATCTAAAACTCGTATACACTCAAAACAACCCATTGTATATGTCTGTCCTAAAT
TCGACAATACACAATCTTAGATTCACCTCTGACACAACCCCAAAACCACTTGTTAT
CGTCACTCCTTCACATGTCTCTCATATCCAAGGCACTATTCTATGCTCCAAGAAAG
TTGGCTTGCAGATTCGAACTCGAAGTGGTGGTCATGATTCTGAGGGCATGTCCTA
CATATCTCAAGTCCCATTTGTTATAGTAGACTTGAGAAACATGCGTTCAATCAAAAT
AGATGTTCATAGCCAAACTGCATGGGTTGAAGCCGGAGCTACCCTTGGAGAAGTT
TATTATTGGGTTAATGAGAAAAATGAGAATCTTAGTTTGGCGGCTGGGTATTGCCC
TACTGTTTGCGCAGGTGGACACTTTGGTGGAGGAGGCTATGGACCATTGATGAGA
AACTATGGCCTCGCGGCTGATAATATCATTGATGCACACTTAGTCAACGTTCATGG
AAAAGTGCTAGATCGAAAATCTATGGGGGAAGATCTCTTTTGGGCTTTACGTGGT
GGTGGAGCAGAAAGCTTCGGAATCATTGTAGCATGGAAAATTAGACTGGTTGCTG
TCCCAAAGTCTACTATGTTTAGTGTTAAAAAGATCATGGAGATACATGAGCTTGTC
AAGTTAGTTAACAAATGGCAAAATATTGCTTACAAGTATGACAAAGATTTATTACTC
ATGACTCACTTCATAACTAGGAACATTACAGATAATCAAGGGAAGAATAAGACAGC
AATACACACTTACTTCTCTTCAGTTTTCCTTGGTGGAGTGGATAGTCTAGTCGACT
TGATGAACAAGAGTTTTCCTGAGTTGGGTATTAAAAAAACGGATTGCAGACAATTG
AGCTGGATTGATACTATCATCTTCTATAGTGGTGTTGTAAATTACGACACTGATAAT
TTTAACAAGGAAATTTTGCTTGATAGATCCGCTGGGCAGAACGGTGCTTTCAAGAT
TAAGTTAGACTACGTTAAGAAACCAATTCCAGAATCTGTATTTGTCCAAATTTTGGA
AAAATTATATGAAGAAGATATAGGAGCTGGGATGTATGCGTTGTACCCTTACGGTG
GTATAATGGATGAGATTTCAGAATCAGCAATTCCATTCCCTCATCGAGCTGGAATC
TTGTATGAGTTATGGTACATATGTAGTTGGGAGAAGCAAGAAGATAACGAAAAGCA
TCTAAACTGGATTAGAAATATTTATAACTTCATGACTCCTTATGTGTCCAAAAATCC
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AAGATTGGCATATCTCAATTATAGAGACCTTGATATAGGAATAAATGATCCCAAGA
ATCCAAATAATTACACACAAGCACGTATTTGGGGTGAGAAGTATTTTGGTAAAAAT
TTTGACAGGCTAGTAAAAGTGAAAACCCTGGTTGATCCCAATAACTTTTTTAGAAA
CGAACAAAGCATCCCACCTCTACCACGGCATCGTCATTAA

SEQ ID NO. 23
Aminoéacido
Sintasa de CBDA citosdlica (cytCBDAS)

Cannabis sativa

MNPRENFLKCFSQYIPNNATNLKLVYTQNNPLYMSVLNSTIHNLRFTSDTTPKPLVIVT
PSHVSHIQGTILCSKKVGLQIRTRSGGHDSEGMSYISQVPFVIVDLRNMRSIKIDVHSQ
TAWVEAGATLGEVYYWVNEKNENLSLAAGYCPTVCAGGHFGGGGYGPLMRNYGLA
ADNIIDAHLVNVHGKVLDRKSMGEDLFWALRGGGAESFGIIVAWKIRLVAVPKSTMFS
VKKIMEIHELVKLVNKWQNIAYKYDKDLLLMTHFITRNITDNQGKNKTAIHTYFSSVFLG
GVDSLVDLMNKSFPELGIKKTDCRQLSWIDTIHFYSGVVNYDTDNFNKEILLDRSAGQN
GAFKIKLDYVKKPIPESVFVQILEKLYEEDIGAGMYALYPYGGIMDEISESAIPFPHRAGI
LYELWYICSWEKQEDNEKHLNWIRNIYNFMTPYVSKNPRLAYLNYRDLDIGINDPKNP
NNYTQARIWGEKYFGKNFDRLVKVKTLVDPNNFFRNEQSIPPLPRHRH

SEQ ID NO. 24

ADN

Glucosiltransferasa de UDP dirigida a citosélico 76G1 (cytUTG)

Stevia rebaudiana
ATGGAAAATAAAACCGAAACCACCGTCCGCCGTCGTCGCCGTATCATTCTGTTCC
CGGTCCCGTTCCAGGGCCACATCAACCCGATTCTGCAACTGGCGAACGTGCTGT
ATTCGAAAGGTTTCAGCATCACCATCTTCCATACGAACTTCAACAAGCCGAAGACC
AGCAATTACCCGCACTTTACGTTCCGTTTTATTCTGGATAACGACCCGCAGGATGA
ACGCATCTCTAATCTGCCGACCCACGGCCCGCTGGCGGGTATGCGTATTCCGATT
ATCAACGAACACGGCGCAGATGAACTGCGTCGCGAACTGGAACTGCTGATGCTG
GCCAGCGAAGAAGATGAAGAAGTTTCTTGCCTGATCACCGACGCACTGTGGTATT
TTGCCCAGTCTGTTGCAGATAGTCTGAACCTGCGTCGCCTGGTCCTGATGACCAG
CAGCCTGTTCAATTTTCATGCCCACGTTAGTCTGCCGCAGTTCGATGAACTGGGTT
ATCTGGACCCGGATGACAAAACCCGCCTGGAAGAACAGGCGAGCGGCTTTCCGA
TGCTGAAAGTCAAGGATATTAAGTCAGCGTACTCGAACTGGCAGATTCTGAAAGA
AATCCTGGGTAAAATGATTAAGCAAACCAAAGCAAGTTCCGGCGTCATCTGGAATA
GTTTCAAAGAACTGGAAGAATCCGAACTGGAAACGGTGATTCGTGAAATCCCGGC
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TCCGAGTTTTCTGATTCCGCTGCCGAAGCATCTGACCGCGAGCAGCAGCAGCCT
GCTGGATCACGACCGCACGGTGTTTCAGTGGCTGGATCAGCAACCGCCGAGTTC
CGTGCTGTATGTTAGCTTCGGTAGTACCTCGGAAGTGGATGAAAAGGACTTTCTG
GAAATCGCTCGTGGCCTGGTTGATAGCAAACAATCTTTCCTGTGGGTGGTTCGCC
CGGGTTTTGTGAAGGGCTCTACGTGGGTTGAACCGCTGCCGGACGGCTTCCTGG
GTGAACGTGGCCGCATTGTCAAATGGGTGCCGCAGCAAGAAGTGCTGGCGCATG
GCGCGATTGGCGCGTTTTGGACCCACTCCGGTTGGAACTCAACGCTGGAATCGG
TTTGTGAAGGTGTCCCGATGATTTTCTCAGATTTTGGCCTGGACCAGCCGCTGAAT
GCACGTTATATGTCGGATGTTCTGAAAGTCGGTGTGTACCTGGAAAACGGTTGGG
AACGCGGCGAAATTGCGAATGCCATCCGTCGCGTTATGGTCGATGAAGAAGGCG
AATACATTCGTCAGAATGCTCGCGTCCTGAAACAAAAGGCGGACGTGAGCCTGAT
GAAAGGCGGTTCATCGTATGAAAGTCTGGAATCCCTGGTTTCATACATCAGCTCTC
TGTAA

SEQ ID NO.25

Aminoacido

Glucosiltransferasa de UDP dirigida a citosoélico 76G1 (cytUTG)

Stevia rebaudiana
MENKTETTVRRRRRIILFPVPFQGHINPILQLANVLYSKGFSITIFHTNFNKPKTSNYPHF
TFRFILDNDPQDERISNLPTHGPLAGMRIPIINEHGADELRRELELLMLASEEDEEVSCL
ITDALWYFAQSVADSLNLRRLVLMTSSLFNFHAHVSLPQFDELGYLDPDDKTRLEEQA
SGFPMLKVKDIKSAYSNWOQILKEILGKMIKQTKASSGVIWNSFKELEESELETVIREIPA
PSFLIPLPKHLTASSSSLLDHDRTVFQWLDQQPPSSVLYVSFGSTSEVDEKDFLEIARG
LVDSKQSFLWVVRPGFVKGSTWVEPLPDGFLGERGRIVKWVPQQEVLAHGAIGAFW
THSGWNSTLESVCEGVPMIFSDFGLDQPLNARYMSDVLKVGVYLENGWERGEIANAI
RRVMVDEEGEYIRQNARVLKQKADVSLMKGGSSYESLESLVSYISSL

SEQ ID NO. 26

Aminoacido

Glucosiltransferasa (NtGT5a)

Nicotiana tabacum
MGSIGAELTKPHAVCIPYPAQGHINPMLKLAKILHHKGFHITFVNTEFNHRRLLKSRGP
DSLKGLSSFRFETIPDGLPPCEADATQDIPSLCESTTNTCLAPFRDLLAKLNDTNTSNV
PPVSCIVSDGVMSFTLAAAQELGVPEVLFWTTSACGFLGYMHYCKVIEKGYAPLKDAS
DLTNGYLETTLDFIPGMKDVRLRDLPSFLRTTNPDEFMIKFVLQETERARKASAIILNTF
ETLEAEVLESLRNLLPPVYPIGPLHFLVKHVDDENLKGLRSSLWKEEPECIQWLDTKEP
NSVVYVNFGSITVMTPNQLIEFAWGLANSQQTFLWIIRPDIVSGDASILPPEFVEETKN
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RGMLASWCSQEEVLSHPAIVGFLTHSGWNSTLESISSGVPMICWPFFAEQQTNCWF
SVTKWDVGMEIDSDVKRDEVESLVRELMVGGKGKKMKKKAMEWKELAEASAKEHS
GSSYVNIEKLVNDILLSSKH

SEQ ID NO. 27

ADN

Glucosiltransferasa (NtGT5a)

Nicotiana tabacum
ATGGGTTCCATTGGTGCTGAATTAACAAAGCCACATGCAGTTTGCATACCATATCC
CGCCCAAGGCCATATTAACCCCATGTTAAAGCTAGCCAAAATCCTTCATCACAAAG
GCTTTCACATCACTTTTGTCAATACTGAATTTAACCACCGACGTCTCCTTAAATCTC
GTGGCCCTGATTCTCTCAAGGGTCTTTCTTCTTTCCGTTTTGAGACCATTCCTGAT
GGACTTCCGCCATGTGAGGCAGATGCCACACAAGATATACCTTCTTTGTGTGAAT
CTACAACCAATACTTGCTTGGCTCCTTTTAGGGATCTTCTTGCGAAACTCAATGAT
ACTAACACATCTAACGTGCCACCCGTTTCGTGCATCGTCTCGGATGGTGTCATGA
GCTTCACCTTAGCCGCTGCACAAGAATTGGGAGTCCCTGAAGTTCTGTTTTGGAC
CACTAGTGCTTGTGGTTTCTTAGGTTACATGCATTACTGCAAGGTTATTGAAAAAG
GATATGCTCCACTTAAAGATGCGAGTGACTTGACAAATGGATACCTAGAGACAACA
TTGGATTTTATACCAGGCATGAAAGACGTACGTTTAAGGGATCTTCCAAGTTTCTT
GAGAACTACAAATCCAGATGAATTCATGATCAAATTTGTCCTCCAAGAAACAGAGA
GAGCAAGAAAGGCTTCTGCAATTATCCTCAACACATTTGAAACACTAGAGGCTGAA
GTTCTTGAATCGCTCCGAAATCTTCTTCCTCCAGTCTACCCCATAGGGCCCTTGCA
TTTTCTAGTGAAACATGTTGATGATGAGAATTTGAAGGGACTTAGATCCAGCCTTT
GGAAAGAGGAACCAGAGTGTATACAATGGCTTGATACCAAAGAACCAAATTCTGTT
GTTTATGTTAACTTTGGAAGCATTACTGTTATGACTCCTAATCAGCTTATTGAGTTT
GCTTGGGGACTTGCAAACAGCCAGCAAACATTCTTATGGATCATAAGACCTGATAT
TGTTTCAGGTGATGCATCGATTCTTCCACCCGAATTCGTGGAAGAAACGAAGAAC
AGAGGTATGCTTGCTAGTTGGTGTTCACAAGAAGAAGTACTTAGTCACCCTGCAAT
AGTAGGATTCTTGACTCACAGTGGATGGAATTCGACACTCGAAAGTATAAGCAGT
GGGGTGCCTATGATTTGCTGGCCATTTTTCGCTGAACAGCAAACAAATTGTTGGTT
TTCCGTCACTAAATGGGATGTTGGAATGGAGATTGACAGTGATGTGAAGAGAGAT
GAAGTGGAAAGCCTTGTAAGGGAATTGATGGTTGGGGGAAAAGGCAAAAAGATGA
AGAAAAAGGCAATGGAATGGAAGGAATTGGCTGAAGCATCTGCTAAAGAACATTC
AGGGTCATCTTATGTGAACATTGAAAAGTTGGTCAATGATATTCTTCTTTCATCCAA
ACATTAA

SEQ ID NO. 28
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Aminoacido

Glucosiltransferasa (NtGT5b)

Nicotiana tabacum
MGSIGAEFTKPHAVCIPYPAQGHINPMLKLAKILHHKGFHITFVNTEFNHRRLLKSRGP
DSLKGLSSFRFETIPDGLPPCDADATQDIPSLCESTTNTCLGPFRDLLAKLNDTNTSNV
PPVSCIISDGVMSFTLAAAQELGVPEVLFWTTSACGFLGYMHYYKVIEKGYAPLKDAS
DLTNGYLETTLDFIPCMKDVRLRDLPSFLRTTNPDEFMIKFVLQETERARKASAIILNTY
ETLEAEVLESLRNLLPPVYPIGPLHFLVKHVDDENLKGLRSSLWKEEPECIQWLDTKEP
NSVVYVNFGSITVMTPNQLIEFAWGLANSQQSFLWIIRPDIVSGDASILPPEFVEETKK
RGMLASWCSQEEVLSHPAIGGFLTHSGWNSTLESISSGVPMICWPFFAEQQTNCWF
SVTKWDVGMEIDCDVKRDEVESLVRELMVGGKGKKMKKKAMEWKELAEASAKEHS
GSSYVNIEKVVNDILLSSKH

SEQ ID NO. 29

ADN

Glucosiltransferasa (NtGT5b)

Nicotiana tabacum
ATGGGTTCCATTGGTGCTGAATTTACAAAGCCACATGCAGTTTGCATACCATATCC
CGCCCAAGGCCATATTAACCCCATGTTAAAGCTAGCCAAAATCCTTCATCACAAAG
GCTTTCACATCACTTTTGTCAATACTGAATTTAACCACAGACGTCTGCTTAAATCTC
GTGGCCCTGATTCTCTCAAGGGTCTTTCTTCTTTCCGTTTTGAGACAATTCCTGAT
GGACTTCCGCCATGTGATGCAGATGCCACACAAGATATACCTTCTTTGTGTGAATC
TACAACCAATACTTGCTTGGGTCCTTTTAGGGATCTTCTTGCGAAACTCAATGATA
CTAACACATCTAACGTGCCACCCGTTTCGTGCATCATCTCAGATGGTGTCATGAG
CTTCACCTTAGCCGCTGCACAAGAATTGGGAGTCCCTGAAGTTCTGTTTTGGACC
ACTAGTGCTTGTGGTTTCTTAGGTTACATGCATTATTACAAGGTTATTGAAAAAGGA
TACGCTCCACTTAAAGATGCGAGTGACTTGACAAATGGATACCTAGAGACAACATT
GGATTTTATACCATGCATGAAAGACGTACGTTTAAGGGATCTTCCAAGTTTCTTGA
GAACTACAAATCCAGATGAATTCATGATCAAATTTGTCCTCCAAGAAACAGAGAGA
GCAAGAAAGGCTTCTGCAATTATCCTCAACACATATGAAACACTAGAGGCTGAAGT
TCTTGAATCGCTCCGAAATCTTCTTCCTCCAGTCTACCCCATTGGGCCCTTGCATT
TTCTAGTGAAACATGTTGATGATGAGAATTTGAAGGGACTTAGATCCAGCCTTTGG
AAAGAGGAACCAGAGTGTATACAATGGCTTGATACCAAAGAACCAAATTCTGTTGT
TTATGTTAACTTTGGAAGCATTACTGTTATGACTCCTAATCAACTTATTGAATTTGC
TTGGGGACTTGCAAACAGCCAACAATCATTCTTATGGATCATAAGACCTGATATTG
TTTCAGGTGATGCATCGATTCTTCCCCCCGAATTCGTGGAAGAAACGAAGAAGAG
AGGTATGCTTGCTAGTTGGTGTTCACAAGAAGAAGTACTTAGTCACCCTGCAATAG
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GAGGATTCTTGACTCACAGTGGATGGAATTCGACACTCGAAAGTATAAGCAGTGG
GGTGCCTATGATTTGCTGGCCATTTTTCGCTGAACAGCAAACAAATTGTTGGTTTT
CCGTCACTAAATGGGATGTTGGAATGGAGATTGACTGTGATGTGAAGAGGGATGA
AGTGGAAAGCCTTGTAAGGGAATTGATGGTTGGGGGAAAAGGCAAAAAGATGAAG
AAAAAGGCAATGGAATGGAAGGAATTGGCTGAAGCATCTGCTAAAGAACATTCAG
GGTCATCTTATGTGAACATTGAGAAGGTGGTCAATGATATTCTTCTTTCGTCCAAA
CATTAA

SEQ ID NO.30

Aminoéacido

Glucosiltransferasa de UDP 73C3 (NtGT4)
Nicotiana tabacum

MATQVHKLHFILFPLMAPGHMIPMIDIAKLLANRGVITTIITTPVNANRFSSTITRAIKSGL
RIQILTLKFPSVEVGLPEGCENIDMLPSLDLASKFFAAISMLKQQVENLLEGINPSPSCVI
SDMGFPWTTQIAQNFNIPRIVFHGTCCFSLLCSYKILSSNILENITSDSEYFVVPDLPDR
VELTKAQVSGSTKNTTSVSSSVLKEVTEQIRLAEESSYGVIVNSFEELEQVYEKEYRKA
RGKKVWCVGPVSLCNKEIEDLVTRGNKTAIDNQDCLKWLDNFETESVVYASLGSLSR
LTLLOMVELGLGLEESNRPFVWVLGGGDKLNDLEKWILENGFEQRIKERGVLIRGWA
PQVLILSHPAIGGVLTHCGWNSTLEGISAGLPMVTWPLFAEQFCNEKLVVQVLKIGVSL
GVKVPVKWGDEENVGVLVKKDDVKKALDKLMDEGEEGQVRRTKAKELGELAKKAFG
EGGSSYVNLTSLIEDIEQQNHKEK

SEQ ID NO. 31
ADN
Glucosiltransferasa de UDP 73C3 (NtGT4)

Nicotiana tabacum

ATGGCAACTCAAGTGCACAAACTTCATTTCATACTATTCCCTTTAATGGCTCCAGG
CCACATGATTCCTATGATAGACATAGCTAAACTTCTAGCAAATCGCGGTGTCATTA
CCACTATCATCACCACTCCAGTAAACGCCAATCGTTTCAGTTCAACAATTACTCGT
GCCATAAAATCCGGTCTAAGAATCCAAATTCTTACACTCAAATTTCCAAGTGTAGA
AGTAGGATTACCAGAAGGTTGCGAAAATATTGACATGCTTCCTTCTCTTGACTTGG
CTTCAAAGTTTTTTGCTGCAATTAGTATGCTGAAACAACAAGTTGAAAATCTCTTAG
AAGGAATAAATCCAAGTCCAAGTTGTGTTATTTCAGATATGGGATTTCCTTGGACT
ACTCAAATTGCACAAAATTTTAATATCCCAAGAATTGTTTTTCATGGTACTTGTTGTT
TCTCACTTTTATGTTCCTATAAAATACTTTCCTCCAACATTCTTGAAAATATAACCTC
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AGATTCAGAGTATTTTGTTGTTCCTGATTTACCCGATAGAGTTGAACTAACGAAAG
CTCAGGTTTCAGGATCGACGAAAAATACTACTTCTGTTAGTTCTTCTGTATTGAAA
GAAGTTACTGAGCAAATCAGATTAGCCGAGGAATCATCATATGGTGTAATTGTTAA
TAGTTTTGAGGAGTTGGAGCAAGTGTATGAGAAAGAATATAGGAAAGCTAGAGGG
AAAAAAGTTTGGTGTGTTGGTCCTGTTTCTTTGTGTAATAAGGAAATTGAAGATTTG
GTTACAAGGGGTAATAAAACTGCAATTGATAATCAAGATTGCTTGAAATGGTTAGA
TAATTTTGAAACAGAATCTGTGGTTTATGCAAGTCTTGGAAGTTTATCTCGTTTGAC
ATTATTGCAAATGGTGGAACTTGGTCTTGGTTTAGAAGAGTCAAATAGGCCTTTTG
TATGGGTATTAGGAGGAGGTGATAAATTAAATGATTTAGAGAAATGGATTCTTGAG
AATGGATTTGAGCAAAGAATTAAAGAAAGAGGAGTTTTGATTAGAGGATGGGCTC
CTCAAGTGCTTATACTTTCACACCCTGCAATTGGTGGAGTATTGACTCATTGCGGA
TGGAATTCTACATTGGAAGGTATTTCAGCAGGATTACCAATGGTAACATGGCCACT
ATTTGCTGAGCAATTTTGCAATGAGAAGTTAGTAGTCCAAGTGCTAAAAATTGGAG
TGAGCCTAGGTGTGAAGGTGCCTGTCAAATGGGGAGATGAGGAAAATGTTGGAG
TTTTGGTAAAAAAGGATGATGTTAAGAAAGCATTAGACAAACTAATGGATGAAGGA
GAAGAAGGACAAGTAAGAAGAACAAAAGCAAAAGAGTTAGGAGAATTGGCTAAAA
AGGCATTTGGAGAAGGTGGTTCTTCTTATGTTAACTTAACATCTCTGATTGAAGAC
ATCATTGAGCAACAAAATCACAAGGAAAAATAG

SEQ ID NO. 32

Aminoéacido

Glucosiltransferasa (NtGT1b)

Nicotiana tabacum
MKTAELVFIPAPGMGHLVPTVEVAKQLVDRHEQLSITVLIMTIPLETNIPSYTKSLSSDY
SSRITLLPLSQPETSVTMSSFNAINFFEYISSYKGRVKDAVSETSFSSSNSVKLAGFVID
MFCTAMIDVANEFGIPSYVFYTSSAAMLGLQLHFQSLSIECSPKVHNYVEPESEVLIST
YMNPVPVKCLPGIILVNDESSTMFVNHARRFRETKGIMVNTFTELESHALKALSDDEKI
PPIYPVGPILNLENGNEDHNQEYDAIMKWLDEKPNSSVVFLCFGSKGSFEEDQVKEIA
NALESSGYHFLWSLRRPPPKDKLQFPSEFENPEEVLPEGFFQRTKGRGKVIGWAPQL
AILSHPSVGGFVSHCGWNSTLESVRSGVPIATWPLYAEQQSNAFQLVKDLGMAVEIK
MDYREDFNTRNPPLVKAEEIEDGIRKLMDSENKIRAKVTEMKDKSRAALLEGGSSYVA
LGHFVETVMKN

SEQ ID NO. 33
ADN
Glucosiltransferasa (NtGT1b)

Nicotiana tabacum
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ATGAAGACAGCAGAGTTAGTATTCATTCCTGCTCCTGGGATGGGTCACCTTGTAC
CAACTGTGGAGGTGGCAAAGCAACTAGTCGACAGACACGAGCAGCTTTCGATCAC
AGTTCTAATCATGACAATTCCTTTGGAAACAAATATTCCATCATATACTAAATCACT
GTCCTCAGACTACAGTTCTCGTATAACGCTGCTTCCACTCTCTCAACCTGAGACCT
CTGTTACTATGAGCAGTTTTAATGCCATCAATTTTTTTGAGTACATCTCCAGCTACA
AGGGTCGTGTCAAAGATGCTGTTAGTGAAACCTCCTTTAGTTCGTCAAATTCTGTG
AAACTTGCAGGATTTGTAATAGACATGTTCTGCACTGCGATGATTGATGTAGCGAA
CGAGTTTGGAATCCCAAGTTATGTGTTCTACACTTCTAGTGCAGCTATGCTTGGAC
TACAACTGCATTTTCAAAGTCTTAGCATTGAATGCAGTCCGAAAGTTCATAACTAC
GTTGAACCTGAATCAGAAGTTCTGATCTCAACTTACATGAATCCGGTTCCAGTCAA
ATGTTTGCCCGGAATTATACTAGTAAATGATGAAAGTAGCACCATGTTTGTCAATC
ATGCACGAAGATTCAGGGAGACGAAAGGAATTATGGTGAACACGTTCACTGAGCT
TGAATCACACGCTTTGAAAGCCCTTTCCGATGATGAAAAAATCCCACCAATCTACC
CAGTTGGACCTATACTTAACCTTGAAAATGGGAATGAAGATCACAATCAAGAATAT
GATGCGATTATGAAGTGGCTTGACGAGAAGCCTAATTCATCAGTGGTGTTCTTATG
CTTTGGAAGCAAGGGGTCTTTCGAAGAAGATCAGGTGAAGGAAATAGCAAATGCT
CTAGAGAGCAGTGGCTACCACTTCTTGTGGTCGCTAAGGCGACCGCCACCAAAA
GACAAGCTACAATTCCCAAGCGAATTCGAGAATCCAGAGGAAGTCTTACCAGAGG
GATTCTTTCAAAGGACTAAAGGAAGAGGAAAGGTGATAGGATGGGCACCCCAGTT
GGCTATTTTGTCTCATCCTTCAGTAGGAGGATTCGTGTCGCATTGTGGGTGGAATT
CAACTCTGGAGAGCGTTCGAAGTGGAGTGCCGATAGCAACATGGCCATTGTATGC
AGAGCAACAGAGCAATGCATTTCAACTGGTGAAGGATTTGGGTATGGCAGTAGAG
ATTAAGATGGATTACAGGGAAGATTTTAATACGAGAAATCCACCACTGGTTAAAGC
TGAGGAGATAGAAGATGGAATTAGGAAGCTGATGGATTCAGAGAATAAAATCAGG
GCTAAGGTGACGGAGATGAAGGACAAAAGTAGAGCAGCACTGCTGGAGGGCGGA
TCATCATATGTAGCTCTTGGGCATTTTGTTGAGACTGTCATGAAAAACTAG

SEQ ID NO. 34

Aminoécido

Glucosiltransferasa (NtGT1a)

Nicotiana tabacum
MKTTELVFIPAPGMGHLVPTVEVAKQLVYDRDEQLSITVLIMTLPLETNIPSYTKSLSSDY
SSRITLLQLSQPETSVSMSSFNAINFFEYISSYKDRVKDAVNETFSSSSSVKLKGFVID
MFCTAMIDVANEFGIPSYVFYTSNAAMLGLQLHFQSLSIEYSPKVHNYLDPESEVAIST
YINPIPVKCLPGIILDNDKSGTMFVNHARRFRETKGIMVNTFAELESHALKALSDDEKIP
PIYPVGPILNLGDGNEDHNQEYDMIMKWLDEQPHSSVVFLCFGSKGSFEEDQVKEIA
NALERSGNRFLWSLRRPPPKDTLQFPSEFENPEEVLPVGFFQRTKGRGKVIGWAPQL
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AILSHPAVGGFVSHCGWNSTLESVRSGVPIATWPLYAEQQSNAFQLVKDLGMAVEIK
MDYREDFNKTNPPLVKAEEIEDGIRKLMDSENKIRAKVMEMKDKSRAALLEGGSSYVA
LGHFVETVMKN

SEQ ID NO.35

ADN

Glucosiltransferasa (NtGT1a)

Nicotiana tabacum
ATGAAGACAACAGAGTTAGTATTCATTCCTGCTCCTGGCATGGGTCACCTTGTACC
CACTGTGGAGGTGGCAAAGCAACTAGTCGACAGAGACGAACAGCTTTCAATCACA
GTTCTCATCATGACGCTTCCTTTGGAAACAAATATTCCATCATATACTAAATCACTG
TCCTCAGACTACAGTTCTCGTATAACGCTGCTTCAACTTTCTCAACCTGAGACCTC
TGTTAGTATGAGCAGTTTTAATGCCATCAATTTTTTTGAGTACATCTCCAGCTACAA
GGATCGTGTCAAAGATGCTGTTAATGAAACCTTTAGTTCGTCAAGTTCTGTGAAAC
TCAAAGGATTTGTAATAGACATGTTCTGCACTGCGATGATTGATGTGGCGAACGA
GTTTGGAATCCCAAGTTATGTCTTCTACACTTCTAATGCAGCTATGCTTGGACTCC
AACTCCATTTTCAAAGTCTTAGTATTGAATACAGTCCGAAAGTTCATAATTACCTAG
ACCCTGAATCAGAAGTAGCGATCTCAACTTACATTAATCCGATTCCAGTCAAATGT
TTGCCCGGGATTATACTAGACAATGATAAAAGTGGCACCATGTTCGTCAATCATGC
ACGAAGATTCAGG
GAGACGAAAGGAATTATGGTGAACACATTCGCTGAGCTTGAATCACACGCTTTGA
AAGCCCTTTCCGATGATGAGAAAATCCCACCAATCTACCCAGTTGGGCCTATACTT
AACCTTGGAGATGGGAATGAAGATCACAATCAAGAATATGATATGATTATGAAGTG
GCTCGACGAGCAGCCTCATTCATCAGTGGTGTTCCTATGCTTTGGAAGCAAGGGA
TCTTTCGAAGAAGATCAAGTGAAGGAAATAGCAAATGCTCTAGAGAGAAGTGGTA
ACCGGTTCTTGTGGTCGCTAAGACGACCGCCACCAAAAGACACGCTACAATTCCC
AAGCGAATTCGAGAATCCAGAGGAAGTCTTGCCGGTGGGATTCTTTCAAAGGACT
AAAGGAAGAGGAAAGGTGATAGGATGGGCACCCCAGTTGGCTATTTTGTCTCATC
CTGCAGTAGGAGGATTCGTGTCGCATTGTGGGTGGAATTCAACTTTGGAGAGTGT
TCGTAGTGGAGTACCGATAGCAACATGGCCATTGTATGCAGAGCAACAGAGCAAT
GCATTTCAACTGGTGAAGGATTTGGGGATGGCAGTGGAGATTAAGATGGATTACA
GGGAAGATTTTAATAAGACAAATCCACCACTGGTTAAAGCTGAGGAGATAGAAGAT
GGAATTAGGAAGCTGATGGATTCAGAGAATAAAATCAGGGCTAAGGTGATGGAGA
TGAAGGACAAAAGTAGAGCAGCGTTATTAGAAGGCGGATCATCATATGTAGCTCT
CGGGCATTTTGTTGAGACTGTCATGAAAAACTAA

SEQ ID NO. 36
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Aminoacido

Glucosiltransferasa (NtGT3)

Nicotiana tabacum
MKETKKIELVFIPSPGIGHLVSTVEMAKLLIAREEQLSITVLIQWPNDKKLDSYIQSVAN
FSSRLKFIRLPQDDSIMQLLKSNIFTTFIASHKPAVRDAVADILKSESNNTLAGIVIDLFCT
SMIDVANEFELPTYVFYTSGAATLGLHYHIQNLRDEFNKDITKYKDEPEEKLSIATYLNP
FPAKCLPSVALDKEGGSTMFLDLAKRFRETKGIMINTFLELESYALNSLSRDKNLPPIY
PVGPVLNLNNVEGDNLGSSDQNTMKWLDDQPASSVVFLCFGSGGSFEKHQVKEIAY
ALESSGCRFLWSLRRPPTEDARFPSNYENLEEILPEGFLERTKGIGKVIGWAPQLAILS
HKSTGGFVSHCGWNSTLESTYFGVPIATWPMYAEQQANAFQLVKDLRMGVEIKMDY
RKDMKVMGKEVIVKAEEIEKAIREIMDSESEIRVKVKEMKEKSRAAQMEGGSSYTSIG
GFIQIIMENSQ

SEQ ID NO. 37

ADN

Glucosiltransferasa (NtGT3)

Nicotiana tabacum
ATGAAAGAAACCAAGAAAATAGAGTTAGTCTTCATTCCTTCACCAGGAATTGGCCA
TTTAGTATCCACAGTTGAAATGGCAAAGCTTCTTATAGCTAGAGAAGAGCAGCTAT
CTATCACAGTCCTCATCATCCAATGGCCTAACGACAAGAAGCTCGATTCTTATATC
CAATCAGTCGCCAATTTCAGCTCGCGTTTGAAATTCATTCGACTCCCTCAGGATGA
TTCCATTATGCAGCTACTCAAAAGCAACATTTTCACCACGTTTATTGCCAGTCATAA
GCCTGCAGTTAGAGATGCTGTTGCTGATATTCTCAAGTCAGAATCAAATAATACGC
TAGCAGGTATTGTTATCGACTTGTTCTGCACCTCAATGATAGACGTGGCCAATGAG
TTCGAGCTACCAACCTATGTTTTCTACACGTCTGGTGCAGCAACCCTTGGTCTTCA
TTATCATATACAGAATCTCAGGGATGAATTTAACAAAGATATTACCAAGTACAAAGA
CGAACCTGAAGAAAAACTCTCTATAGCAACATATCTCAATCCATTTCCAGCAAAAT
GTTTGCCGTCTGTAGCCTTAGACAAAGAAGGTGGTTCAACAATGTTTCTTGATCTC
GCAAAAAGGTTTCGAGAAACCAAAGGTATTATGATAAACACATTTCTAGAGCTCGA
ATCCTATGCATTAAACTCGCTCTCACGAGACAAGAATCTTCCACCTATATACCCTG
TCGGACCAGTATTGAACCTTAACAATGTTGAAGGTGACAACTTAGGTTCATCTGAC
CAGAATACTATGAAATGGTTAGATGATCAGCCCGCTTCATCTGTAGTGTTCCTTTG
TTTTGGTAGTGGTGGAAGCTTTGAAAAACATCAAGTTAAGGAAATAGCCTATGCTC
TGGAGAGCAGTGGGTGTCGGTTTTTGTGGTCGTTAAGGCGACCACCAACCGAAG
ATGCAAGATTTCCAAGCAACTATGAAAATCTTGAAGAAATTTTGCCAGAAGGATTC
TTGGAAAGAACAAAAGGGATTGGAAAAGTGATAGGATGGGCACCTCAGTTGGCGA
TTTTGTCACATAAATCGACGGGGGGATTTGTGTCGCACTGTGGATGGAATTCGAC
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TTTGGAAAGTACATATTTTGGAGTGCCAATAGCAACCTGGCCAATGTACGCGGAG
CAACAAGCGAATGCATTTCAATTGGTTAAGGATTTGAGAATGGGAGTTGAGATTAA
GATGGATTATAGGAAGGATATGAAAGTGATGGGCAAAGAAGTTATAGTGAAAGCT
GAGGAGATTGAGAAAGCAATAAGAGAAATTATGGATTCCGAGAGTGAAATTCGGG
TGAAGGTGAAAGAGATGAAGGAGAAGAGCAGAGCAGCACAAATGGAAGGTGGCT
CTTCTTACACTTCTATTGGAGGTTTCATCCAAATTATCATGGAGAATTCTCAATAA

SEQ ID NO. 38

Aminoéacido

Glucosiltransferasa (NtGT2)

Nicotiana tabacum
MVQPHVLLVTFPAQGHINPCLQFAKRLIRMGIEVTFATSVFAHRRMAKTTTSTLSKGLN
FAAFSDGYDDGFKADEHDSQHYMSEIKSRGSKTLKDIILKSSDEGRPVTSLVYSLLLP
WAAKVAREFHIPCALLWIQPATVLDIYYYYFNGYEDAIKGSTNDPNWCIQLPRLPLLKS
QDLPSFLLSSSNEEKYSFALPTFKEQLDTLDVEENPKVLVNTFDALEPKELKAIEKYNLI
GIGPLIPSTFLDGKDPLDSSFGGDLFQKSNDYIEWLNSKANSSVVYISFGSLLNLSKNQ
KEEIAKGLIEIKKPFLWVIRDQENGKGDEKEEKLSCMMELEKQGKIVPWCSQLEVLTH
PSIGCFVSHCGWNSTLESLSSGVSVVAFPHWTDQGTNAKLIEDVWKTGVRLKKNED
GVVESEEIKRCIEMVMDGGEKGEEMRRNAQKWKELAREAVKEGGSSEMNLKAFVQE
VGKGC

SEQ ID NO. 39

ADN

Glucosiltransferasa (NtGT2)

Nicotiana tabacum
ATGGTGCAACCCCATGTCCTCTTGGTGACTTTTCCAGCACAAGGCCATATTAATCC
ATGTCTCCAATTTGCCAAGAGGCTAATTAGAATGGGCATTGAGGTAACTTTTGCCA
CGAGCGTTTTCGCCCATCGTCGTATGGCAAAAACTACGACTTCCACTCTATCCAA
GGGCTTAAATTTTGCGGCATTCTCTGATGGGTACGACGATGGTTTCAAGGCCGAT
GAGCATGATTCTCAACATTACATGTCGGAGATAAAAAGTCGCGGTTCTAAAACCCT
AAAAGATATCATTTTGAAGAGCTCAGACGAGGGACGTCCTGTGACATCCCTCGTC
TATTCTCTTTTGCTTCCATGGGCTGCAAAGGTAGCGCGTGAATTTCACATACCGTG
CGCGTTACTATGGATTCAACCAGCAACTGTGCTAGACATATATTATTATTACTTCAA
TGGCTATGAGGATGCCATAAAAGGTAGCACCAATGATCCAAATTGGTGTATTCAAT
TGCCTAGGCTTCCACTACTAAAAAGCCAAGATCTTCCTTCTTTTTTACTTTCTTCTA
GTAATGAAGAAAAATATAGCTTTGCTCTACCAACATTTAAAGAGCAACTTGACACAT
TAGATGTTGAAGAAAATCCTAAAGTACTTGTGAACACATTTGATGCATTAGAGCCA
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AAGGAACTCAAAGCTATTGAAAAGTACAATTTAATTGGGATTGGACCATTGATTCC
TTCAACATTTTTGGACGGAAAAGACCCTTTGGATTCTTCCTTTGGTGGTGATCTTTT
TCAAAAGTCTAATGACTATATTGAATGGTTGAACTCAAAGGCTAACTCATCTGTGG
TTTATATCTCATTTGGGAGTCTCTTGAATTTGTCAAAAAATCAAAAGGAGGAGATTG
CAAAAGGGTTGATAGAGATTAAAAAGCCATTCTTGTGGGTAATAAGAGATCAAGAA
AATGGTAAGGGAGATGAAAAAGAAGAGAAATTAAGTTGTATGATGGAGTTGGAAA
AGCAAGGGAAAATAGTACCATGGTGTTCACAACTTGAAGTCTTAACACATCCATCT
ATAGGATGTTTCGTGTCACATTGTGGATGGAATTCGACTCTGGAAAGTTTATCGTC
AGGCGTGTCAGTAGTGGCATTTCCTCATTGGACGGATCAAGGGACAAATGCTAAA
CTAATTGAAGATGTTTGGAAGACAGGTGTAAGGTTGAAAAAGAATGAAGATGGTGT
GGTTGAGAGTGAAGAGATAAAAAGGTGCATAGAAATGGTAATGGATGGTGGAGAG
AAAGGAGAAGAAATGAGAAGAAATGCTCAAAAATGGAAAGAATTGGCAAGGGAAG
CTGTAAAAGAAGGCGGATCTTCGGAAATGAATCTAAAAGCTTTTGTTCAAGAAGTT
GGCAAAGGTTGCTGA

SEQ ID NO.40

Aminoacido

Dominio de direccionamiento de tricoma de sintasa de THCA
Cannabis

MNCSAFSFWFVCKIIFFFLSFHIQISIA

SEQ ID NO. 41
Aminoéacido
Dominio de direccionamiento de tricoma de sintasa de CBDA

Cannabis

MKCSTFSFWFVCKIIFFFFSFENIQTSIA

SEQ ID NO. 42
Aminoécido
Sintasa de THCA

Cannabis

MNCSAFSFWFVCKIIFFFLSFHIQISIANPRENFLKCFSKHIPNNVANPKLVYTQHDQLY
MSILNSTIQNLRFISDTTPKPLVIVTPSNNSHIQATILCSKKVGLQIRTRSGGHDAEGMS

YISQVPFVVVDLRNMHSIKIDVHSQTAWVEAGATLGEVYYWINEKNENLSFPGGYCPT
VGVGGHFSGGGYGALMRNYGLAADNIIDAHLVNVDGKVLDRKSMGEDLFWAIRGGG
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GENFGIIAAWKIKLVYDVPSKSTIFSVKKNMEIHGLVKLFNKWQNIAYKYDKDLVLMTHFI
TKNITDNHGKNKTTVHGYFSSIFHGGVDSLVDLMNKSFPELGIKKTDCKEFSWIDTTIF
YSGVVNFNTANFKKEILLDRSAGKKTAFSIKLDYVKKPIPETAMVKILEKLYEEDVGAG
MYVLYPYGGIMEEISESAIPFPHRAGIMYELWYTASWEKQEDNEKHINWVRSVYNFTT
PYVSQNPRLAYLNYRDLDLGKTNHASPNNYTQARIWGEKYFGKNFNRLVKVKTKVDP
NNFFRNEQSIPPLPPHHH

SEQ ID NO. 43
Aminoacido
MYBS8 - ortélogo para CAN738

Humulus lupulus

MGRAPCCEKVGLKKGRWTSEEDEILTKYIQSNGEGCWRSLPKNAGLLRCGKSCRLR
WINYLRADLKRGNISSEEEDIIKLHSTLGNRWSLIASHLPGRTDNEIKNYWNSHLSRKI
HTFRRCNNTTTHHHHLPNLVTVTKVNLPIPKRKGGRTSRLAMKKNKSSTSNQNSSVIK
NDVGSSSSTTTTSVHQRTTTTTPTMDDQQKRQLSRCRLEEKEDQDGASTGTVVMML
GQAAAVGSSCDEDMLGHDQLSFLCCSEEKTTENSMTNLKENGDHEVSGPYDYDHR
YEKETSVDEGMLLCFNDIIDSNLLNPNEVLTLSEESLNLGGALMDTTTSTTTNNNNYSL
SYNNNGDCVISDDHDQYWLDDVVGVDFWSWESSTTVTQEQEQEQEQEQEQEQEQ
EQEQEHHHQQDQKKNTWDNEKEKMLALLWDSDNSNWELQDNNNYHKCQEITSDKE
NAMVAWLLS

SEQ ID NO. 44
Aminoéacido
atMYB12 - ort6élogo para CAN739

Arabidopsis thaliana

MGRAPCCEKVGIKRGRWTAEEDQILSNYIQSNGEGSWRSLPKNAGLKRCGKSCRLR
WINYLRSDLKRGNITPEEEELVVKLHSTLGNRWSLIAGHLPGRTDNEIKNYWNSHLSR
KLHNFIRKPSISQDVSAVIMTNASSAPPPPQAKRRLGRTSRSAMKPKIHRTKTRKTKKT
SAPPEPNADVAGADKEALMVESSGAEAELGRPCDYYGDDCNKNLMSINGDNGVLTF
DDDIIDLLLDESDPGHLYTNTTCGGDGELHNIRDSEGARGFSDTWNQGNLDCLLQSC
PSVESFLNYDHQVNDASTDEFIDWDCVWQEGSDNNLWHEKENPDSMVSWLLDGDD
EATIGNSNCENFGEPLDHDDESALVAWLLS

SEQ ID NO.45
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Aminoacido
MYB112 - ort6logo para CAN833

Arabidopsis thaliana

MNISRTEFANCKTLINHKEEVEEVEKKMEIEIRRGPWTVEEDMKLVSYISLHGEGRWN

SLSRSAGLNRTGKSCRLRWLNYLRPDIRRGDISLQEQFIILELHSRWGNRWSKIAQHL

PGRTDNEIKNYWRTRVQKHAKLLKCDVNSKQFKDTIKHLWMPRLIERIAATQSVQFTS
NHYSPENSSVATATSSTSSSEAVRSSFYGGDQVEFGTLDHMTNGGYWFNGGDTFET
LCSFDELNKWLIQ

SEQ ID NO. 46

Aminoacido

Sintasa de THCA dirigido a citosélico (ctTHCAS)
Cannabis

NPRENFLKCFSKHIPNNVANPKLVYTQHDQLYMSILNSTIQNLRFISDTTPKPLVIVTPS
NNSHIQATILCSKKVGLQIRTRSGGHDAEGMSYISQVPFVVVDLRNMHSIKIDVHSQTA
WVEAGATLGEVYYWINEKNENLSFPGGYCPTVGVGGHFSGGGYGALMRNYGLAAD
NIIDAHLVNVDGKVLDRKSMGEDLFWAIRGGGGENFGIIAAWKIKLVDVPSKSTIFSVK
KNMEIHGLVKLFNKWOQONIAYKYDKDLVLMTHFITKNITDNHGKNKTTVHGYFSSIFHGG
VDSLVDLMNKSFPELGIKKTDCKEFSWIDTTIFYSGVVNFNTANFKKEILLDRSAGKKT
AFSIKLDYVKKPIPETAMVKILEKLYEEDVGAGMYVLYPYGGIMEEISESAIPFPHRAGI
MYELWYTASWEKQEDNEKHINWVRSVYNFTTPYVSQNPRLAYLNYRDLDLGKTNHA
SPNNYTQARIWGEKYFGKNFNRLVKVKTKVDPNNFFRNEQSIPPLPPHHH

SEQ ID NO. 47

Aminoéacido

Catalasa dirigida a tricoma con dominio de direccionamiento de tricoma de
sintasa de THCA

Arabidopsis thaliana

MNCSAFSFWFVCKIFFFLSFHIQISIAMDPYKYRPASSYNSPFFTTNSGAPVWNNNSS
MTVGPRGLILLEDYHLVEKLANFDRERIPERVVHARGASAKGFFEVTHDISNLTCADFL
RAPGVQTPVIVRFSTVIHARGSPETLRDPRGFAVKFYTREGNFDLVGNNFPVFFIRDG
MKFPDIVHALKPNPKSHIQENWRILDFFSHHPESLNMFTFLFDDIGIPQDYRHMDGSG
VNTYMLINKAGKAHYVKFHWKPTCGVKSLLEEDAIRLGGTNHSHATQDLYDSIAAGNY
PEWKLFIQIIDPADEDKFDFDPLDVTKTWPEDILPLQPVGRMVLNKNIDNFFAENEQLA
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FCPAIIVPGIHYSDDKLLQTRVFSYADTQRHRLGPNYLQLPVYNAPKCAHHNNHHEGFM
NFMHRDEEVNYFPSRYDQVRHAEKYPTPPAVCSGKRERCIIEKENNFKEPGERYRTF
TPERQERFIQRWIDALSDPRITHEIRSIWISYWSQADKSLGQKLASRLNVRPSI

SEQ ID NO. 48

Aminoéacido

Catalasa dirigida a tricoma con dominio de direccionamiento de tricoma de
sintasa de CBDA

Arabidopsis thaliana

MKCSTFSFWFVCKIIFFFFSFNIQTSIAMDPYKYRPASSYNSPFFTTNSGAPVWNNNS
SMTVGPRGLILLEDYHLVEKLANFDRERIPERVVHARGASAKGFFEVTHDISNLTCADF
LRAPGVQTPVIVRFSTVIHARGSPETLRDPRGFAVKFYTREGNFDLVGNNFPVFFIRD
GMKFPDIVHALKPNPKSHIQENWRILDFFSHHPESLNMFTFLFDDIGIPQDYRHMDGS
GVNTYMLINKAGKAHYVKFHWKPTCGVKSLLEEDAIRLGGTNHSHATQDLYDSIAAGN
YPEWKLFIQIIDPADEDKFDFDPLDVTKTWPEDILPLQPVGRMVLNKNIDNFFAENEQL
AFCPAIIVPGIHYSDDKLLQTRVFSYADTQRHRLGPNYLQLPVNAPKCAHHNNHHEGF
MNFMHRDEEVNYFPSRYDQVRHAEKYPTPPAVCSGKRERCIIEKENNFKEPGERYRT
FTPERQERFIQRWIDALSDPRITHEIRSIWISYWSQADKSLGQKLASRLNVRPSI

SEQ ID NO. 49

Aminoéacido

Catalasa HPIl (KatE) con dominio de direccionamiento de tricoma de sintasa de
THCA

Escherichia coli

MNCSAFSFWFVCKIIFFFLSFHIQISIAMSQHNEKNPHQHQSPLHDSSEAKPGMDSLA
PEDGSHRPAAEPTPPGAQPTAPGSLKAPDTRNEKLNSLEDVRKGSENYALTTNQGV
RIADDQNSLRAGSRGPTLLEDFILREKITHFDHERIPERIVHARGSAAHGYFQPYKSLS
DITKADFLSDPNKITPVFVRFSTVQGGAGSADTVRDIRGFATKFYTEEGIFDLVGNNTPI
FFIQDAHKFPDFVHAVKPEPHWAIPQGQSAHDTFWDYVSLQPETLHNVMWAMSDRG
IPRSYRTMEGFGIHTFRLINAEGKATFVRFHWKPLAGKASLVWDEAQKLTGRDPDFH
RRELWEAIEAGDFPEYELGFQLIPEEDEFKFDFDLLDPTKLIPEELVPVQRVGKMVLNR
NPDNFFAENEQAAFHPGHIVPGLDFTNDPLLQGRLFSYTDTQISRLGGPNFHEIPINRP
TCPYHNFQRDGMHRMGIDTNPANYEPNSINDNWPRETPPGPKRGGFESYQERVEG
NKVRERSPSFGEYYSHPRLFWLSQTPFEQRHIVDGFSFELSKVVRPYIRERVVDQLA
HIDLTLAQAVAKNLGIELTDDQLNITPPPDVNGLKKDPSLSLYAIPDGDVKGRVVAILLN
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DEVRSADLLAILKALKAKGVHAKLLYSRMGEVTADDGTVLPIAATFAGAPSLTVDAVIV
PCGNIADIADNGDANYYLMEAYKHLKPIALAGDARKFKATIKIADQGEEGIVEADSADG
SFMDELLTLMAAHRVWSRIPKIDKIPA

SEQ ID NO.50

Aminoéacido

Catalasa HPIl (KatE) con dominio de direccionamiento de tricoma de sintasa de
CBDA

Escherichia coli

MKCSTFSFWFVCKIIFFFFSENIQTSIAMSQHNEKNPHQHQSPLHDSSEAKPGMDSLA
PEDGSHRPAAEPTPPGAQPTAPGSLKAPDTRNEKLNSLEDVRKGSENYALTTNQGV
RIADDQNSLRAGSRGPTLLEDFILREKITHFDHERIPERIVHARGSAAHGYFQPYKSLS
DITKADFLSDPNKITPVFVRFSTVQGGAGSADTVRDIRGFATKFYTEEGIFDLVGNNTPI
FFIQDAHKFPDFVHAVKPEPHWAIPQGQSAHDTFWDYVSLQPETLHNVMWAMSDRG
IPRSYRTMEGFGIHTFRLINAEGKATFVRFHWKPLAGKASLVWDEAQKLTGRDPDFH
RRELWEAIEAGDFPEYELGFQLIPEEDEFKFDFDLLDPTKLIPEELVPVQRVGKMVLNR
NPDNFFAENEQAAFHPGHIVPGLDFTNDPLLQGRLFSYTDTQISRLGGPNFHEIPINRP
TCPYHNFQRDGMHRMGIDTNPANYEPNSINDNWPRETPPGPKRGGFESYQERVEG
NKVRERSPSFGEYYSHPRLFWLSQTPFEQRHIVDGFSFELSKVVRPYIRERVVDQLA
HIDLTLAQAVAKNLGIELTDDQLNITPPPDVNGLKKDPSLSLYAIPDGDVKGRVVAILLN
DEVRSADLLAILKALKAKGVHAKLLYSRMGEVTADDGTVLPIAATFAGAPSLTVDAVIV
PCGNIADIADNGDANYYLMEAYKHLKPIALAGDARKFKATIKIADQGEEGIVEADSADG
SFMDELLTLMAAHRVWSRIPKIDKIPA



