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DESCRIPCION
Proteina con la actividad de la enzima biosintética piretrina, gen codificador de la proteina y vector portador del gen
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a una proteina que tiene la actividad de la enzima biosintética piretrina, a un gen
codificador de la proteina y a un vector que porta el gen.

ANTECEDENTES TECNICOS

La piretrina, un metabolito secundario contenido en el piretro, tiene una excelente actividad insecticida contra
insectos, siendo una caracteristica ideal como constituyente insecticida que su toxicidad para los mamiferos es baja,
y se utiliza ampliamente en espirales anti-mosquitos y en esprais y polvos insecticidas. Recientemente, la demanda
de piretrina ha disminuido debido al extraordinario desarrollo de los piretroides sintéticos. Sin embargo, la piretrina
sigue teniendo un alto valor util como material vegetal respetuoso con el medio ambiente para insecticidas y se han
seguido las investigaciones para poder obtener piretrina de forma econdmica y eficaz. En particular, el valor de
existencia de la piretrina arriba indicada, un metabolito secundario, se ha acentuado de nuevo debido al aumento del
precio del aceite, que es una materia prima de los piretroides sintéticos, y similares.

La piretrina se extrae fundamentalmente de la parte de la flor del piretro. Sin embargo, el tiempo de crecimiento del
piretro hasta su floracion es muy largo, mas de tres afios. Se considera que la seleccion y el cultivo de cepas de alta
produccion de piretro y la promocion de la biosintesis de piretrina en células vegetales de la misma especie o de
especies diferentes tienen un efecto beneficioso como medio para aumentar la eficiencia de la produccion de
piretrina.

La piretrina tiene una estructura con un enlace éster entre el acido crisantémico, que es un &cido carboxilico de
monoterpeno, y retrolonas (alcoholes), que son un metabolito de la oxidacion de acidos grasos (Fig. 3). Es sabido
que en la biosintesis de piretrina se biosintetizan &cido crisantémico y retrolonas en diferentes vias metabdlicas y
finalmente se forma un enlace éster entre éstos.

Los métodos para aumentar la eficiencia de la biosintesis de piretrina arriba descrita incluyen el uso de genes que
intervienen en la biosintesis. Para llevar a cabo la biosintesis de la piretrina es crucial aislar e identificar el gen
pertinente.

Entre tanto, diversos compuestos éster producidos por células vegetales se biosintetizan mediante catalisis de
aciltransferasa a partir de CoA tioéster de &cido carboxilico (acil- CoA, RCO-S- CoA) y alcohol (R'-OH) como
sustratos (Fig. 4), estas biosintesis se describen, por ejemplo, en los Documentos No de Patente 1y 2.

Como ejemplo de tal aciltransferasa en la biosintesis de la piretrina se ha predicho la existencia de
crisantemoil/piretroil-transfersasa (enzima biosintética de piretrina) que utiliza (1R)-trans-crisantemoil-CoA y (S)-
piretrolona como sustratos; sin embargo ésta no se ha aislado y no se ha buscado una composicién especifica
basada en una secuencia de aminoacidos ni en ninglin gen natural codificador de la proteina basada en una
secuencia de aminoacidos de este tipo.

La Publicacién de Solicitud de Patente Japonesa n° H9-504684 describe una secuencia de aminodcidos de
crisantemil-difosfato-sintasa, una enzima que puede catalizar la sintesis de crisantemil difosfato, que se utiliza como
materia prima para la sintesis quimica de piretrina, asi como una secuencia de un gen codificador de una proteina
basada en dicha secuencia de aminoacidos. Sin embargo, no existe ninguna divulgacion ni sugerencia sobre el gen
codificador de la enzima per se que puede catalizar la biosintesis de piretrina arriba indicada, ni del gen codificador
de la proteina basada en dicha secuencia de aminoacidos. Tal como es obvio por el estado de la técnica
convencional, hasta ahora no se ha logrado elucidar el gen codificador de la proteina de la enzima arriba indicada
mediante la identificacion de la enzima que interviene en la biosintesis de piretrina, ni la biosintesis efectiva de
piretrina basada en conocimientos de ingenieria genética.

Documento de Patente 1: Publicacién de solicitud de patente japonesa n® H9-504684

Documento No de Patente 1: R. Kalscheuer y A. Steinbuchel, A novel bifunctional wax ester synthase/acyl-CoA:
diacylglycerol acyltransferase mediates wax ester and triacylglycerol biosynthesis in Acinetobacter calcoaceticus
ADPL1. J. Biol. Chem. 278:8075-8082 (2003)

Documento No de Patente 2: J. Luo y col.,, Convergent evolution in the BAHD family of acyl transferases:
identification and characterization of anthocyanin acyl transferases from Arabidopsis thaliana. Plant J. 50:678-695
(2007)
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DESCRIPCION DE LA INVENCION Y PROBLEMAS A RESOLVER POR LA MISMA

La presente invencion tiene el objetivo de determinar secuencias de aminoacidos de la enzima que interviene en la
biosintesis de la piretrina y una secuencia de bases del gen de la misma, construir vectores que porten el gen y
transformantes, asi como proporcionar métodos para producir la piretrina eficazmente mediante la aplicaciéon de
estas técnicas creativas a plantas de crecimiento mas rapido.

Para resolver las cuestiones arriba indicadas, los presentes inventores han purificado una proteina de la enzima de
sintesis de piretrina utilizando la flor de piretro como material de partida y la actividad de sintesis de piretrina | como
indicador, y llevando a cabo un fraccionamiento de una proteina y una purificacion cruda mediante un método en
lotes utilizando una resina hidréfoba, y después una purificacion con una combinacion predeterminada de
cromatografia; y finalmente han analizado una secuencia de aminoacidos interna y una secuencia amino terminal de
la proteina pertinente tal como se describe méas abajo. Se ha llevado a cabo una RACE-PCR y se ha amplificado un
fragmento de polinucleétido de una parte desconocida de la secuencia utilizando una libreria de ADNc obtenida de
una parte de la flor del piretro como cebadores temperados y degenerados disefiados en base a las secuencias de
aminoacidos crudas, que han sido clarificadas mediante los andlisis arriba indicados.

Se ha analizado un fragmento de polinucleétido amplificado de la secuencia de bases con un secuenciador de ADN.
Como resultado, se ha determinado una secuencia genética de longitud completa de una enzima biosintética de
piretrina, incluyendo la secuencia mostrada en la Fig. 2, es decir, la Secuencia n° 5, y una secuencia de aminoacidos
codificada por el gen, secuencia mostrada en la Fig. 1 (a), es decir, la Secuencia n° 1. La presente invencién se ha
completado en base a dicha determinacion de las secuencias.

La presente invencion adopta la siguiente constitucion:

Q) Un método para producir una enzima biosintética de piretrina de una proteina con un peso molecular de
aproximadamente 40.000, siendo el material de partida de la enzima una solucién enzimatica cruda preparada a
partir de flor de piretro; donde la enzima biosintética de piretro se obtiene mediante un procedimiento de purificacion
que incluye los pasos secuenciales de:

obtener un precipitado del fraccionamiento de la proteina cruda con precipitacion de sulfato de
amonio;

someter el precipitado a una purificacion cruda mediante un método por lotes utilizando una resina
hidrofoba;

purificar la solucidon enzimética obtenida por la purificacién cruda mediante cromatografia de
intercambio anidnico;

purificar mediante cromatografia hidr6foba; y

purificar mediante filtracion por gel;

y donde la enzima producida es una proteina con un peso molecular de aproximadamente 40.000.

2) Una de las siguientes proteinas (i) o (ii), correspondiente a una enzima extraible de cuerpos de plantas
productoras de piretrina:

(i) una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 1; o

(i) una proteina consistente en una secuencia de aminoacidos que incluye una o mas
modificaciones consistentes en sustitucion, delecioén, insercion y/o adicién de un aminoéacido en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 1, presentando la proteina la actividad de
una enzima biosintética de piretrina.

(3) Una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 2, o una proteina
consistente en la secuencia de amino4cidos mostrada en la Secuencia n® 3, o una proteina consistente en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 4, correspondientes a una enzima extraible de cuerpos de
plantas productoras de piretrina.

(4) Un gen codificador de una de las siguientes proteinas (i) o (ii), correspondiente a una enzima extraible de
cuerpos de plantas productoras de piretrina:

(i) una proteina consistente en la secuencia de aminoécidos mostrada en la Secuencia n° 1; o
(i) una proteina consistente en una secuencia de aminoacidos que incluye piretrina.

(4) Un gen codificador de una de las siguientes proteinas (i) o (ii), correspondiente a una enzima extraible de
cuerpos de plantas productoras de piretrina:
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(i) una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencian® 1; o

(i) una proteina consistente en una secuencia de aminoacidos que incluye una o mas
modificaciones consistentes en sustitucién, delecion, insercion y/o adiciéon de un aminoacido en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 1, presentando la proteina la actividad de
una enzima biosintética de piretrina, utilizdndose (1R)-trans-crisantemoil-CoA y (S)-piretrolona
como sustratos en un ensayo para confirmar la funcion activa de la enzima biosintética de piretro.

(5) Un gen de acuerdo con (4), que consiste en la secuencia de bases mostrada en la Secuencia n° 5; codificando el
gen la proteina de (i).

(6) Un gen segun (5), que incluye una secuencia de bases de 85 a 1.179 de la secuencia de bases mostrada en la
Secuencia n® 5 como marco de lectura abierto.

(7) Un gen codificador de cualquiera de las siguientes proteinas: una proteina consistente en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 2, o una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada
en la Secuencia n° 3, 0 una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 4,
correspondiente a una enzima extraible de cuerpos de plantas productoras de piretrina.

(8) Un vector que porta un gen de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (4) a (7).
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: muestra un ejemplo ilustrativo de una secuencia de aminoacidos de una enzima biosintética de
piretrina de la presente invencién. (a) un ejemplo tipico de una enzima obtenida de una flor de
piretro, (b) un ejemplo ilustrativo de delecién de una secuencia sefial para la translocacion de la
secuencia de aminoacidos de (a), y (c) y (d) muestran secuencias de aminoacidos donde se ha
afiadido otra secuencia sefial para la translocacién de la secuencia de (a). Las partes subrayadas
en (c) y (d) representan la secuencia sefial afiadida a la secuencia de (a). Tal como se describe en
una seccion de una realizacion de la invencion, la Fig. 1 (a) muestra la secuencia de aminoacidos
de la Secuencia n° 1, la Fig. 1 (b) muestra la secuencia de aminoacidos de la Secuencia n° 2, la
Fig. 1 (c) muestra la secuencia de aminoacidos de la Secuencia n°® 3, y la Fig. 1 (d) muestra la
secuencia de aminoécidos de la Secuencia n° 4.

Fig. 2: muestra una secuencia de un gen codificador de la proteina de la secuencia de aminoacidos de la
Fig. 1 (a), y se corresponde con una figura que muestra la secuencia de bases de la Secuencia n°
5

Fig. 3: una formula de constitucion quimica y una lista que indica concretamente que las estructuras de
piretrinas incluyen cadenas laterales de fracciones de &cido crisantémico (R1) y de retrolona (R2).
Fig. 4: férmula general de una reacciéon quimica que muestra que los compuestos éster de las células

vegetales se biosintetizan mediante catélisis de aciltransferasa a partir de un CoA tioéster de 4cido
carboxilico (acil-CoA, RCO-S- CoA) y un alcohol (R'-OH) como sustratos.

Fig. 5: formula de reaccion que muestra un ejemplo ilustrativo de una reaccion biosintética de piretrina
catalizada por una transferasa del grupo crisantemoilo.
Fig. 6: graficos de los resultados de medir la actividad de la enzima biosintética de piretrina con HPLC del

Ejemplo 1. (a) y (b) muestran ejemplos sin y con actividad enzimatica en un paso de purificacion de
proteina, respectivamente.

Fig. 7: lista que muestra el procedimiento para la produccion enzimatica a partir de una flor de piretro en
el Ejemplo 1.
Fig. 8: imagen fotografica de electroforesis (SDS-PAGE) que calrifica el grado de identificacion de peso

molecular para confirmar el grado de purificacion de una enzima biosintética de piretrina producida
en el Ejemplo 1.

Fig. 9: un ejemplo de las secuencias de aminoacidos crudas obtenidas mediante el analisis de cada parte
de los aminoéacidos que construye una proteina de la enzima biosintética de piretrina. (a) muestra
la secuencia de aminoacidos de la Secuencia n° 6, (b) muestra la secuencia de aminoéacidos de la
Secuencia n® 7, y (c) muestra la secuencia de aminoacidos de la Secuencia n° 8.

MEJORES FORMAS DE REALIZACION DE LA INVENCION

A continuacion se explican las secuencias de aminoacidos basadas en la extraccion y separacién de enzimas
biosintéticas de piretrina, un proceso que conduce a un procedimiento de determinacion de la secuencia de bases
del gen de la misma, vectores que portan el gen basados en la secuencia de bases asi determinada y
transformantes que introducen dichos vectores de la presente invencion.

Es esencial asegurar proteinas que componen una enzima biosintética de piretrina antes de la realizacién de
acuerdo con los siguientes pasos (a) a (d) en este orden.
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Los presentes inventores han llevado a cabo el fraccionamiento y la purificacién de una enzima biosintética de
piretrina utilizando una solucién enzimatica cruda preparada a partir de flor de pelitre como materia prima, (1R)-
trans-crisantemoil-CoA y (S)-piretrolona como sustratos para confirmar una funcion activa de la enzima biosintética
de piretrina y la actividad de sintesis de piretrina | como indicador. Dicho de otro modo, tal como se describe mas
arriba en el punto (1), se llevé a cabo un fraccionamiento, una purificacion cruda y una purificaciéon en el orden
consistente en fraccionamiento por precipitacion de sulfato de amonio, purificacién cruda mediante un método por
lotes utilizando una resina hidréfoba, purificacion por cromatografia de intercambio aniénico, cromatografia hidréfoba
y columna de filtracién en gel, y en cada paso se realizaron reacciones enzimaticas en el sustrato arriba descrito. Se
obtuvo una enzima mediante fraccionamiento, se comprob6 que las fracciones purificadas tenian la actividad de la
enzima biosintética de piretrina. Mediante SDS-PAGE de la enzima (Fig. 8) se detecté una banda proteica de peso
molecular 40.000, que se espera que contribuya a la reaccion de esterificacion como una enzima.

Se aseguré una proteina de enzima biosintética de piretrina producida con éxito mediante transferencia de la
proteina obtenida confirmando la banda arriba indicada en una membrana de PVDF.

Mas adelante, en el Ejemplo 1 se describe un proceso especifico mediante confirmacion de la banda arriba indicada.
(a) Andlisis de las secuencias de amino&cidos crudas de la proteina de la enzima

Una enzima purificada asegurada tal como se describe mas arriba se digiri6 con tripsina, una proteasa, y se
fragmenté en péptidos. Después, los fragmentos peptidicos digeridos se separaron por HPLC y los residuos
aminoacidos de los péptidos separados se desmontaron por separado y se disociaron del extremo amino terminal
mediante el método de Edman.

Los residuos de aminoacidos se determinaron analizando por HPLC derivados de feniltiohidantoina producidos. Esta
serie de procesos se llevd a cabo utilizando un secuenciador de péptidos, un instrumento analitico especial
automatizado para repetir estos procedimientos de reaccion y analisis.

Tal como se describe méas arriba, se obtuvieron satisfactoriamente secuencias de aminoacidos crudas que
constituyen la proteina de enzima biosintética de piretrina.

(b) Disefio de cebadores y determinacion de la secuencia genética de un ADNc de longitud completa

Se disefiaron cebadores degenerados basados en las secuencias de bases estimadas a partir de las secuencias de
aminoéacidos determinadas.

Las secuencias de bases desconocidas entre las secuencias conocidas se determinaron por PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) utilizando los cebadores arriba indicados (por ejemplo, cuatro pares de cebadores
degenerados).

Seguidamente se afiadio previamente un polinucleétido que sirve como adaptador a un ADN utilizado como sustrato
para la PCR. Simultdneamente se llevé a cabo una RACE-PCR utilizando cebadores disefiados en una secuencia
adaptadora y una secuencia conocida, y se amplificaron los fragmentos de ADN que contenian las secuencias de los
dos extremos. Los fragmentos de ADN amplificados se secuenciaron con un secuenciador de ADN y se determino
una secuencia de longitud completa.

La secuencia de longitud completa de la enzima biosintética de piretrina determinada tal como se describe més
arriba se muestra en la Secuencia n° 5 de la Fig. 2, tal como se describe mas arriba en el punto (5). La secuencia de
longitud completa de la Secuencia n° 5, tal como se describe mas arriba en el punto (6), se caracteriza porque
contiene una secuencia de 85 a 1.179 bases como marco de lectura abierto. La determinacion de una secuencia de
longitud completa de la Secuencia n® 5 se puede lograr también mediante otros métodos de deteccién génica, como
métodos de seleccion inmunoldgica para la proteina de enzima arriba descrita transferida a una membrana de PVDF
y métodos de hibridacion utilizando sondas de &cidos nucleicos, asi como por la PCR arriba descrita.

(c) Determinacion de una secuencia de aminoacidos de longitud completa

Se determind una secuencia de aminoacidos codificada por el gen arriba descrito correspondiente a la secuencia de
bases arriba indicada de la Secuencia n° 5.

En la Secuencia n° 1 de la Fig. 1 se muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima biosintética de piretrina
determinada en la presente invencion, tal como se describe més arriba en el punto (2).

Aungue una secuencia de aminoacidos contenga una o mas de las modificaciones consistentes en una sustitucion,
delecion, insercion y/o adicién de un aminoacido en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 1, la
proteina esta incluida en proteinas de una enzima biosintética de piretrina de la presente invencién siempre que la

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2452 641 T3

proteina pueda ser extraida de plantas que contienen la enzima biosintética de piretrina utilizando técnicas y
procesos similares con una secuencia de aminoacidos de Secuencia n°® 1, y siempre que la proteina muestre una
funcién como una enzima biosintética de piretrina porque la proteina puede actuar del mismo modo que la proteina
de enzima mostrada con la Secuencia n° 1. Ademas, tal como se describe en el punto (3), las secuencias de
aminoacidos de acuerdo con las siguientes secuencias también corresponden a la proteina como una enzima
biosintética de piretrina de la presente invencion:

e La secuencia mostrada como Secuencia n° 2 en la Fig. 1 (b): una secuencia de aminoacidos donde se ha
eliminado una secuencia sefial para translocacion (del extremo N al residuo Ser (S) 27) de la secuencia de
aminoacidos de Secuencia n°® 1.

e La secuencia mostrada como Secuencia n°® 3 en la Fig. 1 (c): una secuencia de aminoacidos donde en el
extremo C se ha afadido un marcador de histidina y una secuencia de engarce para la expresion en E. coli.

e La secuencia mostrada como Secuencia n° 4 en la Fig. 1 (d): una secuencia de aminoacidos donde en el
extremo N se ha afiadido una secuencia de GST para expresar la proteina como proteina de fusiéon de
glutatién-S-transferasa (GST) en E. coli.

Tal como se describe mas abajo en el Ejemplo 1, la secuencia de aminoacidos mostrada como Secuencia n° 2 se
extrae de una flor de piretro, por lo que se puede purificar de forma natural. Las enzimas correspondientes a las
secuencias de aminoacidos mostradas como Secuencias n°® 3 y 4 se obtuvieron mediante la introduccién de un
vector que porta una secuencia codificadora de la secuencia de aminoacidos de Secuencia n°® 1 en E. coli y
expresion de la proteina en E. coli. Sin embargo, cuando una enzima se puede expresar en E. coli como huésped,
es altamente previsible que la enzima también exista realmente como enzima biosintética de piretrina en plantas que
pueden producir piretrina. Si la enzima existe, evidentemente se puede extraer y purificar del cuerpo de la planta
arriba indicada utilizando técnicas y procesos similares con la secuencia de aminoacidos de Secuencia n° 2.

Dado que la proteina de acuerdo con la secuencia de amino&cidos indicada mas arriba en el punto (2) que tiene
actividad de biosintesis de piretrina ejerce la misma funcién que una proteina de este tipo asi como una proteina de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos de la Secuencia n° 1, y esta incluida como proteina producible en el
concepto técnico y el alcance de la presente invencion, en consecuencia el gen de la presente invencion no sélo
incluye el gen arriba indicado més arriba en el punto (4) que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como
Secuencia n° 1, sino que también incluye los genes indicados mas arriba en los puntos (5) y (6) que codifican la
proteina arriba indicada en el punto (2) en el concepto técnico de la presente invencion. Ademas, el gen indicado
més arriba (7) que codifica una proteina de secuencia de aminoacidos de Secuencias n°® 2, 3 y 4 indicadas mas
arriba en el punto (3) también esta incluido en el concepto técnico de la presente invencion.

Se examind una base de datos de secuencias de aminoacidos de proteinas conocidas en cuanto a secuencias
similares a la Secuencia n° 1. Como resultado, una secuencia de este tipo no era una aciltransferasa conocida
prevista, no obstante algunas lipasas de motivo GDSL eran similares a la secuencia de aminoéacidos. Por
consiguiente, se supone que las proteinas de enzima biosintética de piretrina de (2) y (3) son proteinas similares a la
lipasa de motivo GDSL.

Para confirmar la actividad de biosintesis de los genes de la enzima biosintética de piretrina indicados mas arriba en
los puntos (4), (5), (6) y (7) resulta apropiado, por ejemplo, insertar primero estos genes en un ADN-vector, introducir
éste en E. coli, expresar las enzimas biosintéticas de piretrina como una proteina de fusibn con un marcador de
histidina en E. coli, purificar la enzima biosintética de piretrina expresada mediante cromatografia de afinidad de Ni-
NTA y después evaluar la actividad utilizado (1R)-trans-crisantemoil-CoA y (S)-piretrolona como sustrato y la
actividad de sintesis de piretrina | como indicador.

(d) Produccion de un vector y transformantes que introducen el vector

El vector indicado mas arriba en el punto (8) se produce insertando cualquiera de los genes indicados mas arriba en
los puntos (4), (5), (6) y (7), y presenta actividad de enzima biosintética de piretrina. El vector arriba indicado puede
expresar el gen o fragmento de gen insertado en huéspedes como plantas y microorganismos mediante su
introduccion en los huéspedes por métodos de transformacion bien conocidos.

Ademas, un transformante que tiene introducido en el mismo el vector arriba indicado en el punto (8) se refiere a un
transformante que introduce un gen o fragmento de gen relacionado con la biosintesis de piretrina en un huésped. El
concepto "que tiene introducido el vector arriba indicado" aqui utilizado se refiere a que el gen insertado en el vector
se introduce en un huésped de un modo capaz de expresar dicho gen utilizando técnicas de ingenieria genética bien
conocidas.

Los métodos para introducir genes incluyen métodos de transformacion con Agrobacterium, métodos con pistola
genética, métodos de microinyeccion y métodos de electroporacion.
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Cuando se utiliza el método de transformacidon con Agrobacterium, el gen pertinente se inserta en un vector
plasmido Ti, el vector se introduce en Agrobacterium y después el Agrobacterium se utiliza para infectar la planta
apropiada. En el sitio de la introduccion del gen se forma una agalla (agalla del cuello). Después de la eliminacién
del Agrobacterium, muchos cuerpos de planta regenerados de la agalla del cuello se evalGan en cuanto a su
actividad, y se pueden seleccionar los cuerpos de planta que presentan una alta expresion de la enzima biosintética
de piretrina.

Estos transformantes pueden expresar genes relacionados con la biosintesis de piretrina en sus cuerpos. Por
consiguiente, es posible producir la enzima biosintética de piretrina en grand cantidad mediante la construccién de
transformantes que tienen el vector arriba indicado en el punto (8), que porta un promotor para expresar dicha
enzima en grandes cantidades mediante el uso de cromosoma bacteriano y/o cloroplasto de plantas, algas verde-
azuladas, levaduras o bacterias, como E. coli, como huésped.

Dado que el vector arriba descrito contiene un gen (o un fragmento de gen) de una enzima biosintética de piretrina
derivada de piretro, como huéspedes para la construccion de transformantes son preferentes cromosomas y/o
cloroplastos de plantas, en particular cromosomas y/o cloroplastos de plantas asteraceas que pertenecen a la misma
familia que el piretro son especialmente preferentes. Dichas plantas asteraceas incluyen maravilla, clavel6n de la
India, caléndula y zinnia.

Las plantas arriba descritas no sélo incluyen cuerpos de planta enteros, sino también partes de los cuerpos de
planta, por ejemplo hojas, semillas, tubérculos, injertos y similares. Ademas, las plantas arriba indicadas también
incluyen materiales vegetales (una parte de una planta incluyendo la flor, el tallo, el fruto, la hoja y la raiz) con
potencial de crecimiento, como tejido vegetal, protoplastos, células, callos, 6rganos, semillas, gérmenes, polen,
Ovulos y cigotos, derivados de plantas modificadas genéticamente y la descendencia de los mismos previamente
transformada.

La piretrina se puede producir utilizando la proteina arriba indicada en el punto (2) o los transformantes arriba
indicados. La presente invencién proporciona un método para la produccién de piretrina de este tipo. De acuerdo
con dicho método, la piretrina se puede producir eficaz y facilmente utilizando las plantas asteraceas arriba
indicadas u otras plantas con un crecimiento claramente mas rapido que el del piretro, y, en consecuencia, la
presente invencion podria satisfacer en gran medida la demanda social de un insecticida seguro y respetuoso del
medio ambiente.

Ejemplos

A continuacion se describen detalles concretos de la presente invencion con referencia a los siguientes Ejemplos.
Ejemplo 1

A partir de flores de piretro se purificd una enzima de acuerdo con los procedimientos mostrados en la Fig. 7 para
analizar la secuencia de aminoacidos de (a) arriba descrita.

A continuacion se proporcionan explicaciones detalladas con respecto a los procedimientos.

Composiciones tampén utilizadas para la purificacién

En las Tablas 1 a 6 se muestran las composiciones de tampones utilizadas para la purificacion.

Tabla 1
Tampoén A
Constituyente Concentracion (mM)
Tris-HCI, pH 8,0 50
EDTA 1
DTT 5
Ascorbato de sodio 100
PMSF 2
Tabla 2
Tampén B
Constituyente Concentracién (mM)
Tris-HCI, pH 8,0 20
EDTA 1
DTT 5
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Tabla 3
Tampén C
Constituyente Concentracion (mM)
Tris-HCI, pH 8,0 20
EDTA 1
DTT 5
NaCl 500
Tabla 4
Tampo6n D
Constituyente Concentracion (mM)
Tris-HCI, pH 8,0 20
EDTA 1
DTT 5
NaCl 150
Tabla 5
Tampoén E
Constituyente Concentracion (mM)
Tris-HCI, pH 8,0 20
EDTA 1
DTT 5
(NH4)2S04 400
Tabla 6
Tampén F
Constituyente Concentracion (mM)
Tris-HCI, pH 8,0 50
EDTA 1
DTT 5
Ascorbato de sodio 100
(NH4)2S04 1000

Reaccién de la enzima biosintética de piretrina

En cada paso de purificacion se ensay0 una reaccion enzimatica y se evalud la actividad enzimética de la enzima
biosintética de piretrina en fracciones purificadas. Se llevé a cabo una reaccion a 25°C durante 1 hora utilizando la
composicion de reaccion mostrada en la siguiente Tabla 7. Después de la reaccion enzimatica, se afiadieron 200 pl
de hexano a la solucion de reaccion. Luego se separ0 y recogio la fase organica y se utilizaron 10 pl de cada

muestra para analisis por HPLC.

Tabla 7
Composicion para la reaccién de enzima biosintética de piretrina
Volumen (ul) Concentra-
cién (mM)

Solucién de enzima 20
(1R)-trans-crisantemoil-CoA (solucién acuosa 10 mM) 10 0,5
(S)-piretrolona (solucion en DMSO 20 mM ) 4 1
Tris-HCI 250 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM 40 50
Agua 126
Volumen total 200

Medida de la actividad de la enzima de biosintesis de piretrina por HPLC

Se llevé a cabo un analisis por HPLC utilizando SCL-10A VP (unidad de programacion), DGU-14A (unidad de
desaireacion), LC-6AD (bomba), CTO-10AS VP (unidad de inyeccion de muestra y horno de columna) y SPD-10AV
VP (detector optico) producidos por SHIMADZU, y los datos se procesaron con un software CLASS-VP de
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SHIMADZU. Se utilizé una columna Cadenza C-18 de IMTAKT (0,46 cm I.D. x 10 cm L.) y se midi6 la absorcién a
230 nm a 40°C, a un caudal de 1 ml/min. Como fase movil se emple6 acetonitrilo:H,O (65:35).

En la Fig. 6 se ilustran los resultados del analisis por HPLC. En las Fig. 6 (a) y (b) se muestran los resultados de
fracciones sin y con actividad enzimatica en el paso de purificacién de proteina, respectivamente. Tal como se indica
en la figura, se detect6 un pico de piretrina | con 4,9 minutos de tiempo de retencion durante el tiempo de elucién
cuando la solucién fraccionada contiene la enzima.

Preparaciéon de enzima cruda

A partir de 500 g de capullos de piretro se prepar6é una enzima cruda de acuerdo con los siguientes procedimientos.
A los capullos se afiadié 1,5 | de Tampén A helado y polivinilpirrolidona (1/10 volimenes (p/v) de Tampo6n A), y los
capullos se homogeneizaron en una mezcladora. EI homogeneizado se filtr6 con una gasa de cuatro capas y el
filtrado se centrifugd a 8.000 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante recogido se mezclé con 100 ml de
DOWEX (1 x 4, 100-200 ClI FORM) (Muromachi technos CO., LTD), se agit6é con un agitador durante 10 minutos y se
centrifugd a 8.000 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se recogié como una solucién enzimatica cruda y
se dispuso para posterior purificacion.

Fraccionamiento mediante precipitacién con sulfato de amonio

El sulfato de amonio se moli6 previamente utilizando un mazo y un mortero y se disolvio y mezcld utilizando un
agitador en la solucién enzimética cruda obtenida mediante la preparacién arriba descrita, a una concentracion de un
30% de saturacion de sulfato de amonio. Después de dejar reposar durante 30 minutos, la solucién se centrifugé a
8.000 x g durante 20 minutos a 4°C (g representa la aceleracion gravitatoria). El sobrenadante se recogié y se
afadié sulfato de amonio de modo que la concentracion de sulfato de amonio lleg6 a un 80% de saturacion.
Después de dejar reposar durante una noche, la solucién se centrifugé a 8.000 x g durante 20 minutos a 4°C y la
fraccion enziméatica se obtuvo en forma de un precipitado.

Purificacién cruda mediante un método por lotes utilizando una resina hidréfoba

El precipitado obtenido mediante el fraccionamiento arriba descrito se suspendié en Tampon F y se afiadié Phenyl
Sepharose (GE Healthcare) a la solucién. Después de mezclar la solucién con un agitador durante 30 minutos, la
mezcla se separd utilizando un embudo Buchner. La Phenyl Sepharose que quedaba en el embudo Buchner se lavé
con 500 ml de Tampon F y después la proteina absorbida por la resina se eluyé con 500 ml de Tampén B. Al
producto eluido recogido se afiadio sulfato de amonio hasta una concentracion 1M y después se afiadio Phenyl
Sepharose (GE Healthcare) a la solucion. Después de mezclar la solucidon con un agitador durante 30 minutos, la
mezcla se transfirié y asentdé en una columna Econo-Column (Bio-Rad) y la proteina absorbida por la resina se eluyé
con 50 ml de Tampon B. El producto de elucion se transfirio a un tubo de didlisis de celofan, se dializé en 2 | de
tampon de desalinizacion durante 2 horas agitando el tampdn con un agitador y a continuacion se desalinizo de
nuevo durante 3 horas después de cambiar el tampdn. La solucién enzimética desalinizada se purifico
adicionalmente mediante cromatografia en columna utilizando un sistema AKTA explorer (GE Healthcare).

Purificacién con cromatografia de intercambio anidnico

La solucién enzimatica obtenida mediante la purificacion cruda arriba descrita con el método discontinuo se purificd
adicionalmente mediante cromatografia de intercambio anidnico utilizando una columna Q Sepharose de acuerdo
con las siguientes condiciones.

Tabla 8
Sistema AKTA eﬁplorer 10s
Columna HiPrepT 16/10 Q FF (GE Healthcare)
Bomba A Tampoén B
Bomba B Tampén C
Equilibrado (A) 100%
Muestra Solucién enzimatica desalinizada después de tratamiento discontinuo con
Phenyl Sepharose
Enjuague (A) 100%, 100 ml
Elucién (B) 0 - 100% en 400 mi
Caudal 4 ml/min
Fraccion 10 ml/tubo
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Purificacién por cromatografia hidréfoba

La solucion enzimatica obtenida mediante la cromatografia de intercambio anioénico arriba descrita se purifico
adicionalmente mediante cromatografia hidréfoba utilizando una columna Phenyl Superose de acuerdo con las
siguientes condiciones.

Tabla 9
Sistema AKTA explorer 10s
Columna Phenyl Superose FPLC® (GE Healthcare)
Bomba A Tampén E
Bomba B Tampén B
Equilibrado (A) 100%, 10 ml
Muestra Solucion enzimatica purificada con cromatografia de intercambio aniénico
(A) 100%,
Enjuague (B) 0 - 100% en 20 ml
Elucion 0,4 ml/min
Caudal 2 ml/tubo
Fraccién

Purificacién con filtracion por gel

La solucién enzimatica obtenida mediante la cromatografia hidr6foba arriba descrita se purific6 mediante filtracion
por gel utilizando una columna Superdex 75 de acuerdo con las siguientes condiciones.

Tabla 10
Sistema AKTA explorer 10s
Columna Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare)
Tampodn Tampén D
Muestra Fracciones activas purificadas con Phenyl Sepharose
Caudal 0,5 ml/min
Fraccion 0,5 ml/tubo

La enzima purificada mediante los métodos arriba descritos se separé con SDS-PAGE, y el grado de purificacion se
confirmo6 mediante tincidon con plata. La Fig. 8 muestra el resultado de la tincion con plata. Se detecté una banda de
proteina simple de la enzima biosintética de piretrina con un peso molecular de aproximadamente 40.000.

Ejemplo 2

Se llevaron a cabo procedimientos de andlisis de la secuencia de aminoacidos cruda arriba descrita (a) o (b) para
determinar la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la enzima biosintética de piretrina obtenida en el
Ejemplo 1, y también se prepard un transformante que introduce un vector que porta un gen, que codifica la proteina
de la secuencia de aminoacidos arriba descrita, tal como se describe a continuacion.

Andlisis de los segmentos de aminoacidos que incluyen la proteina de enzima biosintética de piretrina

La banda proteinica obtenida en el Ejemplo 1 se separ6 del gel y se utilizd6 como muestra para un analisis de
secuencia de aminoacidos interna. Ademas, la banda de un SDS-PAGE se transfirid a una membrana de PVDF, se
detectd con tincidon con azul de Coomassie, y la banda separada se utiliz6 para el analisis de aminoacidos N-
terminales. Esta serie de manipulaciones se llevé a cabo de acuerdo con métodos bien conocidos.

Como resultado de los andlisis de aminoéacidos arriba descritos, se confirmaron ejemplos de secuencias de
aminoacidos crudas, Secuencias n° 6, 7 y 8, incluyendo la proteina de enzima mostrada en las Fig. 9 (a), (b) y (c),
respectivamente.

Disefio de cebadores y determinacién de una secuencia de ADNc de longitud completa

Se determind la secuencia de ADNc de longitud completa (Fig. 2, Secuencia n°® 5) y la secuencia de aminoacidos
(Fig. 1, Secuencia n° 1) de acuerdo con los métodos arriba descritos basados en secuencias de aminoacidos
determinadas mediante andlisis de aminoacidos. Los métodos utilizados en esta serie de manipulaciones,
incluyendo la preparacion de ADNc, la PCR vy los andlisis de secuencias utilizando un secuenciador de ADN, se
llevaron a cabo de acuerdo con métodos bien conocidos.
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Determinacion de una secuencia de aminoacidos de longitud completa

La secuencia de aminoacidos N-terminal de la enzima biosintética de piretrina determinada mediante los analisis
arriba indicados es una secuencia sin una porcién desde el extremo N hasta la serina (S) 27 de la secuencia de
aminoacidos de la Secuencia n° 1, como muestra la Fig. 1 (b) Secuencia n°® 2. Y, tal como se describe mas arriba,
mientras que la secuencia de aminoacidos truncada mostrada en la Secuencia n° 2 corresponde a la secuencia de la
proteina que tiene actividad enzimatica en el piretro, los 27 residuos de aminoacidos eliminados son una secuencia
sefial para la translocacion, que tiene la funcion de asegurar las condiciones para una biosintesis sin problemas de
la piretrina. Por consiguiente, la secuencia de la Fig. 1 (a), que incluye los 27 residuos de aminoacidos arriba
indicados, es decir, la secuencia de aminoacidos de Secuencia n° 1, corresponde a la secuencia de la enzima
biosintética de piretrina incluyendo dicha secuencia sefial para la translocacion.

Ademas, la proteina con las secuencias de aminoacidos de las Secuencias n° 3 y 4 se obtiene mediante expresion
abundante de un gen codificador de una proteina con la secuencia de aminoacidos de Secuencia n® 1, que se
integran en un vector y se introducen en E. coli. Ya se ha sefialado en una realizacién (c) de la presente invencion
gue esta proteina tiene muchas posibilidades de presentar la actividad de una enzima biosintética de piretrina y de
estar presente en plantas capaces de producir piretrina.

Produccién de vector y transformante

La construccidon de un vector y un transformante que portan el gen de la enzima biosintética de piretrina arriba
descrito se llevo a cabo tal como se describe a continuacion.

Los vectores disponibles en la presente invencién incluyen vectores existentes utilizados para la transformacion de
microorganismos, plantas y células vegetales. En base al conocimiento comin del experto en la materia, es
esencialmente previsible que dichos vectores pueden contener un promotor constitutivo o inducible para expresar
genes conocidos; una proteina de facilitacion de solubilizacién y purificacion de la proteina expresada tal como un
marcador de histidina, glutation S-transferasa; una proteina de fusién tal como una proteina de unién de maltosa; un
gen de resistencia a un farmaco que facilita la seleccion de transformantes, y origenes de replicacion para un
sistema de vector binario de Agrobacterium ademas de una parte del gen de longitud completa arriba indicado que
codifica la enzima biosintética de piretrina arriba indicada.

Especificamente, por ejemplo, el vector pET (Novagen), el vector pGEX (GE Healthcare) y el vector pMAL (New
England Biolab) pueden utilizarse para la introduccion en microorganismos como E. coli. Los vectores apropiados
para la introduccién en plantas con Agrobacterium incluyen pBI101 y pBI121. No hay ninguna limitacion especifica
en cuanto al tipo de vectores cuando el vector se introduce en células vegetales mediante electroporacion o el
método de pistola genética. Ademas, los genes de resistencia a farmacos arriba indicados incluyen genes de
resistencia a la ampicilina, kanamicina e higromicina. Como ejemplos de los promotores arriba indicados se pueden
utilizar el promotor 35S derivado de un virus mosaico de la coliflor (promotor constitutivo) o promotores de proteinas
inducidas por choque térmico (promotor inducible). Los origenes de replicacion incluyen origenes de replicacion
derivados de plasmidos Ti o Ri. Es esencialmente previsible que la construccion de estos transformantes sera
factible en base al conocimiento medio del experto en la materia.

Cuando los transformantes arriba descritos se construyen con microorganismos tales como E. coli y levadura, es
posible convertir una sustancia utilizando un sistema de células microbianas. Ademas, la construccion de los
transformantes arriba descritos utilizando plantas asteraceas, tales como claveldn de la India, caléndula y zinnia, que
son conocidas por producir una pequefa cantidad de piretrina inferior a la necesaria para un uso practico, y la
mejora de la capacidad de sintesis de piretrina posibilitan una produccién eficaz de piretrina en plantas con un
crecimiento mas rapido que el del piretro. Por consiguiente, esto resulta Util para la produccion de insecticidas.

EFECTO DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona secuencias de aminoacidos de enzimas relacionadas con la biosintesis de
piretrina y una secuencia de bases de un gen de la misma y, en consecuencia, ofrece perspectivas para producir de
forma econdémica y eficaz piretrina, altamente (til y segura como materia prima en insecticidas, mediante el uso de
plantas de crecimiento rapido. Por consiguiente, esto indica una posibilidad de que la presente invencién puede
hacer una gran contribucion a la industria de los insecticidas.

Ademas, la presente invencion puede utilizarse en todas las areas industriales en las que se utilizan piretroides para
insecticidas, en particular en el area de los dispositivo insecticidas que utilizan piretroides como ingredientes activos,
tales como espirales anti-mosquitos/moscas, esprais insecticidas, dispositivos de calor y transpiracion para
insecticidas liquidos, y esterillas electrotérmicas anti-mosquitos.
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Met ﬂla_val Ala Ser

1
Val

Ala
Asn
Trp
Ser
Leu
His
Ser
Phe
Lys
Gly
Gln
Gly

Pro

Leu Cys Leu
Ala Ala Leu
Asn Asn His
Pro Tyr Gly
Asp Gly Arg
Pro lle Ile
Gly Ala Asn
His Ala Gly
Gly Asp Leu
Ser Arg GlIn
Gly Asn Asp
Tyr Val Asp
Ile Tyr Glu

Leu lle Gly

5
Ser
20
Phe
35
lle
50
Gln
65
fle
80
Pro
95
Phe
110
Leu
125
Val
140
Leu
155
Tyr
170
Ile
185
Lys
200
Cys
215

Ser Lys Arg Gly Ala Leu Val

Leu Pro Thr
Ile Phe Gly
Asn Thr His
Ser Tyr Phe
Ile Pro Asp
Ala Tyr Leu
Ala Ser Ala
Ala Val Gly
Asp His Tyr
Leu Ser Asp

GIn Ser Pro

Gly
Asp
Val
Ser
Phe
Glu
Gly
Leu
Arg
Ala

Tyr

10

Cys Leu Ser
25

Ser Val Phe
40

Asn Phe Lys
55

Ser Pro Thr
10

lle Ala Glu
85

Pro Asn Asn
100

Ala Gly Ala
115

Gin Thr Gin
130

Gln Asn Leu
145

Val Tyr Leu
160

Tyr Pro Tyr
175

Val lle Gly Asn Met Thr Asn

Gly Gly Arg Lys

190
Phe Gly Val
205

Trp Pro Gly Met Arg Ala Lys

12

220

Leu Val Ala
15
Gln
30
Asp Pro Gly
45
Phe
60
Phe
15
Ser
90
Thr
105
Ala
120
Tyr
135
e
150
Phe Ser Cys
165
Glu
180
Lys
195
Val Asn Val
210
Gin Pro Gly
225

Ser Gin

Ala Asn
Gly Arg
Tyr Ala
Asp Phe
Leu lle
Leu His

Gly Asp

Thr GIn

Val Ile



<210> 2

<211> 338
<212> PRT
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Asn Ala Cys Asn Thr

230

Gin Ala Phe Ala Lys
245

Gly Phe Val Tyr Ala
260

Arg Met Lys Asn Pro
275

Ala Cys Cys Gly Ser
290

Arg lle Lys Glu Phe
) 305

Phe Phe Asp Pro Phe
320

Ala Glu Met Phe Trp
335

Asn Leu Lys Ala Leu
350

Pro Asn Asp Glu Leu
365

<213> Flor de insecto

<400> 2

Glu Val Asp Glu Leu
235
Thr Leu Glu His Leu
250
Lys Phe Asp Leu Ser
265
Ser Lys Tyr Gly Phe
280
Gly Pro Phe Gly Gly
295
Gly Leu Cys Asp Asn
310
His Pro Asn Glu Leu
325
Asp Gly Asp Ser Met
340
Phe Glu Gly Lys Pro
355

13

Thr Arg Leu His Asn

240
Glu Lys Gin Leu Glu
255
Thr Ala lle Leu Asn
270
Lys Glu Gly Glu Ser
285
Asn Tyr Asp Cys Gly
300
Ala Thr Glu Tyr Phe
315
Ala Ser Arg Gln Phe
330
Yal Thr Gin Pro Tyr
345
Ser Thr Lys Tyr Leu
360



<210> 3

<211> 376

<212> PRT

<213> Flor de insecto

<400> 3

Ser GIn GIn Ala Ala Ala Leu Phe 1le Phe Gly Asp Ser Val

1 5 10

Asp Pro Gly Asn Asn Asn His lle Asn Thr His Val Asn Phe
20 25

Ala Asn Phe Trp Pro Tyr Gly GIn Ser Tyr Phe Ser Ser Pro
35 40

Gly Arg Phe Ser Asp Gly Arg lle |le Pro Asp Phe lle Ala
50 25

Tyr Ala Ser Leu Pro ile Ile Pro Ala Tyr Leu Glu Pro Asn
65 70

Asp Phe Thr His Gly Ala Asn Phe Ala Ser Ala Gly Ala Gly
80 85

Leu |le Ala Ser His Ala Gly Leu Ala Val Gly Leu GIn Thr
95 100

Leu His Tyr Phe Gly Asp Leu Val Asp His Tyr Arg Gln Asn
110 115

Gly Asp lle Lys Ser Arg GIn Leu Leu Ser Asp Ala Val Tyr
125 130

Phe Ser Cys Gly Gly Asn Asp Tyr Gln Ser Pro Tyr Tyr Pro
140 145

Thr Gln Glu Gln Tyr Val Asp lle Val |le Gly Asn Met Thr
155 160

Val [le Lys Gly lle Tyr Glu Lys Gly Gly Arg Lys Phe Gly
170 175

Yal Asn Val Pro Leu lle Gly Cys Trp Pro Gly Met Arg Ala
185 190

Gln Pro Gly Asn Ala Cys Asn Thr Glu Val Asp Glu Leu Thr
200 205

Leu His Asn GIn Ala Phe Ala Lys Thr Leu Glu His Leu Glu
215 220

Gln Leu Glu Giy Phe Val Tyr Ala Lys

ES 2452 641 T3

230

lle Leu Asn Arg Met Lys Asn Pro Ser

Gly Glu Ser Ala Cys Cys Gly Ser Gly

245

260

Asp Cys Gly Arg lle Lys Glu Phe Gly

275

Glu Tyr Phe Phe Phe Asp Pro Phe His

290

Arg Gin Phe Ala Giu Met Phe Trp Asp

Gin Pro Tyr Asn Leu Lys Ala Leu Phe

305

320

Lys Tyr Leu Pro Asn Asp Glu Leu

335

14

Phe Asp Leu Ser Thr
235
Lys
250
Pro
265
Leu
280
Pro Asn Glu Leu Ala
295

Gly Asp Ser Met Val
310

Glu Gly Lys Pro Ser
325

Tyr Gly Phe Lys
Phe Gly Gly Asn

Cys Asp Asn Ala

Phe
15

Lys
30

Thr
45

Glu
60

Asn
75

Ala
90

Gln
105
Leu
120
Leu
135
Tyr
150
Asn
165
Val
180
Lys
195

Arg
210
Lys
225
Ala
240
Glu
255
Tyr
270
Thr
285
Ser
300
Thr
315
Thr
330



<210>4

ES 2452 641 T3

Met Ala Val Ala Ser
1 5
Val Leu Cys Leu Ser
20
Ala Ala Ala Leu Phe
35
Asn Asn Asn His lle
50
Trp Pro Tyr Gly Gin
69
Ser Asp Gly Arg lle
80
Leu Pro lle Ile Pro
95
His Gly Ala Asn Phe
110
Ser His Ala Gly Leu
125
Phe Gly Asp Leu Val
140
Lys Ser Arg Gln Leu
155
Gly Gly Asn Asp Tyr
170
Gin Tyr Val Asp lle
185

Gly 1le Tyr Glu Lys
200
Pro Leu lle Gly Cys
215
Asn Ala Cys Asn Thr
230
Gin Ala Phe Ala Lys
245
Gly Phe Val Tyr Ala
260
Arg Met Lys Asn Pro
275

Ala Cys Cys Gly Ser

290
Arg lle Lys Glu Phe

305
Phe Phe Asp Pro Phe

320
Ala Glu Met Phe Trp

335
Asn Leu Lys Ala Leu

350
Pro Asn Asp Glu Leu

365
His

Ser Lys Arg Gly Ala Leu Val Leu Val Ala

10 15

Leu Pro Thr Gly Cys Leu Ser Ser GIn Gln
25 30

lle Phe Gly Asp Ser Val Phe Asp Pro Gly
40 45

Asn Thr His Val Asn Phe Lys Ala Asn Phe
55 60

Ser Tyr Phe Ser Ser Pro Thr Gly Arg Phe
710 75

Ile Pro Asp Phe lle Ala Glu Tyr Ala Ser
85 90

Ala Tyr Leu Glu Pro Asn Asn Asp Phe Thr
100 105

Ala Ser Ala Gly Ala Gly Ala Leu lle Ala
115 120

Ala Val Gly Leu GIn Thr Gln Leu His Tyr
130 135

Asp His Tyr Arg Gln Asn Leu Gly Asp lle
145 150

Leu Ser Asp Ala Val Tyr Leu Phe Ser Cys
160 165

Gin Ser Pro Tyr Tyr Pro Tyr Thr Gln Glu
175 180

Val Ile Gly Asn Met Thr Asn Val lle Lys
190 195

Gly Gly Arg Lys Phe Gly Val Val Asn Val

205 210

Trp Pro Gly Met Arg Ala Lys GIn Pro Gly

220 225

Glu Val Asp Glu Leu Thr Arg Leu His Asn

235 240

Thr Leu Glu His Leu Glu Lys GIn Leu Glu

250 255

Lys Phe Asp Leu Ser Thr Ala lle Leu Asn

265 270

Ser Lys Tyr Gly Phe Lys Glu Gly Glu Ser

280 285

Gly Pro Phe Gly Gly Asn Tyr Asp Cys Gly

295 300

Gly Leu Cys Asp Asn Ala Thr Glu Tyr Phe

310 315

His Pro Asn Glu Leu Ala Ser Arg Gin Phe

325 330

Asp Gly Asp Ser Met Val Thr GIn Pro Tyr

340 345

Phe Glu Gly Lys Pro Ser Thr Lys Tyr Leu

355 360

Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His

370 375

15



<211>599
<212> PRT
<213> Flor de insecto

<400> 4

Met Ser
;ro Thr
His Leu
Phe Glu
Gly Asp
Ala Asp
Glu lle
Val Ser

Asp Phe

Arg Leu

ES 2452 641 T3

Pro lle Leu Gly Tyr Trp Lys lle Lys Gly Leu Val Gin

] 10

Arg Leu Leu Leuw Glu Tyr Leu Glu Glu Lys Tyr Glu
20 25

Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys Trp Arg Asn Lys
15 40

Leu Gly Leu Glu Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr lle
50 55

Val Lys Leu Thr GIn Ser Met Ala lle lle Arg Tyr
65 10

Lys His Asn Met Leu Gly Gly Cys Pro Lys Glu Arg
80 85

Ser Met Leu Glu Gly Ala Val Leu Asp lle Arg Tyr
95 : 100

Arg lle Ala Tyr Ser Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys
110 115

Leu Ser Lys Leu Pro Glu Met Leu Lys Met Phe Glu
125 130

Cys His

15
Glu
30
Lys
45
Asp
60
lle
75
Ala
90
Gly
105
Val
120
Asp
135

Lys Thr Tyr Leu Asn Gly Asp His Val Thr His

140 145

16

150



Pro Asp Phe
Asp Pro Met
Lys Arg lle
Ser Lys Tyr
Gly Gly Gly
Gln Gly Pro
Lys Arg Gly
Pro Thr Gly

Phe Gly Asp

Thr His Val

Tyr Phe Ser

Pro Asp Phe

Tyr Leu Glu

Ser Ala Gly

Val Gly Leu

His Tyr Arg

Ser Asp Ala

Ser Pro Tyr

Ile Gly Asn

Gly Arg Lys
Pro Gly Met

Val Asp Glu

Leu Glu His
Phe Asp Leu
Lys Tyr Gly

Pro Phe Gly

Met
Cys
Glu
e
Asp
Leu
Ala
Cys
Ser
Asn
Ser
e
Pro
Ala
Gln
Gin
Val
Tyr
Met
Phe
Arg
Leu
Leu
Ser
Phe

Gly

ES 2452 641 T3

Leu Tyr Asp Ala Leu Asp Val Val Leu Tyr Met

155

Leu Asp Ala Phe Pro

170

Ala lle Pro Gln Ile

185

Ala Trp Pro Leu Gin

200

His Pro Pro Lys Ser

215

Gly Ser
230
Leu
245
Leu
260
Val
275
Phe
290
Pro
305
Ala
320
Asn Asn Asp
335
Gly
350
Thr
365
Asn
380
Tyr
395
Pro Tyr Thr
410

Thr Asn Val
425

Gly Val Val
440

Ala Lys Gin
455

Thr Arg Leu
470

Glu Lys GlIn
485

Thr Ala lle
500

Lys Glu Gly
515

Asn Tyr Asp
530

Val
Ser
Lys Ala
Thr Gly
Glu Tyr
Ala Leu
Gln Leu

Leu Gly

Leu Phe

Asn
Arg
Ala
Phe
e
His
Asp
Ser
Gin
Ile
Asn
Pro
His
Leu
Leu
Glu

Cys

17

Pro Glu Phe
Leu Val Ala
Ser Gln GIn

Phe Asp Pro Gly

Phe
Phe
Ser
Thr
Ala
Tyr
e
Cys
Glu
Lys
Val
Gly
Asn
Glu
Asn
Ser

Gly

160
Lys Leu
175
Asp Lys
190
Gly Trp
205
Asp Leu
220
Met Ala
235
Val Leu
250
Ala Ala
265
Asn Asn
280
Trp Pro
295
Ser Asp
310
Leu Pro
325
His Gly
340
Ser His
355
Phe Gly
370
Lys Ser
385
Gly Gly
400
Gln
415
Gly
430
Pro
445
Asn
460
Gin
475
Gly Phe
490
Arg Met
505
Ala Cys
520
Arg lle
535

Tyr
lle
Leu
Ala

Ala

Val Cys Phe
Tyr Leu Lys
Gin Ala Thr
Glu Val Leu
Val Ala Ser
Cys Leu Ser
Ala Leu Phe
Asn His lle
Tyr Gly GIn
Gly Arg lle
lte lle Pro
Ala Asn Phe
Ala Gly Leu
Asp Leu Val
Arg Gin Leu
Asn Asp Tyr
Val Asp lle
Tyr Glu Lys
lle Gly Cys
Cys Asn Thr
Phe Ala Lys
Val Tyr Ala
Lys Asn Pro
Cys Gly Ser

Lys Glu Phe

165
Lys
180
Ser
195
Phe
210
Phe
225
Ser
240
Leu
255
lle
270
Asn
285
Ser
300
e
315
Ala
330
Ala
345
Ala
360
Asp
375
Leu
390
Gin
405
Val
420
Gly
435
Trp
450
Glu
465
Thr
480
Lys
495
Ser
510
Gly
525
Gly
540
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<210>5
<211> 1479
<212> ADN

<213> Flor de insecto

<400> 5

<210> 6
<211>33
<212> PRT
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Leu Cys Asp Asn Ala Thr Glu Tyr Phe Phe Phe Asp Pro Phe His

545

550 -

555

Pro Asn Glu Leu Ala Ser Arg GIn Phe Ala Glu Met Phe Trp Asp

560

565

570

Gly Asp Ser Met Val Thr Gin Pro Tyr Asn Leu Lys Ala Leu Phe

575

580

Glu Gly Lys Pro Ser Thr Lys Tyr Leu Pro Asn Asp Glu Leu

ttaaacggea
ttttcacacc
ECAawcCEERE
acaggttegcc
ttcggtttte
ttaaagcgaa
getagattet
aagtctgcct
atggagemaa
gctggacttg
agtagaccat
tatccgatec
cocttactate
catgactaac
geggttetegaa
caacctggaa
caatcaagca
getttgteta
aagaacccct
tagtgegtcct
gactatgtga
aatgaatteg
catggtcaca
caacaaaata
gettotttct
actagcaaca
ttgttecegte
tcaagggact
gttggcttta
ttaaaaaaaa

<213> Flor de insecto

<400> 6

590

tgtccaaagw
tcttgatctg
tgotettptt
tgagttctea
gatcectggta
cttttegcca
ctgatggcce
atcattecte
ctttgegtea
cagttgecct
tatcggcaga
tgtctactte
catatactca
gtcatcaagg
tgtecccectt
atgcttgcaa
tttgcazaaa
tgctaaattc
caaaatatgg
tttggaggga
taatgcaact
cgagtcgeca
cagccttaca
tctceccaaat
ccatgatcga
taatggaatg
tttttagttt
tttegatgace
aaaaactatc
aaaaaaaaaa

catttaactt
agcacatata
ttgettecte
acaagctget
acaataacca
tatggtcaat
tatcatccct
cgtatctcga
BCABEaBCCE

tcaaacacaa

atttaggtea
tttagctete
agagcaatac
gaatatacga
ataggetett
cacagaggtc
cactagaaca
gatctttcaa
ttttaaggaa
attatgattg
gagtattttt
atttgcagag
atttgaaagc
gatgagetet
rccattagca
atcttaataa
gactttttta
atgattcgat
tacgtatgtc
aaaaaaaaa

18

595

ccactagcaa
agetatggct
ttttetetet
gcactattta
catcaacacc
cctactteag
gatttcattg
gccaaacaat
gtgccttgat
ctacattact
tattaaatct
gagetaacga
gtggacattg
aaaaggtega
ggccgpgaat
gatgaactta
tttggagaaa
ctgccattct
EEcgagagcg
tgegcagaata
tetttgacce
atgtttteee
actctttgaa
aatgtagage
aaataataat
teccatggte
tttgatettg
tcatattett
aatgtagcaa

gttagagecat
gttegcaagca
ttcactacct
tatttggtga
catgttaatt
tteaccaact
ctgagtatgc
gattttacgc
tegccteccat
ttggcegattt
aggcagetac
ctaccaaage
tgattggaaa
agaaaatttg
gcgagcaaaa
ctagactaca
cagttggaag
caatagaatg
catgttgcee
aaagagtttg
ttttecatecct
atgzegattc
gggaagccat
atgttgactec
atgaggtcac
ttcttcatga
ttgaaccgaa
tagttgtcat
cttctegtta

585

50
100
150
200
250
300
330
400
450
500
550
600
650
100
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1479
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Ser GIn GIn Ala Ala Ala Leu Phe 1le Phe Gly Asp Ser Val Phe
1 5 10 15

Asp Pro Gly Asn Asn Asn His Ile Asn Thr His Val Asn Phe Lys
20 25 30
Ala Asn Phe

<210>7
<211>7
<212> PRT
5 <213> Flor de insecto

<400> 7
GIn Asn Leu Gly Asp lle Lys
1 5

<210>8

<211>9

10 <212>PRT
<213> Flor de insecto

<400> 8

Gin Leu Glu Gly Phe Val Tyr Ala Lys
1 5

15

19
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REIVINDICACIONES

Método para producir una enzima biosintética de piretrina de una proteina con un peso molecular de
aproximadamente 40.000, donde la materia prima de la enzima es una solucién enzimatica cruda preparada
a partir de una flor de piretro;

donde se utiliza (1R)-trans-crisantemoil-CoA y (S)-piretrolona como sustratos para una ensayo que confirma
una funcién activa de la enzima biosintética del piretro;

donde la enzima biosintética de piretro se produce mediante un procedimiento de purificaciéon que incluye
los pasos secuenciales de:

obtener un precipitado de fraccionamiento de proteina cruda con precipitacion de sulfato de
amonio;

someter el precipitado a una purificacion cruda mediante un método por lotes utilizando una resina
hidréfoba;

purificar la solucién enzimética obtenida mediante la purificacion cruda por cromatografia de
intercambio anionico;

purificar por cromatografia hidréfoba; y
purificar por filtracion en gel.

Una de las siguientes proteinas (i) o (ii), correspondiente a una enzima extraible de cuerpos de plantas
productoras de piretrina:

(i) una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n® 1; o

(ii) una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos que incluye una o méas de las
modificaciones consistentes en sustitucion, delecion, insercion y/o adicién de un aminoéacido en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 1, presentando la proteina la actividad de
una enzima biosintética de piretrina, utilizdndose (1R)-trans-crisantemoil-CoA y (S)-piretrolona
como sustratos para un ensayo para confirmar la funcién activa de la enzima biosintética del
piretro.

Proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 2, o proteina consistente
en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 3, o proteina consistente en la secuencia de
amino&cidos mostrada en la Secuencia n® 4, correspondientes a una enzima extraible de cuerpos de
plantas productoras de piretrina.

Gen codificador de una de las siguientes proteinas (i) o (ii), correspondiente a una enzima extraible de
cuerpos de plantas productoras de piretrina:

(i) una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n® 1; o

(i) una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos que incluye una o mas de las
modificaciones consistentes en sustitucion, delecién, insercién y/o adicién de un aminoéacido de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 1, presentando la proteina la actividad de
una enzima biosintética de piretrina, utilizdndose (1R)-trans-crisantemoil-CoA y (S)-piretrolona
como sustratos para una prueba para confirmar la funcion activa de la enzima biosintética de
piretro.

Gen segun la reivindicacion 4, que consiste en la secuencia de bases mostrada en la Secuencia n° 5;
codificando el gen la proteina de (i).

Gen segun la reivindicacion 5, que incluye la secuencia de bases de 85 a 1.179 de la secuencia de bases
mostrada en la Secuencia n°® 5 como marco de lectura abierto.

Gen codificador de cualquiera de las siguientes proteinas: una proteina consistente en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la Secuencia n° 2, o una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos
mostrada en la Secuencia n° 3, 0 una proteina consistente en la secuencia de aminoacidos mostrada en la
Secuencia n° 4, correspondiente a una enzima extraible de cuerpos de plantas productoras de piretrina.
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Vector que porta un gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7.
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Fig. 1

( Secuencian®l o.1
MAVASSKRGALVLVAVLCLSLPTGCLSSQQAAALFIFGDSVFDPGNNNHINTHVNFKA
NFWPYGQSYFSSPTGRFSDGRIIPDFIAEYASLPIIPAYLEPNND FTHGANFASAGAGA
LIASHAGLAVGLQTQLHYFGDLVDHYRQNLGDIKSRQLLSDAVYLFSCGGNDYQSPY
YPYTQEQYVDIVIGNMTNVIKGIYEKGGRKFGVVNVPLIGCWPCMRAKQPGNACNT
EVDELTRLHNQAFAKTLEHLEKQLEGFVYAKFDLSTAILNRMKNPSKYGFKEGESAC
CGSGPFGGNYDEGRIKEFGLCDNATEYFFFDPFHPNELASRQFAEMFWDGDSMVTQ
PYNLKALFEGKPSTKYLPNDEL

gSecuencia n°2 ‘o 2
SQQAAALFIFGDSVFDPGNNNHINTHVNFKANFWPYGQSYFSSPTGRFSDGRIIPDFI
AEYASLPHPAYLEPNNDFTHGANFASAGAGALIASHAGLAVGLQTQLHYFGDLVEHY
RQNLGDIKSRQLLSDAVYLFSCGGNDYQSPYYPYTQEQYVDIVIGNMTNVIKGIYEKG
GRKFGVVNVPLIGCWPGMRAKQPGNACNTEVD ELTRLHNGAFAKTLEHLEKQLEGF
VYAKFDLSTAILNRMKNPSKYGFKEGESACCGSG PFGGNYDCGRIKEFGLCDNATEY
FFFDPFHPNELASRQFAEMFWDCGDSMVTQRYNLKALFEG I{PSTHYLPND EL

( Secuencian®3 |g, 3

MAVASSKRGALVLVAVLCLSLPTGCLSSQQAAALFIFGDSVFDPGNNNHINTHVNFKA
NFWPYGQSYFSSPTURFSDGRIIPDFIAEYASLPIIPAYLEPNNDFTHGANFASAGAGA
LIASHAGLAVGLQTQLHYFGDLVDHYRQNLGDIKSRQLLSDAVYLFSCGGNDYQSPY
YPYTQEQYVDIVIGNMTNVIKGIYEKGGRKFGVVNVPLIGCWPGMRAKQPGNACNT
EVDELTRLHNQAFAKTLEHLEKQLEGFVYAKFDLSTAILNRMKNPSKYGFKEGESAC
CGSGPFGGNYDCGRIKEFGLCDNATEYFFFDPFHPNELASRQFAEMFWDGDSMVTQ
PYNLKALFEGKPSTKYLPNDELAAALEHHHHHH

( Secuencian®4 lo. 4

MSPILCYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY

YIDGDVKLTGSMATIRYIADKHN KERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFE
TLEVDFLSKLPEMLEKEMFED VTH [ DA VIYMDPMCLD

AFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPL

GSPEFMAVASSKRGALVLVAVLCLSLPTGCLSSQQAAALFIFGDSVFDPGNNNHINTH
VNFEKANFWPYGQSYFSSPTGRFSDGRIIPDFIAEYASLPHPAYLEPNNDFTHGANFAS
AGAGALIASHAGLAVGLQTQLHYFCGDLVDHY RQNLCDIKSRQLLSDAVYLFSCGUND
YQSPYYPYTQEQYVDIVIGNMTNVIKGIYEKGGRKFGVVNVPLIGCWPGMRAKQPGN
ACNTEVDELTRLHNQAFAKTLEHLEKQLEGFVYAKFDLSTAILNAMKNPSKYGFKEG
ESACCGSGPFGCGNYDCGRIKEFGLCDNATEY FFFOPFHPNELASRQFAEMFWDGDS
MVTQPYNLKALFEGKPSTKYLPNDEL
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Fig. 2

Secuencian®5 o.5

TTAAACGGGATGTCCAAAGWCATTTAACTTCCACTAGCAAGTTAGAGCATTTTTCAC
ACCTCTTGATCTGAGCACATATAAGCTATCGGCTGTTGCAAGCAGCAAWCGGGGTGCT
CTTGTTTTGGTTGCTGTTTTGTGTCTTTCACTACCTACAGGTTGCCTGAGTTCTCAA
CAAGCTGCTGCACTATTTATATTTGGTGATTCGGTTTTCGATCCTGGTAACAATAACC
ACATCAACACCCATGTTAATTTTAAAGCGAACTTTTGGCCATATGGTCAATCCTACTT
CAGTTCACCAACTGGTAGATTCTCTGATGGCCGTATCATCCCTGATTTCATTGCTGA
GTATGCAAGTCTGCCTATCATTCCTGCGTATCTCGAGCCAAACAATGATTTTACGCAT
GGAGCMAACTTTGCGTCAGCAGGAGCCGGTGCCTTGATTGCCTCCCATGCTGGACT
TGCAGTTGGCCTTCAAACACAACTACATTACTTTGGCGATTTAGTAGACCATTATCG
GCAGAATTTAGGTGATATTAAATCTAGGCAGCTACTATCCGATGCTGTCTACTTGTTT
AGCTGTGGAGGTAACGACTACCAAAGCCCTTACTATCCATATACTCAAGAGCAATAC
GTGGACATTGTGATTGGAAACATGACTAACGTCATCAAGGGAATATACGAAAAAGGT
GGAAGAAAATTTGGGGTTGTGAATGTCCCGCTTATAGGCTGTTGGCCGGGAATGCG
AGCAAAACAACCTGGAAATGCTTGCAACACAGAGGTCGATGAACTTACTAGACTACA
CAATCAAGCATTTGCAAAAACACTAGAACATTTGGAGAAACAGTTGGAAGGCTTTGT
GTATGCTAAATTCGATCTTTCAACTGCCATTCTCAATAGAATGAAGAACCCCTCAAAA
TATGGTTTTAAGGAAGGCGAGAGCGCATGTTGCGGTAGTGGTCCTTTTGGAGGGAA
TTATGATTGTGGCAGAATAAAAGAGTTTGGACTATGTGATAATGCAACTGAGTATTTT
TTCTTTGACCCTTTTCATCCTAATGAATTGGCGAGTCGCCAATTTGCAGAGATGTTTT
GGGATGGGGATTCCATGGTCACACAGCCTTACAATTTGAAAGCACTCTTTGAAGGGA
AGCCATCAACAAAATATCTCCCAAATGATGAGCTCTAATGTAGAGCATGTTGACTCG
GTTCTTTCTCCATGATCGARCCATTAGCAAAATAATAATATGAGGTCACACTAGCAAC
ATAATGGAATGATCTTAATAATGCCATGGTCTTCTTCATGATTGTTCCGTCTTTTTAG
TTTGACTTTTTTATTTGATCTTGTTGAACCGAATCAAGGGACTTTTGATGACCATGAT
TCGATTCATATTCTTTAGTTGTCATGTTGGCTTTAAAAAACTATCTACGTATGTCAAT
GTAGCAACTTCTGGTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Fig 3

[Estructura de piretrinas] rins]

Cadena lateral de fraccion snCadena lateral de
de acido crisantémico (Ry) fraccion deretrolona (R2)  Rg)
o Piretrinal inl. -CH, -CH=CH,
™2
_Piretrinall o -COOCH3 -CH=CH,
R .
L ‘ Cinerinal | -CH,3 - CHs
o Cinerinall I -COOCH; - CHs
o Jasmolinal g -CH, -CH,CH,
Fraccion de acido miFraccion de jgne ;
crisantémico retrolona Jasmolinall p I1 -COOCH, -CH2CH;,
Fig. 4

[Reaccién de biosintesis de éster mediante aciltransferasa]

R-CO-8-CaA + R'-OH - R-COO-R'+ CoA-SH

Aciltransferasa se

Fig. 5

[Reaccidn de biosintesis de piretrina] in]

[+] o]
- -+ —_— M
d}z—s-cmn . o}_o

Transferasa de grupo crisantemoilo rase
(1R)-trans criosantemoil CoA (4(S) - Piretrolona  |gne Piretrina | VI
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Fig. 6

[Ejemplos de resultados de andlisis por HPLC de solucién de reaccion de biosintesis de piretrina)

(a) Fraccién sin actividad enzimatica (b) Fraccién con actividad enzimética

(a) |

ard

s

L

(b) ~ 1

Piretrinal |
" N

] m 3 " 1) " (i B - - -

25



ES 2452 641 T3

Fig. 7

[Flujo de purificacidon enzimatica a partir de cuerpos de planta]

Preparacién de solucién enziméatica cruda
l

Fraccionamiento mediante precipitacién de sulfato de amonio
l

Purificacién cruda mediante método discontinuo utilizando Phenyl Sepharose
l

Cromatografia de intercambio aniénico (Q Sepharose)

l
Cromatografia hidréfoba (Phenyl Superose)

!
Filtracion en gel (Superdex 75)

Fig. 8

Imagen fotografica de electroforesis (SDS-PAGE) de enzima hrin

biosintética de piretrina purificada

Peso molecular jght
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Fig. 9

{Secuencia de aminoacidos n°6 g, &

SQQAAALFIFGDSVFDPGNNNHINTHVNFKANF

(1¥Secuencia de aminoacidos n°7 g, 7

QNLGDIK

{cSecuencia de aminoacidos n°8 3, 8

QLEGFVYAK
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