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DESCRIPCION
Polinucledtidos que codifican enzimas modificadoras de isoprenoides y procedimientos de uso de los mismos
REFERENCIA RECIPROCA

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de los EE. UU. n° 60/697.067,
presentada el 5 de julio de 2005.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] La presente invenciéon corresponde al campo de la produccion de compuestos isoprenoides y, en
particular, de las enzimas que modifican compuestos isoprenoides.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Los isoprenoides constituyen un grupo extremadamente amplio y diverso de productos naturales que
tienen un origen biosintético comun, es decir, un Unico precursor metabdlico, isopentenildifosfato (IPP). Se han
descrito al menos 20.000 isoprenoides. Por definicion, los isoprenoides estan compuestos por, asi denominadas,
unidades de isopreno (C5). Tipicamente, el niumero de atomos de C presentes en los isoprenoides es divisible por
cinco (C5, C10, C15, C25, C30 y C40), aunque se han descrito isoprenoides y politerpenos irregulares. Los
compuestos isoprenoides también se denominan “terpenos” o “terpenoides”. Algunos miembros importantes de los
isoprenoides incluyen los carotenoides, sesquiterpenoides, diterpenoides y hemiterpenos. Los carotenoides incluyen,
p. €j., licopeno, B-caroteno y similares, muchos de los cuales funcionan como antioxidantes. Los sesquiterpenoides
incluyen, p. ej., artemisinina, un compuesto con actividad contra la malaria. Los diterpenoides incluyen, p. €j., taxol,
un agente quimioterapéutico contra el cancer.

[0004] Los isoprenoides comprenden la familia mas numerosa y estructuralmente diversa de productos
naturales. En esta familia, los terpenoides aislados de plantas y de otras fuentes naturales se usan como
compuestos saborizantes y aromaticos comerciales y también como compuestos farmacéuticos, como farmacos
contra la malaria, los virus o el cancer. La mayoria de los compuestos terpenoides en uso en la actualidad son
productos naturales o derivados de estos. Los organismos de origen (p. €j., arboles, invertebrados marinos) de
muchos de estos productos naturales no son aptos para el cultivo a gran escala necesario para producir cantidades
comercialmente viables ni para la manipulaciéon genética para aumentar la produccién o para la derivatizaciéon de
estos compuestos. Por lo tanto, los productos naturales deben producirse de manera semisintética a partir de
analogos o sintéticamente por medio de sintesis quimicas convencionales. Ademas, muchos productos naturales
tienen estructuras complejas y, como resultado, su sintesis no resulta econémica o es imposible en la actualidad.
Tales productos naturales deben extraerse de sus fuentes nativas, como arboles, esponjas, corales y microbios
marinos o producirse de manera sintética o semisintética a partir de precursores mas abundantes. La extraccion de
un producto natural de una fuente nativa esta limitada por la disponibilidad de la fuente nativa y la produccion
sintética o semisintética de productos naturales puede adolecer de bajo rendimiento y/o altos costes. Estos
problemas de produccion y la limitada disponibilidad de la fuente natural pueden restringir el desarrollo comercial y
clinico de tales productos.

[0005] Un ejemplo de un compuesto sesquiterpénico importante es la artemisinina. La artemisinina es un
farmaco muy efectivo contra la malaria que actualmente se extrae de plantas (Artemisia annua) y se usa en
medicamentos para tratamientos combinados. La artemisinina de origen vegetal es costosa y su disponibilidad esta
sujeta a las condiciones climaticas y politicas en los paises que cultivan las plantas. El acido artemisinico es un
intermedio clave en la biosintesis de la artemisinina. La conversion de amorfa-4,11-dieno en alcohol artemisinico,
una etapa importante en la produccion de artemisinina, mediante quimica tradicional es un proceso dificil y costoso.

[0006] En la técnica existe la necesidad de procedimientos para la generacion de compuestos isoprenoides
que eviten algunos de los inconvenientes mencionados. La presente invencion aborda esta necesidad al

proporcionar polinucleétidos que codifican enzimas que modifican compuestos isoprenoides y células huésped
modificadas genéticamente para la produccion de tales enzimas.

Bibliografia
[0007] Bertea y col. (2005) Planta Med. 71: 40 — 47; deKraker y col. (2003) Tetrahedron 59: 409 — 418; Martin
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y col. (2003) Nat. Biotechnol. 21: 796 — 802; documento WO 03/025193; publicacion de patente de los EE. UU. n°
20050019882; publicacién de patente de los EE. UU. n° 20030148479; publicacion de patente de los EE. UU. n°
20040005678; publicacion de patente de los EE. UU. n° 20030166255.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencidon proporciona acidos nucleicos aislados que comprenden secuencias
nucleotidicas que codifican enzimas modificadoras de isoprenoides con actividad de amorfa-4,11-dieno-oxidasa,
segun se definen en las reivindicaciones adjuntas, asi como vectores recombinantes que comprenden los acidos
nucleicos segun se definen en las reivindicaciones adjuntas. Ademas, la presente invencion proporciona células
huésped modificadas genéticamente con un acido nucleico o un vector recombinante objeto segun se definen en las
reivindicaciones adjuntas. Ademas, la presente invencion proporciona una planta transgénica modificada
genéticamente con un acido nucleico objeto segun se define en las reivindicaciones adjuntas. Ademas, la presente
invencién proporciona procedimientos para la produccién de un compuesto isoprenoide, en que el procedimiento
implica generalmente el cultivo de una célula huésped modificada genéticamente objeto en condiciones que
permiten la sintesis de una enzima con actividad de amorfa-4,11-dieno-oxidasa por un acido nucleico objeto, en que
la enzima modifica un compuesto isoprenoide, segun se define en las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0009] La figura 1 muestra la secuencia nucleotidica codificante de un ADNc de CYP71D-A4 (SEQ ID NO: 1).
[0010] La figura 2 muestra la secuencia aminoacidica de una amorfadieno-12-oxidasa. (SEQ ID NO: 2).

[0011] La figura 3 muestra la secuencia nucleotidica de la regién codificante de un ADNc de citocromo-P450-
reductasa de Artemisia annua (SEQ ID NO: 3).

[0012] La figura 4 muestra la secuencia aminoacidica de una citocromo-P450-reductasa de Artemisia annua.
(SEQ ID NO: 4).

[0013] Las figuras 5A — C muestran los resultados de un experimento de suministro de sustrato in vivo.

[0014] Las figuras 6A y 6B muestran la confirmacion del producto por CG-EM.

[0015] Las figuras 7A — C muestran la produccion de novo de acido artemisinico en levaduras.

[0016] Las figuras 8A — C muestran ensayos enzimaticos in vitro para la amorfadieno-oxidasa.

[0017] La figura 9 muestra la secuencia nucleotidica de un ADNc (clon 71D — B1) que codifica una enzima

modificadora de isoprenoides (SEQ ID NO: 5).

[0018] La figura 10 muestra la secuencia aminoacidica de una enzima modificadora de isoprenoides (71D —
B1; SEQ ID NO: 6).

[0019] Las figuras 11A — C muestran la actividad de hidroxilacién de la enzima 71D — B1.

[0020] La figura 12 muestra la secuencia nucleotidica de un ADN gendmico que codifica una enzima
modificadora de isoprenoides (SEQ ID NO: 7).

[0021] La figura 13 es una representacion esquematica de las rutas metabdlicas de los isoprenoides que
resultan en la produccidon de los poliprenildifosfatos intermedios de la ruta biosintética de los isoprenoides,
geranildifosfato (GPP), farnesildifosfato (FPP) y geranilgeranildifosfato (GGPPP), a partir de isopentenildifosfato
(IPP) y dimetilalildifosfato (DMAPP).

[0022] La figura 14 es una representacion esquematica de la ruta del mevalonato (MEV) para la produccion de
IPP.
[0023] La figura 15 es una representacion esquematica de la ruta de la DXP para la producciéon de IPP y

dimetilalilpirofosfato (DMAPP).
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DEFINICIONES

[0024] Los términos “isoprenoide”, “compuesto isoprenoide”, “terpeno”, “compuesto terpénico”, “terpenoide” y
“compuesto terpenoide” se usan de manera intercambiable en este documento. Los compuestos isoprenoides estan
formados por un numero variable de, asi denominadas, unidades de isopreno (C5). Tipicamente, el nimero de
atomos de carbono presentes en los isoprenoides es divisible por cinco (p. €j., C5, C10, C15, C20, C25, C30 y C40).
Se han descrito isoprenoides y politerpenos irregulares, que también se incluyen en la definicion de “isoprenoide”.
Los compuestos isoprenoides incluyen, pero no se limitan a monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, politerpenos
y diterpenos.

[0025] Segun se usa en este documento, el término “prenildifosfato” es intercambiable con “prenilpirofosfato” e
incluye monoprenildifosfatos con un unico grupo prenilo (p. ej. IPP y DMAPP), asi como poliprenildifosfatos que
incluyen dos o mas grupos prenilo. Los monoprenildifosfatos incluyen isopentenilpirofosfato (IPP) y su isémero
dimetilalilpirofosfato (DMAPP).

[0026] Segun se usa en este documento, el término “terpeno-sintasa” se refiere a cualquier enzima que
modifica enzimaticamente IPP, DMAPP o un poliprenilpirofosfato de modo que se produce un compuesto terpenoide.
El término “terpeno-sintasa” incluye enzimas que catalizan la conversion de in prenildifosfato en un isoprenoide.

[0027] La palabra “pirofosfato” se usa en este documento de manera intercambiable con “difosfato”. Asi, p. €.,
los términos “prenildifosfato” y “prenilpirofosfato” son intercambiables; los términos “isopentenilpirofosfato” e
“isopentenildifosfato” son intercambiables; los términos “farnesildifosfato” y “farnesilpirofosfato” son intercambiables;
etc.

[0028] El término “ruta del mevalonato” o “ruta del MEV” se usa en este documento para referirse a la ruta
biosintética que convierte acetil-CoA en IPP. La ruta del mevalonato comprende enzimas que catalizan las etapas
siguientes: (a) condensacion de dos moléculas de acetil-CoA para dar acetoacetil-CoA; (b) condensacion de
acetoacetil-CoA con acetil-CoA para formar HMG-CoA,; (c) conversion de HMG-CoA en mevalonato; (d) fosforilacion
de mevalonato para dar mevalonato-5-fosfato; (e) conversion de mevalonato-5-fosfato en mevalonato-5-pirofosfato;
y (f) conversién de mevalonato-5-pirofosfato en isopentenilpirofosfato. La ruta del mevalonato se ilustra
esquematicamente en la figura 14. La “mitad superior” de la ruta del mevalonato se refiere a las enzimas
responsables de la conversién de acetil-CoA en mevalonato a través de un intermedio de la ruta del MEV.

[0029] El término “ruta de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-difosfato” o “ruta de la DXP” se usa en este documento para
referirse a la ruta que convierte gliceraldehido-3-fosfato y piruvato en IPP y DMAPP a través de un intermedio de la
ruta de la DXP, en que la ruta de la DXP comprende enzimas que catalizan las reacciones mostradas
esquematicamente en la figura 15.

[0030] Segun se usa en este documento, el término “prenil-transferasa” se usa de manera intercambiable con
los términos “isoprenildifosfato-sintasa” y “poliprenil-sintasa” (p. ej., “GPP-sintasa”, “FPP-sintasa”, “OPP-sintasa”,
etc.) para referirse a una enzima que cataliza la condensacion 1’-4 consecutiva de isopentenildifosfato con sustratos
iniciadores alilicos, lo que resulta en la formacién de prenildifosfatos de diversas longitudes de cadena.

[0031] Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico”, usados de manera intercambiable en este documento,
se refieren a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos como
desoxinucleétidos. Por lo tanto, este término incluye, pero no se limita a ADN o ARN monocatenario, bicatenario o
multicatenario, ADN gendémico, ADNc, hibridos ADN-ARN o a un polimero que comprende bases de purina y
pirimidina u otras bases nucleotidicas naturales, modificadas quimica o bioquimicamente, no naturales o
derivatizadas.

[0032] Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina”, usados de manera intercambiable en este
documento, se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud que puede incluir aminoacidos
codificados y no codificados, aminoacidos modificados quimica o bioquimicamente o derivatizados y polipéptidos
con esqueletos peptidicos modificados.

[0033] La expresién “de origen natural”’, segun se usa en este documento aplicada a un acido nucleico, célula

u organismo, se refiere a un acido nucleico, célula u organismo que se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, una
secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta presente en un organismo (incluidos los virus) que puede aislarse
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de una fuente en la naturaleza y que no ha sido modificada intencionadamente por un humano en el laboratorio es
de origen natural.

[0034] Segun se usa en este documento, el término “aislado” pretende describir un polinucledtido, un
polipéptido o una célula que esta en un entorno diferente de aquel en el que el polinucleétido, el polipéptido o la
célula se presentan de manera natural. Una célula huésped modificada genéticamente aislada puede estar presente
en una poblacion mixta de células huésped genéticamente modificadas.

[0035] Segun se usa en este documento, el término “acido nucleico exégeno” se refiere a un acido nucleico
que no se encuentra normalmente o naturalmente en una bacteria, organismo o célula dados en la naturaleza ni/o es
producido por estos. Segun se usa en este documento, el término “acido nucleico endégeno” se refiere a un acido
nucleico que se encuentra normalmente en una bacteria, organismo o célula dados en la naturaleza y/o es producido
por estos. Un “acido nucleico enddégeno” se denomina también “acido nucleico nativo” o un acido nucleico que es
“nativo” de una bacteria, organismo o célula dados. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican HMGS,
mevalonato-cinasa y fosfomevalonato-cinasa representan acidos nucleicos exégenos a E. coli. Estos acidos
nucleicos de la ruta del mevalonato pueden clonarse a partir de Saccharomyces cerevisiae. En S. cerevisiae, las
secuencias génicas que codifican HMGS, MK y PMK en el cromosoma serian &acidos nucleicos “enddgenos”.

[0036] El término “acido nucleico heterélogo”, seguin se usa en este documento, se refiere a un acido nucleico
para el que se cumple al menos uno de los puntos siguientes: (a) el acido nucleico es extrafo (“exdgeno”) a (es
decir, no se encuentra naturalmente en) un microorganismo huésped o célula huésped dados; (b) el acido nucleico
comprende una secuencia nucleotidica que se encuentra naturalmente en (es decir, es “endégena de”) un
microorganismo huésped o célula huésped dados (p. €j., el acido nucleico comprende una secuencia nucleotidica
que es enddgena del microorganismo huésped o la célula huésped), pero se produce en la célula en una cantidad
no natural (p. ej., superior a la esperada o superior a la encontrada de manera natural) o difiere en secuencia de la
secuencia nucleotidica endégena, de modo que la misma proteina codificada (con la misma o sustancialmente la
misma secuencia aminoacidica) que se encuentra endégenamente se produce en una cantidad no natural en la
célula (p. ej., superior a la esperada o superior a la que se encuentra de manera natural); (c) el acido nucleico
comprende dos 0 mas secuencias nucleotidicas o segmentos que no se encuentran en la misma relacion entre si en
la naturaleza, p. €j., el acido nucleico es recombinante.

[0037] El término “recombinante”, seguin se usa en este documento, significa que un acido nucleico concreto
(ADN o ARN) es el producto de diversas combinaciones de etapas de clonacion, restriccion y/o ligacién que resultan
en una construccion con una secuencia estructural codificante o no codificante distinguible de los acidos nucleicos
enddgenos que se encuentran en sistemas naturales. Generalmente, las secuencias de ADN que codifican la
secuencia codificante estructural pueden ensamblarse a partir de fragmentos de ADNc y enlazantes
oligonucletidicos de poca longitud o a partir de una serie de oligonucleétidos sintéticos para proporcionar un acido
nucleico sintético capaz de expresarse a partir de una unidad transcripcional recombinante contenida en una célula o
en un sistema de transcripcién y traduccidon acelular. Tales secuencias pueden proporcionarse en forma de una
pauta abierta de lectura no interrumpida por secuencias internas no traducidas o intrones, tipicamente presentes en
genes eucariéticos. EI ADN gendmico que comprende las secuencias pertinentes puede usarse también en la
formacion de un gen o unidad transcripcional recombinantes. La presencia de secuencias de ADN no traducido es
posible delante o detrds de los extremos 5’ o0 3’ de la pauta abierta de lectura, donde tales secuencias no interfieren
con la manipulacion o la expresion de las regiones codificantes y, de hecho, pueden modular la producciéon de un
producto deseado por diversos mecanismos (véase mas adelante “secuencias reguladoras de ADN").

[0038] Por lo tanto, p. €j., el término polinucleétido o acido nucleico “recombinante” se refiere a uno que no es
de origen natural, p.ej., estd hecho mediante la combinacién artificial por intervencién humana de dos segmentos de
secuencia de otro modo separados. Con frecuencia, esta combinacion artificial se lleva a cabo por procedimientos
de sintesis quimica o por manipulacion artificial de segmentos aislados de acidos nucleicos, p. €j., por técnicas de
ingenieria genética. Normalmente, esto se realiza para sustituir un codén por un codén redundante que codifica el
mismo aminoacido o un aminoacido conservador, mientras que tipicamente se introduce o se elimina un sitio de
reconocimiento de secuencia. Alternativamente, se realiza para unir entre si segmentos de acido nucleico con las
funciones deseadas para generar una combinaciéon de funciones deseada. Con frecuencia, esta combinacion
artificial se lleva a cabo por procedimientos de sintesis quimica o por manipulacioén artificial de segmentos aislados
de acidos nucleicos, p. €j., por técnicas de ingenieria genética.

[0039] Por “construccion” se indica un &cido nucleico recombinante, generalmente ADN recombinante, que ha
sido generado con el propdsito de la expresion de una (s) secuencia (s) nucleotidica (s) especifica (s) o para usarlo

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2386 554 T3

en la construccion de otras secuencias nucleotidicas recombinantes.

[0040] Segun se usa en este documento, los términos “operdn” y “unidad de transcripcion simple” se usan de
de manera intercambiable para referirse a dos 0 mas regiones codificantes (secuencias nucleotidicas que codifican
un producto génico como un ARN o una proteina) contiguas que se regulan de manera coordinada por uno o mas
elementos de control (p. €j., un promotor). Segun se usa en este documento, el término “producto génico” se refiere
a un ARN codificado por un ADN (o viceversa) o a una proteina codificada por un ARN o ADN, en que un gen
comprende tipicamente una o mas secuencias nucleotidicas que codifican una proteina y puede incluir también
intrones y otras secuencias nucleotidicas no codificantes.

[0041] Los términos “secuencias reguladoras de ADN”, “elementos de control” y “elementos reguladores”,
usados de manera intercambiable en este documento, se refieren a secuencias de control transcripcional y
traduccional como promotores, potenciadores, sefiales de poliadenilacidn, terminadores, sefiales de degradacion de
proteinas y similares, que dan lugar a, y/o regulan la expresién de una secuencia codificante y/o la produccién de un
polipéptido codificado en una célula huésped.

[0042] El término “transformacion” se usa en este documento de manera intercambiable con “modificacion
genética” y se refiere a un cambio genético permanente o transitorio inducido en una célula después de la
introduccion de un nuevo acido nucleico (es decir, ADN exdgeno a la célula). Un cambio genético (“modificacion”)
puede efectuarse por incorporacion del nuevo ADN en el genoma de la célula huésped o mediante el mantenimiento
transitorio o estable del nuevo ADN como un elemento episdomico. Si la célula es una célula eucariota, generalmente
un cambio genético permanente se consigue por la introduccion del ADN en el genoma de la célula. En células
procariotas, los cambios permanentes pueden introducirse en el cromosoma o conseguirse por medio de elementos
extracromosdmicos como plasmidos y vectores de expresidn, que pueden contener uno o mas marcadores
seleccionables para facilitar su mantenimiento en la célula huésped recombinante. Los procedimientos de
modificacién genética adecuados incluyen la infeccion virica, transfeccion, conjugacion, fusién de protoplastos,
electroporacion, tecnologia de bombardeo de particulas, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa y
similares. Generalmente, la eleccién del procedimiento depende del tipo de célula que se transforme y de las
circunstancias en las que se lleva a cabo la transformacién (es decir, in vitro, ex vivo o in vivo). Una discusion
general de estos procedimientos puede encontrarse en Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology, 3°
edicion, Wiley & Sons, 1995.

[0043] El término “ligado operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes asi
descritos guardan una relacion que les permite funcionar de la manera deseada. Por ejemplo, un promotor esta
ligado operativamente a una secuencia codificante si el promotor afecta a su transcripcion o expresion. Segun se
usa en este documento, los términos “promotor heterdlogo” y “regiones de control heterdlogas” se refieren a
promotores y a otras regiones de control que no estan normalmente asociadas con un acido nucleico concreto en la
naturaleza. Por ejemplo, una “region de control transcripcional heteréloga con respecto a una region codificante” es
una region de control transcripcional que normalmente no esta asociada con la regién codificante en la naturaleza.

[0044] Una “célula huésped”, segun se usa en este documento, denota una célula eucariota, una célula
procariota o una célula de un organismo pluricelular (p. €j., una linea celular) in vivo o in vitro, cultivada como una
entidad unicelular, en que las células eucariotas o procariotas pueden ser o haber sido usadas como receptoras de
un acido nucleico (p. €j., un vector de expresion que comprende una secuencia nucleotidica que codifica uno o mas
productos génicos de una ruta biosintética como los productos génicos de la ruta del mevalonato) e incluyen la
descendencia de la célula original que ha sido modificada genéticamente por el acido nucleico. Se entiende que la
descendencia de una célula individual no tiene por qué ser completamente idéntica en morfologia o en el
complemento de ADN gendmico o total a la célula parental original, debido a mutaciones naturales, accidentales o
deliberadas. Una “célula huésped recombinante” (denominada también “célula huésped modificada genéticamente”)
es una célula huésped en la que se ha introducido un &cido nucleico heterélogo, p. €j., un vector de expresion. Por
ejemplo, una célula huésped procariota objeto es una célula huésped procariota modificada genéticamente (p. €j.,
una bacteria) en virtud de la introduccion en una célula huésped procariota adecuada de un acido nucleico
heterdlogo, p. €j., un acido nucleico exdégeno que es extrafio a (no se encuentra normalmente en la naturaleza en) la
célula huésped procariota 0 un acido nucleico recombinante que no se encuentra normalmente en la célula huésped
procariota; y una célula huésped eucariota objeto es una célula huésped eucariota modificada genéticamente en
virtud de la introduccién en una célula huésped eucariota adecuada de un acido nucleico heterdlogo, p. €j., un acido
nucleico exdgeno que es extrafio a la célula huésped eucariota o un acido nucleico recombinante que no se
encuentra normalmente en la célula huésped eucariota.
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[0045] Un acido nucleico es “hibridable” con otro acido nucleico, como un ADNc, ADN gendémico o ARN,
cuando una forma monocatenaria del acido nucleico puede aparearse con el otro acido nucleico en las condiciones
apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la disoluciéon. Las condiciones de hibridacion y lavado son bien
conocidas y se ejemplifican en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), en particular el capitulo 11 y la
tabla 11.1; Sambrook, J. y Russell, W., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor (2001). Las condiciones de temperatura y fuerza ionica determinan la
“restriccion” de la hibridacién. Las condiciones de restriccion pueden ajustarse para realizar un analisis de cribado en
busca de fragmentos moderadamente similares, como los genes que duplican enzimas funcionales de organismos
muy proximos entre si. Las condiciones de hibridacion y los lavados después de la hibridacion son utiles para
obtener las condiciones de restriccion deseadas para la hibridaciéon. Un conjunto ilustrativo de lavados después de la
hibridacion es una serie de lavados que comienza con un lavado con 6 x SSC (en que SSC es NaCl 0,15 M y
tampon de citrato 15 mM), SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 15 minutos, que se repite después con 2 x
SSC, SDS al 0,5 % a 45 °C durante 30 minutos y se repite después dos veces con 0,2 x SSC, SDS al 0,5 % a 50 °C
durante 30 minutos. Otras condiciones restrictivas se obtienen mediante el uso de temperaturas mas altas, en que
los lavados son idénticos a los anteriores excepto porque la temperatura de los dos lavados finales de 30 minutos en
0,2 x SSC, SDS al 0,5 % se eleva a 60 °C. Otro conjunto de condiciones muy restrictivas usa dos lavados finales en
0,1 x SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C. Otro ejemplo de condiciones de hibridacion restrictivas es la hibridacién a 50 °C o
mas y 0,1 x SSC (cloruro de sodio 15 mM, citrato de sodio 1,5 mM). Otro ejemplo de condiciones de hibridacion
restrictivas es la incubacion durante la noche a 42 °C en una disolucion de: formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 150
mM, citrato de trisodio 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x disolucién de Denhardt, sulfato de dextrano al
10 % y 20 pg/ml de ADN de esperma de salmoén fragmentado y desnaturalizado, seguida del lavado de los filtros en
0,1 x SSC a aproximadamente 65 °C. Unas condiciones restrictivas de hibridacion y de lavado después de la
hibridacion son condiciones de hibridacion y de lavado después de la hibridacién que son al menos tan restrictivas
como las condiciones representativas anteriores.

[0046] La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque
dependiendo de la restriccion de la hibridacion es posible el apareamiento incorrecto entre bases. La restriccion
apropiada para la hibridacion de los acidos nucleicos depende de la longitud de dichos acidos nucleicos y del grado
de complementacion, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor es el grado de similitud o de homologia
entre dos secuencias nucleotidicas, mayor es el valor de la temperatura de fusién (Tm) para los hibridos de los
acidos nucleicos con estas secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a una mayor Tm) de las
hibridaciones de acidos nucleicos disminuye en el orden siguiente: ARN: ARN, ADN: ARN, ADN: ADN. Para hibridos
de mas de 100 nucledtidos de longitud se han deducido ecuaciones para calcular la Tm (véase Sambrook y col., cita
anterior, 9.50 — 9.51). Para hibridaciones de acidos nucleicos de menor longitud, es decir, oligonucledtidos, la
posicion de los apareamientos incorrectos adquiere mayor importancia y la longitud del oligonucleétido determina su
especificidad (véase Sambrook y col., cita anterior, 11.7 — 11.8). Tipicamente, la longitud de un acido nucleico
hibridable es de al menos aproximadamente 10 nucledtidos. Las longitudes minimas ilustrativas para un acido
nucleico hibridable son: al menos aproximadamente 15 nucleétidos; al menos aproximadamente 20 nucleoétidos; y al
menos aproximadamente 30 nucleétidos. Ademas, el experto en la técnica reconocera que la temperatura y la
concentracién de sales de las disoluciones de lavado pueden ajustarse segun sea necesario de acuerdo con
factores como la longitud de la sonda.

[0047] El término “sustitucion conservadora de aminoacidos” se refiere a la intercambiabilidad en las proteinas
de los restos aminoacidicos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos con
cadenas laterales alifaticas consta de glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos con
cadenas laterales alifaticas hidroxiladas consta de serina y treonina; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales
que contienen amidas consta de asparragina y glutamina; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales
aromaticas consta de fenilalanina, tirosina, y triptéfano; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales basicas
consta de lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos con cadenas laterales que contienen azufre consta
de cisteina y metionina. Algunos grupos ejemplares de sustitucion conservadora de aminoacidos son: valina-leucina-
isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparragina-glutamina.

[0048] Es posible ensamblar “acidos nucleicos sintéticos” a partir de elementos oligonucleotidicos basicos que
se sintetizan quimicamente mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos elementos
basicos se ligan y aparean para formar segmentos génicos que después se ensamblan enzimaticamente para
construir el gen entero. “Sintetizada quimicamente”, en relacién con una secuencia de ADN, significa que los
nucleétidos componentes se han ensamblado in vitro. Puede llevarse a cabo una sintesis quimica manual de ADN
mediante procedimientos bien establecidos o puede realizarse una sintesis quimica automatica mediante una de las
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magquinas disponibles comercialmente. La secuencia nucleotidica de los acidos nucleicos puede modificarse para
una expresion optima, a base de la optimizacion de la secuencia nucleotidica para reflejar la preferencia de codones
de la célula huésped. El experto en la técnica aprecia la probabilidad de éxito de la expresion si el uso de codones
se altera hacia los codones favorecidos por el huésped. La determinacion de los codones preferidos puede basarse
en un estudio de los genes derivados de la célula huésped de los que se disponga de informacion de secuencia.

[0049] Un polinucledtido o polipéptido tiene un cierto porcentaje de “identidad de secuencia” con otro
polinucledtido o polipéptido, lo que significa que, al alinearse, este porcentaje de bases o de aminoacidos es idéntico
y estos estan en la misma posicion relativa cuando se comparan las dos secuencias. La similitud de secuencias
puede determinarse de varias maneras diferentes. Para determinar la identidad de secuencia, las secuencias
pueden alinearse mediante los procedimientos y programas de ordenador, incluido BLAST, disponibles a través de
internet en ncbi.nim.nih.gov/BLAST. Véase, p. €j., Altschul y col. (1990), J. Mol. Biol. 215: 403 — 10. Otro algoritmo
de alineamiento es FASTA, disponible en el paquete del Genetics Computing Group (GCG) de Madison, Wisconsin,
EE. UU., una filial de plena propiedad del Oxford Molecular Group, Inc. Otras técnicas de alineamiento se describen
en Methods in Enzymology, vol. 266: Computer Methods for Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed.
Doolittle, Academic Press, Inc., una division de Harcourt Brace & Co., San Diego, California, EE. UU. Un interés
especial tienen los programas de alineamiento que permiten huecos en la secuencia. El algoritmo de Smith-
Waterman es de un tipo que permite huecos en los alineamientos de secuencias. Véase Meth. Mol. Biol. 70: 173 —
187 (1997). El programa GAP que usa el método de alineamiento de Needleman y Wunsch también puede usarse
para el alineamiento de secuencias. Véase J. Mol. Biol. 48: 443 — 453 (1970).

[0050] Antes de describir la presente invencidon mas detalladamente, ha de entenderse que esta invenciéon no
se limita a las realizaciones concretas descritas, ya que, por supuesto, estas pueden variar. También ha de
entenderse que la terminologia usada en este documento solamente tiene la finalidad de describir realizaciones
concretas y no pretende ser limitante, dado que el alcance de la presente invencion solo quedara limitado por las
reivindicaciones adjuntas.

[0051] Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que la invencion comprende todo valor
intermedio, hasta la décima parte de la unidad del limite inferior a no ser que el contexto claramente indique lo
contrario, entre los limites superior e inferior de este intervalo y cualquier otro valor indicado o intermedio en el
intervalo indicado. Los limites superior e inferior de estos intervalos menores pueden incluirse independientemente
en los intervalos menores y también estan comprendidos en la invencién, sujetos a cualquier limite excluido
especificamente en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o los dos limites, los intervalos
que excluyen uno o los dos de estos limites incluidos también estan incluidos en la invencién.

[0052] A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este
documento tienen el mismo significado entendido normalmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aunque cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en este documento puede
usarse también en la practica o el ensayo de la presente invencion, a continuaciéon se describen los procedimientos y
materiales preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en este documento desvelan y describen los
procedimientos y/o materiales en conexién con los que se citan las publicaciones.

[0053] Ha de sefialarse que, segun se usa en este documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a “una enzima modificadora de isoprenoides” incluye una pluralidad de
dichas enzimas vy la referencia a “la citocromo-P450-reductasa” incluye la referencia a una o mas citocromo-P450-
reductasas y a equivalentes de estas conocidas por los expertos en la técnica y asi sucesivamente. Ha de sefialarse
ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta

afirmacion pretende servir como base antecedente para el uso de la terminologia exclusiva como “Unicamente” “solo”
y similar en conexion con la relacion de los elementos reivindicados o el uso de una limitacion “negativa”.

[0054] Las publicaciones discutidas en este documento se proporcionan Unicamente para su divulgacion
anterior a la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en este documento debe interpretarse como una
admisidon de que la presente invencion no tiene derecho a preceder a tal publicacidon en virtud de una invencion
anterior. Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas reales de
publicacién, que pueden requerir una confirmacién independiente.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0055] La presente invencion proporciona acidos nucleicos aislados que comprenden secuencias
nucleotidicas que codifican enzimas modificadoras de isoprenoides, asi como vectores recombinantes que
comprenden los acidos nucleicos. La presente invencion proporciona ademas células huésped modificadas
genéticamente que comprenden un acido nucleico o un vector recombinante objeto. Ademas, la presente invencion
proporciona una planta transgénica que comprende un &cido nucleico objeto. Ademas, la presente invencion
proporciona procedimientos para la produccién de un compuesto isoprenoide, en que el procedimiento implica
generalmente el cultivo de una célula huésped modificada genéticamente objeto en condiciones que permiten la
sintesis de una enzima modificadora de compuestos isoprenoides codificada por un &cido nucleico objeto.

ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES Y CELULAS HUESPED

[0056] La presente invencién proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia
nucleotidica que codifica una enzima que modifica un compuesto isoprenoide, en que una enzima que modifica un
compuesto isoprenoide se denomina en este documento “enzima modificadora de isoprenoides”. Un acido nucleico
objeto que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una enzima modificadora de isoprenoides se
denomina “acido nucleico de enzima modificadora de isoprenoides”. En realizaciones concretas, un acido nucleico
de enzima modificadora de isoprenoides aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
citocromo-P450-monooxigenasa. En realizaciones concretas, un acido nucleico de enzima modificadora de
isoprenoides aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una isoprenoide-oxidasa. En
algunas realizaciones, un acido nucleico de enzima modificadora de isoprenoides aislado objeto comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una terpeno-hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico de enzima
modificadora de isoprenoides aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una terpeno-
oxidasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico de enzima modificadora de isoprenoides aislado objeto
comprende una secuencia nucleotidica que codifica una sesquiterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, un acido
nucleico de enzima modificadora de isoprenoides aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
una sesquiterpeno-hidroxilasa.

[0057] La NADPH-citocromo-P450-oxidorreductasa (CPR, EC 1.6.2.4) es la pareja redox de muchas P450-
monooxigenasas. La presente invencidon proporciona ademas un acido nucleico aislado que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una citocromo-P450-reductasa. (CPR). Un acido nucleico objeto que comprende
una secuencia nucleotidica que codifica una CPR se denomina “acido nucleico de CPR". Una CPR codificada por un
acido nucleico de CPR objeto transfiere electrones desde NADPH al citocromo P450. En general, una CPR
codificada por un acido nucleico de CPR objeto transfiere electrones desde NADPH a una enzima modificadora de
isoprenoides, p. ej., una sesquiterpeno-oxidasa, codificada por un acido nucleico de enzima modificadora de
isoprenoides objeto.

Acidos nucleicos que codifican enzimas modificadoras de isoprenoides

[0058] En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que
codifica un polipéptido que muestra actividad de isoprenoide-hidroxilasa y/o actividad de isoprenoide-oxidasa. En
algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
citocromo-P450-monooxigenasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una isoprenoide-hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado
objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una isoprenoide-oxidasa. En algunas realizaciones, un
acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que lleva a cabo
reacciones sucesivas de hidroxilacion y oxidacion, p. ej., el polipéptido hidroxila un compuesto terpénico para
generar un alcohol terpénico, oxida el alcohol terpénico para generar un aldehido terpénico y oxida el aldehido
terpénico para generar un acido carboxilico terpénico. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto
comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que cataliza la hidroxilacién y/u oxidaciéon de un
grupo isoprenilo de un terpeno, p. ej., cataliza la hidroxilacion de un grupo isoprenilo de un monoterpeno, un
diterpeno, un triterpeno, un sesquiterpeno o un politerpeno. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado
objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una monoterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, un
acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una monoterpeno-hidroxilasa. En
algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
politerpeno-hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia
nucleotidica que codifica una politerpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto
comprende una secuencia nucleotidica que codifica una diterpeno hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido
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nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una diterpeno-oxidasa. En algunas
realizaciones, un &cido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una triterpeno-
hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que
codifica una ftriterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una sesquiterpeno-hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico
aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una sesquiterpeno-oxidasa. En algunas
realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
sesquiterpeno-C12-hidroxilasa. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una
secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que lleva a cabo la oxidacién del C12 de un sesquiterpeno. En
algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
amorfadieno-12-oxidasa.

[0059] El producto de la accidon de una terpeno-ciclasa (también denominada “terpeno-sintasa”) es el
denominado “esqueleto terpénico”. En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado objeto comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una enzima modificadora de isoprenoides que cataliza la hidroxilacion y/u
oxidacion de un esqueleto terpénico o un producto posterior de este. En general, un sustrato de una enzima
modificadora de isoprenoides codificada por un acido nucleico objeto comprende un esqueleto terpénico o un
esqueleto terpénico modificado. En muchas realizaciones, un sustrato de una enzima modificadora de isoprenoides
codificada por un acido nucleico objeto comprende un grupo isopropenilo.

[0060] Los sustratos monoterpénicos de una enzima modificadora de isoprenoides codificada por un acido
nucleico objeto incluyen, pero no se limitan a cualquier sustrato monoterpénico que da lugar a un producto de
oxidacion que es un compuesto monoterpénico o es un intermedio en una ruta biosintética que da lugar a un
compuesto monoterpénico. Algunos sustratos monoterpénicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a sustratos
monoterpénicos que corresponden a cualquiera de las familias siguientes: monoterpenos aciclicos, dimetiloctanos,
mentanos, monoterpenoides irregulares, cineoles, canfanos, isocanfanos, monoterpenos monociclicos, pinanos,
fenchanos, tuyanos, caranos, iononas, iridanos y canabinoides. Algunos sustratos, intermedios y productos
monoterpénicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a limoneno, citronelol, geraniol, mentol, alcohol perilico,
linalol y tuyona.

[0061] Los sustratos diterpénicos de una enzima modificadora de isoprenoides codificada por un acido
nucleico objeto incluyen, pero no se limitan a cualquier sustrato diterpénico que da lugar a un producto de oxidacion
que es un compuesto diterpénico o es un intermedio en una ruta biosintética que da lugar a un compuesto
diterpénico. Algunos sustratos diterpénicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a sustratos diterpénicos que
corresponden a cualquiera de las familias siguientes: diterpenoides aciclicos, diterpenoides biciclicos, diterpenoides
monociclicos, labdanos, clerodanos, taxanos, diterpenoides triciclicos, diterpenoides tetraciclicos, caurenos,
beyerenos, atisenos, afidicolinas, grayanotoxinas, giberelinas, diterpenos macrociclicos y elizabetatrianos. Algunos
sustratos, intermedios y productos diterpénicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a casbeno, eleuterobina,
paclitaxel, prostatina y psuedopterosina.

[0062] Los sustratos triterpénicos de una enzima modificadora de isoprenoides codificada por un acido
nucleico objeto incluyen, pero no se limitan a cualquier sustrato triterpénico que da lugar a un producto de oxidacion
que es un compuesto triterpénico o es un intermedio en una ruta biosintética que da lugar a un compuesto
triterpénico. Algunos sustratos, intermedios y productos triterpénicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a
arbrusido E, bruceantina, testosterona, progesterona, cortisona y digitoxina.

[0063] Los sustratos sesquiterpénicos de una enzima modificadora de isoprenoides codificada por un acido
nucleico objeto incluyen, pero no se limitan a cualquier sustrato sesquiterpénico que da lugar a un producto de
oxidacion que es un compuesto sesquiterpénico o es un intermedio en una ruta biosintética que da lugar a un
compuesto sesquiterpénico. Algunos sustratos sesquiterpénicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a sustratos
sesquiterpénicos que corresponden a cualquiera de las familias siguientes: farnesanos, monociclofarnesanos,
sesquiterpenos monociclicos, sesquiterpenos biciclicos, biciclofarnesanos, bisabolanos, santalanos, cupranos,
herbertanos, gimnomitranos, tricotecanos, chamigranos, carotanos, acoranos, antisatines, cadinanos, oplopananos,
copaanos, picrotoxanos, himachalanos, longipinanos, longiciclanos, cariofilanos, modhefanos, sifiperfolanos,
humulanos, intergrifolianos, lipifolianos, protoiludanos, iludanos, hirsutanos, lactaranos, esterpuranos, fomanosanos,
marasmanos, germacranos, elemanos, eudesmanos, bacanos, chilosifanos, guayanos, pseudoguayanos,
sesquiterpenos ftriciclicos, pachulianos, trixanos, aromadendranos, gorgonianos, nardosinanos, brasilanos,
pinguisanos, sesquipinanos, sesquicanfanos, tuyopsanos, biciclohumulanos, aliacanos, esterpuranos, lactaranos,
africanos, integrifolianos, protoiludanos, aristolanos y neolemnanos. Algunos sustratos sesquiterpénicos ejemplares

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2386 554 T3

incluyen, pero no se limitan a amorfadieno, aloisolongifoleno, (-)-a-trans-bergamoteno, (-)-B-elemeno, ( + )-
germacreno A, germacreno B, ( + )-y-gurjuneno, ( + )-ledeno, neointermediol, ( + )-B-selineno y ( + )-valenceno.

[0064] Si un acido nucleico objeto codifica una terpeno-oxidasa o una terpeno-hidroxilasa puede determinarse
facilmente mediante ensayos estandar para estas actividades enzimaticas con el sustrato adecuado. Los productos
de la modificacién enzimatica se analizan generalmente por cromatografia de gases y espectrometria de masas. Si
un acido nucleico objeto codifica una sesquiterpeno-oxidasa o una sesquiterpeno-hidroxilasa puede determinarse
facilmente mediante ensayos estandar para estas actividades enzimaticas. Véase, p. €j., la publicacién de patente
de los EE. UU. n° 20050019882.

[0065] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende la secuencia nucleotidica mostrada en
la figura 1 y expuesta en SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una
secuencia nucleotidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 57 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad
de secuencia nucleotidica con la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, un
acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica con una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, de aproximadamente diez a aproximadamente 15, de aproximadamente 15 a aproximadamente 20, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 25 o de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 sustituciones de
nucleétidos en comparacion con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1.

[0066] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica con al
menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al
menos aproximadamente el 57 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al
menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al
menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia nucleotidica con
la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1, en que el acido nucleico codifica un polipéptido que muestra
actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa (p. ej., actividad de sesquiterpeno-oxidasa, actividad de
sesquiterpeno-hidroxilasa, etc.).

[0067] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica con al
menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 57 %, al
menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al
menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al
menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al
menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia nucleotidica con un tramo de al menos
aproximadamente 500, al menos aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos
aproximadamente 800, al menos aproximadamente 900, al menos aproximadamente 1.000, al menos
aproximadamente 1.100, al menos aproximadamente 1.200, al menos aproximadamente 1.300, al menos
aproximadamente 1.400 o al menos aproximadamente 1.450 nucledtidos contiguos de la secuencia nucleotidica
expuesta en SEQ ID NO: 1.

[0068] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende al menos aproximadamente 500, al
menos aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos
aproximadamente 900, al menos aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 1.100, al menos
aproximadamente 1.200, al menos aproximadamente 1.300, al menos aproximadamente 1.400 o al menos
aproximadamente 1.450 nucledtidos contiguos de la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, un acido nucleico objeto comprende al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente
600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente 900, al menos
aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 1.100, al menos aproximadamente 1.200, al menos
aproximadamente 1.300, al menos aproximadamente 1.400 o al menos aproximadamente 1.450 nucleétidos
contiguos de la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1 y codifica un polipéptido que muestra actividad de
terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa, p. €j., actividad de sesquiterpeno-hidroxilasa y/u oxidasa.

[0069] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que hibrida
en condiciones de hibridacién restrictivas con un acido nucleico que comprende la secuencia nucleotidica expuesta
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en SEQ ID NO: 1 o un complemento de esta.

[0070] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica segun se muestra en la figura 2 y se expone en SEQ ID
NO: 2. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica un
polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad
de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, un
acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende una
secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al menos
aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos
aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia aminoacidica con un
tramo de al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente 100, al menos
aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos aproximadamente 250, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos aproximadamente 400, al menos
aproximadamente 450 o al menos aproximadamente 490 aminoacidos contiguos de la secuencia aminoacidica
expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia
nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica con una, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, de aproximadamente diez a aproximadamente 15, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 20 o de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 sustituciones conservadoras de
aminoacidos en comparacion con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado muestra actividad de sesquiterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado cataliza
la oxidacion del C12 de un sustrato sesquiterpénico. En otras realizaciones, el polipéptido codificado muestra
actividad de sesquiterpeno-hidroxilasa.

[0071] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos
aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450 o al menos aproximadamente 490 aminoacidos contiguos
de una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al
menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al
menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al
menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 98 %, al menos aproximadamente el 99 % o el 100 % de identidad de secuencia
aminoacidica con la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado muestra actividad de sesquiterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado cataliza
la oxidacion del C12 de un sustrato sesquiterpénico. En otras realizaciones, el polipéptido codificado muestra
actividad de sesquiterpeno-hidroxilasa.

[0072] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende la secuencia nucleotidica mostrada en
la figura 9 y expuesta en SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una
secuencia nucleotidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 57 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad
de secuencia nucleotidica con la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, un
acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica con una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, de aproximadamente diez a aproximadamente 15, de aproximadamente 15 a aproximadamente 20, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 25 o de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 sustituciones de
nuclestidos en comparacion con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5.
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[0073] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica con al
menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al
menos aproximadamente el 57 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al
menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al
menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia nucleotidica con
la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 5, en que el acido nucleico codifica un polipéptido que muestra
actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa (p. ej., actividad de sesquiterpeno-oxidasa, actividad de
sesquiterpeno-hidroxilasa, etc.).

[0074] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica con al
menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al
menos aproximadamente el 57 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al
menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al
menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia nucleotidica con
un tramo de al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al
menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente 900, al menos aproximadamente 1.000, al menos
aproximadamente 1.100, al menos aproximadamente 1.200, al menos aproximadamente 1.300, al menos
aproximadamente 1.400 o al menos aproximadamente 1.450 nucleétidos contiguos de la secuencia nucleotidica
expuesta en SEQ ID NO: 5.

[0075] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos
aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450 o al menos aproximadamente 480 aminoacidos contiguos
de una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al
menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al
menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al
menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 %, al
menos aproximadamente el 99 % o el 100 % de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica
expuesta en SEQ ID NO: 6. En muchas realizaciones, el polipéptido codificado muestra actividad de terpeno-
hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa. En muchas realizaciones, el polipéptido codificado muestra actividad de
sesquiterpeno-oxidasa o sesquiterpeno-hidroxilasa. En muchas realizaciones, el polipéptido codificado cataliza la
oxidacion de un sustrato sesquiterpénico.

[0076] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende al menos aproximadamente 500, al
menos aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos
aproximadamente 900, al menos aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 1.100, al menos
aproximadamente 1.200, al menos aproximadamente 1.300, al menos aproximadamente 1.400 o al menos
aproximadamente 1.450 nucleétidos contiguos de la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 5. En algunas
realizaciones, un acido nucleico objeto comprende al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente
600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente 900, al menos
aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 1.100, al menos aproximadamente 1.200, al menos
aproximadamente 1.300, al menos aproximadamente 1.400 o al menos aproximadamente 1.450 nucleétidos
contiguos de la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 5 y codifica un polipéptido que muestra actividad de
terpeno-hidroxilasa y/u oxidasa, p. €j., actividad de sesquiterpeno-oxidasa, actividad de sesquiterpeno-hidroxilasa,
etc.

[0077] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que hibrida
en condiciones de hibridacién restrictivas con un acido nucleico que comprende la secuencia nucleotidica expuesta
en SEQ ID NO: 5 o un complemento de esta.

[0078] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica segin se muestra en la figura 9 y se expone en SEQ ID
NO: 6. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica un
polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos
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aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad
de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, un
acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende una
secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al menos
aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos
aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia aminoacidica con un
tramo de al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente 100, al menos
aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos aproximadamente 250, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos aproximadamente 400, al menos
aproximadamente 450 o al menos aproximadamente 480 aminoacidos contiguos de la secuencia aminoacidica
segun se expone en SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia
nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica con una, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, de aproximadamente diez a aproximadamente 15, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 20 o de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 sustituciones conservadoras de
aminoacidos en comparacion con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado muestra actividad de sesquiterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado cataliza
la hidroxilacion de un sustrato sesquiterpénico. En otras realizaciones, el polipéptido codificado muestra actividad de
sesquiterpeno-hidroxilasa.

[0079] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos
aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450 o al menos aproximadamente 480 aminoacidos contiguos
de una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al
menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al
menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al
menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 %, al
menos aproximadamente el 99 % o el 100 % de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica
expuesta en SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado muestra actividad de terpeno-
hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado muestra actividad de
sesquiterpeno-oxidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado cataliza la hidroxilacién de un sustrato
sesquiterpénico. En otras realizaciones, el polipéptido codificado muestra actividad de sesquiterpeno-hidroxilasa.

[0080] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
una variante de un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
6. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que
codifica una enzima que muestra una o mas de las propiedades siguientes en comparacion con una enzima que
comprende la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6: 1) mayor actividad enzimatica; 2)
mayor estabilidad in vitro y/o in vivo; 3) mayor rendimiento de producto; 4) tasa de recambio de la proteina alterada;
5) especificidad de sustrato alterada (p. ej.,, de modo que la enzima variante modifica un (os) sustrato (s)
seleccionado (s)); 6) mayor eficiencia enzimatica (p. ej., mayor eficiencia de la conversién del sustrato para generar
el producto); y 7) mayor solubilidad (p. €j., solubilidad en el citoplasma o citosol).

Acidos nucleicos que codifican citocromo-P450-reductasas

[0081] La presente invencion proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia
nucleotidica que codifica una citocromo-P450-reductasa (CPR). En algunas realizaciones, un acido nucleico de CPR
objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una CPR que transfiere electrones desde NADPH a una
citocromo-P450-oxidasa codificada por un acido nucleico de enzima modificadora de isoprenoides objeto.

[0082] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende la secuencia nucleotidica mostrada en
la figura 3 y expuesta en SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una
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secuencia nucleotidica con al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad
de secuencia nucleotidica con la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 3.

[0083] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que hibrida
en condiciones de hibridacion restrictivas con un acido nucleico que comprende la secuencia nucleotidica expuesta
en SEQ ID NO: 3 o un complemento de esta.

[0084] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica segun se muestra en la figura 4 y se expone en SEQ ID
NO: 4. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica un
polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos
aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia aminoacidica con la
secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende
una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica con una, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, de aproximadamente diez a aproximadamente 15, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 20 o de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 sustituciones
conservadoras de aminoacidos en comparacion con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 4.

[0085] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido que comprende al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos
aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 550, al menos aproximadamente 600, al menos aproximadamente 650 o al menos
aproximadamente 700 aminoacidos contiguos de una secuencia aminoacidica con al menos aproximadamente el 80
%, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 98 %, al menos aproximadamente el 99 % o el 100 % de identidad de secuencia
aminoacidica con la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado transfiere electrones desde NADPH a un polipéptido (p. €j., una enzima modificadora de isoprenoides)
codificado por un acido nucleico de enzima modificadora de isoprenoides objeto.

[0086] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende al menos aproximadamente 500, al
menos aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos
aproximadamente 900, al menos aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 1.100, al menos
aproximadamente 1.200, al menos aproximadamente 1.300, al menos aproximadamente 1.400, al menos
aproximadamente 1.500, al menos aproximadamente 1.600, al menos aproximadamente 1.700, al menos
aproximadamente 1.800, al menos aproximadamente 1.900, al menos aproximadamente 2.000 o al menos
aproximadamente 2.100 nucleétidos contiguos de la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 3. En algunas
realizaciones, un acido nucleico objeto comprende al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente
600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente 900, al menos
aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 1.100, al menos aproximadamente 1.200, al menos
aproximadamente 1.300, al menos aproximadamente 1.400, al menos aproximadamente 1.500, al menos
aproximadamente 1.600, al menos aproximadamente 1.700, al menos aproximadamente 1.800, al menos
aproximadamente 1.900, al menos aproximadamente 2.000 o al menos aproximadamente 2.100 nucleétidos
contiguos de la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 3 y codifica un polipéptido que transfiere electrones
desde NADPH a una citocromo-P450-oxidasa codificada por un acido nucleico de enzima modificadora de
isoprenoides objeto, p. ej. el polipéptido codificado transfiere electrones desde NADPH a un polipéptido (p. €j., una
enzima modificadora de isoprenoides) codificado por un acido nucleico de enzima modificadora de isoprenoides
objeto.

[0087] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
una variante de un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 4. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una enzima
que muestra una o mas de las propiedades siguientes en comparacion con una enzima que comprende la secuencia
aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 4: 1) mayor actividad enzimatica; 2) mayor estabilidad in vitro y/o in vivo; 3)
mayor rendimiento de producto; 4) tasa de recambio de la proteina alterada; 5) especificidad de sustrato alterada (p.
ej., de modo que la enzima variante modifica un (os) sustrato (s) seleccionado (s); 6) mayor eficiencia enzimatica (p.
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ej., mayor eficiencia de la conversion del sustrato para generar el producto); y 7) mayor solubilidad (p. €j., solubilidad
en el citoplasma o citosol).

[0088] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
una proteina de fusién que comprende una secuencia aminoacidica de una enzima modificadora de isoprenoides
que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa, segun se describe anteriormente, fusionada con
un polipéptido heterélogo (una “pareja de fusion”), p. ej., un polipéptido distinto de una enzima modificadora de
isoprenoides segun se describe anteriormente. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una proteina de fusién que comprende una secuencia aminoacidica de una
CPR, segun se describe anteriormente, y un polipéptido heterdlogo, p. ej., un polipéptido distinto de una CPR. Las
parejas de fusion adecuadas incluyen, pero no se limitan a polipéptidos que aumentan la solubilidad de la enzima
modificadora de isoprenoides o la CPR; polipéptidos que proporcionan una sefial detectable (p. ej., una proteina
fluorescente; una enzima que da lugar a un producto detectable, p. €j., B-galactosidasa, luciferasa, peroxidasa de
rabano y similares); polipéptidos que dan lugar a la inclusién de la enzima modificadora de isoprenoides o la CPR en
un compartimento celular concreto (p. €j., citosol, citoplasma); y similares.

[0089] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
una enzima modificadora de isoprenoides (p. €j., un polipéptido que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o
terpeno-oxidasa) y una CPR. En algunas realizaciones, un &acido nucleico objeto comprende una secuencia
nucleotidica que comprende una proteina de fusidon que comprende una secuencia aminoacidica de una enzima
modificadora de isoprenoides que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa, segun se describe
anteriormente, fusionada con un polipéptido CPR. En algunas realizaciones, la proteina de fusiéon codificada
presenta la férmula NH;-A-X-B-COOH, en la que A es la enzima modificadora de isoprenoides que muestra actividad
de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa, X es un enlazante opcional y B es el polipéptido CPR. En algunas
realizaciones, la proteina de fusién codificada presenta la férmula NH2-A-X-B-COOH, en la que A es el polipéptido
CPR, X es un enlazante opcional y B es el polipéptido modificador de isoprenoides que muestra actividad de
terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa.

[0090] El péptido enlazante puede tener diversas secuencias aminoacidicas. Las proteinas pueden unirse
entre si mediante un péptido espaciador, generalmente de naturaleza flexible, aunque no se excluyen otros enlaces
quimicos. El enlazante puede ser un enlazante escindible. Generalmente, las secuencias enlazantes adecuadas
seran péptidos de entre aproximadamente 5 y aproximadamente 50 aminoacidos de longitud o de entre
aproximadamente 6 y aproximadamente 25 aminoacidos de longitud. Generalmente se usaran péptidos enlazantes
con un grado de flexibilidad. Los péptidos de enlace puede tener practicamente cualquier secuencia aminoacidica,
teniendo en cuenta que los enlazantes preferidos tendran una secuencia que resulte en un péptido generalmente
flexible. Los aminoacidos pequefios como glicina y alanina son utiles para la creacion de un péptido flexible. La
creacion de tales secuencias es una cuestion rutinaria para los expertos en la técnica. Existen diversos enlazantes
disponibles comercialmente que se consideran adecuados para el uso de acuerdo con esta invencion.

[0091] Los péptidos enlazantes adecuados incluyen frecuentemente secuencias aminoacidicas ricas en restos
de alanina y prolina, que son conocidos por otorgar flexibilidad a la estructura de una proteina. Algunos enlazantes
ejemplares tienen una combinacién de restos de glicina, alanina, prolina y metionina, como AAAGGM (SEQ ID NO:
8), AAAGGMPPAAAGGM (SEQ ID NO: 9), AAAGGM (SEQ ID NO: 10) y PPAAAGGM (SEQ ID NO: 11). Otros
péptidos enlazantes ejemplares incluyen IEGR (SEQ ID NO: 12) y GGKGGK (SEQ ID NO: 13). Sin embargo, puede
usarse cualquier enlazante flexible, generalmente de entre aproximadamente 5 y aproximadamente 50 aminoacidos
de longitud. Los enlazantes pueden tener practicamente cualquier secuencia que resulte en un péptido
generalmente flexible, incluidas secuencias ricas en alanina y prolina del tipo ejemplificado anteriormente.

Construcciones

[0092] La presente invencién proporciona ademas vectores recombinantes (“construcciones”) que
comprenden un acido nucleico objeto. En algunas realizaciones, un vector recombinante objeto da lugar a la
amplificacion de un acido nucleico objeto. En algunas realizaciones, un vector recombinante objeto da lugar a la
produccién de una enzima modificadora de isoprenoides codificada o de una CPR codificada en una célula
eucariota, en una célula procariota o en un sistema de transcripcién y traduccion acelular. Los vectores de expresion
adecuados incluyen, pero no se limitan a vectores de baculovirus, vectores de bacteriéfagos, plasmidos, fagémidos,
coésmidos, fdsmidos, cromosomas bacterianos artificiales, vectores viricos (p. €j., vectores viricos basados en el virus
de la vacuna, poliovirus, adenovirus, virus adenoasociado, SV40, virus del herpes simple y similares), cromosomas
artificiales basados en P1, plasmidos de levaduras, cromosomas artificiales de levaduras y cualquier otro vector para
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huéspedes especificos de interés (como E. coli, levaduras y células vegetales).

[0093] En algunas realizaciones, un vector recombinante objeto comprende un acido nucleico objeto que
codifica una enzima modificadora de isoprenoides y un acido nucleico objeto que codifica una CPR. En algunas de
estas realizaciones, un vector recombinante objeto es un vector de expresién que da lugar a la produccion de la
enzima modificadora de isoprenoides codificada y de la CPR codificada en una célula eucariota, en una célula
procariota o en un sistema de transcripcion y traduccién acelular.

[0094] Ciertos tipos de vectores permiten la amplificacién de las casetes de expresion de la presente
invencién. Otros tipos de vectores son necesarios para la introduccién eficiente del acido nucleico objeto en las
células y su expresion estable una vez introducido. Para los fines de la presente invencion se contempla como
vector recombinante adecuado cualquier vector capaz de aceptar un acido nucleico objeto. El vector puede ser
cualquier longitud circular o lineal de ADN que se integre en el genoma del huésped o se mantenga en forma
episémica. Los vectores pueden requerir una manipulaciéon adicional o condiciones especiales para incorporarse
eficientemente en una célula huésped (p. ej., muchos plasmidos de expresion); o pueden ser parte de un sistema de
autointegracion especifico de la célula (p. ej., un virus recombinante). En algunas realizaciones, el vector es
funcional en una célula procariota, en la que tales vectores funcionan para propagar el vector recombinante y/o dar
lugar a la expresion de un acido nucleico objeto. En algunas realizaciones, el vector es funcional en una célula
eucariota, en la que el vector sera en muchas realizaciones un vector de expresion.

[0095] Los expertos en la técnica conocen numerosos vectores de expresion adecuados, muchos de los
cuales estan disponibles comercialmente. Los vectores siguientes se proporcionan como ejemplo; para células
huésped bacterianas: pBluescript (Stratagene, San Diego, California, EE. UU.), vectores pQE (Qiagen), plasmidos
pBluescript, vectores pNH, vectores A-ZAP (Stratagene), pTrc (Amann y col., Gene, 69: 301 — 315 (1988)), pTrc99a,
pKK223-3, pDR540 y pRIT2T (Pharmacia); para células huésped eucariotas: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVKS3,
pBPV, pMSG y pSVLSV40 (Pharmacia). Sin embargo, puede usarse cualquier otro plasmido u otro vector siempre
que sea compatible con la célula huésped.

[0096] En muchas realizaciones, un vector recombinante objeto contendra uno o mas genes de marcadores
seleccionables para proporcionar un caracter fenotipico para la seleccion de las células transformadas. Los
marcadores seleccionables adecuados incluyen, pero no se limitan resistencia a dihidrofolato-reductasa o neomicina
para un cultivo de células eucariotas y resistencia a tetraciclina o ampicilina en células huésped procariotas como E.
coli.

[0097] En muchas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica
una enzima modificadora de isoprenoides, en que la secuencia nucleotidica que codifica la enzima modificadora de
isoprenoides esta ligada operativamente a uno o mas elementos de control transcripcional y/o traduccional. En
muchas realizaciones, un acido nucleico objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una CPR, en
que la secuencia nucleotidica que codifica la CPR esta ligada operativamente a uno o mas elementos de control
transcripcional y/o traduccional.

[0098] En algunas realizaciones, segun se sefiala anteriormente, un vector recombinante objeto comprende
un &cido nucleico objeto que codifica una enzima modificadora de isoprenoides y un acido nucleico objeto que
codifica una CPR. En algunas de estas realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la enzima modificadora
de isoprenoides y la secuencia nucleotidica que codifica la CPR estan ligadas operativamente a diferentes
elementos de control transcripcional. En otras realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la enzima
modificadora de isoprenoides y la secuencia nucleotidica que codifica la CPR estan ligadas operativamente al (os)
mismo (s) elemento (s) de control transcripcional. En algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la
enzima modificadora de isoprenoides y la secuencia nucleotidica que codifica la CPR estan las dos ligadas
operativamente al mismo promotor inducible. En algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la
enzima modificadora de isoprenoides y la secuencia nucleotidica que codifica la CPR estan las dos ligadas
operativamente al mismo promotor constitutivo.

[0099] Los promotores adecuados para uso en células huésped procariotas incluyen, pero no se limitan a un
promotor de la polimerasa de ARN del bacteriéfago T7; un promotor trp; un promotor del operén lac; un promotor
hibrido, p. €j., un promotor hibrido lac/tac, un promotor hibrido tac/trc, un promotor trp/lac, un promotor T7/lac, un
promotor trc, un promotor tac y similares; un promotor araBAD; promotores regulados in vivo, como un promotor
ssaG o un promotor relacionado (véase, p. €j., la publicacién de patente de los EE. UU. n° 20040131637), un
promotor pagC (Pulkkinen y Miller, J. Bacteriol., 1991: 173 (1): 86 — 93; Alpuche-Aranda y col., PNAS, 1992: 89 (21):
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10079 — 83), un promotor nirB (Harborne y col. (1992) Mol. Micro. 6: 2805 — 2813) y similares (véanse, p. €j.,
Dunstan y col. (1999) Infect. Immun. 67: 5133 — 5141; McKelvie y col. (2004) Vaccine 22: 3243 — 3255; Chatfield y
col. (1992) Biotechnol. 10: 888 — 892); un promotor 70, p. €j., un promotor 70 consenso (véanse, p. €j., los n°® de
acceso de GenBank AX798980, AX798961 y AX798183); un promotor de fase estacionaria, p. €j., un promotor dps,
un promotor spv y similares; un promotor derivado de la isla de patogenicidad SPI-2 (véase, p. €j., el documento
WQ96/17951); un promotor actA (véase, p. €j., Shetron-Rama y col. (2002) Infect. Immun. 70: 1087 — 1096); un
promotor rpsM (véase, p. €j., Valdivia y Falkow (1996) Mol. Microbiol. 22: 367 — 378); un promotor tet (véase p. €j.,
Hillen, W y Wissmann, A. (1989) en Saenger, W. y Heinemann U. (eds.), Topics in Molecular and Structural Biology,
Protein-Nucleic Acid Interaction. Macmillan, Londres, Reino Unido, vol. 10, pags. 143 — 162); un promotor SP6
(véase, p. €j., Melton y col. (1984) Nucl. Acids. Res. 12: 7035 — 7056); y similares.

[0100] Algunos ejemplos no limitantes de promotores eucaridticos adecuados incluyen el promotor temprano
inmediato del CMV, el promotor de la timidina-cinasa del VHS, los promotores temprano y tardio de SV40, el
promotor LTR de retrovirus y el promotor de la metalotioneina | de raton. En algunas realizaciones, p. €j., para
expresion en una célula de levadura, un promotor adecuado es un promotor constitutivo como un promotor ADH1,
un promotor PGK1, un promotor ENO, un promotor PYK1 y similares; o un promotor regulable como un promotor
GAL1, un promotor GAL10, un promotor ADH2, un promotor PHO5, un promotor CUP1, un promotor GAL7, un
promotor MET25, un promotor MET3 y similares. La seleccion del vector y el promotor adecuados se encuentra
dentro de las capacidades de los expertos en la técnica. El vector de expresion puede contener también un sitio de
union a ribosomas para el inicio de la traduccion y un terminador de transcripciéon. El vector de expresién puede
incluir también secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

[0101] En muchas realizaciones, una secuencia nucleotidica que codifica una enzima modificadora de
isoprenoides esta ligada operativamente a un promotor inducible. En muchas realizaciones, una secuencia
nucleotidica que codifica una CPR esta ligada operativamente a un promotor inducible. Los promotores inducibles
son bien conocidos en la técnica. Los promotores inducibles adecuados incluyen, pero no se limitan a pL del
bacteriéfago A; Plac; Ptpr; Ptac (promotor hibrido Ptrp-lac); un promotor inducible por isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG), p. €j., un promotor lacZ; un promotor inducible por tetraciclina; un promotor inducible por
arabinosa, p. €j., Peap (véase, p. €., Guzman y col., J. Bacteriol. 177: 4121 — 4130); un promotor inducible por xilosa,
p. €j., Pxyl (véase, p. ej., Kim y col. (1996) Gene 181: 71 — 76); un promotor GAL1; un promotor de triptéfano; un
promotor lac; un promotor inducible por alcohol, p. €j., un promotor inducible por metanol, un promotor inducible por
etanol; un promotor inducible por rafinosa; un promotor termoinducible, p. €j., un promotor P, termoinducible de A, un
promotor controlado por un represor termosensible (p. €j., los vectores de expresiéon basados en A, reprimidos por
CI857; véase, p. ej., Hoffmann y col. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 177 (2): 327 — 34); y similares.

[0102] En levaduras, puede usarse una serie de vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles.
Como revision, véanse Current Protocols in Molecular Biology, vol. 2, 1988, ed. Ausubel y col., Greene Publish.
Assoc. y Wiley Interscience, capitulo 13; Grant, y col., 1987, Expression and Secretion Vectors for Yeast, en
Methods in Enzymology, eds. Wu y Grossman, 31987, Acad. Press, N.Y., EE. UU., vol. 153, pags. 516 — 544;
Glover, 1986, DNA Cloning, vol. II, IRL Press, Washington, D.C., EE. UU., capitulo 3; y Bitter, 1987, Heterologous
Gene Expression in Yeast, en Methods in Enzymology, eds. Berger y Kimmel, Acad. Press, N.Y., EE. UU., vol. 152,
pags. 673 — 684; The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, 1982, eds. Strathern y col., Cold Spring
Harbor Press, vols. | y Il. Puede usarse un promotor constitutivo de levaduras como ADH o LEU2 o un promotor
inducible como GAL (Cloning in Yeast, capitulo 3, R. Rothstein en: DNA Cloning vol. 11, A Practical Approach, ed.
DM. Glover, 1986, IRL Press, Washington., D.C., EE. UU.). Alternativamente pueden usarse vectores que facilitan la
integracion de secuencias de ADN extrafio en el cromosoma de la levadura.

[0103] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto o un vector objeto comprenden un promotor u otro
(s) elemento (s) regulador (es) para expresion en una célula vegetal. Algunos ejemplos no limitantes de promotores
constitutivos adecuados que son funcionales en una célula vegetal son el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor, un promotor 35S en tandem (Kay y col., Science 236: 1299 (1987)), un promotor 19S del virus del mosaico
de la coliflor, un promotor del gen de la nopalina-sintasa (Singer y col., Plant Mol. Biol. 14: 433 (1990); An, Plant
Physiol. 81: 86 (1986)), un promotor del gen de la octopina-sintasa y un promotor de la ubicuitina. Los promotores
inducibles adecuados que son funcionales en una célula vegetal incluyen, pero no se limitan a un promotor del gen
de la fenilalanina-amonioliasa, un promotor del gen de la chalcona-sintasa, un promotor del gen de la proteina
relacionada con la patogénesis, un elemento regulador inducible por cobre (Mett y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90: 4567 — 4571 (1993); Furst y col., Cell 55: 705 — 717 (1988)); elementos reguladores inducibles por tetraciclina y
clorotetraciclina (Gatz y col., Plant J. 2: 397 — 404 (1992); Rdéder y col., Mol. Gen. Genet. 243: 32 — 38 (1994); Gatz,
Meth. Cell Biol. 50: 411 — 424 (1995)); elementos reguladores inducibles por ecdisona (Christopherson y col., Proc.
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Natl. Acad Sci. USA 89: 6314 — 6318 (1992); Kreutzweiser y col., Ecotoxicol. Environ. Safety 28: 14 — 24 (1994));
elementos reguladores inducibles por choque térmico (Takahashi y col., Plant Physiol. 99: 383 — 390 (1992); Yabe y
col., Plant Cell Physiol. 35: 1207 — 1219 (1994); Ueda y col., Mol. Gen. Genet. 250: 533 — 539 (1996)); y elementos
del operdn lac, que se usan en combinacion con un represor lac expresado constitutivamente para conferir, por
ejemplo, expresion inducible por IPTG (Wilde y col., EMBO J. 11: 1251 — 1259 (1992)); un promotor inducible por
nitrato derivado del gen de la nitrito-reductasa de espinaca (Back y col., Plant Mol. Biol. 17: 9 (1991)); un promotor
fotoinducible, como el asociado con las familias génicas de la subunidad menor de la RuBP-carboxilasa o la LHCP
(Feinbaum y col., Mol. Gen. Genet. 226: 449 (1991); Lam y Chua, Science 248: 471 (1990)); un elemento regulador
de respuesta a la luz segun se describe en la publicacion de patente de los EE. UU. n° 20040038400; elementos
reguladores inducibles por acido salicilico (Uknes y col., Plant Cell 5: 159 — 169 (1993); Bi y col., Plant J. 8: 235 —
245 (1995)); elementos reguladores inducibles por hormonas vegetales (Yamaguchi-Shinozaki y col., Plant Mol. Biol.
15: 905 (1990); Kares y col., Plant Mol. Biol. 15: 225 (1990)); y elementos reguladores inducibles por hormonas
humanas como el elemento de respuesta a glucocorticoides humanos (Schena y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
10421 (1991)).

[0104] En un &cido nucleico objeto o en un vector objeto pueden incluirse también elementos reguladores
selectivos de tejidos vegetales. Los elementos reguladores selectivos de tejidos adecuados que pueden usarse para
expresar ectdopicamente un acido nucleico en un solo tejido o en un ndmero limitado de tejidos incluyen, pero no se
limitan a un elemento regulador selectivo del xilema, un elemento regulador selectivo de traqueidas, un elemento
regulador selectivo de fibras, un elemento regulador selectivo de tricomas (véase, p. ej., Wang y col. (2002) J. Exp.
Botany 53: 1891 — 1897), un elemento regulador selectivo de tricomas glandulares y similares.

[0105] Los vectores adecuados para uso en células vegetales son conocidos en la técnica y cualquiera de
estos vectores puede usarse para introducir un acido nucleico objeto en una célula huésped vegetal. Los vectores
adecuados incluyen, p. ej., un pldsmido Ti de Agrobacterium tumefaciens o un plasmido Ri de A. rhizogenes. El
plasmido Ti o Ris se transmite a las células vegetales mediante la infeccion por Agrobacterium y se integra de
manera estable en el genoma de la planta. J. Schell, Science 237: 1176 — 83 (1987). También es adecuado para uso
un cromosoma vegetal artificial, segun se describe, p. €j., en la patente de los EE. UU. n° 6.900.012.

Composiciones

[0106] La presente invencion proporciona ademas composiciones que comprenden un acido nucleico objeto.
La presente invencion proporciona ademas composiciones que comprenden un vector recombinante objeto. En
muchas realizaciones, las composiciones que comprenden un acido nucleico objeto o un vector de expresién objeto
incluiran uno o mas de los componentes siguientes: una sal, p. ej., NaCl, MgCl., KCI, MgSOs, etc.; un agente
tamponante, p. ej., un tampon de tris, acido N- (2-hidroxietil)piperazin-N’- (2-etanosulfénico) (HEPES), acido 2- (N-
morfolino)etanosulfonico (MES), sal de sodio del acido 2- (N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido 3- (N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS), acido N-tris[hidroximetil]metil-3-aminopropanosulfénico (TAPS), etc.; un agente
solubilizante; un detergente, p. €j., un detergente no i6nico como Tween-20, etc.; un inhibidor de nucleasas; y
similares. En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto o un vector recombinante objeto se liofiliza.

Células huésped

[0107] La presente invencion proporciona células huésped modificadas genéticamente, p. €j., células huésped
que han sido modificadas genéticamente con un acido nucleico objeto o un vector recombinante objeto. En muchas
realizaciones una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula huésped in vitro. En otras
realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula huésped in vivo. En otras
realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente es parte de un organismo pluricelular.

[0108] En muchas realizaciones, las células huésped son organismos unicelulares o crecen en cultivo como
células individuales. En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula eucariota. Las células huésped
eucariotas adecuadas incluyen, pero no se limitan a células de levaduras, células de insectos, células vegetales,
células de hongos y células de algas. Las células huésped eucariotas adecuadas incluyen, pero no se limitan a
Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia opuntiae,
Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia methanolica, Pichia sp.,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces lactis,
Candida albicans, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei, Chrysosporium
lucknowense, Fusarium sp., Fusarium gramineum, Fusarium venenatum, Neurospora crassa, Chlamydomonas
reinhardtii y similares. En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula eucariota distinta de una célula
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vegetal.

[0109] En otras realizaciones, la célula huésped es una célula vegetal. Las células vegetales incluyen células
de monocotiledéneas y de dicotiledéneas.

[0110] En otras realizaciones, la célula huésped es una célula procariota. Las células procariotas adecuadas
incluyen, pero no se limitan a cualquiera de una diversidad de cepas de laboratorio de Escherichia coli, Lactobacillus
sp., Salmonella sp., Shigella sp., y similares. Véanse, p. €j., Carrier y col. (1992) J. Immunol. 148: 1176 — 1181;
patente de los EE. UU. n° 6.447.784; y Sizemore y col. (1995) Science 270: 299 — 302. Algunos ejemplos de
especies de Salmonella que pueden emplearse en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a Salmonella
typhi y S. typhimurium. Las cepas adecuadas de Shigella incluyen, pero no se limitan a Shigella flexneri, Shigella
sonnei y Shigella disenteriae. Tipicamente, la cepa de laboratorio es una cepa que no es patdégena. Algunos
ejemplos no limitantes de otras bacterias adecuadas incluyen, pero no se limitan a Bacillus subtilis, Pseudomonas
putida, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mavalonii, Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus,
Rhodospirillum rubrum, Rhodococcus sp. y similares. En algunas realizaciones, la célula huésped es Escherichia
coli.

[0111] Para generar una célula huésped modificada genéticamente objeto, una &cido nucleico objeto que
comprende secuencias nucleotidicas que codifican una enzima modificadora de isoprenoides se introduce de
manera estable o transitoria en una célula huésped parental mediante técnicas establecidas que incluyen, pero no
se limitan a electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion por medio de DEAE-dextrano,
transfeccion por medio de liposomas y similares. Para una transformacién estable, un acido nucleico incluira ademas
generalmente un marcador seleccionable, p. ej., cualquiera de varios marcadores seleccionables bien conocidos
como resistencia a neomicina, resistencia a ampicilina, resistencia a tetraciclina, resistencia a cloranfenicol,
resistencia a kanamicina y similares.

[0112] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula vegetal.
Una célula vegetal modificada genéticamente objeto es Util para la produccion de un compuesto isoprenoide
seleccionado en un cultivo de células vegetales in vitro. En: Plant Cell and Tissue Culture, 1994, Vasil y Thorpe eds.,
Kluwer Academic Publishers y en: Plant Cell Culture Protocols (Methods in Molecular Biology 111), 1999, Hall eds.,
Humana Press, por ejemplo, pueden encontrarse instrucciones concernientes al cultivo de tejidos vegetales.

Células huésped modificadas genéticamente

[0113] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto comprende un vector
de expresién objeto, en que el vector de expresion objeto comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
enzima modificadora de isoprenoides. En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente
objeto comprende un vector de expresion objeto, en que el vector de expresion objeto comprende una secuencia
nucleotidica que codifica un polipéptido que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno-oxidasa.

[0114] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto comprende un primer
vector de expresion objeto, en que el primer vector de expresion objeto comprende un acido nucleico objeto que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o
terpeno-oxidasa; y ademas comprende un segundo vector de expresion objeto, en que el segundo vector de
expresion objeto comprende un acido nucleico objeto que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
CPR. En otras realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto comprende un vector de
expresion objeto, en que el vector de expresion objeto comprende un acido nucleico objeto que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una enzima modificadora de isoprenoides y un acido nucleico objeto que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica una CPR. En oftras realizaciones, una célula huésped
modificada genéticamente objeto comprende un vector de expresién objeto, en que el vector de expresién objeto
comprende un acido nucleico objeto que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de
fusion (p. €j., un polipéptido que incluye una enzima modificadora de isoprenoides y una CPR).

[0115] Los acidos nucleicos que codifican CPR adecuados incluyen acidos nucleicos que codifican CPR
encontrados en plantas. Los acidos nucleicos que codifican CPR adecuados incluyen acidos nucleicos que codifican
CPR encontrados en hongos. Algunos ejemplos de acidos nucleicos que codifican CPR adecuados incluyen: n° de
acceso de GenBank AJ303373 (CPR de Triticum aestivum); n° de acceso de GenBank AY959320 (CPR de Taxus
chinensis); n° de acceso de GenBank AY532374 (CPR de Ammi majus); n° de acceso de GenBank AG211221 (CPR
de Oryza sativa); n° de acceso de GenBank AF024635 (CPR de Petroselinum crispum).
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[0116] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula huésped
que normalmente no sintetiza isopentenilpirofosfato (IPP) ni mevalonato por la ruta del mevalonato. La ruta del
mevalonato comprende: (a) la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA para dar acetoacetil-CoA; (b) la
condensacion de acetoacetil-CoA con acetil-CoA para formar HMG-CoA; (c) la conversién de HMG-CoA en
mevalonato; (d) la fosforilacion de mevalonato para dar mevalonato-5-fosfato; (e) la conversiéon de mevalonato-5-
fosfato en mevalonato-5-pirofosfato; y (f) la conversion de mevalonato-5-pirofosfato en isopentenilpirofosfato. Las
enzimas de la ruta del mevalonato requeridas para la produccién de IPP pueden variar dependiendo de las
condiciones de cultivo.

[0117] Segun se sefala anteriormente, en algunas realizaciones, una célula huésped modificada
genéticamente objeto es una célula huésped que normalmente no sintetiza isopentenilpirofosfato (IPP) ni
mevalonato por la ruta del mevalonato. En algunas de estas realizaciones, la célula huésped se modifica
genéticamente con un vector de expresion objeto que comprende un acido nucleico objeto que codifica una enzima
modificadora de isoprenoides; y la célula huésped se modifica genéticamente con uno o mas acidos nucleicos
heterélogos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican acetoacetil-CoA-tiolasa, hidroximetilglutaril-
CoA-sintasa (HMGS), hidroximetilglutaril-CoA-reductasa (HMGR), mevalonato-cinasa (MK), fosfomevalonato-cinasa
(PMK) y mevalonato-pirofosfato-descarboxilasa (MPD) (y opcionalmente también IPP-isomerasa). En muchas de
estas realizaciones, la célula huésped se modifica genéticamente con un vector de expresién que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una CPR. En algunas de estas realizaciones, la célula huésped se modifica
genéticamente con un vector de expresion que comprende un acido nucleico objeto que codifica una enzima
modificadora de isoprenoides; y la célula huésped se modifica genéticamente con uno o mas acidos nucleicos
heterélogos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican MK, PMK, MPD (y opcionalmente también IPP-
isomerasa). En muchas de estas realizaciones, la célula huésped se modifica genéticamente con un vector de
expresion que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una CPR.

[0118] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula huésped
que normalmente no sintetiza IPP ni mevalonato por la ruta del mevalonato; la célula huésped se modifica
genéticamente con un vector de expresion objeto que comprende un acido nucleico objeto que codifica una enzima
modificadora de isoprenoides; y la célula huésped se modifica genéticamente con uno o mas acidos nucleicos
heterélogos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican acetoacetil-CoA-tiolasa, HMGS, HMGR, MK,
PMK, MPD, IPP-isomerasa y una prenil-transferasa. En muchas de estas realizaciones, la célula huésped se
modifica genéticamente con un vector de expresion que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
CPR. En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula huésped que
normalmente no sintetiza IPP ni mevalonato por la ruta del mevalonato; la célula huésped se modifica genéticamente
con un vector de expresion objeto que comprende un acido nucleico objeto que codifica una enzima modificadora de
isoprenoides; y la célula huésped se modifica genéticamente con uno o mas acidos nucleicos heterélogos que
comprenden secuencias nucleotidicas que codifican MK, PMK, MPD, IPP-isomerasa y una prenil-transferasa. En
muchas de estas realizaciones, la célula huésped se modifica genéticamente con un vector de expresion que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica una CPR.

[0119] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula que
normalmente sintetiza IPP o mevalonato por la ruta del mevalonato, p. €j., la célula huésped es una célula que
comprende una ruta endégena del mevalonato. En algunas de estas realizaciones, la célula huésped es una célula
de levadura. En algunas de estas realizaciones, la célula huésped es Saccharomyces cerevisiae.

[0120] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente se modifica genéticamente
ademas con uno o mas acidos nucleicos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican una
deshidrogenasa o deshidrogenasas, en que la deshidrogenasa modifica adicionalmente un compuesto isoprenoide.
La deshidrogenasa codificada puede ser una que se encuentre naturalmente en una célula procariota o una célula
eucariota o puede ser una variante de una deshidrogenasa semejante. En algunas realizaciones, la presente
invencion proporciona acidos nucleicos aislados que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican tales
deshidrogenasas.

Acidos nucleicos de la ruta del mevalonato

[0121] Las secuencias nucleotidicas que codifican los productos génicos de la ruta del MEV son conocidas en
la técnica y cualquier secuencia nucleotidica conocida que codifique un producto génico de la ruta del MEV puede
usarse para dgenerar una célula huésped modificada genéticamente objeto. Por ejemplo, las secuencias
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nucleotidicas que codifican acetoacetil-CoA-tiolasa, HMGS, HMGR, MK, PMK, MPD e IDI son conocidas en la
técnica. Los siguientes son ejemplos no limitantes de secuencias nucleotidicas conocidas que codifican productos
génicos de la ruta del MEV, con los numeros de acceso de GenBank y los organismos en paréntesis después de
cada enzima de la ruta del MEV: acetoacetil-Co-A-tiolasa: (NC_000913, region: 2324131..2325315; E. coli),
(D49362; Paracoccus denitrificans) y (L20428; Saccharomyces cerevisiae); HMGS: (NC_001145, complemento
19061..20536; Saccharomyces cerevisiae), (X96617; Saccharomyces cerevisiae), (X83882; Arabidopsis thaliana),
(AB037907; Kitasatospora griseola) y (BT007302; Homo sapiens); HMGR: (NM_206548; Drosophila melanogaster),
(NM_204485; Gallus gallus), (AB015627; Streptomyces sp. KO-3988), (AF542543; Nicotiana attenuata), (AB037907;
Kitasatospora griseola), (AX128213, que proporciona la secuencia que codifica una HMGR truncada;
Saccharomyces cerevisiae) y (NC_001145, complemento 115734..118898; Saccharomyces cerevisiae); MK:
(L77688; Arabidopsis thaliana) y (X55875; Saccharomyces cerevisiae); PMK: (AF429385; Hevea brasiliensis),
(NM_006556; Homo sapiens), (NC_001145, complemento 712315..713670; Saccharomyces cerevisiae); MPD:
(X97557; Saccharomyces cerevisiae), (AF290095; Enterococcus faecium) y (U49260; Homo sapiens); e IDI:
(NC_000913, 3031087..3031635; E. coli) y (AF082326; Haematococcus pluvialis).

[0122] En algunas realizaciones, la region codificante de HMGR codifica una forma truncada de HMGR
(tHMGR”) que carece del dominio transmembrana de la HMGR natural. El dominio transmembrana de la HMGR
contiene las porciones reguladoras de la enzima y no tiene actividad catalitica.

[0123] La secuencia codificante de cualquier enzima conocida de la ruta del MEV puede alterarse de diversas
maneras conocidas en la técnica para generar cambios especificos en la secuencia aminoacidica de la enzima
codificada. Normalmente, la secuencia aminoacidica de una enzima variante de la ruta del MEV sera
sustancialmente similar a la secuencia aminoacidica de cualquier enzima conocida de la ruta del MEV, es decir,
diferira en al menos un aminoacido y puede diferir en al menos dos, al menos cinco, al menos diez o al menos 20
aminoacidos, pero, tipicamente, en no mas de aproximadamente 50 aminoacidos. Los cambios en la secuencia
pueden ser sustituciones, inserciones o deleciones. Por ejemplo, segun se describe mas adelante, la secuencia
nucleotidica puede alterarse por la preferencia de codones de una célula huésped concreta. Ademas, pueden
introducirse una o mas diferencias en la secuencia nucleotidica que resulten en cambios conservadores de
aminoacidos en la proteina codificada.

Prenil-transferasas

[0124] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto se modifica
genéticamente para incluir un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una enzima
modificadora de isoprenoides; y en algunas realizaciones también se modifica genéticamente para incluir uno o mas
acidos nucleicos que comprenden una (s) secuencia (s) nucleotidica (s) que codifican una o mas enzimas de la ruta
del mevalonato, segun se describe anteriormente; y un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica
que codifica una prenil-transferasa.

[0125] Las prenil-transferasas constituyen un amplio grupo de enzimas que catalizan la condensacion
consecutiva de IPP, lo que resulta en la formacion de prenildifosfatos de diversas longitudes de cadena. Las prenil-
transferasas adecuadas incluyen enzimas que catalizan la condensacion de IPP con sustratos iniciadores alilicos
para formar compuestos isoprenoides con aproximadamente dos unidades de isopreno hasta aproximadamente
6.000 unidades de isopreno o mas, p. €j., dos unidades de isopreno (geranilpirofosfato-sintasa), tres unidades de
isopreno (farnesilpirofosfato-sintasa), cuatro unidades de isopreno (geranilgeranilpirofosfato-sintasa), cinco unidades
de isopreno, seis unidades de isopreno (hexadecilpirofosfato-sintasa), siete unidades de isopreno, ocho unidades de
isopreno (fitoeno-sintasa, octaprenilpirofosfato-sintasa), nueve unidades de isopreno (nonaprenilpirofosfato-sintasa)
diez unidades de isopreno (decaprenilpirofosfato-sintasa), de aproximadamente diez a aproximadamente 15
unidades de isopreno, de aproximadamente 15 unidades de isopreno a aproximadamente 20 unidades de isopreno,
de aproximadamente 20 unidades de isopreno a aproximadamente 25 unidades de isopreno, de aproximadamente
25 unidades de isopreno a aproximadamente 30 unidades de isopreno, de aproximadamente 30 unidades de
isopreno a aproximadamente 40 unidades de isopreno, de aproximadamente 40 unidades de isopreno a
aproximadamente 50 unidades de isopreno, de aproximadamente 50 unidades de isopreno a aproximadamente 100
unidades de isopreno, de aproximadamente 100 unidades de isopreno a aproximadamente 250 unidades de
isopreno, de aproximadamente 250 unidades de isopreno a aproximadamente 500 unidades de isopreno, de
aproximadamente 500 unidades de isopreno a aproximadamente 1.000 unidades de isopreno, de aproximadamente
1.000 unidades de isopreno a aproximadamente 2.000 unidades de isopreno, de aproximadamente 2.000 unidades
de isopreno a aproximadamente 3.000 unidades de isopreno, de aproximadamente 3.000 unidades de isopreno a
aproximadamente 4.000 unidades de isopreno, de aproximadamente 4.000 unidades de isopreno a
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aproximadamente 5.000 unidades de isopreno o de aproximadamente 5.000 unidades de isopreno a
aproximadamente 6.000 unidades de isopreno o mas.

[0126] Las prenil-transferasas adecuadas incluyen, pero no se limitan a una E-isoprenildifosfato-sintasa que
incluye, pero no se limita a geranildifosfato (GPP)-sintasa, farnesildifosfato (FPP)-sintasa, geranilgeranildifosfato
(GGPP)-sintasa, hexaprenildifosfato (HexPP)-sintasa, heptaprenildifosfato (HepPP)-sintasa, octaprenildifosfato
(OPP)-sintasa, solanesildifosfato (SPP)-sintasa, decaprenildifosfato (DPP)-sintasa, sintasa de chicle y sintasa de
gutapercha; y una Z-isoprenildifosfato-sintasa que incluye, pero no se limita a nonaprenildifosfato (NPP)-sintasa,
undecaprenildifosfato (UPP)-sintasa, deshidrodoliquildifosfato-sintasa, eicosaprenildifosfato-sintasa, sintasa de la
goma natural y otras Z-isoprenildifosfato-sintasas.

[0127] Las secuencias nucleotidicas de numerosas prenil-transferasas de diversas especies son conocidas y
pueden usarse o modificarse para su uso en la generacién de una célula huésped modificada genéticamente objeto.
Las secuencias nucleotidicas que codifican prenil-transferasas son conocidas en la técnica. Véanse, p. €j., el ARNm
de la farnesilpirofosfato-sintetasa humana (n° de acceso de GenBank J05262; Homo sapiens); el gen de la
farnesildifosfato-sintetasa (FPP) (n° de acceso de GenBank J05091; Saccharomyces cerevisiae); el gen de la
isopentenildifosfato: dimetialildifosfato-isomerasa (J05090; Saccharomyces cerevisiae); Wang y Ohnuma (2000)
Biochim. Biophys. Acta 1529: 33 — 48; patente de los EE. UU. n° 6.645.747; el ARNm de la farnesilpirofosfato-
sintetasa 2 (FPS2) / FPP-sintetasa 2 / farnesildifosfato-sintetasa 2 (At4g17190) de Arabidopsis thaliana (n° de
acceso de GenBank NM_202836); el ARNm de la geranilgeranildifosfato-sintasa (ggpps) de Ginkgo biloba (n° de
acceso de GenBank AY371321); el ARNm de la geranilgeranilpirofosfato-sintasa (GGPS1) / GGPP-sintetasa /
farnesil-transtransferasa de Arabidopsis thaliana (At4g36810) (n° de acceso de GenBank NM_119845); el gen de
Synechococcus elongatus para farnesil, geranilgeranil, geranilfarnesil, hexaprenil, heptaprenildifosfato-sintasa (SelF-
HepPS) (n° de acceso de GenBank AB016095); etc.

Terpeno-sintasas

[0128] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto se modifica
genéticamente para incluir un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una terpeno-
sintasa. En algunas realizaciones, la terpeno-sintasa es una sintasa que modifica FPP para generar un
sesquiterpeno. En otras realizaciones, la terpeno-sintasa es una sintasa que modifica GPP para generar un
monoterpeno. En ofras realizaciones, la terpeno-sintasa es una sintasa que modifica GGPP para generar un
diterpeno.

[0129] Las secuencias nucleotidicas que codifican terpeno-sintasas son conocidas en la técnica y cualquier
secuencia nucleotidica conocida que codifique una terpeno-sintasa puede usarse para modificar genéticamente una
célula huésped. Por ejemplo, son conocidas y pueden usarse las siguientes secuencias nucleotidicas que codifican
terpeno-sintasas, indicadas seguidas de sus numeros de acceso de GenBank y de los organismos en que se
identificaron: ARNm de (-)-germacreno-D-sintasa (AY438099; Populus balsamifera subsp. trichocarpa x Populus
deltoides); ARNm de E,E-a-farneseno-sintasa (AY640154; Cucumis sativus); ARNm de1,8-cineol-sintasa
(AY691947; Arabidopsis thaliana); ARNm de terpeno-sintasa 5 (TPS5) (AY518314; Zea mays); ARNm de terpeno-
sintasa 4 (TPS4) (AY518312; Zea mays); ARNm de mirceno/ocimeno-sintasa (TPS10) (At2g24210) (NM_127982;
Arabidopsis thaliana); ARNm de geraniol-sintasa (GES) (AY362553; Ocimum basilicum); ARNm de pineno-sintasa
(AY237645; Picea sitchensis); ARNm de mirceno-sintasa 120 (AY195609; Antirrhinum majus); ARNm de (E)-B-
ocimeno-sintasa (0e23) (AY195607; Antirrhinum majus); ARNm de E-B-ocimeno-sintasa (AY151086; Antirrhinum
majus); ARNm de terpeno-sintasa (AF497492; Arabidopsis thaliana); ARNm de (-)-canfeno-sintasa (AG6.5) (U87910;
Abies grandis); gen de (-)-4S-limoneno-sintasa (p. €j., secuencia genémica) (AF326518; Abies grandis); gen de &-
selineno-sintasa (AF326513; Abies grandis); ARNm de amorfa-4,11-dieno-sintasa (AJ251751; Artemisia annua);
ARNm de E-a-bisaboleno-sintasa (AF006195; Abies grandis); ARNm de y-humuleno-sintasa (U92267; Abies
grandis); ARNm de §-selineno-sintasa (U92266; Abies grandis); ARNm de pineno-sintasa (AG3.18) (U87909; Abies
grandis); ARNm de mirceno-sintasa (AG2.2) (U87908; Abies grandis); etc.

Uso de codones

[0130] En algunas realizaciones, una secuencia nucleotidica usada para generar una célula huésped
modificada genéticamente objeto se modifica de modo que la secuencia nucleotidica refleje la preferencia de
codones de la célula huésped concreta. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica se
modificara para reflejar la preferencia de codones de levaduras. Véase p. €]., Bennetzen y Hall (1982) J. Biol. Chem.
257 (6): 3026 — 3031. Como otro ejemplo no limitante, en otras realizaciones, la secuencia nucleotidica se modificara
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para reflejar la preferencia de codones de E. coli. Véanse, p. ej., Gouy y Gautier (1982) Nucleic Acids Res. 10 (22):
7055 — 7074; Eyre—Walker (1996) Mol. Biol. Evol. 13 (6): 864 — 872. Véase también Nakamura y col. (2000) Nucleic
Acids Res. 28 (1): 292.

Modificaciones genéticas adicionales

[0131] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula que se
modifica genéticamente para incluir uno o mas acidos nucleicos que comprenden una secuencia (s) nucleotidica (s)
que codifica (n) una enzima modificadora de isoprenoides; y que ademas se modifica genéticamente para conseguir
un aumento de la produccién de un intermedio de una ruta biosintética de terpenos y/o que se modifica
genéticamente ademas de modo que se inactiva funcionalmente un gen de una ruta biosintética de terpenos
endogena. El término “inactivado funcionalmente”, segun se usa en este documento en el contexto de un gen de una
ruta biosintética de terpenos endégena, se refiere a una modificacion genética de un gen de una ruta biosintética de
terpenos, en que dicha modificacion resulta en la producciéon de un producto génico codificado por el gen que se
produce a niveles inferiores a los normales y/o no es funcional.

[0132] Las modificaciones genéticas que aumentan la produccion de un intermedio de una ruta biosintética de
terpenos enddgena incluyen, pero no se limitan a modificaciones genéticas que resultan en un nivel y/o actividad
reducidos de una fosfotransacetilasa en la célula huésped. La concentracién intracelular de un intermedio de una
ruta biosintética de terpenos aumenta al aumentar la concentracion intracelular de acetil-CoA. E. coli secreta una
fraccion significativa de acetil-CoA en forma de acetato al medio. La delecion del gen que codifica la
fosfotransacetilasa, pta, la primera enzima responsable de la transformacion de acetil-CoA en acetato, reduce la
secrecion de acetato. Las modificaciones genéticas que reducen el nivel y/o la actividad de la fosfotransacetilasa en
una célula huésped procariota son especialmente Utiles en los casos en que la célula huésped modificada
genéticamente es una célula que se modifica genéticamente con un acido nucleico que comprende secuencias
nucleotidicas que codifican uno o mas productos génicos de la ruta del MEV.

[0133] En algunas realizaciones, una modificacion genética que resulta en una reduccion del nivel de
fosfotransacetilasa en una célula huésped procariota es una mutacion genética que inactiva funcionalmente el gen
pta endégeno de la célula huésped procariota que codifica la fosfotransacetilasa. El gen pta puede inactivarse
funcionalmente de cualquiera de diversas maneras, incluidas la insercién de un elemento genético movil (p. €j., un
transposon, etc.); la delecion de todo o de parte del gen, de modo que el producto génico no se produce o esta
truncado y no es funcional para convertir acetil-CoA en acetato; la mutacion del gen de modo que el producto génico
no se produce o esta truncado y no es funcional para convertir acetil-CoA en acetato; la delecion o mutacién de uno
0 mas elementos de control que controlan la expresion del gen pta, de modo que el producto génico no se produce;
y similares.

[0134] En algunas realizaciones, el gen pta endoégeno de una célula huésped modificada genéticamente se
deleciona. Puede usarse cualquier procedimiento para delecionar un gen. Un ejemplo no limitante de un
procedimiento para la delecién de un gen pta es el uso del sistema de recombinaciéon ARed. Datsenko y Wanner
(2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (12): p. 6640 — 5. En algunas realizaciones, el gen pta se delecionara de una
célula huésped (p. €j., E. coli) que se modifica genéticamente con un acido nucleico que comprende secuencias
nucleotidicas que codifican MK, PMK, MPD e IDI. En algunas realizaciones, el gen pta se delecionara de una célula
huésped (p. ej., E. coli) que se modifica genéticamente con un &acido nucleico que comprende secuencias
nucleotidicas que codifican MK, PMK, MPD e IPP. En algunas realizaciones, el gen pta se delecionara de una célula
huésped (p. ej., E. coli) que se modifica genéticamente con un acido nucleico que comprende secuencias
nucleotidicas que codifican MK, PMK, MPD, IPP y una prenil-transferasa.

[0135] En algunas realizaciones, una célula modificada genéticamente objeto es una célula que se modifica
genéticamente para incluir uno o mas acidos nucleicos que comprenden una secuencia (s) nucleotidica (s) que
codifica (n) un producto (s) génico (s) de la ruta biosintética del MEV; y que ademas se modifica genéticamente de
modo que se inactiva funcionalmente un gen de la ruta biosintética de la DXP enddgena. En otras realizaciones, una
célula modificada genéticamente objeto es una célula que se modifica genéticamente para incluir uno o mas acidos
nucleicos que comprenden una secuencia (s) nucleotidica (s) que codifica (n) un producto (s) génico (s) de la ruta
biosintética de la DXP; y que ademas se modifica genéticamente de modo que se inactiva funcionalmente un gen de
la ruta biosintética del MEV enddgena.

[0136] En algunas realizaciones en las que la célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula
procariota que se modifica genéticamente con un acido (s) nucleico (s) que comprende (n) secuencias nucleotidicas
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que codifican uno o mas productos génicos de la ruta del MEV, la célula huésped se modificara genéticamente
ademas de modo que se inactiven funcionalmente uno o mas genes de la ruta de la DXP enddgena. Los genes de la
ruta de la DXP que pueden inactivarse funcionalmente incluyen uno o mas de los genes que codifican cualquiera de
los productos génicos de la ruta de la DXP siguientes: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato-sintasa, 1-desoxi-D-xilulosa-5-
fosfato-reductoisomerasa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-sintasa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-cinasa, 2C-
metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato-sintasa y 1-hidroxi-2-metil-2- (E)-butenil-4-difosfato-sintasa.

[0137] Un gen de la ruta de la DXP enddgena puede inactivarse funcionalmente de cualquiera de diversas
maneras, incluidas la insercidon de un elemento genético movil (p. ej., un transposoén, etc.); la delecién de todo o de
parte del gen, de modo que el producto génico no se produce o estad truncado y es enzimaticamente inactivo; la
mutacion del gen de modo que el producto génico no se produce o esta truncado y no es enzimaticamente funcional;
la delecion o mutacién de uno o mas elementos de control que controlan la expresion del gen, de modo que el
producto génico no se produce; y similares.

[0138] En otras realizaciones, en las que la célula huésped modificada genéticamente objeto es una célula
procariota que se modifica genéticamente con un acido (s) nucleico (s) que comprende (n) secuencias nucleotidicas
que codifican uno o mas productos génicos de la ruta de la DXP, la célula huésped se modificara genéticamente
ademas de modo que se inactiven funcionalmente uno o mas genes de la ruta del MEV endégena. Los genes de la
ruta del MEV enddgena que pueden inactivarse funcionalmente incluyen uno o mas de los genes que codifican
cualquiera de los productos génicos de la ruta del MEV siguientes: HMGS, HMGR, MK, PMK, MPD e IDI. Un gen de
la ruta del MEV enddgena puede inactivarse funcionalmente de cualquiera de diversas maneras, incluidas la
insercion de un elemento genético movil (p. €j., un transposon, etc.); la delecidn de todo o de parte del gen, de modo
que el producto génico no se produce o esta truncado y es enzimaticamente inactivo; la mutacion del gen de modo
que el producto génico no se produce o esta truncado y no es enzimaticamente funcional; la delecién o mutacion de
uno o mas elementos de control que controlan la expresion del gen, de modo que el producto génico no se produce;
y similares.

Composiciones que comprenden una célula huésped modificada genéticamente objeto

[0139] La presente invencidon proporciona ademas composiciones que comprenden una célula huésped
modificada genéticamente objeto. Una composicion objeto comprende una célula huésped modificada
genéticamente objeto y, en algunas realizaciones, comprendera uno o mas componentes adicionales, en que tales
componentes se seleccionan basados en parte en el uso deseado para la célula huésped modificada genéticamente.
Los componentes adecuados incluyen, pero no se limitan a sales; tampones; estabilizantes; agentes inhibidores de
proteasas; agentes inhibidores de nucleasas; compuestos para proteccién de la membrana celular y/o la pared
celular, p. €j., glicerol, dimetilsulfoxido, etc.; medios nutricionales apropiados para la célula; y similares. En algunas
realizaciones las células se liofilizan.

Plantas transgénicas

[0140] En algunas realizaciones, un acido nucleico objeto o un vector de expresion objeto (p. €j., un acido
nucleico de enzima modificadora de isoprenoides objeto o un vector de expresién objeto que comprende un acido
nucleico de enzima modificadora de isoprenoides) se usa como un transgén para generar una planta transgénica
que produce la enzima modificadora de isoprenoides codificada. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
ademas una planta transgénica, en que la planta comprende un transgén que comprende un acido nucleico objeto
que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una enzima que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa
y/o terpeno-oxidasa, segun se describe anteriormente. En algunas realizaciones, el genoma de la planta transgénica
comprende un acido nucleico objeto. En algunas realizaciones, la planta transgénica es homocigética con respecto a
la modificacion genética. En algunas realizaciones, la planta transgénica es heterocigética con respecto a la
modificacién genética.

[0141] En algunas realizaciones, una planta transgénica objeto produce un polipéptido codificado por un
transgén que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/u oxidasa en una cantidad que es al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente dos veces, al menos aproximadamente cinco veces, al
menos aproximadamente diez veces, al menos aproximadamente 25 veces, al menos aproximadamente 50 veces o
al menos aproximadamente 100 veces o mas la cantidad del polipéptido producido por la planta control, p. ej., una
planta no transgénica (una planta que no contiene el transgén que codifica el polipéptido) de la misma especie.

[0142] En algunas realizaciones, una planta transgénica objeto es una version transgénica de una planta de
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control no transgénica que produce normalmente un compuesto isoprenoide que se genera por, o es un producto
posterior de un polipéptido codificado por un transgén que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/u oxidasa; en
que la planta transgénica produce el compuesto isoprenoide en una cantidad que es al menos aproximadamente el
50 %, al menos aproximadamente dos veces, al menos aproximadamente cinco veces, al menos aproximadamente
diez veces, al menos aproximadamente 25 veces, al menos aproximadamente 50 veces o al menos
aproximadamente 100 veces o mas la cantidad del isoprenoide producido por la planta control, p. €j., una planta no
transgénica (una planta que no contiene el transgén que codifica el polipéptido) de la misma especie.

[0143] Los procedimientos de introduccidon de acidos nucleicos exdégenos en células vegetales son bien
conocidos en la técnica. Tales células vegetales se consideran “transformadas”, segun se define anteriormente. Los
procedimientos adecuados incluyen la infeccion virica (como con los virus de ADN bicatenario), transfeccion,
conjugacion, fusion de protoplastos, electroporacion, tecnologia de bombardeo de particulas, precipitacion con
fosfato de calcio, microinyeccion directa, tecnologia de fibras de carburo de silicio, transformaciéon por medio de
Agrobacterium tumefaciens y similares. La eleccion del procedimiento depende generalmente del tipo de célula que
se transforma y de las circunstancias en que tiene lugar la transformacion (es decir, in vitro, ex vivo, o in vivo).

[0144] Los procedimientos de transformacion basados en la bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens son
especialmente utiles para la introduccidon de una molécula de acido nucleico exégena en una planta vascular. La
forma natural de Agrobacterium contiene un plasmido Ti (inductor de tumores) que dirige la produccion de un
crecimiento de agallas tumorigenas en el cuello de las plantas huésped. La transferencia de la regién inductora de
tumores, ADN-T, del plasmido Ti al genoma de una planta requiere los genes de virulencia codificados por el
plasmido Ti, asi como los bordes del ADN-T, que son una serie de repeticiones directas que delimitan la regién que
va a transferirse. Un vector basado en Agrobacterium es una forma modificada del plasmido Ti, en el que las
funciones inductoras de tumores se sustituyen por la secuencia de acido nucleico de interés que ha de introducirse
en la planta huésped.

[0145] Generalmente, la transformacion por medio de Agrobacterium emplea vectores cointegrados o,
preferentemente, sistemas de vectores binarios en los que los componentes del plasmido Ti se reparten entre un
plasmido auxiliar, que reside permanentemente en el Agrobacterium huésped y porta los genes de virulencia, y un
vector de transferencia que contiene el gen de interés flanqueado por secuencias del ADN-T. En la técnica se
conocen diversos vectores binarios que pueden obtenerse comercialmente, p. €j., de Clontech (Palo Alto, California,
EE. UU.). Los procedimiento para el cocultivo de Agrobacterium con células vegetales en cultivo o con tejidos
lesionados como, p. €j., tejido foliar, explantes radiculares, hipocotiledones, piezas de tallo o tubérculos también son
bien conocidos en la técnica. Véase, p. ej., Glick y Thompson, (eds.). Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology, Boca Raton, Florida, EE. UU.: CRC Press (1993).

[0146] La transformacion por medio de Agrobacterium es util para la produccion de diversas plantas
transgénicas vasculares (Wang y col., cita anterior, 1995), incluidas al menos una especie de Eucalyptus y
leguminosas forrajeras como alfalfa (lucerna), loto de cuernecillo, trébol blanco, Stylosanthes, Lotononis bainessii y
esparceta.

[0147] La transformacién por medio de microproyectiles también puede usarse para producir una planta
transgénica objeto. Este procedimiento, descrito por primera vez por Klein y col. (Nature 327: 70 — 73 (1987)) utiliza
microproyectiles de oro o de wolframio que se recubren con la molécula de acido nucleico deseado por precipitacion
con cloruro de calcio, espermidina o polietilenglicol. Las particulas de los microproyectiles se introducen a gran
velocidad en el tejido de angiospermas mediante un dispositivo como el BIOLISTIC PD-1000 (Biorad; Hercules,
California, EE. UU.).

[0148] Un acido nucleico objeto puede introducirse en una planta de manera tal que el acido nucleico puede
penetrar en la (s) célula (s) vegetal (es), p. ej., por medio de un protocolo in vivo o ex vivo. Con “in vivo” quiere
decirse que el acido nucleico se administra a una planta viva, p. ej., por infiltracion. Con “ex vivo” quiere decirse que
se modifican fuera de la planta células o explantes y después, a partir de estas células o explantes, se regenera una
planta. Se ha descrito una serie de vectores adecuados para la transformacion estable de células vegetales o para el
establecimiento de plantas transgénicas, incluidos los descritos en Weissbach y Weissbach (1989) Methods for Plant
Molecular Biology, Academic Press y Gelvin y col. (1990) Plant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic
Publishers. Algunos ejemplos especificos incluyen los derivados de un plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens,
asi como los descritos por Herrera-Estrella y col. (1983) Nature 303: 209, Bevan (1984) Nucl. Acids Res. 12: 8711 —
8721, Klee (1985) Bio/Technol. 3: 637 — 642. Alternativamente, es posible usar plasmidos distintos del Ti para
transferir el ADN a plantas y células mediante el uso de técnicas de administracion de ADN libre. Mediante el uso de
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estos procedimientos pueden producirse plantas transgénicas de trigo, arroz (Christou (1991) Bio/Technology 9: 957
— 962) y maiz (Gordon-Kamm (1990) Plant Cell 2: 603 — 618). Un embrién inmaduro puede ser también un tejido
diana adecuado en monocotiledéneas para las técnicas de administracion directa de ADN mediante bombardeo de
particulas (Weeks y col. (1993) Plant Physiol. 102: 1077 — 1084; Vasil (1993) Bio/Technol. 10: 667 — 674; Wan y
Lemeaux (1994) Plant Physiol. 104: 37 — 48) y para la transferencia de ADN por medio de Agrobacterium (Ishida y
col. (1996) Nature Biotech. 14: 745 — 750). Algunos procedimientos ejemplares para la introduccion de ADN en
cloroplastos son el bombardeo de particulas, la transformacion de protoplastos con polietilenglicol y la
microinyeccion (Danieli y col., Nat. Biotechnol. 16: 345 — 348, 1998; Staub y col., Nat. Biotechnol. 18: 333 — 338,
2000; O’Neill y col. Plant J. 3: 729 — 738, 1993; Knoblauch y col. Nat. Biotechnol. 17: 906 — 909; patentes de los EE.
UU. n® 5.451.513, 5.545.817, 5.545.818 y 5.576.198; solicitud internacional n° WO 95/16783; y en Boyton y col.,
Methods in Enzymology 217: 510 — 536 (1993), Svab y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 913 — 917 (1993) y
McBride y col.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 7301 — 7305 (1994)). Cualquier vector adecuado para los
procedimientos de bombardeo de particulas, transformacion de protoplastos con polietilenglicol y microinyeccion
sera adecuado como vector especifico para la transformacion de cloroplastos. Como vector de transformacion puede
usarse cualquier vector de ADN bicatenario, especialmente cuando el procedimiento de introduccion no utiliza
Agrobacterium.

[0149] Las plantas que pueden modificarse genéticamente incluyen cereales, cultivos forrajeros, frutas,
verduras, cultivos de semillas oleaginosas, palmeras, plantas forestales y enredaderas. Algunos ejemplos
especificos de plantas que pueden modificarse son: maiz, platano, cacahuete, guisantes, girasol, tomate, colza,
tabaco, trigo, cebada, avena, patata, soja, algodon, claveles, sorgo, altramuz y arroz. Otros ejemplos incluyen
Artemisia annua u otras plantas de las que se sabe que producen compuestos isoprenoides de interés.

[0150] La invencién objeto también proporciona células vegetales transformadas, tejidos, plantas y productos
que contienen las células vegetales transformadas. Una caracteristica de las células transformadas objeto y de los
tejidos y productos que las incluyen es la presencia de un acido nucleico objeto integrado en el genoma y la
produccién por las células vegetales de un polipéptido que muestra actividad de terpeno-hidroxilasa y/o terpeno
oxidasa, p. €j., una sesquiterpeno-oxidasa. Las células vegetales recombinantes de la presente invencion son utiles
como poblaciones de células recombinantes o como tejido, semilla, planta completa, tallo, fruto, hoja, raiz, flor, tallo,
tubérculo, grano, pienso, un campo de cultivo y similares.

[0151] La invencién objeto proporciona también material reproductivo de una planta transgénica objeto, en
que el material reproductivo incluye semillas, plantas descendientes y material clonal.

PROCEDIMIENTOS DE PRODUCCION DE COMPUESTOS ISOPRENOIDES

[0152] La presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un compuesto isoprenoide.
En algunas realizaciones, los procedimientos implican generalmente el cultivo de una célula huésped modificada
genéticamente en un medio adecuado, en que dicha célula huésped se modifica genéticamente con un acido
nucleico objeto que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una enzima modificadora de isoprenoides.
En otras realizaciones, los procedimientos implican generalmente el mantenimiento de una planta transgénica objeto
en condiciones que favorecen la produccion de la enzima modificadora de isoprenoides. La produccién de la enzima
modificadora de isoprenoides resulta en la produccién del compuesto isoprenoide. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los procedimientos implican generalmente el cultivo de una célula huésped modificada en un medio
adecuado, en que dicha célula huésped se modifica genéticamente con un acido nucleico objeto que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una terpeno-oxidasa. La produccion de la terpeno-oxidasa resulta en la
produccién del compuesto isoprenoide. Tipicamente, el procedimiento se lleva a cabo in vitro, aunque también se
contempla la produccién de un compuesto isoprenoide in vivo. En algunas de estas realizaciones, la célula huésped
es una célula eucariota, p. ej., una célula de levadura. En otras realizaciones, la célula huésped es una célula
procariota. En algunas de estas realizaciones, la célula huésped es una célula vegetal. En algunas realizaciones, el
procedimiento se lleva a cabo en una planta transgénica objeto.

[0153] Las células usan tipicamente una de dos rutas para generar isoprenoides o precursores de
isoprenoides (p. €j., IPP, poliprenildifosfatos, etc.). Las figuras 13 — 15 sirven para ilustrar las rutas usadas por las
células para generar compuestos isoprenoides o precursores como poliprenildifosfatos.

[0154] La figura 13 representa las rutas de isoprenoides que implican la modificaciéon de isopentenildifosfato

(IPP) y/o su isémero dimetilalildifosfato (DMAPP) por prenil-transferasas para generar los poliprenildifosfatos
geranildifosfato (GPP), farnesildifosfato (FPP) y geranilgeranildifosfato (GGPPP). GPP y FPP son modificados
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posteriormente por terpeno-sintasas para generar monoterpenos y sesquiterpenos, respectivamente; y GGPP es
modificado posteriormente por terpeno-sintasas para generar diterpenos y carotenoides. IPP y DMAPP se generan
por una de las dos rutas siguientes: la ruta del mevalonato (MEV) y la ruta de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP).

[0155] La figura 14 muestra esquematicamente la ruta del MEV, en la que se convierte acetil-CoA en IPP a
través de una serie de reacciones.

[0156] La figura 15 muestra esquematicamente la ruta del DXP, en la que piruvato y D-gliceraldehido-3-fosfato
se convierten en IPP y DMAPP a través de una serie de reacciones. Las células eucariotas distintas de las vegetales
usan exclusivamente la ruta de isoprenoides del mevalonato para convertir acetil-coenzima A (acetil-CoA) en IPP,
que se isomeriza subsiguientemente a DMAPP. Las plantas usan tanto la ruta del mevalonato como la ruta
independiente de mevalonato, o de la DXP, para la sintesis de isoprenoides. Con algunas excepciones, los
procariotas usan la ruta de la DXP para producir IPP y DMAPP separadamente a través de un punto de ramificacion.

[0157] En algunas realizaciones, una célula huésped se modifica genéticamente con un acido nucleico objeto
que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una sesquiterpeno oxidasa y la célula huésped se cultiva en
un medio que contiene el sesquiterpeno. El sesquiterpeno penetra en la célula, donde es modificado por la
sesquiterpeno-oxidasa. En muchas realizaciones, el sesquiterpeno se selecciona entre amorfadieno,
aloisolongifoleno, (-)-a-trans-bergamoteno, (-)-B-elemeno, ( + )-germacreno A, germacreno B, ( + )-y-gurjuneno, ( + )-
ledeno, neointermediol, ( + )-B-selineno y ( + )-valenceno. En algunas realizaciones, la sesquiterpeno-oxidasa es una
amorfadieno-oxidasa y la célula huésped se cultiva en un medio que contiene amorfa-4,11-dieno-oxidasa.

[0158] En otras realizaciones, la célula huésped se modifica genéticamente ademas con un acido nucleico
que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una terpeno-sintasa. Asi, p. ej., la célula huésped se
modifica genéticamente con uno o mas acidos nucleicos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican
una terpeno-sintasa y una enzima modificadora de isoprenoides (p. €j., una sesquiterpeno-oxidasa). El cultivo de un
huésped tal en un medio de cultivo adecuado da lugar a la produccién de la terpeno-sintasa y de la enzima
modificadora de isoprenoides (p. ej., una sesquiterpeno-oxidasa). Por ejemplo, la terpeno-oxidasa modifica un
farnesilpirofosfato para generar un sustrato sesquiterpénico para dicha sesquiterpeno-oxidasa.

[0159] Dependiendo del medio de cultivo en el que se cultiva la célula huésped y dependiendo de si la célula
huésped sintetiza IPP por la ruta de la DXP o por la ruta del mevalonato, en algunas realizaciones, la célula huésped
puede incluir otras modificaciones genéticas adicionales. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula huésped
es una célula que no tiene una ruta del mevalonato enddégena, p. ej., la célula huésped es una célula que
normalmente no sintetiza IPP o mevalonato por la ruta del mevalonato y la célula huésped se modifica
genéticamente con uno 0 mas acidos nucleicos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican dos o mas
enzimas de la ruta del mevalonato, una IPP-isomerasa, una prenil-transferasa, una terpeno-sintasa y una enzima
modificadora de isoprenoides (p. €j., una enzima modificadora de isoprenoides codificada por un acido nucleico
objeto). El cultivo de una célula huésped tal da lugar a la produccién de las enzimas de la ruta del mevalonato, la
IPP-isomerasa, la prenil-transferasa, la terpeno-sintasa y la enzima modificadora de isoprenoides (p. ej., una
sesquiterpeno-oxidasa). La producciéon de las enzimas de la ruta del mevalonato, la IPP-isomerasa, la prenil-
transferasa, la terpeno-sintasa y la enzima modificadora de isoprenoides (p. ej., una sesquiterpeno-oxidasa) resulta
en la produccion de un compuesto isoprenoide. En muchas realizaciones, la prenil-transferasa es una FPP-sintasa,
que genera un sustrato sesquiterpénico para una sesquiterpeno-oxidasa codificada por un acido nucleico objeto; y la
produccién de la sesquiterpeno-oxidasa resulta en la oxidacion del sustrato sesquiterpénico en la célula huésped.
Cualquier acido nucleico que codifique las enzimas de la ruta del mevalonato, la IPP-isomerasa, la prenil-transferasa
y la terpeno-sintasa es adecuado para su uso. Por ejemplo, algunos acidos nucleicos adecuados se describen en
Martin y col. (2003), cita anterior.

[0160] En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, en las que la célula huésped se modifica
genéticamente con uno o mas acidos nucleicos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican dos o mas
enzimas de la ruta del mevalonato, las dos o mas enzimas de la ruta del mevalonato incluyen MK, PMK y MDP y la
célula huésped se cultiva en un medio que contiene mevalonato. En otras realizaciones, las dos 0 mas enzimas de
la ruta del mevalonato incluyen acetoacetil-CoA-tiolasa, HMGS, HMGR, MK, PMK 'y MPD.

[0161] En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula que normalmente no sintetiza IPP por la ruta

del mevalonato, la célula huésped se modifica genéticamente segun se describe anteriormente y la célula huésped
comprende ademas una ruta de la DXP inactivada funcionalmente.
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[0162] En algunas realizaciones, la célula huésped se modifica genéticamente con un acido nucleico que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica una citocromo-P450-reductasa (CPR). Se conoce una gran
diversidad de secuencias nucleotidicas de CPR y puede usarse cualquier acido nucleico conocido que codifique una
CPR, siempre que la CPR codificada muestre actividad de transferencia de electrones desde NADPH. En algunas
realizaciones, el acido nucleico que codifica la CPR codifica una CPR que transfiere electrones desde NADPH a una
enzima modificadora de isoprenoides, p. €j., una sesquiterpeno-oxidasa, codificada por un acido nucleico objeto que
codifica una enzima modificadora de isoprenoides. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica la CPR
es un acido nucleico de CPR objeto.

[0163] Un procedimiento objeto es util para la produccion de diversos compuestos isoprenoides, incluidos,
pero sin limitarse a acido artemisinico (p. €j., en que el sustrato sesquiterpénico es amorfa-4,11-dieno), alcohol de
aloisolongifoleno (p. ej., en que el sustrato es aloisolongifoleno), (E)-trans-bergamota-2,12-dien-14-ol (p. €j., en que
el sustrato es (-)-a-trans-bergamoteno), (-)-elema-1,3,11 (13)-trien-12-ol (p. €j., en que el sustrato es (-)-B-elemeno),
germacra-1 (10),4,11 (13)-trien-12-ol (p. €j., en que el sustrato es ( + )-germacreno A), alcohol de germacreno B (p.
€j., en que el sustrato es germacreno B), 5,11 (13)-guayadieno-12-ol (p. €j., en que el sustrato es ( + )-y-gurjuneno),
alcohol de ledeno (p. €j., en que el sustrato es ( + )-ledeno), 4B-H-eudesm-11 (13)-eno-4,12-diol (p. €j., en que el
sustrato es neointermediol), ( + )-B-costol (p. €j., en que el sustrato es ( + )-B-selineno, y similares; y derivados
posteriores de cualquiera de los anteriores.

[0164] En algunas realizaciones, una célula huésped modificada genéticamente objeto se cultiva en un medio
adecuado (p. €j., caldo de Luria-Bertani, enriquecido opcionalmente con uno o mas agentes adicionales, como un
inductor (p. €j., cuando la enzima modificadora de isoprenoides esta bajo el control de un promotor inducible), etc.); y
el medio de cultivo se cubre con un disolvente organico, p. ej., dodecano, que forma una capa organica. El
compuesto isoprenoide producido por la célula huésped modificada genéticamente pasa a la fase organica, a partir
de la cual puede purificarse. En algunas realizaciones, en las que la secuencia que codifica la enzima modificadora
de isoprenoides esta ligada operativamente a un promotor inducible, se afiade un inductor al medio de cultivo; v,
después de un tiempo adecuado, el compuesto isoprenoide se aisla de la fase organica que cubre el medio de
cultivo.

[0165] En algunas realizaciones, el compuesto isoprenoide se separara de otros productos que pueden estar
presentes en la capa organica. La separacion del compuesto isoprenoide de los otros productos que pueden estar
presentes en la capa organica se consigue facilmente, p. ej., mediante técnicas cromatograficas estandar.

[0166] En algunas realizaciones, un compuesto isoprenoide sintetizado por un procedimiento objeto se
somete a una modificacién quimica adicional en una reaccion acelular. Por ejemplo, en algunas realizaciones se
aisla acido artemisinico del medio de cultivo y/o lisado celular y dicho acido artemisinico se somete a una
modificacion quimica adicional en una reaccion acelular para generar artemisinina.

[0167] En algunas realizaciones, el compuesto isoprenoide es puro, p. €j., puro al menos en aproximadamente
el 40 %, puro al menos en aproximadamente el 50 %, puro al menos en aproximadamente el 60 %, puro al menos
en aproximadamente el 70 %, puro al menos en aproximadamente el 80 %, puro al menos en aproximadamente el
90 %, puro al menos en aproximadamente el 95 %, puro al menos en aproximadamente el 98 % o puro en mas del
98 %, en que “puro” en el contexto de un compuesto isoprenoide se refiere a un compuesto isoprenoide que no
contiene otros compuestos isoprenoides, macromoléculas, contaminantes, etc.

EJEMPLOS

[0168] Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos en la técnica una divulgacién y
una descripcion completas de como realizar y usar la presente invencion y no pretenden limitar el alcance de lo que
los inventores consideran como su invencion ni con estos se pretende representar que los experimentos siguientes
son todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a
los numeros usados (p. €j., cantidades, temperatura, etc.), pero debe contarse con algunos errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso
molecular promedio, la temperatura es en grados Celsius y la presion es la atmosférica o préxima a esta. Pueden
usarse las abreviaturas estandar, p. €j., pb, par (es) de bases; kb, kilobase (s); pl, picolitro (s); s, segundo (s); min,
minuto (s); h, hora (s); aa, aminoacido (s); kb, kilobase (s); pb, par (es) de bases; nt, nucledtido (s); i.m.,
intramuscular; i.p., intraperitoneal; s.c., subcutaneo/a; y similares.
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Ejemplo 1: Clonacion y secuenciaciéon de enzimas modificadoras de isoprenoides

[0169] La mayor parte de las enzimas de las que se sabe que hidroxilan un terpeno son citocromos P450.
Todas las secuencias aminoacidicas disponibles de terpeno-hidroxilasas se alinearon con las secuencias
aminoacidicas de los citocromos P450 de girasol y de lechuga. Estas dos especies vegetales pertenecen a la familia
de las asteraceas, a la que también pertenece Artemisia annua. Las enzimas modificadoras de isoprenoides, p. €j.,
la familia CYP71D, formaron un grupo, lo que sugiere un antecesor comun. Se disefiaron cebadores degenerados
para la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar los genes de la familia CYP71D de las
asteraceas.

[0170] Clonacion del ADNc de CYP71AV1 (también denominado CYP71D-A4 o AMO) y de CPR. Se
preparo un banco de ADNc mediante el kit de sintesis de ADNc Super SMART PCR (BD Bioscience), con 50 ng de
ARN total purificado de células enriquecidas en tricomas de A. annua. Los cebadores degenerados para P450 se
disefiaron a partir de un motivo de aminoacidos conservado de la subfamilia CYP71 de lechuga y girasol: el cebador
1 de [Y/Q]GIE/D][H/Y]WR (directo) y el cebador 2 de FIPERF (inverso) (la tabla | proporciona informacién sobre la
secuencia de los cebadores).

Tabla |. Cebadores usados para la construccién de plasmidos

Numero de
cebador Secuencia (5" a 3')
1 TCCGACCA(C/T)ANGGNGAN(C/T)A(C/T)TGGAG; SEQ ID NO: 14
2 TCCGACCAAANC(G/T)(C/T)TCNGG(A/G/T)AT(A/G)AA; SEQ ID NO: 15
3 CCAGCACA(A/G)TA(CIT)GA(A/G)CA(C/T)TT(CIT)AA(CIT)AA(A/G)AT; SEQ ID NO: 16
4 CCAGCAGCCATNCE(C/T)TINGC(A/G)TCNCC(A/G)CA; SEQ ID NO: 17
5 ACGTCTAGAATGAAGAGTATACTAAAAGCAATG; SEQ ID NO: 18
6 ACGTCTAGAGCGAAACTTGGAACGAGTAACAACT; SEQ ID NO: 19
7 ATGGATCCTATGCAATCAACAACTTCCGTTAAGTTAT; SEQ ID NO: 20
8 TATGTCGACCCATACATCACGGAGATATCTTCCT SEQ ID NO: 21
9 GGACTAGTAAAACAATGGCCCTGACCGAAGAG; SEQ ID NO: 22
10 CCAAGCTTTCAGATGGACATCGGGTAAAC; SEQ ID NO: 23
11 CTGCCGCGGGGCCGCAAATTAAAGCCTTC; SEQ ID NO: 24
12 CTGCCGCGGTAGTACGGATTAGAAGCCGC; SEQ ID NO: 25
13 CGGGATCCAAAACAATGGCTGCAGACCAATTGGTG; SEQ ID NO: 26
14 GCGTCGACTTAGGATTTAATGCAGGTGACG; SEQ ID NO: 27
15 CGGGATCCAAAACAATGAGCGAAGTCGGTATACAG; SEQ ID NO: 28
16 GCGTCGACTCATAACGAAAAATCAGAGAAATTTG; SEQ ID NO: 29
17 GGACTAGTAAAACAATGGCTTCAGAAAAAGAAATTAG; SEQ ID NO: 30
18 TCCCCCGGGCTATTTGCTTCTCTTGTAAAC; SEQ ID NO: 31

[0171] La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediante el uso de estos cebadores y los ADNc de A.

annua produjo un fragmento de ADN de 1 kb. El programa de PCR usado constd de siete ciclos con una
temperatura de hibridacion de 48 °C y 27 ciclos adicionales con una temperatura de hibridacion de 55 °C. Los
aminoacidos deducidos del fragmento génico amplificado mostraron una identidad aminoacidica del 85 % y el 88 %,
respectivamente, con contigos de girasol (QH_CA_Contig1442) y lechuga (QG_CA_Contig7108). El banco de datos
de EST de las compuestas puede encontrarse en cgpdb.ucdavis.edu. Se aisl6 un fragmento de CPR de A. annua
mediante un cebador directo (cebador 3) y un cebador inverso (cebador 4), disefiados, respectivamente, a partir de
los motivos conservados QYEHFNKI (SEQ ID NO: 32) y CGDAKGMA (SEQ ID NO: 33). El programa de PCR usado
constd de 30 ciclos con una temperatura de hibridacién de 50 °C. Las secuencias de los extremos 5 y 3’ de
CYP71AV1 ("CYP71D-A4") y CPR se determinaron con un kit RLM-RACE (Ambion), a lo que siguid una
recuperacion de los ADNc de longitud completa a partir de los ADNc de hojas de A. annua. L. Las pautas abiertas de
lectura de CYP71AV1 y CPR se amplificaron por PCR y se ligaron en los sitios Spel y BamHI/Sall de pESC-URA
(Stratagene), en las etiquetas FLAG y cMyc, respectivamente. Para la amplificacion por PCR de CYP71AV1 se
usaron los cebadores 5 y 6; para la amplificacién por PCR de CPR se usaron los cebadores 7 y 8. El programa de
PCR usado constd de 35 ciclos con una temperatura de hibridacién de 55 °C. Todos los clones se secuenciaron
para confirmar las secuencias.

[0172] Analisis de extractos de plantas. El material foliar de A. annua (100 a 200 mg de peso fresco) se
agitoé vigorosamente durante dos horas en 1 ml de hexano con octadecano 5,8 uyM afiadido como estandar interno.
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Los extractos hexandlicos se concentraron hasta 200 pl y 1 yl de la muestra se usé para el analisis de CG-EM
mediante una columna DB-XLB (0,25 mm d.i. x 0,25 ym x 30 m, J & W Scientific) para determinar el contenido de
artemisinina de 14 muestras de plantas segun se describe en Woerdenbag y col. (1991) Phytochem. Anal. 2: 215 —
219. El programa del horno de CG usado fue de 100 °C a 250 °C con un incremento de 5 °C/min. Los extractos
hexandlicos de las plantas se derivatizaron con TMS-diazometano para determinar el contenido de acido
artemisinico mediante CG-FID, equipada con una columna DB5 (n = 8). El programa del horno de CG usado fue de
80 °C (durante 2 minutos), un incremento de 20 °C/min hasta 140 °C y la separacion del producto con un incremento
de 5 °C/min hasta 220 °C. Los estandares de artemisinina auténtica se adquirieron de Sigma-Aldrich (San Luis, MO,
EE. UU.).

[0173] Sintesis de alcohol artemisinico. Se disolvié acido artemisinico (100,0 mg, 0,43 mmol) en THF (10,0
ml) y se afadid LiAlHs (17,0 mg, 0,45 mmol). La mezcla heterogénea se calent6 a reflujo (70 °C) durante 15 h.
Después del enfriamiento, la reaccion se detuvo con agua (3,0 ml) y NaOH acuoso al 15 % (3,0 ml), se agit6 durante
10 min y se filtré a través de celita. La fase organica se separd, se secd sobre MgSO, y se concentré mediante un
rotavapor. El producto se purificé por cromatografia en columna (2: 1 hexanos/EtOAc) para dar 61,0 mg (rendimiento
del 65 %) del alcohol como un aceite incoloro. Una pequefia cantidad de acido artemisinico contaminante se eliminé
posteriormente por cromatografia en columna sobre alimina neutra (actividad de Brockmann 1). Los datos de la
caracterizacion fueron coherentes con los valores de la bibliografia.

[0174] Sintesis de aldehido artemisinico. El alcohol artemisinico se oxid6 a aldehido artemisinico siguiendo
un procedimiento descrito en la bibliografia. Sharpless y col., Tetrahedron Letters 17: 2503 — 2506 (1976). A un
matraz de 10 ml secado a la llama que contenia RuCl, (PPhs)s (17,0 mg, 0,018 mmol) y N-6xido de N-metilmorfolina
(60,0 mg, 0,51 mmol) en atmdsfera de argén se le afiadié acetona (4,0 ml). A la disolucion se le afiadio alcohol
artemisinico (55,0 mg, 0,25 mmol) disuelto en acetona (1,0 ml) por medio de una jeringa. La mezcla se agité a 23 °C
durante 2 h y se concentré al vacio. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna (4: 1
hexanos/EtOAc) para dar 32,0 mg (rendimiento del 59 %) de aldehido artemisinico como un aceite incoloro. Los
datos de la caracterizacion fueron coherentes con la descripcion de la bibliografia.

Generacion y caracterizacion de las cepas EPY

[0175] Productos quimicos. El dodecano y el cariofileno se adquirieron de Sigma-Aldrich (San Luis, MO, EE.
UU.). El acido 5-fluoroorético (5-FOA) se adquirié de Zymo Research (Orange, CA, EE. UU.). Las mezclas completas
de complementos para la formulacién del medio sintético definido (SD) se adquirieron de Qbiogene (Irvine, CA, EE.
UU.). Todos los demas componentes de los medios se adquirieron de Sigma-Aldrich o Becton, Dickinson (Franklin
Lakes, NJ, EE. UU.).

[0176] Cepas y medios. Las cepas DH10B y DH5a de Escherichia coli se usaron para la transformacion
bacteriana y la amplificacién plasmidica en la construccidon de los plasmidos de expresion usados en este estudio.
Las cepas se cultivaron a 37 °C en el medio de Luria-Bertani con 100 mg/I de ampicilina, con la excepcion de los
plasmidos basados en pd-UB que se cultivaron con 50 mg/l de ampicilina en DH5a.

[0177] La cepa BY4742 de Saccharomyces cerevisiae (Brachmann y col., Yeast 14: 115 — 132 (1998)),
derivada de S288C, se usé como la cepa parental para todas las cepas de levadura. La cepa se cultivé en medio
rico YPD. Burke y col., Methods in yeast genetics: a Cold Spring Harbor laboratory course manual (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plainview, NY, EE. UU., 2000). Las cepas de levadura manipuladas genéticamente se
cultivaron en medio SD (Burke y col., cita anterior) carente de leucina, uracilo, histidina y/o metionina en el caso
apropiado. Para la inducciéon de los genes expresados a partir del promotor GAL1, las cepas de S. cerevisiae se
cultivaron con galactosa al 2 % como unica fuente de carbono.

[0178] Construccion de plasmidos. Para crear el plasmido pRS425ADS para la expresion de ADS con el
promotor GAL1, ADS se amplificé por PCR a partir de pADS (Martin y col., Nat. Biotechnol. 21: 796 — 802 (2003))
mediante el par de cebadores 9 y 10. (Tabla I). Con estos cebadores se clond la secuencia nucleotidica 5’-AAAACA-
3’ inmediatamente por delante del codon de inicio de ADS. Esta secuencia consenso se usé para la traduccion
eficiente de ADS y de otros genes inducibles por galactosa usados en este estudio. El producto amplificado se
escindié con Spel y Hindlll y se cloné en PRS425GAL1 digerido con Spel y Hindlll (Mumberg y col., Nucleic Acids
Research 22: 5767 — 5768 (1994)).

[0179] Para la integracion de una casete de expresion para tHMGR se construyd el plasmido ps-HMGR.
Primeramente se introdujeron sitios de restriccion para Sacll en pRS426GAL1 (Mumberg y col., cita anterior) en el
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extremo 5’ del promotor GAL1 y en el extremo 3’ del terminador CYC1. Para conseguir esto se amplificé por PCR la
casete con el promotor — sitio de clonacion multiple — terminador de pRS426GAL1 con el par de cebadores 11y 12.
El producto amplificado se cloné directamente en pRS426GAL1 digerido con Pvull para construir el vector pRS426-
Sacll. El dominio catalitico de HMG1 se amplificé por PCR a partir del plasmido pRH127-3 (Donald y col., Appl.
Environ. Microbiol. 63: 3341 — 3344 (1997)) con el par de cebadores 13 y 14. El producto amplificado se escindié con
BamHI y Sall y se cloné en pRS426-Sacll digerido con BamHI y Xhol. El plasmido pRS-HMGR se escindié con Sacll
y el fragmento con la casete de expresion se extrajo de un gel y se cloné en p3-UB digerido con Sacll (Lee y col.
Biotechnol. Prog. 13: 368 — 373 (1997)).

[0180] El alelo upc2-1 de UPC2 se amplificé por PCR a partir del plasmido pBD33 con el par de cebadores 15
y 16. El producto amplificado se escindié con BamHI y Sall y se cloné en pRS426-Sacll digerido con BamHI y Xhol
para crear el plasmido pRS-UPC2. Para la integracion de upc2-1 se cre6 pB-UPC2 de manera idéntica, mediante la
digestion de pRS-UPC2 con Sacll y el traslado del fragmento apropiado a pS-UB.

[0181] Para sustituir el promotor ERG9 por el promotor MET3 se construyd el plasmido pRS-ERG9. El
plasmido pRH973 (Gardner y col., J. Biol. Chem. 274: 31671 — 31678 (1999)) contenia un segmento de ERG9
truncado en el extremo 5’ y colocado detras del promotor MET3. El plasmido pRH973 se escindié con Apal y Clal y
se clondé en pRS403 digerido con Alal y Clal, que tiene un marcador de seleccion HIS3 (Sikorski y col., Genetics 122:
19 — 27 (1989)).

[0182] Para la expresion de ERG20 se construyd el plasmido pB-ERG20. El plasmido pRS-Sacll se digirié
primeramente con Sall y Xhol lo que cre6 extremos cohesivos compatibles. El plasmido se religd, con lo que se
eliminaron los sitios Sall y Xhol, para crear el plasmido pRS-Sacll-DX. ERG20 se amplificé por PCR a partir del ADN
gendmico de BY4742 mediante el par de cebadores 17 y 18. El producto amplificado se escindié con Spel y Smal y
se clond en pRS-Sacll-DX digerido con Spel y Smal. Después se escindié pRS-ERG20 con Sacll y la casete de
expresion se extrajo de un gel y se cloné en ps-UB digerido con Sacll.

[0183] Transformacién de levaduras y construccién de cepas. La cepa BY4742 de Saccharomyces
cerevisiae (Brachmann y col., cita anterior), derivada de S288C se us6 como cepa parental para todas las cepas de
S. cerevisiae. La transformacion de todas las cepas de S. cerevisiae se realizd por el procedimiento estandar del
acetato de litio. Gietz, R D. y Woods, R A. en Guide to Yeast Genetics and Molecular and Cell Biology, parte B, 87 —
96 (Academic Press Inc, San Diego, EE. UU., 2002). Se analizaron de tres a diez colonias de cada transformacion
para seleccionar el transformante con la mayor producciéon de amorfadieno. La cepa EPY201 se construyd por
transformacion de la cepa BY4742 con el plasmido pRS425ADS y seleccion en placas de SD-LEU. El plasmido ps-
HMGR se digirié con Xhol antes de la transformacion del ADN en la cepa EPY201. Después de una seleccion inicial
en placas de SD-LEU-URA, los transformantes se cultivaron y se sembraron en placas de SD-LEU con 1 g/l de 5-
FOA como seleccion por la pérdida del marcador URAS. El auxétrofo para uracilo resultante, EPY208, se transformé
entonces con el ADN del pldsmido pS-UPC2 digerido con Xhol. Después de una seleccién inicial en placas de SD-
LEU-URA, los transformantes se cultivaron y se sembraron en placas de SD-LEU con 1 g/l de 5-FOA para la
construccion de EPY210. El plasmido pRS-ERG9 se escindié con Hindlll para la integracion de la fusion Pyers-ERG9
en los locus ERG9 de EPY208 y EPY210 para la construccion de EPY213 y EPY225, respectivamente. Estas cepas
se seleccionaron en placas de SD-LEU-HIS-MET. Después EPY213 se transform6 con ADN del plasmido ps-HMGR
digerido con Xhol. Después de una seleccion inicial en placas de SD-LEU-URA-HIS-MET, los transformantes se
cultivaron y se sembraron en placas de SD-LEU-HIS-MET con 1 g/l de 5-FOA para la construcciéon de EPY219.
EPY219 se transformé con ADN del plasmido p3-ERG20 digerido con Xhol. Después de una seleccion inicial en
placas de SD-LEU-URA-HIS-MET, los transformantes se cultivaron y se sembraron en placas de SD-LEU-HIS-MET
con 1 g/l de 5-FOA para la construccion de EPY224.

[0184] La integracion de pRS-ERG9 se verificd por analisis de PCR con dos juegos de cebadores. Cada juego
contenia un oligonucledtido para unirse al ADN insertado y un oligonucleétido para unirse al ADN gendémico
alrededor de la insercidon. Todas las demas integraciones se verificaron en cuanto a la longitud completa de la
insercion con cebadores de union al extremo 5’ del promotor GAL1 y al extremo 3’ del gen fusionado.

[0185] Cultivo de levaduras. Todas las medidas de densidad éptica a 600 nm (DOeqo) se llevaron a cabo con
un espectrofotdmetro Beckman DU-640. Para medir la producciéon de amorfadieno, se inocularon tubos de cultivo
que contenian 5 ml del medio SD (con galactosa al 2 %) (con las omisiones de aminoacidos apropiadas, segun se
describe anteriormente) con las especies de interés. Estos indculos se cultivaron a 30 °C hasta una DOgqo de entre 1
y 2. Con estos cultivos de siembra se inocularon matraces de fondo liso (250 ml) que contenian 50 ml de medio SD
hasta una DOggo de 0,05. La produccién de amorfadieno se determiné después de seis dias de cultivo. Todos los
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cultivos contenian metionina 1mM para reprimir la fusion Pyers-ERG9 en los locus ERG9. Todos los matraces
contenian también 5 ml de dodecano. Para la determinacion de la produccion de amorfadieno por CG-EM se
tomaron muestras de esta capa de dodecano y se diluyeron en acetato de etilo.

RESULTADOS

[0186] La artemisinina se produce en los tricomas glandulares, células especializadas de la planta. Se aislaron
células de los tricomas glandulares de A. annua y se extrajo el ARN de dichas células. Mediante el uso de los
cebadores degenerados se aislé un ADNc parcial de un gen nuevo que se denomind CYP71D-A4. El gen de longitud
completa se recuperé mediante una rapida amplificacion de los extremos del ADNc (RACE). La secuencia
nucleotidica de la region codificante del ADNc se presenta en la figura 1 (SEQ ID NO: 1); la secuencia aminoacidica
traducida se muestra en la figura 2 (SEQ ID NO: 2).

[0187] El ADNc de longitud completa de CYP71D-A4 se expreso en células de levadura. Para determinar la
actividad de amorfadieno-oxidasa, CYP71D-A4 se puso bajo el control transcripcional de un promotor GAL10 en un
soporte pllasmidico pESC-URA (Stratagene) en el que el gen CPR de A. annua (AACPR,; figura 3; la secuencia
aminoacidica de la proteina codificada se muestra en la figura 4) se expresa a partir de un promotor GAL1. El gen
AACPR se obtuvo del ARNm de tricomas glandulares de A. annua mediante un procedimiento de PCR con
cebadores degenerados y RACE, segun se describe anteriormente.

[0188] Para determinar la actividad de amorfa-4,11-dieno-oxidasa in vivo, este plasmido (p71D-A4/CPR: :
pESC-URA) y un plasmido control que carecia del gen CYP71D-A4 se transformaron en células de S. cerevisiae
manipuladas genéticamente para producir amorfa-4,11-dieno. Brevemente, estas células son la cepa BY4742 con un
gen integrado que codifica una HMG-CoA-reductasa truncada que es soluble en levaduras. Estas células contienen
pRS425ADS que tiene un gen ADS con codones optimizados bajo el control del promotor GAL1. Las células
transformadas se cultivaron en medio sintético carente de leucina y uracilo y se indujeron por galactosa al 2 %
durante 29 horas, después de las cuales el medio se extrajo con éter. Los extractos se concentraron y 1 pl de estos
se analizé por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) con una columna EXL y usando un
programa de temperaturas con incrementos de 5 °C por minuto desde 50 °C a 250 °C. Para sintetizar alcohol
artemisinico y aldehido artemisinico, usados como estandares, se utilizé acido artemisinico auténtico. Mediante este
procedimiento se detectaron dos picos a partir de las células que expresaban CPR y CYP71D-A4, pero no de las
células de control que expresaban solo CPR. Por comparacion de los tiempos de retencién y los espectros de masas
con los estdndares auténticos se determin6é que estos picos correspondian a alcohol artemisinico y a aldehido
artemisinico. No se detect6 acido artemisinico; su aparicion sin haberlo derivatizado no es de esperar al usar CG,
debido a su volatilidad.

[0189] Se realizé un ensayo de suministro in vivo para determinar la actividad de amorfa-4,11-dieno-oxidasa,
en el que los dos mismos plasmidos se transformaron individualmente en la cepa natural de S. cerevisiae, YPH499.
Las células de levadura se cultivaron en 50 ml de medio carente de uracilo con dextrosa al 2 % y se indujeron con
galactosa al 2 % durante 24 horas. Se recolectaron por centrifugacion 5 ml de células de levadura inducidas y se us6
medio fresco con amorfa-4,11-dieno 150 uM, alcohol artemisinico o aldehido artemisinico para resuspender las
células de levadura. Después, las células de levadura se cultivaron a 30 °C durante 5 horas. El medio se extrajo con
éter y después se llevo a cabo una derivatizacién con N- (terc-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida para permitir
la deteccion de cualquier acido artemisinico mediante CG-EM. Los estandares de alcohol artemisinico y aldehido
artemisinico auténticos también se derivatizaron de manera similar. Una cantidad de 1 pl de cada uno de los
controles y muestras derivatizados se analizé por CG-EM. El programa de temperatura usado consté de incrementos
de 5 °C por minuto desde 50 °C a 250 °C.

[0190] Al suministrar amorfa-4,11-dieno a las células solamente se detectd una acumulacién significativa de
acido artemisinico junto con una pequefa cantidad de los compuestos alcohol y aldehido artemisinico en las células
de levadura que expresaban CPR y CYP71D-A4 (figura 5A). Al suministrar alcohol artemisinico o aldehido
artemisinico a las células, la acumulacion relativa de acido artemisinico fue mayor en el medio de cultivo de las
células de levadura transformadas con CPR/CYP71D-A4 que en el de la cepa de control transformada solo con CPR
(figuras 5B y 5C).

[0191] Figuras 5A-C. Se afadieron amorfadieno (figura 5A) y los dos otros intermedios de la artemisinina,
alcohol artemisinico (figura 5B) y aldehido artemisinico (figura 5C), a una concentracién de 150 uM, al medio en el
que se cultivaron e indujeron con galactosa al 2 % las células de levadura transformadas solo con CPR
(cromatograma superior) o con ambos CPR y CYP71D-A4 (cromatograma inferior). Amorfadieno (1), alcohol
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artemisinico (2), aldehido artemisinico (3) y acido artemisinico (4) se indican con flechas. El alcohol artemisinico (2)
y el acido artemisinico (4) se detectaron después de la derivatizacion con N- (terc-butildimetilsilil)-N-
metiltrifluoroacetamida. Los asteriscos indican la adicion de los sustratos al medio.

[0192] La autenticidad del acido artemisinico derivatizado en las muestras se confirmé mediante el estandar
de acido artemisinico auténtico (figuras 6A y 6B). Estos datos indicaron que la primera hidroxilacién es catalizada por
la enzima citocromo P450 codificada en el clon CYP71D-A4 y las subsiguientes conversiones oxidativas del alcohol
artemisinico en aldehido artemisinico y del aldehido artemisinico en acido artemisinico son probablemente
catalizadas por la enzima recombinante de CYP71D-A4 junto con las actividades de oxidacion enddgenas de la
levadura.

[0193] Figuras 6A y 6B. El espectro de masas y el tiempo de retencién del nuevo compuesto producido
después del suministro de amorfadieno a las células de levadura transformadas con CPR/71D-A4 se muestran en la
figura 6A y los del estandar de acido artemisinico auténtico se muestran en la figura 6B. Ambos, producto y estandar
se detectaron por CG-EM después de la derivatizacion, lo que afiadié 114 unidades de masa al peso molecular
basico.

[0194] La sintesis de novo de acido artemisinico en las levaduras manipuladas genéticamente a partir de un
azucar simple como galactosa se demostré mediante la modificacion genética de EPY224 con pESC-URA que
contenia CPR (“AACPR”) y AMO (“CYP71D-A4") (pESC-URA: : AACPR/AMO). Una construccién que contenia una
HMGCoA-reductasa de levadura truncada se integré dos veces en la cepa de levadura BY4742. El factor de
transcripcion upc2-1 se expresd en exceso para aumentar el nivel de transcripcion de varios genes de la ruta
biosintética del ergosterol. El gen de la escualeno-sintasa (ERG9) se regul6 por disminucion mediante el promotor
reprimible por metionina, MET3. La FPP-sintasa se expres6 en exceso mediante el promotor GAL1 en el plasmido
pRS425. La cepa EPY224 de levadura que contenia pESC-URA: : AACPR/AMO se cultivd en medio sintético con
galactosa al 1,8 % y glucosa al 0,2 % durante 5 dias a 30 °C. Las células de levadura se sedimentaron y el
sedimento se lavo con tampdn alcalino (tampon de tris pH 9). El tampdn se acidificé a pH 2 mediante la adicion de
HCl y el tampén acidificado se extrajo con acetato de etilo. Se afiadieron TMS-diazometano y metanol a la fraccion
de acetato de etilo para derivatizar el acido artemisinico. La forma de éster metilico del acido artemisinico se detectd
por CG-EM.

[0195] Las figuras 7A-7C muestran la produccion de novo de acido artemisinico en levaduras cuando se
expresan AACPR y AMO. En contraste, no se detect6 acido artemisinico en una cepa de levadura de control que
solo expresaba AACPR. El nuevo pico a 13,62 min (figura 7A, pico 1) mostrd el mismo patrén de fragmentaciéon de
masas que el auténtico acido artemisinico de la planta Artemisia annua (figuras 7B y C).

[0196] Las figuras 8A-8C muestran ensayos enzimaticos para AMO in vitro. Se aislaron microsomas de S.
cerevisiae YPH499 que expresaba AACPR o CPR/AMO. Los picos cromatograficos para los sustratos usados se
indican con asteriscos. Para cada ensayo enzimatico se usaron amorfadieno 10 yM (a), alcohol artemisinico 25 yM
(b) o aldehido artemisinico 25 uM (c). Las fracciones extraibles con éter se derivatizaron y se analizaron por CG-EM
en el modo de ion selectivo (m/z: 121,189, 204, 218, 220 y 248). Los productos enzimaticos son segun se indica: 1,
alcohol artemisinico [tiempo de retencion (tr) = 13,20]; 2 aldehido artemisinico (tr = 11,79); acido artemisinico (tr =
13,58, detectado como éster metilico).

[0197] La figura 9 muestra la secuencia nucleotidica de un clon de ADNc, designado 71D-B1 (también
denominado “AMH”, por amorfadieno-hidroxilasa), que codifica una terpeno-hidroxilasa.

[0198] La figura 10 muestra la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por 71D-B1 (AMH).

[0199] Las figuras 11A-C muestran la actividad de hidroxilaciéon de la enzima recombinante codificada en el
clon AMH (71D-B1). El pico a 16,82 min en A es &cido artemisinico cuando AMO se expresa en levaduras que
expresan HMGCoA en exceso y el pico a 18,50 min en B es amorfadieno hidroxilado cuando AMH y AACPR se
expresan en exceso en levaduras que expresan HMGCoA en exceso. Los patrones de fragmentacion de masas del
amorfadieno hidroxilado se presentan en la figura 11C. Se muestra el pico para el i6n parental (220) del amorfadieno
hidroxilado y también se muestran otros patrones de fragmentacién de iones tipicos para sesquiterpenos y terpenos
(p. €j., 93, 119, 132, 145, 159 y 177).

[0200] La figura 12 muestra la secuencia nucleotidica de un ADN gendmico que codifica una terpeno-
hidroxilasa/oxidasa.
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PROCEDIMIENTOS DE USO DE LOS MISMOS

< 130 > BERK-049WO
<150 > 60/697.067

< 151 > 05-07-2005
<160 > 33

<170 > FastSEQ para Windows, version 4.0

<210>1

<211 >1.488

< 212> ADN

< 213 > Artemisia annua
<400 > 1

atgaagagta
atcettttgt
gagccatgge
cgtggggtta
gttccaacaa
attacctttg
gatgttgtte
gagcttttga
aatttggtte
gttttcaagt
cagaaagagt
gcagatatct
actagccttc
aacacctcca
gctgaattcc
ggcacagaca
aaagcaatgg
catgaggaag
ttgcaccete
ggatacaaca
cctgaatatt
actgtcatgg
ggagccgcac
aactggaaac
gccacgatge

tactaaaagc
tcgtttacaa
ggctteccat
gggatttagc
tcgtggtgtce
ctaacaggce
ttgcacctta
gtgttaagaa
aagagattaa
tgattgcaac
taacggagat

ttecttecaaa

gcaaaaagat
gtaaaactaa
cattaacatc
cttecctcatc
agaaagtaca
acattcaaga
cactaccctt
taceccaataa
ggaaagacgce
gtgcagaata
ttggtttagce
tecececcaatgg
aaagaaagac

<210>2

<211 >495

< 212 > Proteina

< 213 > Artemisia annua
<400>2

aatggcactc
gttegectact
tattggtcecac
cagaaagtat
atctecgaaa
cgagacttta
tggtgaatac
agtaaagtca
agcttcaggt
gatacttagt
tgtgaaagag
gaaatttett
cgataattta
cgagacactc
tgataacatt
cacaatcgaa
agcggaattg
actaagctac
agttetgeea
gaccaaactt
tgaagcttte
cgagtatctt
taacgtgcag
tgtgagctat
tgagttgtta

tcactgacca
cgttccaaat
atgcatcact
ggatctttga
tgggctaaag
actggtgaga
tggaggcaat
tttcagteac
tcagggagac
agagcecgeat
atactgaggc
catcatcttt
atcgataacc
ctegatgtte
aaagccatca
tgggcgattt
aggaaagcat
ttgaacatagg
agagagtgce
attgtcaacg
atccctgaac
ccgtttggag
ctcecgeteg
gaccagatcg
ctegttecaa

35

cttccattge
ccaccaaaaa
tgattggtac
tgecatttaca
agattttgac
ttgttttata
tacgtaaaat
ttegtgaaga
cggttaacct
ttgggaaagg
aaactggtgg
cgggcaagag
ttgtagctga
ttttaaggcet
ttttggatat
cggaactcat
tgaacggaaa
taatcaaaga
gccaaccagt
tetttgegat
gatttgaaaa
ctgggagaag
ctaatatact
acatgaccga
gtttctag

tettgcaacg
aagccttcct
aacgccacat
gcttggtgda
aacgtacgac
tcacaatacg
ttgcacattg
ggagtgttgg
ttcagagaat
gatcaaggac
ttttgatgtg
agctcggtta
gcatactgtt
caaagacagt
gttityggagea
aaagtgtccg
agaaaagatc
aacattgagg
caatttggct
aaatagggac
tagttctgea
gatgtgtecct
atatcattte
gagctctgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1488



Met
Ala
Lys
Gly
Asp
Val
Thr
Glu
Glu
Val
145

Asn

Leu

Lys
Pro
225
Thr
Glu
Val
Asn
Ser
305
Lys
Lys
Met
Leu
Pro

385
Pro

Gly
Val
Pro

465
Ala

Lys
Leu
Ser
His
50

Leu
Pro
Thr
Ile
130
Lys
Leu
Ser
Phe
Glu
210
Ser

Ser

His

Ile
290
Ser
Ala
Glu
val
Pro
370
Asn
Glu
Ser
Ala
Gln
450

Asn

Thr

Ser
Ala
Thr
Met
Ala
Thr
Tyr

Val
115

Trp
Lys
Val
Glu
Gly
195
Ile
Lys
Leu
Thr
Leu
275
Lys
Ser
Met
Lys
Ile
355
Arg
Lys
Tyr
Ser
Gly
435
Leu

Gly

Mlet

Ile
Thr
Lys
His
Arg
Ile
Rsp
100
Leu
Arg
Val
Gln
Asn
180
Lys
Leu
Lys
Arg
Val
260
Arg
Ala
Thr
Glu
Ile
340
Lys
Glu
Thr
Trp
Ala
420
Arg
Pro

val

Gln

Leu
Ile
Lys
His
Lys
Val
Ile
Tyr
Gln
Lys
Glu
165
Val
Gly
Arg
Phe
Lys
245
Asn
Leu
Ile-
Ile
Lys

325
His

‘Glu

Cys
Lys
Lys
405
Thr
Arg
Leu

Ser

Axg
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Lys
Leu
Ser
Leu
Tyr

70
val

His
Leu
Ser
150
Ile
Phe
Ile
Gln
Leu
230
Lys
Thr
Lys
Ile
Glu
310
Val
Glu
Thr
Arg
Leu
390
Asp
Val
Met
Ala

470
Lys

Ala

Leu

Ile
55

Gly
Ser
Phe
Asn
Arg
135
Phe
Lys
Lys
Lys
Thr
215
His
Ile
Ser
Asp

Leu
295
Trp

Gln
Glu
Leu
Gln
375
Ile
Ala
Met
Cys
Asn
455
Asp

Thr

Met
Phe
Pro
Gly
Ser
Ser
Ala
Thx
120
Lys
Gln
Ala
Leu
Asp
200
Gly
His
Asp
Ser

Ser
280

Asp

‘Ala

Ala
Asp
Arg
360
Pro
Val
Glu
Gly
Pro
440
Ile
Gln

Glu

Ala
Val
Glu
Thr
Leu
Pro
Asn
105
Asp
Ile
Ser
Ser
Ile
185
Gln
Gly
Leu
Asn
Lys
265
Ala
Met
Ile
Glu
Ile
345
Val

Asn

‘Ala

Ala
425
Gly
Leu

Ile

Leu

36

Leu
Tyr
Pro
Thr
Met
Lys
90

Arg
Val
Cys
Leu
Gly
170
Ala
Lys
Phe
Ser
Leu
250
Thr
Glu
Phe
Sef
Leu
330
Gln
His
Asn
Val
Phe
410
Glu
Ala
Tyr
Asp

Leu

Ser
Lys
Trp
Pro

His
75

Trp
Pro
Val
Thr
Arg
155
Ser
Thr
Glu
Asp
Gly

235
Ile

Asn.

Phe
Gly
Glu
315
Arg
Glu
Pro
Leu
Phe
395
Ile
Tyr
Ala
His
Met

475
Leu

His
60

Leu
Ala
Glu
Leu
Leu
140
Glu
Gly
Ile
Leu
Val
220
Lys
Asp
Glu
Pro
Ala
300

Leu

Lys

Leu:

Pro
Ala
380
Ala
Pro
Glu
Leu
Phe
460
Thx

Val

Thr
Ala
Leu
45

Arg
Gln
Lys
Thr
Ala
125
Glu
Glu
Arg
Leu
Thr
205
Ala
Arg
Asn
Thr
Leu
285
Gly
Ile
Ala
Ser
Leu
365
Gly
Ile
Glu
Tyr
Gly
445
Asn
Glu

Fro

Thr
Thr
30

Pro
Gly
Leu
Glu
Leu
110
Pro
Leu
Glu
Pro
Ser
190
Glu
Asp
Ala
Leu
Leu
270
Thr
Thr
Lys
Leu
Tyx

350
Pro

Tyr
Asn
Azg
Leu
430
Leu
Trp
Ser

Ser

Ser
15

Arg
Ile
Val

Gly

Ile.

Thx
Tyr
Leu
Cys
val
175
Arg
Ile
Ile
Arg
Val
255
Leu
Ser
Asp
Cys
Asn
335
Leu
Leu
Asn
Arg
Phe
415
Pro
Ala
Lys

Ser

Phe

Ile
Ser
Ile
Arg
Glu
80

Leu
Gly
Gly
Ser
Trp
160
Asn
Ala
Val
Phe
Leu

240
Ala

Asp

Thr

Pro
320
Gly

Asn

-Val

Ile
Asp
400
Glu
Phe
Asn
Leu

Gly
480
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<210>3
<211>2157
<212 > ADN

285

< 213 > Artemisia annua

<400>3

atgcaatcaa
ggcaaggtat
atggagaatc
gttgtggtge
gtgattgttg
actgtgtttt
gaagctaaag
gctgaagatg
gctacgtatg
gagggtgaag
aacagacagt
cagggtgcaa
gacttcactg
gatgatacat
catgacaaac
gctcaacatc
gaccggtett
ggggaccatg
ttaataggtt
ccacttggtg
gcttectatg
catgctactg
gatgaatatg
ttcccatcag
ccgagatact
tgtgcattag
tggatgaaga
gttagaacat
ccaggcactg
gctgggactg
ttcatatatg
acggccttct
gcttcggata
aaaggcatgg
ctagactcct
cgtgatgtat

<210>4

<211>718
<212 > Proteina

caacttccgt
cgttcgacac
gtgagctttt
ttgtgtggag
tgccgaagaa
ttggaactceca
cgcgatatga
atgagtatga
gagatggtga
agaaaggtga
atgagcattt
agcgecttagt
catggaaaga
ctgttgccac
cagagacata
catgcagatc
gcactcattt
ttggagtcta
taccgccgcea
gagcctettt
ccgatgtttt
attctactga
ctcagtggat
ctaagcctce
attcecattte
tgtatgagceca
atgccgtgece
ccaatttecag
gattggctcc
agctcggaac
aggacgagct
ctecgtgaagg
tctggaattt
ccaaagatgt
caaaggcgga
gggtcgacat

< 213 > Artemisia annua

15 <400>4
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taagttatct
atcaaacaca
gatgatttta
acggtcgteg
agtgacggag
gactggtact
aaaggcggtg
ggagaagtta
gccgacagat
atggcttgac
caacaagatt
tecctgttgge
gttggtgtgg
tcecatacaca
tgatcaggat
caatgtcget
ggaatttgat
cgttgagaat
cacttatttc
gccacctect
gagctctecct
agctgataga
agttgcaagce
gcttggtgtt
ttctteccea
aacaccatca
tatgacagaa
acttecttcet
atttagaggt
agccatctta
taataatttc
tgccactaag
actctctgag
acatecggact
gctctacgtg
ggaacagaag

490

cccttcgate
tecggatacga
actacttcgg .
teggeggega
gatgaggttg
gctgaaggtt
tttaaagtga
aagaaagaat
aatgetgcta
aagcttcaat
gcgaaggtgg
atgggagacg
cctgagttagg
gctgetgttyg
caactgacaa
gtcaaaaagg
atctctaata
ctaagtgaag
tcagtacata
ttcecteecat
aaaaagtcag
ctgaaatttt
cacagaagtce
ttttttgeat
aagtttgcge
ggccgecgtte
agccaggatt
gatcctaagg
ttccttcagg
ttcttcggat
gtggagacgg
gagtacgtge
ggagcatatt
ctgcacacta
aagaatctac
ttgatttceg

37

495

taatgacgge
atattcegtt
ttgcggtgtt
agaaagcggc
atgacggacg
ttgctaagge
ttgatttgga
ctettgettt
gattctataa
acgcagtgtt
tcgatgaaaa
atgatcaatg
atcaattact
gagaataccg
atggccatgc
agctccattc
ctggattatc
ttgtggacga
ctgataacga
gcactttaag
ctttgettge
ttgcgtctee
tcecttgaggt
ctgtcgeece
caaataggat
acaagggagt
gcagttgggc
tcccagttat
aaaggttagc
gcaggaatcg
gggctctttc
aacacaagat
tgtatgtttg
ttgtgcaaga
aaatggcagg
aagaagacct

gttacttaac
agcggtgttt
gatcggatge
ggagtcgeccg
gaagaaagtt
gcttgttgaa
tgattatgcet
tttettttta
atggtttace
tggacttggt
acttgtggag
tatcgaagac
tcgtgatgag
tgttgtgtte
tgttcatgat
ccctctatct
gtatgaaact
agctgaaaaa
agacgggaca
aaaagcattg
tttagctget
tgctggaaag
catggaggcc
acgtttgéag
tcatgtaact
ctgttcaaca
cccaatttat
catgattggce
tcagaaggaa
caaagtggat
cgagcttgtt
gactcagaag
cggtgatgce
acagggatct
aagatatctce
cgagtaa

60
120

.180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2157



Met Gln Ser
1
Ala Leu Leu

Thr Asn Ile
35
Ile Leu Thr
50
Val Trp Arg
65

Thr Thr
5

Asn Gly

20

Pro Leu

Thr Ser

Arg Ser

ES 2386 554 T3

Ser Val Lys Leu Ser

Lys Val Ser Phe Asp

Ala Val Phe Met Glu

40

Val Ala Val Leu Ile

55

Ser Ser Ala Ala Lys

70

38

Pro Phe Asp Leu Met Thr
15
Thr Ser Asn Thr Ser Asp
30

Asn Arg Glu Leu Leu Met
45
Gly Cys Val Val Val Leu
60
Lys Ala Ala Glu Ser Pro
75 80



ES 2386 554 T3

VErLLE e «V&d ST 4L BPrd LEYS Sy Dfal

Glu
145
Ala
) Lyé
Gln
Lys

225
Asp

‘Val
Gln
Cys
305
Asp
Ser

Glu
Tyr
Ala
385
Ala
Phe
Ala
Lys
465
Pro
Ile
Val
Thr
Asn

545
Pro

Lys
Fhe
Val
130
Tyr
Thr
Trp
Tyx
Ile
210
Leu
Phe
Arg
Gly
Asp
290
Arg
Arg
Tyr
val
Phe
370
Ser
Ser
Leu
Phe
Ser
450
Pro
Arg
His
His
Glu
530
Phe

Gly

Lys
Ala
115
Phe
Glu
Tyr
Phe
Ala
195
Ala
Val
Thr
Asp
Glu
275
Gln
Ser
Ser
Glu
Val

355
Ser

Leu

Tyr

Ala
435
His
Pro
Tyr
Val
Lys
515
Ser
Arg

Thr

Val
100
Lys

Lys.

Glu
Gly
Thr
180
Val
Lys
Pro

Ala

Glu
260
Tyr

Leu
Asn
Cys
Thr
340
Val
Pro
Ala
Ala
420
Ser
Arg
Leu
Tyr
Thr
500
Gly
Gln

Leu

Gly

8BS
Thr

Ala
Val
Lys
Asp
165
Glu
Phe
Val
Val

Trp
245
Asp
Axg
Thx
Val
Thr
325
Gly
Glu
His

Pro

Asp

405
His

Pro
Ser
Gly
Ser
485
Cys

Val

Pro

Leu
565

Val
Leu
Ile
Leu
150
Gly
Gly
Gly
vVal
Gly
230
Lys
Asp
Val
Asn
Ala
310
His
Asp
Ala
Thr
Pro
Val
Ala
Ala
Leu
val
470
Ile
Ala
Cys
Cys
Ser

550
Ala

Phe
Val
Asp
135
Lys
Glu
Glu
Leu
Asp
215
Met
Glu
Thxr
Val
Gly
295
Vval
Leu
His
Glu
Asp

375
Phe

.390.

Leu
Thx
Gly
Leu
455
Phe
Ser
Leu
Ser
Ser
535
Asp

Pro

Phe
Glu
120
Leu
Lys
Pro
élu
Gly
200
Glu
Gly
Leu
Ser
Phe
280
His
Lys
Glu
Val
Lys
360
Asn
Pro
Ser
Asp
Lys
440
Glu
Phe
Ser

Val

Thr
520

Trp
Pro

Phe

Thr
Gly
105
Glu
Asp
Glu
Thr
Lys
185
Asn
Lys
Asp
val
val
265
His
Ala
Lys
Phe
Gly
345
Leu
Glu
Pro
Ser
Ser
425
Asp
Val
Ala

Ser

505
Trp

Rla
Lys

Arg

39

Glu
90

Thr
Ala
Asp

Ser

Asp

Asp
Gln
Lys
Tyr
Leu

155
Asn

170 .

Gly
Arg
Leu
Asp
Trp
250
Ala
Asp
Val
Glu
Asp
330
Val
Ile
Asp
Cys
Pro
410
Thr
Glu
Met
Ser
Pro
490
Glu
Met
Pro

Val

Gly
570

Glu
Gln
Val
Asp
235
Pro
Thr
Lys
His
Leu

315
Ile

Tyr
Gly
Gly
Thr
385
Lys

Glu

Tyr.

Glu
Val
475
Lys
Gln
Lys
Ile
Pro

555
Phe

Glu
Thr
Ala
Ala
140
Ala

Ala

Trp

Tyr
Glu
220
Gln
Glu
Pro
Pro
Asp
300
His
Ser
Val
Leu
Thr
380
Leu
Lys
Ala
Ala
Ala
460
Ala
Phe
Thr
Asn
Tyr
540
Val

Leu

Val
Gly
Arg
125
Ala
Phe
Ala
Leu
Glu
205
Gln
Cys
Leu
Tyx
Glu
285
Ala
Ser
Asn
Glu
Pro
365
Pro
Arg
Ser
Asp
Gln
445
Phe
Pro
Ala
Pro
525
Val
Ile

Gln

Asp
Thr
110
Tyr
Glu
Phe
Arg
Asp
190
His
Gly
Ile
Asp
Thr
270
Thr
Gln
Pro
Thr
Asn
350
Pro
Leu
Lys
Ala
Arg
430
Trp
Pro
Arg
Pro
Ser
510
Val
Arg
Met

Glu

Asp
85

Ala
Glu
Asp
Phe
Phe
175
Lys
Phe
Ala
Glu
Gln
255
Ala
Tyx
His
Leu
Gly
335
Leu
His
Gly
Ala
Leu
415
Leu
Ile
Ser
Leu
Asn
495
Gly
Pro
Thr
Ile

Arg
575

Gly
Glu
Lys
Asp
Leu
160
Tyr
Leu
Asn
Lys
Asp
240
Leu
Ala
Asp
Pro
Ser
320
Leu
Ser
Thr
Gly
Leu
400
Leu
Lys
val
Ala
Gln
480
Arg
Arg
Met
Ser
Gly

560
Leu



<210>5

<211 >1.467
5 <212 >ADN

AFSLE In LASTELACAY a BB EY T 56 1u

Gly
Asn
Arg
625
Ala
Cys
Thr
Tyr

Val
705

Cys
Phe
610
Glu
Ser
Gly
Ile
Val

690
Rsp

< 213 > Artemisia annua

<400>5

580
Arg Asn
595
Val Glu
Gly Ala

Asp Ile

Asp Ala

660 .

Val Gln
675
Lys Asn

Met Glu

Arg
Thr
Thr
645
Lys
Glu
Leu

Gln

ES 2386 554 T3

Lys Val

Gly Ala
615
Lys Glu
630
Asn Leu

Gly Met
Gln Gly
Gln Met

695

Lys Leu
710

Leu
585
FPhe

Gly

Asp Ile

600

Leu Ser Glu

Val Gln

Tyr

Thr
Tyr
Leu

His

Ala Ile

Glu Asp
605
Val Thr
620

Lys Met

635

Glu
650
Asp

Leu Ser

Ala Lys
665
Ser Leu
680

Ala

Asp

Gly Arg

Ile Ser Glu

Gly
Val
Ser
Tyr
Glu

Ala Tyr

His Arg

Ser Lys
685
Leu Arg
700

Asp Leu

715

10

atggcacttt
aagttcgcta
attattggtc
gccagaaagt
tcatctccga
ccectggactt
tatggtgaat
aaagtaaagt
aaagcttcag
acgatacttt
attatgaaag
aagaaatttc
ctcgataatt
gaggagacac
gctgacaatg
accacaatcg
caagcagaac
ggactaagct
ttgttgccaa
acaagactta
gaaattttca
gagtatctte
aacgtgecage
gcgagctatg
cagttgttac

<210>6

<211 >488

<212 > Proteina
< 213 > Artemisia annua

15 <400>6

cactgaccac
ctcgttcecaa
acatgecatca
atggatcttt
aatgggctaa
tggctggtga
actggaggcg
catatcagtc
gttcagggat

‘gtagagccge

agatgttgag
ttcatcatct
ttatcaataa
ttecttgatgt
ttaaagccat
aatgggcgat
tgaggaaagc
acttaaactt
gagagtgccg
ttgtcaacgt
tcececgaacg
cgtttggage
taccgcetege
atcagatcga
tcgtaccaag

cteccattget
atccacaaaa
cttgattggt
aatgcattta
agagattttg
gattgttgta
attacgtaaa
gcttcgtgaa
accggttaac
gtttggaaaa
ggaagttggt
ttcaggcaag
ccttgttget
tettctaagg
cattttggat
ttcggaactce
acttaacgga
ggtaatcaaa
tgaaccagte
ctttgcgata
atttgaaaat
tgggagaagg
taatatacta
catgaccgag
tttctag

cttgccacga
aacagectte
acaataccac
cagcttggtyg
acaacgtacg
tatcgcaata
ctttgcacat
gaggagtgtt
ctttcagaga
ggagtcaagg
ggttttgatg
agagccaggt
gagcatactt
ctcaaagata
atatttgcag
ataaagtgte
aaagaaaaga
gaaacattaa
aatttggctg
aatagggacc
agttctacaa
atgtgtcctg
tatcatttca
aggtttggaa

40

tecettttett
ctgagccatg
atcgtggget
aagtttcaac
acattgecett
caaatattgc
cggagettat
ggaatttggt
acattttcaa
accagaagga
tggcagatat
taactagcat
tcaaaacttc
gcgctgaatt
cagggacaga
cgagagcgat
tccatgagga
ggttgecacce
gatacgacat
cagaatactg
ctctcatgag
gagccgcact
actggaaact
tcteggttga

Leu Phe Phe

590

Glu Leu Asn

Ala Phe Ser

Gln Lys

640

Leu Tyr Val
655

Thr Leu His

670

Ala

Glu Leu

Asp Val Trp

Glu

cgtaatttac
gcgacttcce
tatggattta
aatcgtggtg
tgctaacagg
tgctgcacct
gagtgttaag
tcaagagatt
gttgattgca
gtgtacggag
ctttectteg
tcataagaag
aagtaaaact
ccecattaaca
cacttcatca
ggagaaagta
agatattcaa
teccactacce
acccaataag
gaaagacgct
tgcagaatat
tggtttagcece
ccccaacggt
aagaaagact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1467
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Met Ala Leu Ser Leu Thr Thr Ser Ile Ala Leu Ala Thr Ile Leu Phe
1 5 10 15
Phe Val Ile Tyr Lys Phe Ala Thr Arg Ser Lys Ser Thr Lys Asn Ser
20 25 30

41



<210>7
<211 >1.038

ES 2386 554 T3

Lilp o’ GRU=PhbT¢piAsg~LeuPro Ile

Lys:

Lys
Val
His
225
Leu
Ser
Asp
Leu
Trp
305
Gln
Glu
Leu
Pro
Val
385
Glu
Gly
Pro
Ile
Gln

465
Gln

Thr
Lys
130
Gln
Ala
Leu
Asp
Gly
210
His
Asp
Ser
Ser
Asp
290
Ala
Ala
Asp
Arg
Val
370
Asn

Ile

Gly
Leu
450
Ile

Leu

Pro
Asn
Asn
115
Leu
Ser
Ser
Ile
Gln
195
Gly
Leu
Asn
Lys
Ala
275
Ile
Ile
Glu
Ile
Leu
355
Asn
Val
Phe
Glu
Ala
435
Tyr
Asp

Leu

Ile

Cys

Gly
Ala
180
Lys
Phe
Ser
Phe
Thr
260
Glu
Phe
Ser
Leu
Gln
340
His
Leu
Phe

Ile

Tyr
420
Ala
His
Met

Leu

Pro
His

Trp
85

Pro
Ala
Thr
Arg
Ser
165
Thr
Glu
Asp
Gly
Ile
245
Glu
Phe
Ala
Glu
325
Gly
Pro
Ala
Ala
Pro
405
Glu
Leu
Phe
Thr

val
485

His
Leu

70
Ala

Trp
Ala
Ser
Glu
150
Gly
Ile
Cys
Val
Lys
230
Asn
Glu
Pxo
Ala
Leu
310
Lys
Leu
Pro
Gly
Ile
390
Glu
Tyr
Gly
Asn
Glu

470
Pro

Ala
Glu
135
Glu
Ile
Leu
Thr
Ala
215
Arg
Asn
Thr
Leu
Gly
295
Ile
Ala
Ser
Leu
Tyx
375
Asn
Arg
Leu
Leu
455
Arg

Ser

Gly Leu
Leu Gly
Glu Ile

Leu Ala
105

Pro Tyr

120

Leu Met

Glu Cys
Pro Val

Cys Arg
185
Glu Ile
200
Asp Ile

Ala Arg
Leu Val
Leu Leu

265
Thr Ala

280
Thx Asp

Lys Cys
Leu Asn
Tyr Leu
345
Pro Leu
360
Asp Ile
Arg Asp
Phe Glu
Pro Phe
425
Ala Asn
440
Lys Leu
Phe Gly

Phe

42

Ile
Met
Glu
Leu
Gly
Gly
Ser
Trp
Asn
170
Ala
Met
Phe
Leu
Rla
250
Asp
Asp
Thr
Pro
Gly
330
Asn
Leu
Pro
Pro
Asn
410
Gly
Val

Pro

Ile

Gly
Asp
Val
75

Thr
Glu
Glu
Val
Asn
155
Leu
Ala
Lys
Pro
Thr
235
Glu
Val
Asn

Ser

His
Leu
60

Ser
Thr
Ile
Tyr
Lys
140
Leu
Ser
Phe
Glu
Ser
220
Ser
His
Leu

val

Ser
300

Arg . Ala

315
Lys

Leu
Pro
Asn
Glu
385
Ser
Ala
Gln

Asn

Ser
475

Glu
Val
Arg
Lys
380
Tyr
Ser
Gly
Leu
Gly

460
val

Met
45

Ala
Thr
Tyr
Val
125
Lys
Val
Glu
Gly
Met
205
Lys
Ile
Thr
Leu
Lys
285
Thr
Met
Lys
Ile
Glu
‘365
Thr
Trp
Thr
Arg
Pro
445
Ala

Glu

His
Arg
Ile
Asp
Val
110
Arg
Val
Gln
Asn
Lys
190
Leu
Lys
His
Phe
Arg
270
Ala
Thr
Glu
Ile
Lys
350
Cys
Arg

Lys

Thr.

430
Leu

Ser

Arg

His
Lys
Val
Ile
95

Tyr
Arg
Lys
Glu
Ile
175
Gly
Arg
Phe
Lys
Lys
255
Leu
Ile
Ile
Lys
His
335
Glu
Arg
Leu
Asp
Leu
415
Met
Ala
Tyr

Lys

Leu
Tyxr
Val
80

Ala
Arg
Leu
Ser
Ile
160
Phe
Val
Glu
Leu
Lys
240
Thr
Lys
Ile
Glu
Val
320
Glu
Thx
Glu
Ile
Ala
400
Met
Cys
Asn
Asp

Thr
480



10

15

20

25

30

35

<212>

ADN

< 213 > Artemisia annua

<400 >

<210 >
<211>

7

gcccttcgag
tttgagtgcet
agttcaagag
caagttggtt
ggagtttacg
tatcttteet
cattcacaaa
ctcaagtaaa
attcceattg
tttttttttt
acatgcacta
tatacaggac
tteggaacte
acttaacgga
ggtaatcaaa
ccgtcaaccea
cgtetttgeg
gcgcttetta

8
6

ccgtatgggg
aagaaagtag
attaaagett
gcaatgatac
gagcttgtgg
tcgcagaaat
aagctcgata
actaaggaga
acagctgata
caaaaggcca
actttagtac
atgtttacag
ataaagtgtce
aaagaaaaga
gaaacattaa
gtcaatttgg
ataaataggg
actctggt

<212 > Proteina

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > péptido enlazante
<400>8

<210>9

<211>14

<212 > Proteina

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > péptido enlazante
<400>9

ES 2386 554 T3

attactggeg
agtcatatca
caggttecagg
ttagtagagc
aacagatgtt
ttctacatca
atttaatcaa
cgctccttga
acgttaaagc
taatagtgtt
tcgtgaaaat
caggcacaga
cgagagctat
tccacgagga
ggttgcacce
ctggatatga
accctgaata

1

gcaattacgt
gtcgecttegt
gataccggtt
tgecgtttggg
gagggaactt
tatttecggge
taaccttgtt
tgttcttcta
catcattttg
aaacaagctt
ataatgagtc
cacttcgteca
ggagaaaata
agacatccaa
teccactacce
cataceccaat
ctggaaagac

aaactttgca
gaagaggagt
aacctttcag
aaaagaatca
ggtggttttg
aagagatcta
gctgagcata
aggcacaaag..
gtatgaatta
gaaatttttt
atcatagggg
accacaatcg
caagcggaac
gaactaagct
ttggttttge
aagaccaaac
gctgaatctt

Bla Ala Ala Gly Gly Met
5

cattggagct
gttggaattt
agaatattta
aggaccataa
atgtggcaga
ggttaactag
ttgttgaage
atagccttga
atccaatata
ataactaagt
ttecatgaaa
aatgggtgat
tgaggaaagce
acttaaactt
cacgagagtg
ttattgtcaa
tcatcccaga

Ala Ala Ala Gly Gly Met Pro Pro Ala Ala Ala Gly Gly Met

1

<210>10

<211>6

<212 > Proteina

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > péptido enlazante
<400>10

<210>11

5

1

43

10

Ala Ala Ala Gly Gly Met
5

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1038
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<211>8
<212 > Proteina
< 213 > Secuencia artificial

<220 >
5 <223 > Péptido enlazante
<400> 11
Pro Pro Ala Ala Ala Gly Gly Met
1 5
10 <210>12
<211>4

<212 > Proteina
< 213 > Secuencia artificial
<220 >

15 <223 > péptido enlazante
<400 >12

Ile Glu Gly Arg
1

20 <210>13
<211>6
<212 > Proteina
< 213 > Secuencia artificial
<220>

25 <223 > péptido enlazante
<400>13

Gly Gly Lys Gly Gly Lys
1 5

30 <210>14
<211>25
<212 > ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220 >

35 <223 > cebador sintético
<220 >
< 221 > elemento mixto
<222>09,6 18,20
<223>N=CoT

40 <220>
< 221 > elemento mixto
<222>11,14,17
<223>n=A,T,CoG
<400>14

45
tccgaccana nggngannan tggag 25

<210>15
<211>25

50 <212>ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220 >
< 223 > cebador sintético
<220 >

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

< 221 > elemento mixto
<222>(13)... (13)
<223>N=GoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(14) ... (14)
<223>N=CoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222 >(20) ... (20)
<223>N=A,GoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222 >(23)...(23)
<223>N=A0G
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>11,17
<223>n=A,T,CoG
<400 > 15

tccgaccaaa ncnntcnggn atnaa

<210>16

<211>29

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(9)...(9)
<223>N=A0G
<220>

< 221 > elemento mixto
<222>(12)...(12)
<223>N=CoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(15) ... (15)
<223>N=A0oG
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(18) ... (18)
<223>N=CoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(21)...(21)
<223>N=CoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222 >(24)...(24)
<223>N=CoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(27) ... (27)
<223>N=A0oG
<400 > 16

ES 2386 554 T3

25

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ccagcacant angancantt naanaanat

<210>17

<211>29

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
< 220>

< 221 > elemento mixto
<222>(15) ... (15)
<223>N=CoT
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>(21)...(21)
<223>N=A0G

< 220>

< 221 > elemento mixto
<222 >(27) ... (27)
<223>N=A0G
<220 >

< 221 > elemento mixto
<222>12,18,24
<223>n=A,T,CoG
<400 > 17

ccagcagcca tncenttnge ntcncenca

<210>18

<211>33

< 212> ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >

< 223 > cebador sintético

<400> 18

acgtctagaa tgaagagtat actaaaagca atg

<210>19

<211>34

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400>19

acgtctagag cgaaacttgg aacgagtaac aact

<210>20

<211 >37

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400 >20

atggatccta tgcaatcaac aacttccgtt aagttat

<210>21
<211>34

ES 2386 554 T3

29

29

33

34

37

46
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20

25

30

35

40

45

50
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ES 2386 554 T3

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400 > 21

tatgtcgacc catacatcac ggagatatct tcct 34

<210>22

<211>32

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400 > 22

ggactagtaa aacaatggcc ctgaccgaag ag 32

<210>23

<211>29

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400 >23

ccaagctttc agatggacat cgggtaaac 29

<210>24

<211>29

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400 >24

ctgcegeggg gecgcaaatt aaagectte 29

<210>25

<211>33

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
< 220>

< 223 > cebador sintético
<400 > 25

ctgcegeggt agtacggatt agaagecge 29

<210>26

<211>35

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > cebador sintético
<400 > 26

cgggatccaa aacaatggct gcagaccaat tggtg 35
<210>27

47
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<211>30
<212 > ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220 >

5 <223 > cebador sintético
<400 > 27

gcgtcgactt aggatttaat gcaggtgacg 30

10 <210>28
<211>35
<212 > ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220 >

15 <223 > cebador sintético
<400 > 28

cgggatccaa aacaatgagc gaagtcggta tacag 35

20 <210>29
<211>34
<212 > ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220 >

25 < 223 > cebador sintético
<400 > 29

gcgtcgactc ataacgaaaa atcagagaaa tttg 34

30 <210>30
<211>37
< 212> ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220>

35 <223 > cebador sintético
<400 > 30

ggactagtaa aacaatggct tcagaaaaag aaattag 37

40 <210>31
<211>30
<212 > ADN
< 213 > Secuencia artificial
<220 >

45 < 223 > cebador sintético
<400 > 31

tcceeegggc tatttgcette tettgtaaac 30

50 <210>32
<211>8
<212 > Proteina
< 213 > Secuencia artificial
<220 >
55 <223 > motivo
<400 > 32
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<210>33

<211>8

<212 > Proteina

< 213 > Secuencia artificial
<220 >

< 223 > motivo

<400 >33
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Gln Tyr Glu His Phe Asn Lys Ile
1 5

Cys Gly Asp Ala Lys Gly Met Ala
1 5

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2386 554 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una enzima que
modifica un compuesto isoprenoide, en que la secuencia nucleotidica codifica un polipéptido que tiene al menos el
85 % de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2, en que el
polipéptido muestra actividad de amorfa-4,11-dieno-oxidasa

2. El polinucledtido de la reivindicacion 1, en que la secuencia nucleotidica tiene al menos el 90 % de
identidad de secuencia nucleotidica con la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 1.

3. El polinucleétido de la reivindicacién 1, en que el polinucleétido comprende una secuencia nucleotidica
que codifica un polipéptido que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia
aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2.

4. El polinucleétido de la reivindicacion 3, en que la secuencia nucleotidica codifica un polipéptido que
tiene al menos el 95 % de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica expuesta en SEQ ID
NO: 2.

5. Un vector recombinante que comprende el polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, en que opcionalmente dicho polinucledtido esta ligado operativamente a un promotor.

6. Una célula huésped modificada genéticamente con el polinucleétido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o el vector de la reivindicacion 5.

7. La célula huésped de la reivindicacion 6, que se selecciona del grupo que consta de una célula
procariota, una célula de levadura y una célula vegetal.

8. Un procedimiento para la produccion de un compuesto isoprenoide en una célula huésped, en que
dicho procedimiento comprende: el cultivo de una célula huésped modificada genéticamente de las reivindicaciones
6 6 7 en un medio adecuado para producir una enzima modificadora de isoprenoides, en que, en presencia de un
sustrato terpénico, dicha produccion de dicha enzima modificadora de isoprenoides resulta en la modificacion
enzimatica del sustrato terpénico y la produccién del compuesto isoprenoide; y en que dicha enzima modificadora de
isoprenoides es una amorfadieno-oxidasa y en que el sustrato terpénico es amorfa-4,11-dieno.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en que dicha célula huésped se modifica genéticamente
ademas con un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una terpeno-sintasa, en que
dicho cultivo da lugar a la produccion de dicha terpeno-sintasa, en que dicha terpeno-sintasa se selecciona de una
terpeno sintasa que modifica un farnesilpirofosfato para generar un sustrato sesquiterpénico para dicha enzima
modificadora de isoprenoides.

10. El procedimiento de la reivindicacion 8, en que dicha célula huésped es una célula que no sintetiza
normalmente isopentenilpirofosfato (IPP) por la ruta del mevalonato y en que la célula huésped se modifica
genéticamente con uno o mas acidos nucleicos que comprenden secuencias nucleotidicas que codifican dos o mas
enzimas de la ruta del mevalonato, una IPP-isomerasa, una prenil-transferasa y una terpeno-sintasa, en que dicho
cultivo da lugar a la produccion de las enzimas de la ruta del mevalonato, en que dicha produccion de dichas dos o
mas enzimas de la ruta del mevalonato, dicha IPP-isomerasa, dicha prenil-transferasa, dicha terpeno-sintasa y dicha
enzima modificadora de isoprenoides, resulta en la producciéon de un compuesto isoprenoide.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en que dichas dos o mas enzimas de la ruta del mevalonato
comprenden mevalonato-cinasa, fosfomevalonato-cinasa y mevalonato-pirofosfato-descarboxilasa y en que la célula
huésped se cultiva en presencia de mevalonato.

12. El procedimiento de la reivindicacion 10, en que dichas dos o mas enzimas de la ruta del mevalonato
comprenden acetoacetil-CoA-tiolasa, hidroximetilglutaril-CoA-sintasa, hidroximetilglutaril-CoA-reductasa,
mevalonato-cinasa, fosfomevalonato-cinasa y mevalonato-pirofosfato-descarboxilasa.

13. El procedimiento de la reivindicacién 10, en que dicha prenil-transferasa es una farnesilpirofosfato-
sintasa.
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14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, en que dicha célula huésped se
modifica genéticamente con un &cido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
citocromo-P450-reductasa, en que la reductasa transfiere electrones desde NADPH a una enzima modificadora de
isoprenoides.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en que dicho acido nucleico tiene al menos el 90 % de
identidad de secuencia nucleotidica con la secuencia nucleotidica expuesta en SEQ ID NO: 3.

16. El procedimiento de la reivindicacion 8, en que la célula huésped es una célula procariota, en que
dicha célula es una célula que normalmente sintetiza isopentenildifosfato a través de la ruta de la 1-desoxi-D-
xilulosa-5-fosfato.

17. El procedimiento de la reivindicacion 16, en que la ruta de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato se inactiva.

18. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 17, que comprende ademas el
aislamiento del compuesto isoprenoide.

19. El procedimiento de la reivindicacién 9, en que el compuesto isoprenoide es acido artemisinico y dicho
procedimiento comprende ademas la modificacion del acido artemisinico para generar artemisinina y el aislamiento
de dicha artemisinina.

20. Una planta transgénica modificada genéticamente con un acido nucleico que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica una enzima modificadora de isoprenoides, en que la secuencia nucleotidica
codifica un polipéptido que tiene al menos el 85 % de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia
aminoacidica expuesta en SEQ ID NO: 2, en que el polipéptido muestra actividad de amorfa-4,11-dieno-oxidasa y en
que el acido nucleico se expresa en una célula de la planta para producir la enzima modificadora de isoprenoides en
la célula.

21. La planta transgénica de la reivindicacion 20, en que la planta es tabaco o Artemisia annua.

22. La planta transgénica de las reivindicaciones 20 6 21, en que la secuencia nucleotidica que codifica la
enzima modificadora de isoprenoides esta ligada operativamente a un promotor constitutivo, un promotor inducible o
un promotor especifico de un tejido.

23. La planta transgénica de la reivindicacion 22, en que el promotor especifico de un tejido es un
promotor especifico de tricomas.

24, Un procedimiento para la produccién de un compuesto isoprenoide, en que el procedimiento
comprende el mantenimiento de la planta transgénica de una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en que la
enzima modificadora de isoprenoides se produce en dicha planta transgénica y en que la produccion de la enzima
modificadora de isoprenoides resulta en la modificacién de un sustrato terpénico y la producciéon de un compuesto
isoprenoide.
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FIG. 1

Secuencia del ADNc de CYP71D-A4

Secuencia codificante del ADNc de CYP71D-A4
ATGAAGAGTATACTAAAAGCAATGGCACTCTCACTGACCACTTCCATT
GCTCTTGCAACGATCCTTTTGTTCGTTTACAAGTTCGCTACTCGTTCC
AAATCCACCAAAAAAAGCCTTCCTGAGCCATGGCGGCTTCCCATTATT
GGTCACATGCATCACTTGATTGGTACAACGCCACATCGTGGGGTTAGG
GATTTAGCCAGAAAGTATGGATCTTTGATGCATTTACAGCTTGGTGAA
GTTCCAACAATCGTGGTGTCATCTCCGAAATGGGCTAAAGAGATTTTG
ACAACGTACGACATTACCTTTGCTAACAGGCCCGAGACTTTAACTGGT
GAGATTGTTTTATATCACAATACGGATGTTGTTCTTGCACCTTATGGT
GAATACTGGAGGCAATTACGTAAAATTTGCACATTGGAGCTTTTGAGT
GTTAAGAAAGTAAAGTCATTTCAGTCACTTCGTGAAGAGGAGTGTTGG
AATTTGGTTCAAGAGATTAAAGCTTCAGGTTCAGGGAGACCGGTTARC
CTTTCAGAGAATGTTTTCAAGTTGATTGCAACGATACTTAGTAGAGCC
GCATTTGGGARAGGGATCAAGGACCAGAAAGAGTTAACGGAGATTGTG
ARAGAGATACTGAGGCAAACTGGTGGTTTTGATGTGGCAGATATCTTT
CCTTCAAAGAAATTTCTTCATCATCTTTCGGGCAAGAGAGCTCGGTTA
ACTAGCCTTCGCARAAAGATCGATAATTTAATCGATAACCTTGTAGCT
GAGCATACTGTTAACACCTCCAGTAARACTAACGAGACACTCCTCGAT
GTTCTTTTAAGGCTCAAAGACAGTGCTGAATTCCCATTAACATCTGAT
AACATTARAGCCATCATTTTGGATATGTTTGGAGCAGGCACAGACACT
TCCTCATCCACAATCGAATGGGCGATTTCGGAACTCATARAGTGTCCG
AAAGCAATGGAGAAAGTACAAGCGGAATTGAGGARAGCATTGAACGGA
AAAGAAAAGATCCATGAGGAAGACATTCAAGAACTAAGCTACTTGAAC
ATGGTAATCAAAGAAACATTGAGGTTGCACCCTCCACTACCCTTGGTT
CTGCCAAGAGAGTGCCGCCAACCAGTCAATTTGGCTGGATACAACATA
CCCAATAAGACCAAACTTATTGTCAACGTCTTTGCGATAAATAGGGAC
CCTGAATATTGGARAGACGCTGAAGCTTTCATCCCTGAACGATTTGAA
AATAGTTCTGCAACTGTCATGGGTGCAGAATACGAGTATCTTCCGTTT
GGAGCTGGGAGAAGGATGTGTCCTGGAGCCGCACTTGGTTTAGCTAAC
GTGCAGCTCCCGCTCGCTAATATACTATATCATTTCAACTGGAAACTC
CCCAATGGTGTGAGCTATGACCAGATCGACATGACCGAGAGCTCTGGA
GCCACGATGCAAAGAAAGACTGAGTTGTTACTCGTTCCAAGTTTCTAG
(SEQ ID NO:1)
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FIG. 2

Secuencia aminoacidica de la amorfadieno-12-oxidasa
MRKSILKAMATLSLTTSIALATILLFVYRFATRSKSTKRKSLPEPWRLPII
GHMHHLIGTTPHRGVRDLARKYGSLMHLOLGEVPTIVVSSPKWAKEIL
TTYDITFANRPETLTGEIVLYHNTDVVLAPYGEYWROLRKICTLELLS
VERKVRSFQSLREEECWNLVQEIKASGSGRPVNLSENVFELIATILSRA
AFGKGIKDOQRELTEIVRKEILROTGGFDVADIFPSKKFLHHLSGKRARL
TSLREKKIDNLIDNLVAEHTVNTSSKTNETLLDVLLRLKDSAEFPLTSD
NIKAIILDMFGAGTDTSSSTIEWAISELIKCPKAMEKVOAELRKALNG
KEKIBEEDIQELSYLNMVIKETLRLHPPLPLVLPRECROPVNLAGYNI
PNRTKLIVNVFAINRDPEYWRDAEAFIPERFENSSATVMGAEYEYLPF
GAGRRMCPGAALGLANVQLPLANILYHFNWKLPNGVSYDQIDMTESSG
ATMORKTELLLVPSF (SEQ ID NO:2)
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FIG. 3

ADN de la citocromo-P450-reductasa de Artemisia annua

Secuencia codificante del ADNc de la AACPR
ATGCcAATCAACAACTTCCGTTAAGTTATCTCCCTTCGATCTAATGA
CGGCGTTACTTAACGGCAAGGTATCGTTCGACACATCAAACACATC
GGATACGAATATTCCGTTAGCGGTGTTTATGGAGAATCGTGAGCTT
TTGATGATTTTAACTACTTCGGTTGCGGTGTTGATCGGATGCGTTG
TGGTGCTTGTGTGGAGACGGTCGTCGTCGGCGGCGAAGAAAGCGGC
GGAGTCGCCGGTGATTCTTGTGCCGAAGAAAGTGACGCGAGGATGAG
GTTGATCGACGGACGGAAGAAAGTTACTGTGTTTTTTGGAACTCAGA
CTGETACTGCTGAAGGTTTTGCTARGGCGCTTGTTGAAGAAGCTAA
AGCGCGATATGAAAAGECGGTGTTTAAAGTGATTGATTTGGATGAT
TATGCTGCTGAAGATGATGAGTATGAGGAGAAGTTAAAGALAAGAAT
CTCTTGCTTTTTTCTTTTTAGCTACGTATGGAGATGGTGAGCCGAC
AGATAATGCTGCTAGATTCTATAAATGGTTTACCGAGGGTGAAGAG
ARAGGTGAATGGCTTGACAAGCTTCAATACGCCAGTGTTTGGACTTG
GTAACAGACAGTATGAGCATTTCAACAAGATTGCGRAGGTGGTCGA
TGAAAAACTTGTGGAGCAGGGTGCAAAGCGCCTTGTTCCTGTTGGC
ATGGGAGACGATGATCAATGTATCGAAGACGACTTCACTGCATGGA

__ARAGAGTTGGTGETGGCCTGAGTTGGATCAATTACTTCGTGATGAGGA |
TGATACATCTGTTGCCACTCCATACACAGCTGCTGTTGGAGAATAC
CGTGTTGTGTTCCATGACAAACCAGAGACATATGATCAGGATCAAC
TGACAAATGGCCATGCTGTTCATGATGCTCAACATCCATGCAGATC
CAATGTCGCTGTCAAAARAGGAGCTCCATTCCCCTCTATCTGACCGG
TCTTGCACTCATTTGGAATTTGATATCTCTAATACTGGATTATCGT
ATGAAACTGGGGACCATGTTGGAGTCTACGTTGAGAATCTAAGTGA
AGTTGTGGACGAAGCTGAAAAATTAATAGGTTTACCGCCGCACACT
TATTTCTCAGTACATACTGATAACGAAGACGGGACACCACTTGGTG
GAGCCTCTTTGCCACCTCCTTTCCCTCCATGCACTTTAAGARAAGC
ATTGGCTTCCTATGCCGATGTTTTGAGCTCTCCTAAAAAGTCAGCT
TTGCTTGCTTTAGCTGCTCATGCTACTGATTCTACTGAAGCTGATA
GACTGARATTTTTTGCGTCTCCTGCTGGARAGGATGAATATGCTCA
GTGGATAGTTGCAAGCCACAGRAAGTCTCCTTGAGGTCATGGAGGCC
TTCCCATCAGCTAAGCCTCCGCTTGGTGTTTTTTTTGCATCTGTCG
CCCCACGTTTGCAGCCGAGATACTATTCCATTTCTTCTTCCCCARA
GTTTGCGCCARATAGGATTCATGTAACTTGTGCATTAGTGTATGAG
CARACACCATCAGGCCGCGTTCACAAGGGAGTCTGTTCARCATGGA
TGAAGAATGCCGTGCCTATGACAGAAARGCCAGGATTGCAGTTGGGC
CCCAATTTATGTTAGAACATCCAATTTCAGACTTCCTTCTGATCCT
AAGGTCCCAGTTATCATGATTGGCCCAGGCACTGGATTGGCTCCAT
TTAGAGGTTTCCTTCAGGAAAGGTTAGCTCAGAAGGAAGCTGGGAC
TGAGCTCGGAACAGCCATCTTATTCTTCGGATGCAGGAATCGCAAA
GCTGGATTTCATATATGAGGACGAGCTTAATAATTTCGTGGAGACGG
GGGCTCTTTCCGAGCTTGTTACGGCCTTCTCTCGTGAAGGTGCCAC
TAAGGAGTACGTGCAACACAAGATGACTCAGAAGGCTTCGGATATC
TGCAATTTACTCTCTGAGGGAGCATATTTGTATGTTTGCGGTGATG
CCARAGGCATGGCCAAAGATGTACATCGGACTCTGCACACTATTGT
GCAAGRAACAGGGATCTCTAGACTCCTCARAGGCGGAGCTCTACGTG
AAGAATCTACAAATGGCAGGAAGATATCTCCGTGATGTATGGGTCG
ACATGGAACAGAAGTTGATTTCCGAAGAAGACCTCGAGTAA (SEQ
ID NO:3)
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FIG. 4

Secuencia aminoacidica de la citocromo-P450-reductasa
de Artemisia annua

MQOSTTSVKLSPFDLMTALLNGKVSFDTSNTSDTNIPLAVFMENREL
LMILTTSVAVLIGCVVVLVWRRSSSAAKKAAESPVIVVPKKVTEDE
VDDGRRKVITVFFGTQTGTAEGFAKALVEEAKARYEKAVFKVIDLDD
YAAREDDEYEEKLKKESLAFFFLATYGDGEPTDNAARFYKWFTEGEE
KGEWLDKLQYAVFGLGNRQYEHFNKIAKVVDEKLVEQGAKRLVPVG
MGDDDQCIEDDFTAWKELVWPELDQLLRDEDDTSVATPYTAAVGEY
RVVEFHDKPETYDQDOLTNGHAVHDAQHPCRSNVAVKKELHSPLSDR
SCTHLEFDISNTGLSYETGDHVGVYVENLSEVVDEAEKLIGLPPHT
YFSVHTDNEDGTPLGGASLPPPFPPCTLRKALASYADVLSSPKKSA
LLALAAHATDSTEADRLKFFASPAGKDEYAQWIVASHRSLLEVMEA
FPSAKPPLGVFFASVAPRLOPRYYSISSSPKFAPNRIHVTCALVYE
QTPSGRVHRGVCSTWMKNAVPMTESQDCSWAPIYVRTSNFRLPSDP
KVPVIMIGPGTGLAPFRGFLOQERLAQRKEAGTELGTAILFFGCRNRK
VDFIYEDELNNFVETGALSELVTAFSREGATKEYVOHRMTQRKASDI
WNLLSEGAYLYVCGDARGMARKDVHRTLETIVQEQGSLDSSKAELYV
KNLOMAGRYLRDVWVDMEQRLISEEDLE (SEQ ID NO:4)
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FIG. 6A

Abundancia tr=34,53, muestra con el 99% de concordancia de EM
con el estandar auténtico
Barrido 2397 (34,528 min): G6537.D (-2407) :1(6)
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Recogida de iones totales

Recogida de iones totales
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FIG. 8
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FIG. 9

>71D-Bl-nt
ATGGCACTTTCACTGACCACCTCCATTGCTCTTGCCACGATCCTTTTCTTCGTAATTTACAAGTTCGCTAC
TCGTTCCAAATCCACAARAAACAGCCTTCCTGAGCCATGGCGACTTCCCATTATTGGTCACATGCATCACT
TGATTGGTACAATACCACATCCTGGGCTTATGGATTTAGCCAGAAAGTATGGATCTTTAATGCATTTACAG
CTTGGTGAAGTTTCAACAATCGTGEGTGTCATCTCCGARATGGGCTAAAGAGATTTTGACAACGTACGACAT
TGCCTTTGCTAACAGGCCCTGGACTTTGGCTGGTGAGATTGTTGTATATCGCAATACARAATATTGCTGCTG
CACCTTATGGTGAATACTGCGAGGCGATTACGTAAACTTTGCACATCGGAGCTTATGAGTGTTAAGAAAGTA
ARGTCATATCAGTCGCTTCGTGAAGAGGAGTGTTGGAATTTGGTTCAAGAGATTARAGCTTCAGGTTCAGG
GATACCGGTTRACCTTTCAGAGARCATTTTCAAGTTGATTGCARCGATACTTTGTAGAGCCGCGTTTGGAA
AAGGAGTCAAGGACCAGAAGGAGTGTACGGAGATTATGAAAGAGATGTTCGAGGGAAGTTGGTGGTTTTGAT
GTGGCAGATATCTTTCCTTCGAAGARATTTCTTCATCATCTTTCAGGCAAGAGAGCCAGGTTAACTAGCAT
TCATAAGAAGCTCGATAATTTTATCAATAACCTTGTTIGCTGAGCATACTTTCAAAACTTCAACGTAAAACTG
AGGAGACACTTCTTGATGTTCTTCTAAGGCTCAAAGATAGCGCTGAATTCCCATTARCAGCTGACAATGTT
AAAGCCATCATTTTGGATATATTTGCAGCAGGGACAGACACTTCATCAACCACAATCGAATGGGCGATTTC
GGAACTCATAAAGTGTCCGAGAGCGATGGAGAAAGTACAAGCACGAACTGAGGAAAGCACTTAACGGAARAG
ARAAGATCCATGAGGAAGATATTCAAGGACTAAGCTACTTAAACTTGGTAATCAAAGAAACATTAAGGTTG
CACCCTCCACTACCCTTGTTGCCAAGAGAGTGCCGTGAACCAGTCAATTTGGCTGGATACGACATACCCAL
TAAGACAAGACTTATTGTCAACGTCTTTGCGATARATAGGGACCCAGAATACTGGARAGACGCTGAAATTT
TCATCCCCGAACGATTTGARRATAGTTCTACAACTCTCATGGGTGCAGRATATGAGTATCTTCCGTTTGGA
GCTGGGAGAAGGATGTGTCCTGEGAGCCGCACTTGGTTTAGCCAACGTGCAGCTACCGCTCGCTAATATACT
ATATCATTTCAACTGGAAACTCCCCARACGGTGCGAGCTATGATCAGATCGACATGACCGAGAGGTTTGGAA
TCTCGGTTGARAGAAAGACTCAGTTGTTACTCGTACCAAGTTTCTAG (SEQ ID NO:5)
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FIG. 10

>71D-Bl-aa
MALSLTTSIALATILFFVIYKFATRSKSTKNSLPEPWRLPIIGHMHHLIGTIPHRGLMDLARKYGSLMHLQ
LGEVSTIVVSSPKWAKEILTTYDIAFANRPWTLAGEIVVYRNTNIAAAPYGEYWRRLRKLCTSELMSVERV
KSYQSLREEECWNLVQEIKASGSGIPVNLSENIFKLIATILCRAAFGEKGVKDQKECTEIMKEMLREVGGFD
VADIFPSKKFLHHLSGKRARLTS IHKKLDNFINNLVAEHTFKTSSKTEETLLDVLLRLKDSAEFPLTADNV
KAIILDIFAAGTDTSSTTIEWAISELIKCPRAMERVQAELRRKALNGKERIHEEDIQGLSYLNLVIKETLRL
HPPLPLLPRECREPVNLAGYDIPNKTRLIVNVFAINRDPEYWKDAEIFIPERFENSSTTLMGAEYEYLPFG
AGRRMCPGAALGLANVQLPLANILYHFNWKLPNGASYDQIDMTERFGISVERKTQLLLVPSF (SEQ ID
NO:6)
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FIG. 11

A, CPR/AMO

16,82

B, CPR/AMH

<= 18,50
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Pico en B, tr=18,50

195 220
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FIG. 12

>71D=-Cl-nt
GCCCTTCGAGCCGTATGGGGATTACTGGCEGGCAATTACGTAAACTTTGCACATTGGAGCTTTTGAGTGCTA
AGARAGTAGAGTCATATCAGTCGCTTCGTGAAGAGGAGTGTTGGAATTTAGTTCAAGAGATTARAGCTTCA
GGTTCAGGGATACCGGTTAACCTTTCAGAGAATATTTACAAGTTGGTTGCAATGATACTTAGTAGAGCTGC
GTTTGGGAAAAGAATCAAGGACCATAAGGAGTTTACGGAGCTTGTCGAACAGATGTTGAGGCAACTTGGTG
GTTTTGATGTGGCAGATATCTTTCCTTCGCAGARATTTCTACATCATATTTCGCGGCAAGAGATCTAGGTTA
ACTAGCATTCACAAAAAGCTCGATAATTTAATCAATAACCTTGTTGCTGAGCATATTGTTGAAGCCTCAAG
TAAAACTAAGGAGACGCTCCTTGATGTTCTTCTARGGCACAAAGATAGCCTTGAATTCCCATTGACAGCTG
ATAARCGTTAAAGCCATCATTTTGGTATGAATTAATCCAATATATTTTTTTTTTCAAARGGCCATAATAGTG
TTAAACAAGCTTGAAATTTTTTATAACTAAGTACATGCACTAACTTTAGTACTCGTGAAAATATAATGAGT
CATCATAGGGGTTCCATGARATATACAGGACATGTTTACAGCAGGCACAGACACTTCGTCAACCACAATCG
AATGGGTGATTTCGGAACTCATAAAGTGTCCGAGAGCTATGGAGARAATACAAGCGGAACTGAGGAAAGCA
CTTAACGGAARRGARAAGATCCACGAGGAAGACATCCAAGAACTAAGCTACTTAAACTTGGTAATCAARGA
AACATTAAGGTTGCACCCTCCACTACCCTTGGTTTTGCCACGAGAGTGCCGTCAACCAGTCAATTTGGCTG
GATATGACATACCCAATAAGACCAAACTTATTGTCAACGTCTTTGCGATARATAGGEGACCCTGAATACTGG
AAAGACGCTGAATCTTTCATCCCAGAGCGCTTCTTARCTCTGGT (SEQ ID NO:7)
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