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DESCRIPCIÓN 
 

Producción de isoprenoides 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento para la producción de isoprenoides, en particular coenzima Q-5 
10, por parte de microorganismos. Más particularmente, la presente invención se refiere a un procedimiento para la 
producción 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 más genes del operón mevalonato (mev) 
procedente de un microorganismo diferente, preferiblemente del género Paracoccus, más preferiblemente de la 
especie P. zeaxanthinifaciens, en donde el operón mev está mutado, conduciendo a una producción incrementada 10 
de coenzima Q-10. También se incluyen secuencias que portan una mutación de este tipo, así como un 
microorganismo que porta un operón 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 lípidos con una cadena lateral de isoprenoide compuesta por diez unidades de isoprenoide 15 
C-5. La coenzima Q-10 (abreviada aquí en lo que sigue como CoQ10) se encuentra en microorganismos y plantas, 
así como en animales. Es la forma más frecuente de ubiquinona en seres humanos y en la mayoría de los 
mamíferos. 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 protección frente a enfermedades. Los efectos beneficiosos médicos y de salud de 
CoQ10 han sido asociados con sus dos funciones fisiológicas principales, a saber el funcionar como un cofactor 20 
esencial de la cadena de transporte mitocondrial de electrones (que está acoplada a la síntesis de adenosina 
trifosfato) y de actuar como un antioxidante soluble en lípidos. 
 
Los beneficios de salud de CoQ10 han conducido a una importancia comercial incrementada de este compuesto. 
CoQ10 se puede producir por síntesis química o mediante fermentación utilizando microorganismos. Estos 25 
microorganismos pueden ser productores naturales de CoQ10 que han sido mejorados para la producción de CoQ10 
mediante ingeniería genética, o pueden no producir de forma natural CoQ10, sino haber sido manipulados mediante 
ingeniería genética para ser capaces de sintetizarla. 
 
En bacterias, el anillo quinoide de ubiquinonas se deriva de corismato, un compuesto intermedio principal en la 30 
biosíntesis de compuestos aromáticos, 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 añadida 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 formación de pirofosfato de octaprenilo (C-40) a partir de pirofosfato de 
farnesilo (FPP – siglas en inglés, C-15) y cinco unidades IPP. La adición de esta molécula al anillo quinoide resulta 35 
en la formación de ubiquinona-8. En especies de Paracoccus y Rhodobacter, la decaprenil pirofosfato (DPP- siglas 
en inglés) sintasa cataliza la formación de DPP (C-50) a partir de FPP (C-15) y siete unidades IPP. La adición de 
DPP al anillo quinoide resulta entonces en la formación de ubiquinona-10 (CoQ10). 
 
En la naturaleza se conocen dos vías diferentes para la biosíntesis de IPP (Figura 1). La vía del mevalonato, como 40 
su nombre implica, utiliza mevalonato como compuesto intermedio principal y ha sido bien estudiada en eucariotas. 
Se pensó durante muchos años que la vía del mevalonato era la vía universal de la síntesis de IPP en la naturaleza. 
Sin embargo, en la última década se descubrió una segunda vía de la biosíntesis de IPP, la denominada vía del no 
mevalonato o la vía MEF (ya que tiene 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato como un compuesto intermedio). La vía del MEF 
ha demostrado hasta ahora existir en muchas eubacterias y en el compartimiento plástido de plantas superiores. 45 
 
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 inspección de la secuencia del genoma casi completada de R. 
sphaeroides, parece que esta bacteria utiliza exclusivamente la vía del MEF para la biosíntesis de iPP. Una 
evidencia adicional que sustenta el uso exclusivo de la vía del MEF en R. sphaeroides es el hallazgo de que una 50 
especie estrechamente relacionada, Rhodobacter capsulatus, utiliza sólo la vía del MEF para la biosíntesis de 
isoprenoides. 
 
El documento WO 02/26933 A1 describe métodos para aumentar la producción de CoQ10 en Rhodobacter 
sphaeroides, sobre-expresando unos pocos genes nativos y/o heterólogos que codifican algunas de las enzimas de 55 
la vía del MEF. Sin embargo, la sobre-expresión de estos genes resultó en sólo una mejora muy modesta en la 
producción de CoQ10. 
 
Tal como se ha mencionado arriba, algunas bacterias utilizan solamente la vía del mevalonato para la biosíntesis de 
IPP. Paracoccus zeaxanthinifaciens es un ejemplo de una bacteria de este tipo. En P. zeaxanthinifaciens, los genes 60 
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que codifican las cinco enzimas de la vía del mevalonato, más el gen que codifica la IPP isomerasa (véase la Figura 
1) están formando racimos juntos en una sola unidad de transcripción en el cromosoma, es decir, un operón 
denominado aquí en lo que sigue el operón mevalonato (mev) (Hümbelin et al., Gene 297, 129-139, 2002). 
 
Se ha encontrado ahora que la producción de isoprenoides, en particular CoQ10 puede aumentarse 5 
significativamente mediante la introducción de un operón mev mutado en un microorganismo que es por naturaleza 
deficiente en uno o más genes del operón mev, es decir, que utiliza de forma natural la vía del no mevalonato para la 
producción de isoprenoides, en donde se puede introducir el operón mev completo o uno o más genes de dicho 
operón mev que comprenden una o más mutaciones. La una o más mutaciones pueden ser, por ejemplo, en uno o 
en la totalidad de los siguientes genes: mvaA que codifica hidroximetilglutaril-CoA reductasa, idi que codifica 10 
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. 
 
Además de ello, se ha encontrado que la producción de isoprenoides, en particular CoQ10 puede ser adicionalmente 
incrementada mediante la introducción de una secuencia de ADN que codifica una proteína con una actividad de 15 
decaprenil difosfato sintasa en dicho microorganismo recombinante. 
 
Así, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción de isoprenoides de acuerdo con la 
reivindicación 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 20 
secuencia de polinucleótidos que comprende genes del operón mev de acuerdo con SEQ ID NO: 23, b. cultivar el 
microorganismo de la etapa (a) bajo condiciones que permitan la producción de isoprenoides. 
 
La mejora en la producción de isoprenoides se puede medir, por ejemplo, mediante una comparación de la 
producción en un microorganismo de tipo salvaje que no porta dichas secuencias de polinucleótidos, es decir, no 25 
utilizando la vía del mev, con el microorganismo que porta una secuencia de polinucleótidos tal como de la presente 
invención. 
 
En una realización, la presente invención está dirigida a una secuencia de polinucleótidos que se puede obtener de 
SEQ ID NO: 1 ó 2, es decir, que comprende genes del operón mev de tipo salvaje, o un fragmento del mismo, en 30 
donde el fragmento tiene la actividad de al menos uno de los genes del operón 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 polinucleótidos mutada se 
representa por SEQ ID NO: 23 o un fragmento de la misma, que conduce a un incremento, p. ej., en la producción de 35 
CoQ10 cuando está presente en un microorganismo. 
 
En un aspecto, la presente invención se refiere a una secuencia de ADN que comprende un operón mev que porta 
una mutación, estando representada dicha secuencia de ADN por SEQ ID NO:23. 
 40 
La expresión “producción mejorada de isoprenoides”, en particular producción 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 polinucleótido que comprende una o más mutaciones según se describe arriba, cuando 
se compara con el microorganismo respectivo que porta el polinucleótido de tipo salvaje respectivo. La producción de 
los isoprenoides se mide por métodos convencionales, p. ej. HPLC (véase el Ejemplo 2) y se puede expresar en mg/l 45 
o como mg/ml/DO600 (véase el Ejemplo 5). 
 
El operón mev completo o uno o más genes del mismo que portan una o más mutaciones puede, por ejemplo, ser 
sintetizado totalmente o puede ser aislado parcialmente y sintetizado. Un operón mev aislado o uno o más genes del 
mismo pueden proceder de cualquier microorganismo utilizando la vía del mevalonato, es decir, en donde uno o más 50 
genes incluidos dentro de dicho operón se producen de forma natural. Preferiblemente, el microorganismo pertenece 
al género Paracoccus,  más preferiblemente de Paracoccus zeaxanthinifaciens, tal como, p. ej., Parcoccus sp R114 
o P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588. Por la expresión anterior quedan también comprendidas variaciones alélicas y 
mutantes de la secuencia de ADN del operón que son totalmente funcionales. El operón mev completo de P. 
zeaxanthinifaciens ATCC 21588 se muestra en SEQ ID NO: 1, el operón mev completo de Paracoccus sp. R114 se 55 
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 Designación de Depósito de Patente PTA-3335 el 24 de abril 
de 2001. Con respecto a especies y cepas de Paracoccus que pueden utilizarse para la presente invención y para la 60 
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reclasificación taxonómica de Flavobacterium sp. como Paracoccus  se hace referencia al documento WO 
02/099095, páginas 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 operón mev de la presente invención porta una o más mutaciones que pueden estar localizadas en cualquier 5 
posición dentro del operón, lo que conduce a una alteración de la actividad de uno o más genes dentro de dicho 
operón, dando como resultado una producción mejorada de isoprenoides dentro de un microorganismo que porta un 
polinucleótido de este tipo. 
 
En una realización, el operón mev porta al menos una mutación que preferentemente está localizada en el gen hcs 10 
del operón mev, por ejemplo en el gen hcs del operón mev de Paracoccus zeaxanthinifaciens, p. ej. en el gen hcs del 
operón mev de Paracoccus sp. R114 o P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588. Más preferiblemente, el operón mev 
mutado, tal como se utiliza en la presente invención, se representa por SEQ ID NO: 23. Las secuencias del gen hcs 
de tipo salvaje y la respectiva proteína de Paracoccus sp. R114 se muestran en SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente. 
 15 
En una realización, la presente invención está dirigida a un polinucleótido que comprende una o más mutaciones en 
el gen hcs, preferiblemente un polinucleótido mostrado en SEQ ID NO: 5 que codifica una proteína que tiene 
hidroximetilglutaril-CoA sintasa mostrada en SEQ ID NO: 6, en donde una glutamina presente en la posición 90 en 
SEQ ID NO: 4 está reemplazada por una lisina. 
 20 
Así, es un objeto de la presente invención proporcionar una secuencia de polinucleótidos según se describe antes 
que comprende uno o más genes de operón mev, seleccionándose dicho polinucleótido del grupo que consiste en: 
 
(a)  polinucleótidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de acuerdo con 
SEQ ID NO: 6, 25 
(b) polinucleótidos que comprenden la secuencia de nucleótidos de acuerdo con SEQ ID NO: 5, 
(c) polinucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que codifican un fragmento o derivado de un 
polipéptido codificado por un polinucleótido (a) o (b), en donde en dicho derivado uno o más residuos aminoácido 
están sustituidos de forma conservativa en comparación con dicho polipéptido, y dicho fragmento o derivado tiene la 
actividad de hidroximetilglutaril-CoA sintasa (Hcs); 30 
(d) polinucleótidos, cuya cadena complementaria se hibrida bajo condiciones rigurosas a un polipéptido según 
se define en uno cualquiera de los apartados (a) a (c), y que codifica una proteína Hcs. 
 
Los polipéptidos y polinucleótidos de la presente invención se proporcionan preferiblemente en una forma aislada, y 
preferiblemente se purifican hasta homogeneidad. 35 
 
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 polinucleótido o polipéptido que se produce de forma natural, presente en un 
microorganismo vivo, no está aislado, pero el mismo polinucleótido o polipéptido, separado de algunos o de todos los 
materiales coexistentes en el sistema natural, está aislado. Polinucleótidos de este tipo podrían ser parte de un 40 
vector y/o polinucleótidos o polipéptidos de este tipo podrían ser parte de una composición y todavía ser aislados de 
manera que dicho vector o composición no es parte de su entorno natural. 
 
Un polinucleótido o ácido 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 está inmediatamente contiguo (uno en el extremo 45 
5’ y uno en el extremo 3’) en el genoma que se produce de forma natural del organismo del que se deriva. Así, en 
una realización, un ácido nucleico incluye alguna o la totalidad de la secuencias 5’ no codificantes (p. ej. promotoras) 
que son inmediatamente contiguas a la secuencia codificante. La expresión “polinucleótido aislado” incluye, por lo 
tanto, por ejemplo, un ADN recombinante que está incorporado en un vector, en un plásmido o virus de replicación 
autónoma o en el ADN genómico de un procariota o eucariota, o que existe en forma de una molécula separada (p. 50 
ej. un ADNc o un fragmento de ADN genómico producido mediante PCR o tratamiento con endonucleasa de 
restricción) independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen 
híbrido que codifica un polipéptido adicional que está esencialmente exento de material celular, material viral o medio 
de cultivo (cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante), o precursores químicos u otros productos 
químicos (cuando se sintetizan químicamente). Además de ello, un “fragmento de ácido nucleico aislado” es un 55 
fragmento de ácido nucleico que no se produce de forma natural en forma de un fragmento y que no se encontraría 
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 región codificante de un gen, y secuencias reguladoras. Además de 60 
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ello, un gen se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada tal como se define en esta memoria. Además de ello, 
se aprecia por parte de la persona experta que dentro de una población pueden existir polimorfismos de la secuencia 
de ADN que conducen a cambios en las secuencias de aminoácidos de proteínas. 
 
El operón mev mutado o uno o más genes del mismo según se describen antes y la secuencia de ADN que codifica 5 
una proteína con actividad de decaprenil difosfato sintasa se pueden introducir, por ejemplo, en un microorganismo 
del género Rhodobacter. 
 
Preferiblemente, el operón mev mutado o fragmentos del mismo de un microorganismo que pertenece al género 
Paracoccus se introduce en un microorganismo que pertenece al género Rhodobacter. Más preferiblemente, un 10 
polinucleótido que comprende una o más mutaciones en el gen que codifica hidroximetilglutaril-CoA sintasa se 
introduce en dicho microorganismo, y la más preferida es la introducción de una secuencia de polinucleótidos 
representada por SEQ ID NO: 23. 
 
En particular, microorganismos del género Rhodobacter se pueden utilizar para la introducción de un polinucleótido 15 
mutado tal como de la presente invención, tal como, por ejemplo, R. sphaeroides, R. adriaticus, R. capsulatus, R. 
sulfidophilus o R. veldkampii. Una cepa preferida es R. sphaeroides, incluso más preferida es R. sphaeroides ATCC 
35053. 
 
Ha de entenderse que los microorganismos tal como se nombran en esta memoria incluyen también sinónimos o 20 
basónimos de dichas especies que tienen las mismas propiedades físico-químicas según se define por el Código 
Internacional de Nomemclatura de Procariotas. 
 
La presente invención proporciona, además, microorganismos recombinantes que tienen introducido un 
polinucleótido tal como se describe arriba, que conduce a una producción mejorada de isoprenoides, particularmente 25 
ubiquinonas, preferiblemente CoQ10, en comparación con el respectivo microorganismo de tipo salvaje. 
 
 La secuencia de ADN que codifica una proteína con actividad de decaprenil difosfato sintasa se puede obtener, 
preferiblemente, a partir de un microorganismo del género Paracoccus, p. ej., P. zeaxanthinifaciens, en particular P. 
zeaxanthinifaciens ATCC 21588. La más preferida es una secuencia de nucleótidos según SEQ ID NO: 7 o un 30 
polinucleótido que codifica una proteína según SEQ ID NO: 8. 
 
Así, es un aspecto de esta invención proporcionar un procedimiento para la producción CoQ10, que comprende (1) 
introducir tanto un operón mevalonato (mev) como una secuencia de ADN que codifica una proteína con actividad de 
decaprenil difosfato sintasa de un microorganismo perteneciente al género Paracoccus en un microorganismo 35 
perteneciente al género Rhodobacter, en donde dicho operón mev porta una o más mutaciones y (2) cultivar la cepa 
de Rhodobacter modificada. 
 
La expresión “introducir en” se utiliza en la presente memoria descriptiva y reivindicaciones en relación con la 
transformación de un microorganismo u otro organismo hospedante, p. ej. del género Rhodobacter, de modo que 40 
comprenda cualquier método bien conocido por una persona experta en la técnica que pueda ser utilizado para 
incorporar eficazmente material genético, en particular el operón mevalonato mutado o uno o más genes del mismo 
en el organismo hospedante, es decir, de una manera que sea expresado por el organismo. La introducción se 
puede efectuar, p. ej., mediante vectores, preferiblemente plásmidos de expresión o mediante integración en el 
genoma del hospedante de acuerdo con métodos convencionales. Un método preferido es la introducción de genes 45 
a través de plásmidos tales como, por ejemplo, genes que se clonan en el plásmido de expresión pBBR-K-PcrtE (la 
construcción de este plásmido ha sido descrita en detalle en el Ejemplo 6, página 91, líneas 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 plásmido de expresión en un microorganismo del género Rhodobacter es la transferencia conjugada de 
plásmidos tal como, por ejemplo, la transferencia conjugacional de un plásmido de E. coli S17-1 a una cepa de 50 
Rhodobacter (Nishimura et al., Nucl. Acids Res. 18, 6169, 1990; Simon et al., Bio/Technology 1983, 784-91). 
 
La o las mutaciones del operón mev o uno o más 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 explicación específica. Métodos de mutagénesis adicionales que también pueden utilizarse 55 
para los fines de la presente invención y que son conocidos por la persona experta incluyen, por ejemplo, irradiación 
UV, transposición o mutagénesis química. El método de rastreo para la identificación de mutantes que muestran una 
productividad incrementada de isoprenoides, p. ej. CoQ10, se puede seleccionar, por ejemplo, de la medición directa 
de isopreonoides, p. ej. CoQ10, mediante luz UV, HPLC, RMN o cromatografía de capa fina. La producción de 
isoprenoides, p. ej. CoQ10, también se puede medir indirectamente, midiendo un incremento en la intensidad del 60 
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color carotenoide, que le resulta familiar a una persona experta en la técnica. 
El hospedante transformado con el operón mev mutado o uno o más genes del mismo tal como de la presente 
invención se puede cultivar de acuerdo con métodos conocidos, a saber en un medio que contiene, por ejemplo, 
fuentes de carbono y nitrógeno, sales inorgánicas, etc., que pueden ser asimiladas por el hospedante y bajo 
condiciones de temperatura, pH y ventilación adecuadas para un crecimiento y expresión eficaces del producto 5 
deseado, en particular CoQ10. 
 
El aislamiento a partir del caldo de fermentación y/o el transformante, es decir, el microorganismo en el que se ha 
introducido el operón mevalonato mutado de un microorganismo perteneciente, p. ej., al género Paracoccus y, 
opcionalmente, la purificación y el procesamiento ulterior del isoprenoide obtenido, en particular CoQ10, incluidas, 10 
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 nutrición de los animales, sin embargo, 
puede no ser necesaria una purificación específica. En este caso, los isoprenoides producidos tales como CoQ10, 
junto con la biomasa y/u otros componentes del caldo de fermentación, se pueden procesar ulteriormente para 
proporcionar un producto comercialmente atractivo. 15 
 
El procedimiento de la presente invención resulta en rendimientos de isoprenoides más elevados tales como, por 
ejemplo, CoQ10. El incremento puede ser, por ejemplo, de al menos aproximadamente el 10% en comparación 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 operón mev de tipo salvaje de, p. ej., una cepa de 20 
Paracoccus. 
 
La Figura 1 representa la vía para la biosíntesis de CoQ10 en R. sphaeroides, la cual utiliza la vía del MEF para la 
formación de IPP. La región enmarcada indica la secuencia de reacción que comprende la vía del mevalonato (que 
conduce a la formación de IPP), más la etapa de IPP isomerasa. La vía del mevalonato no se produce de forma 25 
natural en R. sphaeroides. En P. zeaxanthinifaciens, los genes que codifican las cinco enzimas de la vía del 
mevalonato más IPP isomerasa forman un operón denominado aquí en lo que sigue el operón mevalonato. 
 
Los siguientes Ejemplos ilustran la invención sin restringirla de modo alguno. 
 30 
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 utilizó como el hospedante base para la construcción de cepas recombinantes con producción mejorada 
de CoQ10. Todas las cepas de R. sphaeroides se desarrollaron a 30ºC en medio RS100. La composición y 35 
preparación de medio RS100 se resume en la Tabla 1. Cincuenta mg/l de canamicina se añadieron al medio para el 
desarrollo de las cepas recombinantes. Cepas de E. coli se desarrollaron a 37ºC en medio LB (Becton Dickinson, 
Sparks, MD, EE.UU.). Para el mantenimiento de plásmidos en cepas de E. coli recombinantes se añadieron al medio 
de cultivo ampicilina (100 mg/l) y/o canamicina (25-50 mg/l, dependiendo del plásmido). Cultivos líquidos de E. coli  y 
 R. sphaeroides se desarrollaron de forma rutinaria en condiciones aerobias en un agitador rotatorio a 200 rpm. 40 
Cuando se requerían medios sólidos, se añadió agar (concentración final de 1,5%). 
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Tabla 1. Composición y preparación de medio RS100 

 
Medio RS100 
Componente Cantidad (por litro de agua destilada) 
Extracto de levaduras 10 g 
Peptona 10 g 
NaCl 0,5 g 
MgSO4 · 7 H2O 0,5 g 
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 filtración a través de una membrana de 0,22 micras. Se 
añaden dos ml de cada uno de disolución estéril de microelementos y disolución estéril de CaFe (véase más abajo) 
para dar el medio RS100 final. Para el medio sólido, los componentes 1-5 más 15 g de agar se mezclan primero 
juntos y se someten a autoclave. Después de enfriar el medio hasta aproximadamente 60ºC, se añaden 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.   
  
Disolución de microelementos 
Componente Cantidad por litro de agua destilada 
(NH4)2Fe(SO4)2 · 6 H2O 80 g 
ZnSO4 · 7 H2O 6 g 
MnSO4 · H2O 2 g 
NiSO4 · 6 H2O 0,2 g 
EDTA 6 g 
- Esterilizar mediante filtración a través de una membrana de 0,22 micras, almacenar a 4ºC. 
 
Disolución de café 
Componente Cantidad por litro de agua destilada 
CaCl2 · 2 H2O 75 g 
FeCl3 · 6 H2O 5 g 
HCl (al 37%) 3,75 ml 
- Esterilizar mediante filtración a través de una membrana de 0,22 micras, almacenar a 4ºC. 

  
Ejemplo 2: Ensayo analítico para CoQ10 5 
 
400 µl de caldo de cultivo completo (véase el Ejemplo 5) se transfirieron a un tubo de centrífuga de polipropileno de 
15 ml desechable. Se añadieron 4 ml de disolución de extracción 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 extracción. Finalmente, las muestras se centrifugaron y los sobrenadantes se transfirieron a viales de 10 
vidrio ámbar para el análisis mediante HPLC de fase inversa. Este método se desarrolló para la determinación 
simultánea de ubiquinonas y sus correspondientes hidroquinonas, con una clara separación de CoQ10 a partir de los 
carotenoides fitoeno, esferoidenona, esferoideno y neurosporeno. La cromatografía se realizó utilizando un sistema 
Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, EE.UU.), equipado con un dispositivo automático para la toma de 
muestras, controlado en temperatura, y un detector de la disposición de diodos. Los parámetros del método eran 15 
como sigue: 
 
Columna   columna YMC Carotenoid C30 
    3 micras, acero, 150 mm x 3,0 mm D.I. 
    (YMC, parte Nº. CT99S031503QT) 20 
 
Columna de protección Security Guard C18 (ODS, octadecilo) 
    4 mm de longitud x 3,0 mm D.I. 
    (Phenomenex, Parte Nº AJO-4287) 
 25 
Presión típica de la columna 60 bar al comienzo 
 
Caudal    0,5 ml/min 
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Fase móvil   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 5 
    22  60 15 25 
    25  60 15 25 
 
Tiempo de arranque  4 min 
 10 
Volumen de inyección  10 µl 
 
Temperatura de la columna 15ºC 
 
Detección   Se utilizaron tres longitudes de onda para la detección de compuestos 15 

específicos de acuerdo con la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Tiempos de retención por HPLC y longitudes de onda utilizados 
 
Compuesto Longitud de onda (nm) Tiempos de retención (min) 
Fitoeno 280 7,9 
Ubiquinol-10 210 11,3 
CoQ10 210 12,6 
Esferoidenona (isómeros 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 
 20 
Cálculos:   Los cálculos se basaron en áreas de pico 
 
Ejemplo 3: Clonación del operón mev mutado a partir de P. zeaxanthinifaciens 
 
Construcción de plásmidos pBBR-K-mev-op-wt y pBBR-K-mev-op-R114 25 
 
La construcción del plásmido pBBR-K-mev-op-up-4 (plásmido que contiene los primeros 4 genes del operón 
mevalonato) se describen en detalle en el Ejemplo 13 (página 105, línea 10 a página 106, línea 8) del documento 
WO 02/099095. 
 30 
Utilizando ADN genómico 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 operón mev de 
P. zeaxanthinifaciens desde el nucleótido 3321 a 3340 de SEQ ID NO: 2, mientras que el cebador mvd-9000 
corresponde al complemento inverso de la secuencia desde los nucleótidos 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 35 
resultado el plásmido TOPO-pCR2.1-mev-op-d-3wt. Así, este plásmido contiene la mitad situada aguas abajo del 
operón mevalonato, incluido el extremo 3’ de hcs y los últimos tres genes, mvk, pmk  y mvd. 
 
Los plásmidos pBBR-K-mev-op-up-4 y TOPO-pCR2.1-mev-op-d-3wt se digieren con las endonucleasas de 
restricción SacI y NdeI, y el fragmento de 3319 pb resultante de TOPO-pCR2.1-mev-op-d-3wt se liga con el 40 
fragmento de 8027 pb procedente de pBBR-K-mev-op-up-4. El plásmido resultante, pBBR-K-mev-op-R114, contiene 
el operón mevalontao completo procedente de P. zeaxanthinifaciens R114, incluido su promotor (putativo). 
 
Construcción de los plásmidos pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-crtE y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-crtE 
 45 
La construcción del plásmido pBBR-K-PcrtE-crtE se describe en detalle en el Ejemplo 6 (página 92, líneas 10-17) del 
documento WO 02/099095. El plásmido pBBR-K-PcrtE-crtE se cortó con NaeI, y el fragmento de 1,33 kb se aisló e 
insertó en el sitio Ecl136II de pBBR-K-mev-op-up-4. Se verificó la orientación del inserto, y el plásmido que portaba el 
gen crtE en la misma orientación que los genes del operón mevalonato se designó pBBR-K-mev-op-up-4-PcrtE-crtE-
2. 50 
 
El plásmido pBBR-K-mev-op-up-4-PcrtE-crtE-2 se cortó con SphI y SpeI y se aisló el fragmento de 5566 pb 
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resultante que contenía el gen crtE. Este fragmento se ligó con el fragmento SphI-SpeI de 7132 pb obtenido después 
de una digestión por restricción de pBBR-K-mev-op-wt o pBBR-K-mev-op-R114, utilizando las mismas enzimas, 
resultando en el plásmido pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-crtE y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-crtE, respectivamente. 
 
Construcción de los plásmidos pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-ddsAwt y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-ddsAwt  5 
 
La construcción del plásmido pBBR-K-PcrtE se describe en detalle en el Ejemplo 6 (página 91, líneas 12-27) del 
documento WO 02/099095. 
 
El gen ddsA de la cepa ATCC 21588 de P. zeaxanthinifaciens (designada ddsAwt) se amplificó mediante PCR 10 
(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 clonó en pCR2.1-TOPO (invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) para 
dar como resultado el plásmido TOPO-ddsAwt. 
 
El plasmido TOPO-ddsAwt se cortó con NdeI y BamHI, y el fragmento de 1005 pb obtenido, que contenía el gen 15 
ddsA, se clonó en el plásmido pBBR-K-PcrtE cortado con NdeI y BamHI, dando como resultado el plásmido pBBR-K-
PcrtE-ddsAwt. Se eliminó un sitio de reconocimiento para la endonucleasa EcoRI dentro del gen ddsA introduciendo 
una mutación silenciosa con el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange XL (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) 
utilizando los oligonucleótidos dds-R-1 (SEQ ID NO: 13) y dds-R-2 (SEQ ID NO: 14). El plásmido pBBR-K-PcrtE-
ddsAwt-R resultante se cortó con EcoRI y MamI, y el fragmento de 1278 pb que contenía el gen ddsA se insertó en 20 
TOPO-ddsAwt, cortado con EcoRI y EcoRV, dando como resultado el plásmido pCR2.1-TOPO-ddsAwt-R. Este 
plásmido se cortó con CelII y XbaI, y el fragmento de 1211 pb obtenido que contenía el gen ddsA se ligó con un 
fragmento de restricción de 11,6 kb obtenido de la digestión de pBBR-K-mev-op-wt-PcrtE-crtE y pBBR-K-mev-op-
R114-PcrtE-crtE, respectivamente, con CelII y BlnI. Los plásmidos resultantes se denominaron pBBR-K-mev-op-wt-
PcrtE-ddsAwt y pBBR-K-mev-op-R114-PcrtE-ddsAwt, respectivamente. 25 
 
Construcción del plásmido pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsAwt  
 
El plásmido pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsAwt 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 30 
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 mutación A deseada en lugar de C en la posición 2949 de SEQ ID NO: 
23, correspondiente a la posición 268 de SEQ ID NO: 4. La primera reacción de mutagénesis se ajusta como sigue 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 5 µl de tampón de reacción 10x, 10 ng de ADN de plásmido pBBR-
K-mev-op-wt-PcrtE-ddsAwt, 125 ng del cebador mut4-89-1-fw, 125 ng de mut4-89-1-rev, 1 µl de mezcla de dNTP, 3 µl 35 
de QuikSolution y 2,5 U de ADN polimerasa Pfu Turbo se mezclan en un volumen final de 50 µl. La ciclación se lleva 
a cabo utilizando los siguientes parámetros: 1 ciclo: 95ºC durante 1 min; 18 ciclos: 95ºC durante 50 s, 60ºC durante 
50 s, 68ºC durante 30 min; 1 ciclo: 68ºC durante 7 min. Después de enfriar la mezcla de reacción hasta 37ºC, se 
añaden 10 U de la endonucleasa de restricción DpnI, y la reacción se incuba a 37ºC durante 2 horas. Células de 
Escherichia coli XL10-Gold Ultracompetent (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) se transforman con el ADN tratado 40 
con DpnI de acuerdo con el protocolo del fabricante. 
 
El plásmido pBBR-K-mev-op-4-89-1-PcrtE-ddsAwt resultante se aísla 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 mutación deseada C en lugar de T en la posición 6948 de SEQ ID 45 
NO: 23. La mutagénesis se lleva a cabo como se describe anteriormente. El plásmido pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-
ddsAwt obtenido se aisló y secuenció en Microsynth GmbH (Balgach, Suiza). La secuencia completa del operón mev 
mutado se representa en la SEQ ID NO: 23, que comprende los siguientes genes: mvaA (que codifica la 
hidroximetilglutaril-CoA reductasa) en la posición 617 a 1639, idi (que codifica la isopentenil difosfato isomerasa) en 
la posición 1636 a 2685, hcs (que codifica la hidroximetilglutaril-CoA sintasa) en la posición 2682 a 3848, mvk (que 50 
codifica la mevalonato quinasa) en la posición 3829 a 4965, pmk (que codifica la fosfomevalonato quinasa) en la 
posición 4965 a 5882 y mvd (que codifica la difosfomevalonato descarboxilasa) en la posición 5875 a 6873. 
 
Ejemplo 4: Introducción del operón mev mutado en R. sphaeroides ATCC 35053  
 55 
La transformación de E. coli S17-1 (Simon et al., Bio/Technology 11, 784-791, 1983) con plásmidos que portan el 
operón mev mutado y la subsiguiente transferencia de plásmidos de E. coli S17-1 a R. sphaeroides ATCC 35053 
mediante conjugación, se realizaron utilizando procesos convencionales (Nishimuira et al.,  Nucl. Acids Res. 18, 
6169, 1990; Simon et al., Bio/Technology 1983, 784-91). 
 60 
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Un mutante de R. sphaeroides ATCC 35053 resistente a rifampicina, espontáneo, se aisló primero desarrollando la 
cepa ATCC 35053 en medio líquido RS100 suplementado con 100 mg/l de rifampicina, extendiendo las células en 
placas de RS100 que contenían 100 mg/l de rifampicina y aislando una colonia individual. Para la conjugación, se 
sedimentaron mediante centrifugación partes alícuotas de un mililitro de cultivos de las células receptoras (R. 
sphaeroides ATCC 35053 resistente a rifampicina) desarrolladas en medio RS100 que contenía 100 mg/l de 5 
rifampicina y las células donantes (E. coli S17-1 que portan el plásmido a transferir, desarrolladas en caldo LB que 
contenía 50 mg/l de canamicina). El sobrenadante se desechó y las células se lavaron dos veces con medio RS100 
reciente para separar los antibióticos. Cada uno de los sedimentos se resuspendió 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 centrifugación, se resuspendieron en 0,03 ml de medio RS100 reciente y se esparcieron sobre una placa 10 
de RS100. Después de incubación durante una noche a 30ºC, las células fueron recolectadas con un asa de 
inoculación y se resuspendieron en 0,3 ml de medio RS100. Diluciones de esta suspensión se esparcieron sobre 
placas de RS100 que contenían 100 mg/l de rifampicina y 50 mg/l de canamicina y se incubaron a 30ºC. Las 
colonias (células putativas transformadas de R. sphaeroides ATCC 35053) se recogieron de las placas, se 
desarrollaron en medio líquido RS100 que contenía 50 mg/l de canamicina y se sometió a ensayo la presencia del 15 
plásmido en una reacción de PCR con una temperatura de re-asociación de 56ºC 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) 20 
 
Clones positivos se extendieron sobre placas de RS100 que contenían 50 mg/l de canamicina para obtener colonias 
individuales. Una colonia individual procedente de cada uno de los clones se desarrolló de nuevo en medio líquido 
RS100 que contenía 50 mg/l de canamicina, y la presencia del plásmido esperado se confirmó mediante PCR según 
se describe arriba. La cepa recombinante resultante se denominó ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsAwt. 25 
 
Ejemplo 5: Producción 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-ddsAwt, y ATCC 35053/pBBR-
K-mev-op-4-89-PcrtE-ddsAwt se desarrollaron en cultivos en matraces agitados en medio RS100. Los cultivos que 30 
contenían la R. sphaeroides recombinante contenían 50 mg/l de canamicina. Cultivos de veinticinco mililitros se 
desarrollaron a 30ºC en matraces Erlenmeyer con deflectores de 250 ml con agitación a 200 rpm. Para someter a 
ensayo la producción de CoQ10, se utilizaron cultivos patrón 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 volúmenes adecuados de los cultivos para inocular los matraces experimentales de modo 35 
que la densidad óptica inicial a 660 nanómetros (DO660) era 0,16. Se tomaron asépticamente muestras de dos 
mililitros a intervalos de 24 horas. Los análisis incluían el desarrollo (medido como DO660), pH, glucosa, en el 
sobrenadante del cultivo y CoQ10 y carotenoides (determinados mediante HPLC) según se describe en el Ejemplo 2. 
Los resultados se resumen en la Tabla 3. Estos resultados demuestran claramente que la expresión del operón 
mevalonato mutado clonado procedente de P. zeaxanthinifaciens mejoraba significativamente la producción de 40 
CoQ10 en R. sphaeroides. 
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Tabla 3. Producción de CoQ10 en cepas ATCC 35053 de R. sphaeroides transformadas 
 
 CoQ10 
Cepa Tiempo (h) mg/l Formación específica 1 
ATCC 35053 24 34,4 1,2 
ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114-
PcrtE-ddsAwt 

24 49,5 2,1 

ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89-
PcrtE-ddsAwt 

24 57,7 2,3 

ATCC 35053 48 56,0 2,0 
ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114-
PcrtE-ddsAwt 

48 128,4 3,8 

ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89-
PcrtE-ddsAwt 

48 148,9 4,4 

ATCC 35053 72 62,3 2,2 
ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-R114-
PcrtE-ddsAwt 

72 150,3 4,6 

ATCC 35053/pBBR-K-mev-op-4-89-
PcrtE-ddsAwt 

72 166,4 5,0 

 

1La formación específica se expresa como mg/l de CoQ10 producida/DO660. 5 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> DSM IP Assets B.V. 
 
<120> Producción de isoprenoides 5 
 
<130> Case 22259 
 
<160> 23 
 10 
<170> PatentIn version 3.2 
 
<210> 1 
<211> 7096 
<212> ADN 15 
<213> Paracoccus zeaxanthinifacines ATCC 21588 
 
<400> 1 
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14 
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<210> 2 
<211> 7096 
<212> ADN 
<213> Paracoccus sp. R114 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 1167 
<212> ADN 
<213> Paracoccus sp. R114 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 388 
<212> PRT 
<213> Paracoccus sp. R114 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1167 
<212> ADN 
<213> Paracoccus sp. R114 
 
<400> 5 
 

 
 
<210> 6 
<211> 388 
<212> PRT 
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<213> Paracoccus sp. R114 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 1002 
<212> ADN 
<213> Paracoccus zeaxanthinifaciens ATCC 21588 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 333 
<212> PRT 
<213> Paracoccus zeaxanthinifaciens ATCC 21588 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 9 
gcgctggtcg aggcgtggaa    20 5 
 
<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 10 15 
cgtcagcgtg gcgggcaagt    20 
 
<210> 11 
<211> 30 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 
 25 
<400> 11 
aaggcctcat atgaacgtgc aggaagacgt   30 
 
<210> 12 
<211> 28 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 35 
 
<400> 12 
cgggatcctc aggcgatgcg ttcgacca   28 
 
<210> 13 40 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  45 
<223> Cebador 
 
<400> 13 
ggccgcgacg gtcgattca tccacaccgc g   31 
 50 
<210> 14 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 55 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 14 
cgcggtgtgg atgaactcga ccgtcgcggc c  31 60 
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<210> 15 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 15 
agagcgggat cgacaagtcg aaggccg   27 10 
 
<210> 16 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 16 20 
cggccttcga cttgtcgatc ccgctct   27 
 
<210> 17 
<211> 26 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 
 30 
<400> 17 
gtgcttgagt tgccgcgtga ctgcgg   26 
 
 
<210> 18 35 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  40 
<223> Cebador 
 
<400> 18 
ccgcagtcac gcggcaactc aagcac   26 
 45 
<210> 19 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 50 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 19 
cgtcaattat tacctccacg    20 55 
 
<210> 20 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 60 
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<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 20 
ggccatgccc gtgacgcgat    20 5 
 
<210> 21 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 21 15 
gagttcttct gagcgggact    20 
 
<210> 22 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 
 25 
<400> 22 
ccgacatagt tcttctcgta    20 
 
<210> 23 
<211> 7096 30 
<212> ADN 
<213> Paracoccus sp. R114 
 
<400> 23 
 35 
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REIVINDICACIONES 
 
1.- Un procedimiento para la producción 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 polinucleótidos que 5 
comprende genes del operón mev de acuerdo con SEQ ID NO: 23, 

b. cultivar el microorganismo de la etapa (a) bajo condiciones que permiten la producción de isoprenoides. 
 
2.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 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. 10 
 
3.- El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, en el que el microorganismo en el que se introduce el 
polinucleótido es Rhodobacter sphaeroides. 
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