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DESCRIPCION

Procedimiento de produccion de alfa-santaleno

Campo técnico

La presente invencién proporciona un procedimiento de produccion de a-santaleno, comprendiendo dicho
procedimiento poner en contacto al menos un polipéptido con farnesil pirofosfato (FPP). En particular, dicho
procedimiento puede llevarse a cabo in vitro o in vivo para producir a-santaleno, un compuesto muy util en los campos
de la perfumeria y los aromatizantes. La presente invencion también proporciona la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido util en el procedimiento de la invencion. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de la invencion y un
vector de expresion que contiene dicho acido nucleico también son parte de la presente invencion. Un organismo
huésped no humano o una célula transformada para usarse en el procedimiento de producir a-santaleno también son
un objeto de la presente invencion.

Técnica anterior

Los terpenos se encuentran en la mayoria de los organismos (microorganismos, animales y vegetales). Estos
compuestos se componen de cinco unidades de carbono llamadas unidades de isopreno y se clasifican por el nimero
de estas unidades presentes en su estructura. Por lo tanto los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos son
terpenos que contienen 10, 15 y 20 atomos de carbono respectivamente. Los sesquiterpenos, por ejemplo, se
encuentran ampliamente en el reino vegetal. Muchas moléculas de sesquiterpeno se conocen por sus propiedades
saporiferas y de fragancia y sus efectos cosméticos, medicinales y antimicrobianos. Se han identificado mas de 300
hidrocarburos de sesquiterpenos y 3000 sesquiterpenoides y se identifican muchas estructuras nuevas cada afio. Se
usan como fuente de terpenos extractos vegetales obtenidos por diferentes medios tales como destilacion por vapor o
extraccion de disolvente. Las moléculas de terpeno se usan con frecuencia tal cual, pero en algunos casos se usan
reacciones quimicas para transformar los terpenos en otras moléculas de alto valor.

La produccion biosintética de terpenos implica enzimas llamadas terpeno sintasas. Hay practicamente una infinitud de
sesquiterpenos sintasas presentes en el reino vegetal, que usan todas el mismo sustrato (farnesil pirofosfato, FPP) pero
que tienen diferentes perfiles de producto. Se han clonado genes y ADNc que codifican sesquiterpeno sintasas y se
han caracterizado las enzimas recombinantes correspondientes. La biosintesis de terpenos en plantas y otros
organismos se ha estudiado exhaustivamente y no se detalla adicionalmente en el presente documento, pero se hace
referencia a Dewick, Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 181-222, que revisa el estado de la técnica de las rutas biosintéticas
del terpeno.

o-santaleno es una molécula de sesquiterpeno de origen natural. El ismero (+) puede usarse como material de
partida para la sintesis quimica o la biosintesis de (Z)-(+)-a-santalol, que es un constituyente importante del aceite de
sandalo. El aceite de sandalo es un ingrediente de perfumeria importante obtenido por destilacion del duramen de
especies de Santalum. El sandalo también se usa en gran medida para inciensos y medicina tradicional. El aceite
contiene 90% de alcoholes de sesquiterpeno. (Z)-(+)-a-santalol y (Z)-(-)-B-santalol representan los constituyentes
principales (respectivamente 45-47% y 20-30%) y son principalmente responsables del olor balsamico y de madera
dulce tipico del aceite de sandalo. Otros constituyentes tales como epi-p-santalol y trans-a-bergamotol también estan
presentes y pueden contribuir a la importancia del sandalo.

En general, el precio y disponibilidad de extractos naturales vegetales depende de la abundancia, produccion de
aceite y origen geografico de las plantas. Ademas, la disponibilidad y calidad de los extractos naturales depende en
gran medida del clima y otras condiciones locales que conducen a variabilidad de un afio a otro, haciendo el uso de
dichos ingredientes en perfumeria de alta calidad muy dificil o incluso imposible algunos afios. Debido a la
sobreexplotacion de los recursos naturales, dificultades de cultivo, crecimiento lento de las plantas de Santalum, la
disponibilidad de materia prima de sandalo se ha reducido drasticamente durante las Ultimas décadas. Por lo tanto, seria
una ventaja proporcionar una fuente de (Z)-(+)-a-santalol, que esté menos sujeta a fluctuaciones de disponibilidad y
calidad. No esta disponible hasta la fecha una sintesis quimica de los constituyentes de sesquiterpeno de sandalo.
Seria por lo tanto de gran interés una ruta bioquimica que condujera a la sintesis de (+)-a-santaleno, que podria
después usarse para producir (Z)-(+)-a-santalol. Dada la dificultad para controlar la produccién de sesquiterpeno en
especies de Santalum, se han buscado fuentes vegetales alternativas.

El sesquiterpeno de tipo santalano, y particularmente sesquiterpenos con el esqueleto de a-santalano, se ha
identificado en varias especies vegetales. Se ha indicado que Clausena lansium, una planta de la familia Rutaceae
contiene grandes cantidades de sesquiterpenos de santalano en las hojas. Zhao y colaboradores (Zhao y col, Z.
Naturforsch, 2004, 59c, 153-156) han analizado las hojas de C. lansium de China y han detectado la presencia de a-
santalol y B-santalol. El analisis de las hojas de C. lansium de Cuba ha revelado la presencia de (Z)-a-santalol, epi-f-
santalol, (Z)-B-santalol y (E)-B-santalol (Pino y col., J. Essent. Oil Res., 2006, 18, 139-141). Sorprendentemente el
analisis de diferentes partes de C. lansium de origen tailandés no mostré la presencia de sesquiterpenos con
esqueletos de santalano (Chokeprasert y col, Journal of Food Composition and Analysis, 2007, 20(1), 52-56).
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Una sesquiterpeno sintasa capaz de sintetizar al menos un sesquiterpeno biciclico y/o ftriciclico que tiene un
esqueleto de carbono de santalano, el acido nucleico correspondiente y un procedimiento de produccion de dichos
compuestos que tienen un esqueleto de carbono de santalano, se desvelan en la solicitud de patente Internacional
WO 2006/134523. Se citan (+)-epi-B-santaleno, (-)-B-santaleno, (+)-B-santaleno, (+)-oa-santaleno y (-)-oa-santaleno
como ejemplos de compuestos que tienen un esqueleto de carbono de santalano. No obstante, la sesquiterpeno
sintasa proporcionada en los ejemplos no produce a-santaleno. Solamente se produce epi-pB-santaleno. Las
propiedades de este compuesto son muy diferentes de las del a-santaleno. En particular, epi-B-santaleno no es de
interés en la sintesis de (Z)-(+)-o-santalol. Ademas, la sesquiterpeno sintasa desvelada en el documento WO
2006/134523 comparte solamente el 37% de identidad con la secuencia de la invencion.

También se han encontrado terpenos sintasas que tienen un cierto porcentaje de identidad de secuencia con la
secuencia de la a-santaleno sintasa de la presente invencion en las bases de datos de secuencias. No obstante, el
porcentaje de identidad entre las sesquiterpeno sintasas conocidas y el polipéptido de la invencidon es muy bajo. La
secuencia proteica mas cercana a la (+)-a-santaleno sintasa de la invencion es una (E)-B-farneseno sintasa de Citrus
junos (N° de referencia del NCBI AAK54279; Maruyama y col, Biol. Pharm. Bull.,, 2001, 24(10), 1171-1175) que
comparte del 67 al 68% de identidad de secuencia de aminoacidos con la a-santaleno sintasa de la invencion.

Ademas de la diferencia entre las secuencias en si mismas, también debe indicarse que la estructura y las
propiedades de los productos sintetizados por la enzima anteriormente mencionada son muy diferentes de las de a-
santaleno. En particular (E)-pB-farneseno no es adecuado como un material de partida para la sintesis de (Z)-(+)-o-
santalol, que es un ingrediente muy util en el campo de la perfumeria.

Se desvela una a-santaleno sintasa en el documento WO 2008/142318. Este documento no se ha publicado a la
fecha de la presente solicitud de prioridad. Describe una enzima capaz de catalizar la transformacién de Z,Z-farnesil
pirofosfato a a-santaleno. Por lo tanto la reaccién catalizada por la enzima de la técnica anterior es diferente de la
catalizada por la sintasa de la presente invencion, que comienza a partir de E,E-farnesil pirofosfato. Ademas, la a-
santaleno sintasa de la invencion comparte solamente el 23,8% de identidad de secuencia con la descrita en el
documento WO 2008/142318.

A pesar de estudios exhaustivos de la ciclacion de terpenos, el aislamiento y caracterizacion de las terpeno sintasas
es aun dificil, particularmente en plantas, debido a su baja abundancia, sus patrones de expresion con frecuencia
transitorios, y la complejidad de purificarlas a partir de las mezclas de resinas y compuestos fendlicos en tejidos en
los que se expresan.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar procedimientos para preparar (+)-a-santaleno de una manera
econdmica, como se ha indicado anteriormente. En consecuencia, la presente invencion tiene el objetivo de producir
(+)-a-santaleno teniendo a la vez pocos residuos, un procedimiento mas eficaz con respecto a energia y recursos y
reduciendo a la vez la dependencia de combustibles fosiles. Es un objetivo adicional proporcionar enzimas capaces
de sintetizar a-santaleno, que sea util como ingrediente de perfumeria y/o aroma.

Abreviaturas Usadas

pb par de bases

kb kilobase

BSA albumina de suero bovino
DMAPP dimetilalil difosfato

ADN acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

dT desoxi timina

dNTP desoxi nucleétido trifosfato

DTT ditiotreitol

FPP farnesil pirofosfato

CG cromatografia gaseosa

idi isopentenil difosfato isomerasa
IPP isopentenil difosfato

IPTG isopropil-D-tiogalacto-pirandsido
LB caldo de lisogenia

MOPSO acido 3-(N-morfolino)-2-hidroxipropanosulfénico
EM espectrometria de masas
mvaK1 mevalonato quinasa

mvaKk2 mevalonato difosfato quinasa
RMN resonancia magnética nuclear
PCR reaccion en cadena de la polimerasa



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2410906 T3

RMCE Intercambio de casetes mediado por recombinasa
3'-/5-RACE amplificacion rapida de extremos 3’y 5° de ADNc
ARN acido ribonucleico

ARNmM acido ribonucleico mensajero

Descripcion de la invenciéon

La presente invencién proporciona un procedimiento para producir de forma biosintética a-santaleno de una manera
econodmica, fiable y reproducible.

Una “sesquiterpeno sintasa” o un “polipéptido que tiene una actividad sesquiterpeno sintasa”, se entiende en el
presente documento como un polipéptido capaz de catalizar la sintesis de una molécula de sesquiterpeno o de una
mezcla de moléculas de sesquiterpeno del precursor de terpeno aciclico FPP.

Como una “a-santaleno sintasa” o como un “polipéptido que tiene una actividad o-santaleno sintasa”, los inventores
entienden en el presente documento un polipéptido capaz de catalizar la sintesis de a-santaleno, en forma de
cualquiera de sus estereoisdbmeros o una mezcla de los mismos, comenzando a partir de FPP. o-santaleno puede ser
el Unico producto o puede ser parte de una mezcla de sesquiterpenos.

Como una “(+)-a-santaleno sintasa” o como un “polipéptido que tiene una actividad (+)-a-santaleno sintasa” los
inventores entienden en el presente documento capaz de catalizar la sintesis de (+)-a-santaleno comenzando a partir
de FPP. (+)-a-santaleno puede ser el Unico producto o puede ser parte de una mezcla de sesquiterpenos. La (+)-a-
santaleno sintasa es un ejemplo particular de a-santaleno sintasa.

La capacidad de un polipéptido para catalizar la sintesis de un sesquiterpeno particular (por ejemplo (+)-a-santaleno)
puede confirmarse de forma sencilla realizando el ensayo enzimatico como se detalla en el Ejemplo 4.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, FPP esta en la forma de (2E,6E)-FPP.

De acuerdo con la presente invencion, se pretende que los polipéptidos también incluyan polipéptido truncados
siempre que mantengan su actividad sesquiterpeno sintasa como se define en cualquiera de las realizaciones
anteriores y que compartan al menos el porcentaje de identidad definido con el correspondiente fragmento de SEC
ID N°: 1.

Como se pretende posteriormente en el presente documento, “una secuencia de nucleétidos obtenida modificando
SEC ID N°: 2” abarca cualquier secuencia que se haya obtenido cambiando la secuencia de SEC ID N°: 2 usando
cualquier procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, introduciendo cualquier tipo de mutacion tal como
mutaciones de delecion, insercion o sustitucion. Se citan ejemplos de dichos procedimientos en la parte de la
descripcion relativa a los polipéptidos variantes y los procedimientos para prepararlos.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias peptidicas o nucleotidicas esta en funcién del ndmero de
aminoacidos o restos de nucledtidos que son idénticos en las dos secuencias cuando se ha generado un
alineamiento de estas dos secuencias. Los restos idénticos se definen como restos que son iguales en las dos
secuencias en una posicion dada del alineamiento. El porcentaje de identidad de secuencia, como se usa en el
presente documento, se calcula a partir del alineamiento 6ptimo tomando el nimero de restos idénticos entre dos
secuencias, dividiéndolo por el ndmero total de restos en la secuencia mas corta y multiplicando por 100. El
alineamiento 6ptimo es el alineamiento en el que el porcentaje de identidad es el mayor posible. Pueden introducirse
huecos en una o mas secuencias en una o mas posiciones del alineamiento para obtener el alineamiento éptimo.
Estos huecos se tienen en cuenta después como restos no idénticos para el calculo del porcentaje de identidad de
secuencia.

Puede conseguirse alineamiento con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o
acido nucleico de diversas maneras usando programas de ordenador y por ejemplo programas de ordenador
publicamente disponibles en Internet. Preferentemente, el programa BLAST (Tatiana y col, FEMS Microbiol Lett.,
1999, 174: 247-250, 1999) ajustado a los parametros por defecto, disponible del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI) en http://www.nc-bi.nim.nih.gov/BLAST/bl2seq/wblast2.cgi, puede usarse para obtener un
alineamiento dptimo de secuencias peptidicas o nucleotidicas y para calcular el porcentaje de identidad de secuencia.

Un objeto de la presente invencion es por lo tanto un procedimiento de produccion de a-santaleno que comprende

a) poner en contacto FPP con al menos un polipéptido que tenga una actividad a-santaleno sintasa y que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1;
b) opcionalmente, aislar el a-santaleno producido en la etapa a).

De acuerdo con una realizacién preferida, el procedimiento es un procedimiento de produccién de o-santaleno como
un producto principal. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, el a-santaleno representa al menos el 60%,
preferentemente al menos el 80%, preferentemente al menos el 90%, preferentemente al menos el 92% del producto
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producido por el procedimiento de la invencion.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el procedimiento es un procedimiento de produccion de (+)-a-
santaleno y el polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa tiene una actividad (+)-a-santaleno sintasa.

De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, el procedimiento es un procedimiento de produccion de (+)-a-
santaleno como un producto principal. De acuerdo con una realizacion mas preferida, (+)-a-santaleno representa al
menos el 60%, preferentemente al menos el 80%, preferentemente al menos el 90%, preferentemente al menos el
92% de los productos producidos por el procedimiento de la invencion.

El procedimiento puede llevarse a cabo in vitro asi como in vivo, como se explicara en detalle posteriormente.

El polipéptido para poner en contacto con FPP in vitro puede obtenerse mediante extraccion de cualquier organismo
que lo exprese, usando tecnologias de extraccion de enzimas o proteinas convencional. Si el organismo huésped es
un organismo unicelular o célula que libera el polipéptido de la invenciéon al medio de cultivo, el polipéptido puede
simplemente recogerse del medio de cultivo, por ejemplo mediante centrifugacion, opcionalmente seguido de etapas
de lavado y resuspension en soluciones de tampon adecuadas. Si el organismo o célula acumula el polipéptido dentro
de sus células, el polipéptido puede obtenerse por rotura o lisis de las células y extraccion adicional del polipéptido del
lisado celular.

El polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa, en una forma aislada o junto con otras proteinas, por
ejemplo en un extracto proteico en bruto obtenido de células o microorganismos cultivados, puede después
suspenderse en una solucion de tampdn a pH éptimo. Si es adecuado, pueden afadirse sales, BSA y otros tipos de
cofactores enzimaticos para optimizar la actividad enzimatica. Se describen condiciones apropiadas en mas detalle en
los Ejemplos mas adelante.

El FPP precursor puede después afadirse a la suspension o solucion, que después se incuba a temperatura 6ptima,
por ejemplo entre 15 y 40 °C, preferentemente entre 25 y 35 °C, mas preferentemente a 30 °C. Después de la
incubacion, el a-santaleno producido puede aislarse de la solucién incubada por procedimientos de aislamiento
convencionales, tales como extraccion de disolvente y destilacion, opcionalmente después de la retirada de los
polipéptidos de la solucién.

De acuerdo con otra realizacion preferida, el procedimiento de cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas
se lleva a cabo in vivo. En este caso, la etapa a) comprende cultivar un organismo o célula huésped no humano capaz
de producir FPP y transformado para expresar al menos un polipéptido que comprenda una secuencia de
aminoacidos al menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1 y que tenga una actividad a-santaleno sintasa, en condiciones
que conduzcan a la produccién de a-santaleno.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el procedimiento comprende ademas, antes de la etapa a), transformar
un organismo o célula no humano capaz de producir FPP con al menos un acido nucleico que codifique un polipéptido
que comprenda una secuencia de aminoacidos al menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1 y que tenga una actividad a-
santaleno sintasa, de modo que dicho organismo exprese dicho polipéptido.

Estas realizaciones de la invencién son particularmente ventajosas puesto que es posible llevar a cabo el
procedimiento in vivo sin aislar previamente el polipéptido. La reaccion se produce directamente dentro del organismo
o célula transformada para expresar dicho polipéptido.

De acuerdo con una realizacién particular de la invencioén, el al menos un acido nucleico que codifica la a-santaleno
sintasa comprende una secuencia de nucleétidos al menos 50%, preferentemente al menos 55%, preferentemente al
menos 60%, preferentemente al menos 65%, preferentemente al menos 70%, preferentemente al menos 75%,
preferentemente al menos 80%, preferentemente al menos 85%, preferentemente al menos 90%, mas
preferentemente al menos 95% y aun mas preferentemente al menos 98% idéntica a SEC ID N°: 2 o el complemento
de la misma. De acuerdo con una realizacion mas preferida, dicho acido nucleico comprende la secuencia de
nucleétidos SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma. En una realizaciéon aun mas preferida, dicho acido nucleico
consiste en SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el al menos un acido nucleico usado en cualquiera de las
realizaciones anteriores comprende una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC ID N°: 2. De
acuerdo con una realizaciéon aun mas preferida, dicho al menos un acido nucleico consiste en una secuencia de
nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC ID N°; 2.

De acuerdo con otra realizacion, el al menos un acido nucleico se aisla de Clausena lansium.

Se pretende que el organismo o célula “exprese” un polipéptido, siempre que el organismo o célula se transforme
para albergar un acido nucleico que codifique dicho polipéptido, este acido nucleico se transcriba a ARNm y el
polipéptido se encuentre en el organismo o célula huésped. El término “expresar” abarca “expresar de forma
heterdloga” y “sobreexpresar”, refiriéndose este ultimo a niveles de ARNm, polipéptidos y/o actividad enzimatica por
encima de la que se mide en un organismo o célula no transformado. Una descripcion mas detallada de
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procedimientos adecuados para transformar un organismo o célula huésped no humano se describira
posteriormente o en la parte de la memoria descriptiva que esta dedicada a dichos organismos o células huésped no
humanos transformados como objetos especificos de la presente invencion y en los ejemplos.

Se entiende que un organismo o célula particular es “capaz de producir FPP” cuando produce FPP de forma natural
o cuando no produce FPP de forma natural pero se transforma para producir FPP, antes de la transformacién con un
acido nucleico como se ha descrito en el presente documento o junto con dicho acido nucleico. Los organismos o
células transformados para producir una cantidad mayor de FPP que el organismo o célula de origen natural también
estan abarcados por los “organismos o células capaces de producir FPP”. Ya se conocen en la técnica
procedimientos para transformar organismos, por ejemplo microorganismos, de modo que produzcan FPP. Dichos
procedimientos pueden por ejemplo hallarse en la bibliografia, por ejemplo en las siguientes publicaciones Martin, V.
J., Pitera, D. J., Withers, S. T., Newman, J. D., y Keasling, J. D. Nat Biotechnol., 2003, 21(7), 796-802 (transformacion
de E. coli); Wu, S., Schalk, M., Clark, A., Miles, R. B., Coates, R., y Chappell, J., Nat Biotechnol., 2006, 24 (11), 1441-
1447 (transformacion de plantas); Takahashi, S., Yeo, Y., Greenhagen, B. T., McMullin, T., Song, L., Maurina-Brunker,
J., Rosson, R., Noel, J., Chappell, J, Biotechnology and Bioengineering, 2007, 97(1), 170-181 (transformacién de
levadura).

Para llevar a cabo la invencion in vivo, el organismo o célula huésped se cultiva en condiciones que conduzcan a la
produccion de a-santaleno. En consecuencia, si el huésped es una planta transgénica, se proporcionan condiciones
de crecimiento 6ptimas, tales como condiciones de luz, agua y nutrientes dptimas, por ejemplo. Si el huésped es un
organismo unicelular, las condiciones que conducen a la produccion de a-santaleno pueden comprender adicion de
cofactores adecuados al medio de cultivo del huésped. Ademas, puede seleccionarse un medio de cultivo, para
maximizar la sintesis de a-santaleno. Se describen condiciones de cultivo 6ptimas de una manera mas detallada en
los siguientes Ejemplos.

Los organismos huésped no humanos adecuados para llevar a cabo el procedimiento de la invencion in vivo pueden
ser cualquier organismo multicelular o unicelular no humano. En una realizacion preferida, el organismo huésped no
humano usado para llevar a cabo la invencion in vivo es una planta, un procariota o un hongo. Puede usarse
cualquier planta, procariota u hongo. Son plantas particularmente utiles las que producen de forma natural grandes
cantidades de terpenos. En una realizacion mas preferida, la planta se selecciona de la familia de Solanaceae,
Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Madvaceae, Asteraceae o Lamiaceae. Por ejemplo, la planta se selecciona de los
géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago (alfalfa), Gossypium (algoddn),
Artemisia, Salvia y Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la especie de Nicotiana tabacum.

En una realizacién mas preferida el organismo huésped no humano usado para llevar a cabo el procedimiento de la
invencion in vivo es un microorganismo. Puede usarse cualquier microorganismo pero de acuerdo con una
realizacion aun mas preferida dicho microorganismo es una bacteria o levadura. Mas preferentemente, dicha
bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces cerevisiae.

Algunos de estos organismos no producen FPP de forma natural. Para que sea adecuado llevar a cabo el
procedimiento de la invencion, estos organismos tienen que transformarse para producir dicho precursor. Pueden
transformarse antes de la modificacién con el acido nucleico descrito de acuerdo con cualquiera de las realizaciones
anteriores o simultdneamente, como se ha explicado anteriormente.

También pueden usarse células eucariotas superiores aisladas, en lugar de organismos completos, como huéspedes
para llevar a cabo el procedimiento de la invencién in vivo. Las células eucariotas adecuadas pueden ser cualquier
célula no humana, pero son preferentemente células vegetales o flngicas.

De acuerdo con una realizacién preferida, el al menos un polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa usado
en cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas o codificado por el acido nucleico usado en cualquiera de
las realizaciones anteriormente descritas comprende una secuencia de aminoacidos al menos 55%, preferentemente
al menos 60%, preferentemente al menos 65%, preferentemente al menos 70%, preferentemente al menos 75%,
preferentemente al menos 80%, preferentemente al menos 85%, preferentemente al menos 90%, mas
preferentemente al menos 95% y aun mas preferentemente al menos 98% idéntica a SEC ID N°: 1. De acuerdo con una
realizaciéon mas preferida, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 1. En una realizacién
aun mas preferida, dicho polipéptido consiste en SEC ID N°: 1.

De acuerdo con otra realizacion preferida, el al menos un polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa
usado en cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas o codificado por el acido nucleico usado en
cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas comprende una secuencia de aminoacidos que es una
variante de SEC ID N°: 1 obtenida por ingenieria genética. En otros términos, dicho polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC ID N°:
2. De acuerdo con una realizaciéon mas preferida, el al menos un polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa
usado en cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas o codificado por el acido nucleico usado en
cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas consiste en una secuencia de aminoacidos que es una
variante de SEC ID N°: 1 obtenida por ingenieria genética, es decir una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de nucledtidos que se ha obtenido modificando SEC ID N°: 2.
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Como se usa en el presente documento, se pretende que el polipéptido sea un fragmento polipeptidico o peptidico
que abarque las secuencias de aminoacidos identificadas en el presente documento, asi como polipéptidos
truncados o variantes, siempre que mantengan su actividad como se ha definido anteriormente y que compartan al
menos el porcentaje definido de identidad con el fragmento correspondiente de SEC ID N°: 1.

Son ejemplos de polipéptidos variantes, proteinas de origen natural que resultan de acontecimientos de corte y
empalme de ARNm alternativos o de escision proteolitica de los polipéptidos descritos en el presente documento.
Las variaciones atribuibles a la protedlisis incluyen, por ejemplo diferencias en los extremos N o C tras la expresion
en diferentes tipos de células huésped, debido a la retirada proteolitica de uno o mas aminoacidos terminales de los
polipéptidos de la invencién. Los polipéptidos codificados por un acido nucleico obtenido por mutaciéon natural o
artificial de un acido nucleico de la invencién, como se describen posteriormente, también estan abarcados por la
invencion.

También pueden usarse en los procedimientos de la invencion variantes polipeptidicas que resulten de una fusion de
secuencias peptidicas adicionales en los extremos amino y carboxilo terminal. En particular dicha fusion puede
potenciar la expresion de los polipéptidos, ser util en la purificacion de la proteina o mejorar la actividad enzimatica
del polipéptido en un ambiente o sistema de expresion deseado. Dichas secuencias peptidicas adicionales pueden
ser péptidos sefal, por ejemplo. En consecuencia, la presente invencion abarca procedimientos que usan
polipéptidos variantes, tales como los obtenidos por fusiéon con otros oligo o polipéptidos y/o los que estan unidos a
péptidos sefial. También pueden usarse provechosamente en los procedimientos de la invenciéon polipéptidos que
resulten de una fusién con otra proteina funcional, tal como otra proteina de la ruta de biosintesis de terpenos.

De acuerdo con otra realizacién, el al menos un polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa usado en
cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas o codificado por el acido nucleico usado en cualquiera de las
realizaciones anteriormente descritas se aisla de Clausena lansium.

Una herramienta importante para llevar a cabo el procedimiento de la invencion es el polipéptido en si mismo. Un
polipéptido que tenga una actividad o-santaleno sintasa y que comprenda una secuencia de aminoacidos al menos
50% idéntica a SEC ID N°: 1 es por lo tanto otro objeto de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacién preferida, el polipéptido es capaz de producir a-santaleno como un producto
principal. De acuerdo con una realizacidon aun mas preferida, es capaz de producir una mezcla de sesquiterpenos en
la que a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos el 80%, preferentemente al menos el 90%,
preferentemente al menos el 92% de los sesquiterpenos producidos.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el polipéptido tiene una actividad (+)-a-~santaleno sintasa.

De acuerdo con una realizacion aun mas preferida, el polipéptido es capaz de producir (+)-a-santaleno como un
producto importante. De acuerdo con una realizacidon aun mas preferida, es capaz de producir una mezcla de
sesquiterpenos en la que (+)-a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos el 80%,
preferentemente al menos el 90%, preferentemente al menos el 92% de los sesquiterpenos producidos.

De acuerdo con una realizacién preferida, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos al menos 55%,
preferentemente al menos 60%, preferentemente al menos 65%, preferentemente al menos 70%, preferentemente al
menos 75%, preferentemente al menos 80%, preferentemente al menos 85%, preferentemente al menos 90%, mas
preferentemente al menos 95% y ain mas preferentemente al menos 98% idéntica a SEC ID N°: 1. De acuerdo con una
realizacion mas preferida, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 1. De acuerdo con una
realizacién aun mas preferida, el polipéptido consiste en SEC ID N°: 1.

De acuerdo con otra realizacion preferida, el al menos un polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que
es una variante de SEC ID N°: obtenida por ingenieria genética. En otros términos, dicho polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC ID N°: 2.
De acuerdo con una realizacion mas preferida, el al menos un polipéptido que tiene una actividad o-santaleno sintasa
consiste en una secuencia de aminoacidos que es una variante de SEC ID N°: 1 obtenida por ingenieria genética, es
decir una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC
ID N°: 2.

De acuerdo con otra realizacion, el polipéptido se aisla de Clausena lansium.

Como se usa en el presente documento, se pretende que el polipéptido sea un fragmento polipeptidico o peptidico
que abarque las secuencias de aminoacidos identificadas en el presente documento, asi como polipéptidos truncados
o variantes, siempre que mantengan su actividad como se ha definido anteriormente y que compartan al menos el
porcentaje de identidad definido con el fragmento correspondiente de SEC ID N°: 1.

Son ejemplos de polipéptidos variantes proteinas de origen natural que resultan de acontecimientos de corte y
empalme de ARNm alternativos o de escision proteolitica de los polipéptidos descritos en el presente documento.
Las variaciones atribuibles a la protedlisis incluyen, por ejemplo, diferencias en los extremos N o C tras la expresion
en diferentes tipos de células huésped, debido a la retirada proteolitica de uno o mas aminoacidos terminales de los
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polipéptidos de la invencién. Los polipéptidos codificados por un acido nucleico obtenido por mutacién natural o
artificial de un acido nucleico de la invenciéon, como se describe posteriormente, también estan abarcados por la
invencion.

Las variantes polipeptidicas resultantes de una fusion de secuencias peptidicas adicionales en los extremos amino y
carboxilo terminales también estan abarcadas por los polipéptidos de la invencion. En particular dicha fusién puede
potenciar la expresion de los polipéptidos, ser util en la purificacion de la proteina o mejorar la actividad enzimatica
del polipéptido en un ambiente o sistema de expresion deseado. Dichas secuencias peptidicas adicionales pueden
ser péptidos sefial, por ejemplo. En consecuencia, la presente invencién abarca variantes de los polipéptidos de la
invencion, tales como los obtenidos mediante fusién con otros oligo o polipéptidos y/o los que estan unidos a
péptidos senal. Los polipéptidos resultantes de una fusién con otra proteina funcional, tal como otra proteina de la
ruta de biosintesis de terpeno también estan abarcados por los polipéptidos de la invencién.

Como se ha mencionado anteriormente, el acido nucleico que codifica el polipéptido de la invenciéon es una
herramienta util para modificar organismos o células huésped no humanos que se pretenden usar cuando el
procedimiento se lleva a cabo in vivo.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas
es por lo tanto también un objeto de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion preferida, el acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos al menos 50%,
preferentemente al menos 55%, preferentemente al menos 60%, preferentemente al menos 65%, preferentemente al
menos 70%, preferentemente al menos 75%, preferentemente al menos 80%, preferentemente al menos 85%,
preferentemente al menos 90%, mas preferentemente al menos 95% y ain mas preferentemente al menos 98%
idéntica a SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo con una realizacién mas preferida, el acido nucleico
comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo con una realizacién
aun mas preferida, el acido nucleico consiste en SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

De acuerdo con otra realizacion, el acido nucleico se aisla de Clausena lansium.

Puede definirse que el acido nucleico de la invencion incluye polimeros desoxirribonucleotidicos o ribonucleotidicos
en forma mono o bicatenaria (ADN y/o ARN). También deberia entenderse que la expresidon “secuencia de
nucleétidos” comprende una molécula polinucleotidica o una molécula oligonucleotidica en forma de un fragmento
separado o como un componente de un acido nucleico mayor. Los acidos nucleicos de la invencion también abarcan
ciertas secuencias de nucledtidos aisladas incluyendo las que estan sustancialmente sin material endégeno
contaminante. El acido nucleico de la invencién puede estar truncado, siempre que codifique un polipéptido
abarcado por la presente invencién, como se ha descrito anteriormente.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el al menos un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores comprende una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC ID N°: 2.
Preferentemente dicho acido nucleico consiste en una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando SEC ID
N°: 2.

Los acidos nucleicos que comprenden una secuencia obtenida por mutacién de SEC ID N°: 2 o el complemento de
la misma estan abarcados por la invencién, siempre que las secuencias que comprenden compartan al menos el
porcentaje de identidad definido con los fragmentos correspondientes de SEC ID N°: 2 o con el complemento de los
mismos y siempre que codifiquen un polipéptido que tenga una actividad a-santaleno sintasa, como se ha definido
en cualquiera de las realizaciones anteriores. Las mutaciones pueden ser cualquier tipo de mutaciones de estos
acidos nucleicos, tales como mutaciones puntuales, mutaciones de delecidon, mutaciones de insercion y/o mutaciones
de desplazamiento de fase. Puede prepararse un acido nucleico variante para adaptar su secuencia de nucleétidos a
un sistema de expresion especifico. Por ejemplo, se sabe que los sistemas de expresion bacterianos expresan mas
eficazmente polipéptidos si los aminoacidos estan codificados por un codén preferido. Debido a la degeneracion del
cédigo genético, en la que mas de un codoén puede codificar el mismo aminoacido, multiples secuencias de ADN
pueden codificar el mismo polipéptido, abarcandose todas estas secuencias de ADN por la invencion.

Otra herramienta importante para transformar organismos o células huésped adecuados para llevar a cabo el
procedimiento de la invencion in vivo es un vector de expresiéon que comprende un acido nucleico de acuerdo con
cualquier realizacion de la invencion. Dicho vector es por lo tanto también un objeto de la presente invencion.

Un “vector de expresion” como se usa en el presente documento incluye cualquier vector recombinante lineal o
circular incluyendo pero sin limitacion vectores virales, bacteriéfagos y plasmidos. El experto en la materia es capaz
de seleccionar un vector adecuado de acuerdo con el sistema de expresién. En una realizacion, el vector de
expresion incluye el acido nucleico de la invencion unido operativamente a al menos una secuencia reguladora, que
controla la transcripcion, traduccion, inicio y terminacion, tal como un promotor de la transcripcidon, operador o
potenciador, o un sitio de unién ribosémico ARNm y, opcionalmente, incluyendo al menos un marcador de seleccion.
Las secuencias de nucledtidos estan “unidas operativamente” cuando la secuencia reguladora esta relacionada
funcionalmente con el acido nucleico de la invencion.
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Los vectores de expresion de la presente invencion pueden usarse en los procedimientos para preparar un organismo
y/o célula huésped transformado genéticamente, en organismos y/o células huésped que albergan los acidos
nucleicos de la invencién y en los procedimientos para producir o preparar polipéptidos que tengan una actividad o-
santaleno sintasa, como se desvela adicionalmente posteriormente.

Los organismos y células huésped no humanos recombinantes transformados para albergar al menos un acido
nucleico de la invencidon de modo que exprese o sobreexprese de forma heteréloga al menos un polipéptido de la
invencion también son herramientas muy Utiles para llevar a cabo el procedimiento de la invencion. Dichos
organismos y células huésped no humanos son por lo tanto otro objeto de la presente invencion.

Un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas puede usarse para
transformar los organismos y células huésped no humanos y el polipéptido expresado puede ser cualquiera de los
polipéptidos anteriormente descritos.

Los organismos huésped no humanos de la invencion pueden ser cualquier organismo multicelular o unicelular no
humano. En una realizacion preferida, el organismo huésped no humano es una planta, un procariota o un hongo.
Cualquier planta, procariota u hongo es adecuado para transformarse de acuerdo con la presente invencion. Son
plantas particularmente utiles las que producen de forma natural altas cantidades de terpenos. En una realizacion
mas preferida, la planta se selecciona de la familia de Solanaceae, Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae,
Asteraceae o Lamiaceae. Por ejemplo, la planta se selecciona de los géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum,
Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago (alfalfa), Gossypium (algodén), Artemisia, Salvia y Mentha. Preferentemente,
la planta pertenece a la especie de Nicotiana tabacum.

En una realizacion mas preferida el organismo huésped no humano es un microorganismo. Cualquier
microorganismo es adecuado para la presente invencion, pero de acuerdo con una realizacion aun mas preferida
dicho microorganismo es una bacteria o levadura. Mas preferentemente, dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es
Saccharomyces cerevisiae.

También pueden transformarse células eucariotas superiores aisladas, en lugar de organismos completos. Como
células eucariotas superiores los inventores entienden en el presente documento cualquier célula eucariota no humana
excepto células de levadura. Las células eucariotas superiores preferidas son células vegetales o células fungicas.

El término “transformado” se refiere al hecho de que el huésped se sometid a ingenieria genética para comprender una,
dos o0 mas copias de cada uno de los acidos nucleicos requeridos en cualquiera de las realizaciones anteriormente
descritas. Preferentemente el término “transformado” se refiere a huéspedes que expresan de forma heterdloga los
polipéptidos codificados por el acido nucleico con el que se transforman, asi como que sobreexpresan dichos
polipéptidos. En consecuencia, en una realizacion, la presente invencion proporciona un organismo transformado, en el
que los polipéptidos se expresan en mayor cantidad que en el mismo organismo no transformado de este modo.

Existen varios procedimientos conocidos en la técnica para la creacion de organismos o células huésped transgénicos
tales como plantas, hongos, procariotas o cultivos de células eucariotas superiores. Se describen vectores de clonacién
y expresion apropiados para su uso con huéspedes celulares bacterianos, fungicos, de levadura, vegetales y
mamiferos, por ejemplo, en Pouwels y col., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985, Elsevier, Nueva York y
Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Estan disponibles para los expertos en la materia vectores de clonacion y expresion para plantas superiores y/o
células vegetales en particular. Véase por ejemplo Schardl y col. Gene 61: 1-11, 1987.

Los expertos en la materia estan familiarizados con procedimientos para transformar organismos o células huésped
para que alberguen acidos nucleicos transgénicos. Para la creacion de plantas transgénicas, por ejemplo, los
procedimientos actuales incluyen: electroporacion de protoplastos vegetales, transformacion mediada por liposomas,
transformacion mediada por agrobacterium, transformacion mediada por polietilenglicol, bombardeo de particulas,
microinyeccion de células vegetales y transformacion usando virus.

En una realizacién, el ADN transformado se integra en un cromosoma de un organismo y/o célula huésped no
humano de modo que resulte un sistema recombinante estable. En la practica de la invencién puede usarse
cualquier procedimiento de integracion cromosomica conocido en la técnica, incluyendo pero sin limitacion
intercambio de casetes mediado por recombinasa (RMCE), insercién cromosoémica especifica de sitio viral, adenovirus
€ inyeccion pronuclear.

Para llevar a cabo el procedimiento de producciéon de a-santaleno in vitro, como se ha expuesto anteriormente en el
presente documento, es muy ventajoso proporcionar un procedimiento para preparar al menos un polipéptido que tenga
una actividad a-santaleno sintasa como se ha descrito en cualquier realizaciéon de la invenciéon. Por lo tanto, la
invencion proporciona un procedimiento para producir al menos un polipéptido de acuerdo con cualquiera realizacion
de la invencion que comprende:

a) cultivar un organismo o célula huésped no humano transformado con el vector de expresion de la invencion,
de modo que albergue un acido nucleico de acuerdo con la invencidn y exprese o sobreexprese un polipéptido
de la invencion;
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b) aislar el polipéptido del organismo o célula huésped no humano cultivado en la etapa a).

De acuerdo con una realizacion preferida, dicho procedimiento comprende ademas, antes de la etapa a), transformar un
organismo o célula huésped no humano con el vector de expresion de la invencién, de modo que albergue un acido
nucleico de acuerdo con la invencion y exprese o sobreexprese el polipéptido de la invencion.

Puede usarse un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas.

Puede llevarse a cabo transformacion y cultivo del organismo o célula huésped no humano como se ha descrito
anteriormente para el procedimiento de producir a-santaleno in vivo. La etapa b) puede realizarse usando cualquier
técnica bien conocida en este campo para aislar un polipéptido particular de un organismo o célula.

Una “variante polipeptidica” como se menciona en el presente documento significa un polipéptido que tiene una
actividad o-santaleno sintasa y que es sustancialmente homdlogo del polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores, pero que tiene una secuencia de aminoacidos diferente de la codificada por cualquiera de las
secuencias de acido nucleico de la invencion debido a una o mas deleciones, inserciones o sustituciones.

Las variantes pueden comprender secuencias sustituidas de forma conservativa, lo que significa que un resto de
aminoacido dado se reemplaza por un resto que tenga caracteristicas fisioquimicas similares. Los ejemplos de
sustituciones conservativas incluyen sustitucion de un resto alifatico por otro, tal como lle, Val, Leu o Ala entre si, o
sustituciones de un resto polar por otro, tal como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o GIn y Asn. Véase Zubay, Biochemistry,
1983, Addison-Wesley Pub. Co. Los efectos de dichas sustituciones pueden calcularse usando matrices de
puntuacion de sustitucion tales como PAM-120, PAM-200 y PAM-250 como se analiza en Altschul, J. Mol. Biol., 1991,
219, 555-565. Se conocen bien otras de dichas sustituciones conservativas, por ejemplo sustituciones de regiones
completas que tienen caracteristicas de hidrofobicidad similares.

También estan abarcadas por la invencion variantes peptidicas de origen natural. Son ejemplos de dichas variantes
proteinas que resultan de acontecimientos de corte y empalme de ARNm alternativos o de escision proteolitica de los
polipéptidos descritos en el presente documento. Las variaciones atribuibles a protedlisis incluyen, por ejemplo
diferencias de los extremos N o C tras expresién en diferentes tipos de células huésped, debido a la retirada proteolitica
de uno o mas aminoacidos terminales de los polipéptidos codificados por las secuencias de la invencion.

Pueden usarse variantes de los polipéptidos de la invencion para obtener por ejemplo actividad enzimatica potenciada
o reducida deseada, regioquimica o estereoquimica modificada, o utilizacién de sustrato o distribucion de producto
alterada, afinidad por el sustrato aumentada, especificidad mejorada para la produccidon de uno o mas compuestos
deseados, velocidad aumentada de la reaccion enzimatica, mayor actividad o estabilidad en un ambiente especifico
(pH, temperatura, disolvente, etc.) o nivel de expresidon mejorado en un sistema de expresion deseado. Puede
realizarse un mutante dirigido o variante por cualquier procedimiento conocido en la técnica. Pueden obtenerse
variantes y derivados de polipéptidos nativos aislando variantes de origen natural, o la secuencia de nucleétidos de
variantes, de otra o la misma linea o especie vegetal, 0 mediante mutaciones de programacion artificial de secuencias
de nucledtidos que codifiquen los polipéptidos de la invencion. Pueden conseguirse alteraciones de la secuencia de
aminoacidos por cualquiera de varios procedimientos convencionales.

Pueden usarse variantes polipeptidicas resultantes de una fusién de secuencias peptidicas adicionales en los
extremos amino y carboxilo terminal de los polipéptidos de la invencidon para potenciar la expresién de los
polipéptidos, ser util en la purificacion de la proteina o mejorar la actividad enzimatica del polipéptido en un ambiente
o sistema de expresion deseado. Dichas secuencias peptidicas adicionales pueden ser péptidos sefial, por ejemplo.
En consecuencia, la presente invencion abarca variantes de los polipéptidos de la invencioén, tales como los
obtenidos por fusién con otros oligo o polipéptidos y/o los que estan unidos a péptidos sefial. El polipéptido de fusion
abarcado por la invencién también comprende polipéptidos de fusién resultantes de una fusién u otras proteinas
funcionales, tales como otras proteinas de la ruta de biosintesis de terpeno.

Por lo tanto, en una realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un polipéptido
variante que tenga una actividad o-santaleno sintasa, como se ha descrito en cualquiera de las realizaciones
anteriores, y comprende las etapas de:

(a) seleccionar un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones expuestas anteriormente;

(b) modificar el acido nucleico seleccionado para obtener al menos un acido nucleico mutante;

(c) transformar células huésped y organismos unicelulares con la secuencia de acido nucleico mutante para
expresar un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico mutante;

(d) explorar el polipéptido con respecto a al menos una propiedad modificada; y

(e) opcionalmente, si el polipéptido no tiene actividad a-santaleno sintasa variante deseada, repetir las etapas de
procedimiento (a) a (d) hasta que se obtenga un polipéptido con una actividad a-santaleno sintasa variante
deseada;

(f) opcionalmente, si se identificd un polipéptido que tenia una actividad a-santaleno sintasa variante deseada en
la etapa (d), aislar el acido nucleico mutante correspondiente obtenido de la etapa (c).
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De acuerdo con una realizacion preferida, el polipéptido variante preparado es capaz de producir a-santaleno como
un producto principal. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, es capaz de producir una mezcla de
sesquiterpenos en la que o-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos el 80%,
preferentemente al menos el 90%, preferentemente al menos el 92% de los sesquiterpenos producidos.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el polipéptido variante preparado tiene una actividad (+)-a-santaleno
sintasa.

De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, el polipéptido variante preparado es capaz de producir (+)-a-
santaleno como un producto principal. De acuerdo con una realizacién aun mas preferida, es capaz de producir una
mezcla de sesquiterpenos en la que (+)-a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos el 80%,
preferentemente al menos el 90%, preferentemente al menos el 92% de los sesquiterpenos producidos.

En la etapa (b), puede crearse un gran numero de secuencias de acido nucleico mutantes, por ejemplo por
mutagénesis aleatoria, mutagénesis especifica de sitio o combinacion de ADN. Los procedimientos detallados de
combinacion génica se encuentran en Stemmer, DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: in vitro
recombination for molecular evolution. Proc Natl Acad Sci U S A., 1994, 91(22): 10747-1075. En resumen, la
combinacion de ADN se refiere a un procedimiento de recombinacién aleatoria de secuencias conocidas in vitro que
implica al menos dos acidos nucleicos seleccionados para recombinacion. Por ejemplo pueden introducirse
mutaciones en loci particulares sintetizando oligonucleétidos que contienen una secuencia mutante, flanqueados por
sitios de restriccion que permiten la ligacion con fragmentos de la secuencia nativa. Después de la ligacion, la
secuencia reconstruida resultante codifica un analogo que tiene la insercion, sustitucion o delecion de aminoacidos
deseada. Como alternativa, pueden emplearse procedimientos de mutagénesis especificos de sitio dirigidos por
oligonucledtidos para proporcionar un gen alterado en el que los codones predeterminados pueden alterarse por
sustitucion, delecién o insercion.

En consecuencia, el polipéptido que comprende SEC ID N°: 1 puede recombinarse con cualquier otro acido nucleico
que codifique sesquiterpeno sintasa, por ejemplo aislados de un organismo distinto de Clausena lansium. Por lo tanto,
pueden obtenerse y separarse acidos nucleicos mutantes, que pueden usarse para transformar una célula huésped de
acuerdo con procedimientos convencionales, por ejemplo tales como se desvelan en los presentes ejemplos.

En la etapa (d), el polipéptido obtenido en la etapa (c) se explora con respecto a al menos una propiedad modificada, por
ejemplo una actividad enzimatica modificada deseada. Los ejemplos de actividades enzimaticas deseadas, para las que
puede explorarse un polipéptido expresado, incluyen actividad enzimatica potenciada o reducida, como se mide por el
valor Ky 0 Vmax regioquimica o estereoquimica modificada y utilizacion de sustratos o distribucion de productos alterada.
La exploracion de la actividad enzimatica puede realizarse de acuerdo con procedimientos familiares para los expertos en
la materia y los desvelados en los presentes ejemplos.

La etapa (e) proporciona la repeticion de las etapas de procedimiento (a)-(d), que pueden realizarse preferentemente
en paralelo. En consecuencia, creando un nimero significativo de acidos nucleicos mutantes, muchas células
huésped pueden transformarse con diferentes acidos nucleicos mutantes al mismo tiempo, permitiendo la exploracién
posterior de un nimero elevado de polipéptidos. Las posibilidades de obtener un polipéptido variante deseado pueden
por lo tanto aumentar a la discrecién del experto en la materia.

Todas las publicaciones mencionadas en la presente solicitud se incorporan por referencia para desvelar y describir
los procedimientos y/o materiales en relacion con los que se citan en las publicaciones.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: Secuencias de aminoacidos deducidas de los fragmentos de sesquiterpeno sintasas obtenidos de la
secuenciacion de la biblioteca de C. lansium y alineadas con la secuencia de aminoacidos de sesquiterpeno
sintasa con el N° de referencia de NCBI AAK54279.

Figura 2: Comparacion de los perfiles de producto obtenidos de E,E-FPP con las proteinas recombinantes Cont2-1,
Cont2B_22, Cont2B_26 y Cont2B 29. El analisis se realizé mediante CG-EM y se muestran los cromatogramas
iénicos totales.

Figura 3: Identificacion de a-santaleno por comparacion del espectro de masas del pico en el tiempo de
retencion de 12,63 minutos y el espectro de masas de un patrén auténtico de a-santaleno.

Realizaciones especificas de la invencion o Ejemplos

La invencion se describira ahora en mas detalle mediante los siguientes Ejemplos.
Ejemplo 1

Material vegetal y construccion de biblioteca de ADNc

Se obtuvieron semillas de Clausena lansium (wampee) de granjeros localizados en la provincia de Hainan en China
y particularmente en la ciudad de FuShan (Condado de ChengMai) y la ciudad de Yongxing (Ciudad de Haikou). Las
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semillas se hicieron germinar y las plantas se cultivaron en un invernadero.

Se recogieron hojas jovenes (de 1 a 2 cm de longitud) y se usaron para la construccién de una biblioteca de ADNc.
Se extrajo ARN total de las hojas usando el Reactivo de ARN Vegetal Concert™ de Invitrogen (Carlsbad, CA) y el
ARNmM se purific6 mediante cromatografia de afinidad de oligodT-celulosa usando el Kit de aislamiento de ARNm
FastTrack® 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se construy6 una biblioteca
de ADNc de este ARNm y usando el Kit de amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA).

Ejemplo 2

Secuenciacion paralela masiva de |a biblioteca de ADNc de hoja de C. lansium

Los inventores usaron la tecnologia de secuenciacion paralela masiva de fragmentos de ADN pequefios
desarrollada por lllumina (San Diego, California) para obtener informacion de secuencia de la biblioteca de ADNc
completa preparada a partir de hojas pequefias de wampee. Esta técnica de secuenciacion usa una quimica de
secuenciacion basada en terminador reversible y los aparatos Estacién de Grupos y Secuenciador Gendmico
desarrollados por Solexa e lllumina (www.illumina.com).

La biblioteca de ADNc (1 pg) se cargd en primer lugar en un gel de agarosa y se escindieron las bandas
correspondientes a un tamafrio entre 1,5 y 3 Kb, se eluyeron y se usaron para la secuenciacion. Este enriquecimiento
de tamafo evita la dilucion de la biblioteca por algunos ADNc que codifican proteinas implicadas en el metabolismo
primario (tales como por ejemplo la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa) que estan presentes con frecuencia en alta
proporcién en una biblioteca realizada a partir de tejidos vegetales y especialmente tejidos verdes. Los ADNc diana,
que codifican sesquiterpeno sintasas, tipicamente tienen un tamafio entre 1,8 y 2,5 Kb y estan incluidos por lo tanto
en la biblioteca de tamafio enriquecido.

La tecnologia y equipamiento lllumina se prepar6 en Fasteris SA (Ginebra, Suiza) y se realizé la preparacion de la
muestra de ADN vy la secuenciacion por Fasteris SA. La biblioteca de ADNc se traté usando el Kit de Preparacion de
Muestras Gendmicas (lllumina). Brevemente, el ADN se fragmenta por nebulizacion, los extremos se reparan para
generar extremos romos, se ligan adaptadores a los extremos de los fragmentos de ADN y los fragmentos de ADN
modificados por adaptador se amplifican por PCR. Después de controlar la calidad de la biblioteca por electroforesis en
gel, se realiza la generacion de los grupos de ADN en la celda de flujo y la reaccion de secuenciacién en los
equipamientos de Estacion de Grupos y Secuenciador Gendémico. Usando esta tecnologia, se obtuvieron 1,9 millones de
secuencias cortas (lecturas) de al menos 35 bases.

El software Edena (Dr David Hernandez, Genomic Research Laboratory, Hospitales de la Universidad de Ginebra,
Ginebra, Suiza, resultado no publicado) se usé para volver a ensamblar las secuencias contiguas. Las cinco ultimas
bases se retiraron en primer lugar de cada lectura debido a posibles incorporaciones erréneas debido a la menor
fidelidad en los ultimos ciclos del procedimiento de secuenciacion. Se generaron varios conjuntos de contig
(secuencias contiguas). Para cada conjunto, se conservaron los contig de longitud minima de 50 bases. En primer
lugar se ajustaron los parametros del programa informatico para permitir el ensamblaje con un solapamiento minimo
de 25 bases e identidad estricta (100%) o no estricta (emparejamiento erréneo de 2 bases). Se generaron por lo
tanto dos conjuntos de 3634 y 3756 contig respectivamente. Se generd otro conjunto de 4540 contig permitiendo el
ensamblaje con un minimo de 18 bases y solapamiento no estricto. Las secuencias de los contig se usaron para buscar
homologia con terpeno sintasas en bases de datos de proteinas publicamente disponibles usando el algoritmo Blastx
(Altschul y col, J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). De los tres conjuntos de
contig, se seleccionaron 14, 15y 14 contig. A lo largo del analisis de las secuencias obtenidas de la biblioteca de ADNc
de Clausena lansium, se observd homologia de secuencia fuerte con secuencias de especies de citricos, una
observacion coherente con la relacion filogenética de Clausena lansium y especies de Citricos (pertenecientes
ambas a la familia Rutaceae). Por lo tanto, se usd el software Eland (lllumina) para buscar en lecturas no
ensambladas identidad de secuencia de ADN con sesquiterpeno sintasas de citrico (N° de Referencia de NCBI
CQ813507, CQ813505, CQ813508, CQ813506). A partir de este analisis, se seleccionaron 117 lecturas.

Los contig y las lecturas seleccionados se procesaron después usando el programa CAP (Huang, Genomics 14(1),
18-25, 1992) y se generaron nuevos contig. Después de la confirmacion de homologia de secuencia con
sesquiterpeno sintasas, se conservaron 17 contig de longitud de 30 a 436 bases (véase SEC ID N° 3 a 19). Las
secuencias deducidas se alinearon con una secuencia de sesquiterpeno sintasa de citrico (la beta-farneseno sintasa
de C. junos, N° de referencia de NCBI AAK54279) para mapear su posicion relativa a lo largo de una secuencia de
sesquiterpeno sintasa de longitud completa y evaluar el nimero de ADNc de sesquiterpeno diferentes presentes
(Figura 1). Se diseiid un conjunto de oligonucledétidos especificos de 6 de los 19 contig que surgen supuestamente de
ADNCc de sesquiterpeno sintasas diferentes.

Ejemplo 3

Amplificacion de ADNc de sesquiterpeno sintasas de longitud completa

Los cebadores especificos de sesquiterpeno sintasas deducidos a partir de la secuenciacion paralela masiva
(Ejemplo 2) se usaron en combinacion con cebadores adaptadores de ADNc en amplificaciones de PCR de tipo
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3'/5’RACE. Las amplificaciones se realizaron usando la biblioteca de ADNc de C. lansium, preparada como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1, y la Mezcla de Polimerasa Advantage® 2 (Clontech) después del protocolo
del Kit de Amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA). Las condiciones de termociclacion
fueron las siguientes: 1 minuto a 94 °C, 32 ciclos de 1 minuto a 94 °C y 3 minutos a 68 °C, y 3 minutos a 68 °C.

Usando el cebador FS2 cont2 F1 (SEC ID N°: 20), se obtuvo una secuencia de ADN de 1049 pb. El analisis de las
secuencias de varios clones obtenidos a partir de esta amplificacién mostré que estaban presentes dos variantes de
secuencia (Cont2 RACE F1 (SEC ID N° 23) y Cont2_RACE_F2 (SEC ID N°: 25)) con 96% de identidad de secuencia.
Cada una de las dos secuencias correspondia al extremo 3’ de un ADNc de sesquiterpeno sintasa y contenia una region
codificante de 735 pb. Las dos secuencias de aminoacidos deducidas (SEC ID N°: 24 y 26) tuvieron 92% de identidad de
secuencia entre si. Con el cebador FS2_cont2_R1 (SEC ID N° 21), se amplific6 un fragmento de 1101 pb
(Cont2_RACE_R, SEC ID N°: 27)) que contenia el codén de partida y que codificaba los 349 aminoacidos N
terminales del sesquiterpeno correspondiente al contig2. El alineamiento de las dos secuencias del 3'RACE
(Cont2_RACE_F1y Cont2_RACE_F2, SEC ID N°: 23 y 25) con la secuencia del 5RACE (cont2_RACE_R, SEC ID Ne:
27) mostr6 un solapamiento de 132 bases. En esta region solapante, las secuencias Cont2_RACE_F2 y
Cont2_RACE_R (SEC ID N° 25 y 27) eran casi idénticas (una diferencia de una uUnica base) mientras que se
observaron diferencias de 9 bases entre las secuencias de Cont2_RACE_F1y Cont2 RACE_R (SEC ID N°: 23y 27).
Por lo tanto se usaron las secuencias Cont2_RACE_F2 (SEC ID N° 25) y Cont2_RACE_R (SEC ID N°: 27) para
reconstituir una secuencia de ADNc de longitud completa (Cont2_RACE_1, SEC ID N°: 28) que codificaba una
proteina de 551 aminoacidos (SEC ID N°: 29).

Con el cebador FS2_Cont10_F (SEC ID N° 22) se obtuvieron dos secuencias de 1342 pb (Cont10_RACE_Fa y
Cont10_RACE_Fb, SEC ID N°: 30 y 31) que mostraban diferencias significativas (67 pb, que representa el 95% de la
identidad de secuencia de ADN) y que sugerian la presencia de dos ADNc de sesquiterpeno sintasas estrechamente
relacionados. Las dos secuencias contenian una region codificante de 1135 pb. Resulta interesante que la secuencia
de Cont10_RACE_Fa (SEC ID N°: 30) era 99,9% idéntica a la secuencia de Cont2_RACE_F2 (SEC ID N°: 25, una
diferencia de solamente 1 base en el alineamiento de 1 Kb) y la secuencia de Cont10_RACE_Fb (SEC ID N°: 31) era
99% idéntica a la secuencia de Cont2_RACE_F1 (SEC ID N°: 23, diferencia de solamente 8 bases en el alineamiento
de 1 Kb), lo que sugiere por lo tanto que los fragmentos de ADN amplificados con los cebadores Cont2 y Cont10
permitian amplificaciones a partir de dos secuencias relacionadas sin verdadera diferenciacion. Se disefiaron dos
cebadores (Cont2_inicio (SEC ID N°: 32) y Cont2_parada (SEC ID N°: 33)), que son especificos de las regiones de
los codones de inicio y de parada de las secuencias del 5’RACE y el 3’'RACE de los fragmentos cont2 y cont10, para
amplificar simultaneamente los dos o mas ADNc de longitud completa correspondientes. El cebador Cont2_inicio
(SEC ID N°: 32) se extendio con la secuencia CACC para permitir la insercion directa en el plasmido pET101/D-TOPO
(Invitrogen). La amplificacion se realizo en primer lugar usando la Mezcla de Polimerasa Advantage® 2 (Clontech).
Cada mezcla de PCR contenia, en un volumen total de 50 pl, 5 ul de Tampén de PCR Advan’[age® 2, dNTP 200 pM,
200 nM de cada cebador oligonucleotidico, 5 pl de ADNc diluido 100 veces y 1 pl de Mezcla de Polimerasa
Advantage® 2. Las condiciones de termociclacion fueron las siguientes: 2 minutos a 95 °C; 35 ciclos de 30 segundos a
95 °C, 30 segundos a 60 °C y 4 minutos a 72 °C; y 10 minutos a 72 °C. Se realizé después un segundo ciclo de
amplificacion usando 5 pl del producto de PCR purificado del primer ciclo de amplificacién y usando la ADN
polimerasa Pfu (Promega), en un volumen final de 50 pl que contenia 5 ul de tampén 10X de ADN polimerasa Pfu,
200 puM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador directo e inverso, 2,9 unidades de ADN polimerasa Pfu. Las condiciones
de termociclaciéon fueron idénticas a las condiciones usadas en el primer ciclo. Los productos de PCR purificados se
ligaron en el vector pET1001/D-TOPO siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Se seleccionaron varios
clones y después de secuenciar el inserto, se observaron algunas variaciones en las secuencias. Se seleccionaron los
siguientes clones: Cont2-1 (SEC ID N°: 2), Cont2B_22 (SEC ID N°: 38), Cont2B_26 (SEC ID N°: 39) y Cont2B_29
(SEC ID N°: 40). Las secuencias de las proteinas codificadas por estos clones se proporcionan en SEC ID N° 1y 41
a 43, respectivamente.

Ejemplo 4

Expresién heterdloga y actividades enzimaticas de las sesquiterpeno sintasas recombinantes.

Los plasmidos pET101 con Cont2_1 (SEC ID N° 2), Cont2B_22 (SEC ID N° 38), Cont2B_26 (SEC ID N°: 39) y
Cont2B_29 (SEC ID N°: 40) preparados como se ha descrito en el Ejemplo 3 se usaron para transformar células E.
coli BI21(DE3). Se usaron colonias individuales de células transformadas para inocular 5 ml de medio LB. Después
de 5 a 6 horas de incubacion a 37 °C, el cultivo se transfirid a un incubador a 20 °C y se dejé durante 1 hora para
equilibrado. Después se indujo expresion de la proteina mediante la adicion de IPTG 1 mM y el cultivo se incubd
durante una noche a 20 °C. Al dia siguiente, las células se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en 0,1
volimenes de MOPSO 50 mM pH 7, glicerol al 10%, DTT 1 mM vy se lisaron por sonicacion. El extracto se aclaré por
centrifugacion (30 minutos a 20.000 g) y el sobrenadante que contenia la proteina soluble se usé para experimentos
adicionales.

El extracto de proteina en bruto se uso para evaluar la actividad enzimatica. El ensayo enzimatico se realizé en un tubo de
vidrio sellado con Teflén usando de 50 a 100 ul de extracto proteico en un volumen final de 1 ml de MOPSO 50 mM pH
7, glicerol al 10% complementado con DTT 1 mM, MgCI2 20 mM y E,E-farnesil difosfato (FPP) purificado de 50 a 200
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puM (preparado como se describe en Keller y Thompson, J. Chromatogr 645(1), 161-167, 1993). El tubo se incubd de 18
a 24 horas a 30 °C y los productos enzimaticos se extrajeron dos veces con un volumen de pentano. Después de
concentracion en un flujo de nitrégeno, el extracto se analizé por CG y se confirmd la identidad de los productos
mediante CG-EM basandose en la concordancia de los indices de retencion y espectros de masas de patrones
auténticos. El analisis de CG-EM se realizd en un sistema de CG de Hewlett-Packard Serie 6890 equipado con un
detector de ionizacién de llama usando una columna capilar SPB-1 de diametro interno de 0,25 mm por 30 m
(Supelco, Bellefonte, PA). El gas portador fue He a un flujo constante de 1,5 ml/minuto. La temperatura inicial del
horno fue de 80 °C seguido de un gradiente de 10 °C/minuto hasta 280 °C. Los espectros se registraron a 70 eV con
una tension multiplicadora de electrones de 2200V.

El ensayo reveld la formacién de (+)-a-santaleno como un producto principal (92,7% de los sesquiterpenos totales
producidos) y cantidades traza de cinco sesquiterpenos adicionales que representaban del 4,8 al 0,95% de los
productos enzimaticos. (+)-a-santaleno se identificé con analisis CG-EM por coincidencia del espectro de masas y
del indice de retenciéon con los valores publicados (Joulain, D., y Konig, W. A. The Atlas of Spectral Data of
Sesquiterpene Hydrocarbons, EB Verlag, Hamburgo, 1998). La identificacién de (+)-a-santaleno se confirmo
adicionalmente por 'H RMN, "°C RMN y mediante medicién de la rotacion optica. Para producir suficientes cantidades
para estas mediciones, el ensayo enzimatico descrito anteriormente se aumenté de escala hasta 1 |. Los productos
enzimaticos se extrajeron con un volumen igual de pentano, se concentraron y la fraccion de hidrocarburos de
sesquiterpeno (5,5 mg) se purificd mediante filtracion en una columna de silice corta. Se proporcionan en la Figura 2
datos espectrales obtenidos con Cont2_1.

El espectro de RMN se registré en un espectrometro Bruker-Avance-500. Los datos de RMN son los siguientes:

"H RMN (500,13 MHz, CDCls): 5 0,82 (s, 2H), 0,83 (s, 3H), 0,99 (s, 3H), 1,00-1,08 (m, 2H), 1,08-1,26 (m, 2H), 1,57-1,63
(m, 6H), 1,68 (s, 3H), 5,12 (t 3q, J = 7,2, 1,4 Hz, 1H)

3C RMN (125,76 MHz, CDCls) : 6 10,7 (q), 17,5 (q), 19,6 (d), 23,3 (t), 25,7 (q), 27,4 (s), 31,0 (t), 31,5 (t), 34,6 (t), 38,2
(d), 45,9 (s), 125,5 (d), 130,8 (s);

El hecho de que se produjera el estereoisdmero (+)-a-santaleno se ha demostrado midiendo la rotacién 6ptica (como

[ = +12,0 (C = 0,3, CHCL).

se mide en un polarimetro Perkin-elmer 241):
Ejemplo 5

Produccién in vivo de (+)-o-santaleno en E. coli

El uso de la santaleno sintasa de C. lansium para la produccion in vivo de sesquiterpenos en células de E. coli se
evaluo co-expresando la sesquiterpeno sintasa con una FPP sintasa y las enzimas de una ruta biosintética de cuatro
etapas que permitia la conversion de mevalonato a FPP. Los genes de la ruta de mevalonato se organizaron en un
Unico operdén y codificaban una mevalonato quinasa (mvaK1), una fosfomevalonato quinasa (mvaK2), una
mevalonato difosfato descarboxilasa (MvaD) y una isopentenil difosfato isomerasa (idi), convirtiendo todas las
enzimas mevalonato exdgeno en isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP), los dos sustratos de la
FPP sintasa. La co-expresion de esta ruta de mevalonato parcial se usé para aumentar la cantidad de FPP
intracelular disponible para la sesquiterpeno sintasa y de este modo las cantidades de sesquiterpeno producido.

El gen de FPP sintasa de levadura (niumero de Referencia J05091) se amplificé a partir de ADN genémico de S.
cerevisiae usando los cebadores FPPy Ncol (SEC ID N°: 34) y FPPy-Eco (SEC ID N°: 35). EI ADN gendmico se aislo
de S. cerevisiae usando el Kit Maxi de ARN/ADN de Qiagen (Qiagen AG, Basilea, Suiza). La PCR se realiz6 con la
ADN polimerasa Pfu (Promega AG, Dubendorf, Suiza) en un volumen final de 50 pl que contenia 0,4 ul de cada
cebador, dNTP 200 pM, 0,5 wl de ADN polimerasa, 5 ul de ADN gendémico de S. cerevisiae. Las condiciones de
ciclacion de PCR fueron las siguientes: 90 segundos a 95 °C; 28 ciclos de 45 segundos a 95 °C, 30 segundos a 54
°C y 4 minutos a 72 °C; 10 minutos a 72 °C. El ADN amplificado se ligé como fragmento Ndel-EcoRI en el primer sitio
de clonaciéon multiple (MCS1) del plasmido pACYCDuet-1 (Novagen, Madison, WI) que proporciona el plasmido
pACYCDuet-FPP que alberga el gen de FPP bajo el control de un promotor T7.

Se amplificé un operén que contenia los genes que codifican mvaK1, mvaK2, MvaD e idi a partir de ADN gendmico
de Streptococcus pneumoniae (ATCC BAA-334, LGC Standards, Molsheim, Francia) con los cebadores MVA-up1-
inicio (SEC ID N°: 36) y MVA-up2-parada (SEC ID N°: 37). La PCR se realizé usando la ADN polimerasa PfuUltra™ Il
Fusion HS (Stratagene, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, Estados Unidos). La composicién de la mezcla
de PCR fue de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las condiciones de termociclacion fueron 2 minutos a
95 °C; 30 ciclos de 20 segundos a 95 °C, 20 segundos a 58 °C y 90 segundos a 72 °C; y 3 minutos a 72 °C. El
fragmento de 3,8 Kb se purificd en un gel de agarosa y se ligé usando el Kit de Clonacién de PCR In-Fusion™ Dry-
Down (Clontech Laboratories) en el segundo MCS del plasmido pACYCDuet-FPPs digerido con Ndel y Xhol que
proporciona el plasmido pACYCDuet-4506. Las secuencias de los dos insertos se secuenciaron completamente para
excluir cualquier mutacion.
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Se transformaron células E. coli BL21 Star™ (DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA) con los plasmidos pET101-cont2 1
(SEC ID N°: 2) preparados como se ha descrito en el Ejemplo 3 y con el plasmido pACYCDuet-4506. Las células
transformadas se seleccionaron en placas de LB-agarosa de carbenicilina (50 ug/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml). Se
usaron colonias individuales para inocular 5 ml de medio LB liquido complementado con los mismos antibiéticos. El
cultivo se incub6 durante una noche a 37 °C. Al dia siguiente se inocularon 2 ml de medio TB complementado con los
mismos antibiéticos con 0,2 ml del cultivo de una noche. Después de 6 horas de incubacion a 37 °C, el cultivo se
enfrio a 28 °C y se afadié IPTG 1 mM, mevalonato 2 mg/ml (preparado disolviendo mevalonolactona (Sigma) en
NaOH 0,5 N a una concentracion de 1 g/ml e incubando la solucién durante 30 minutos a 37 °C) y 0,2 ml de decano a
cada tubo. Los cultivos se inocularon durante 48 horas a 28 °C. Los cultivos se extrajeron después dos veces con dos
volimenes de etil-acetato, la fase organica se concentré a 500 pl y se analizé mediante CG-EM como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 4. En estas condiciones las células produjeron (+)-a-santaleno a 250 mg/l de cultivo en
48 horas.

Este ejemplo muestra que una célula E. coli transformada con una a-santaleno sintasa, como se ha definido en la
presente invencion, es capaz de producir a-santaleno. Las otras enzimas con las que se transforma la célula E. coli
no son esenciales para la producciéon de a-santaleno. De hecho o-santaleno también se produce cuando se
transforma una célula E. coli solamente con la a-santaleno sintasa, pero en cantidades menores. Las otras enzimas
con las que se transforma la célula E. coli se anaden con el Unico fin de aumentar la cantidad de precursor
disponible para la a-santaleno sintasa.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Firmenich SA

<120> Procedimiento de produccion de (+)-alfa-santaleno

<130> 7280

<160> 43

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 551

<212> PRT

<213> Clausena lansium

<400> 1
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Met

Asn

Gln

Glu

Leu

65

Glu

Asp

Arg

Asp

Met

145

Ile

Ser

Phe

Thr

Val

50

Arg

Lys

Asp

Gln

Asp

130

Len

Leu

Thr

His

Ile

35

Arg

Leu

Glu

Lys

His

115

Asp

Ser

Asp

Gln

Pro

20

Asp

Lys

Ile

Ile

Asp

100

Gly

Gly

Leu

Glu

Gln

Asn

Ser

Met

Asp

Asp

Asp

Ile

Lys

Tyr

Ala
165
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Val

Ile

Trp

Met

Thr

70

Asp

Leu

Lys

Phe

Glu

150

Ile

Ser

Trp

Thr

Val

55

Val

Ala

Tyr

Ile

Lys

135

Ala

Val

Ser

Gly

Gln

40

Ser

Gln

Leu

Ile

Ser

120

Ala

Ala

Phe

16

Glu

Asn

25

Gln

Asp

Arg

Glu

Val

105

Cys

Ser

His

Thr

Asn

10

His

His

Ala

Leu

Lys

20

Ser

Asp

Leu

Leu

Thr
170

Ile

Phe

His

Asn

Gly

75

Ile

Leu

Val

Met

Ala

155

Thr

Val

Leu

Lys

Lys

60

Val

Gly

Cys

Phe

Asn

140

Ile

His

Arg

Thr

Glu

45

Pro

Ala

His

Phe

Glu

125

Asp

His

Leu

Asn

Cys

30

Leun

Ala

Tyr

Asp

Arg

110

Lys

Val

Gly

Lys

Ala

15

Pro

Lys

Gln

His

Pro

95

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser
175

Ala

Ser

Glu

Arg

Phe

80

Phe

Leu

Lys

Gly

Asp

160

Thr



Val

Ser

Tyr

Leu

225

Lys

Lys

Ile

Phe

Asp

305

Thr

FPhe

Leu

Fhe

Lys

385

Ser

Ser

Leu

Phe

210

Asn

Glu

Lys

Leu

Leu

220

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

370

Gly

Ile

Asn

Arg

195

Leu

Fhe

Ala

Leu

Val

275

Ser

Tyr

Trp

Phe

Lys

355

Glu

Tyr

Gly

Ser

180

Val

Asp

Ala

Ser

Pro

260

Gly

Lys

Gly

Asp

Lys

340

Glu

Leu

Val

Phe

Pro

Pro

Ile

Lys

Glu

245

Tyr

Val

Ile

Thr

Leu

325

Thr

Gly

Val

Pro

Leu
405
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Val

Leu

Tyr

Leu

230

Met

Ile

Ser

Ile

Phe

310

Gly

Leu

Arg

Met

Ser

390

Pro

Asn

Arg

Ser

215

Asp

Thr

Arg

Tyr

Cys

295

Asp

His

Ile

Ser

Lys

375

Leu

Ile

Ser
Lys
200
Arg
Phe
Arg
Asp
Gln
280
Leu
Glu
Arg
Asp
Tyr
360
Tyr

Asp

Ala

17

Thr
185

Ala

Asp

Asn

Trp

Arg

265

Pro

Glu

Leu

Asp

Val

345

Ser

Phe

Asp

Val

Phe

Val

Asp

Ile

Trp

250

Val

Lys

Thr

Ala

Ala

330

Tyr

Ile

Cys

Tyr

Ala
410

Ala

Pro

Leu

Leu

235

Arg

Val

Phe

Leu

Ile

315

Leu

Ser

His

Glu

Lys

395

Ser

Glu

Arg

His

220

Gln

Asp

Glu

Ser

Val

300

Phe

Pro

Glu

Tyr

Ala

380

Ser

Phe

Gln

Leu

205

Asp

Ala

Phe

Leu

Thr

285

Asp

Thr

Glu

Ala

Ala

365

Lys

Val

Val

Ile

190

Glu

Lys

Met

Asp

Tyr

270

Gly

Asp

Glu

Tyr

Glu

350

Ile

Trp

Ser

Phe

Arg

Ser

Thr

His

Phe

255

Phe

Arg

Thr

Ala

Met

335

Gln

Arg

Leu

Leu

Met
415

His

Arg

Leu

Gln

240

Leu

Trp

Ile

FPhe

val

320

Lys

Glu

Ser

Asn

Arg

400

Gly
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Asn Asn Pro

430

Glu val Phe Glu Glu Met

425

Thr Lys

420

Asp Ile Ala Lys Trp

Thr Ile Phe Leu Ile Ala

4490

Ile Ile Ile Ala Ala Glu Phe

435

Arg Asp

445

Asp

Pro Ser Ala Ile Glu

460

His Phe Glu Gln Glu His Ser

450

Gly Arg Lys

455

Arg

Ala
430

Glu Glu Glu Ala Val

475

His Val Ser Lys

470

Cys Asn Gln Gly

465

Tyr Lys

Glu
495

Glu val Ser Ile Asn Glu Leu

485

Ala Asn Trp Lys

490

Leu Ser Leu Asp

Gln val Ile

510

Ala Ile Leu Pro Leu Len Leu

505

Pro Met Preo

500

Leu Leu Asn

Ala
525

Phe Gln

520

Ser Ser Ala Met Tyr Asn Asp Arg

515

Asp Leu Arg Asp

Phe Thr Gln Val Leu Val Leu

530

Thr Met Met

535

Asp
540

His Ser Lys Asp Lys

Asp Pro Val Leu

545

Lys Asp

550

Asp

<210> 2

<211> 1656

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 2

10

atgtcaactc
aatatatggg
cagcaccaca
cctgcccaga
gaaaaggaga
gatctctaca
tgtgatgtgt
gatgttcaag

attttagatg

aacaagtttc
gaaaccattt
aagaactgaa
gattgcgctt
ttgatgatgc
ttgtctetet
ttgagaagtt
gcatgctaag

aagcaattgt

atcagagaac
ccltcacatgt
agaagaggtg
gattgatact
attggagaaa
ttgttttcga
taaagatgac
tttatatgag

tttcacgacc

attgttcgta
ccttctcaga
aggazaatga
gtccaaaggc
ataggtcatg
ttgctgagge
gatggaaaat
gcagcacace

actcacctta

18

acgetgegaa
cgattgatag
tggtgtetyga
taggtgtgge
acccttttga
agcatggaat
tcaaggcate
tagccattca

agtcaacggt

tttceccatect
ttggactcaa
tgcaaataaa
ttaccacttt
tgataaagat
faagatatca
attgatgaat
cggagaagat

atctaattct

60

120

180

240

300

360

429

480

540



10

15

cctgtaaact
gctgtaccta
gataaaactt
aaggaagcaa
tatataagag
cccaaattca
gatgatacat
acaagatggyg
acactcattyg
agcatacact
aagtggttaa
agtatcggtt
aaggaggtct
ttcagattce
tcagctattyg
ttgtcgttag
atggctattc
atgtacggta

ttggtgctga

<210> 3
<211> 211
<212> ADN
<213> Clausena lansium

<400> 3

ctacttttge
ggttagagte
tgctcaattt
gtgagatgac
acagagtcgt
gcactggtag
ttgacgccta
accttggcca
atgtctacag
atgcaatacyg
ataaaggtta
ttttaccgat
ttgaatggga
tggatgacat
aatgctacaa
aagttgctaa
ctttacctct
atgctcaaga

aggacccegt

gccgcagaaa cgattttcag

agagaacatt gtccatcagc

gaggcagtta aagcegttgte

ctgcttctca acccaatgge

<210> 4

<211> 436
<212> ADN
<213> Clausena lansium

<400> 4
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tgaacaaata
gaggtattic
cgcaaagtta
caggtggtyg
ggagctatat
aatttttttg
cggtactttt
cagagatgca
tgaagctgag
atcgttccaa
ftgttccgage
agceggtaget
aatgaataac
agcaggccat
gaatcaacat
tagttggaaa
gcttcaggtg
tcgettcacg

taagcttgac

attcctggat
tattgaatgc
gttagaagtt

tattcettta

cgtcattcte
ttggatatet
gactttaata
ageagattttg
ttitggatte
tccaazataa
gacgagctcg
ctaccagaat
caagaactgy
gaactagtta
ctggacgatt
tcecttegttt
cctaagatca
aggtttgagce
ggagtgtetyg
gatataaatg
attcttgatc
cattcadcga

gattaa

gatgtagcag gccataagtt tgagcaaaaqg
tacaagaatc aacatggagt gtctgaggaa

gctaatagtt ggaaagatat aaatgaggag

o

19

tcagagttee
attcaagaga
tactacaagc
acttccttaa
tggtgggagt
tatgccttga
caatctttac
acatgaaatt
caaaggaadg
tgaagtactt
ataaatcagt
tcatgggtga
taatagccge
aaaagagaga
aggaagéggc
aggagctgct
tctcacgtte

tgatgaaaga

tctcegtaaa
tgatttgcac
aatgcaccaq
aaagctgecect
gtcttatcag
gaccctogta
tgaagcagtt
cattttcaag
gagatcatac
ctgcgaagcce
ttcattaaga
tattgcaact
agaaacgatt
acatagtcca
agttaaagcyg
tctcaaccea
ggccgafttt

ccaagttgat

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1280

1440

1500

1560

1620

1656

60

120

180

21t



10

15

20

25

30

35

ES 2410906 T3

gtccaaaata atatgccttg agaccctegt agatgataca tttgacgect acggtacttt

tgaagagctc acaatcttta ctgaagcagt tacaagatgg gacattggcec acacagatge
actaccagat tacatgaaat tcecttttcaa gacactceatt gatgtctata gtgaagctga
ggaagaactyg gcaaaggaag gaagatcata cagcatacaa tatgcaatac gatcgtttca
agaactagct atgaaatact tctgcgaagc caagtggtta aataaaggtt atgttccgag
cctggacgat tataaatcag tttcattaag aagtatceggt tttttaccga tageggtage
ttccttegtt ttcatgggtg atattgcaéc taaggaggtc tttgaatggg aaatgaataa

ccctaagatec ataata

<210>5
<211>71
<212> ADN
<213> Clausena lansium
<400> 5
cacgttcgge cgattttatg tacggcaatg gtcaagatcyg ctacacgcat tcaacgatga

tgaaagacca a

<210>6

<211>133

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 6

tgaccctttt gatgataaag atgatctcecta cattgtcectet ctttgttttc gattgctgag
gcagcatgga attaagatat catgtgatgt gtttgagaag tttaaagatg acgatggaaa

attcaaggca tcc

<210>7

<211>172

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400>7
agagtegagyg tattftctigg atatctattc aagagatgat ttgcacgata aaactttget
caatttcgea aagttagact ttaatatact acaagcaatg caccagaagqg aagcaagtga

gataaccagg tggtggagag attttggatt ccttgaaaag ctgccttatg ta

<210> 8

<211>73

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 8

20

60

120

180

240

300

360

420

436

€0

71

60
120

133

60

120

172
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actaatggat gacatagtgt cacacaagtt tgaacaaagc agagggcacg ttgcctcgag

cgttgagtgt tac

<210>9

<211> 46

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 9
actgcttttc ctgtggcttt aattgagaga cctttcaata tcgcac

<210> 10

<211> 47

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 10
cacttcttat gcgaattctc aatcttacgc gcgttataga tgtcatt

<210> 11

<211> 44

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 11
ccagaaggaa ctcggtgaca tttcaaggtg gtggaaagaa ttag

<210> 12

<211> 42

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 12
gcatggaatg agttccggaa acaagtttca aatgcctgga ag

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 13
taatcgtgct gaacaaatta atcatgctct cgactgtcc 39

<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 14
aagtatgaag atggctacac tcattctgca gttgtgct 38

<210> 15

<211> 38

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 15
ttttagatga agcaattgtt ttcacgacca ctcacctt 38

<210> 16

<211> 37

<212> ADN

<213> Clausena lansium

21

46

47

42

60

73
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cctggaagga tataaacgag gagtgcctac gcccaac 37

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 17
acaccttttg ttggcatggg agacattgta

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 18
gagggcacgt tgcctcaagce gtagagtgtt

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 19
cgactgctta ggcagcaagg atttaaggtt

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
cttgagaccc tcgtagatga tacatttgac g

<210> 21

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
gtatgatctt ccttcctttg ccagttcttc ¢

<210> 22

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
gatgaagcaa ttgttttcac gaccactcac c

<210> 23

<211> 1049

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 23

30

30

30

31

31

31

22



10

cctatggtac
gccacacaga
atagtgaagc
tacgatcgtt
gttatgttcc
cgatageggt
gggaaatgaa
atgcagcagg
acaagaatca
ctaatagttg
ctctacttca
aagatcgcta
ccgttaagcet
gtaataaatt
atggticaat
ctcacaccaa
gattaaaata

aaaaaaaaaa

<210> 24
<211> 245
<212> PRT

tcttgaagag
tgcactacca
tgaggaagaa
tcaagaacta
gagcctggac
agcttectto
taaccctaag
ccataagttt
acatggagtg
gaaagatata
ggtgattctt
cacgcattca
tgacgattaa
aagttggtgc
tgattaggce
cttecgecaata
aacagcaatc

ddaadaaaaaa

<213> Clausena lansium

<400> 24
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ctcacaqtct
gattacatga
ctggcaaagg
gctatgaaat
gagtataaat
gttttcatgg
atcataatag
gagcaaaaga
tctgaggaag
aatgaggagc
gatctctecac
acgatgatga
agttatgttyg
ttgctagtta
tatattctag
atgtaattta
ctacttgcat

adadadaaad

ttactgaagc
aattectttt
aaggaagatc
acttctgcga
cagtttcagt
gtgatattgc
ccgcagaaac
gagaacattg
aggcagttaa
tgcttctcaa
gttcggcocga
aagaccaagt
ctgatttcct
tttagctagc
taaaaataaa
tttcatctat

ggaataaaca

23

aattacaaga
caagacacte
atacagcata
agcggagtgy
aagaagtgtc
aactaaggag
gattttcaga
tccatcaget
agegttgteg
cccaatgget
ttttatgtac
tgacttggty
atcgtatatt
tagtcatgcg
aggagtaaga
gtctgttaca

ataataccat

tgggacgtty
attgatgtct
caatatgcaa
ttaaataaag
ggttttttte
gtetttgaat
ttcctggatyg
attgaatgct
ttagaagttg
attcctttac
ggcaatggtc
ctgaaggacc
tgagaagttyg
tagctaaggg
acgaatctcce
aaaattttga

ttttactaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1049



Tyr

Trp

Phe

Lys

Glu

63

Tyr

Gly

Ala

Ile

Lys

145

Lys

Leu

Asn

Ser

Gly

Asp

Lys

Glu

50

Leu

Val

Phe

Thr

Ala

130

Phe

Asn

Glu

Pro

Arg
210

Thr
Val
Thr
35

Gly
Ala
Pro
Phe
Lys
115
Ala
Glu
Gln
Val
Met

195

Ser

Leu

Gly

Len

Arg

Met

Ser

Pro

100

Glu

Glu

Gln

His

Ala

180

Ala

Ala

Glu

His

Iie

Ser

Lys

Leu

85

Ile

Val

Thr

Lys

Gly

165

Asn

Ile

Asp
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Glu

Thr

Asp

Tyr

Tyr

70

Asp

Ala

Phe

Ile

Arg

150

Val

Ser

Pro

Phe

Leu

Asp

Val

Serx

55

Phe

Glu

Val

Glu

Phe

135

Glu

Ser

Trp

Leu

Met
215

Thr

Ala

Tyr

40

Ile

Cys

Tvx

Ala

Trp

120

Arg

His

Glu

Lys

Pro

200

Tyr

24

Val

Leu

25

Ser

Gln

Glu

Lys

Ser

105

Glu

Phe

Cys

Glu

Asp

185

Leu

Gly

Phe

10

Pro

Glu

Tyr

Ala

Ser

90

Phe

Met

Leu

Pro

Glu

170

Ile

Leu

Asn

Thr

Asp

Ala

Ala

Giu

75

Val

Val

Asn

Asp

Ser

155

Ala

Asn

Gln

Gly

Glu

Tyr

Glu

Ile

60

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

140

Ala

Val

Glu

Val

Gln
220

Ala

Met

Glu

45

Arg

Leu

Val

Met

Pro

125

Ala

Ile

Lys

Glu

Ile

205

Asp

Ile

Lys

30

Glu

Ser

Asn

Arg

Gly

110

Lys

Ala

Glu

Ala

Leu

120

Leu

Arg

Thr

15

Phe

Leu

Fhe

Lys

Ser

95

Asp

Ile

Gly

Cys

Leu

175

Leu

Asp

Tyr

Arg

Leu

Ala

Gln

Gly

80

Val

Ile

Ila

His

Tyx

160

Ser

Leu

Leu

Thr



10

15

ES 2410906 T3

His Ser Thr Met Met Lys Asp Gln Val Asp Leu Val Leu Lys Asp Pro

225 230

Val Lys Leu Asp Asp
245

<210> 25

<211> 906

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 25

cctacggtac
gccacagaga
acagtgaagc
tacgatcegtt
gttatgttce
cgatagcggt
gggaaatgaa
acatagcagg
acaagaatca
ctaafagttg
ctctgcttca
aagatcgctt
ccgttaaget
gtaataaatt
atggttcaat

ctcgeca

ttttgacgag
tgcactacca
tgagcaagaa
ccaagaacta
gagccectggac
agcttectte
taaccctaag
ccataagtti
acatggagtg
gaaagatata
ggtgattctt
cacgcattca
tgacgattaa
aagttggtgce

tgattaggcce

ctcacaatct
gaatacatga
ctggcaaagyg
gttatgaagt
gattatazat
gttttcatgg
atcataatag
gagcaaaaga
tctgaggaaqg
aatgaggagc
gatctetceac
acgatgatga
agttatgttg
ttgctagtta

tatattctag

<210> 26

<211> 245

<212> PRT

<213> Clausena lansium

<400> 26

Tyr Gly Thr Phe Asp Glu Leu Thr Ile Phe Thr Glu Ala Val Thr Arg

1 5

Trp Asp Ile Gly His Arg Asp Ala Leu Pro Glu Tyr Met Lys Phe Ile

20

ttactgaagc
aattcatttt
aagggagatc
acttctgcga
cagtttcatt
gtgatattgc
ccgcagaaac
gagaacatag
aggcagttaa
tgettctcaa
gttcggeega
aagaccaagt
ctgatttect
tttagctagce

taaaaataasz

235

agttacaaga
caagacacte
atacagcata
agccaagtgy
aagaagtatc
aactaaggag
gattttcaga
tccatcagct
agcgttgteg
ccecaatgget
ttttatgtac
tgatttggtg
atcgtatatt
tagtcatgcg

cgatgtaaga

10

25

25

tgggacattg
attgatgtct
caatatgcaa
ttaaataaag
ggttttttac
gtectttgaat
ttectggatg
attgaatgct
ttagaagttg
attcctttac
ggtaatgcte
ctgaaggacc
tgagaagttyg
tagctagggyg

acaaatctcce

15

30

246

€0

120

180

240

300

360

420

480G

540

600

660

120

780

840

%00

906



Phe

Lys

Glu
65

Tyr

Gly

Ala

Ile

Lys

145

Lys

Leu

Asn

Ser

His

225

Val

<210> 27
<211> 1101
<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 27

Lys

Glu

50

Leu

Val

Phe

Thr

Ala

130

Phe

Asn

Glu

Pro

Arg

210

Ser

Lys

Thr

35

Gly

Val

Pro

Leu

Lys

115

Ala

Glu

Gln

Val

Met

195

Ser

Thr

Leu

Leu

Arg

Met

Ser

Pro

100

Glu

Glu

Gln

His

Ala

180

Ala

Ala

Met

Asp

Ile

Ser

Lys

Leu

85

Ile

Val

Thr

Lys

Gly

165

Asn

Ile

Asp

Met

Asp
245

ES 2410906 T3

Asp

Tyr

Tyr

70

Asp

Ala

Fhe

Ile

Arg

150

Val

Ser

Pro

Phe

Lys
230

Val

Ser

55

Phe

Asp

Val

Glu

Phe

135

Glu

Ser

Trp

Leu

Met

215

Asp

Tyr

40

Ile

Cys

Tyr

Ala

Trp

120

Arg

His

Glu

Lys

Pro

200

Tyr

Gln

26

Ser

Gln

Glu

Lys

Ser

105

Glu

Phe

Ser

Glu

Asp

185

Leu

Gly

Val

Glu

Tyr

Ala

Ser

90

Phe

Met

Leu

Pro

Glu

170

Ile

Leu

Asn

Asp

Ala

Ala

lys

75

Val

Val

Asn

Asp

Ser

155

Ala

Asn

Gin

Ala

Leu
235

Glu

Ile

60

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

140

Ala

Val

Glu

Val

Gln

220

Val

Gln

45

Arg

Leu

Leu

Met

Pro

125

Ile

Ile

Lys

Glu

Iie

205

Asp

Leu

Glu

Ser

Asn

Arg

Gly

110

Lys

Ala

Glu

Ala

Leu

190

Leu

Arg

Lys

Leu

Phe

Lys

Ser

95

Asp

Ile

Gly

Cys

Leu

175

Leu

Asp

Phe

Asp

Ala

Gln

Gly

80

Iie

Ile

Ile

His

Tyr

160

Ser

Leu

Leu

Thr

Pro
240



10

ctagtagcta
ctcaacaagt
ggggaaacca
acaaagaact
agagattgcg
agattgatga
acattgtctce
tgtttgagaa
aaggcatgct
atgaagcaat
actctacttt
ctaggttaga
ctttgctcaa
caagtgagat
gagacagagt
tcagcactgyg
catttgacgc
gggacattygg

ttgatgtcta

<210> 28

<211> 1875
<212> ADN
<213> Clausena lansium

<400> 28

ctagtagcta
ctcaacaagt
ggggaaacca
acaaagaact
agagattgcg
agattgatga

acattgtctce

aaaaaattat
ttcatcagag
tttectcaca
gaaagaagag
cttgattgat
tgcattggag
tctttgtttt
gtitaaagat
aagtttatat
tgttttcacg
tgctgaacaa
gtcgaggtat
tttcgcaaag
gaccaggtgg
cgtggagcta
tagaattttt
ctacggtact
ccacagagat

tagtgaagct

daaaaaattat
ttcatcagayg
tttcctecaca
Jgaaagaagdag
cttgattgat
tgcattggag

tctttgtitt

ES 2410906 T3

taagttcaat
aacattgtte
tgtctttote
gtgaggaaaa
actg;ccaaa
azaataggte
cgattgctga
gacgatggaa
gaggcagcac
accactcacc
atacgtcatt
ttettggata
tcagacttta
tggagagatt
tatttttgga
tLgtccaaaa
tttgacgagce
gcactaccag

g

taagttcaat
aacattgtte
tgtetttete
gtgaggaaaa
actgtccaaa
aaaataggtc

cgattgctga

cttttttgtc
gtaatgctgce
aaacgattga
tgatggtgte
ggttaggtyt
atgacccttt
ggcagcatgy
aattcaaggce
acctagccat
ttaagtcaac
ctctecagagt
tctattcaag
atatactaca
ttgacttect
ttetggtyyg
taatatgect
tcacaatctt

aatacatgaa

cttttttgte
gtaatgctge
aaacgattga
tgatggtgtc
ggttaggtgt
atgacccttt

ggcagcatgg

27

tgtctagaga
agatttccat
tagttggact
tgatgcaaat
ggcttaccac
tgatgataaa
aattaagata
atcattgatg
tcacggagaa
ggtatctaat
tecetcectecgt
agatgatttg
agcaatgcac
taaaaagctg
agtgtcttat
tgagaccctc
tactgaagca

attcatttte

tgtctagaga
agatttccat
tagttggact
tgatgcaaat
ggcttaccac
tgatgataaa

aattaagata

aagatgtcaa
cctaatatat
caacagcacc
aaacctgece
tttgaaaagg
gatgatctet
tcatgtgatg
aatgatgttc
gatattttag
tctcctgtaa
aaagctgtac
cacgataaaa
cagaaggaag
ccttatataa
cagcccaaat
gtagatgata
gttacaagat

aagacactca

aagatgtcaa
cctaatatat
caacagcacc
aaacctgccc
tttgaaaagqg
gatgatctct

tcatgtgatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1101

&0

120

1890

240

300

360

420



10

tgtttgagaa
aaggcatgct
atgaagcaat
actctacttt
ctaggttaga
ctttgctcaa
caagtgagat
gagacagagt
tcagcactgg
catttgacgce
gggacattgg
ttgatgtcta
aatatgcaat
taaataaagg
gttttttace
tctttgaatg
tcctggatga
ttgaatgcta
tagaagttgc
ttcectttace
gtaatgctca
tgaaggaccc
gagaagttgg
agctagggga

caaatctcce

<210> 29
<211> 551
<212> PRT

gtttaaagat
aagtttatat
tgttttcacg
tgctgaacaa
gtcgaggtat
tticgcaaag
gaccaggtgg
cgtggageta
tagaattttt
ctacggtact
ccacagagat
cagtgaagct
acgatcgttc
ttatgttccyg
gatagecggta
ggaaatgaat
catagcagygc
caagaatcaa
taatagttgg
tctgcttcag
agatcgctic
cgttaagctt
taataaatta
tggttcaatt

tcgea

<213> Clausena lansium

<400> 29

Met Ser Thr Gln Gln Val Ser Ser Glu Asn Ile Val Arg Asn Ala Ala

1

5

ES 2410906 T3

gacgatggaa
gaggcagcac
accactcacc
atacgtcatt
ttcttggata
tcagacttta
tggagagatt
tatttttgga
ttgtccaaaa
tttgacgagc
gcactaccag
gagcaagaac
caagaactag
agcctggacy
getteecttcg
aaccctaaga
cataagtttyg
catggagtgt
aaagatataa
gtgattcttg
acgcattcaa
gacgattaaa
agttggtgct

gattaggcct

aattcaagygc
acctagccat
ttaagtcaac
ctctcagagt
tctattcaag
atatactaca
ttgacttcct
ttcoctggtggyg
taatatgcect
tcacaatctt
aatacatgaa
tggcaaagga
ttatgaagta
attataaatc
ttttcatggy
tcataatagc
agcaaaagag
ctgaggaaga
atgaggagct
atctctcacg
cgatgatgaa
gttatgttgc
tgctagttat

atattctagt

10

28

aktcattgatyg
tcacggagaa
ggtatctaat
tcectetecgt
agatgatttg
agcaatgcac
taaaaagctg
agtgtecttat
tgagagcctc
tactgaagca
attcatttte
agggagatca
ﬁttctgcgaa
agtttcatta
tgatattgca
cgcagaaacyg
agaacatagt
ggcagttaaa
gcttctcaac
ttcggecgat
agaccaagtt
tgatttccta
ttagctagcet

aaaaataaac

aatgatgtte
gatattttag
tctcectgtaa
aaagctgtac
cacgataaaa
cagaaggaag
ccttatataa
cagcccaaat
gtagatgata
gttacaagat
aagacactca
tacagcatac
gccaagtggt
agaagtatcg
actaaggagd
attttcagat
ccatcagcta
gecgttgtegt
ccaatggcta

tttatgtacg

gatttggtgc

tcgtatattt
agtcatgcegt

gatgtaagaa

15

480
540
600
660
720
780
840
9¢0
&0

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1875



Asp

Gln

Glu

Leu

65

Glu

Asp

Arg

Asp

Met

145

Ile

Val

Ser

Tyr

Leu

225

Lys

Phe

Thr

Val

50

Arg

Lys

Asp

Gln

Asp

130

Leu

Leu

Ser

Leu

Phe

210

Asn

Glu

His

Ile

35

Arg

Leu

Glu

Lys

His

115

Asp

Ser

Asp

Asn

Arg

195

Leu

Phe

Ala

Pro

20

Asp

Lys

Ile

Ile

Asp

100

Gly

Gly

Leu

Glu

Ser

1g0

Val

Asp

Ala

Sex

Asn

Ser

Met

Asp

Asp

Asp

Ile

Lys

Tyr

Ala

165

Pro

Pro

Ile

Lys

Glu
245

ES 2410906 T3

Ile

Trp

Met

Thr

70

Asp

Leu

Lys

Phe

Glu

150

Ile

Val

Leu

Tyr

Ser

230

Met

Trp

Thr

Val

55

Val

Ala

Tyr

Ile

Lys

135

Ala

Val

Asn

Arg

Ser

215

Aszp

Thr

Gly

Gln

40

Ser

Gln

Leu

Ile

Ser

120

Ala

Ala

Phe

Ser

Lys

200

Arg

Phe

Arg

29

Asn

25

Glin

Asp

Arg

Glu

Val

105

Cys

Ser

His

Thr

Thr

185

Ala

Asp

Asn

Trp

His

His

Ala

Leu

Lys

90

Ser

Asp

Leu

Leu

Thr

170

Phe

Val

Asp

Ile

Trp
250

Phe

His

Asn

Gly

75

Ile

Leu

Val

Met

Ala

155

Thr

Ala

Pro

Leu

Leu

235

Arg

Leu

Lys

Lys

60

Val

Gly

Cys

Phe

Asn

1490

Ile

His

Glu

Arg

His

220

Gln

Asp

Thr

Glu

45

Pro

Ala

His

Phe

Glu

125

Asp

His

Leu

Gln

Leu

205

Asp

Ala

Phe

Cys

30

Leu

Ala

Tyr

Asp

Arg

110

Lys

Val

Gly

Lys

Ile

190

Glu

Lys

Met

Asp

Leu

Lys

Gln

His

Pro

95

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

175

Arg

Ser

Thx

His

Phe
255

Ser

Glu

Arg

Phe

80

Phe

Leu

Lys

Gly

Asp

160

Thr

His

Arg

Leu

Gln

240

Leu



Lys

Ile

Phe

Asp

305

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

385

Ser

Asp

Ile

Gly

Cys

465

Leu

Leu

Lys

Leu

Leu

290

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

370

Gly

Ile

Ile

Ile

His

450

Tyr

Ser

Leu

Leu

Val

275

Ser

Tyr

Trp

Fhe

Lys

355

Glu

Tyr

Gly

Ala

Ile

435

Lys

Lys

Leu

Asn

Pro

260

Gly

Lys

Gly

Asp

Lys

340

Glu

Leu

Val

Phe

Thr

420

Ala

Phe

Asn

Glu

Fro

Tyr

Val

Ile

Thr

Ile

325

Thr

Gly

Val

Pro

Leu

405

Lys

Ala

Glu

Gln

Val

485

Met

ES 2410906 T3

Ile

Ser

Ile

Phe

310

Gly

Leu

Arg

Met

Ser

390

Pro

Glu

Glu

Gln

His

470

Ala

Ala

Arg

Tyr

Cys

295

Asp

His

Ile

Ser

Lys

375

Leu

Ile

Val

Thr

Lys

455

Gly

Asn

Ile

Asp

Gln

280

Leu

Glu

Arg

Asp

Tyr

360

Tyr

Asp

Ala

Phe

Ile

440

Arg

Val

Ser

Pro

30

Arg

265

Pro

Glu

Leu

Asp

Val

345

Ser

Phe

Asp

Val

Glu

425

Phe

Glu

Ser

Trp

Leu

Val

Lys

Thr

Thr

Ala

330

Tyr

Ile

Cys

Tyr

Ala

410

Trp

Arg

His

Glu

Lys

490

Pro

Val

Fhe

Leu

Ile

315

Leu

Ser

Gln

Glu

Lys

395

Ser

Glu

Phe

Ser

Glu

475

Asp

Leu

Glu

Ser

Val

300

Phe

Pro

Glu

Tyr

Ala

380

Ser

Fhe

Met

Leu

Pro

460

Glu

Ile

Leu

Leu Tyr Phe

Thr
285

Asp

Thr

Glu

Ala

Ala

365

Lys

Val

Val

Asn

Asp

445

Ser

Ala

Asn

Gln

270

Gly

Asp

Glu

Tyr

Glu
350

Ile

Trp

Ser

Phe

Asn

430

Asp

Ala

Val

Glu

Val

Arg

Thr

Ala

Met

335

Gln

Arg

Leu

Leu

Met

415

Pro

Ile

Ile

Lys

Glu

495

Ile

Trp

Ile

Phe

Val

320

Lys

Glu

Ser

Asn

Arg

400

Gly

Lys

Ala

Glu

Ala

480

Leu

Leu
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15

20

ES 2410906 T3

500 5035 510

Asp Leu Ser Arg Ser Ala Asp Phe Met Tyr Gly &Asn Ala Gln Asp Arg
515 520 525

Phe Thr His Ser Thr Met Met Lys Asp Gln Val Asp Leu Val Leu Lys
530 535 540

Asp Pro Val Lys Leu Asp Asp
545 550

<210> 30

<211> 1368

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<220>

<221> misc_feature
<222> (1346)..(1346)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1357)..(1357)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc feature
<222> (1362)..(1362)
<223>nesa,c,got

<400> 30

31



10

15

ttaagtcaat
ctctcagagt
tctattcaag
atatactaca
ttgacttcct
ttctggtggyg
taatatgcct
tcacaatctt
aatacatgaa
tggcaaagga
ftatgaagta

attataaatc

ttttcatggg
tcataatagce
agcaaaagag
ctgaggaaga
atgaggagct
atctctcacyg
cgatgatgaa
gttatgttge
tgctagttat
atattctagt

tgtaatttat

<210> 31

<211> 1372
<212> ADN
<213> Clausena lansium

<220>
<221> misc_feature
<222> (1356) .. (1356)
<223>nesa,cgot

<220>
<221> misc_feature

<222> (1366)..(1366)
<223>nesa,cgot

<400> 31

ggtatctaat
tcectetecat
agacgatttg
agtaatgcac
taaaaagctg
agtgtcttat
tgagacccte
tactgaagca
attcatttte
agggagatca
cttetgegaa

agtttcatta

tgatattgca
cgcagaaacqg
agaacatagt
ggcagttaaa
gcticteaac
ttcggecgat
agaccaagtt
tgattteccta
ttagctaget
aaaaataaac

ttcatctatg

ES 2410906 T3

Lctcttgtaa
aaagccttac
cacgataaaa
cagaaggaag
ccttatataa
cagcccaaat
gtagatgata
gttacaagat
aagacactca
tacagcatac
gccaagtggt

agaagtatcyg

actaaggagg
attttcagat
ccatcagcta
gcgttgtegt
ccaatggceta
tttatgtacg
gatttggtge
tegtatattt
agtcatgegt
gatgtaagaa

tctatngcag

actctacttt
ctaggttaga
ctttgctcaa
caagtgagat
gagacagagt
tcagcactgg
catttgacge
gggacattygg
ttgatgtcta
aatatgcaat
taaatazaagqg

gttttttace

tctttgaatg
tcctggatga
ttgaatgcta
tagaagttgce
ttcetttace
gtaatgctca
tgaaggacce
gagaagttgg
agctagggga
caaatctcce

gggtcanaac

32

tgctgazcaa
atcgaggtat
tttcgcgaag
gaccaggtgg
cgtggagcta
tagaattttt
ctacggtact
ccacagagat
cagtgaagct
acggtcgttc
ttatgtteceg

gatagecggta

ggaaatgaat
catagcaggc
caagaatcaa
taatagttgg
tctgcttcag
agatcgcttc
cgttaagett
taataaatta
tggttcaatt
tcgcaccaac

cnadaaaa

atacgtcatt
ttcttggata
ttagacttta
tggagagatt
tatttttgga
ttgtccaaaa
tttgacgage
gcactaccag
gagcaagaac
caagaactag
agcctggacyg

gcttectteg

aaccctaaga
cataagtttg
catggagtgt
aaagatataa
gtgattcttyg
acgcattcaa
gacgattaaa
agttggtgct
gattaggect

ttcgcaataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



10

15

ttaagtcaac
ctctcagagt
tctattcaag
atatactaca
ttggattcet
tattggtggg
tattatgcct
tcacagtett
attacatgaa
tgygcaaaggy

ctatgaaata

agtataaatc
ttttcatggy
tcataatagc
agcaaaagag
ctgaggaaga
étgaggagct
atctetcacy
cgatgatgaa
gttatgttgc
tgctagttat
atattctagt

tgtaatttat

<210> 32
<211> 31
<212> ADN

ggtatctaat
tccteteecgt
agatgatitg
agcaatgcac
tgaaaagcty
atggtecctat
cgtgteecett
tactgaagca
attcctttte
aggaagatca

cttetgcgaa

agtttcagta
tgatattaca
cgcagaaacg
agaacattgt
ggcagttaaa
gctteoctcaac
tteggecgat
agaccaagtt
tgatttccta
ttagctagct
aaaaataaaa

ttcatctatg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 32

ES 2410906 T3

tctectgtaa
aaagctgtac
cacgataaaa
cagaaggaag
ccttatgtaa
gagccaaaat
gtagatgata
attacaagat
aagacactca
tacagcatac

gcggagtggt

agaagtgtcg
actaaggagg
attttcagat
ccatcagcta
gegttgtegt
ccaatggcta
tttatgtacg
gacttggtgc
ttgtatattt
agtcatgcgt
ggtgtaagaa

totgttacaa

caccatgtca actcaacaag tttcatcaga g

<210> 33
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

actctacttt
ctaggttaga
ctttgctcaa
caagtgagat
gagacagaat
tcagcactgg
catttgacgc
gggacattgg
ttgatgtcta
aatatgcaat

taaataaagyg

gtttttitce
tcttigaatyg
tcctggatga
ttgaatgcta
tagaagttge
ttectttace
gcaatggtca
tgaaggaccc
gagaagttgy
agctaaggga
cgaatcteccc

aaattngaga

31

33

tgecgaacaa

gtcgaggtat

tttcgcaaag
aaccaggtgg
cgtggagata
tagaatcatt
ctatggtact
ccacacagat
tagtgaagct
acgatcgttt

ttatgttccg

gatagcggta
ggaaatgaat
tgtggcagge
caagaatcaa
taatagttgg
tctacttecag
agatcgctac
cgttaagctt
taataaatta
tggttcaatt
tcacaccaac

taazanaaca

atacgtcatt
ttcttggata
ttagacttta
tggagagatt
tatttttgga
ttgtccaaaa
cttgaagagc
gcactaccag
gaggaagaac
caagaactag

agcctggacg

gcttectteg
aaccctaaga
cataagtttg
catggagtgt
aaagatataa
gtgattcttg
acgcattcaa
gacgattaaa
agttggtgct
gattaggccect
ttegcaataa

gc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

. 1020

1080

1140

1200

1260

1320

1372



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2410906 T3

<220>
<223> Cebador

<400> 33
actttaatcg tcaagcttaa cggggtc 27

<210> 34
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
ctagccatgg cttcagaaaa agaaattagg 30

<210> 35
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
ccggaattcc tatttgcttc tcttgtaaac tttgttcaag 40

<210> 36
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
aaggagatat acatatgaca aaaaaagttg gtgtcggtca gg 42

<210> 37
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
ctttaccaga ctcgagttac gcectttttca tctgatectt tgc 43

<210> 38

<211> 1656

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 38

34



10

atgtcaactc
aatatatggg
cagcaccaca
cectgcccaga
daaaaggaga
gatctctaca
tgtgatgtet
gatgttcaag
attttagatg
cctgtaaact
gctgtaccta
gataaaactt
aaggaagcaa
tatataagag
cccaaattca
gatgatacat
acaagatggg
acactcattyg
agcatacaat
aagtggttaa
agtatcggtt
aaggaggtct
ttcagattce
tcagctattyg
ttgtcgttag
atggctattce
atgtacggta

ttggtygctga

<210> 39

<211> 1656
<212> ADN
<213> Clausena lansium

<400> 39

aacaagtttc
gaaaccattt
aagaactgaa
gattgcegett
ttgatgatgc
ttgtctetet
ttgagaagtt
gcatgctaag
aagcaattgt
ctacttttge
ggttagagtc
tgctcaattt
gtgagatgac
acagagtcgt
gcactggtag
ttgacgccta
acattggcca
atgtctacag
atgcaatacg
ataaaggtta
ttttaccgat
ttgaatggga
tggatgacat
aatgctacaa
aagttgctaa
ctttacctet
atgctcaaga

aggaccccgt

ES 2410906 T3

atcagagaac
cctecacatgt
agaagaggtg
gattgatact
attggagaaa
ttgttttcga
taaagatgac
tttatatgag
tttcacgacce
tgaacaaata
gaggtatttc
cgcaaagtta
caggtggtgyg
ggagctatat
aatttttttg
cggtactttt
cagagatgca
tgaagctgag
atcgttccaa
tgttccgage
agcggtagct
aatgaataac
agcaggcecat
gaatcaacat
tagttggaaa
gcttcaggtyg
tcgcctcacé

taagcttgac

attgttegta
ccttetecaga
aggaaaatga
gtccaaaggt
ataggtcatg
ttgctgaggce
gatggaaaat
gcagcacacc
actcacctta
cgtecattcete
ttggatatct
gactttaata
agagattttg
ttttggattce
tccaaaataa
gacgagctca
ctaccagaat
caagaactgg
gaactagtta
ctggacgatt
tccttecgttt
cctaagatca
aagtttgage
ggagtgtetyg
gatataaatg
attcttgatc
cattcaacga

gattaqg

35

acgctygcygaa
cgattgatag
tggtatctyga
taggtgtgge
acccttttga
agcatggaat
tcaaggcatc
tagccattca
agtcaacggt
tcagagttcc
attcaagaga
tactacaagce
acttccttaa
tggtgggagt
tatgccttga
caatetttac
acatgaaatt
caaaggaagyqg
tgaagtactt
ataaatcagt
tcatgggtga
taatagccgce
aaaagagaga
aggaagaggc
aggagctget
tctcacgtte

tgatgaaaga

tttececatect
ttggactcaa
tgcaaataaa
ttaccacttt
tgataaagat
taagatatca
attgatgaat
cggagaagat
atctaattct
tctecegtaaa
tgatttgcac
aatgcaccag
aaagctgect
gtcttatcag
gaccctegta
tgaagcagtt
cattttcaag
gagatcatac
ctgcgaagcec
ttcattaaga
tattgcaact
agaaacgatt
acatagtceca
agttaaagcyg
tctecaaccea
ggccgatttt

ccaagttgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1656
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atgtcaactc aacaagtttc atcagagaac attgttcgta acgctgcgaa tttccatect 60
aatatatggg gaaaccattt cctcacatgt ccttctcaga cgattgatag ttggactcaa 120
cagcaccaca aagaactgaa agaagagdgty aggaaaatga tggtgtctga tgcaaataaa 180
cctgecccaga gattgcgett gattgatact gtccaaaggt taggtgtgge ttaccacttt 240
gaaaaggaga ttgatgatgc attggagaaa ataggtcatg acccttitga tgataaagat 300
gatctctaca ttgtctctct ttgttitega ttgctgagge agcatggaat taagatatca 360
tgtgatgtgt ttgagaagtt taaagatgac gatggaaaat tcaaggcatc attgatgaat 420
gatgttcaag gcatgctaag tttatatgag gcagcacacc tagccattca cggagaagat 480
attttagaty aagcaattygt tttcacgacc actcacctta agtcaacggt atctaattct 540
cctgtaaact ctacttttge tgaacaaata cgtcattetc tcagagttcc tctecgtaaa 600
gctgtaccta ggttagagtc gaggtatttc ttggatatct attcaagaga tgatttgcac 660
gataaaactt tgctcaattt cgcaaagtta gactttaata tactacaagc aatgcaccag 720
aaggaagcaa gtgagatgac caggtégtgg agagattttg acttecttaa aaagctgect 780
tatataagag acagagtcgt ggagetatat ttttggatte tggtgggagt gtcttatcac 840Q
cccaaattca gecactggtag aatttttttyg tecaaaataa tatgccttga gacectegta 900
gatgatacat ttgacgccta cggtactttt gacgagetca caatctttac tgaagcagtt 960
acaagaltggyg acattggcca cagagatygca ctaccagaat acatgaaatt cattttcaag 1020
acactcattg atgtctacag tgaagctgag caagaactgg caaaggaagyg gagatcaﬁac 1080
agcatacaat atgcaatacg atcgttccaa gaactagtﬁa tgaagtactt ctgcgaagcc 1140
aagtgygttaa ataaaggtta tgttcecgage ctggacgatt ataaatcagt ttcattaaga 1200
agtateggtt ttitaccgat ageggrtagcet teettegttt tcatgggtga tattgceaact 1260
aaggaggtct ttgaatggga aatgaataac cctaagatca taatageccege agaaacgatt 1320
ttcagattece tggatgacat agcaggccat aagtttgagc aaaagagaga acatagtceca 1380
tcagctattyg aatgctacaa gaatcaacat ggagtgtctyg aggaagaggc agttaaagcg 1440
ttgtecgttag aagttgctaa tagttggaaa gatataaatg aggagctgct tctcaaccca 1500
atggctattc ctttacctct gcttcaggtg attcttgatc tctcacgttc ggccgatttt 1560
atgtacggta atgctcaaga tcgcctcacg cattcaacga tgatgaaaga ccaagttgat 1620
ttggtgctga aggaccccgt taagcttgac gattag 1656

<210> 40

<211> 1656

<212> ADN

<213> Clausena lansium

<400> 40

36



atgtcaactc
aatatatyggg
cagcaccaca
cctgcccaga
gaaaaggaga
gatctctaca

tgtgatgtgt

gatgttcaag
attttagatg
cctgtaaact
gctgtaccta
gataaaactt
aaggaagcaa
tatataagag
cccaaattca
gatgatacat
acaagatggg
acactcattg
agcatacaat
aagtggttaa
agtatcggtt
aaggaggtct
ttcagattce
tcagctattg
ttgtcgttag
atggctatte
atgtacggta

ttggtgctga

<210> 41
<211> 551
<212> PRT

aacaagttte
gaaaccattt
aagaactgaa
gattgcgcectt
ttgatgatge
ttgtctetet

ttgagaagtt

gcatgctaag
aagcaattgt
ctactittge
ggttagagtc
tgctcaattt
gtgagatgac
acagagtcgt
gcactggtag
ttgacgccta
acattggcca
atgtctacag
atgcaatacg
ataaaggtta
ttttaccgat
ttgaatggga
tggatgacat
aatgctacaa
aagttgctaa
ctttacctct
atgctcaaga

aggacceegt

<213> Clausena lansium

ES 2410906 T3

atcagagaac
cctcacatgt
agaagaggryg
gattgatact
attggagaaa
ttgttttcga

taaagatgac

tttatatgag
tttecacgace
tgaacaaata
gaggtattte
cgcaaagtta
caggtggtag
ggagctatat
aatttttttg
cggtactttt
cagagatgca
tgaagctgag
atcgttccaa
tgttcegage
agcggtaget
aatgaataac
agcaggeccat
gaatcaacat
tagttggaaa
gcttcaggty
tegetteacy

taagcttgac

attgttcgta
cecttctcaga
aggaaaatga
gtccaaagge
ataggtcatg
ttgctgaggce

gatggaaaat

gcagcacacc
actcacectta
cgtcattcte
ttggatatct
gactttaata
agagattttg
ttttggatte
tccaaaataa
gacgagctca
ctaccagaat
caagaactgg
gaactagtta
ctggacgatt

tcecttegttt

cctaagatca

aagtttgagc
ggagtgtctyg
gatataaatg
attcttgatc
cattcaacga

gattaa

37

acgctgecgaa
cgattgatag
tggtgtctga
taggtgtgge
accctittga
agcatggaat

tcaaggcatc

tagccattca
agtcaacggt
tcagagttcc
attcaagaga
tactacaagc
acttccttaa
tggtgggagt
tatgccttga
caatctttac
acatgaaatt
caaaggaagqg
tgaagtactt
ataaatcagt
tcatgggtga
taatagccgc
aaaagagaga
aggaagaggc
aggagctgct
tctcacgttc

tgatgaaaga

tttccatcct
ttggactcaa
tgcaaataaa
ttaccacttt
tgataaagat
taagatatca

attgatgaat

cggagaagat
atctaattct
Ltctececgtaaa
tgatttgcac
aatgcaccag
aaagctgect
gtcttatcag
gaccctegta
tgaagcagtt
cattttcaag
gagatcatac
ctgcgaagcc
ttcattaaga
tattgcaact
agaaacgatt
acatagtcca
agttaaagceg
tctecaaceca
ggccgatttt

ccaagttgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

78¢

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1656
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<400> 41

Met Ser Thr Gln Gln Val Ser Ser Glu Asn Ile Val Arg Asn Ala Ala
1 S 10 15

Asn Phe His Pro Asn Ile Trp Gly Asn His Phe Leu Thr Cys Pro Ser
20 25 30

Gln Thr Ile Asp Ser Trp Thr Gln Gln His His Lys Glu Leu Lys Glu
35 40 45

38



Glu

Leu

65

Glu

Asp

Arg

Asp

Met

145

Ile

Val

Ser

Tyr

Leu

225

Lys

Lys

Ile

Val

50

Arg

Lys

Asp

Gln

Asp

130

Leu

Leu

Ser

Leu

Fhe

210

Asn

Glu

Lys

Leu

Arg

Len

Glu

Lys

His

115

Asp

Ser

Asp

Asn

Arg

195

Leu

Fhe

Ala

Leu

Val
275

Lys

Ile

Ile

Asp

106

Gly

Leu

Glu

Ser

180

Val

Asp

Ala

Ser

Pro

260

Gly

Met

Asp

Asp

85

Asp

Ile

Lys

Tyr

Ala

165

FPro

Pro

Ile

Lys

Glu

245

Tyr

Val

ES 2410906 T3

Met

Thr

70

Asp

Leu

Lys

Phe

Glu

150

Ile

Val

Leu

Tyr

Leu

230

Met

Ile

Ser

Val

95

Val

Ala

Tyr

Ile

Lys

135

Ala

val

Asn

Arg

Ser

215

Asp

Thr

Arg

Tyr

Ser
Gln
Leu
Ile
Ser
120
Ala
Ala
Phe
Ser
Lys
200
Arg
Phe
Arg
Asp

Gln
280

39

Asp

Arg

Glu

Val

105

Cys

Ser

His

Thr

Thr

185

Ala

Asp

Asn

Trp

Arg

2865

Pro

Ala

Leu

Lys

90

Ser

Asp

Leu

Leu

Thr

170

Phe

Val

Asp

Ile

Trp

250

Val

Lys

Asn

Gly

75

Ile

Leu

Val

Met

Ala

155

Thr

Ala

Pro

Leu

Leu

235

Arg

Val

Phe

Lys

60

Val

Gly

Cys

Phe

Asn

1490

Ile

His

Glu

Arg

His

220

Gln

Asp

Glu

Ser

Pro

Ala

His

Phe

Glu

125

Asp

His

Leu

Gln

Leu

205

Asp

Ala

Phe

Leu

Thr
285

Ala

Tyr

Asp

Arg

110

Lys

Val

Gly

Lys

Ile

120

Glu

Lys

Met

Asp

Tyr

270

Gly

Gln

His

Pro
95

-Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

175

Arg

Ser

Thr

His

Phe

255

Phe

Arg

Arg

Phe

80

Phe

Leu

Lys

Gly

Asp

160

Thr

His

Arg

Leu

Gln

240

Leu

Trp

Ile



Phe

Asp

305

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

385

Ser

Asp

Iie

Gly

Cys

465

Leu

Leu

Asp

Leu

Leu

290

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

370

Gly

Ile

Ile

Ile

His

450

Tyr

Ser

Leu

Léu

Thr

Ser

Tyr

Trp

Phe

Lys

355

Glu

Tyr

Gly

Ala

Ile

435

Lys

Lys

Leu

Asn

Ser

515

His

Lys

Gly

Asp

Lys

340

Glu

Leu

Val

Fhe

Thr

429

Ala

FPhe

Asn

Glu

Pro

500

Arg

Sexr

Ile

Thr

Ile

325

Thr

Gly

Val

Pro

Leu

405

Lys

Ala

Glu

Gln

Val

485

Met

Ser

Thr

ES 2410906 T3

Ile

Phe

310

Gly

Leu

Arg

Met

Ser

390

Pro

Glu

Glu

Gln

His

470

Ala

Ala

Ala

Met

Cys

295

Asp

His

Ile

Ser

Lys

375

Leu

Ile

Val

Thr

Lys

455

Gly

Asn

Ile

Asp

Met

Leu

Glu

Arg

Asp

Tyr

360

Tyr

Asp

Ala

Phe

Ile

440

Arg

Val

Ser

Pro

Fhe

520

Lys

40

Glu

Leu

Asp

Val

345

Ser

Fhe

Asp

Val

Glu

425

Phe

Glu

Ser

Trp

Leu

505

Met

Asp

Thr

Thr

Ala

330

Tyr

Ile

Cys

Tyr

Ala

410

Trp

Arg

His

Glu

Lys

490

Pro

Tyr

Gln

Leu

Ile

315

Leu

Ser

Gln

Glu

Lys

385

Ser

Glu

Phe

Ser

Glu

475

Asp

Leu

Gly

Val

Val

300

Phe

Pro

Glu

Tyr

Ala

380

Ser

Phe

Met

Leu

Pro

460

Glu

Ile

Leu

Asn

Asp

Asp

Thr

Glu

Ala

Ala

365

Lys

Val

Val

Asn

Asp

445

Ser

Ala

Asn

Gln

Ala

5235

Leu

Asp

Glu

Tyr

Glu

350

Ile

Trp

Ser

Phe

Asn

430

Asp

Ala

Val

Glu

Val

510

Gln

Val

Thr

Ala

Met

335

Gln

Arg

Leu

Leu

Met

415

Pro

Ile

Ile

Lys

Glu

495

Ile

Asp

Leu

Fhe

Val

320

Lys

Glu

Sex

Asn

Arg

400

Gly

Lys

Ala

Glu

Ala

480

Leu

Leu

Arg

Lys



10

<210> 42
<211> 551
<212> PRT

530

ES 2410906 T3

535

Asp Pro Val Lys Leu Asp Asp

545

<213> Clausena lansium

<400> 42

Met

Asn

Gln

Glu

Leu

65

Glu

Asp

Arg

Asp

Mef

145

Ile

Val

Ser

Phe

Thr

Val

S0

Arg

Lys

Asp

Gln

Asp

130

Len

Leu

Ser

Thr

His

Ile

35

Arg

Leu

Glu

Lys

His

115

Asp

Ser

Asp

Asn

Gln

Pro

20

Asp

Lys

Ile

Ile

Asp

100

Gly

Gly

Leu

Glu

Ser
180

Gln

Asn

Ser

Met

Asp

Asp

85

Asp

Ile

Lys

Tyr

Ala

165

Pro

Val

Ile

Trp

Met

Thr

70

Asp

Leu

Lys

Phe

Glu

150

Ile

Val

Ser

Trp

Thr

Val

35

Val

Ala

Tyr

Ile

Lys

135

Ala

Val

Asn

550

Ser

Gly

Gln

40

Ser

Glin

Leu

Ile

Ser

120

Ala

Ala

Fhe

Ser

41

Glu

Asn

25

Gln

Asp

Arg

Glu

Val

105

Cys

Ser

His

Thr

Thr
185

Asn

10

His

His

Ala

Leu

Lys

20

Ser

Asp

Leu

Leu

Thr

170

Phe

Ile

Phe

His

Asn

Gly

75

Ile

Leu

Val

Met

Ala

155

Thr

Ala

Val

Leu

Lys

Lys

60

Val

Gly

Cys

Phe

Aszn

140

Iie

His

Glu

Arg

Thr

Glu

45

Pro

Ala

His

Phe

Glu

125

Asp

His

Leu

Gln

540

Asn

Cys

30

Leu

Ala

Tyr

Asp

Arg

110

Lys

Val

Lys

Ile
190

Ala

15

Pro

Lys

Gln

His

Pro

95

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

175

Arg

Ala

Ser

Glu

Arg

Phe

80

Phe

Leu

Lys

Gly

Asp

160

Thr

His



Ser Leu Arg

Tyr

Leu

225

Lys

Lys

Ile

Fhe

Asp

305

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

385

Ser

Asp

Phe

210

Asn

Glu

Lys

Leu

Leu

290

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

370

Gly

Iie

Ile

195

Leu

Phe

Ala

Leu

Val

275

Ser

Tyr

Trp

Phe

Lys

355

Glu

Tyr

Gly

Ala

Val

Asp

Ala

Ser

Pro

260

Gly

Lys

Gly

Asp

Lys

340

Glu

Leu

Val

Phe

Thr
420

Pro

Ile

Lys

Glu

245

Tyr

Val

Ile

Thr

1le

325

Thr

Gly

Val

Pro

Leu

405

Lys

ES 2410906 T3

Leu

Tyr

Leu

230

Met

Ile

Ser

Ile

Phe

310

Gly

Leu

Arg

Met

Ser

390

Pro

Glu

Arg

Ser

215

Asp

Thr

Arg

Tyr

Cys

295

Asp

His

Ile

Ser

Lys

375

Leu

Ile

Val

Lys Ala
200

Arg Asp

Phe Asn

Arg Trp

Asp Arg

265

His Pro

280

Leu Glu

Glu Leu

Arg Asp

Asp Val

345

Tyr Ser

360

Tyr Phe

Asp Asp

Ala Val

Phe Glu
425

42

Val

Asp

Ile

Trp

250

Val

Lys

Thr

Thr

Ala

330

Tyr

Ile

Cys

Tyr

Ala

410

Trp

Pro

Leu

Leu

235

Arg

Val

Fhe

Leu

Ile

315

Leu

Ser

Gln

Glu

Lys

395

Ser

Glu

Arg

His

220

Gln

Asp

Glu

Ser

Val

300

Phe

Pro

Glu

Tyr

Ala

380

Ser

Phe

Met

Leu

205

Asp

Ala

Phe

Leu

Thr

285

Asp

Thr

Glu

Ala

Ala

365

Lys

Val

Val

Asn

Glu

Lys

Met

Asp

Tyr

270

Gly

Asp

Glu

Tyr

Glu

350

Ile

Trp

Ser

Phe

Asn
430

Ser
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccién de a-santaleno que comprende

a) poner en contacto FPP (farnesil pirofosfato) con al menos un polipéptido que tiene una actividad a-santaleno
sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1;
b) opcionalmente, aislar el a-santaleno producido en la etapa a).

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa a) comprende cultivar un organismo o célula huésped no
humano capaz de producir FPP y transformado para expresar al menos un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1 y que tiene una actividad a-santaleno sintasa, en condiciones que
conducen a la produccién de a-santaleno.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el procedimiento comprende ademas, antes de la etapa a),
transformar un organismo o célula huésped no humano capaz de producir FPP con al menos un acido nucleico que
codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1 y que tiene
una actividad a-santaleno sintasa, de modo que dicho organismo exprese dicho polipéptido.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el al menos un acido nucleico que codifica la a-santaleno sintasa
comprende una secuencia de nucledtidos al menos 50%, preferentemente al menos 70%, preferentemente al menos
90% idéntica a SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

5. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que el acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID N°:
2 o el complemento de la misma.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el acido nucleico consiste en SEC ID N°: 2 o el complemento de la
misma.

7. El procedimiento de la reivindicacion 3 o 4, en el que el al menos un acido nucleico usado en cualquiera de las
realizaciones anteriores comprende una secuencia de nucleétidos que ha sido obtenida modificando SEC ID N°: 2 o
el complemento de la misma.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que el organismo huésped no humano es una
planta, un procariota o un hongo.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que el organismo huésped no humano es un
microorganismo, preferentemente una bacteria o una levadura.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces
cerevisiae.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que la célula huésped no humana es una célula
vegetal o una fungica.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, de produccion de a-santaleno como un producto
principal.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que el a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al
menos el 80%, preferentemente al menos el 90% de los sesquiterpenos obtenidos.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, de produccion de (+)-o-santaleno y en el que el
polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa tiene una actividad (+)-o-santaleno sintasa.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que se obtiene (+)-a-santaleno como un producto principal.

16. El procedimiento de la reivindicacién 15, en el que (+)-a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al
menos el 80%, preferentemente al menos el 90% de los sesquiterpenos obtenidos.

17. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el al menos un polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos al menos 70%, preferentemente al menos 90% idéntica a SEC ID N°: 1.

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que el al menos un polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID N°: 1.

19. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que el al menos un polipéptido consiste en SEC ID N°: 1.

20. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 o 7 a 17, en el que el al menos un polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que ha sido obtenida modificando SEC ID N°: 1.
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21. Un polipéptido que tiene una actividad a-santaleno sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos 50% idéntica a SEC ID N°: 1.

22. El polipéptido de la reivindicacion 21, en el que dicho polipéptido es capaz de producir a-santaleno como un
producto principal.

23. El polipéptido de la reivindicacién 22, en el que dicho polipéptido es capaz de producir una mezcla de
sesquiterpenos en la que a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos el 80%, preferentemente
al menos el 90% de los sesquiterpenos producidos.

24. El polipéptido de la reivindicacion 21, en el que dicho polipéptido tiene una actividad (+)-a-santaleno sintasa.

25. El polipéptido de la reivindicacion 24, en el que dicho polipéptido es capaz de producir (+)-a-santaleno como un
producto principal.

26. El polipéptido de la reivindicacién 25, en el que dicho polipéptido es capaz de producir una mezcla de
sesquiterpenos en la que (+)-a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos el 80%,
preferentemente al menos el 90% de los sesquiterpenos producidos.

27. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 21 a 26, en el que dicho polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 70%, preferentemente al menos 90% idéntica a SEC ID N°: 1.

28. El polipéptido de la reivindicaciéon 27, en el que dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID N°: 1.

29. El polipéptido de la reivindicacion 28, en el que dicho polipéptido consiste en SEC ID N°: 1.

30. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 21 a 27, en el que dicho polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que ha sido obtenida modificando SEC ID N°: 1.

31. Un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21 a 30.

32. El acido nucleico de la reivindicacion 31, que comprende una secuencia de nucleétidos al menos 50%,
preferentemente al menos 70%, preferentemente al menos 90% idéntica a SEC ID N°: 2 o el complemento de la
misma.

33. El acido nucleico de la reivindicacién 32, que comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID N° 2 o el
complemento de la misma.

34. El acido nucleico de la reivindicacion 33, que consiste en SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

35. El acido nucleico de la reivindicacion 31 o 32, que comprende una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido
modificando SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

36. Un vector de expresién que comprende el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 31 a 35.
37. El vector de expresion de la reivindicacion 36, en forma de un vector viral, un bacteriéfago o un plasmido.

38. El vector de expresion de la reivindicacion 36 o 37, que incluye el acido nucleico de la invencion unido
operativamente al menos a una secuencia reguladora que controla la transcripcion, inicio o terminacion de la
traduccion, tal como un promotor transcripcional, operador o potenciador o un sitio de union ribosémico de ARNm vy,
opcionalmente, que incluye al menos un marcador de seleccion.

39. Un organismo o célula huésped no humano transformado para albergar al menos un acido nucleico de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 31 a 35, de modo que exprese de forma heteréloga o sobreexprese al menos
un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21 a 30.

40. El organismo huésped no humano de la reivindicacién 39, en el que dicho organismo huésped no humano es
una planta, un procariota o un hongo.

41. El organismo huésped no humano de la reivindicacion 39, en el que dicho organismo huésped no humano es un
microorganismo, preferentemente una bacteria o levadura.

42. El organismo huésped no humano de la reivindicacion 41, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es
Saccharomyces cerevisiae.

43. La célula eucariota superior de la reivindicacion 39, en la que dicha célula eucariota superior es una célula
vegetal o una célula fungica.

44, Un procedimiento de produccién de al menos un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
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21 a 30 que comprende

a) cultivar un organismo o célula huésped no humano transformado con el vector de expresion de cualquiera de
las reivindicaciones 36 a 38, de modo que albergue un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 31 a 35 y exprese o sobreexprese un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 21 a 30;

b) aislar el polipéptido del organismo o célula huésped no humano cultivado en la etapa a).

45. El procedimiento de la reivindicacion 44, que comprende ademas, antes de la etapa a), transformar un
organismo o célula huésped no humano con el vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 38, de
modo que albergue un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a 35 y exprese o
sobreexprese el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 21 a 30.

46. Un procedimiento de preparaacion de un polipéptido variante que tiene actividad o-santaleno sintasa que
comprende las etapas de:

(a) seleccionar un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a 35;

(b) modificar el acido nucleico seleccionado para obtener al menos un acido nucleico mutante;

(c) transformar células u organismos unicelulares huésped con la secuencia de acido nucleico mutante para
expresar un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico mutante;

(d) explorar el polipéptido con respecto a al menos una propiedad modificada; y

(e) opcionalmente, si el polipéptido no tiene actividad a-santaleno sintasa variante deseada, repetir las etapas de
procedimiento (a) a (d) hasta que se obtenga un polipéptido con una actividad a-santaleno sintasa variante
deseada;

(f) opcionalmente, si se identificd un polipéptido que tenia una actividad a-santaleno sintasa variante deseada en la
etapa (d), aislar el acido nucleico mutante correspondiente obtenido en la etapa (c).

47. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 46, en el que el polipéptido variante preparado es capaz de
producir a-santaleno como un producto principal.

48. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 47, en el que el polipéptido variante preparado es capaz de
producir una mezcla de sesquiterpenos en la que a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al menos
el 80%, preferentemente al menos el 90% de los sesquiterpenos producidos.

49. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 46, en el que el polipéptido variante preparado tiene una
actividad (+)-a-santaleno sintasa.

50. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 49, en el que el polipéptido variante preparado es capaz de
producir (+)-a~santaleno como un producto principal.

51. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 50, en el que el polipéptido variante preparado es capaz de
producir una mezcla de sesquiterpenos en la que (+)-a-santaleno representa al menos el 60%, preferentemente al
menos el 80%, preferentemente al menos el 90% de los sesquiterpenos producidos.
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Figura 3

Espectro de masas del pico
en el tiempo de retencion de 12,63 min
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Espectro de masas de un patrén
auténtico de alfa-santaleno
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