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DESCRIPCION
Produccién de isoprenoides

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de isoprenoides, en particular coenzima Q-
10, por parte de microorganismos. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la
produccién incrementada de coenzima Q-10 por parte de microorganismos del género Rhodobacter, preferiblemente
de la especie R. sphaeroides, que han sido transformados con uno o mas genes del operéon mevalonato (mev)
procedente de un microorganismo diferente, preferiblemente del género Paracoccus, mas preferiblemente de la
especie P. zeaxanthinifaciens, en donde el operén mev estd mutado, conduciendo a una produccién incrementada
de coenzima Q-10. También se incluyen secuencias que portan una mutaciéon de este tipo, asi como un
microorganismo que porta un operén mev mutado de este tipo.

Coenzima Q-10 (2,3-dimetoxi-dimetil-6-decaprenil-1,4-benzoquinona), también conocida como ubiquinona-10, es una
benzoquinona soluble en lipidos con una cadena lateral de isoprenoide compuesta por diez unidades de isoprenoide
C-5. La coenzima Q-10 (abreviada aqui en lo que sigue como CoQ10) se encuentra en microorganismos y plantas,
asi como en animales. Es la forma mas frecuente de ubiquinona en seres humanos y en la mayoria de los
mamiferos. Se establece y existe una evidencia creciente de que CoQ10 es un factor importante en el estado de
salud de seres humanos y de su proteccién frente a enfermedades. Los efectos beneficiosos médicos y de salud de
CoQ10 han sido asociados con sus dos funciones fisioldgicas principales, a saber el funcionar como un cofactor
esencial de la cadena de transporte mitocondrial de electrones (que esta acoplada a la sintesis de adenosina
trifosfato) y de actuar como un antioxidante soluble en lipidos.

Los beneficios de salud de CoQ10 han conducido a una importancia comercial incrementada de este compuesto.
CoQ10 se puede producir por sintesis quimica o mediante fermentacion utilizando microorganismos. Estos
microorganismos pueden ser productores naturales de CoQ10 que han sido mejorados para la produccién de CoQ10
mediante ingenieria genética, o pueden no producir de forma natural CoQ10, sino haber sido manipulados mediante
ingenieria genética para ser capaces de sintetizarla.

En bacterias, el anillo quinoide de ubiquinonas se deriva de corismato, un compuesto intermedio principal en la
biosintesis de compuestos aromaticos, mientras que la cola isoprenoide de ubiquinonas se deriva del compuesto C-5
pirofosfato de isopentenilo (IPP — siglas en inglés). La longitud de la cola isoprenoide afiadida al anillo quinoide
depende de la enzima preniltransferasa particular que existe en la bacteria. Por ejemplo, en Escherichia coli, la
octaprenil pirofosfato sintasa cataliza la formacion de pirofosfato de octaprenilo (C-40) a partir de pirofosfato de
farnesilo (FPP — siglas en inglés, C-15) y cinco unidades IPP. La adicion de esta molécula al anillo quinoide resulta
en la formacion de ubiquinona-8. En especies de Paracoccus y Rhodobacter, la decaprenil pirofosfato (DPP- siglas
en inglés) sintasa cataliza la formacién de DPP (C-50) a partir de FPP (C-15) y siete unidades IPP. La adicion de
DPP al anillo quinoide resulta entonces en la formacion de ubiquinona-10 (CoQ10).

En la naturaleza se conocen dos vias diferentes para la biosintesis de IPP (Figura 1). La via del mevalonato, como
su nombre implica, utiliza mevalonato como compuesto intermedio principal y ha sido bien estudiada en eucariotas.
Se pensoé durante muchos afios que la via del mevalonato era la via universal de la sintesis de IPP en la naturaleza.
Sin embargo, en la ultima década se descubrié una segunda via de la biosintesis de IPP, la denominada via del no
mevalonato o la via MEF (ya que tiene 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato como un compuesto intermedio). La via del MEF
ha demostrado hasta ahora existir en muchas eubacterias y en el compartimiento plastido de plantas superiores.

En base a la presencia en R. spheroides del gen yaeM (ahora denominado ispC) que codifica 1-desoxi-D-
xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa, y la tras la inspeccion de la secuencia del genoma casi completada de R.
sphaeroides, parece que esta bacteria utiliza exclusivamente la via del MEF para la biosintesis de iPP. Una
evidencia adicional que sustenta el uso exclusivo de la via del MEF en R. sphaeroides es el hallazgo de que una
especie estrechamente relacionada, Rhodobacter capsulatus, utiliza sélo la via del MEF para la biosintesis de
isoprenoides.

El documento WO 02/26933 A1 describe métodos para aumentar la produccion de CoQ10 en Rhodobacter
sphaeroides, sobre-expresando unos pocos genes nativos y/o heterélogos que codifican algunas de las enzimas de
la via del MEF. Sin embargo, la sobre-expresion de estos genes resultd en sélo una mejora muy modesta en la
produccién de CoQ10.

Tal como se ha mencionado arriba, algunas bacterias utilizan solamente la via del mevalonato para la biosintesis de
IPP. Paracoccus zeaxanthinifaciens es un ejemplo de una bacteria de este tipo. En P. zeaxanthinifaciens, los genes
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que codifican las cinco enzimas de la via del mevalonato, méas el gen que codifica la IPP isomerasa (véase la Figura
1) estan formando racimos juntos en una sola unidad de transcripcion en el cromosoma, es decir, un operon
denominado aqui en lo que sigue el operén mevalonato (mev) (Himbelin et al., Gene 297, 129-139, 2002).

Se ha encontrado ahora que la produccidon de isoprenoides, en particular CoQ10 puede aumentarse
significativamente mediante la introduccién de un operén mev mutado en un microorganismo que es por naturaleza
deficiente en uno o mas genes del operdn mev, es decir, que utiliza de forma natural la via del no mevalonato para la
produccién de isoprenoides, en donde se puede introducir el operébn mev completo o0 uno o mas genes de dicho
operén mev que comprenden una o mas mutaciones. La una o mas mutaciones pueden ser, por ejemplo, en uno o
en la totalidad de los siguientes genes: mvaA que codifica hidroximetilglutaril-CoA reductasa, idi que codifica
isopentenil difosfato isomerasa, hcs que codifica hidroximetilglutaril-CoA sintasa, mvk que codifica mevalonato
quinasa, pmk que codifica fosfomevalonato quinasa y mvd que codifica difosfomevalonato descarboxilasa.

Ademas de ello, se ha encontrado que la produccion de isoprenoides, en particular CoQ10 puede ser adicionalmente
incrementada mediante la introduccion de una secuencia de ADN que codifica una proteina con una actividad de
decaprenil difosfato sintasa en dicho microorganismo recombinante.

Asi, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion de isoprenoides de acuerdo con la
reivindicaciéon 1, que comprende las etapas: a. Introducir en un microorganismo seleccionado del género
Rhodobacter una secuencia de ADN que codifica una enzima con actividad de decaprenil difosfato sintasa y una
secuencia de polinucledtidos que comprende genes del operéon mev de acuerdo con SEQ ID NO: 23, b. cultivar el
microorganismo de la etapa (a) bajo condiciones que permitan la produccion de isoprenoides.

La mejora en la produccién de isoprenoides se puede medir, por ejemplo, mediante una comparaciéon de la
produccién en un microorganismo de tipo salvaje que no porta dichas secuencias de polinucleétidos, es decir, no
utilizando la via del mev, con el microorganismo que porta una secuencia de polinucleétidos tal como de la presente
invencion.

En una realizacién, la presente invencion esta dirigida a una secuencia de polinucleétidos que se puede obtener de
SEQ ID NO: 1 6 2, es decir, que comprende genes del operon mev de tipo salvaje, o un fragmento del mismo, en
donde el fragmento tiene la actividad de al menos uno de los genes del operéon mev, p. ej., mvaA que codifica
hidroximetilglutaril-CoA reductasa, idi que codifica isopentenil difosfato isomerasa, hcs que codifica
hidroximetilglutaril-CoA sintasa, mvk que codifica mevalonato quinasa, pmk que codifica fosfomevalonato quinasa y
mvd que codifica difosfomevalonato descarboxilasa. Preferiblemente, la secuencia de polinucledtidos mutada se
representa por SEQ ID NO: 23 o un fragmento de la misma, que conduce a un incremento, p. €j., en la produccion de
CoQ10 cuando esta presente en un microorganismo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una secuencia de ADN que comprende un operén mev que porta
una mutacion, estando representada dicha secuencia de ADN por SEQ ID NO:23.

La expresion “produccién mejorada de isoprenoides”, en particular produccién mejorada de CoQ10, tal como se
utiliza en esta memoria, significa un incremento de al menos aproximadamente 10% obtenido mediante un
microorganismo que porta un polinucleétido que comprende una o mas mutaciones segun se describe arriba, cuando
se compara con el microorganismo respectivo que porta el polinucleétido de tipo salvaje respectivo. La produccion de
los isoprenoides se mide por métodos convencionales, p. ej. HPLC (véase el Ejemplo 2) y se puede expresar en mg/|
o como mg/ml/DOgqg (véase el Ejemplo 5).

El operéon mev completo o uno o mas genes del mismo que portan una o mas mutaciones puede, por ejemplo, ser
sintetizado totalmente o puede ser aislado parcialmente y sintetizado. Un operén mev aislado o uno o mas genes del
mismo pueden proceder de cualquier microorganismo utilizando la via del mevalonato, es decir, en donde uno o mas
genes incluidos dentro de dicho operdn se producen de forma natural. Preferiblemente, el microorganismo pertenece
al género Paracoccus, mas preferiblemente de Paracoccus zeaxanthinifaciens, tal como, p. ej., Parcoccus sp R114
0 P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588. Por la expresion anterior quedan también comprendidas variaciones alélicas y
mutantes de la secuencia de ADN del operdon que son totalmente funcionales. El operén mev completo de P.
zeaxanthinifaciens ATCC 21588 se muestra en SEQ ID NO: 1, el operon mev completo de Paracoccus sp. R114 se
muestra en SEQ ID NO: 2 (véase también la SEQ ID NO: 42 del documento WO 02/099095).

La cepa Paracoccus sp. R114 es un derivado de P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588 y ha sido depositada bajo los
términos del Tratado de Budapest ante la ATCC bajo la Designacion de Depésito de Patente PTA-3335 el 24 de abril
de 2001. Con respecto a especies y cepas de Paracoccus que pueden utilizarse para la presente invencion y para la
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reclasificacion taxonoémica de Flavobacterium sp. como Paracoccus se hace referencia al documento WO
02/099095, paginas 47 y siguientes. Ejemplos de especies de este tipo que se pueden utilizar son P. marcusii, P.
carotinifaciens, P. solventivarans, P. zeaxathinifaciens o Paracoccus sp. R114.

El operén mev de la presente invencion porta una o mas mutaciones que pueden estar localizadas en cualquier
posicién dentro del operdn, lo que conduce a una alteracion de la actividad de uno o mas genes dentro de dicho
operon, dando como resultado una producciéon mejorada de isoprenoides dentro de un microorganismo que porta un
polinucledtido de este tipo.

En una realizacion, el operén mev porta al menos una mutacién que preferentemente esta localizada en el gen hcs
del operén mev, por ejemplo en el gen hcs del operdn mev de Paracoccus zeaxanthinifaciens, p. ej. en el gen hcs del
operén mev de Paracoccus sp. R114 o P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588. Mas preferiblemente, el operén mev
mutado, tal como se utiliza en la presente invencioén, se representa por SEQ ID NO: 23. Las secuencias del gen hcs
de tipo salvaje y la respectiva proteina de Paracoccus sp. R114 se muestran en SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente.

En una realizacion, la presente invencién esta dirigida a un polinucleétido que comprende una o mas mutaciones en
el gen hcs, preferiblemente un polinucleétido mostrado en SEQ ID NO: 5 que codifica una proteina que tiene
hidroximetilglutaril-CoA sintasa mostrada en SEQ ID NO: 6, en donde una glutamina presente en la posicion 90 en
SEQ ID NO: 4 esta reemplazada por una lisina.

Asi, es un objeto de la presente invencion proporcionar una secuencia de polinucleétidos segun se describe antes
que comprende uno o mas genes de operon mev, selecciondndose dicho polinucleétido del grupo que consiste en:

(a) polinucledtidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo con
SEQ ID NO: 6,

(b) polinucledtidos que comprenden la secuencia de nucleétidos de acuerdo con SEQ ID NO: 5,

(c) polinuclesétidos que comprenden una secuencia de nucledétidos que codifican un fragmento o derivado de un

polipéptido codificado por un polinucleétido (a) o (b), en donde en dicho derivado uno o mas residuos aminoacido
estan sustituidos de forma conservativa en comparacién con dicho polipéptido, y dicho fragmento o derivado tiene la
actividad de hidroximetilglutaril-CoA sintasa (Hcs);

(d) polinucledtidos, cuya cadena complementaria se hibrida bajo condiciones rigurosas a un polipéptido segun
se define en uno cualquiera de los apartados (a) a (c), y que codifica una proteina Hcs.

Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencién se proporcionan preferiblemente en una forma aislada, y
preferiblemente se purifican hasta homogeneidad.

El término “aislado” significa que el material se separa de su entorno original (p. ej. el entorno natural si se produce
de forma natural), Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido que se produce de forma natural, presente en un
microorganismo vivo, no esta aislado, pero el mismo polinucleétido o polipéptido, separado de algunos o de todos los
materiales coexistentes en el sistema natural, esta aislado. Polinucleétidos de este tipo podrian ser parte de un
vector y/o polinucleétidos o polipéptidos de este tipo podrian ser parte de una composicion y todavia ser aislados de
manera que dicho vector o composicion no es parte de su entorno natural.

Un polinucleétido o acido nucleico aislado, tal como se utiliza en esta memoria, puede ser un ADN o ARN que no es
inmediatamente contiguo tanto a la secuencia codificante a la que esta inmediatamente contiguo (uno en el extremo
5" y uno en el extremo 3’) en el genoma que se produce de forma natural del organismo del que se deriva. Asi, en
una realizacion, un acido nucleico incluye alguna o la totalidad de la secuencias 5’ no codificantes (p. ej. promotoras)
que son inmediatamente contiguas a la secuencia codificante. La expresion “polinucleétido aislado” incluye, por lo
tanto, por ejemplo, un ADN recombinante que esta incorporado en un vector, en un plasmido o virus de replicacion
auténoma o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, o que existe en forma de una molécula separada (p.
ej. un ADNc o un fragmento de ADN genémico producido mediante PCR o tratamiento con endonucleasa de
restriccion) independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen
hibrido que codifica un polipéptido adicional que esta esencialmente exento de material celular, material viral o medio
de cultivo (cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante), o precursores quimicos u otros productos
quimicos (cuando se sintetizan quimicamente). Ademas de ello, un “fragmento de acido nucleico aislado” es un
fragmento de acido nucleico que no se produce de forma natural en forma de un fragmento y que no se encontraria
en el estado natural.

Un gen puede incluir secuencias codificantes, secuencias no codificantes tales como, por ejemplo, secuencias no
traducidas situadas en los extremos 3’ y 5’ de la region codificante de un gen, y secuencias reguladoras. Ademas de
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ello, un gen se refiere a una molécula de acido nucleico aislada tal como se define en esta memoria. Ademas de ello,
se aprecia por parte de la persona experta que dentro de una poblacién pueden existir polimorfismos de la secuencia
de ADN que conducen a cambios en las secuencias de aminoacidos de proteinas.

El operén mev mutado o uno o mas genes del mismo segun se describen antes y la secuencia de ADN que codifica
una proteina con actividad de decaprenil difosfato sintasa se pueden introducir, por ejemplo, en un microorganismo
del género Rhodobacter.

Preferiblemente, el operon mev mutado o fragmentos del mismo de un microorganismo que pertenece al género
Paracoccus se introduce en un microorganismo que pertenece al género Rhodobacter. Mas preferiblemente, un
polinucledtido que comprende una o mas mutaciones en el gen que codifica hidroximetilglutaril-CoA sintasa se
introduce en dicho microorganismo, y la mas preferida es la introduccion de una secuencia de polinucleétidos
representada por SEQ ID NO: 23.

En particular, microorganismos del género Rhodobacter se pueden utilizar para la introduccion de un polinucleétido
mutado tal como de la presente invencion, tal como, por ejemplo, R. sphaeroides, R. adriaticus, R. capsulatus, R.
sulfidophilus o R. veldkampii. Una cepa preferida es R. sphaeroides, incluso mas preferida es R. sphaeroides ATCC
35053.

Ha de entenderse que los microorganismos tal como se nombran en esta memoria incluyen también sindnimos o
basénimos de dichas especies que tienen las mismas propiedades fisico-quimicas segun se define por el Cédigo
Internacional de Nomemclatura de Procariotas.

La presente invencion proporciona, ademas, microorganismos recombinantes que tienen introducido un
polinucleétido tal como se describe arriba, que conduce a una produccion mejorada de isoprenoides, particularmente
ubiquinonas, preferiblemente CoQ10, en comparacion con el respectivo microorganismo de tipo salvaje.

La secuencia de ADN que codifica una proteina con actividad de decaprenil difosfato sintasa se puede obtener,
preferiblemente, a partir de un microorganismo del género Paracoccus, p. €j., P. zeaxanthinifaciens, en particular P.
zeaxanthinifaciens ATCC 21588. La mas preferida es una secuencia de nucleétidos segin SEQ ID NO: 7 o un
polinucleétido que codifica una proteina segin SEQ ID NO: 8.

Asi, es un aspecto de esta invencién proporcionar un procedimiento para la produccion CoQ10, que comprende (1)
introducir tanto un operén mevalonato (mev) como una secuencia de ADN que codifica una proteina con actividad de
decaprenil difosfato sintasa de un microorganismo perteneciente al género Paracoccus en un microorganismo
perteneciente al género Rhodobacter, en donde dicho operédn mev porta una o mas mutaciones y (2) cultivar la cepa
de Rhodobacter modificada.

La expresién “introducir en” se utiliza en la presente memoria descriptiva y reivindicaciones en relacion con la
transformacion de un microorganismo u otro organismo hospedante, p. ¢j. del género Rhodobacter, de modo que
comprenda cualquier método bien conocido por una persona experta en la técnica que pueda ser utilizado para
incorporar eficazmente material genético, en particular el operén mevalonato mutado o uno o mas genes del mismo
en el organismo hospedante, es decir, de una manera que sea expresado por el organismo. La introduccion se
puede efectuar, p. ej., mediante vectores, preferiblemente plasmidos de expresion o mediante integraciéon en el
genoma del hospedante de acuerdo con métodos convencionales. Un método preferido es la introduccién de genes
a través de plasmidos tales como, por ejemplo, genes que se clonan en el pldsmido de expresion pBBR-K-PcrtE (la
construccion de este plasmido ha sido descrita en detalle en el Ejemplo 6, pagina 91, lineas 12-27 del documento
WO 02/099095) bajo el control del promotor PcrtE. Un método preferido para introducir el ADN tal como, por
ejemplo, el plasmido de expresidon en un microorganismo del género Rhodobacter es la transferencia conjugada de
plasmidos tal como, por ejemplo, la transferencia conjugacional de un plasmido de E. coli S17-1 a una cepa de
Rhodobacter (Nishimura et al., Nucl. Acids Res. 18, 6169, 1990; Simon et al., Bio/Technology 1983, 784-91).

La o las mutaciones del operén mev o uno o mas genes del mismo se pueden generar, por ejemplo, mediante
mutagénesis dirigida al sitio por PCR utilizando un método que es familiar para una persona experta en la técnica y
que no necesita de una explicacion especifica. Métodos de mutagénesis adicionales que también pueden utilizarse
para los fines de la presente invencién y que son conocidos por la persona experta incluyen, por ejemplo, irradiacion
UV, transposicion o mutagénesis quimica. El método de rastreo para la identificacion de mutantes que muestran una
productividad incrementada de isoprenoides, p. ej. CoQ10, se puede seleccionar, por ejemplo, de la medicion directa
de isopreonoides, p. ei. CoQ10, mediante luz UV, HPLC, RMN o cromatografia de capa fina. La produccién de
isoprenoides, p. ej. CoQ10, también se puede medir indirectamente, midiendo un incremento en la intensidad del
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color carotenoide, que le resulta familiar a una persona experta en la técnica.

El hospedante transformado con el operén mev mutado o uno o mas genes del mismo tal como de la presente
invencién se puede cultivar de acuerdo con métodos conocidos, a saber en un medio que contiene, por ejemplo,
fuentes de carbono y nitrégeno, sales inorganicas, etc., que pueden ser asimiladas por el hospedante y bajo
condiciones de temperatura, pH y ventilacién adecuadas para un crecimiento y expresion eficaces del producto
deseado, en particular CoQ10.

El aislamiento a partir del caldo de fermentaciéon y/o el transformante, es decir, el microorganismo en el que se ha
introducido el operén mevalonato mutado de un microorganismo perteneciente, p. ej., al género Paracoccus vy,
opcionalmente, la purificacion y el procesamiento ulterior del isoprenoide obtenido, en particular CoQ10, incluidas,
por ejemplo, formulaciones de CoQ10 producido de esta forma para el uso humano o animal se puede efectuar de
acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Para uso en la salud y nutricién de los animales, sin embargo,
puede no ser necesaria una purificacién especifica. En este caso, los isoprenoides producidos tales como CoQ10,
junto con la biomasa y/u otros componentes del caldo de fermentacion, se pueden procesar ulteriormente para
proporcionar un producto comercialmente atractivo.

El procedimiento de la presente invencién resulta en rendimientos de isoprenoides mas elevados tales como, por
ejemplo, CoQ10. El incremento puede ser, por ejemplo, de al menos aproximadamente el 10% en comparacion con
procedimientos que utilizan una cepa no recombinante de, por ejemplo, Rhodobacter, o que utilizan una cepa
recombinante tal como, por ejemplo, Rhodobacter que porta el operon mev de tipo salvaje de, p. €j., una cepa de
Paracoccus.

La Figura 1 representa la via para la biosintesis de CoQ10 en R. sphaeroides, la cual utiliza la via del MEF para la
formacion de IPP. La region enmarcada indica la secuencia de reaccion que comprende la via del mevalonato (que
conduce a la formacion de IPP), mas la etapa de IPP isomerasa. La via del mevalonato no se produce de forma
natural en R. sphaeroides. En P. zeaxanthinifaciens, los genes que codifican las cinco enzimas de la via del
mevalonato mas IPP isomerasa forman un operén denominado aqui en lo que sigue el operén mevalonato.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencién sin restringirla de modo alguno.
Ejemplo 1: Bacterias y condiciones de cultivo

La cepa ATCC 35053 de Rhodobacter sphaeroides (obtenida de American Type Culture Collection, Manassas, VA,
EE.UU.) se utilizé6 como el hospedante base para la construccion de cepas recombinantes con produccion mejorada
de CoQ10. Todas las cepas de R. sphaeroides se desarrollaron a 30°C en medio RS100. La composicion y
preparacion de medio RS100 se resume en la Tabla 1. Cincuenta mg/l de canamicina se afiadieron al medio para el
desarrollo de las cepas recombinantes. Cepas de E. coli se desarrollaron a 37°C en medio LB (Becton Dickinson,
Sparks, MD, EE.UU.). Para el mantenimiento de plasmidos en cepas de E. coli recombinantes se afiadieron al medio
de cultivo ampicilina (100 mg/l) y/o canamicina (25-50 mg/l, dependiendo del plasmido). Cultivos liquidos de E. coli y
R. sphaeroides se desarrollaron de forma rutinaria en condiciones aerobias en un agitador rotatorio a 200 rpm.
Cuando se requerian medios sdlidos, se afiadio agar (concentracion final de 1,5%).
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Tabla 1. Composicion y preparaciéon de medio RS100

Medio RS100

Componente Cantidad (por litro de agua destilada)
Extracto de levaduras 10g

Peptona 1049

NaCl 0,59

MgSO,- 7 H,O 059

D-glucosa monohidrato 33¢g

Los componentes 1-5 se mezclan juntos, el volumen final se ajusta a 1 litro y el pH se ajusta a 7,4 con NaOH 0,5 M.
El medio base resultante se esteriliza luego mediante filtracion a través de una membrana de 0,22 micras. Se
afaden dos ml de cada uno de disolucion estéril de microelementos y disolucién estéril de CaFe (véase mas abajo)
para dar el medio RS100 final. Para el medio sélido, los componentes 1-5 méas 15 g de agar se mezclan primero
juntos y se someten a autoclave. Después de enfriar el medio hasta aproximadamente 60°C, se afiaden las
disoluciones estériles de microelementos y de CaFe (2 ml cada una) y el medio fundido se mezcla bien y se dispensa

a placas de Petri estériles.

Disolucion de microelementos

Componente Cantidad por litro de agua destilada
(NH,),Fe(S0O,), - 6 H,O 80 g

ZnS0,4 - 7 H,0 69

MnSO4 . HZO 2 g

NiSO, - 6 H,O 0,2g

EDTA 6g

- Esterilizar mediante filtracion a través de una membrana de 0,22 micras, almacenar a 4°C.

Disolucion de café

Componente Cantidad por litro de agua destilada
CaCl, - 2 H,O 759

FEC|3 -6 HZO 5 g

HCI (al 37%) 3,75 ml

- Esterilizar mediante filtracion a través de una membrana de 0,22 micras, almacenar a 4°C.

Ejemplo 2: Ensayo analitico para CoQ10

400 pl de caldo de cultivo completo (véase el Ejemplo 5) se transfirieron a un tubo de centrifuga de polipropileno de
15 ml desechable. Se afadieron 4 ml de disoluciéon de extraccion estabilizada (0,5 g/l de BHT en 1:1 (v/v) de
DMSO/THF) y las muestras se mezclaron durante 20 min en un agitador de laboratorio (IKA, Alemania) para
potenciar la extraccion. Finalmente, las muestras se centrifugaron y los sobrenadantes se transfirieron a viales de
vidrio ambar para el analisis mediante HPLC de fase inversa. Este método se desarrollé para la determinacion
simultdnea de ubiquinonas y sus correspondientes hidroquinonas, con una clara separacion de CoQ10 a partir de los
carotenoides fitoeno, esferoidenona, esferoideno y neurosporeno. La cromatografia se realizé utilizando un sistema
Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, EE.UU.), equipado con un dispositivo automatico para la toma de
muestras, controlado en temperatura, y un detector de la disposicion de diodos. Los parametros del método eran
como sigue:

Columna columna YMC Carotenoid C30
3 micras, acero, 150 mm x 3,0 mm D.I.
(YMC, parte N°. CT99S031503QT)
Columna de proteccion  Security Guard C18 (ODS, octadecilo)
4 mm de longitud x 3,0 mm D.I.
(Phenomenex, Parte N° AJO-4287)

Presion tipica de la columna 60 bar al comienzo

Caudal 0,5 ml/min
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Fase movil mezcla de acetonitrilo (A):metanol (B):TBME (C)
Perfil de gradientes Tiempo (min) %A %B %C
0 60 15 25
13 60 15 25
20 00 100
22 60 15 25
25 60 15 25
Tiempo de arranque 4 min
Volumen de inyeccion 10 pl
Temperatura de la columna 15°C
Deteccion Se utilizaron tres longitudes de onda para la deteccion de compuestos

especificos de acuerdo con la Tabla 2.

Tabla 2. Tiempos de retencién por HPLC y longitudes de onda utilizados

Compuesto Longitud de onda (nm) Tiempos de retencion (min)
Fitoeno 280 7,9

Ubiquinol-10 210 11,3

CoQ10 210 12,6

Esferoidenona (isémeros Z) 450 10,6, 13,0, 14,6, 18,7
E-esferoidenona 450 19,1

E-neurosporeno 450 20,4

E-esferoideno 450 20,6

Calculos: Los calculos se basaron en areas de pico

Ejemplo 3: Clonacién del operén mev mutado a partir de P. zeaxanthinifaciens

Construccion de plasmidos pBBR-K-mev-op-wt y pBBR-K-mev-op-R114

La construccion del plasmido pBBR-K-mev-op-up-4 (plasmido que contiene los primeros 4 genes del operon
mevalonato) se describen en detalle en el Ejemplo 13 (pagina 105, linea 10 a pagina 106, linea 8) del documento
WO 02/099095.

Utilizando ADN gendmico de P. zeaxanthinifaciens R114 como molde, se realiza la PCR con cebadores hcs-5326
(SEQ ID NO: 9) y mvd-9000 (SEQ ID NO: 10). El cebador hcs-5326 corresponde a la secuencia del operén mev de
P. zeaxanthinifaciens desde el nucleétido 3321 a 3340 de SEQ ID NO: 2, mientras que el cebador mvd-9000
corresponde al complemento inverso de la secuencia desde los nucleétidos 6977 a 6996 de SEQ ID NO: 2. El
producto de PCR obtenido de 3675 pb se clona en pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), dando como
resultado el plasmido TOPO-pCR2.1-mev-op-d-3wt. Asi, este plasmido contiene la mitad situada aguas abajo del
operdn mevalonato, incluido el extremo 3’ de hcs y los ultimos tres genes, mvk, pmk y mvd.

Los plasmidos pBBR-K-mev-op-up-4 y TOPO-pCR2.1-mev-op-d-3wt se digieren con las endonucleasas de
restriccion Sacl y Ndel, y el fragmento de 3319 pb resultante de TOPO-pCR2.1-mev-op-d-3wt se liga con el
fragmento de 8027 pb procedente de pBBR-K-mev-op-up-4. El plasmido resultante, pBBR-K-mev-op-R114, contiene
el operén mevalontao completo procedente de P. zeaxanthinifaciens R114, incluido su promotor (putativo).

Construccion de los plasmidos pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-crtE y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-crtE

La construccion del plasmido pBBR-K-PcrtE-crtE se describe en detalle en el Ejemplo 6 (pagina 92, lineas 10-17) del
documento WO 02/099095. El plasmido pBBR-K-PcrtE-crtE se corté con Nael, y el fragmento de 1,33 kb se aislo e
insertd en el sitio Ec/13611 de pBBR-K-mev-op-up-4. Se verificd la orientacion del inserto, y el plasmido que portaba el
gen crtE en la misma orientaciéon que los genes del operén mevalonato se designé pBBR-K-mev-op-up-4-PcrtE-criE-
2.

El plasmido pBBR-K-mev-op-up-4-PcrtE-crtE-2 se cortd con Sphl y Spel y se aislé el fragmento de 5566 pb
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resultante que contenia el gen crtE. Este fragmento se ligoé con el fragmento Sphl-Spel de 7132 pb obtenido después
de una digestion por restriccion de pBBR-K-mev-op-wt o pBBR-K-mev-op-R114, utilizando las mismas enzimas,
resultando en el plasmido pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-crtE y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-crtE, respectivamente.

Construccion de los plasmidos pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-ddsA,:y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-ddsA

La construccién del plasmido pBBR-K-PcrtE se describe en detalle en el Ejemplo 6 (pagina 91, lineas 12-27) del
documento WO 02/099095.

El gen ddsA de la cepa ATCC 21588 de P. zeaxanthinifaciens (designada ddsA,; se amplific6 mediante PCR
(sistema PCR rico en GC, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) utilizando los cebadores dds-Nde
(SEQ ID NO: 11) y dds-Bam (SEQ ID NO: 12) y se clon6 en pCR2.1-TOPO (invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) para
dar como resultado el plasmido TOPO-ddsA,:.

El plasmido TOPO-ddsA,; se corté con Ndel y BamHI, y el fragmento de 1005 pb obtenido, que contenia el gen
ddsA, se clonoé en el plasmido pBBR-K-PcrtE cortado con Ndel y BamHI, dando como resultado el plasmido pBBR-K-
PcrtE-ddsA,:. Se eliminé un sitio de reconocimiento para la endonucleasa EcoRI dentro del gen ddsA introduciendo
una mutacion silenciosa con el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange XL (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.)
utilizando los oligonucleétidos dds-R-1 (SEQ ID NO: 13) y dds-R-2 (SEQ ID NO: 14). El plasmido pBBR-K-PcrtE-
ddsA,+R resultante se corté con EcoRl y Maml, y el fragmento de 1278 pb que contenia el gen ddsA se inserté en
TOPO-ddsA,,;, cortado con EcoRIl y EcoRV, dando como resultado el plasmido pCR2.1-TOPO-ddsA,-R. Este
plasmido se corté con Celll y Xbal, y el fragmento de 1211 pb obtenido que contenia el gen ddsA se ligd con un
fragmento de restriccion de 11,6 kb obtenido de la digestion de pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-crtE y pBBR-K-mev-op-
R114-PcrtE-crtE, respectivamente, con Celll y Binl. Los plasmidos resultantes se denominaron pBBR-K-mev-op-wt-
PcrtE-ddsA,:y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-ddsA,,, respectivamente.

Construccion del plasmido pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsA .

El plasmido pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsA,; se obtiene mediante dos rondas de mutagénesis dirigida al sitio por
PCR utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange XL (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) y los
cebadores mut4-89-1-fw (SEQ ID NO: 15) y mut4-89-1-rev (SEQ ID NO: 16). Ambos cebadores son
complementarios uno con otro y contienen la mutacién A deseada en lugar de C en la posicion 2949 de SEQ ID NO:
23, correspondiente a la posicion 268 de SEQ ID NO: 4. La primera reaccion de mutagénesis se ajusta como sigue
de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 5 ul de tampdn de reaccién 10x, 10 ng de ADN de plasmido pBBR-
K-mev-op-wt-PcrtE-ddsA,., 125 ng del cebador mut4-89-1-fw, 125 ng de mut4-89-1-rev, 1 ul de mezcla de dNTP, 3 pl
de QuikSolution y 2,5 U de ADN polimerasa Pfu Turbo se mezclan en un volumen final de 50 pl. La ciclacion se lleva
a cabo utilizando los siguientes parametros: 1 ciclo: 95°C durante 1 min; 18 ciclos: 95°C durante 50 s, 60°C durante
50 s, 68°C durante 30 min; 1 ciclo: 68°C durante 7 min. Después de enfriar la mezcla de reaccion hasta 37°C, se
afiaden 10 U de la endonucleasa de restriccion Dpnl, y la reaccién se incuba a 37°C durante 2 horas. Células de
Escherichia coli XL10-Gold Ultracompetent (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) se transforman con el ADN tratado
con Dpnl de acuerdo con el protocolo del fabricante.

El plasmido pBBR-K-mev-op-4-89-1-PcrtE-ddsA,: resultante se aisla y se utiliza como ADN de molde para una
segunda ronda de mutagénesis dirigida al sitio por PCR, utilizando los cebadores mut4-89-2-fw (SEQ ID NO: 17) y
mut4-89-2-rev (SEQ ID NO: 18) que contienen la mutacién deseada C en lugar de T en la posicién 6948 de SEQ ID
NO: 23. La mutagénesis se lleva a cabo como se describe anteriormente. El plasmido pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-
ddsA,: obtenido se aisl6 y secuencié en Microsynth GmbH (Balgach, Suiza). La secuencia completa del operén mev
mutado se representa en la SEQ ID NO: 23, que comprende los siguientes genes: mvaA (que codifica la
hidroximetilglutaril-CoA reductasa) en la posicion 617 a 1639, idi (que codifica la isopentenil difosfato isomerasa) en
la posicién 1636 a 2685, hcs (que codifica la hidroximetilglutaril-CoA sintasa) en la posicién 2682 a 3848, mvk (que
codifica la mevalonato quinasa) en la posicion 3829 a 4965, pmk (que codifica la fosfomevalonato quinasa) en la
posicion 4965 a 5882 y mvd (que codifica la difosfomevalonato descarboxilasa) en la posicién 5875 a 6873.

Ejemplo 4: Introduccion del operén mev mutado en R. sphaeroides ATCC 35053

La transformacion de E. coli S17-1 (Simon et al., Bio/Technology 11, 784-791, 1983) con plasmidos que portan el
operén mev mutado y la subsiguiente transferencia de plasmidos de E. coli S17-1 a R. sphaeroides ATCC 35053
mediante conjugacion, se realizaron utilizando procesos convencionales (Nishimuira et al,, Nucl. Acids Res. 18,
6169, 1990; Simon et al., Bio/Technology 1983, 784-91).
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Un mutante de R. sphaeroides ATCC 35053 resistente a rifampicina, espontaneo, se aislé primero desarrollando la
cepa ATCC 35053 en medio liquido RS100 suplementado con 100 mg/l de rifampicina, extendiendo las células en
placas de RS100 que contenian 100 mg/l de rifampicina y aislando una colonia individual. Para la conjugacion, se
sedimentaron mediante centrifugacion partes alicuotas de un mililitro de cultivos de las células receptoras (R.
sphaeroides ATCC 35053 resistente a rifampicina) desarrolladas en medio RS100 que contenia 100 mg/l de
rifampicina y las células donantes (E. coli S17-1 que portan el plasmido a transferir, desarrolladas en caldo LB que
contenia 50 mg/l de canamicina). El sobrenadante se desechd y las células se lavaron dos veces con medio RS100
reciente para separar los antibiéticos. Cada uno de los sedimentos se resuspendié luego en 1 ml de medio RS100
reciente. Cincuenta microlitros de células donantes y 0,45 ml de células receptoras se mezclaron, se sedimentaron
mediante centrifugacion, se resuspendieron en 0,03 ml de medio RS100 reciente y se esparcieron sobre una placa
de RS100. Después de incubacion durante una noche a 30°C, las células fueron recolectadas con un asa de
inoculacién y se resuspendieron en 0,3 ml de medio RS100. Diluciones de esta suspension se esparcieron sobre
placas de RS100 que contenian 100 mg/l de rifampicina y 50 mg/l de canamicina y se incubaron a 30°C. Las
colonias (células putativas transformadas de R. sphaeroides ATCC 35053) se recogieron de las placas, se
desarrollaron en medio liquido RS100 que contenia 50 mg/l de canamicina y se sometié a ensayo la presencia del
plasmido en una reaccién de PCR con una temperatura de re-asociacion de 56°C y un tiempo de alargamiento de 1
min, 15 s, utilizando los siguientes dos pares de cebadores diferentes:

pBBR-K-up (SEQ ID NO: 19)/PcrtE-2442 (SEQ ID NO: 20)
Kan3out (SEQ ID NO: 21)/mvaA3256 (SEQ ID NO: 22)

Clones positivos se extendieron sobre placas de RS100 que contenian 50 mg/l de canamicina para obtener colonias
individuales. Una colonia individual procedente de cada uno de los clones se desarrollé de nuevo en medio liquido
RS100 que contenia 50 mg/l de canamicina, y la presencia del plasmido esperado se confirmé mediante PCR segun
se describe arriba. La cepa recombinante resultante se denominé ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsA .

Ejemplo 5: Produccion de CoQ10 en cepas transformadas de R. sphaeroides ATCC 35053

Las cepas de R. sphaeroides ATCC 35053, ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-ddsA,,, y ATCC 35053/pBBR-
K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsA,; se desarrollaron en cultivos en matraces agitados en medio RS100. Los cultivos que
contenian la R. sphaeroides recombinante contenian 50 mg/l de canamicina. Cultivos de veinticinco mililitros se
desarrollaron a 30°C en matraces Erlenmeyer con deflectores de 250 ml con agitacion a 200 rpm. Para someter a
ensayo la produccion de CoQ10, se utilizaron cultivos patrén glicerolizados congelados de las cepas de R.
sphaeroides para inocular cultivos de siembra de 25 ml. Después del desarrollo de los cultivos de siembra durante
24-28 horas, se utilizaron volumenes adecuados de los cultivos para inocular los matraces experimentales de modo
que la densidad optica inicial a 660 nandémetros (DOggo) €ra 0,16. Se tomaron asépticamente muestras de dos
mililitros a intervalos de 24 horas. Los analisis incluian el desarrollo (medido como DOgg), pH, glucosa, en el
sobrenadante del cultivo y CoQ10 y carotenoides (determinados mediante HPLC) segun se describe en el Ejemplo 2.
Los resultados se resumen en la Tabla 3. Estos resultados demuestran claramente que la expresiéon del operon
mevalonato mutado clonado procedente de P. zeaxanthinifaciens mejoraba significativamente la produccion de
CoQ10 en R. sphaeroides.

10



Tabla 3. Producciéon de CoQ10 en cepas ATCC 35053 de R. sphaeroides transformadas

ES 2394 508 T3

CoQ10

Cepa Tiempo (h) mg/| Formacién especifica !
ATCC 35053 24 34,4 1,2
ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114- 24 49,5 21
PcrtE-ddsA,.

ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89- 24 57,7 2,3
PcrtE-ddsA,

ATCC 35053 48 56,0 2,0
ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114- 48 128,4 3,8
PcrtE-ddsA,.

ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89- 48 148,9 4,4
PcrtE-ddsA,

ATCC 35053 72 62,3 2,2
ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114- 72 150,3 4,6
PcrtE-ddsA,:

ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89- 72 166,4 5,0
PcrtE-ddsA,:

'La formacion especifica se expresa como mg/l de CoQ10 producida/DOggp.

11




10

15

<110>
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<130>
<160> 23
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<210> 1

<211> 7096
<212> ADN
<213>

<400> 1
cggctgggtyg

gagcttggcg
tcgcagegcea
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgegggga
ggcgacaagg
catgtcggca
tccgacgeceyg
tcgattectge
gceccgtgaaa
cctgttecge
geccgetetgg
ggtctegetg
ggcggcgace
cgccaccace
gctttacate
ggccgccgag
gatctegggg
cggcaaatac

caccagcgcee
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tagcggaceg
gcgaatggge
tegectteta
cgaccaagcg
aaggttgggce
tctcatgetg
tgctgatgcce
gaatgcttaa
gtttecgeac
ccgcgaagaa
gaccagatga
ggccecgteg
ccctcéaccg
gtcgacgaac
gccgectgge
agcegetteg
cgcategaat
gécgtgcagg

aacctgtgceca

vgccgtcgccg

gagaagatgg
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LISTADO DE SECUENCIAS

Produccién de isoprenoides

ctatcaggac
tgaccgcectte
tegecttett
acgcccaacc
tteggaatcg
gagttetteg
gctggegatt
tgaattacaa
ggaaacgcge
tgcgatgcecat
tttceccatac
tcgagggeece
cgcggggggc
gcatgagceeg
agtcgatcaa
cecgecttgt
gcgtgacggg
gctggatcect
ccgacaagaa
aggtcgagat

tcegectgaa

Paracoccus zeaxanthinifacines ATCC 21588

atagcgttgg
ctcgtgettt
gacgagttct
tgccatcacyg
ttttecggga
cccacccceca
caggttcate
cagtttttat
ggcaagttga
ccagatgatg
cceggtgeee
gatcagcgeg
aggggtttce
ctcgétcgcg
ggccegeecagyg
cgagctgaat
cgacgccteg
gtcggaatac
ggcgteggeg
cccgegeaag

ctacgagaag

12

ctacccgtga
acggtatcgce
tctgageggg
agatttcgat
cgceggctgg
tgggcaaata
atgccgtttg
gcaacgegte
cataacttge
cagaacgaag
acgcaatggg
ccgetggeca
cggcattegg
ctgcgggege
gaagaggtcg
cgccégatcg
ggtcacaaca
ccgatgctgg
gtcaacggca
atcctgaccece

aactatgtcg

tattgctgaa
cgctecegat
actctggggt
tccaccgécg
atgatcctcc
ttatacgcaa
tgatggcttce
gaaccgceeg
acgcgacgte
aagcggaagc
tcggeccegat
cctacgagac
gcgggatcéa
atgacggggc
cggcegtggt
tgggcaacct
tggtcaccaa
cctattccac
tcetgggecg
gegtgctgeg

ggggtacget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260



ggcggggteg
ggcgacgggyg
ggcccgegge
cggtgccggé
gecgggegaa
gtgtggtgaa
catggagatg
catctgcgtg
atcgegetga
agcttectgg
ggcgaggaga
gccatggegg
gacctgcgeg
aacatggggce
ctgtatctge
gccgatcectgg
aaggaggtag
cggcatttcg
cgccagcgdgg
gacgecctge
gccageggeg
atgtgcgggg
tcegecatec
acgcttgeceg
ccgtgacagg
tcettgeege
éaétcgcact
cgatcatcga

ggatcgacca

ctgcgcagtg
caggacgcegg
gaggatctgt
aagggcatcce
ccecggegaca
ttgtcgectge
gagcgatgac
céttggacga
cccatcgege
gccgtgaact
tcgagegceat
tgggctcgga
cccatgegee
tggggctgaa
acctgaaccc
gcagcaagat
gctgcggcct
acgtggeegg
ccgatgacga
gegaggcgceg
gcatecgcaa
tecgecegegee
ggaaactgca
acctgaagga
aatcgaageg
gcatcacggg
gcecggecat
écgcgcgggc

gtcgaaggece
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cgaacgcgca
ccaacatcat
atttctegtg
cctcgatcéa
acgcgegecyg -
ttgcggécca
cgacagcaag
cgatgcggat
cctgcccgag
gtecttcecg
caaccgcaac
gcgecgtgatg
caccgtgeeg
ggaatgccectg
cctgcaagag
cgcggcéatc
gtcggeggece
tcgeggegge
cctgggectg
gcecegegett
cggtgtegac
cctgctgaaa
tctggagtte
caattecteg
atcagcttcet
atcgaccceg
gacgaggata
aégcagggca

gcegecatet

tttcgcqaac
cgaggccage
cacéctgccc
ggagaacctg
tcttgeggeg
gaccaacccc
gatcaccatg
atcgaccggg
gtggatttecg
ctgectgatet
ctggecgetyg
ttcaécgacc
ctgctggeca
gccgegateg
gcegtecade
gccecgegacg
gatatcgcca
acatcctgga
gtcttccagg
gcggcecatg
atggcgaaat
geggeccaaa
cggacagcea
cttatcégtc
acaceccccca
agaagttctce
tcgtgaccat
tcgacacggt

atctgcgceg
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atgctgetgg
cégggcttcg
aacctcatca
tcgcggatgg
atctgegegg
ggagagttgg
tcgeggggeg
gcgacagcgg
acgccatcga
cgtecatgac
gtgccgagga
cctecggegeg
atatcggcge
aggtgctgcea
ccgaggggga
tteccgtgee
tcgggetgeg
gccggatega
actggggect
atggaaccag
gegteatect
actcgcgega
tgttcectect
aatgaaagtg
gaactacgtg
gaaggggatc
ggccgecgag
tetgttegee

cctgetggac

gcttctacct

tccattgega

tgggcteggt
gctgecgeca
gegtegtget
tccgecaccea
caagctggac
cttcegacege
cacggcgacce
cggeggeacce
ggcccgegte
ggccagette
ggtgecagcetg
ggcggacgge
tcgegacttt

cgtectgcetg

‘cgcegggatce

gtategecge
gcagaccgtg
cgtgctgatce
gggggecgac
ggcggttgta
gggttgcgge
cctaagatga

ggactggata

gggcaggaga

gcﬁgcgctgc
accgagageg

ctgtcgeeca

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

2460

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



actgcegttg

cctgegegea

cgcgectatga

ttgtcagcgc
atatcatgga
cgacgctgcg
gccacgagtf
agaaggcgaa
agacgggcct
cattegecte
tcagctatag
gcgaccacct
atgacgaata
cgcgeggteg
aggcctgaag
ctctatgogtg
ccgettggea
tattcgectga
ctgaacggeg
gcgetggegt
gegatgecacc
gegggcatgg
ctggaccgge
aagcacggca
gtgggceggga
gtcgegggac
tgecgtcagey
gectgecaccee
accgagaacc

gtggcccaga

cgtcgagetg
tgtcgeecge
ccgcgaaage
cgatcccaag
tttctggegy

ctatctgaac

cgecgattte

cagccacctg
gatctacaac
gctgetggag
ctegggtgeg
gttcgecggaa
cgttgcectg
tttcaggectg
caggcgecca
cgceccgeget
ttggcgagggy
agctgctétc
acctaaaggt
cgcttctgea
acctgeegeg
ggtcgtctge
ccaagacgcec
aggceggtcee
acgggccggg
gcggetggta
cggtcgegge
gcgegttgga
agcgectget

tcgaggaggc
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aagcaggect
aagecccgacce
tcgggegagy
gtggccgaga
ccgaaccace
gcgetggteg

gcgecatttet

gccaaggcga

cggcaggteg
aacgetcagg
acgggcgaat
égccatcgcg
tgggacgaga
gcaggtatecg
tgccecggge
tgccatggee
gatacgcacg
ggggttcaag
gcacaaggtc
cgacaagccg
accgggtgag
ggccategte
cgaacagcgc
catcgacgeg
ttcgatcagce
ctgggtactg
ggcgcatggt
ggccgegetyg
ggaacgcatc

gggtggegeg

gctattecge
gcaaggtget
cgacgcaggg
tcggcaccgt
gccgeacgec
aggcgtggaa
gctatcacgt
acaagacgec
ggaactgcta
aggacctgac
tettegatge
aattgctgcea
tcgacctgac
aggacgagaa
aagctgatec
atcgeecget
acattcgcga
tecgeggetgg
ctgacccatce
ccggggaccg
ctgggcagec
gcggecacca
ttcgéccgcg
gecagegteg
agcttegatt
cacgggegece
cgcgatgegy
cﬁgtctggsg
ggcgtegtge

gccaagatet
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gacggcggceg
ggtgatcgcg
‘tgcgggcgcc
ctCQgggctg
cctgttegac
cgactatcgce
gcegttcteg
ggtggacatg
taccgggteg
cggegegetg
geggategeg
ggatcgc;cg
gcagggcgcg
gcgcatctat
tgtcecgggga
ataccgaggt
atctctcggg
acegecggtt
ccgacgatct
ccgegatgece
ggacggagcet
cggtecctgtt
teegettetyg
tgecgeggegg
tgcécgagga
ccgtcagcég
cgetgtggga
gcagecccga
cggcagcgac

gcggcgcagyg

ctgcagatgg
tcecgatgteg
gtégccatcc
ttcaccgagg
ggcaaggcat

gcgaatggeg

cggatgggeg -

gggcaggtge

atectacectgg

gtoggteotgt
cecggttace
cccgtecacat
cccgacaagg
gtcgacdggc
acattececgtg
gtggttcacg
cggggcgace
cgagcagttc
ggcggtctat
gggcatcgge
gcccatcgge
cgagacgctg
cgagcggttg
gettgteege
tcacgacctt
gaccggcgaé

cgecttegea

egcegecate

gcaggeccte

ttecgtgegag

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800



ggcgatcacg
atggcgegece
cceggececy
gcgeccagege
gcgeccategt
gcatgtttcg
ctgcgggegy
cttgeggatt
cggeggeggt
aggggetgca
ccgatcactgge
ccgegeagat
acaagaccce
ccgqtttcga

cgcaagggct

agcagetggg

gcgeegecagt
accagcccaa
gatgeegtece
gaggcttatg
cggaacctte
cgggtcgagg
ccgggegacyg
cacctgecege
tcggectegyg
gacgacacgg
tggcacgget
gtececgetgg

cccaagectt

gcggggeggt
atccecgacct
cgecgeghtge
geccgggtteg
cgecegggatce
catcaccteg
gacctatcgc
cgacatggac
gacggtcgec
tgacgacgcg
ggccagcctg

cgaggcgett

gacagccgag

cgegectctac
ggactgggcet
cgtgtccgac
cgccaagaéé
gggtttegtg
gcgacatgat
cgcccagcaa
cgctgaacag
ggteccggcac
ccttcgcgég
tgeggatcac
ggttcgegge
atctgagccg
tcgtecgetg
aéctgcgctg

tcagttcgeg
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cctegtgegg attgacgacg cgcaggcegat

cgactgggeg
gcaacegetg
gtcatgatca
gagcagcgeg
cagatcgggg
ttcgtgctgg
atcacctcgg
tgeccteggcg
ctgcgcecatcg
catggegget
ccggtgecege
gtgctgegee
tcccggatgg
gcattccacg
gacacgctgg
tccggetegg
cccgcaagca
cgecegtgee
catcgcgcetg
ctecgteteg
gggccacgac
ccgegegttg
gacgcagaac
gectgaccegt
catcgececegg
gaaccgggge
gceccggette

cgacggcatg

cccctgegea
ccggggcagg
cgggcgaaca
cccatgtgac
cgccgecagea
ccgececatege
ggatcegatce
cgctgtegeg
tcecgegecat
tcgtcgccté
CQggéccgtt
ttgtggeccga
gcgcaagege
acgcegetgaa
acgcgatcat
ggctggggga
ttgcecgagaa
atggegggeg
tcgaaatact
atctegttgg
gaggtgcatc
gecattcgectg
tcgatceecga

gegctggcgy

atcggcagtg

gaggecgagg
cgcatcgega

aaccacacgg
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tgtcgcgcac
gctgatggat
tgeccgtggte
gatcgtcecg
ggggtegety
gcgacacgcg
gaggcteggg
getggcgggg
ccagggcagyg
tecgegegecce
cggcectgege
tcgéatggcg
agatgecgeg
cgaataccag
cecgcgaggeg
ttgegtgetg
ggéacttgtt
cgaccgacat
ggggcaagcg
cgaactgggg
acaacggcac
acctgttceg
cggcggeggy
éggcgttcgg
gcagcgecge
atgggcatga
tcgtggeegt

tcgagaccag

ggcttcggte
gggggcggca
caggtcatcec

tatggacacc

-cgtgcegacce

gacgatctge
ccggacctge
cttggatecct
cgggggaccyg
ggcagcgggyg
gatggcggtg
tatgcggget
ggcaacgagg
atcegegegg
cgectgatgg
cgcgacgegy
gecactgggcy

ttcgatgact

ccgagcagcd

cgacgccegceyg
ctctecatacg
gctgctggat

gggggggagy

gcttgectceg

gctggatetg
cegctcgatce
cagccacgge

ggacaagggg

ccegetgtte

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700

5760

'5820

5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

6540



ccgecetgge ctgegcagge ggaageggat tgccgegtca tegaggatgc gatcgccgcc
cgcgacatgg ccgecctggg tcecgegggtec gaggegaacg ccecttgegat geacgecacy
atgatggeccg cgecgecegee gcetctgcetac ctgacgggcg Qcagctggca ggtgcetggaa
cgecectgtgge aggececgege ggacgggett geggectttyg cgacgatgga tgecggecceg
aacgtcaagc tgatcttcga ggaaagcagc gccgecgacg tgetgtacct gttececgac
gccagcctga tcgegecegtt cgaggggegt tgaacgegta agacgaccac tgggtaagagt
tctgecgege gtggtctcega ctgéctgcaa agaggtgett gagttgctge gtgactgegg
cggececgactt cgtgggactt gececcgceccacg ctgacgaagg gcecgaattcca gcacactgge
ggccgttact agttctagag cggeccgcecac cgcggtégag ggcggcacct cgctaacgga
ttcaccgttt ttatca

<210> 2

<211> 7096

<212> ADN

<213> Paracoccus sp. R114

<400> 2

cggctgggtg tggcggaccg ctatcaggac atagcgttgg ctacecgtga tattgctgaa 60
gagcttggecg gcgaatggge tgaccgcette ctcgtgettt acggtatege cgetecegat 120
tcgecagegea tegectteta tegeettett gacgagttcet tcectgageggg actctggggt 180
tcgaaatgac cgaccaagcg acgcccaacc tgccatcacg agatttegat tecaccgeceg 240
ccttctatga aaggttggge ttecggaatcg ttttecggga qgccggctgg atgatcctec 300
agcgegggga tctcatgetg gagttcectteg cccacccecca tgggcaaata ttatacgcaa 360
ggcgacaagg tgctgatgce gectggegatt caggttecatc atgecgtttg tgatggettc 420
catgtcggca gaatgcttaa tgaattacaa cagtttttat gecaacgegte gaaccgeccg 480
tcegacgeeg gtttcegecac ggaaacgege ggcaagttga cataacttge acgcgacgte 540
tcgattectge ccgcgaagaa tgcgatgcat ccagatgatg cagaacgaag aagcggaage 600
gcececgtgaaa gaccagatga tttéccatac cecggtgeee acgcaatggg tecggececgat 660
cctgttecge ggcccegtecg tcgagggcce gatcagegeg ccgetggeca cctacgagac 720
gecgetctgg ccctegaceg cgecgggggge aggggtttece cggeattcecgg gegggateca 780
ggtctegetg gtcgacgaac gcatgagecg ctegatcgeg ctgegggege atgacgggge 840
ggcggegace geccgectgge agtcgatcaa ggeccgecag gaagaggteg cggecgtggt 900
cgccaccacce agccgettcg cccgecttgt cgagetgaat cgccagatég tgggcaacct 960
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6600
6660‘
6720
6780
6840
6900

6960

- 7020

7080

7096



gctttacate
ggccgecgag
gatctcgggg
cggcaaatac
caccagcgcc
Qgcggggtcg
ggcgacgggyg
ggceccgegge
cggtgccgge
gécgggcgaa
gtgtggtgaa
catggagatg
catctgcegtg
atcgecgetoa
agettectgg
ggcgaggéga
gccatggegyg
gacctgegey
aacatgggge
ctgtatctge
gcegatctag
aaggaggﬁgg
cggecattteg
cgccageggyg
gacgcectge
gccagcggceg
atgtgcgggg
tcecgececatee
acgcttgeey

ccgtgacagg

cgcatcgaat
gecgtgeagg
aaéctgtgca
gecgtegeceg
gagaagatgg
ctgcgcagtg
caggacgcgg
gaggatctgt
aagggcatcce
cccggegaca
ttgtcgetge
gagcgatgac
cattggacga
cccategege
gcegtgaact
tcgagegeat
tgggctegea
cccatgegece
tggggctgaa
acctgaacec
gcagcaagat
gctgcggect
acgtggeegg
ccgatgacga
gcgaggegeg
gcatcegcaa
tcgccgcgcc
ggaaactgca
acctgaagga

aatcgaagcg
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gcgtgacggg
gctggatect
ccgacaagaa
aggtcgagat
tcecgeectgaa
cgaacgcgcea
ccaacatcat
atttetegty
cctecgatcga
acgcgegeeg
ttgcggecca
cgacagcaag
cgatgecggat
cctgececegag
gtectteceg
caaccgcaac
gegeagtgatg
caccgtgceg
ggaatgcctg
cctgcaagag
cgcggecatce
gtcggeggee
tcgcggegge
cctgggectg
gcccgegett
cggtgtcgac
cctgectgaaa
tctggagttce
caattcecteg

atcagcttct

cgacgcectcg
gtcggaatac
ggcgteggcg
cccgegecaag
ctacgagaag
tttegeeaac
cgaggccage
cacgetgece
ggagaacctg
tcttgeggeg
gaccaacccc
gatcaccatg
atcgacecggg
gtggatttcg
ctgetgatct
ctggecgetg
ttcaecgacc
ctgctggeca

gcecgegateg

Igccgtccagc

gceccgegacyg
gatatcgeca
acatecctgga
gtcttcecagg
gcggceccatg
atggcgaaat
gcggcccaaa
cggacagcca
cttatccgfe

acacccecca
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ggtcacaaca
ccgatgectgg
gtcaacggca
atcctgaccece
aaétatgtcg
atgctgcetag
cagggcttcg
aacctcatca
tegeggatgg
atcﬁgcgcgg
ggagagttgg
tcgecggggcy
gegacagcgyg
acgccatcga
cgtccatgac
gtgcegagga
ccteggegeg
atateggege
aggtgetgca
ccgaggggga
tteceegtgee
tcgggctgecg
gccggatcecga
actggggcct
atggaaccag
gcagtcatect
actcgcgega
tgttCCbcét
aatgaaagtg

gaactacgtg

tggtcaccaa

cctattecac -

tcctgggecg
gegtgetgeg
ggggtacget
gcttctacct
tccattgega
tggacteggt
gctgecgeca
gegtcecgtget
thgcaccca
céagctggac
cttegacege
cacggegacc
cggcggcaéc
ggceccgegte
ggcecagette
ggtgecagetyg
ggcggacggce
tecgegacttt
cgtectgetg
ecgeegggate
gtatcgeege
gcagacegtg
cgtgctéatc
QQQQQCCQBé

ggeggttgta

gggttgegge

cctaagatga

ggactggata-

1020
1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340"
2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



tccttgeege
aaatcgcact
cgatcatcga
ggatcgacca
actgcegttg
cctgcgegea
cgegetatga
ttgtcagege
atatcatgga
cgacgctgeg
gccacgagtt
agaaggcgaa
agacgggect
cattegcecetce
tcagctatgg
gcgaccacct
atgacgaata
cgegeggteg
aggcctgaag
ctctatggtg
ccgcttggea

tattcgctga

ctgaacggcg

gecgctggegt
gecgatgcace
gcgggcatgg
ctggaccgge
aagcacggcea

gtogggeggga

gcatcacggg
gcecggecat
acgcgeggge
gtcgaaggce
cgtcgagetg

tgtcgeeege

‘ecgcgaaage

cgatccecaag
tttectggegg
ctatctgaac
cgccgattte
cagccacctg
gatctacaac
gcfgctggag
ctegggtgeg
gttcgeggaa
cgttgcectg
tttcaggetg
caggcgecca
cgeecegeget
ttggcgaggag
agctgctgte
acctaaaggt
cgcttctgea
acctgcegeg
ggtcgtcetge
ccaagacgcc
aggecggtee

acgggcecggy

ES 2394 508 T3

atcgaccecceg
gacgaggata
acgcagggca
gcegecatet
aagcaggect
aagcccgace
tcgggegagg
gtggcecgaga
ccgaaccace
gcgctggteg
gcgecatttet
gccaaggega
cggcaggteg
aacgctcagg
acgggcgaat
cgccatcgeg
tgggacgaga
gcaggtateg
tgccceggge
tgccatggec
gatacgcacg
ggggttcaag
gcacaaggte
cgacaagceg
accgggtgag
ggccategte
cgaacagegce
catecgacgeg

ttecgatcage

agaagttctce
tcgtgaccat
tcgacaeggt
atctgegeeg
gctatteege

gcaaggtget

-egacgcaggg

tcggcacegt
gccgecacgec
aggcgtggaa
gctatcacgt
acaagacgcce
ggaactgcta
aggacctgac
tettcgatge
aattgectgea
tcgacctgac
aggacgagaa
aagctgatcce
atecgeceget
acattcgcecca
tegeggetgg
ctgacccate
ccggggacceyg
ctgggcagee
gcggcecacca
ttecgaccgeg
gccagegteg

agdttcgatt
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gaaggggatc
ggcegecgag
tctgttegec
cctgctggac
gacggcggcg
ggtgatcgeg
tgecgggegece
ctcggggetyg
cctgttegac
cgactatcge
gecegtteteg
ggtggacatg
taccgggtceg
cggcgegetg
gecggategeg
ggatcgecacy
gcagggcgceg
gcgecatcetat
tgtccgggga
ataccgaggt
atceteteggg
accgecggtt
cegacgatet
ccgegatgec
ggacggagct
cggtectgtt
tecgettetg
tgegeggegy

tgccegagga

gggcaggaga
gcegegetge
accgagagcg
ctgtecgecca

ctgcagatgg

tccgatgtcg

gtcgecatce
ttcaccgaég
ggcaaggcat
gcgaatggeg
cggatgggeg
gggcaggtge
atctacckgg
gteggtetgt
cecgagttace
ccegtcacat
cccgacaagg
gtegaccgge
acattcecgtg
gtggttcacg
cggggcgace
cgageagttc
ggeggtetat
gggcatcgge
gcccategge
cgagacgcty
cgageggtty
gettgteege

tcacgaccett

2820
28840
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500



gtcgcgggac
tgegtcageg
gtctgcacec
accgagaacc
gtggcccaga
'ggcgatcacg
atggegegece
cecggceeeyg
gegecagege
gegecategt
gcatgtttceg
ctgcgggegg
cttgégggtt
cggeggeggt
aggggctgca
ccgatctgge
ccgegecagat
acaagacccce
ccgetttega
cgcaaggget
agcagctggg
gcgccgcagt
accagcccaa
gatgecegtee
gaggcttatg
cggaacctte
cgggtegagg
ccgggegacg
cacctgeege

teggectegg

gcggetggta
cggtecgegge
gegegttgoa
agcgeetget
tecgaggaggce
geggggeggt
atcccgacct
cgecgegtge
gccgggtteg
cgececgggate
catcacctcg
gacctatcge
cgacatggac
gacggtcgec
tgacgacgeg
ggccagectg
cgaggcgctt
gacagccgag

cgegetctac

ggactgggct

cgtgtccgac
cgccaagatce
gogtttcgtg
gegacatgat
cgeccagcaa
cgctgaacag
ggteeggeac
ccttegegeg
tgcggatcac

ggttecgegge
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ctgggtacktg
ggcgecatggt
ggccgegetg
ggaacgecatc
gggtggegeg
cctegtgegg
cgactgggeg
gcaaccgctg
gtcatgatca
gagcagcegeg
cagatcgggg
ttcgtgetgg
atcacctegg
tgeetcggeg
ctgcgcatcg
catggegget
ceggtgeecge
gtgctgegece
tcceggatgy
gecattccacg
gacacgctgg
tccggectegg
ccegcaagcea
cgececegtgec
catcgecgetg
ctccgtctcg
gggccacgac
ccgegegttg
gacgcagaac

gctgaccegt

cacgggcgec

ctgtctgggg
ggcgtegtge
gccaagatct
attgacgacg
ccectgegea
ccggggcagg
cgggcgaaca
cccatgtgac
cgecgcagea
ccgccatcgc
ggatcgatce
cgetgtegeg
tcecgegecat
tegtegecta
cggggeegtt
ttgtggcecga
gcgcaagcegce
acgcgctgaa
acgcgatcat
ggctggggga
ttgcecgagaa
atggegggeg
tcgaaatact
atctegttgg
gaggtgecate
gcattegcetg
tcgatcecga

gcgectggcgg
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ccgtcagegg

cgcgatgegg cgectgtggga

gcagccccga
cggeagegac
géggcgcagg
cgcaggcgat
tgtegegeac
getgatggat
tgcegtggte
gatégtcccg
ggggtcgetg
gcgacacgeg
gaggctcggg
QCtQQnggg
ccagggcagg
tcgecgegece
cggéctgege
tecggatggeg
agatgecgeg
cgaataccag
ccgcgaggceg
ttgegtgetg
gggacttgtt
cgaccgacat
ggggcaageg
cgaactgggg
acaacggeac
acctgttecg
cggcggegag

gggcgttegg

gaccggcegaa
cgecttegea
cgccgecate
gecaggcectce
ttecgtgegg
‘ggckteagte
gggggcggca
éaggtcatcc
tatggacacc
cgtgcecgacce
ga;gatctgc
céggacctgc
cttggatect
egggggaceg
ggcagcgggyg
gatggcggtg
tatgcggget
ggcaacgagg
atccgegegg
cgeetgatgg
cgcgacgcgg

gcactgggcg

ttegatgact

ccgagcagec
cgacgeegeg
ctcteatacg
gctgetggat
gggggggagg

gcttgecteg

gctggatetyg.

4560
4620

46890

- 4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

©240

6300



gacgacacgg
tggcacgget
gtceccgetgg
cccaagectt
ccgcectgge
cgcgacatgg
atgatggecg
cgectgtgge
aacgtcaagce
gccagecctga
tctgeccgege
cggccgactt
ggécgttact
tteaccgttt
<210> 3
<211> 1167
<212> ADN

<213>

<400> 3
atgaaagtgc

aactacgtgg
aaggggatcg
gccgccgagg
ctgttecgeeca
ctgectggacce
acggeggegce
gtgatcgcgt
gcgggcgecg
tcggggoctgt
ctgttegacg

gactatcgcg

atctgagccg
tcgtecegetyg
acctgegcetg
tcagttecgeg
ctgcgcagge
ccgececctagg
cgegeecgec
aggcccgege
tgatcttega
tcgegecgtt
gtggtctega
cgtgggactt
agttctagag

ttatca

Paracoccus sp. R114

ctaagatgac
gactggatat
ggcaggagaa
cegegetgee
ccgagagegy
tgtcgcccaa
tgcagatggc
ccg#tgtcgc
tcgccatcect
tcacegagga
gcaaggcatce

cgaatggegg

ES 2394 508 T3

catecgeceecgg
gaaccggggc
gecceggette
cgacggcatg
ggaagcggat
tccgegggte
gétctgctac
ggacgggctt
ggaaagcage
cgagggécgt
ctgcctgcaa
geccgecacg

cggccgecac

cgtgacagga
ccttgececgeg
aatcgcactg
gatcatcgéa
gatcgaccag
ctgecegttge
ctgcgegeat
gegetatgac
tgtcagcgece
tatcatggat
gacgctgege

ccacgagtte

atcggcagtg
gaggccgagg
cgcatcgcga
aaccacacgg
tgcecgegtca
gaggcgaacg
ctgacgggcyg
geggectttg
gccgeecgacd
tgaacgcgta
agaggtgctt
ctgacgaagy

cgcggtggag

atcgaagcga
catcacggga
cccggecatg

egcgegggea

tcgaaggccyg

gtcgagetga
gtcgeeccgea
cgcgaaaget
gatcccaagg
téctggcggc
tatctgaacg

geecgattteg

20

gcagcgecgc
atgggcatga
tcgtggcegt
tcgagaccag
tcgaggatgce
ccettgegat
gcagetggea
cgacgatgga
tgetgtacct
agacgaccac
gagttgctge
gcgaattcca
ggcggcacc;

tcagectteta
tegacccega
acgaggatat
cgcagggcat
ccgecatceta
agcaggeccetg
agcccgaccg
CQQQCganC
tggcecgagat
cgaacecaceyg
cgetggtega

cgcatttety

ccgetegate
cagccacggce
ggacaagggg
cccgetgtte
gatcgecgee

gcacgccacg

gotgctggaa

tgceggeceg

gtteccecgac

tgggtaaggt
gtgactgcgg
gcacactgge

cgctaacgga

cacceccccag
gaagttcteg
cgtgaccatg
cgacacggtt
tctgegeege
ctattcecgeg
caaggtgctg
gacgcagggt
cggcaccgte
cegecacgeee
ggcgtggaac

ctatcacgtg

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080

7096

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



ccgttetege
gtggacatgg
accgggtcga
ggCQCgCtQQ
.cggatcgcgce
gatcgcacgce
cagggcgcge
cgcatctatg
<210> 4
<211> 388
<212> PRT
<213>
<400> 4
Met Lys

1

Tyr Thr

Gly Ile

35

Ala Leu

50

Ala
65

Leu
Leu Phe
Leu

Tyxr

Leu Lys

Val

Pro

Asp

Pro

Pro

Ala

Arg

Gln

ggatgggega
ggcaggtgca
tctacctggce
tcggtctgtt
ccggttaccg
ccgteacata
ccgacéaggc

tcgaccggea

Paracoccus sp. R114

5

Gln
20

Asn
Prq Glu
His

Gly

Ile Ile

Pro Lys Met

Tyr

Lys

Asp

Glu

ES 2394 508 T3

gaaggcgaac
gacgggectg
attcgectceg
cagctatégc
cgaccacetg
tgacgaatac
gcgcggtegt

ggecectga

Thr val

val Gly

Phe Ser

40

Glu Asp

55

Arg Ala

70

Glu
85

Arg Leu’

100

Ala Cys

115

Ala His

130

Val

Ala Arg

Ser

Leu

Lys

Gly Ile

Leu

Asp

Ala
120

Ser

Pro
135

Asp

agccacctgg
atctacaacc
ctgetggaga
tcgggtgega
ttcgeggaac
gttgccectgt

ttcaggctgg

Thr Gly Ile

10

Leu Ile

25

Asp

Lys Gly Ile

Ile val Thr

Gly Thr Gln

75

Gln
90

Asp Ser

Ser Asn

105

Pxo

Thr Ala Ala

Arg Lys Val

21

ccaaggegaa
ggcaggtegyg
acgctcagga
cgggcgaatt
gccatcgega
gggacgagat

caggtatcga

Glu Ala Ile

Leu Ala Ala

Gln Glu

45

Gly

Met Ala Ala

60

Gly Ile Asp

Lys Ala Ala

Cys Arg Cys

110

Gln
125

Leu Met

Leu Val Ile

140

caagacgcecg

gaactgctat

ggacctgace
cttegatgeg
attgctgecag
cgacctgacyg

ggacgagaag

Ser Phe

His His
Lys Ile
Ala

Glu

Val
80

Thr

Ala Ile

95

val Glu

Ala

Cys

Ala Ser

780
840
900
960
1020
1080
1140

1167



Asp

145

Ala

Ile

Arg

Leu

Asn

225

Pro

Asn

Asn

Ala

Gly

308

Arg

Glu

Leu

Gly

Val

Gly

Gly

Pro

Arg

210

Gly

Phe

Lys

Arg

Ser

290

Leu

Ile

Leu

Trp

Arg

Ala

Ala

Asn

195

Gly

Ser

Thr

Gln

275

Leu

Phe

Ala

Leu

Asp
355

Phe

val

Vval

180

His

Leu

His

Pro

260

val

Leu

Ser

Pro

Gln

340

Glu

Arg

Ala
165

Ser

Arg

Asn
Glu
Met
245
Val

Gly

Glu

Gly
325
Asp

Ile

Leu

Asp

150

Ile

Gly

Arg

Ala

Phe

230

Gly

Asp

Asn

Asn

Gly

310

Tyr

Arg

Asp

Ala

Arg

Leu

Leu

Thr

Leu

215

Ala

Glu

Met

Cys

Ala

285

Ser

Arg

Thr

Leu

Gly

ES 2394 508 T3

Glu
vVal
Phe
Pro
200
VaJ..
Asp
Lys
cly
280

Gln

Gly

Asp F

Pro

Thr
360

Ile

Ser

Ser

Thr

185

Leu

Glu

Phe

‘Ala

Gln

265

Thr

Glu

Ala

vVal
345

Gln

Glu

Ser
Ala
170
Glu
Phe
Ala
Ala
Asn
250
Val
Gly
Asp
Thr
Leu
330
Thxr

CGly

Asp

Gly
155
Asp
Asp
Asp
Trp
His
235
Ser
Gln
Ser

Leu

Gly

Glu
Pro
Ile
Gly
Asn
220
Phe
His
Thr
Ile

300

Glu

315

Phe

Tyx

AJ_.a

Glu

22

Ala

Asp

Pro

Lys

Ala
Lys
Met
Lys
205
AsSp
Cys
Leu
Gly
Tyr
285
Gly
Phe
Glu
Glu
Asp

365

Arg

Thr

val

Asp

190

Ala

Tyxr

TYTr

Ala

Leu

270

Leu

Ala

Phe

Arg

350

Lys

Ile

Gln
Ala
175
Phe

Ser

Arg

Lys
255
Ile
Ala
Leu

Asp

His

‘335

val

Ala

Tyr

Gly
160

Glu
Trp
Thr -
Ala
Val
240
Ala
Tyr |
Phe
val
Ala

320

Axrg

‘Ala

Arg

val -



370

ES 2394 508 T3

Asp Arg Gln Ala

385

<210> 5
<211> 1167
<212> ADN
<213>
<400> 5
atgaaagtgc
aactacgtgg
aaggggatcg
gccgecgagy
ctgttcgceca
ctgctggace
acggcggege
gtgatcgecgt
gegggegecg
tcggggctgt
ctgttcgacg
gactatcgeg
cecgttetege
gtggacatgg
accgggtcga
ggcgegetgg
cggatcgege
Qatcgcacgc
cagggcgcge

cgdatctatg

<210> 6
<211> 388
<212> PRT

Paracoccus sp. R114

ctaagatgac
gactggatat
ggcaggagaa
ccgegetgee
ccgagagegy
tgtcgcccaa
tgcagatggce
ccgatgtege
tcgccatecet
tcaccgagga
gcaaggcatc
cgaatggegg
ggatgggcga
ggcaggtgea
tetacctgge
teggtetgtt
ccggttaceg
ccgtcacata
ccgacaaggce

tecgaceggca

cgtgacagga
ccttgeecgeyg
aatcgcactyg
gatcatcgaa
gatcgacaag
ctgeecgttge
ctgegegeat
gcgcectatgac
tgtcagcgec
catcatggat
gacgcetgege
ccacgagttc
gaaggcgaac
gacgggcctg
attcgecteg
cagctatgge
cgaccacctg
tgacgaatac
gegeggtegt

ggectga

375

atcgaagcga
catcacggga
cccggecatg
cgcgcgggea
tcgaaggecg
gtegagetga
gtcgeccegea
cgcgaaaget
gatcccaagg
ttctggegge
tatctgaacg
gecegattteg
agccacctgg
atctacaacce
ctgetggaga
tcgggtgega
ttcgeggaac
gttgccctg£

ttcaggectgg

23

tcagcttcta
tcgaccecga
acgaggatat
cgcagggcat
ccgecatcta
agcaggeetg
agcccgacceg
cgggegagge
tgagccgagat
cgaaccaccg
cgectggtega
cgcatttctg
ccaaggcgaa
ggcaggtegg
acgctcagga
cgggcgaatt
gecatcgcga
gggacgagat

caggtatcga

caccccccag
gaagttctcg
cgtgaccatg
cgacacggtt
tctgegeecge
ctattecgeg
caaggtgcetg
gacgéagggt
cggcaccgtce
ccgecacgecc
ggcgtggaac
ctatcacgtg
caagacgceg
gaactgctat
ggacctgacce
cttegatgeyg
attgcetgeag
cgacctgacyg

ggacgagaag

380

60
120
iso
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1167



<213>

<400>

Paracoccus sp. R114

6

Met Lys Val Pro

1

Tyr

Gly

Ala

Ala

65

Leu

Leu

Ala

Asp

145

Ala

Ile

Arg

Leu

Asn

Thr

Ile

Leu

50

Leu

Phe

Leu

Lys

His

130

Val

Gly

Gly

Pro

Axg.

210

Gly

Pro

Asp

35

Pro

Pro

Ala

Arg

Gln

115

Val

Ala

Ala

Thr

Asn

185

Gly

Gln
20
Pro

Gly

Ile

Arg
100
Ala
Ala
Arg
val
val
180
His
Leu

His

Lys
5

Asn

Glu

‘His

Ile

Glu

85

Leu

Cys

Arg

Tyr

Ala

165

Serxr

Arg

Asn

Glu

Met

Tyr

Lys

' Asp

Giu
70

Ser

Leu

Lys

Asp

150

Ile

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

val

Phe

Glu

55

Arg

Gly

Asp

Ser

Pro

135

Arg

Leu

Thr

Leu
215

Ala

Val

Gly

Ser

40

Asp

Ala

Ile

Leu

Ala

120

Asp

Glu

val

Phe

Pro

200

Val

Asp

ES 2394 508 T3

Thr
Leu
25

Lys
Ile
Gly
AsSD
Ser
105
Thr
Arg
Ser
Ser
Thr
185
Leu

Glu

Phe

Gly

10

Asp

Gly

Val

Thr

Lys

90

Pro

Ala

Lys

Ser

Ala

170

Glu

Phe

Ala

Ala

Ile Glu
Ile Leu
Ile Gly
Thr Met

60

Gln Gly
75

Ser Lys
Asn Cys
Al; Leu
Val Leu

140
Gly Glu
155
Asp Pro
Asp Ile

Asp Gly

Trp Asn
220

His Phe

24

Ala

Ala

Gln-

45

Ala
Ile
Ala
Arg
Gln
125
val
Ala

Lys

Met

Lys
208

Asp

Cys

Ile

Ala

30

Glu

Ala

Asp

Ala

Cys

110

Met

Ile

Thx

val

Asp

190

Ala

Tyr

Ser

His

Lys

Glu

Thr

Ala

95

val

Ala

Ala

Gln

Ala

175

Phe

Ser

Axrg

His

Phe

His

.Ile

Ala
Val
80

Ile
Glu
Cys
Ser
Gly
160
Glu
Trp
Thr

Ala

val



225

Pro

Asn

Asn

Ala

Gly

305

Arg

Glu

Leu

Gly

Asp

385

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

<400>

atgaacgtgc aggaagacgt ccgcaaacca ctggaccgge tggcecgagge gectggcacce

ES 2394 508 T3

230 235 240

Phe Ser Arg Met Gly Glu Lys Ala Asn Ser His Leu Ala Lys Ala
245 250 255

Lys Thr Pro Val Asp Met Gly Gln Val Gln Thr Gly Leu Ile Tyr
260 265 270

Arg Gln Val Gly Asn Cys Tyr Thr Gly Ser Ile Tyr Leu'Ala Phe
275 . 280 285

Ser bLeu Leu Glu Asn Ala Gln Glu Asp Leu Thr Gly Ala Leu Val
250 285 300

Leu Phe Ser Tyr Gly Ser Gly Ala Thr Gly Glu Fhe Phe Asp Ala
310 315 _ 320

Ile Ala Pro Gly Tyr Arg Asp His Leu Phe Ala Glu Arg His Arg
325 330 335

Leu Leu Gln Asp Arg Thr Pro Val Thr Tyr Asp Glu Tyr val Ala
340 345 350

Trp Asp Glu Ile Asp Leu Thr Gln Gly Ala Pro Asp Lys Ala Arg
355 . 360 365

Arg Phe Arg Leu Ala Gly Ile Glu Asp Glu Lys Arg Ile Tyr Val
370 375 ' 380

Arg Gln Ala

7
1002
ADN
Paracoccus zeaxanthinifaciens ATCC 21588

7

gagatggagg ccgtgaacge getgatccge gaacgcatgg ccagcaggea tgegecgcge

atcceccgagg tgaccgecca cctgatcgag gecggeggea agcgectgeg ceccogatgetg

accctggecg cggcgaagct gcttggctat ggcggccect atcacgtgca tctggecgeg

acggtcgaat tcatccacac cgcgaccectg ctgecatgacyg acgtggtecga cgaaagecge

25

60

120

i80

240

300



cagcgccgceg
ggcgattacc
ctcgagatcc
gcggcegceagy
gcagcgctgt
caggtccgeg
gacctgctag
cgcgaacgca
cgcgccttét
gcgectggaac
tgggcggeca
ctgtcggace
<210> 8
<211> 333
<212> PRT
<213>
<400> 8
Met Asn

1

Ala Leu
Ala

Met

Glu
50

Ile

Ala
65

Lys
val

Thr

Asp Glu

Val

Ala

Serx

35

Ala

Leu

Glu

Ser

ggcgtccgac
tgttcgcgeg
tgtcgaacgce
atctggecac
tcteggeege
cgctgttega
attacggecgg
agctgacget
ggtcgecgeac
tgctggecceg
gggcecgege

tggccgattt

Gln Glu

Pro Glu

20

Arg His
Gly Gly
Gly

Leu

Ile
85

Phe

Arg Gln

100

Asp

Met

Ala

Arg

ES 2394 508 T3

ggcgaacctyg
cagcttccag
cgccgecace
gaacgaggac
gaccgaggtg
ttacggcgac
caccgccgég
gccggtgatc
catcgagaag
ccacggegeg
ctceetgecag

cgtggtcgaa

Val

Pro
40

Lys
55

Tyr Gly

70

Thx

Arg

Arg Lys
Glu Ala Val
Arg Ile
Arg Leu Arg
Gly Pro
Ala Th?

Gly Arg

ctgtgggaca
ctgatggtcg
atcgccgagg
atctatctge
ggeggcgtca
gcgcttggeca
gcgatcggea
aaggccgtgg
ggcgaccaga
atggccgatg
atcctgececg

cgcatcgect

Paracoccus zeaxanthinifaciens ATCC 21588

Pro
10

Asn
25

Pro

Pro

Tvr
75

Leu
90

Pro
105

26

Leu Asp

Ala Leu

Glu Val

Met Leu

His Val His

Leu Hig

Thr Ala

acaagtccag
aacccggcag
gcgaggtgcet
agétcgtgcg
tegecgggegt
tegecttceca
agaataccgg
cccgegecac
aggacggcga
cccgcégcga
agqatccgat

ga

Arg

Ile

Leu

Arg

cgtgetggte
catgcgcacg
gcégctgacc
cggcaagacg
cceccgatgeg

gatcegtggac

cgacgatttce -
cccecgaggaa -

ccttgaacac

cgcgetggac

ccgegacatg

Ala

Glu
15 -

Glu Arg

30

60

Asp

Asn

"Ala

Leu

Leu

Asp

Leu

His Leu

Ala Ala

Ala
80

Ala

Val Val

95

Leu Trp

110

360
420
480
540
§00

660

720

780
840
900
960

1002



Asp
Phe
Ser
145

Ala

Val
Gly
Tyr
225
Arg
| Thr
Gln
Gly
Ala

305

Leu

Asn Lys
115

Gln Leu
130

Asn Ala

Ala Gln

Gly Lys

Ile Ala
195

Asp Ala
210

Gly Gly

Glu Arg

Pro Giu

Lys Asp

275

Ala Met
290

Arg Ala

Ser Asp

<210> 9
<211> 20
<212> ADN

<213>

Avrtificial

Ser

Met

Ala

Asp

Thr

180

Gly

Leu

Thr

Lys

Glu

260

Gly

Ala

Ser

Leu

Ser
val
Ala
Leu
i65
Ala
vVal
Gly
Ala
Leu
245
Arg
Asp
Asp

Leu

Ala
325

val

Glu

Thx

150

Ala

Ala

Pro

Ile

Glu

230

Ala

Leu

Ala

Gln

310

Asp

ES 2394 508 T3

Leu Val Gly

Pro

135

Ile

Thxr

Leu

Asp

Ala

215

Ala

Leu

Phe

Glu

Axg

295

Ile

Phe

120

Gly

Ala

Asn
Phe
Ala
200
Phe
Ile
Pro
Trp
His
2 8 0
Arg

Leu

val

Ser

Glu

Glu

Sér

185

Gln

Gln

Gly

val

Ser

265

Ala

Asp

Pro

val

Asp

Met

Gly

Asp

170

Ala

Val

Ile

Lys

Ile

250

Arg

Leu

Ala

Glu

Glu
330

Tyr

Axg

Glu

155

Ile
Ala
Arg
val
Asn
235
Lys
Thr
Glu
Leu
His
315

Arg

27

Leu

Thr

140

val

Tyr

Thr

Ala

Asp

220

Thr

Ala

Ile

Leu

Asp

300

Pro

Ile

Phe
125

Leu

Leu
Glu
Leu
205
Asp
Gly
val

Glu

Leu
285

Trp
Ile

Ala

Ala

Glu

Gln

Gln
Val
190
Phe
Leu
Asp
Ala
Lys
270
Ala

Ala

Arg

Arg

Ile

Leu

Val

175

Gly

Asp

Leu

Asp

Arg
255

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser
Leu
Thr
160
val
Gly
Tyr
Asp
Phe
240
Ala
Asp

His

Arg

Met

320



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<220>
<223>

<400>

Cebador

9

gegetggteg aggegtggaa

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

<220>
<223>

<400>

10

20
ADN
Artificial

Cebador

10

cgtcagcgtg gcgggceaagt

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

<220>
<223>

<400>

11

30
ADN
Avrtificial

Cebador

11

aaggcctcat atgaacgtgc aggaagacgt

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

<220>
<223>

<400>

12

28
ADN
Avrtificial

Cebador

12

cgggatcctc aggcgatgcg ttcgacca

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

<220>
<223>

<400>

13

31
ADN
Artificial

Cebador

13

ggccgcegacg gtcgattca tccacaccge g

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

<220>
<223>

<400>

14

31
ADN
Artificial

Cebador

14

cgcggtgtgg atgaactcga ccgtcgegge ¢

ES 2394 508 T3

20

20

30

28

31

31

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 15
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
agagcgggat cgacaagtcg aaggccg

<210> 16
<211> 27
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
cggccttcga cttgtcgatc ccgetet

<210> 17
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
gtgcttgagt tgccgegtga ctgegg

<210> 18
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
ccgcagtcac gcggcaactc aagcac

<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
cgtcaattat tacctccacg

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2394 508 T3

27

26

26

20

29



10

15

20

25

30

35

<220>
<223>

<400> 20

Cebador

ggccatgccc gtgacgcgat

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 21

Artificial

Cebador

gagttcttct gagcgggact

<210> 22
<211> 20
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 22

Avrtificial

Cebador

ccgacatagt tcttctcgta

<210> 23
<211> 7096
<212> ADN
<213>
<400> 23
cggetgggtyg
gagcttggeg
tcgecagegea
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcgggga
ggcgacaagg
.catgtcggca
tccgacgeecg
tcgattctge
gccecgtgaaa
cctgttecge

geccgetetgg

Paracoccus sp. R114

tggcggaceg

‘gcgaatgggc

tcgeettcta
cgaccaagcg
aaggttggge
tctcatgectg
tgctgatgcee
gaatgcttaa
gﬁttccgcac
ccgcgéagaa
gaccagatga
ggcececgteg

ccctegacceg
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20

20

20

ctatcaggac
tgaccgette
tcgecttett
acgcccaacc
ttcggaatcg
gagttctteg
getggegatt
tgaattacaa
ggaaacgcgce
tgcgatgecat
tttcecatac
tcgagggecce

cgcggggggc

atagcegttgg
ctegtgettt
gacgagttct

tgccatcacg

‘ttttcecggga

cccaceccea
caggttcatc
cagtttttat
ggcaagttga
ccagatgatg
ccecggtgece
gatcagcgeg

aggggtttec

30

ctaccecgtga
acggtatcge
tctgagegyg
agatttcgat
cgeceggetgg
tgggcaaata
atgcegtttg

gcaacgegte

cataacttge

cagaacgaag
acgcaatggg
ccgetggeca

cggcattecgg

tattgctgaa
cgctececgat
actctggggt
tccacegeeg
atgatcctcee
ttatacgqaa
tgatggette
gaaccgeecg
acgcgacgtce
aagcggaagc
tcggecegat
cctacgagac

gcgggatcca

- 60

120

i80

240

300

. 360

420

480

540

600

660

720

780



ggtctecgetg
ggcggegacc
cgccaccacce
gectttacate
ggccgcecgag
gatctcgggg
cggcaaatac
caccagcgec
ggcggggteg
ggcgacgggyg.
ggccecgegge
cggtgeegge
gccgggcgaa
gtgtggtgaa
catggagatg
catctgegtg
atcgcgctaga
agetteetgy

ggcgaggaga

gtcgacgaac
geegectgge
ageccgetteg
cgecatcgaat
gecegtgecagg
aacctgtgca
gccgtcgccg
gagaagatgg
ctgegeagtg
caggacgcgg
gaggatetgt
aagggcatcc
cccggegaca
ttgtecgetge
gagcgatgac
cattggacga
ceccategcege
gccgtgaact

tecgagecgeat -
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gcatgageceyg
agtcgatcaa
cccgeettgt
gecgtgacggg
gectggatcect
ccgacaagaa
aggtcgagat
tccgectgaa
cgaacgegea
ccaacatcat
atttctcatg
cctegatega
acgcgcegeeg
ttgcggececa
cgacagcaag
cgétgcggat
cctgececgag
gﬁccttcccg

caaccgcaac

ctecgatecgeg
ggcccgecag
cgagctgaat
cgacgccteg
gtcggaatac
ggcgtcggeg
ccecgegecaag
ctacgagaag
tttegecaac
cgaggccagce
cacgetgeee
ggagaacctg
tcttgeggeg
gaccaacccc
gatcaccatg
atcgaccggg
gtggatttcg
ctgctgatet

ctggecegetyg

ctgegggege
gaagaggtcg
cgccagateg
ggtcacaaca
cecgatgetgg
gtcaacggca
atcetgacce
aéctatgtcg

atgectactgg

cagggctiteyg

aacctcateca
tegeggatgg
atctgcgegg
ggagagttgg
tcgcggggeg
gcgacagegy
acgccatcga
cgtccatgac

gtgccgagga

gecatggegyg tgoggetcgea gcgecgtgatg ttcaccgace ccteggegeg

gacctgegeg
aacatggggce
ctgtatctge
gccgatetga
aaggaggtgg
cggeattteg
cgccagcggy
gacgccctge
gccageggeg

atgtgcggag

cccatgecgece
tggggctgaa
acctgaaccce
gcagcaagat
gctgcggect
acgtggecgg
ccgatgacga
gcgaggegcg
gcatccgecaa

tcgeccgegece

caccgtgeeg
ggaatgcctg
cctgcaagag
cgcggecate
gtcggeggece
tcgeggegge
cctgggectg
gccecgegett
cggtgtcgaé

cctgectgaaa

ctgctggeea
gececgegatcy
gecgteccage
gccecgegacyg
gatatcgecca
acatcctgga
gtcttCCan
gcggcccatg
atggcgaaat
gcggcccaéa

31

atatcggegce
aggtgctgea
ccgaggggga
ttcecegtgece
tegggctgeg
gceggatcga
actggggqct
atggaaccag
gcgtecatect

actcgegega

atgacggggc
cggeegtggt
tgggcaacct
tggtéaccaa
cctattccac
tcectgggecey
gegtgetgeg
ggggtacget
gcttctacet
tccattgega
tgggetcggt
getgcegeea
gegtcgtget
tcecgeaccea
caagctggac
cttcgaccege
cacggcgacc
cggeggeace

ggccegegte

ggccagette

ggtgcagctyg

ggcggacgge

tcgcgacttt
cgtectgetg
cgecgggatce

gtatcgeege

gcagaccgty

cgtgetgatce

gggggccgac

ggcggttgta

840

900

960

1020

1080

1140

© 1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

- 1740

1800
1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340

© 2400

2460

2520

2580



tcegecatee
acgcttgeeyg
ccgtgacagg
tecttgecge
aaatcgcact
cgatcatcga
ggatcgacaa
actgeegttg
cctgegegea
cgcgctatga
ttgtcagege

atatcatgga

cgacgcetgeg

gccacgagtt
agaaggcgaa

agacgggccet

cattcgecte

tcagctatgg

gcgaccacct

ggaaactgca

acctgaagga

aatcgaagcg

gcatcacggg
gcccggecat
acgcgeggge
gtcgaaggcce
cgtcgagetg
tagtecgeccage
ccgcgaaage
cgatcccaag
tttctggeagg
ctatctgaac
cggcgatttc
cagccacctyg
gatctacaac
gctgetggag
ctegggtgeg

gttecgeggaa
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tctggagttce
caattcectcg
atcagecttet
atcgaccceg
gacgaggata
acgcagggca
gcegecatcet
aaécaggcct
aagceccgace
tcgggcgagg
gtggcecgaga
ccgaaccace
gcgectggteg
gcgcatttet
gccaaggcega
cggcaggteg
aacgctcagg
acgggcgaat

cgcecategeg

cggacagcca
cttatcecgte
acacccecca

agaagttcte

tcgtgaccat

tcgacacggt
atctgcgeceg
gctattecege
gcaaggtget
cgacgcaggg

tcggecaccgt

:gccgcacgcc

aggcgtggaa
gectatcacgt
acaagacgcé
ggaactgcta
aggacctgac
tettegatac

aattgctgca

32

tgttectecet
aatgaaagtg
gaactacgtg
gaaggggatc
ggccgecgag
tctgtt;gcc
cctgetggac
gacggcggcyg
ggtgatcgeg
tgcgggcgéc
cteggggetyg
cctgttegac
Cgactatcgc
geegtteteg
ggtggacatg
taccgggtcg
cggcgegcetg
gcggategeg

ggatcgeacg

gggttgegge
cctaagatga
ggactggata

gggcaggaga

gecgegetge

accgagagceg
ctgtcgeeca
ctgcagatgg
tecegatgteg
gtcgccatqc
ttcaccgagg
ggcaaggecat
gcgaatggeg
cggatgggeg
gggcaggtge
atctacctgg
gtecggtetgt
éccggttacc

cccgtecacat

2640
2700
2760
2820
2880

2340

3000

3060
3120
3180
3240
3300

3360

3420

3480
3540
3600
3660

3720



atgacgaata
cgcgeggteg
aggcctgaag
ctctatggtg
cecgettggea
taﬁtcgctga
ctgaacggcg
gcgetggegt
gcgatgecace
gegggcatgg
ctggaccgge
aagcacggca
gtgggcggga
gtegegggac
tgcgtcageg
gtctgecaccce
accgagaacc
gtggceccaga
ggcgatcacg
atggcgcgec
cceoggececeg
gecgccagege
gcgccategt
gcatgtttcyg
ctgcgggcgg
cttgcgggtt
cggeggcggt
aggggctgca

ccgatctggce

cgttgececctg
tttcaggctg

caggcgccca

cgceccgeget

ttggcgaggg
agctgctgte
acctaaaggt
c§cttctgca
acctgcegeg
ggtecgtctge
ccaagacgec
aggecggtec
acgggcecggg
gcggctggta
cggtegegge
gecgegttgga
agcgcctget
tcgaggaggé
gcggggeggt
atccegacct
cgccgcgtgc
gecegggtteg
cgccgggétc
catcacctceg
gacctatecge
cgacatggac
gacggtecgec
tgacgacgcg

gaccagectg
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tgggacgaga
géaggtatcg
£geccececggge
tgcecatggcec
gatacgcacg

ggggttcaag

‘gcacaaggtc

cgacaagceg
accgggtgag
ggccatcegte
cgaacagcgc
catcgacgcg
ttcgatcage
ctgggtactg
ggcgecatggt
ggécgcgctg
ggaacgcatc
gggtggcgeg
cctegtgegyg
cgactgggcg
gcaaccgctg
gtcatgatca
gagcagcgeg
cagatcgggg

ttcgtgetgg

atcacctcgg‘

tgcectegoceg
ctgcgcatcg

catggeggct

tcgacctgac
aggacgagaa
aagétgatcc
atcgecccget
acattcgcca
tcgcggcetgg
ctgacccatc
ccggggacceg
ctgggcagec
gcggecacca
ttcgaccgeg
gcéaécgtcg
agcttcgatt
cacgggcgec
cgcgatgegg
ctgtetgggg
ggcgtegtge
gccaagatcet
attgacgacg
ccecctgegea
ccggggcagg
cgggcegaaca
cccatgtga¢
cgecgecagcea
ccgecatege
ggatcgatec
cgetgtegeg
tcegegecat

tcgtcgecta

33

gcagggcgcyg
gégcatctat
tgtcegggga
ataccgaggt
atctctcggg
accgecggtt
ccgacgatcet
ccgegatkgee
ggacggagct
cggtectatt
tecgettetg
tgcgeggegg
tgcccgagga

ccgtecagegg

cgetgtggga

gcagccccga
cggcagcgac
gcggcgeagyg
cgcaggcgat
tgtegegeac
gctgatggat
tgecgtggte
gatcgteccg
ggggtegetg
gcgacacgeg
gaggcteggg
gctggegogg
ccagggcagg

tecgcgegecce

cccgacaagyg
gtcgaccgge
acattccgtg
gtggttcacg
cggggegace
cgagcagttc
ggcggtcﬁat
gggcatcggé
gececategge
cgagacgetg
cgageggttg
gettgtecge
tcacgacctt
gaceggcgaa
cgecttegea
cgccgecate
gcaggeccte
ttecgtgegg
ggcttcggte
gggggcggca
caggtcatcc
tatggacacc
cgtgeegace
gacgatctge

ccggacctge

‘cttggatect

cgggggaccyg
ggcagcgggyg

gatggcggtg

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



ccgecgecagat
acaagacccce
ccgectttega
cgcaagggct
agcagctggg

gcgeegecagt

accagcccaa

gatgeegtec
gaggcttatyg
cggaaccttc
cgggtcgagg
cecgggegacg
cacctgeccge
tcggectegg
gacgacacgg
tggcacgget
gtcecegetgg
cccaagecett
ccgeceetgge
cgcgacatgg
atgatggccg
cgectgtgge
aacgtcaagc
gccagectga
tctgeecgege
cggccgactt
ggccgttact

ttcacegttt

cgaggcgett
gacagccgag
cgcgctctac
ggactgggct
cgtgtccgac
cgccaagatce
gggtttcgté
gcgacatgat
cgcccagcaé
cgctgaacag
ggtceggecac
cettegegeg
tgcggatcac
ggttecgegge
atctgagecg
tegtecgetg
#cctgcgctg
tcagttegeg
ctgcgcagge
ccgeeetggg
cgecgeecgee
aggccegege
tgatcttega
tcgcgccgﬁﬁ
gtggtctcga
cgtgggactt
agttctagag

ttatca
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ccggtgeege
gtgctgegee
tcccggatgg
gcattccacg
gacacgctgg

tccggetegg

cccgecaagea

cgeccgtgee
catcgcgetg
cteccgteteg
gggccacgac
écgcgcgttg

gacgcagaac

gctgaccecgt

catcgcececgg
gaacecggggce
gcecggette

cgacggcatg

ggaagcggat
tecgegggtce
gctctgetac
ggacgggcett
ggaaagcage
cgaggggegt
ctgcctgecaa
geccgecacg

cggcegeecac

cggggeegtt
ttgtggeccga
gegcaagege
acgcgctgaa
acgcgatcat
ggctggggga
ttgcecgagaa
atggcgggceg
tcgaaatact
atctcgttagg
gaggtgcatc
gcecattcgetg
tcgatcecga
gecgetggegg
atcggcagtg
gaggccgagyg
cgcatcgega
aaccacacgg
tgccgcgtca
gaggcgaacg
ctgacgggcyg
gecggectttyg
gccgecgacyg
tgaacgegta
agaggtgett
ctgaégaagg

cgcggtggag

34

cggecctgege
teggatggeg
agatgcegeg
tgaataccag
ccgegaggeg

ttgcgtgctag

gggacttgtt

cgaccgacat
ggggcaageg
cgaactgggg
acaacggcac
acctgtteceyg

cggcggcggy

gggegttegg

gcagcgecge
atgggecatga
tegtggeegt
tcgag#ccég
tcgaggatge
cccttgegat
gcagctggca
cgacgatgga
tgctgtacct
agacgaccac
gagﬁtgcégc
gcgaattceca

ggcggeacct

tatgcggget
ggcaacgagd
ateccgegegyg
cgcctgatég
cgcgacgegg

gcactgggeg

ttcgatgact -
ccgageagece

cgacgeegeg

ctctecatacg
gctgcectggat
gg999995agg
gectigeetey
gctggatctg
ecgectcgate
cagccacgge
ggacaaggggd
éccgcﬁgttc
gatcgecgece
gcacgeecacg
ggtgctggaa
tgcchCCég
gttececcegac
tgggtaaggt
gtgactgcgg
gcécactggc

cgetaacgga

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480

6540

6600

6660
6720
6780
6840
6900

6960

7020

7080

7096
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para la produccién de isoprenoides, que comprende
a. introducir en un microorganismo seleccionado del género Rhodobacter una secuencia de ADN que codifica
una enzima que tiene actividad de decaprenil difosfato sintasa y una secuencia de polinucledtidos que
comprende genes del operén mev de acuerdo con SEQ ID NO: 23,
b. cultivar el microorganismo de la etapa (a) bajo condiciones que permiten la produccién de isoprenoides.

2.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la secuencia de ADN que codifica una enzima con
actividad de decaprenil difosfato sintasa se representa por SEQ ID NO: 7.

3.- El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que el microorganismo en el que se introduce el
polinucleotido es Rhodobacter sphaeroides.
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