ES 2 988 846 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

AR v ~
> é ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 988 846
@Int. Cl.:

C12P 23/00 (
C12N 9/02 (2006.01
CO7K 14/415 (200601
(
(

2006.01)

C12N 15/82 :
C12N 15/52

)
)
2006.01)
)

2006.01

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: 30.07.2018 PCT/IB2018/055669
Fecha y nimero de publicacion internacional: 07.02.2019 WO019025935

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 30.07.2018  E 18759402 (3)

@ Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 07.08.2024  EP 3661951

Titulo: Genes y métodos para la preparacion biotecnolégica y compartimentacion de
apocarotenoides de alto valor afiadido

Prioridad: @ Titular/es:
03.08.2017 IT 201700089818 AGENZIA NAZIONALE PER LE NUOVE
03.08.2017 IT 201700089858 TECNOLOGIE,L'ENERGIA E LO SVILUPPO

ECONOMICO SOSTENIBILE(ENEA) (50.0%)
Lungotevere, Thaon di Revel, 76

00196 Roma, ITy

UNIVERSITY OF ZURICH (50.0%)

@ Inventor/es:

GIULIANO, GIOVANNI;
FERRANTE, PAOLA;

DIRETTO, GIANFRANCO;

APREA, GIUSEPPE;

DEMURTAS, OLIVIA COSTANTINA;
PIETRELLA, MARCO;

MARTINOIA, ENRICO y
FRANCISCO, RITA

Agente/Representante:
DURAN-CORRETJER, S.L.P

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la
traduccion de la patente:
21.11.2024

rvacion

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por la
Oficina Europea de Patentes

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 988 846 T3

DESCRIPCION

Genes y métodos para la preparacion biotecnolégica y compartimentacion de apocarotenoides de alto valor
afiadido

Sector técnico de la invencion

La presente invencion describe secuencias de ADN, vectores, proteinas y su uso para la produccion
biotecnoldgica de apocarotenoides de azafran de alto valor afiadido y su transporte en un compartimento
subcelular o extracelular determinado. La presente invencion en particular se refiere a genes, proteinas y
metodos para producir apocarotenoides de azafran en sistemas in vitro, en cepas modificadas genéticamente
de E. coli, de levadura y en tejidos vegetales.

Estado de la técnica

Crocus sativus L. (Iridaceae) es una planta perenne, triploide, estéril, propagada y cultivada en zonas
templadas como Espafia o Cachemira. Sus estigmas secos constituyen la especia del azafran, cominmente
considerada la especia mas cara del mundo, con precios que oscilan entre 2.000 y 7.000 €/kg. Los elevados
precios del azafran se deben al enorme trabajo manual asociado a la recogida de estigmas: 1 kg de azafran
seco requiere la recogida manual de unas 150.000 flores (http://www.europeansaffron.eu/). Los estigmas del
azafran acumulan una serie de compuestos apocarotenoides: la crocetina y sus formas glicosiladas
(crocinas), responsable de la coloracion roja de los estigmas, la picrocrocina, responsable de su sabor
amargo, y el safranal, responsable de su sabor pungente. Ademas de ser ingredientes alimentarios de alto
valor afiadido, los compuestos apocarotenocides del azafran tienen aplicaciones cosméticas y médicas tales
como, a modo de ejemplo no exhaustivo, la demostrada funcion protectora frente a enfermedades
degenerativas de la retina de la crocetina y las crocinas. Considerando estas aplicaciones y el elevado coste
de los apocarotenoides del azafran, que actualmente se producen mediante costosos procesos de extraccion,
existe un interés industrial en idear métodos biotecnol6gicos para su produccion a bajo coste, mediante la
expresion de las enzimas implicadas en su biosintesis en sistemas microbianos o en plantas altamente
productivas.

La biosintesis de dichos compuestos comienza con el corte simétrico, en las posiciones 7,8 y 7'.,8', de la
zeaxantina gracias a la dioxigenasa CCD2 (ver figura 1). Los dos productos de corte de la zeaxantina, 3-OH-
B-ciclocitral y crocetina dialdehido, se deshidrogenan y glicosilan para producir picrocrocina y crocinas,
respectivamente. En lo que respecta al segundo paso biosintético, la deshidrogenacion de crocetina
dialdehido en crocina, las solicitudes de patente W02013021261 y W02015132411 muestran que puede
catalizarse en levadura a partir de aldehido deshidrogenasa enddgena de levadura (ALDH) o de
deshidrogenasa exdgena de diversos origenes, incluida Crocus sativus.

Sin embargo, ninguna de las dos solicitudes de patente internacionales muestra datos sobre |a eficacia con la
que los ALDH descritos catalizan la reaccion. Considerando que la levadura no sintetiza crocetina dialdehido
ni crocetina, y que Crocus sativus incluye otros aldehidos, ademas de la crocetina dialdehido, que
probablemente sean el sustrato natural de las ALDH mostradas en las solicitudes de patente, para obtener la
produccién biotecnolégica de crocinas es necesario detectar ALDH(s) que catalizan eficazmente la
conversion de crocetina dialdehido en crocetina en los estigmas de Crocus sativus.

Shoib Ahmad Baba et al. "Andlisis integral del transcriptoma de Crocus sativus para el descubrimiento y
expresion de genes implicados en la biosintesis de apocarotenoides " describe el analisis del transcriptoma
de C.sativus para identificar genes implicados en la biosintesis de carotenoides/apocarotenocides. En el
estudio se identificaron varias enzimas implicadas en la biosintesis de apocarotenoides al comparar
secuencias de proteinas presentes en el transcriptoma con aquellas codificadas por genes conocidos.

El estado de la técnica reconstruido anteriormente resalta entonces la necesidad de proporcionar nuevas
proteinas, genes y métodos para una produccion eficaz de apocarotencides de Crocus sativus L., en
particular para la produccion de crocetina y crocina.

Caracteristicas de la invencion

La presente invencion se basa en el hallazgo de métodos y materiales para mejorar la produccion de
compuestos de la planta de azafran en sistemas recombinantes, asi como nucleétidos y polipéptidos utiles
para producir compuestos tales como crocina y crocetina.

Los inventores de la presente solicitud de patente han identificado y caracterizado sorprendentemente una
aldehido deshidrogenasa expresada en los estigmas de C. sativus capaz de catalizar la conversion de
crocetina dialdehido en crocetina con alta eficacia. Para ello se analizé un banco de secuencias expresadas
en el estigma de C. safivus mediante el algoritmo Blast y una secuencia de ALDH derivada de Bixa orellana,
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que cataliza la conversion de bixina dialdehido a norbixina (GenBank: CAD70189.1). Mediante este analisis
se obtuvieron diferentes secuencias de ALDH expresada en el estigma de C. sativus (CsALDH) (SEQ ID NO
1-8).

Las ALDH, a nivel de aminoacidos, tienen diferentes niveles de identidad con las ALDH mostradas en las
solicitudes de patente W0O2013021261 y W02015132411 y con la secuencia de Bixa orellana utilizada para
su identificacion (ver tabla 1 y figura 3). Sin embargo, los datos experimentales producidos por los inventores,
y mostrados en los ejemplos, muestran que soélo la enzima CsALDH7 que tiene la secuencia polipeptidica
SEQ ID NO 8 es capaz de convertir crocetina dialdehido en crocetina con alta eficacia.

CsALDH1 CsALDH3 CSTIE)I?HZ CsALDH7 (SEQ |SynALDH (SEQ ID
(SEQ IDNO 2) |(SEQIDNO 4) |(SEQIDNO 6) |ID NO 8) Genbank: NP_442494.1)

ALD1 78,31 37,47 27,05 25,57 26,87

ALD2 28,03 27,36 20,62 42,77 43,05

ALD3 100 38,90 26,38 27,63 26,91

ALD4 20,72 22,67 22,11 17,28 18,18

ALD5 74,90 38,49 27,94 26,54 28,34

ALD6 26,23 29,86 99,01 22,57 24,37

ALD7 74,30 37,40 27,44 27,82 26,70

ALDS 27,15 24,72 23,45 34,66 36,20

ALD9 24,60 27,31 20,36 99,79 43,42

BixaALDH |72,27 35,21 26,93 26,67 26,71

Tabla 1. Porcentaje de identidad de aminoacidos entre las ALDH descritas en la presente solicitud de
patente, las ALD descritas en los documentos W02013021261 y W02015132411 y ALDH de Bixa orellana
(en columna BixaALDH). Los porcentajes de identidad superiores al 95 % se muestran en pernos. SynALDH
es un ALDH de Synechocystis capaz de convertir apocarotenal y alcanal. Dicha ALDH puede expresarse en
una levadura, como Saccharomyces cerevisiae, 0 en una bacteria como Escherichia coli, disefiada para
acumular crocetina dialdehido mediante la expresion de genes exdgenos capaces de catalizar la sintesis de
zeaxantina y del gen CCD2 capaz de convertir zeaxantina a crocetina dialdehido. La expresion de |a proteina
ALDH puede obtenerse mediante el uso de secuencias de ADN capaces de mediar altos niveles de expresion
en el organismo seleccionado, segun métodos conocidos por el experto en la materia.

Ademas, los inventores, basandose en los datos de actividad, los analisis de los perfiles de hidrofobicidad y
las alineaciones de las secuencias de CsALDH descritas en el presente documento, lograron identificar las
secuencias consenso necesarias para obtener ALDH capaz de deshidrogenar aldehidos de apocarotenoides.
Mas en detalle han encontrado que para obtener ALDH capaz de deshidrogenar moléculas hidréfobas como
los aldehidos de los apocarotenoides es necesario que la enzima comprenda:

1) una region parcialmente hidréfoba situada aguas arriba del primer sitio de unién a NAD(P) (a
continuacion se muestra un ejemplo en fuentes subrayadas) y del primer residuo catalitico (N, en negrita)
(secuencias en las que habitualmente hay al menos 90, mas preferiblemente 100-150 aminoacidos
aguas abajo del comienzo de la proteina), que tiene, por ejemplo, la siguiente secuencia consenso:
TXXXXXXXXXEPXGXVLXISAWN (SEQ ID NO 21), en donde X es cualquier residuo de aminoacido,
ejemplos de dichas regiones son las siguientes secuencias TFPSVGNIVAEPFGVVLIISAWN (SEQ ID NO
22), TFPSSAQIVSEPLGVVLVISAWN (SEQ ID NO 23), TYSMMNFRVKKEPLGTVLIIGPYN (SEQ ID NO
24),

2) Una cola hidréfoba en el extremo carboxi terminal precedida y seguida por residuos hidréfilos (que se
muestran en el perno), que tienen, por ejemplo, la siguiente secuencia consenso:
KKXXXXXALLXXNIXAXXLAFFGFSKX (SEQ ID NO 28), en la que X es cualquier residuo de
aminodcido, ejemplos de dicha cola hidréfoba son KKRKIIRALLAGNIIALVLAFFGFSKS (SEQ ID NO 25),
KKKMVLKALLSSNIFAAILAFFGFSKDS (SEQ ID NO 26), KGGVKGALMRWLVVVAGYYLSAYMKARRA
(SEQ ID NO 27).

Los inventores han identificado y caracterizado ademas la enzima CsUGT2 (SEQ ID NO 10) que cataliza los
primeros pasos de glicosilacion de crocetina en crocinas, conduciendo a la formacion de crocina 1 y 2'
(crocinas que contienen 1 0 2 moléculas de glucosa, respectivamente). Dicha enzima tiene una identidad de
secuencia del 90,5 % con UGTC2, una enzima descrita en (Moraga et al., 2004, Planta, 219, 955-966) como
responsable de todos los pasos de la glicosilacion de la crocetina. Los inventores también identificaron y
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caracterizaron dos transportadores de azafran, altamente expresados en los estigmas, que son capaces de
transportar crocinas a través de una membrana lipidica. Dichos transportadores pertenecen a la familia de
transportadores de membrana ABC (cassette de union a ATP), subfamilia C. En el estado de la técnica no se
describe el uso de transportadores ABC para dirigir la acumulacién de crocinas en un determinado
compartimento celular.

Para identificar los transportadores mencionados anteriormente, se analizé un banco de secuencias
expresadas en el estigma de Crocus sativus mediante el algoritmo Blast y una secuencia del transportador
ABC, subfamilia C (ABCC), derivado de Arabidopsis thaliana (GenBank: AEC09006.1). Mediante este andlisis
se obtuvieron las secuencias de los transportadores denominados CsABCC1 y CsABCC2 (SEQ ID NO 11-14)
expresados en los estigmas de Crocus sativus. Dichos transportadores ABCC pueden expresarse en una
levadura, como S. cerevisiae 0 en una planta como Nicotiana benthamiana disefiada para acumular crocinas
mediante la expresion de genes exdgenos capaces de catalizar la sintesis de zeaxantina, del gen CCD2
capaz de convertir la zeaxantina en crocetina dialdehido, una de las ALDH caracterizadas por nosotros y
CsUGT2 capaz de convertir crocetina en crocinas 1 y 2'. Cuando se expresan en N. benthamiana, os
transportadores CsABCC1 y CsABCC2 muestran una ubicacion tonopléasica (membrana de vacuola) (figura
6). De esta forma, al expresar los transportadores CsABCC1 o CsABCC2 en plantas modificadas de N.
benthamiana, es posible obtener la acumulacion de crocinas en la vacuola.

Con base en lo dicho anteriormente la presente invencion se refiere a: Una secuencia de aminoacidos que
tiene una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2) o una
secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o mayor al 85% con SEQ ID NO 12
(CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2), en donde dicha secuencia de aminoacidos es una proteina
transportadora apta para transportar crocinas a través de una membrana lipidica.

Una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje
de identidad igual o mayor al 85 % con SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

Un vector de expresion que comprende:

- una secuencia de nucleétidos que codifica una aldehido deshidrogenasa que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO 8 (CsALDH7) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad
igual o superior al 98 % de SEQ ID NO 8, y/o

- una secuencia de nuclettidos que codifica una enzima que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
10 (CsUGT2) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o superior al 91 % de
la SEQ ID NO 10, y/o una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de transporte que tiene
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2) o una secuencia de
aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o mayor al 85 % con SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ
ID NO 14 (CsABCC2).

Un organismo o célula huésped recombinante que expresa:

- una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO
14 (CsABCC2) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o superior al 85 %
con SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

Un método para acumular crocinas en un compartimento subcelular determinado que comprende una etapa
de expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de transporte que tiene la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2), opcionalmente con secuencias
diana especificas para abordar un compartimento celular o extracelular especifico, en particular en el que
dicho compartimento subcelular es la vacuola.

La presente invencion se entenderd mejor mediante la siguiente descripcion detallada de algunas
realizaciones preferentes de la misma, proporcionada con referencia a los dibujos adjuntos, en los que las
figuras relacionadas ilustran:

Descripcion de las figuras

Figura 1 Ruta biosintética de apocarotenoides en azafran. Ruta biosintética propuesta para la biosintesis
de apocarotenoides. La zeaxantina se corta en las posiciones 7,8 y 7',8' mediante la actividad de un CCD
especifico de C. sativus (CCD2, Giuliano et al. Solicitud de patente RM2014A000415, Frusciante et al., 2014,
Proc Natl Acad Sci U S A, 111, 12246-12251). El producto de corte Ca, crocetina dialdehido, se convierte en
crocetina mediante una aldehido deshidrogenasa y luego en crocinas mediante la actividad de al menos dos
UDP-glicosiltransferasas (UGT).

Figura 2 Grupos de glucosa de las crocinas mas abundantes de C. sativus (crocinas 1-4).
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Figura 3 Arbol filogenético de las ALDH descritas en la presente solicitud de patente (designadas con
una mancha negra). El arbol se cre6 utilizando las secuencias de aminoacidos con el programa MEGA7
aplicando el método Neighbor-Joining con bootstrap en 500 replicaciones. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de distancia p y se representan en nimero de diferencias de aminoacidos por
sitio. Los nimeros que se muestran en las ramas designan la probabilidad (en porcentaje) de que esa rama
exista.

Figura 4. Modelo propuesto para la biosintesis/compartimiento de crocinas de azafran. La enzima
CCD2 corta la zeaxantina en el cromatoforo produciendo crocetina dialdehido que se transporta en el
citoplasma. La conversion de crocetina dialdehido en crocetina se realiza mediante la enzima CsALDH7 que
estd anclada a una membrana citoplasmatica, probablemente el reticulo endoplasmico (RE) mediante su cola
hidrofébica C-terminal y, junto con la enzima CsUGT?2, produce crocinas 1 y 2' en el citoplasma. Una segunda
UGT aun no identificada convierte las crocinas 1 y 2 en las crocinas 2, 3 y 4. Luego, las crocinas son
transportadas en la vacuola, mediante la accion de los transportadores tonoplasicos CsABCC1 y ABCC2.
Figura 5. Arbol filogenético de los transportadores ABCC. El arbol fue creado con el programa MEGA7
(Kumar S et al. Mol Biol Evol. [Epub ahead of print] PubMed PMID: 27004904) aplicando el método Neighbor-
Joining con bootstrap en 500 replicaciones. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
distancia p y se representan en numero de diferencias de aminodcidos por sitio. Los numeros que se
muestran en las ramas designan la probabilidad (en porcentaje) de que esa rama exista. Los transportadores
de C. sativus que caracterizamos estan designados por una mancha negra. Cs: Crocus sativus; Vv: Vitis
vinifera; At: Arabidopsis thaliana; Os: Oryza sativa.

Figura 6. Imagenes de microscopio confocal de hojas de N. benthamiana que expresan el transportador
CsABCC1 o CsABCC2 fusionado con la proteina fluorescente verde (CsABCCI:GFP; CsABCC2:GFP) y el
marcador tonoplasico yTIP fusionado con la "proteina fluorescente roja" (yTIP:RFP). Para cada transportador
se muestran las imagenes de fluorescencia de RFP y GFP. Se observa que la sefial de GFP, debido a la
expresion de los transportadores ABC fusionados a GFP, co-localiza con la sefial de RFP, debido a la
expresion del marcador tonoplasico yTIP, mostrando entonces que los dos transportadores ABC se ubican en
el tonoplasto.

Figura 7. Expresion de ALDH en E. coli.

(a) Representacion esquematica de las construcciones expresadas en la cepa de E. coli que acumula
zeaxantina. Cada gen se inserta en el vector pTHIO, fusionado en 5' con el gen de tiorredoxina y en 3' de
la secuencia que codifica una etiqueta para la purificacion (etiqueta His6). Cm": gen de resistencia al
cloranfenicol; Amp': gen de resistencia a ampicilina.

(b) Western blot realizado con un anticuerpo anti-Hisé de las proteinas totales extraidas de las cepas
bacterianas recombinantes antes y después de la induccién con arabinosa (-) y (+). Las flechas muestran
las proteinas CCD2 y ALDH.

Figura 8. Acumulacidon de crocetina en los clones bacterianos que expresan las enzimas CCD2 y
ALDH

(a) Cromatogramas HPLC-HRMS de crocetina (masa exacta extraida de ion M+H*=329,1747) del
estandar analitico (ESTANDAR) y de los clones bacterianos que sobreexpresan la enzima CCD2 sola
(CCD2) 0 en combinacién con las enzimas CsALDH7 o CsALDH1 (CCD2/CsALDH7; CCD2/CsALDH1).
Se observan dos picos de crocetina (isoforma trans y cis).

(b) Diagrama de los niveles de crocetina (isébmeros trans y cis) acumulados en los clones bacterianos
recombinantes. Los resultados se muestran como valores promedio de tres replicaciones biolégicas y las
barras de error representan desviaciones estandar. Plegado IS= plegado del patron interno (abundancia
respecto al patrén interno)

Figura 9. La enzima CsUGT2 cataliza la conversion de crocetina en crocina 1 y crocina 2'.

(a) Espectros de absorcion a 440 nm de los metabolitos extraidos de las reacciones de ensayos in vitro
realizados durante 60 minutos en ausencia (pTHIO) y en presencia de la enzima CsUGT2. Incluso se
muestra el espectro del extracto de azafran. t=trans; c=cis.

(b) Cromatogramas de HPLC/HRMS (masas exactas extraidas) de trans crocina 1 (M+H"=491,2275) y
trans crocina 2' (M+H"=653,2803) que se acumulan en presencia de la enzima CsUGT2. Los cuadros a
la izquierda del pico de las crocinas muestran su espectro de absorcién, mientras que los cuadros a la
derecha muestran el espectro de masas.

(c) Ruta temporal de la conversion de crocetina en trans crocina 1 y trans crocina 2 'en presencia de la
enzima CsUGT2. Los resultados se muestran como valores promedio de tres replicaciones biologicas y
las barras de error representan las desviaciones estandar.

Figura 10. Transporte de apocarotenoides de azafran mediante transportadores CsABCC1 y CsABCC2
de C. sativus.

(a) Abundancia relacionada (expresada como abundancia con respecto al estandar interno) de
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metabolitos glicosilados identificados en el extracto hidroalcohdlico de azafran mediante LC-HRMS. 1:
canferol 3-O-soforosido-7 glucésido; 2: canferol 3,7,4'-triglucésido; 3: canferol 7-soforosido; 4: canferol 3-
B-D-glucopiranésido; 5: canferol 3-rutinésido-7-glucésido; 6: acetilglucésido de canferol; 7: canferol -3-O-
rutinosido; 8: dihidrocanferol-7-O-glucésido; 9: isorhamnetina-3-4'-diglucésido; 10: ramnetina 3-
rutinésido; 11: quercetina-3-diglucoésido; 12: quercetina-3-O-rutindsido; 13: naringenina-7-O-glucosido
(isoforma 3); 14: picrocrocina; 15: transcrocina 5; 16: transcrocina 4; 17: cis-crocina 4; 18: transcrocina 3;
19: cis-crocina 3; 20: transcrocina 2; 21: cis crocina 2; 22: trans crocina 2'; 23: cis crocina 2'; 24: trans
crocina 1; 25: cis crocina 1.

(b) Transporte neto de metabolitos de azafran por transportadores de C. sativus CSABCC1 y CsABCC2 y
su control pNEV (vector vacio). Los experimentos de transporte se realizaron a temperatura ambiente
(RT), en hielo (ICE) y en presencia del inhibidor especifico de los transportadores ABCC, Probenecid (+
Probenecid). Cabe sefialar que a temperatura ambiente algunos metabolitos, principalmente crocinas, se
transportan, mientras que la reaccion se inhibe si se realiza en hielo o en presencia de un inhibidor de
probenecid. El transporte neto se calculé deduciendo los valores medidos en ausencia de ATP de los
valores medidos en presencia de ATP después de 15 minutos de transporte.

Los resultados se muestran como valores promedio de tres replicaciones bioldgicas y las barras de error
representan desviaciones estandar.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se ilustrard mejor con referencia a los siguientes ejemplos de realizaciones, que se
proporcionan a modo de ilustracion y no como ejemplo limitante.

En el presente documento se da a conocer, pero no forma parte de la presente invencion, una secuencia de
aminoacidos que tiene la SEQ ID NO 8 (CsALDH7), en la que dicha secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 8
es una aldehido deshidrogenasa apta para catalizar la conversién de crocetina dialdehido en crocetina con
alta efectividad. Se divulgan en el presente documento, pero no forman parte de la presente invencion,
secuencias de aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o superior al 98 % con la SEQ ID NO 8,
preferentemente igual o superior al 99 %. Dichas secuencias, por ejemplo, podrian tener mutaciones
conservativas con respecto a la SEQ ID NO 8 que no alteran sustancialmente |a eficacia y la especificidad
catalitica de la enzima.

Se describe en este documento, pero no es parte de la presente invencion, una secuencia de aminoacidos
que tiene SEQ ID NO 10 (CsUGT2), en la que dicha secuencia de aminoacidos CsUGT2 es una enzima
capaz de catalizar la glicosilacion de crocetina en crocina 1 y 2'. También se da a conocer en el presente
documento, pero no forma parte de la presente invencion, secuencias de aminoacidos con un porcentaje de
identidad igual o superior al 91 % de la SEQ ID NO 10, preferiblemente superior al 92 %, 95 % o al 99 % de
identidad.

La presente invencion se refiere ademas a los polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada entre SEQ
ID NO 12 (CsABCC1) y SEQ ID NO 14 (CsABCC2), en las que dichas secuencias de aminoacidos SEQ ID
NO 12 (CsABCC1) y SEQ ID NO 14 (CsABCC2) son proteinas de transporte capaces de transportar crocinas
a través de una membrana lipidica. La presente invencion también se refiere a secuencias de aminoacidos
con un porcentaje de identidad igual o superior al 85 %, preferentemente superior al 90 %, 95 % 0 99 % de
identidad respecto a la SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o a la SEQ ID NO 14 (CsABCC2). Tales secuencias, por
gjemplo, podrian tener mutaciones conservadoras con respecto a SEQ ID NO 12 (CsABCC1) y SEQ ID NO
14 (CsABCC2) que no alteran la funcion de transporte de proteinas especifica.

Las secuencias de aminoacidos aqui descritas pueden incluir aminoacidos adicionales que no participan en la
actividad enzimatica o de transporte especifica realizada por la proteina y luego dichas secuencias, por
gjemplo, podrian incluir ademas una etiqueta de purificacion (por ejemplo, etiqueta HIS o etiqueta GST) o
secuencias que estabilizan la proteina (por ejemplo tiorredoxina utilizada en las construcciones para la
expresion de enzimas ALDH en E. coli, figura 7a). En algunas realizaciones, las secuencias de aminoacidos
descritas en el presente documento podrian incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que actia
como indicador, por ejemplo GFP (proteina verde fluorescente). El porcentaje de identidad de cualquier acido
nucleico o polipéptido (secuencia de aminoacidos) con un acido nucleico o polipéptido de referencia se puede
determinar tal como lo conoce el experto en la técnica. Una secuencia de referencia (por ejemplo una
secuencia de acido nucleico 0 una secuencia de aminoacidos) se alinea con una o mas secuencias de
candidatos utilizando el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, parametros
predefinidos) que permiten realizar alineamientos de secuencias de acido nucleico o polipéptidos a lo largo de
toda su longitud (alineamiento global). Véase Chenna et al., Nucleic Acids Res., 31 (13): 3497-500 (2003).

La presente invencion también se refiere a las siguientes secuencias de nucledtidos: las secuencias de

nucleétidos que codifican una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 12
(CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2), por ejemplo la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO 11 o SEQ ID
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NO 13.

Segun una realizacion, podrian usarse secuencias de nucleétidos sintéticas, por ejemplo usando codones
optimizados segun la célula u organismo huésped recombinante seleccionado. Debido a la degeneracion del
codigo genético, para muchos aminoacidos existe mas de un triplete de nuclebtidos para codificar el mismo
aminoacido. Luego, el codén en la secuencia codificante de un polipéptido determinado puede modificarse
para optimizar la expresion en un organismo huésped particular, utilizando los métodos conocidos por el
experto en la técnica. Segun una realizacion, incluso todos los ADNc de las secuencias de nucledtidos aqui
descritas pertenecen a la presente invencion.

La presente invencion se refiere ademas a vectores de expresion, células huésped recombinantes y
organismos que expresan una o mas de las secuencias de aminoacidos aqui descritas. Podrian usarse los
vectores de expresion conocidos por el experto en la técnica para expresar la enzima o proteina implicada
adecuados para el sistema de expresion especifico. Los vectores de expresion se pueden encontrar
comercialmente 0 se pueden construir ad hoc tanto para la expresion en sistemas microbianos como
vegetales. Para expresar las proteinas de C. sativus en células bacterianas como vectores de gjemplo no
exhaustivos pTHIO-Dan1 (mostrado en la figura 7a), se pueden usar vectores pQE (Qiagen), vectores para la
serie pET (Invitrogen), mientras que los vectores para la expresion de levadura puede ser, por ejemplo, pNEV
(usado en la figura 10), pAG (gen Add), pYES (Thermo Fisher). Para la expresion de las enzimas y de los
transportadores en plantas, se pueden utilizar, por ejemplo, vectores derivados de pBI121 (Clontech) o de
pCAMBIA (Gambia).

Dichos vectores podrian comprender, ademas de las secuencias de nucledtidos aqui descritas, una "region
reguladora" (procaridtica y eucariota), es decir, una secuencia de nuclettidos que influyen en la transcripcion
o traduccion y la velocidad, la estabilidad y/o la movilidad de un producto de transcripcion o traduccion. Las
regiones reguladoras incluyen, por ejemplo, secuencias de promotores, secuencias de potenciacion,
elementos de respuesta, sitios para reconocer las proteinas, elementos inducibles, secuencias de unién de
proteinas, regiones no traducidas por 5' y 3' (UTR), intrones y combinaciones de los mismos. La region
reguladora estara unida operativamente a las secuencias de nucledtidos que codifican una o mas proteinas
de la presente invencion.

Las células y organismos recombinantes que incluyen las secuencias de nucleétidos o la expresion aqui
descritas podrian ser, sin ninguna limitacion, todos los sistemas de expresion conocidos por el experto en la
materia adecuados para expresar una 0 mas secuencias de aminoacidos involucradas, por ejemplo SEQ ID
NO 8 (CsALDH7, que no forma parte de la invencion), SEQ ID NO 10 (CsUGT2, que no forma parte de la
invencion) SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

Segun una realizacion, las células y organismos recombinantes expresan una 0 mas proteinas recombinantes
que tienen SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2), junto con la enzima CCD2 que corta la
zeaxantina en la posicién 7,8 y 7'.8". Segun una realizacién preferente, sera una célula u organismo
recombinante huésped que acumule zeaxantina.

Cualquiera de los organismos huéspedes aqui descritos puede ser un microorganismo, una planta o una
célula vegetal. El microorganismo puede ser, por ejemplo, una levadura como Saccharomyces cerevisiae o
una bacteria como Escherichia coli. La planta o célula vegetal puede ser, por ejemplo, Arabidopsis thaliana,
Nicotiana benthamiana, Zea mays, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Oryza sativa.

Una célula huésped recombinante descrita en el presente documento puede ser una célula de levadura, una
célula vegetal, una célula de mamifero, una célula de insecto o una ceélula bacteriana. En algunas
realizaciones, la célula de levadura es una célula de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Yarrowia lipolytica, Candida glabrata, Ashbya gossypii, Cyberlindnera jadinii, Pichia pastoris,
Kluyveromyces lactis, Hansenuia poiymorpha, Candida boidinii, Arxula adeninivorans, Candida albicans.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos y los polipéptidos aqui descritos se insertan en plantas. Por lo
tanto, un huésped puede ser una planta o una célula vegetal que incluye al menos un gen recombinante aqui
descrito. Se puede transformar una célula vegetal o una planta que tiene un gen recombinante integrado en
su genoma, es decir, se puede transformar de forma estable. Las células transformadas de forma estable
normalmente mantienen el acido nucleico insertado con cada division celular. Una célula vegetal o una planta
puede incluso ser transformada transitoriamente de modo que el gen recombinante no se integre en su
genoma. Las células vegetales transgénicas utilizadas en los métodos aqui descritos pueden constituir una
porcibn o una planta completa. Las técnicas para la insercion de &cidos nucleicos en plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas son conocidas en el estado de la técnica e incluyen por ejemplo la
transformacion mediada por Agrobacterium y |a electroporacion.

Segun una realizacion, las células y los organismos recombinantes se preparan para sobreexpresar enzimas
que conducen a la acumulacion del precursor de la ruta biosintética de los apocarotenoides en el azafran
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(zeaxantina), tales como por ejemplo crtE (Genbank ALK24264.1), crtYB (Genbank AAO73816 .1), genes crtl
(Genbank ALK24268.1) de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous y crtZ de la bacteria Erwinia
uredovora (Genbank ADD79330.1).

Los microorganismos hospedadores recombinantes podrian prepararse transformandolos con las secuencias
de nuclettidos, por ejemplo con los vectores descritos anteriormente, de acuerdo con las técnicas conocidas,
de modo de expresar las proteinas involucradas descritas aqui.

También se divulga, pero no forma parte de la presente invencion, un método para producir crocetina y/o
crocina en un organismo huésped o célula que acumula zeaxantina, que comprende una etapa de expresion
en dicho organismo de la enzima que tiene la secuencia de aminoécidos SEQ ID No. 8 (CsALDH7) y/o SEQ
ID N.° 10 (CsUGT2). También se divulga, pero no forma parte de la presente invencion, una realizacion en la
que el organismo o célula huésped recombinante se transforma con las secuencias de nucleétidos aqui
descritas, por ejemplo SEQ ID N. 7 (CsALDH7) y/o SEQ ID N. 9 (CsUGT2), para sobreexpresar las enzimas
involucradas.

La presente invencion se refiere ademas a un método para acumular crocinas en un compartimento
subcelular determinado de un organismo huésped recombinante que comprende una etapa de expresion de
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

En dichos métodos podria usarse cualquiera de los organismos o células recombinantes descritos en el
presente documento, en particular Saccharomyces cerevisiae y Nicotiana benthamiana transformados con
una de las secuencias o vectores descritos en el presente documento, para sobreexpresar las secuencias de
aminoacidos implicadas. Bajo el término "sobreexpresar” se entiende que los organismos recombinantes
expresan en mayor cantidad el gen exdgeno con respecto al posible gen endbégeno correspondiente.

En el presente documento se da a conocer, pero no forma parte de la presente invencién, un método para
deshidrogenar un aldehido de apocarotenoide, en particular para deshidrogenar crocetina dialdehido en
crocina, que comprende una etapa para deshidrogenar dicho aldehido con una aldehido deshidrogenasa que
comprende:

1) una region parcialmente hidréfoba situada después de al menos 90 residuos del extremo amino
terminal, preferiblemente después de 100-150 residuos, y antes del sitio de unién de nicotinamida
adenina dinuclettido fosfato (NAD(P));

2) una cola hidréfoba situada en el extremo C-terminal precedida y seguida por uno o mas residuos
hidréfilos, por ejemplo por dos, tres, cuatro residuos.

También se da a conocer, pero no forma parte de la presente invencion, una realizacion en la que dicha
region parcialmente hidréfoba tiene la siguiente secuencia consenso:

TXXXXXXXXXEPXGXVLXISAWN (SEQ ID NO 21), en la que X es cualquier residuo de aminoécido.
Ejemplos de dichas regiones son las siguientes secuencias TFPSVGNIVAEPFGVVLIISAWN (SEQ ID NO
22), TFPSSAQIVSEPLGVVLVISAWN (SEQ ID NO 23), TYSMMNFRVKKEPLGTVLIIGPYN (SEQ ID NO 24).

También se da a conocer, pero no es parte de la presente invencion, una realizacion en la que dicha cola
hidrofoba tiene la siguiente secuencia de consenso:
KKXXXXXALLXXNIXAXLAFFGFSKX (SEQ ID NO 28), en la que X es cualquier residuo de aminoacido.

Ejemplos de dicha cola hidréfoba son las siguientes secuencias KKRKIIRALLAGNIIALVLAFFGFSKS (SEQ
ID NO 25), KKKMVLKALLSSNIFAAILAFFGFSKDS (SEQ ID NO 26),
KGGVKGALMRWLVVVAGYYLSAYMKARRA (SEQ ID NO 27).

También se da a conocer, pero no forma parte de la presente invencion, una aldehido deshidrogenasa que
tiene en el extremo carboxilo terminal la secuencia de aminodcidos
KGGVKGALMRWLVVVAGYYLSAYMKARRA (SEQ ID NO 27) o una secuencia de aminoacidos con 80 % de
identidad, preferiblemente con 85 %, 90 %, 95 %, 99 % de identidad con SEQ ID NO 27. Ademas, la presente
invencion también se refiere a la SEQ ID NO 27 sobre si misma y a secuencias de aminodcidos con un 80 %
de identidad, preferiblemente con un 85 %, 90 %, 95 %, 99 % de identidad con esta secuencia.

También se da a conocer, pero no forma parte de la presente invencion, un método para evaluar la capacidad
de un transportador de transportar un metabolito determinado, en este documento denominado ensayo de
"transportémica”, que comprende los siguientes pasos:

- incubar una preparacion que comprende un transportador con un extracto vegetal complejo que comprende

una pluralidad de metabolitos;
- detectar la cantidad de metabolito que fue transportado.
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También se da a conocer, pero no forma parte de la presente invencion, una realizacién en la que la
preparacion utilizada en el método esta constituida por microsomas de levadura que incluyen el transportador
a caracterizar.

También se describe pero no forma parte de la presente invencion una realizaciéon en la que el extracto
vegetal serd un extracto hidroalcohdlico o un extracto obtenido con disolventes apolares de 6rganos o tejidos,
por ejemplo de Crocus sativus u otras plantas involucradas.

También se da a conocer pero no forma parte de la presente invencién un método para deshidrogenar el
retinal u otros apocarotenos (aldehido de apocarotenoides), con un nimero de atomos de carbono superior a
20 que comprende una etapa de deshidrogenar dichos aldehidos con una aldehido deshidrogenasa que tiene
SEQ ID NO 8 (CsALDH7).

También se da a conocer pero no forma parte de la presente invencidon un método para la conversion de
apocarotenos con un numero de atomos de carbono mayor o igual a 20 en el acido carboxilico
correspondiente en un organismo o célula huésped capaz de acumular los apocarotenos antes mencionados.
que comprende una etapa de expresion en dicho organismo o célula de la enzima que tiene una secuencia
de aminoacidos que tiene SEQ ID NO 8 (CsALDH7). También se divulga, pero no forma parte de la presente
invencion, una realizaciéon en la que el organismo huésped es una bacteria, una levadura o una planta
recombinante, por ejemplo seleccionada de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Yarrowia lipolytica, Candida glabrata, Ashbya gossypii, Cyberlindnera jadinii, Pichia pastoris, Kluyveromyces
lactis, Hansenula polymorpha, Candida boidinii, Arxula adeninivorans, Xanthophyllomyces dendrorhous,
Candida albicans especie, Escherichia coli, Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana, Zea mays, Solanum
lycopersicum, Solanum tuberosum, Oryza sativa.

Ejemplos
Ejemplo de referencia 1: Expresién de diferentes ALDH en bacteria E. coli.

Los genes que codifican la ALDH se aislaron a partir del ARN del azafran con oligonuclettidos especificos.
Luego, los genes se clonaron en un vector para la expresion en una bacteria que tenia una resistencia a los
antibiéticos diferente del vector que contenia CCD2 (métodos descritos en 5,6). Dichos vectores se
introdujeron en una cepa de E. coli capaz de producir zeaxantina y que contenia un vector que expresa
CCD2, y luego capaz de producir crocetina dialdehido (Giuliano et al. Solicitud de patente RM2014A000415,
Frusciante et al Proc Natl Acad Sci U S A 111 (33):12246-12251). Las cepas bacterianas asi obtenidas, cada
una de las cuales expresa tanto el gen CCD2 como uno de los genes ALDH (figura 7a), se cultivaron en
condiciones que conducen a la expresion de las proteinas CCD2 y ALDH (Giuliano et al. Solicitud de patente
RM2014A000415, Frusciante et al Proc Natl Acad Sci U.S.A 111 (33):12246-12251). Como controles se
utilizaron las cepas que incluian el vector vacio o el vector que incluia el gen CCD2 (figura 7a). El analisis de
la expresion proteica correcta se realizé mediante SDS-PAGE seguido de Western blot (figura 7b) realizado
como se describe en Demurtas et al. Front Plant Sci.. 7:54 ).

El microorganismo asi obtenido puede analizarse mediante uno de los métodos conocidos por el experto en
la materia para detectar la presencia y cantidad de zeaxantina, crocetina dialdehido y crocetina.

Ejemplo de referencia 2: Identificacién y cuantificacion de crocetina en una bacteria E. coli que
expresa diferentes ALDH.

La produccion de crocetina y la cuantificacion de los niveles producidos se analizaron en extractos obtenidos
de los clones recombinantes obtenidos mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
de alta resolucion (LC-HRMS). Después de la induccion de las proteinas CCD2 y ALDH, las células se
recogieron mediante centrifugacion y se resuspendieron en disolventes especificos para la extraccion de
metabolitos polares y apolares. Los metabolitos polares extraidos con metanol 75 % fueron separados con
una columna cromatografica C18 Luna de fase reversa (150 x 2,1 mm, 3um; Phenomenex) e ionizados
mediante electrospray (fuente ESI) (Fasano et al. New Phytologist 210: 1382- 1394). Por el contrario, los
metabolitos no polares se extrajeron con acetona, se separaron con una columna cromatografica C30 con
fase reversa (100 x 3,0 mm; YMC Europe) y se ionizaron mediante ionizaciéon quimica a presion atmosférica
(fuente APCI).

La masa correspondiente al ion derivado de la crocetina (M+H"=329,1747) se extrajo de los cromatogramas y
se compar6 con la del estandar auténtico (figura 8a). La crocetina producida existe en forma de 2 isbmeros:
trans e cis. Los niveles de crocetina trans y cis acumulados por cada cepa de bacteria recombinante se
muestran en la figura 8b.
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Ejemplo 3: Expresion de transportadores ABCC de C. sativus en microsomas de S. cerevisiae.

Los genes que codifican los transportadores CsABCC1 y CsABCC2 se aislaron a partir de ARN de azafran
con oligonucleotidos especificos. A continuacion, los genes se clonaron en un vector para la expresion en
Saccharomyces cerevisiae, pNEV-Ura, y se expresaron en una cepa de S. cerevisiae defectuosa para el
transportador ABCC "Yeast Bile Transporter1” (YBT1). Como comprobacion, se transformé la misma cepa
con el vector pNEV vacio.

A partir de las cepas transformadas de levadura se realizaron preparaciones de microsomas, es decir se
extrajeron las vesiculas totales del sistema endomembranoso celular como se describe en Tommasini et al.
Proc Natl Acad Sci USA. 93(13):6743-6748. Dichas vesiculas incluyen el transportador ABCC que se va a
caracterizar.

Para evaluar la integridad fisiologica de las vesiculas aisladas, analizamos la capacidad de transportar el
sustrato leucotrieno C4 (LTC4) (Leier et al., 1994, J Biol Chem 269(45): 27807-10).

Ejemplo 4: Desarrollo y uso de un ensayo in vitro para caracterizar la funcionalidad y estudiar la
especificidad de los transportadores ABCC de C. sativus.

Se prepar6 un nuevo ensayo in vitro, a diferencia del ensayo de transporte clasico, en el que las vesiculas se
dejan incubar durante periodos de tiempo preestablecidos con el supuesto sustrato, se lavan, se lisan y se
analiza el contenido mediante cromatografia liquida acoplada a un detector UV/visible. Con respecto a los
trabajos existentes en la literatura sobre la caracterizacion funcional in vitro de transportadores, la presente
invencion introduce el concepto de "transportomica”: el ensayo se basa en el analisis del transporte, realizado
por LC-HRMS, de todas las moléculas existentes en el extracto de azafran. Este enfoque, que prevé el uso
de un extracto crudo en lugar de estandares purificados comerciales, permite caracterizar el transporte
incluso de moléculas que no estan disponibles comercialmente; Ademas, al basarse en datos obtenidos con
espectrometria de masas de alta resolucion, en lugar de con detectores en serie de fotodiodos (PDA), el
sistema es extremadamente sensible y permite apreciar el transporte de metabolitos poco abundantes.

La figura 10a muestra el contenido de los principales metabolitos glicosilados existentes en el extracto
hidroalcohdlico de azafran, mientras que la figura 10b muestra los metabolitos que son transportados
especificamente por los transportadores CsABCC1 y CsABCC2 de C. sativus.

Con este método, entonces, se observé que los dos transportadores ABCC son capaces de transportar
diferentes crocinas ademas de algunos flavonoides (figura 10b, barras negras). Dicho transporte no se debe a
una simple extension de los sustratos sino que se debe a la accién de una enzima ya que al realizar el
ensayo en hielo (donde se reduce la actividad enzimatica) se nota la reduccion del transporte (figura 10b,
barras blancas punteadas). Ademas, el transporte se debe a la actividad de los transportadores ABCC, ya
que afnadiendo inhibidor de Probenecid (un inhibidor de los transportadores ABC) se obtiene una reduccion
considerable del transporte (figura 10b, barras blancas).

Procedimientos experimentales:

Aislamiento de genes de C. sativus.

Los genes CsALDH, CsUGT2, CsABCC1 y CsABCC2 fueron aislados mediante ARN extraido de estigmas de
azafran recogidos el dia anterior a la antesis y procedentes de la empresa Zafferanami, Varedo (M)
(http://zafferanami.tumblr.com/). En detalle, el ARN se retrotranscribié en ADNc mediante el kit de sintesis de
ADNc Omniscript RT (Qiagen). Las secuencias codificantes (CDS) de los genes se obtuvieron amplificando el
ADNc con la ADN polimerasa Phusion High Fidelity (NEB) con pares de oligonucleétidos especificos para
cada gen:
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CsALDH1T ATGGCTGCAACTAACAGCAATG(SEQ ID NO 15); TCACAGCCAAGGTGAGTTATAT (SEQ ID NO 34)
CsALDH3: ATGTCGATGCTACGCGETGG(SEQ ID NO 18); TCAAGACTCCAAGTTCCCC (SEQ 1D NO 33)
CsALDH4: ATGGGATTTACCAAGGAGCALC (SEQ ID NO 35); CTAGCCAAAGTTTATTCCCTG (S£Q 1D NO 36)
CsALDH7: ATGGCCTTCGATGGAGAGAAAG (SEQID NO 17), TCAAGATTTGGAGAAGCCAAAG (SEQIDND 18}
CslUGT2: ATGGAGCAGAAAGATCTGAA(SEQ 1D NO 19); TCATTTGCAACACTGATCTATG (SEQ 1D NGO 32)
CsABCC 1: ATGTCCTCCTCTCCCTAC{SEQ 1D NO 20)

; TCAAAGATCAGAAGAGCGGTT () (SEQ ID NO 31)

CsABCC2: ATGGGTTTCAAACCGCTTG(SEQ D NO 29); CTACATTTCAGCATTGTCC) (SEQ 1D NO 30)

Los amplicones obtenidos fueron luego clonados en vectores para la expresion en bacterias, levaduras y
plantas.

Caracterizacion funcional de enzimas ALDH mediante ensayo in vivo en bacteria.

Para analizar las actividades enzimaticas de varias ALDH, los genes se clonaron en el vector pTHIO (que
contiene el gen de resistencia a la ampicilina, Amp") (Trautmann et al., 2013, Febs j, 280(15): 3685-96) para
la expresion en bacteria y las construcciones obtenidas se insertaron mediante electroporacion en una cepa
de E. coli que acumula zeaxantina (que contiene el gen de resistencia a la kanamicina, Kan') descrita en
(Frusciante et al 2014, Proc Natl Acad Sci U S A 111 ( 33):12246-12251) y que porta el plasmido pTHIO-
CCD2 (que contiene el gen de resistencia al cloranfenicol, Cm") (figura 7a). Como control, se utilizd la cepa
que portaba unicamente el gen CCD2 o que portaba el plasmido pTHIO vacio. Las bacterias recombinantes
asi obtenidas se cultivaron a 37°C en medio liquido LB que contenia antibidticos con la mitad de
concentracion (25 pg/ml de kanamicina, 12,5 pg/ml de cloranfenicol y/o 50 pg/ml de ampicilina), hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 600 nm de 0,7. Luego se indujo la expresion de proteinas con arabinosa al
0,08 % a 20 °C durante 16 horas. Luego, las células se recogieron mediante centrifugacion y los sedimentos
bacterianos se resuspendieron en disolventes especificos para extraer los metabolitos polares/semipolares y
no polares. Los metabolitos polares/semipolares se extrajeron como se describe en (Fasano et al. New
Phytologist 210: 1382-1394) con pequefias modificaciones: los sedimentos provenientes de 50 ml de cultivo
liquido se resuspendieron en 10 ml de metanol frio, incluyendo 0,5 pg/ml de formononetina, Sigma-Aldrich),
se lisaron en hielo mediante sonicacion y se centrifugaron a 18.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante se
seco y se resuspendid en 200 pl de metanol al 75 %, se centrifugd adicionalmente durante 20 minutos para
eliminar posibles materiales agregados y se precipitd y se sometio a analisis HPLC-HRMS. Los metabolitos
no polares se extrajeron con el mismo procedimiento, utilizando acetona que incluia 0,5 pg/ml de acetato de
a-tocoferol para la extraccion y cloroformo para la resuspension.

Caracterizacion funcional de la enzima CsUGT2 mediante ensayo in vitro.

Para analizar la actividad enzimética de CsUGT2, el gen se clond en el vector pTHIO que contiene el gen de
resistencia a la espectinomicina, Spect) y la construccion obtenida se inserté mediante electroporacion en la
cepa de E. coliBL21 (pGro7) descrita en (Frusciante). et al 2014, Proc Natl Acad Sci U S A 111 (33): 12246-
12251). La expresion de la proteina CsUGT2 se indujo como se describe para ALDH. Luego se desarrollo un
ensayo in vitro utilizando el lisado bruto de las bacterias que sobreexpresan la enzima CSUGT2 obtenida
utilizando el tampon LEW como se describe en (Frusciante et al 2014, Proc Natl Acad Sci U S A 111 (33):
12246-12251). El ensayo se realiz6 en 100 pl de reaccién utilizando el lisado bacteriano que contenia 40 g
de proteinas totales, el sustrato crocetina (100 uM) encapsulado en 6-O-a-maltosil-p-ciclodextrinas y sustrato
UDP-glucosa (2,5 mM) como se describe en (Moraga et al., 2004, Planta, 219, 955-966). La reaccion se
realizé a 30°C y se detuvo en diferentes periodos de tiempo (0, 5, 10, 20, 60, 120 minutos) afiadiendo 100 pl
de etanol frio y congelando a -20°C. Los metabolitos polares/semipolares se extrajeron mediante sonicacion y
centrifugacion como se describe para las ALDHs.

Caracterizacion de la localizacidén subcelular de los transportadores ABC.

Los transportadores CsABCC1 y CsABCC2 se fusionaron en el extremo carboxi terminal con la "proteina
fluorescente verde mejorada" (eGFP) y se clonaron en el vector pBl121 (Clontech). Como marcador
tonoplasico se utilizo la proteina y-TIP fusionada a "Proteina Fluorescente Roja" (RFP) (Nelson, et al, 2007
Plant J 51(6): 1126-36). Las construcciones se insertaron mediante electroporacion en la cepa C58C1 de
Agrobacterium tumefaciens y las bacterias recombinantes se usaron para transformar de forma transitoria
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(agroinfiltracion) hojas de Nicotiana benthamiana como se describe en (Hamilton & Baulcombe, 1999,
Science 286(5441): 950-2). Las hojas fueron agroinfiltradas contemporaneamente al constructo que porta el
transportador ABC y con el marcador tonoplastico. 48 horas después de la infiltracion se observaron las hojas
con un microscopio laser confocal (Olympus FV1000). Se utilizaron laseres de 488 nm (Ar) y 635 nm (diodo)
para mostrar |a fluorescencia de GFP y RFP, respectivamente.

Caracterizacion funcional de transportadores ABC mediante ensayo in vitro.

Para analizar la actividad de los transportadores CsABCC1 y CsABCC2, los genes se clonaron en el vector
pNEV (Sauer & Stolz, 1994, Plant J 6(1): 67-77) para la expresion en levaduras. Las construcciones
obtenidas se insertaron mediante electroporacion en el mutante ybt1 de S. cerevisiae (MATa; ura3D::HIS3;
leu2-3, 112; his3-D200; bat1D1::URA3). Como control, la cepa se transformé con el vector pNEV vacio. A
partir de los transformantes obtenidos, se prepararon fracciones microsomales como se describe en
(Tommasini et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 93(13):6743-6748). La integridad de las vesiculas aisladas se
evalu6 mediante el andlisis de la capacidad de transportar el sustrato leucotrieno C4 (LTC4) (Leier et al.,
1994, J Biol Chem 269(45): 27807-10). Los ensayos de transporte de los metabolitos del azafran se
realizaron mediante |a técnica de filtracion rapida (Tommasini et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 93(13):6743-
6748) con filtros de acetato de celulosa (tamafio de poros: 0,45 um).. El ensayo ideado de "transportomica”
prevé, en lugar de estandares analiticos, el uso de extracto hidroalcohélico de azafran como sustrato. Dicho
extracto se prepar6 pulverizando 3 mg de estigmas secos (procedencia, Zafferanami), resuspiéndolos en 300
ul de metanol al 50 % frio y homogeneizando durante 40 minutos en Mixer Mill 300 a una frecuencia de 20 Hz
y finalmente centrifugando durante 20 minutos a 20000 gramos. El sobrenadante recuperado se caracterizo
por HPLC-HRMS y se utilizaron cantidades estandarizadas en los ensayos de transporte (contenido total de
crocinas igual a 320 pM). La reaccion de transporte se realizé en un volumen final de 650 L utilizando 100
uL de preparacion microsomal (que tiene una densidad 6ptica a 600 nm de 4 y un contenido de proteina total
de 400 pg), en tampoén de transporte (glicerol 0,4 M, KCI 0,1 M, Tris-MES 20 mM, pH 7.4) y luego se afiade
DTT 1 mM, MgSO, 6 mM o 1 mM (en presencia o ausencia de MgATP, respectivamente), 100 ug/ml de
creatina quinasa y 10 mM de fosfato de creatina. El ensayo de transporte se realizé en presencia o ausencia
de MgATP 4 mM. El ensayo se realiz6 a temperatura ambiente y se detuvo después de 30 segundos y
después de 15 minutos. Los ensayos de inhibicion se realizaron incubando los microsomas a temperatura
ambiente en la mezcla de transporte que contenia inhibidor de Probenecid (1 mM) durante 10 minutos y luego
agregando el extracto de azafran. Los ensayos de inhibicién en hielo se realizaron incubando en hielo los
tubos que contenian la mezcla de reaccion, inmediatamente después de la adicion de los microsomas. Todas
las reacciones de transporte se detuvieron mediante filtracién de 100 pl de mezcla de reaccion y lavado de
filtros con 2,5 ml de tampon de transporte frio tres veces. Las vesiculas recolectadas en los filtros se
disolvieron y los metabolitos se extrajeron incubando los filtros en 1 ml de metanol al 75 % y poniéndolos en
agitacion durante 20 minutos. Los lipidos de las vesiculas se eliminaron recogiendo 800 pl de muestra,
agregando 400 pl de cloroformo, agitando con vortex y molino mezclador durante 5 minutos a una frecuencia
de 20 Hz. Luego se agregaron 200 pl de agua ultrapura y los pasos se separaron mediante agitacion y
centrifugacion a 20000 g durante 20 minutos. La fase superior se recogio, se seco y se resuspendio en 80 pl
de metanol al 50 % que contenia 0,5 pg/ml de formononetina y se analizé mediante HPLC-HRMS.

Analisis HPLC-HRMS.

Las muestras se analizaron mediante un espectrometro de masas Q-exactivo (ThermoFisher Scientific),
acoplado a un sistema HPLC provisto de un detector de serie de fotodiodos (Dionex). Los metabolitos polares
extraidos con metanol al 75 % se separaron con una columna cromatografica C18 Luna con fase reversa
(150 x 2,1 mm, 3 um; Phenomenex) y se ionizaron mediante electrospray (fuente ESI) (Fasano et al. New
Phytologist 210: 1382-1394). . Por el contrario, los metabolitos no polares se extrajeron con acetona, se
separaron con una columna cromatografica C30 con fase reversa (100 x 3,0 mm; YMC Europe) y se
ionizaron mediante ionizacién quimica a presion atmosférica (fuente APCI).

La identificacion de metabolitos se realizd basandose en la masa exacta en comparacion con los estandares
auténticos. Las areas del pico de masa se normalizaron en el area del pico de masa del estandar interno
(formononetina o acetato de a-tocoferol) y las abundancias de metabolitos se mostraron como "veces del
estandar interno" (abundancia con respecto al estandar interno).

Se pueden usar métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para preparar los vectores de
expresion, las células recombinantes y los organismos segun la presente invencion. Estos métodos incluyen
técnicas in vitro de ADN recombinante, técnicas de recombinacion in vivo y técnicas de PCR. Véanse, por
gjemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., 1989, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York; Ausubel et al., 1989, CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, Nueva York, y PCR Protocols:
A Guide to Methods and Applications (Innis et al., 1990, Academic Press, San Diego, CA).

12



ES 2 988 846 T3

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS SECUENCIAS

CsALDH1 (SEQ ID NO 1)
SEQ. ADN CsALDH1 (1497 pb)

ATGGCTGCAACTAACAGCAATGGTATCTTCAAGCTTCCAGAGATCAAGTTCACCAAGCTTTTCAT
CAACGGAGAATTCOGTCGATTCCOGTCTCCGGGAGAACATTTGAGACAAGGCGACCCACGCAATGGC
GACGTTATAGCCAACATCGCAGAAGGAGATAAGGAGGACGTGGATTTIGGCOGGTGAAGGCAGCC
AGAGAAGCCTTCGACCACGGAAAATGGCCTCCAATGTCTGGTTATGAAAGGGGGAGGATCATG
ATGAAGTTTGCAGATTTGATTGAAGCAAACATAGAAGAATTGGCAGCACTTGACACCTTAGATG
CAGGAAAACTGCTCACTATGGGTAAGGCTGTAGACATCCCAGCAGCAGTACACATGATCCGCTA
CTACGCTGOGAGCTGCAGACAAGATACATGGOGGAGACACTAAAGTTGTCGAGCGAGTTICCAAGE
ATACACATTAAAGGAGCCCATCGGGGTGGTAGGGCACATAGTTCCCTGGAATTTCCCGACTGCG
ATGTTCGCTCATGAAAGTGGGCCCTGCCTTGGCTGCAGGCTGCACAATGATCGTCAAGCCAGCCG
AGCAAACCCCGCTCTCAGCTCTCTACTACGCGCACTTGGCAAAGGAGTCTGGTATTICCCGACGG
AGTAGTCAATGTTGTTACCGGOQTATGOGCCCAACAGCTGGTGCTGCTCTTTCTTCACACATGGATE
TTGACAAGATTAGTTTTACTGGCTCTACCCGAAATAGGACGGGTAGTGATGGAGGCAGCAGCAAA
GAGCAATCTAAAGCACGTATCGCTCGAGTTGGGTGGGAAGTCTCCTCTCATTIATTTTTGATGATG
CTAATTTGGACATGGCAGTTAATCTTGCCAGCATGGCCATCTTCTATAACAAGGGAGAAGTTTG
CTGTGCCGGATCTCGTATITATGTTCAGGAAGGGATATATGATGAGTTTCTGAAGAAGGCAGTG
GAAAAGGCAAAGAGTTGGOTGGTTGOAGACCCCTTTGATCCCAATGTTCAGAATGGGCCTCAGG
TCCGACAAGGCACAGTTTGAAAAAGTTCTCAGCTATATTCGAGCATGGTAAAAGAGAGGHGAGCCA
CCTTGCTGGCAGGAGGAAAAGCCTGTGGTCAGAAAGGCTACTGCATTGAACCAACAATCTTTAC
TCGATCGTCAAGGAGGATATGAAGATAGCACAAGATGAGATTTTTGGACCAGTCATGTCTCTCATG
AAATTTAAGACAATTGAAGAGGCAATAGAGAAAGCCAACACCACCAGATATOGGTTAGCAGCA
GGAATTGTGACGAATGACTTAAATGTGGCCAACAGCGTATCGAGATCAATTCGTGCCGGCACTG
TTTGCATCAATTGTTACTATGCTTTCGATGCAGAAACTCCCTTTGGCGGTTACAAGATGAGTGGA
TTTGGGAAGGATCAGGGACTCCATGCACTGGAGAAGTACTTCCAAGTGAAGTCTGTGGTCACTC
CTATATATAACTCACCTTGGCTGTGA

SEQ. AA CsALDH1 (498 aa) (SEQ ID NO 2)

MAATNSNGIFKLPEIKFTKLEINGEFVDSVSGRTFETRDPRNGD VIANIAEGDKED VDLAVKAAREAF
DHGKWPRMSGYERGRIMMKEFADLIEANIEELAALDTLDAGKLLTMGKAVDIPAAVHMIRY YAGAA
DKIHGETLKLSSEFQGYTLKEPIGVVGHIVPWNFPTAMFVMKVGPALAAGCTMIVKPAEQTPLSALY
YAHLAKESGIPDGVVNVVTGYGPTAGAALSSHMDVDKISFTGSTEIGRVVMEAAAKSNLKHVSLEL

GGKSPLIFDDANLDMAVNLASMAIF YNKGEVCCAGSRIY VQEGIYDEF VKKA VEKAKSWVVGDERY

DPNVONGPQVDKAQFEKVLSYIEHGKREGATLLAGGKACGQKGYCIEPTIF TDVKEDMKIAQDEIEG
PVMSLMKFKTIEEAIEKANTTRYGLAAGIVINDLNVANSVSRSIRAGTVWINCYYAFDAETPFGGYK
MSGFGKDQGLHALEKYLQVKSVVTPIYNSPWL

CsALDH3 (SEQ ID NO 3)
SEQ. ADN CsALDHS3 (1554 pb)

ATGTCCATGCTACGCOGTGGCTCTCTGTCGTCACCGTCTGCTCGGTTCTTCTCGTCACTTCCGCCGA
CAGATGAGTATGCGACTCGAAGGUGAGCAGTTTCTCAACTGAGCAATTCAGGGATTTTCAGGACTC
AGOGGTTCATTGCAGGGAAATGGCTTCGATTCTTATOATGOGGACAACCTTTGAGGTGAGAAACCC
TGCTACTGGGOATGTTATAGCAAAAGTGCCATCCATOGGOAGGAAGGAAACTTCAGATGCAAT
ATCTTCGGCGTACACTACTTTGAGTTCTTGGAGCAAACTCACTGCAAATCGAAAGGAGCAAATGC
CTCAGAAGATGGTACGATCTAATTATTACTCACAAGGAAGATCTTGCACTACTGATTACATTGG
AACAAGGGAAGCCTCTAACGGAGGCTCAGGGTGAGOGTCAGCTATGGTGCCAGCTTCATTGAATT
CTTTGCTGAGGAAGCAAAACGTGTGTATGGCGATATTATTCCTCCTCCTATAGCAGATCGACGA
CTATTTGTTTTGAAACAGCCAATTGGAGTGGTTGCAGCAATTACCCCATAGAACTTTCCTCTGAGC
CATOGATCGCACCGAAAGGTTGGCCCTGCTCTGGCTTGTOGGCTGCACAGTGOQTTGTTAAGCCTTCAG
AATTTACTCCTTITGACTGCACTGOGCTGCAGCTGAGCTCGCTCTTCAAGUTGGAATCCCACCAGGT
FCACTGAACATGGTTATGGGGAAGGCTTCTGATATTGCGAGACACTTTATTAGAGAGCACACAGG
TAAGGAAGCTCACTTTCACAGGTTCGACAGCTGTAGGGAAGAAGTTAATGGCAGGATCAGCTAG
TACAGTTAAAAAGGTATCCCTTGAACTTGGTGOGGAATGCACCTTGCATAGTCTTTGATGATGCA
AACTTGOATGTAGCAGTGAAAGGCTGYCTTGCTGCGAAGTTTCCGAAACAGTGGGCAAACATGCG
TCTGCGCAAACAGAATCCTGGTACAAGAAGOGTATCTATGAAAAATTTGCTAATGCATTTGCAAA
FGCTGTTCAAAATCTGCAAGTCGGCAATCGGCCTTGCTGAAGGCATAACTCAGGGTCCACTAATT
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AATGAAGCTGCCGTACAAAAGGTTGAATCGTTTGTCAAAGATGCAACTTCAAAGGGAGCCAATG
TTATACTTGGTGGAAGGAGGCACAGCCTCGGCATGACATTTTATGAGCCTACCGTACTCAGTAA
TGTCAAGAGTGATATGCTCATATCAAGGGAGGAAATATTTGGTCCAGTTGCACCGCTGATGCCT
TTTAAATCTGAAGAAGAAGTTATTCAGATGGCTAATGACACAAATGCTGGTCTAGCCGCTTACA
TATTTACAAACAGCATATCTCGGTCTTGGCGTGTATCTGAAGCTCTTGAATATGGTCTAGTTGGT
GTGAACGAAGGCATAATTTCTACAGAGGTGGCACCATTTGGAGGTTGTAAACAGTCTGGCCTTG
GACGAGAAGGTTCCAAATATGGGATGGATGATTACTTAGAACTCAAATATGTGTGCATGGGGAA
CTTGGAGTCTTGA

SEQ. AA CsALDHS3 (517 aa) (SEQ ID NO 4)

MSMLRVALCRHRLLGSSRHFRROMSMDSKGAVSQLSNSGIFRTQGF IAGKWLDSYDGTTFEVRNPA
TGDVIAKVPSMGREKETSDAISSAYTTLSSWSKLTANERSKCLRRWYDLITHKEDLALLITLEQGKPL

TEAQGEVSYGASFIEFFAEEAKRVYGDHPPPIADRRLE VLKOQPIGVVAAITPWNFPLAMIARKVGPAL
ACGCTVVVKPSEFTPLTALAAAEL ALQAGIPPGALNMVMGKASDIGDTLLESTOQVRKLTFTGSTAVG
KKLMAGSASTVKKVSLELGGNAPCIVEDDANLDVAVKGCLAAKFRNSGQTCVCANRILVQEGIYEK
FANAFAKAVONLQVGNGLAEGITQGPLINEAA VQEK VESEVKDATSKGANVILGGRRHSLGMTEFYEP
TVLSNVKSDMLISREEIFGPVAPLMPYKSEEEVIOMANDTNAGLAAYIFTNSISRSWRVSEALEYGLV

5 GVNEGHSTEVAPEGGCKQSGLGREGSKYGMDDYLELKY VCMGNLES

CsALDH4 (SEQ ID NO 5)
SEQ. ADN CsALDH4 1524 pb)

ATGGGATTTACCAAGGAGCACCAGTTCCTCTCCOAGCTCGGOGCTCGOGCCCGAGAAATCCCGGTT
GCTACGTCGCCGOGAAAGTGCAGGGGOAGCGGACCGGTAGTCTCCTCGTCGAATCCCGCGAACA
ATCAGGTTATAGCTGAGGTGOTGGAGGCATCAATGOAAGACTACGAGGATGGCATGAAGGCAT
GTTTTGATGCTTCCAAAATATGOGATGCAGATTCCAGCTCCOGAAGAGGGGAGAGATTIGTTAGACA
GATTGGCGAAGCATTGAGAAGCAAACTCCAGCACCTTIGGTAGGCTTOTCTCACTAGAAATGGGA
AAAATTCTTCCCGAAGGGATTGOTGAAGTTCAGGAAATAGTCGACATGTGTGATTATGCTGTTG
GOGTTAAGTCGGCAATTGAATGOATCAATCATACCOGTCAGAACGTCCGAACCACATGATGATGGA
QGTGTOGAATCCTCTTGGAATTGTAGGTGTTATTACAGCGTTTAACTTICCCGTGTGCTGTGCTTG
GTTGOAATOGCCTGCATTGCATTAGTATGTGGAAACTGTGTTGTTTGGAAAGGTGCACCAACAAC
ACCATTAATCACAATTGCTATGACTGAACTAGTTGCTGGGGTGTTGGAGAAGAATAATTTACCA
GGTGCAATTTTCACGTCATTTTIGTGGAGGTGCTGAAATIGGUCCAAGCAATAAGTCATGACACAC
GOATACCTCTQGTCTCATTTACTGGAAGTTCTAAGOTTGGTCTTATGGTGCAACAAACAGTTAGT
GAGAGATTTGGCAAATCTTITGCTTGAACTTAGTGOAAATAATGCTATAATTGTCATGGATGATG
CTGATATTCAACTTOCTGTACGTICTGTTCTATTTIGCTGCTOTTGGTACAGCTGGCCAGCGATGC
ACAACATGCCGAAGGCTGCTGGTTCACGAAAGCATATATCAAACTGTACTTGATCAATTGGTTG
GAGTCTATAAACAAGTGCAAATTGGAGATCCACTAGAGAAAGGCACCTTATTGGGACCGTTGCA
CACTTCTACTTCAAAGGAGAACTTCGTOGAAAGOTGTCCAGGCCATTAAATCCCAGGGAGGGAAG
ATCCTCGTTGOAGGTTCTGTCATAGAATCTGCCAGGAACTTTGTACAACCTACAATTGTCGAGAT
CTCTTCAGATGTACCAATTGTCAAAGAGGAGTTGTTTGOGTCCGOGTTCTTTATOTGATGAAATTTIC
AGACTTTAAAGGAAGCAATTGAAATAAACAACTCTGTACCACAAGGTTTAAGCAGCTCTATATT
CACACGCAAACCAGAAATTATATTICAAGTGGCTOGGGACCTCATGGCAGTGATTIGTGGAATTGTC
AATGTTAACATACCTACTAATOGGTGCTOAAATTGGCGGTGCGTTTGGCGGTGAAAAGGCTACTG
GAGGTGGCCGAGAAGCAGGOAGTOGATTCCTGOAAGCAATACATGAGGCGTTCAACTTGTACAA
10 TCAACTATGGGAGTGAACTCCCTCTGGCACAGGGAATAAACTTTGGCTAG

SEQ. AA CsALDH4 (507 aa) (SEQ ID NO 6)

MGEFTKEHQFLSELGLGPRNPGCY VAGKWRGSGPVVSSSNPANNQVIAEVVEASMEDYEDGMKACF
DASKIWMOIPAPKRGEIVROIGEALRSKLQHLGRLVSLEMGKILPEGIGEVOEIVDMCD YA VGLSROQL
NGSHPSERPNHMMMEVWNPLGIVG VITAFNFPCA VLOGWNACIALVCGNCVVWK GAPTTPLITIAMT
ELVAGVLEKNNLPGAIFTSFCGGAERIGQATSHDTRIPLVSETGSSKVGLIMVOQQTVSERFGKCLLELSG
NNAHVMDDADIQLAVRSVLFAAVGTAGORCTTCRRLLVHESIYQTVLEDOQLVGVYKQVOQIGDPLEK
GTLLGPLHTISTSKENFVKGVOQAIKSQGGKILVGGSVIESAGNE VOPTIVEISSDVPIVKEELFGPVLYV
MEFQTLEKEAIEINNSVPQGLSSSIFTREK PEIHEKWLGPHGS DCGIVNVNIPTNGAEIGGAFGGEKATGG
GREAGSDSWKQYMRRSTCTINYGSELPLAQGINFG
15
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CsALDH? (SEQ ID NO 7)
SEQ. ADN CsALDH? (1449 pb)

ATGOGCCTTCGATGGAGAGAAAGCTAAGGAGATGOTGAAGGAGCTCAGAGAGAGCTTCAACAAA
GGGACGACCAGGAGCTACGAGTGGAGGATGAAGCAGCTGAAGGCCATGGAGAAGATGACTGA
GGAGAAGGAGAAGGATATCATGGATGCCCTCCGAATCTGATCTCTCTAAGCCTCAGCTTGAGTCT
TICCTCCATGAGATTTCAATGGCAAAATCAGTATGTCAGTTTGCTGCTAAGAATITGAAACGATG
GATGAAACCAGAAAAGGTGCCAGCTCAACTTACAACTTTTCCATCAGTAGGAAATATTGTTGCA

GAGCCCTTTGGTGTTGTCCTGATCATCTCAGCATGCAATTTTCCCTTTITTGTTATCTCTCGAATCA
GTCATAGGAGCTATIGCAGCTGGTAATACTOTTGTTCTAAAGCCTTCGGAAATTGCACCTGCCAC
ATCATCATTGTTTGCAAGAATTTTACTTIGAGTATGTCGATACCTCATGCGTAAGAGTTGTCGAGEG
GCOCTGTTCCTGAAACAACTGCACTTCTAGAGCAGAAGTGGGATAAAATATTCTATACAGGTAA
TGGAAAAGTAGGGCGCGTCGTGATGGCTGCAGCTGCAAAGCACCTAACACCAGTTGTCTTGGAA
CTTGGAGGAAAATOGTCCAGTTGTTGTTGATTCAAATATCGATTITAAAAGTTGCGACCAAAAGAG
TTGTTGTTGGOAAGTGGGGATGCAACAATGOGACAAGCTTGCATAGCTCCAGATTATATCATAAC
AACAAAATCATTTGCCCCAAAGCTGGTGOGAGTCTCTGAAGATCACTTITAGAAAGGTTCTACGGC
GAGGATCCATTGGAAACGGAAGATCTGTCTCGTATTGTAAATGAAAATCATGTTGCGCGTTTGG
CAAGGCTCTTGGATGATGATATGGTTTCTGGCAAGATTATCTATGGTGGAAAGCGAGATGAGAA
GCGACTAAAGATAGCCCCAACACTGTTGTTAGATOTTCCTGACGATTCACTGATTATGAAGGAA
GAGATATTTGGTCCCTTGCTTCCAATTATTACGGTTGACAAGATTGAAGATAGTTTTGCTGTGAT
AAACTCGAAAACGAAGCCTCTTGCTGCTTACCTCTTICACCAAGAACAAGAACCTAGAGAGGATG
TTCOTGGAAACAGTATCTTCCGGAGGCATGCTAATTAACGACACGGTCTTACATGTTGCTAATCC
TTATTTGCCATTTGGTGGAGTTGOTGAGAGCGGAACTCGATCCTACCATGGTAAATTCTCGTTCA
ATGCGTTCAGTCATAAGAAAGCTGTTTTATCCCGTGGATTTGGAGGUGAAGTAGGGGCAAGGTA
TCCTCCTTATACAGATAAGAAGCGAAAGATTATAAGAGCATTIGCTTGCGGGTAATATTATAGCC
CTGGTTTTGGCTTTICTTTGGCTTCTCCAAATTCTTGA

SEQ. AA CsALDH7 (482 aa) (SEQ ID NO 8)

MAFDGEKAKEMVKELRESFNKGTTRSYEWRMKOLKAMEKMTEEKEKDIMDALESDLSKPOQLESFL
HEISMAKSVCQEFAAKNLKRWMKPEK VPAQLTTFPSVGNIVALEPFGVVLIISAWNE PFLLSLEPVIGAT
AAGNTVVLKPSEIAPATSSLYARILLEY VDTSCVRVVEGAVPETTALLEQKWDKIFYTGNGK VGRVV
MAAAAKHLTPVVLELGGKCPVVVDSNIDLKVATKRVVVGKWGONNGOQACIAPDYIITTKSFAPKLY
ESLKITLERFYGEDPLETEDLSRIVNENHVARLARLLDDDMVSGKHYGGKRDEKRLKIAPTLLLDVP
DDSLIMKEEIFGPLLPHTVDKIEDSFAVINSKTKPLAAYLFTKNKNLERMFVETVSSGGMLINDTVLH
VANPYLPFGGVOESGTGSYHGKFSFNAFSHKKAVLSRGFOGGEVGARYPPYTDKKRKIRALLAGNI
ALVLAFRIGESKS

CsUGT2 SEQ ID NO 9)
SEQ. ADN CsUGT2 (1380 pb)

ATGGAGCAGAAAGATGTGAACGGCAACAAATGCCACATCCTCCTCCTCCCCTOTCCAGCACAAG
GCCATATCAACCCCATTCTCCAATTCGGCAAGCGACTGGCCTCTCACAACCTCCTCACCACACTC
GTCAACACCCOAGTTCCTCTCCAACTCOACCAAATCCGAACCCGOTCCGOGTCAACATCGAGTGCA
TATCCGACGOGATTCGATICCGOGTGGOATGAATGCAGCACCTAGTCETCGGGCCTATTTCGACCG
ACTCGAGTCGGTCGGGTCAGAAACACTGTTTGGCCTCATCOGAGTCACTCCGOGTCCAGAGGCCGA
CCAGGCACATGTTTITGORTCTACGACCCOGTTCTTGCCTTGGGCAATGAACGTAGCCGAGCGGTCCG
GOGCTGCGOTCEGTCGCATTCTTTACTCAGCCOTGTGCAGTGOACACAATCTACCGCCACOTGTG
GGAGGGACGAATTAAGOTTCCOGTTACCGAGCCGGTCCGOTTGCCTGGATTGCCCCCACTCHAG
CCTAGTGATCTGCCGTCGTTCGTAACGGATTICGGACCCAGTCGTTAACCCGGATCTCTTGCCACT
TCTAGTGAATCAGCACAAAAATTTGGACAAAGCTGATATCGATGTTGATTAACTCCATATACGAG
CTAGAGCATCGAGGAATTTGATTGGATOGGAGTCCCOGATTACCATTACCOGTGAAGTCGATTGGGC
CGACCGTGCCETCTACTTATCTCGACAACCGAATCCCGTCOGATTCACACTATGCGATTCAATCTA
TACACCCCTGACACTACTCCCTACTTIGGACTGGCTCGACTCCAAGGCCCCGAACTCTGTCATCTA
TGTCTCATITGGTAGTTTGTCCAGTCTGAGCCCTGATCAAACCAATCGAGATTGCGTCGGGTCTGA
TCGCCACCAACAAAAGCTTTATTTOGGTGGTACGCACTTCGGAGTTAGCCAAACTCCCTRCC
CTTCACCCAAGAGAATGCGAGCCOTGGOCTGRTTOTGACCTOGTGCGACCAACTCGATGTCCTC
GCACACGTTGCGACCGOTTGCTTCGTGACTCACTOUGGATGGAACTCGACTATGGAAGGTATCG
CACTTGGTGTGCCGATGORTOGOAGTGCCGCAGTGOTCGOACCAGCCTATGAATGCCAAGTATGT
AGAGOATGTGTGOGAAGGTCGGCOGTGAGGGCGAAGACTTATGGGAAGGATTTTGTGAGAGGGGA
GGAGTTCAAAAGATGTGTGGAGGAGGTGATGGATGGAGAGAGGAGTGGAAAGATTAGAGAGA
ATGCCGCAAGGTGOTATAAGTTGGCCAAGGACTCTGTTAGTGAGGGTGGGAGTTCTGACAAGTG
TATCAAGGAGTTCATACATCAGTGTTGCAAATGA
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SEQ. AA CsUGT2 (459 aa)( SEQ ID NO 10)

MEQKDVNGNKCHILLLPCPAQGHINPILQFGKRLASHNLLTTUVNTRELSNSTKSEPGPY
NIECISDGE DSGOMNAAPSRRAYFDRLESVGSETLFGUIESLRSRGRPAHVLVYDPELPW
AMNVAERSGLRSVAFFTQPCAVDTIYRHVWEGRIKVPVTEPVRLPGLPPLEPSDLPSFVT
DSDPVVNPDLLPLLVNQHENLDKADMMLINSIYELEHEEFDWMESRLPLPVKSIGPTVES
TYLDNRIPSDSHYGFNLYTPDTTPYLDWLDSKAPNS VIY VSFGSLSSLSPDQTNEIASGL
IATNKSEFIWVVRTRELAKLPANFTOENASRGLVVIWCDOQLDVELEAHVATGCEVTHCGWNST
MEGIALGVPMVGVPQWSDOPMNAKYVEDVWKVGVRAKTYGKDEVRGEEFKRCVEEVMDGE
RSGKIRENAARWCKLAKDS VSEGGSSDRCIKEFIHQCCK

CsABCC1 (SEQ ID NO 11)
SEQ. ADN CsABCC1 (4491 pb)

ATCTCCTCCTCTCCCTACGATCTCACCTCCCTCACTTGCTCACCTCCCCCCACTTCCGACCCAATC
CAATGGCTCCGCTICETCGCCCTCTCCCCCTGTCCTCAGCGTCTCCICCTCTCCGCCGTCGATATT
CTCTTCCTCCTCTCCCTCCTCTTCACCCTCCTAAGAAGACTAATCTTCCTTCCAAACAACAACAAT
AATGAGGCCAGAAAGCCTCTCCTATCCCCGGATGAAGATCACAATGTTCCGTCAGCAAAAGTCA
ATACCAATCTACTCTTCAAGCTCTCCCTCGCTCTCTCCGCCGLCCCTTGCCGCCOCCTACCTCGTCC
TATTCGTCGTCGCTTTGGTTCGAATATCCCCACCGACGTGGCEGACTCGTCGAGTCGGCCTTCCTA
TTCTTACAATTCCTTACACAATCGTCCGTCGCGATTGTCGTCGGTCACGAGAAGAAGTTCCGLGC
CGAGAAGCACCCGCCGGCTCTCCOGCGCCTTICTGOGGTCGTCACCTTCGTCGTCGTCTCCCTCTTCT
CCOGTCTCCTCCGTCOCTAGGTTICGTCTCGAAGGGTTACGTCTCTCCCGACGATCCCGTCACCGTC
GCCGTCCTCGTCGCGAGCCTGCTCTTCCTGATAACCGCCGTAACCGGCGCOGACCGGCATATCGA
CGGGGACUGGACCGGCCOGGTAATTGCGACGCCGTCOGCGGRAGAAGGTGACCGGATACGCGACCG
CATCGCTGCTCICGCGCGCCACOTGGCACTGGATGAACCCGUTCATGGCGAAGOGGATACCGGGA
GCCGATCACGATCGGCGACGTGCCGTCGCTCTCCCCGGAGCACCGGGCGGAGCGGTTGCTGGAG
ACGTTCCGATCCAACTGGCCCGAACCCGCAACCCGOTCCAACCACCCGGTCCGGACCGCGCTGO
TCAAGTCCTTCTGOCCCCACCTCCTCCTCACCOCCGTCCTCTCCATCCTCAAGCTCACCGTCATART
ACGTGGOGCCCACCCTCATCCAGGGCTTCGTCOGACTICACCTCCGGGGACCGCGCCTCCCCGTA
CGAGGGATICCGCCTCGTATTCATTTTGCTGGTGGCGAAGTTCTTICGAGGTGCTGTGCGCGCACT
AGTACAACTTCCAGTCGCAGAAGCTCOGGGATOGATGATAAGGTCGTGCCTGATCACGTCGCTGTA
CCGOAAGGGCCTOCGOCTATCGTGCGCCOCCAQGCAGGCOCACOGGHTGOGGATGATCOGTCAA
CTACATGGCTGTCGACGCGCAACAGCTAGCCGACATOATGTTGCAGGTGCACTACATATGGCTC
ATGCCAGTGCAGGTTAGCGTCGCCATTGCOGCTGCTGTATACTTATCTGGGTCCGTCGGTTACGTC
GGCAGTCGCTGGGATCGCTGCAGGTOCTCGTGTICGTCGTGCTGGGGACAAAGAGGAATAATAGG
TATCAGTTTAATTTGATGACTATCGAGGGATAAGCAGAATGAAGGCAACTAATGAGATGCTTAACT
ATATGAGGGTGATCAAGTTTCAGGCGTGGGAGGAACATTTTGATGAGAGGATCAAGAAGTTCA
GACAAATGGAGTTTGGCTGGCTATCTAGGTTCATGTACTCCATCTCCGGCAACATCATCGCCCTA
TGGAGCGCGCCGGTGCTCGTCTCCTCCCTCGTGTTCGGCACGTGCGTATTCGCTGGGGTCCACCT
CGACGCCOGCCTCGTCTTCACCGCCACCTCATTCTTCAAGATCCTCCAGGAACCCCTCCGGAACT
TCCCCCAAGCAATCGATCTCCGCATCCCAAGCGATGATCTCGCTCGACCGGCTCGACTCCTACATG
ACCAGCGOAGAGCTCGACGAGGCGGCGGTGCAGAGAATAGACGGCTGCGATCGACGACGTGGCG
ATCGAGTTGAAGGACGGGGTTTTCGGATGGGAGGACAGGGAGGACGCGGAGAAGGAGAAGGA
GAAGGCGTOGCTGAGGGACATAAACATGORAGOTGAAGAGGGETTCGCTCGCGGCAGTOGETGGG
GACCOGTCGGCTCOGGGAAAGTCOTCOGCTCATCTCGTGCTTGCTCGGCGAGATGCAGAAGATCTCG
GGAACGGTTAGGGTTTGTGGCACTACTGCCTATGTTGCACAGACTGCATGGATTCAGAATGGGA
CTATTGAAGATAACATCCTATTTGGACTGCCGATGGACCGGOAGAAATACAAGGAAGTAATCCG
TGTTIGTTGCTTACAGAAGGACATGGAAATGATGGAGTTTGGGGACCAGACTGAGATTGGTGAG
AGAGGAATAAATCTCAGCGGTGGTCAAAAGCAAAGGATACAGCTGGCTAGGGCTGTGTATCAA
GATTGTGATATCTACCTGCTCGATGATATCTTCAGTGCTGTTGATGCTCACACTGGTTCTGAAAT
CTTCAAGGAATGTGTGAGGGGTGCACTCAGCAAGAAGACGGTCATACTTGTGACTCATCAAGTG
GATTTCTTGCATAATGCTGATCTCATCCTGGTAATGAGAGAAGGGACGATCGTACAATACGGAA
AATACAATGATTTGCTGGGTTCTGCGAACAGATTTTGCAGCTCTAGTCGCTGCTCACGACAGTTCA
ATGGAGTTAGTCGAACAGGGTTCTCACAGCAATGAATCCAATAACCCACAGGATAAAGCATCG
GATCAGCCTATCAGGAACTACGGGCAGTCTAACGGGGCAAATGGGTCGATGAACTCGCCCAAG
AAGGAAAAGGOGATCGTCAAAGCTCATAAAGGAGGAGGAGAGGGAGACCGGTCATGTCAGCTG
GAATGTTTACAAGAGGTACATCACCGAGGCTTGGGGTTTGTGGGGGCCOCTCACGGTTACCGCT
ATTGCATTTGTGTGGCAGGGTTCGCTAATGTCAAGTOGATTACTGGTTGGCATATGAGACATCCGA
AGATAACGCTTCCTCTTICCGTCCCTCGCTATTTATTGAAGTTTATTCTGGCATIGCCGTTATTIC
GATCTTTICTTGTGGCGGCAAGGTCCTTTCTTATAGCGTATTTGGGGUTGAAGACTGCTCAGATTT
TTTTCAAGCAGATTITGAACAGTCTCTTGCATGCTCCGATGTCGTTCTTTGACACGACACCTTCA
GGAAGAATTCTCAGTCGGGCATCATCAGATCAAACCAACATCCGATCTGTTTCTTCCCTTCTTITGT
GGGOATGACTGTGTCAATGTACATIACAGTGCTTAGTATCATCTTTATTACGTGTCAGAGTGCAT
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GGCCAACAATCATAGCCATTTICCCACTAGGATGGCTGAACATTTGGTACAGGAATTACTATCTC
GCAACATCTCGCGAGCTAACTCGAATCGACTCGATCACGAAAGCACCCGTCATTCATCACTTTYIC
AGAGACTATTCITGGTGTCATGACAATAAGGTGCTTCAGAAAAGAGCAAAGGTTTTCTCGAGGAG
AATTTAAAAAGAGTCAATACAAACTTAACCAATGATTITTCACAACAACGGTGCAAATGAGTGGT
TGOGTTTTCGTTTAGAACTGATTGGTTCAGTTGTCTTGTGCATATCTGCTCTTCTCATGGTCATGC
TOCCTAGCAATTTCATTAAACCAGAACTTGTTIGGTTTATCTCTTTICTTATGGTCTCTCGCTGAATT
CTGTACTATTTTIGGGCGOGTATGGATCAGTTGCTTCATAGAGAATAAGATGGTCGTTAGTTGAAAG
GATAAAGCAGTTCACCAACATTCCCTCCGAAGCAGCATGGAGGATTGAAGGCTGCCTTCCTACA
CCAAATTGGCCCAATAGAGGAGATATTACTCTGAACGATCTGAAGGTTAGATATCGACCAAATA
CCCCTCTAGTTCTGAATGGCATTACATTGACCATTAAAGGGGGCGAGAAGGTTGGAGTAGTGGG
TCGAACTGOQAAGCGGCAAATCGACATTGATACAAGTTCTATTCAGAATTGTAGAGCCTTCTGAG
GGGAAAATAATCATCGATGGAGTAGACATTTGTACACTGGGCCTTCACGATCICCGGTCACGTY
TTGGCATTATTCCTCAAGAACCCGTTCTCTTTGAAGGAACTGTGAGAAGCAACATCGATCCAATT
GGACAATATICAGATGAAGATATATGGCAGAGCCTGGATCGTTGCCAACTCAAAGATGCCGTGG
CTTCAAAACCTGAAAAACTCOATGCTTTIGGTGGTTGATAACGGAGAGAACTGGAGTGTTGGCCA
GAGGCAGCTTTTGTGTTTAGGCCGTGTTATGCTCGAAGCGCAGTCGAATTICTATTTATGGACGAAG
CGACTGCTTCCGTGGATTCACAGACCGATGCTGTGATTCAAAAGATCATTCGAGAAGACTTCTC
JGCTTGTACTATTATCAGCATTGCTCATAGAATACCCACAGTCATGGATTGTGATAGAGTGCTGG
TTATCGATGCAGGACTGGCAAAAGAGTTCCGACAGCCCAGUCAACTTGATAGATCGGCCATCTCT
CTTTGGCGCATTGGTTCAGGAGTATGCGAACCGCTCTTCTGATCTTTGA

5  SEQ. AA CsABCC1 (1496 aa)(SEQ ID NO 12)

MSSSPY DL TSLTCSPPPTSDPIOWLREVALSPCPORLLLSAVDILFLLSLLFTLLRRLUIFLPNNNNNEAR
KPLLSPDEDDNVPSAKVNTNLLFKLSLALSAALAAAYLVLFVVALVRISPPTWRL VESAFLFLQFLTQ
SSVAIVVGHEKKFRAEKHPPALRAFWYVTEVVVSLESVSSVAREF VEKG Y VESPDDPVTVAVL VASLLE
LITAVIGATGISTGTDRPVIATPSAEKVTGYATASLLSRATWHWMNPLMAKGYREPITIGDVPSLSPE
HRAERLLETPFRSNWPEPATRENHPVRTALLKSFWPHLLLTAVLSILKLTVMY VGPTLIQGE VDETSGD
RASPYEGFRLVFILLVAKFFEVLCAHQYNFOQSQKLGMMIRSCLITSLYRKGLRLSCAARQAHGVGMI
VNYMAVDAQQLADMMLOQVHYTWLEMPVOQVSVAIALLY TYLGPSVTISAVAGIAAVLVEVVLGTKRN
NRYQFNLM

TMRPEKRMKATNEMLNYMRVIKFOQAWEEHF DERIKKFROMEFGWLSREMYSISGNUALWSAPVL VS
SLVEFGTCVFAGVHLDAGLVFTATSIFKILQEPLRNFPOAMISASQAMISLDRLDSYMTSGELDEAAY
QRMDGCDDDVAIELKDGVFGWEDREDAEKEKEKAWLRDINMEVKRGSLAAVVGTVGSGKSSLISC
LLGEMOKISGTVRVCGTTAY VAQTAWIQNGTIEDNILFGLPMDREKYKEVIRVCCLOKDMEMMENG
DQTEIGERGINLSGGOQKQRIQLARAVYQDUIYLLIDIFSAVDAHTGSEIFKECVRGALSKKTVILVT
HQVDEFLHNADLIL VMREGTIVOQYGKYNDLLGSGTDFAAL VAAHDSSMEL VEQGSHSNESNNPOQDK
ASDOQPIRNYGQSNGCGANGSMNSPKKEKGSSKLIKEEERETGHVSWNVYKRYITEAWGLWGPLTVTAI
AFVWOQGSLMSSDYWLAYETSEDNASSFRPSLFIEVYSGIA VISIFL VAARSFLIAYLGLK TAQIFFKQIL
NSLLHAPMSFEDTTPSGRILSRASSDOTNIDLFLPFF VGMTVSMYTTVESHFITCQSAWPTHAIFPLGW
INIWYRNYYLATSRELTRIDSITKAPVIHHFSETILGVMTIRCFREEQRESEENLEKR VNTNL TNDEHNN
GANEWLGFRLELIGSVVLCISALLMVMLPSNFIKPEL VGLSLSYGLSINSVELEWAVWISCFIENKMVL
VERIKQFINIPSEAAWRIEGCLPTPNWEPNRGDITLNDLEVRYRPNTPLVLNGITLTIKGGEKVGVVGR
TGSGKSTLIQVLFRIVEPSEGKIIDGVDICTLGLHDLRSRFGIHPQEPVLFEGT VRSNIDPIGQYSDEDIW
QSLDRCQLEDAVASKPEKLDALVVDNGENWSVGORQLLCLORVMLKRSRILFMDEATASVDSQTD
AVIQKHREDFSACTHSIAHRIPTYMDCDRVLEVIDAGLAKEFDSPANLIDRPSLIGAL VOEYANRSSDL

CsABCC2 (SEQ ID NO 13)
10  SEQ. ADN CsABCC2 (4881 pb)

ATGGOTTTCAAACCGCTTGOTTGGTACTGCCGGCCCGTCAAGGATGGATTGTGGTCAATGACGG
TGCATAATGCTCTGOGGTGCCTACACTCCCTGCACCATGGAGACCATTGTGGTTGGTATCTCCCAT
CTGGCTCTTTTTGGCACGTGCTTCTATCGTATATGGCGGATCGAGTAGGGATGTAACTGTGAAGAG
ATACTGTTTGAGGTCTAAGTACTACCATATCCTGCTCGGACTGCTTGCTGCTTTICTGCACTTIGG
AGCCTCTICTTCAGGCTGGTGTTCGGTATATCAATCATGGATATCGATCATCACACTAGCCTTCCA
CCATTTGAGATCCTGTCACTGATTGTTGAGGCTGTTGCTTGGTGTTGTATGCTTGTAATGCTTGG
AATGGAAAGTAAGGTTTATATCCATGAATTTCGGTGGTACGTCCGTTTTGTAGTCCTCTATGTCT
TGGTTGGGCGAGACTGCTGTTITTTAATCTTIGTTCTCTCTGTTAGAGAGTACTATCGAGGAATCCGTC
TITTATCTTTACACCAGCGTGATAGTCTGCCAGTTTITTGTTTGGATTTCTTCTGCTAATTCATATG
CCAACGCTCGATCCGTTCCCTGGATATACTCCCATTAGAGACCAAGTGTTITGTCGATAACACAG
AATACGAGTCCCTTGCTGGAGAAGAGCATATTITGTCCTOGAGAGGCATGTCAATTTATTGTCCAA
AATACTCTTTTCCTGOGATGACTCCCCTCATGCAACAAGGCTATAGAAAACCTATCACTGAGAGH
GATGTGTGGAAATTAGATTICATCGGGATACTACAGAGACGTTGTATAGCAACTTCCAGAAATGCT
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GGCTTGAGGAATCCAAGAAACCCAAACCTTGGTTGTTOAGAGCACTACATAGTAGCCTTGGGGG
AAGATTTTGGCTTGGAGGCTTTTTCAAGATTGGCAATGATCTCTCTCAGTTITGTGGOTCCCACGA
TTTTGAATCTCCTCTTACAATCTATGCAAGAAGGGGATCCATCCTGGAATGGCTACATCTACGCA
TTCGCAATTTTTGCTGGAGTGGTATTTGGCGTGCTTTCTCGAAGCACAATACTTTCAGAATGTTAT
FCGTGTCGGCTTTCGTTTCAGGTCTACATTGGTTGCTGCAGTATTTCGCAAATCACTAAGATTAA
CACATGAAGGTCGGAGAAAATTITGCATCAGGGAAGATAACTAACTIGATCGACAACTGACGCAG
AATCACTGCAGCAAATATGCCAACAGCTTCACAGTTTATGGTCAGCTCCTTICAGAATCATTTTG
TCTATTATCCTTCTCTACCAGGAGCTTGGTGTTGCTTICACTAGCAGGCGCACTGATGCTTIGTTCTC
ATGTTTCCAATACAAACATTGGTGATAAGCAAAATGCAGAAATTAACTAAGOAGGGTATICAAC
GCACTGACAAGAGAATTGOTCTAATGAATGAGTTATTGGCTGUCTATGGACACTG TGAAATGCTA
TGCTTGGGAGCAGAGCTTCCAGTCTAAAGTGCAAAGTATTCGUGATGATGAACTTTICTTGGTTCC
GCAAATCCCAGCITTTAGGATCGTTGAATTCCTTTATGCTGAA TAGCATTCCAGTTGTGGTCACG
GTGOTTITCTTTTGGAGTTTATTCCTTACTTIGGAGGGAACTTGACACCTGCAAAGGCATTCACATC
ACTTTCACTGTTTGCAGTACTOCGGTTTCCTCTOTICATGCTTCCAAATTTCGATAACTCAGOGTTGT
GAACACAAAAGTCTCACTAGATAGGTTAGAGGGTCTATTTTTGGCCGAGGAGAGAATACTGTTG
CCAAATCCACCTCTTGACCCAACCCTTCCAGCCATCTCAATTAAGGATGGATACTTCTCGTGGGA
TCGGAAGCAGGAGAGGCCCACGTTATCAAATATTAACTTIGGATATACCTGTTGCAAGCTTGGTT
GCCATTGTTGGAAGCACTGOAGAAGGGAAAACGTCACTTGTGTCGGCAATGATIGGTGAGCTAC

CACCAAAACCAGAAACAAACACAAATOTTACTATTCGAGGAAGTGTTGCCTACGTTCCCCAAGT
TTCATGGATATTCAATGCAACTGTACGGGACAACATATIGTTTGGATCTCCATTTCAACCATTAC
FCTATGAGGAGGCAATCAAGGTGACTGUTTTGCAGCATGATCTAGATACACTTCCGGGTGGTGA
CCTCACGOAGATTGGTGAAAGAGGTGTAAATATCAGTGGTGGACAAAAGCAAAGAGTATCCAT
FGCAAGGGCTOTGTATTCTGATICTOATGTATATATATTTCGATGATCCTTTGAGTOQCTTTAGATG
CCCATGTTGOTAGAGAGGTTTTTGAACAGTGTATTGAGGATAAACTTAGAGGGAAAACACGTGT
TCTTGTTACAAACCAGCTACATTTICTGCCAAATGTGGATAGAATTATTGTTGTTCATGAAGGTA
TGOTTAAAGAGGAGGGUACCTTTGAAGAGCTTAGTAACAACGGTTTIGCTTTICCAGAAGTTAAT
GGAAAATGCTGGGAAAATOGAGGAGCAAATAGAAGAGAAGAAAACCGAAACCAATGACAAAG
AGAGCTCAAAATTGATTGAAAATGGAGAAACTATGAAAACTGAAAATGGCTTGTTGAAGAGTG
AACAAAAAGGGAATAATGGAAAAGAAGGAAAGACTGTACTTATCAAACAGGAGGAACGTGAA
ACAGGTGTTATAAGTTCAAAAGTTCTCCGCAGATACAAGAACGCATTIGGGTGGGATATGGGTTG
TTGCGOGTTCTCTTTACATGTTATATACTCACAGAAGTTCTTAGAATCTCTAGCAGCACCTGGCTA
AGTTCTTGGACAGATCAGAGCTCAACAAAGACCCATGORGCCAGGATATTATAATCTGATCTATG
CACTTCTTTCTTTTGGTCAGGTAATGGTCGACTCTGGTAAACTCCTATTGGTTAATTATTAACAGTC
TTCATGCTGUCAAGAGATTGCATGATGCCATGUTGAACTCTATATTGCGAGCTCCGATGGTCTTC
TTTCATACCAATCCACTTGGGUGGATAATAAACAGATTITGCCAAAGATTTAGGTGATATTIGATC
YCAATGTTGCTOTTTTTGTCAGCATGTTTCTGCAACAAGTCATGCAGCTCCTTTICGACTTITTGTAC
TTATAGGCTTTGTCAGCACTTITATCGCTGTGGGCCATCATGCCACTOCTGATTTTATTCTATGCAG
CCTATTTGTATTACCAGAGTACTGCACGTGAAGTAAAGCGGTTAGATTCTATCACAAGATTCTCCT
GTCTATGCACAATTTGGAGAAGCATTAAATGGTCTGTCTACAATCCGTGCATACAAGGCATATG
ATAGGATGGCTGCAATTAATGGGAAATCAATGOACAATAATATCAGATATACGCTTGTGAATAT
GGOGTGGAAATCOATGGCTTGCTATCCAGTTTGGAAACATTGGOGOGGCATTATGATTTGGCTTACA
GCAACATTTGCTGYCATGCAAAACCAACGTGCAGAAAACCAGCAGGCATITGCATCAACAATGG
GTCTTICTICTTTCTTATGCTTTAAATATTACCAGCTTATTGACTGCTGTGTTGCOGGCTTGCAAGTA
TTGCTGAGAATAGTTTGAATGUTGTTGAGCGAATTGGGACTTACATAGAATTIGCCTTCTGAGGCT
CCACTTGTTATTGAAGATAACAAACCTCCTCCAGGTTGGCCATCATCAGGTGTTATCAAATTTCA
AGATGTAGTTCTTCGATATAGACCAGAACTTCCTGCTOTTCTTCATGGAATATCCTTCACAATTG
CTGOAAGTGAGAAGATTGGAATAGTTGGGAGGACAGGTGCTGGAAAGTCTAGTATGCTTAATG
CATTGTTTCGGATTGTGGAACTGGAAAGAGGAACAATTTITATTGATGAGTACGATGTTITCGAA
ATTTGGTCTITTGGATITACGGAAAGCTCTGGGGATAATTICCTCAATCACCTGTTCTGTTTTICTGG
GACTGTCCGTTTTAATCTGGACCCCTTCAATGAGCATAATCGATGCAGATCTTTGGGAAGCTTTGG
AGAGAGCACATCTAAAAGATGTCATACGQAGGAATGCACTAGGGCTTGATGCTGAGGTTGCAG
AAGCAGGOGAAAATTTTAGTGTTGGACAAAGACAGCTACTOGAGTCTTGCTCGTGCATTATTIGAG
GAGATCAAAAATCCTTGTACTTGATGAAGCAACAGCAGCTOTTGATGTCCAAACTGATGCCCTT
ATCCAGAAAACAATCAGAGAAGAATTCAAGTCATGCACGATGCTCATTATAGCGCATCGTTTGA
ACACTATAATTGATTOGTGACAAGGTTTTACTCCTTGAAGGTGGCCAGGTACTAGAATTTGACAG
ACCAGAAAATCTTCTTTCGAATGAAGATAGTGCTTTCTCCAAAATGGTCCAGAGCACTGGAGCA
GCCAATGCTCAATATTTAAGGGGTITGGCCOGTTGCGGACCGATCAAACAAGGAAGAGACCAGC
AGGCAAGATGGCCAAAGCAGGTGGCTTGCCTCTATTICGCTGGGCAGCAGCTGUCTCAATATGCAC
TTGCCCAGAGCCTAACATCTITCACATAATGACCTCCAGAGATTGGAGATTGAGGATGAGAATAG
CATTCTCAAGAAAACAAAGGATGCCGTTATCACCTTGCAGAACGTTTTGGAAGGAAAGCACGAT
TCAGTGATTGAAGAGAGCTTIGAATCAGTATCAAGTCCCCAGAGAGAGATGGTOGGTCATCTCTAT
ATAAAATGATTGAAGGTCTTGCOGTTGATCAGTAGATTGGCCCATAACAGGCTTCAACATCCAGA
ATTTGTGTTTGAAGATCGTTCACTTGATTGGGACAATGCTGAAATGTAG
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SEQ. AA CsABCC2(1626 aa)( SEQ ID NO 14)

MGFKPLGWYCRPVEKDGLWSMTVINALGAYTPCTMETIVVGISHLALFGTCFYRIWRMSRDVTVKR
YCLRSKY YHILLGLLAAFCTLEPLFRLUVEGISIMDIDHHTSLPPFEILSLIVEAVAWCCML VMLGMESK
VYIHEFRWYVRFVVLY VL VGETAVENLVLSVREY YEESVEYLYTSVIVCQFLFGFLLLIHMPTLDPFP
GYTPIRDOVEVDNTEYESLAGEEHICPERHVNLLSKILFSWMTPLMOQGYRKFPITERDVWKILDSWDT
TETLYSNFQKCWLEESKKPKPWLLRALHSSLGGRFWLGGEFFKIGNDL SQFVGPTILNLLLQSMOQEGD
PSWNGYIYAFAIFAGVVEGVLSEAQYFONVMRVGFRLRSTLVAAVIRKSLRLTHEGRRKYASGKITN
EMTTDAESLQOQICQQLUHSLWSAPFRULSHLLYQELGVASLAGALMLVLMFPIQTL VISKMOQKL TKEG
IQRTDKRI
GLMNELLAAMDTVKCYAWEQSFOSKVOSIRDDELSWIRKSQULGSLNSEFMLNSIPVVVTVVSEGVY
SLLGONLTPAKAFTSLSLYAVLREPLEMLPNLITQVVNTKVSLDRLEGLFLAEERILLPNPPLDPTLPAL
SIKDGYFSWDRKEERPTLSNINLDIPVGSLVAIVGSTGEGKTSLVSAMIGELPPKPETNTNVTIRGSVA
YVPQVSWIFNATVRDNILFGSPFQPLRYEEAIKVTALOHDLDTLPGGDL TEIGERGVNISGGQKQRVS
MARAVYSDSDVYIFDDPLSALDAHVGREVFEQCIEDKLRGKTRVLVINQLHFLPNVDRIIVVHEGM
VKEEGTFEELSNNGLLFQKLMENAGKMEEOQIEEKK TETNDKESSKLIENGETMK TENGLLKSEQKG
NNGKEGKTVLIKQEERETGVISSEVLRRYKNALGGIWVVAVLFTCYIL TEVLRISSSTWLSSWTDQSS
TKTHGPGYYNLIYALLSFGOVMVTL VNSYWLIINSLHAAKRLHDAMUNSILRAPMVFFHTINPLGRI
NRFAKDLGDIDRNVAVFVSMFLQOVMOLLSTFVLIGFVSTLSLWAIMPLLILFYAAYLYYQSTAREV
KRLDSITRSPVYAQI GEALNGLSTIRAYKAYDRMAAINGKSMDNNIRYTL VNMGGNRWLAIRLETL
GGIMIWLTATFAVMONQRAENQQAFASTMGLLLSYALNITSLLTAVLRLASIAENSLNAVERIGTYIE

LPSEAPLVIEDNKPPPGWPSSGVIKFQDVVLRYRPELPAVLHGISEFTIAGSEKIGIVGRTGAGKSSMLN
ALFRIVELERGTIFIDEYDVSKFGLLDLRKALGHPOSPVLESGTVRENLDPENEHNDADLWEALERAH
LEKDVIRRNALGLDAEVAEBAGENES VGORQLLSLARALLRRSKILVLDEATAAVDVOQTDALIQKTIRE
EFKSCTMLIAHRLNTHDCDKVLLLEGGOVLEFDRPENLLSNEDSAYSKMVOQSTGAANAQYLRGLA
VADRSNKEETSRODGQRRWLASIRWAAAAQYALAQSLTSSHNDLOQRLEIEDENSILKKTKDAVITLQ
NVLEGKHDSVIEESLNQYOQVPRERWWSSLYKMIEGLALMSRLAHNRLQHPEFVFEDRSLDWIDNAE
M
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de aminoacidos que tiene una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ
ID NO 14 (CsABCC2) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o mayor al 85 %
con la SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o la SEQ ID NO 14 (CsABCC?2), en el que dicha secuencia de aminoacidos
es una proteina transportadora apta para transportar crocinas a través de una membrana lipidica.

2. Secuencia de aminoacidos, segun la reivindicaciéon 1, en la que dicha secuencia es SEQ ID NO 12
(CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

3. Secuencia de nuclettidos que codifica una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje
de identidad igual o mayor al 85 % con la SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o la SEQ ID NO 14 (CsABCC2) apta
para transportar crocinas a través de una membrana lipidica.

4. Secuencia de nucleétidos, segun la reivindicacion 3, en la que dicha secuencia de nucledtidos es SEQ ID
NO 11 0 SEQ ID NO 13.

5. Vector de expresion que comprende:

- una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de transporte que tiene la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2) o una secuencia de aminodcidos con un
porcentaje de identidad igual o mayor al 85 % con SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2)
apta para transportar crocinas a través de una membrana lipidica.

6. Vector de expresion, segun la reivindicacion 5, en el que dicha secuencia de nuclettidos es SEQ ID NO 11
0 SEQ ID NO 13.

7. Vector de expresion, segun la reivindicacion 5 o 6, en el que dicho vector se selecciona entre vectores
pNEV, pAG, pYES (Thermo Fisher) para expresion en levaduras; vectores derivados de pBl121 (Clontech), o
de pCAMBIA (Change) para la expresion en plantas.

8. Célula recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica:

- una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO
14 (CsABCC2) o una secuencia de aminodacidos con un porcentaje de identidad igual o superior al 85 % con
SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

9. Célula recombinante, segun la reivindicacion 8, en la que dicha secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO 11
0 SEQ ID NO 13.

10. Célula recombinante, segun la reivindicacion 8 0 9, en la que dicha célula se selecciona entre células de
levadura y células vegetales.

11. Organismo huésped recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica:

- una proteina de transporte que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO
14 (CsABCC2) o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad igual o mayor al 85 % con
SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).

12. Organismo huésped recombinante, segun la reivindicacion 11, seleccionado entre un microorganismo o
una planta.

13. Organismo huésped recombinante, segun la reivindicacion 11, en el que dicho organismo se selecciona
de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica, Candida glabrata, Ashbya
gossypii, Cyberlindnera jadinii, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Candida
boidinii, Arxula adeninivorans, Xanthophyllomyces dendrorhous, especies de Candida albicans, Arabidopsis
thaliana, Nicotiana benthamiana, Zea mays, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Oryza sativa.

14. Organismo huésped recombinante, segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que dicha
secuencia de nuclettidos es SEQ ID NO 11 o SEQ ID NO 13.

15. Método para acumular crocinas en la vacuola de un organismo huésped que comprende una etapa de

expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de transporte que tiene la secuencia de
aminogcidos SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABCC2).
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16. Método, segun la reivindicacion 15, en el que dicho organismo huésped es una levadura o una planta
recombinante.

17. Método, segun la reivindicacion 15, en el que dicho organismo huésped es un organismo recombinante
seleccionado de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica, Candida
glabrata, Ashbya gossypii, Cyberlindnera jadinii, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis, Hansenula
polymorpha, Candida boidinii, Arxula adeninivorans, Xanthophyllomyces. dendrorhous, especies de Candida
albicans, Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana, Zea mays, Solanum lycopersicum, Solanum
tuberosum, Oryza sativa.

18. Uso de una proteina que tiene la SEQ ID NO 12 (CsABCC1) o la SEQ ID NO 14 (CsABCC2) para
transportar crocinas a través de una membrana lipidica de una planta o un microorganismo, en particular para
acumular crocina en la vacuola.

19. Método, segun la reivindicacién 15, en el que el transporte en la vacuola se controla mediante la
exposicion de una preparacion de vacuolas purificadas de un extracto que contienen metabolitos vegetales,
en el que dicha preparacion de vacuolas comprende uno 0 mas transportadores vesiculares.

20. Método, segun la reivindicacion 19, en el que dicha preparacion esta constituida por microsomas de
levadura.

21. Método, segun la reivindicacion 19 o 20, en el que dicho extracto vegetal es un extracto obtenido con un
disolvente polar o apolar.

22. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, en el que dichos transportadores vesiculares
tienen una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO 12 (CsABCC1), SEQ ID NO 14 (CsABCC2) o una
secuencia de aminodacidos con un porcentaje de identidad igual o superior al 85 % con SEQ ID NO 12
(CsABCC1) o SEQ ID NO 14 (CsABC?2) aptas para transportar crocinas a través de una membrana lipidica.
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