ES 2453192 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 453 192

@Int. Cl.:

C12P 5/00 (2006.01)
CO7K 14/415 (2006.01)
C12N 15/29 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  09.12.2009  E 09793603 (3)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 26.02.2014  EP 2376643

T3

Titulo: Procedimiento de produccion de beta-santaleno

Prioridad:

11.12.2008 EP 08171298
17.08.2009 WO PCT/IB2009/053623

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
04.04.2014

@ Titular/es:

FIRMENICH S.A. (100.0%)
1, route des Jeunes P.O. Box 239
1211 Geneva 8, CH

@ Inventor/es:
SCHALK, MICHEL

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2453192713

DESCRIPCION
Procedimiento de produccion de beta-santaleno
Campo técnico

La presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de R-santaleno, comprendiendo dicho
procedimiento poner en contacto al menos un polipéptido con pirofosfato de farnesilo (FPP). En particular, dicho
procedimiento se puede llevar a cabo in vitro o in vivo para producir 3-santaleno, un compuesto muy Util en los campos
de la perfumeria y la aromatizacién. La presente invencion también proporciona la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido util en el procedimiento de la invencién. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de la invencién y un
vector de expresion que contiene dicho acido nucleico son también parte de la presente invencién. Un organismo
huésped no humano de una célula transformada para usarse en el procedimiento de produccién de B-santaleno es
también un objeto de la presente invencion. El polipéptido de la invencién comprende una secuencia aminoacidica
idéntica a SEC ID N.%: 1 o0 3y el acido nucleico de la invencion codifica dicho polipéptido.

Técnica anterior

Se encuentran terpenos en la mayoria de los organismos (microorganismos, animales y plantas). Estos compuestos
estan compuestos de cinco unidades de carbono llamadas unidades de isopreno y se clasifican por el nimero de estas
unidades presentes en su estructura. Asi, los monoterpenos, los sesquiterpenos y los 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 sesquiterpenos se conocen por sus propiedades de aroma y
fragancia y sus efectos cosmeéticos, medicinales y antimicrobianos. Se han identificado por encima de 300
hidrocarburos sesquiterpenos y por encima de 3000 sesquiterpenoides (Joulain, D. y Kodnig, W.A., The Atlas of
Spectral Data of Sesquiterpene Hydrocarbons, EB Verlag, Hamburgo, 1998; Connolly, J.D., Hill R.A., Dictionary of
Terpenoids, vol. 1, Chapman and Hall (editor), 1991) y se identifican cada afio muchas estructuras nuevas. Los
extractos vegetales obtenidos por medios diferentes tales como destilacién de vapor o extraccion de disolventes se
usan como fuente de terpenos. Las moléculas de terpenos se usan a menudo como tales, pero en algunos casos las
reacciones quimicas se usan para transformar los terpenos en otras moléculas de valor alto.

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

3-santaleno es una molécula de sesquiterpeno que se da en la naturaleza que se puede usar como material de partida
para la sintesis quimica o para la biosintesis de R-santalol (como se representa en la figura 2B), que es un
constituyente principal de aceite de sandalo. El aceite de sandalo es un ingrediente de perfumeria importante que se
obtiene por destilacién del duramen de las especies de Santalum. El sandalo se usa también grandemente para
inciensos y medicina tradicional. El aceite contiene 90 % de alcoholes de sesquiterpenos. Entre los diferentes
isdbmeros de santalol, 3-santalol es el principal contribuyente para el tipico olor dulce-lefioso y balsamico de aceite de
sandalo. Otros constituyentes tales como epi-3-santalol y a-santalol pueden contribuir también a la nota de sandalo.

En general, el precio y la disponibilidad de los extractos naturales de plantas son dependientes de la abundancia,
produccion de aceite y origen geogréfico de las plantas. Ademas, la disponibilidad y calidad de los extractos naturales
es muy mucho dependiente del clima y de otras condiciones locales que conducen a variabilidad de afio en afio,
volviendo el uso de tales ingredientes en perfumeria de alta calidad muy dificil o incluso imposible algunos afios.
Debido a la sobreexplotacion de los recursos naturales, las dificultades de cultivo, el crecimiento lento de las plantas de
Santalum, las disponibilidades de materia prima de sandalo han disminuido radicalmente durante las pasadas
décadas. Por lo tanto, seria una ventaja proporcionar una fuente de R-santalol, que esté menos sujeta a fluctuaciones
en disponibilidad y calidad. Una sintesis quimica de los constituyentes sesquiterpenos de sandalo hasta el momento
no esta disponible. Una ruta bioquimica que conduce a la sintesis de R-santaleno, que podria usarse después para
producir 3-santalol, seria por lo tanto de gran interés.

El santaleno tipo sesquiterpeno y particularmente sesquiterpenos con el esqueleto de R-santaleno, se identificaron en
varias especies de plantas. Empero, no se ha descrito aun ninguna sesquiterpeno sintasa capaz de producir
[3-santaleno.

Una sesquiterpeno sintasa capaz de sintetizar al menos un sesquiterpeno biciclico y/o triciclico que tiene un esqueleto
de carbono de santaleno, el acido nucleico correspondiente y un procedimiento de produccion tal compuesto que tiene
un esqueleto de carbono de santaleno se divulga en la solicitud de patente internacional WO 2006/134523. No
obstante, no se detectd ninguna traza de 3-santaleno como producto de las sesquiterpeno sintasas divulgadas en los
ejemplos. El Unico producto con un esqueleto de santaleno fue epi-beta-santaleno. Las propiedades de
epi-beta-santaleno son muy diferentes de aquellas de R-santaleno. En particular, no es de interés la sintesis de
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B-santalol. Ademas, la sesquiterpeno sintasa divulgada en el documento WO 2006/134523 comparte solo el 27 % de
identidad con la secuencia de la invencion.

El porcentaje de identidad entre sintasas de sesquiterpenos conocido a partir de las bases de datos y los polipéptidos
de la invencion es muy bajo. La secuencia de proteinas mas cercana a la R-santaleno sintasa de la invencién es una
monoterpeno sintasa de Santalum album (n.° de acceso ACF24767; Jones, C.G., Keeling, C.I., Ghisalberti, E.L.,
Barbour, E.L., Plummer, J.A. y Bohlmann, J. Arch. Biochem. Biophys., 2008, 477(1), 121-130) que comparte identidad
de secuencia de aminoacidos del 58 % con la R-santaleno sintasa de la invencion. Cuando se puso en contacto con
FPP, esta enzima produce por encima del 90 % de RB-bisaboleno y no se forma ningln isémero de santaleno. Un
documento publicado de forma reciente, WO 2011/000026 (6 de enero de 2011), divulga secuencias de santaleno
sintasa muy similares.

Ademas de las diferencias entre las propias secuencias, también ha de indicarse que la estructura y las propiedades
de los productos sintetizados por la enzima mencionada anteriormente son muy diferentes de aquellas del
sesquiterpeno R3-santaleno. En particular, los monoterpenos producidos por esta enzima, es decir alfa-terpineol,
limoneno, geraniol, mirceno, linalool y algunos otros productos secundarios no son adecuados como un material de
partida para la sintesis de 3-santalol, que es un ingrediente muy Util en el campo de la perfumeria.

A pesar de estudios exhaustivos de ciclacion de terpenos, el aislamiento y la caracterizacion de las terpeno sintasas
aln es dificil, en particular en plantas, debido a su baja abundancia, sus patrones de expresion a menudo transitorios
y la complejidad de purificarlos a partir de las mezclas de resinas y de los compuestos fendlicos en tejidos donde se
expresan.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar procedimientos para fabricar 3-santaleno en una ruta econémica,
como se indica anteriormente. De acuerdo con ello, la presente invencion tiene el objetivo de producir 3-santaleno
teniendo mientras pocos desechos, un procedimiento mas eficiente en lo que respecta a energia y recursos y que
reduzca mientras la dependencia de los combustibles fésiles, Es un objetivo adicional proporcionar enzimas capaces
de sintetizar 3-santaleno, que es Gtil como ingrediente de perfumeria y/o de aromas.

Abreviaturas usadas

ACC acido 1-aminociclopropanocarboxilico
pb par de bases

kb kilobase

BSA seroalbUmina bovina

2,4D acido 2,4-diclorofenoxiacético

ADN acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

dNTP desoxinucleotido trifosfato

DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminatetraacético

FPP pirofosfato de farnesilo

CG cromatografia de gases

IPTG isopropil-D-tiogalacto-piranésido

Kin cinetina

LB caldo de lisogenia

EM espectrometro de masas

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
RMCE intercambio de casetes mediado por recombinasa

3'-/5'-RACE amplificacion rapida de ADNc en 3'y en 5'

ARN acido ribonucleico
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ARNmM acido ribonucleico mensajero
ARNsa Ribonucleasa
Descripcion de lainvencién

La presente invencion proporciona un procedimiento de produccion de biosintéticamente -santaleno en un modo
econdémico, fiable y reproducible, usando un polipéptido que tiene una actividad -santaleno sintasa. La presente
invencion es particularmente Gtil debido a que no se conoce en la técnica anterior nada de tal polipéptido y debido a
que no se ha descrito tal biosintesis de B-santaleno. Esto resuelve el muy importante problema del suministro de
B-santaleno, un compuesto que es muy Util para la industria de la perfumeria. La presente invencion también
proporciona una secuencia de acidos nucleicos que codifica los polipéptidos usados en el procedimiento de la
invencioén, que esta asi intimamente ligada a dicho polipéptido. El polipéptido y el acido nucleico son herramientas muy
importantes, que son ambas necesarias para llevar a cabo el procedimiento de la invencion. Lo mismo es cierto para
vectores y para organismos modificados con el acido nucleico de la invencion para expresar heterélogamente el
polipéptido de la invencién.

Una "sesquiterpeno sintasa" o un "polipéptido que tiene una actividad sesquiterpeno sintasa" se desea para el
proposito de la presente aplicacion como un polipéptido capaz de catalizar la sintesis de una molécula de
sesquiterpeno o de una mezcla de moléculas de sesquiterpenos a partir del precursor de terpeno aciclico FPP.

Como una "R3-santaleno sintasa" o como un "polipéptido que tiene una actividad R-santaleno sintasa", los autores de la
presente invencién quieren decir aqui un polipéptido capaz de catalizar la sintesis de B-santaleno, en forma de
cualquiera de sus estereoisémeros o de una mezcla de ellos, comenzando a partir de FPP. 3-santaleno puede ser el
Unico producto o puede ser parte de una mezcla de sesquiterpenos. B-santaleno se define por su estructura, como se
representa en la Figura 2A.

La capacidad de un polipéptido para catalizar la sintesis de un sesquiterpeno en particular (por ejemplo -santaleno)
se puede confirmar simplemente llevando a cabo el ensayo enzimatico como se detalla en el Ejemplo 3.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias peptidicas o nucleotidicas es una funcion del nimero de residuos de
aminoacidos o nucleétidos que son idénticos en las dos secuencias cuando un alineamiento de estas dos secuencias
se ha generado. Los residuos idénticos se definen como el mismo 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 éptimo tomando el nimero de residuos idénticos entre dos secuencias dividiéndolo por el nimero total de
residuos en la secuencia més corta y multiplicando por 100. El alineamiento dptimo es el alineamiento en el que el
porcentaje de identidad es el méas alto posible. Se pueden introducir huecos dentro de una o dentro de ambas
secuencias en una 0 mas posiciones del alineamiento para obtener el alineamiento optimo. Estos huecos se toman
después en cuenta como residuos no idénticos para el célculo del porcentaje de identidad de secuencia.

El alineamiento para el propdsito de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o de acidos
nucleicos se puede lograr en distintas maneras usando programas de ordenador y por ejemplo programas de
ordenador disponibles publicamente en la red mundial. Preferentemente, el programa BLAST (Tatiana y cols., FEMS
Microbio/Lett., 1999, 174: 247-250, 1999) ajustado a los parametros por defecto, disponible a partir del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) en http://www.nc- bi.nlm.nih.gov/BLAST/b12seq/wblast2.cgi, se puede usar para
obtener un alineamiento 6ptimo de las secuencias de nucleétidos y para calcular el porcentaje de identidad de
secuencia.

Un objeto de la presente invencion es por lo tanto un procedimiento de produccion de -santaleno comprendiendo

a) poner en contacto FPP con al menos un polipéptido que tenga una actividad R-santaleno sintasa y
gue comprenda una secuencia de aminoacidos idéntica a SEC ID N.°: 1 0 3;

b) opcionalmente, aislar el R-santaleno producido en la etapa a).

De acuerdo con una realizacién preferente, 3-santaleno representa al menos el 20 %, preferentemente al menos el 30
%, preferentemente al menos el 35 % de los productos producidos por el procedimiento de la invencion.

El procedimiento puede llevarse a cabo in vitro asi como in vivo, dado que los procedimientos que implican solo el
metabolismo natural de la planta, sin ninguna transformacion, no estan comprendidos por los procedimientos de la
presente invencidn, como se explicara en detalle adicionalmente.

El polipéptido a ponerse en contacto con FPP in vitro se puede obtener por extraccion a partir de cualquier organismo
que lo exprese, usando proteina estandar o tecnologia de extraccién de enzimas. Si el organismo huésped es un
organismo unicelular o célula que libera el polipéptido de la invencion en el medio de cultivo, el polipéptido puede
recogerse simplemente del medio de cultivo, por ejemplo por centrifugacién, opcionalmente seguido por etapas de
lavado y de resuspension en soluciones de tampdn adecuadas. Si el organismo o célula acumula el polipéptido dentro
de sus células, el polipéptido puede obtenerse por disrupcién o lisis de las células y por extraccién adicional del
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polipéptido a partir del lisado de la célula.

El polipéptido que tiene una actividad R-santaleno sintasa, bien en una forma aislada o bien conjuntamente con otras
proteinas, por ejemplo en un extracto de proteina en bruto obtenida de células cultivadas o de microorganismos
cultivados, puede estar suspendido en una soluciéon tampén a pH 6ptimo. Si es adecuado, sales, DTT, BSA y otras
clases de cofactores enzimaticos, se pueden afiadir con el fin de optimizar la actividad enzimatica. La concentracion de
estos co-factores se puede ajustar con el fin de lograr un rendimiento optimizado. Por ejemplo, bajar la concentracion
de iones de Mg2+ en la suspension polipeptidica es particularmente ventajosa para incrementar el rendimiento de
B-santaleno. La concentracion 6ptima de iones Mgz+ esta comprendida entre 2 y 0,75 mM. Las condiciones
apropiadas se describen en méas detalle en los ejemplos adicionalmente.

El precursor FPP se afiade a la suspensién polipéptidica, que se incuba a temperatura 6ptima, por ejemplo entre 15y
40 °C, preferentemente entre 25 y 35 °C, mas preferentemente a 30 °C. Después de incubacion, el R-santaleno
producido se puede aislar de la solucién incubada por procedimientos de aislamiento estandar, tales como extraccion
y destilacién de disolvente, opcionalmente después de eliminar los polipéptidos de la solucion.

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 huésped no humano o célula capaz
de producir FPP y transformada para expresar al menos un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
idéntica a SEC ID N.°: 1 o 3 y que tiene una actividad R-santaleno sintasa, segun condiciones que conducen a la
produccién de 3-santaleno.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, el procedimiento comprende adicionalmente, antes de la etapa a),
transformar un organismo no humano o una célula no humana capaz de producir FPP con al menos un &cido nucleico
que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoéacidos idéntica a la SEC ID N.°: 1 o 3 y que tiene
una actividad B-santaleno sintasa, tal que dicho organismo expresa dicho polipéptido.

Estas realizaciones de la invencién son particularmente ventajosas dado que es posible que lleven a cabo el
procedimiento in vivo aislando anteriormente el polipéptido. La reaccion tiene lugar directamente dentro del organismo
o célula transformada para expresar dicho polipéptido.

De acuerdo con una realizacién de la invencién, el al menos un acido nucleico que codifica la 3-santaleno sintasa,
segun se define anteriormente, es idéntica a la SEC ID N.°: 2, 4 0 al complemento de las mismas. De acuerdo con otra
realizacion, dicho acido nucleico comprende la secuencia nucleotidica SEC ID N.°: 2, 4 o el complemento de la misma.

De acuerdo con otra realizacion, el al menos un acido nucleico, segin se define anteriormente, esta aislado de una
planta de la especie Santalum, preferentemente de Santalum album.

El organismo o célula se desea para "expresar" un polipéptido, dado que el organismo o célula se transforma para
albergar un acido nucleico que codifica dicho polipéptido, este acido nucleico se transforma para albergar un acido
nucleico que codifica dicho polipéptido, este acido nucleico se transcribe a ARNm y el polipéptido se encuentra en el
organismo huésped o célula huésped. El término "expresa" comprende "expresa heterélogamente" y "sobre-expresa”,
refiriéndose el Gltimo a niveles de ARNm, polipéptido y/o actividad enzimatica sobre y por encima de lo que se mide en
un organismo o célula no transformado. Una descripcion mas detallada de procedimientos adecuados para
transformar un organismo huésped no humano o una célula huésped no humana se describira méas adelante en la
parte de la memoria descriptiva que estd dedicada a tales organismos o células huéspedes no humanos
transformados de la presente invencién y en los ejemplos.

Un organismo o célula particular se considera que 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, bien antes de la transformacion con
un &cido nucleico como se describe en el presente documento o bien conjuntamente con dicho acido nucleico. Los
organismos o células transformados para producir una cantidad mas alta de FPP que el organismo o célula que se da
en la naturaleza estdn también comprendidos por los "organismos o células capaces de producir FPP".
Procedimientos para transformar organismos, por ejemplo microorganismos, de tal forma que producen FPP ya se
conocen en la técnica. Tales procedimientos pueden encontrarse por ejemplo 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 (transformacion de levadura).

Para llevar a cabo la invencion in vivo, el organismo huésped o la célula huésped se cultivan segun condiciones que
conducen a la produccion de R-santaleno. De acuerdo con ello, si el huésped es una planta transgénica, se
proporcionan condiciones de crecimiento éptimas, tales como condiciones de nutrientes, de luz y de agua 6ptimas, por
ejemplo. Si el huésped es un organismo unicelular, las condiciones que conducen a la produccion de [3-santaleno
pueden comprender adicién de cofactores adecuados al medio de cultivo del huésped. Ademas, se puede seleccionar
un medio de cultivo, tal como para maximizar sintesis de R-santaleno. Las condiciones de cultivos 6ptimos se
describen en una manera mas detallada en los siguientes ejemplos.
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Organismos huéspedes no humanos adecuados para llevar a cabo el procedimiento de la invencion in vivo pueden ser
cualesquiera organismos pluricelulares o unicelulares no humanos. En una realizacién preferida, el organismo
huésped no humano usado para llevar a cabo la invencién in vivo es una planta, un procariota o un hongo. Se puede
usar cualquier planta, procariota u hongo. Plantas particularmente Utiles son aquellas que producen de forma natural
cantidades altas de terpenos. En una realizacion mas preferida, la planta se selecciona a partir de la familia de las
solanaceas, poaceas, brasicaceas, fabaceas, malvaceas, asteraceas o lamiaceas. Por ejemplo, la planta esta
seleccionada de los géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago (alfalfa),
Gossypium (algodon), Artemisia, Salvia y Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la especie Nicotiana
tabacum.

En una realizacion mas preferida el organismo huésped no humano usado para llevar a cabo el procedimiento de la
invencion in vivo es un microorganismo. Se puede usar cualquier microorganismo pero de acuerdo con una realizacion
incluso mas preferida dicho microorganismo es una bacteria o levadura. Lo mas preferentemente, dicha bacteria es E.
coliy dicha levadura es Saccharomyces cerevisiae.

Algunos de estos organismos no producen FPP de forma natural. Para ser adecuado para llevar a cabo el
procedimiento de la invencién, estos organismos se han transformado para producir dicho precursor. Se pueden
transformar asi bien antes de la modificacion con el acido nucleico descrito de acuerdo con cualesquiera de las
realizaciones anteriores o bien simultaneamente, como se explica anteriormente.

Se pueden usar también células eucariotas superiores aisladas, en vez de organismos completos, como huéspedes
para llevar a cabo el procedimiento de la invencién in vivo. Las células eucariotas adecuadas pueden ser cualesquiera
células no humanas, pero son preferentemente células vegetales o fungicas.

El al menos un polipéptido que tiene una actividad R-santaleno sintasa usada en cualquiera de las realizaciones
anteriormente descritas o codificada por el acido nucleico en cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas
comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a SEC ID N.°: 1 o0 3.

En otra realizacion, dicho polipéptido consiste en SEC ID N.°: 1 o0 3.

Las variantes polipeptidicas que resultan de una fusién de secuencias peptidicas adicionales en los extremos
aminoterminales y carboxiterminales se pueden usar también en los procedimientos de la invencién. En particular una
fusion tal puede potenciar la expresién de los polipéptidos, ser util en la purificacién de la proteina o mejorar la
actividad enziméatica del polipéptido en un ambiente deseado o en un sistema de expresion deseado. Tales secuencias
peptidicas adicionales pueden ser péptidos sefial, por ejemplo. De acuerdo con ello, la presente invencién comprende
procedimientos que usan polipéptidos variantes, tales como aquellos obtenidos por fusién con otros oligopéptidos o
polipéptidos y/o aquellos que estan unidos a péptidos sefial. Los polipéptidos que resultan de una fusién con otra
proteina funcional, tales como otra proteina de la ruta de la biosintesis de terpenos, se pueden usar también
ventajosamente en los procedimientos de la invencion.

De acuerdo con otra realizacion, el al menos un polipéptido que tiene una actividad 3-santaleno sintasa usada en
cualquiera de las realizaciones anteriormente descritas o codificada por el &cido nucleico usado en cualquiera de las
realizaciones anteriormente descritas esta aislado de una planta de las especies de Santalum, preferentemente de
Santalum album.

Una herramienta importante para llevar a cabo el procedimiento de la invencion es el polipéptido en si mismo. Un
polipéptido que tiene una actividad p-santaleno sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a
SEC ID N.°: 1 o 3 es por lo tanto otro objeto de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion preferida, el polipéptido es capaz de producir una mezcla de sesquiterpenos en la que
3-santaleno representa al menos el 20 %, preferentemente al menos el 30 %, preferentemente al menos el 35 %, de
los sesquiterpenos producidos.

En una realizacién preferida, el polipéptido consiste en SEC ID N.°: 1 o0 3.

De acuerdo con otra realizacién, el polipéptido estd aislado de una planta de las especies de Santalum,
preferentemente de Santalum album.

Las variantes polipeptidicas que resultan de una fusién de secuencias de péptidos adicionales en los extremos
aminoterminal y carboxiterminal estan también comprendidas por los polipéptidos de la presente invencion. En
particular una fusion tal 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 deseado o en un sistema de expresion deseado. Tales
secuencias peptidicas adicionales pueden ser péptidos sefial, por ejemplo. De acuerdo con ello, la presente invencion
comprende variantes de los polipéptidos de la invencion, tales como aquellos obtenidos por fusién con otros
oligopéptidos o polipéptidos y/o aquellos que estan unidos a péptidos sefial. Los polipéptidos que resultan de una
fusion con otra proteina funcional, tal como otra proteina de la ruta de la biosintesis de terpenos, estan también
comprendidos por los polipéptidos de la invencion.
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Como se menciona anteriormente, el acido nucleico que codifica el polipéptido de la invencién es una herramienta util
para modificar organismos huéspedes no humanos o células deseadas para usarse cuando el procedimiento se lleva
a cabo in vivo.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones descritas
anteriormente es por lo tanto también un objeto de la presente invencién.

De acuerdo con una realizacién preferida, el acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos idéntica a SEC
ID N.% 2, 4 0 al complemento de las mismas.

De acuerdo con otra realizacion, el acido nucleico consiste en una secuencia de nucleétidos idéntica a SEC ID N.°: 2,
4 o al complemento de las mismas.

De acuerdo con otra realizacion, el acido nucleico esta aislado de una planta de las especies de Santalum,
preferentemente de Santalum album.

El acido nucleico de la invencién se puede definir como que incluye polimeros de desoxirribonucleétidos o de
ribonucleétidos bien en forma de cadena simple o bien en forma de cadena doble (ADN y/o ARN). Los términos
"secuencia de nucleétidos" deben entenderse también como comprendiendo una molécula polinucleotidica o una
molécula oligonucleotidica en forma de un fragmento separado o como un componente de un acido nucleico mas
grande. Los acidos nucleicos de la invencion también abarcan ciertas secuencia de nucleétidos aisladas que incluyen
aguellas que estan sustancialmente libres de material endégeno contaminante. El acido nucleico de la invencién
puede truncarse, dado que codifica un polipéptido comprendido por la presente invencién, como se describe
anteriormente.

Los acidos nucleicos que comprenden una secuencia obtenida por mutacion de SEC ID N.°: 2, 4 o el complemento de
las mismas estan abarcados por la invencién, siempre que las secuencias codifiquen un polipéptido que tiene una
actividad 3-santaleno sintasa, segln se define en las realizaciones anteriores. Las mutaciones pueden ser cualquier
clase de mutaciones de estos acidos nucleicos, tales como mutaciones puntuales, mutaciones de delecion,
mutaciones de insercién y/o mutaciones de cambio de fase. Se puede preparar un acido nucleico variante con el fin de
adaptar su secuencia de nucleétidos a un sistema de expresion especifico. Por ejemplo, los sistemas de expresién
bacterianos se conocen por expresar mas eficientemente polipéptidos si los aminoacidos se codifican por un codon
preferido. Debido a la degeneraciéon del codigo genético, en el que mas de un codon puede codificar el mismo
aminoacido, multiples secuencias de ADN pueden codificar para el mismo polipéptido, estando todas estas secuencias
de ADN comprendidas por la invencion.

Otra herramienta importante para transformar organismos o células huéspedes adecuados para llevar a cabo el
procedimiento de la invencién in vivo es un vector de expresion que comprende un &cido nucleico de acuerdo con
cualquier realizacion de la invencion. Un vector tal 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 lineal o recombinante
incluyendo pero no limitado a vectores virales, bacteriéfagos y plasmidos. La persona experta es capaz de seleccionar
un vector adecuado de acuerdo con el sistema de expresion. En una realizacion, el vector de expresion incluye el acido
nucleico de la invencion operativamente unido a al menos una secuencia reguladora, que controla transcripcion,
traduccidn, iniciacion y terminacion, tal como un promotor regional, operador o potenciador, o un sitio de union
ribosomico de ARNm y opcionalmente, que incluye al menos un marcador de seleccidn. Las secuencias de nucleotidos
estan "enlazadas operativamente" cuando la secuencia reguladora esté relacionada funcionalmente con el acido
nucleico de la invencion.

Los vectores de expresion de la presente invencién se pueden usar en los procedimientos para preparar un organismo
huésped genéticamente transformado y/o una célula huésped genéticamente transformada, en organismos y/o células
huéspedes que albergan los &cidos nucleicos de la invencion y en los procedimientos de fabricacion de polipéptidos
gue tienen una actividad -santaleno sintasa, como se describe adicionalmente méas adelante.

Los organismos y células huéspedes no humanos recombinantes transformados para albergar al menos un &cido
nucleico de la invencion de forma que ello expresa o sobreexpresa heterélogamente al menos un polipéptido de la
invencién son también herramientas muy utiles para llevar a cabo el procedimiento de la invencion. Tales organismos
huéspedes no humanos y tales células huéspedes no humanas son por lo tanto otro objeto de la presente invencion.

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

Los organismos huéspedes no humanos de la invencidon pueden ser cualesquiera organismos pluricelulares o
unicelulares no humanos. En una realizacion preferida, el organismo huésped no humano es una planta, un procariota
0 un hongo. Cualquier planta, procariota u hongo es adecuado para transformarse de acuerdo con la presente
invencién. Plantas particularmente Utiles son aquellas que producen de forma natural cantidades altas de terpenos. En
una realizacién més preferida, la planta se selecciona a partir de la familia de las solanaceas, poaceas, brasicaceas,
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fabaceas, malvaceas, asteraceas o lamiaceas. Por ejemplo, la planta estd seleccionada de los géneros Nicotiana,
Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago (alfalfa), Gossypium (algodon), Artemisia, Salvia y
Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la especie 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 realizacién mas preferida dicho microorganismo es
una bacteria o levadura. Lo mas preferentemente, dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces
cerevisiae.

Células eucariotas superiores aisladas se pueden transformar también, en lugar de organismos completos. Como
células eucariotas superiores, los autores de la presente invencidn quieren decir aqui cualquier célula eucariota no
humana salvo células de levaduras. Células eucariotas superiores preferidas son células vegetales o células fungicas.

El término "transformado” se refiere al hecho de que el huésped esta sometida a ingenieria genética para comprender
una, dos o0 mas copias de cada uno de los acidos nucleicos requeridos en cualquier realizacion de las anteriormente
descritas. Preferentemente el término "transformado” se refiere a huéspedes que expresan heterélogamente los
polipéptidos codificados por el acido nucleico con el que se transforman, asi como que sobre-expresan dichos
polipéptidos. De acuerdo con ello, en una realizacién, la presente invencién proporciona un organismo transformado,
en el que los polipéptidos se expresan en cantidad mas alta que en el mismo organismo no transformado asi.

Hay varios procedimientos conocidos en la técnica para la creacion de organismos huésped transgénicos o células
tales como plantas, hongos, procariotas o cultivos de células eucariotas superiores. Los vectores de clonacion y de
expresion adecuados para usar con huéspedes bacterianos, fungicos, de levaduras, de plantas y de mamiferos se
describen en Pouwels y cols., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985, Elsevier, Nueva York y Sambrook y cols.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Vectores de
clonacién y expresion para plantas superiores y/o células vegetales en particular estan disponibles para la persona
experta. Véase por ejemplo Schardl y cols. Gen 61: 1-11, 1987.

Procedimientos para transformar organismos huéspedes o células huéspedes para albergar acidos nucleicos
transgénicos son familiares para la persona experta. Para la creacion de plantas transgénicas, por ejemplo, los
procedimientos actuales incluyen: electroporacion de protoplastos vegetales, transformacion mediada por liposomas,
transformaciéon mediada por Agrobacterium, transformacion mediada por polietilenglicol, bombardeo de particulas,
microinyeccion de células vegetales y transformacion usando virus.

En una realizacion, el ADN transformado esta integrado dentro de un cromosoma de un organismo huésped no
humano y/o célula huésped no humana de tal forma que da como resultado un sistema recombinante estable.
Cualquier procedimiento de integracién cromosémica conocido en la técnica se puede usar en la practica de la
invencion, incluyendo pero no limitado a intercambio de casetes mediado por recombinasas (RMCE), insercion
cromosomica especifica de sitio, adenovirus e inyeccion pronuclear.

Con el fin de llevar a cabo el procedimiento de produccién de R-santaleno in vitro, como se expone anteriormente en el
presente documento, es muy ventajoso proporcionar un procedimiento de fabricacion de al menos un polipéptido que
tenga una actividad R-santaleno sintasa segun se describe en cualquier realizacion de la invencion. Por lo tanto, la
invencién proporciona un procedimiento de produccién de al menos un polipéptido de acuerdo con cualquier
realizacién de la invencidn que comprende

a) cultivar un organismo o célula huésped no humano transformado con el vector de expresion de la
invencion, tal que ello alberga un acido nucleico de acuerdo con la invencion y expresa o sobre-expresa un
polipéptido de la invencion;

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

De acuerdo con una realizacion preferida, dicho procedimiento comprende adicionalmente, antes de la etapa a),
transformar un organismo huésped no humano o una célula huésped no humana con el vector de expresion de la
invencion, tal que ello alberga un &cido nucleico de acuerdo con la invencion y expresa o sobre-expresa el polipéptido
de la invencién.

Se puede usar un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente.

La transformacion y el cultivo del organismo huésped no humano o de la célula huésped no humana se puede llevar a
cabo segun se describe anteriormente por el procedimiento de produccién de 3-santaleno in vivo. La etapa b) se puede
llevar a cabo usando cualquier técnica bien conocida en la técnica para aislar un polipéptido particular a partir de un
organismo o célula.

Las variantes polipeptidicas que resultan de una fusion de secuencias peptidicas adicionales en los extremos amino y
carboxiterminales de los polipéptidos de la invencion se pueden usar para potenciar la expresién de los polipéptidos,
ser Utiles en la purificacién de la proteina o mejorar la actividad enzimatica del polipéptido en un ambiente deseado o
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en un sistema de expresién deseado. Tales secuencias peptidicas adicionales pueden ser péptidos sefial, por ejemplo.
De acuerdo con ello, la presente invencion comprende variantes de los polipéptidos de la invencién, tales como
aquellos obtenidos por fusion con otros oligopéptidos o polipéptidos y/o aquellos que estan unidos a péptidos sefial. El
polipéptido de fusion comprendido por la invenciéon también comprende polipéptidos de fusién que resultan de una
fusién de otras proteinas funcionales, tales como otras proteinas de la ruta de biosintesis de terpenos.

Por lo tanto, en una realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento de preparacién de un polipéptido
variante que tiene una actividad B-santaleno sintasa, segln se describe en cualquiera de las realizaciones anteriores y
que comprende las etapas de:

(@) seleccionar un acido nucleico segun se define anteriormente;
(b) modificar el &cido nucleico seleccionado para obtener al menos un acido nucleico mutante;
(c) transformar células huéspedes u organismos unicelulares huéspedes con la secuencia de acidos

nucleicos mutante para expresar un polipéptido codificado por la secuencia de acidos nucleicos mutante;
(d) rastrear el polipéptido por al menos una propiedad modificada; y

(e) opcionalmente, si el polipéptido no tiene ninguna actividad 3-santaleno sintasa variante deseada,
repetir las etapas del procedimiento (a) a (d) hasta que se obtiene un polipéptido con una actividad R-santaleno
sintasa variante deseada;

U} opcionalmente, si un polipéptido que tiene una actividad R-santaleno sintasa variante deseada se
identificé en la etapa (d), aislar el acido nucleico mutante correspondiente obtenido en la etapa (c).

De acuerdo con una realizacién preferida, el polipéptido variante es capaz de producir una mezcla de sesquiterpenos
en la que R-santaleno representa al menos el 20 %, preferentemente al menos el 30 %, preferentemente al menos el
35 %, de los sesquiterpenos producidos.

En la etapa (b), se pueden crear un gran numero de secuencias de &cidos nucleicos mutantes, por ejemplo por
mutagénesis aleatorias, mutagénesis especificas de sitio, o reorganizacion del ADN. Los procedimientos detallados de
reorganizacion de genes se encuentran en Stemmer, reorganizacion de ADN por fragmentacion aleatoria y
reensamblaje: recombinacion in vitro para evolucién molecular. Proc Natl Acad Sci EE.UU., 1994, 91(22). 10747-1075.
Resumiendo, reorganizacion de ADN se refiere a un procedimiento de recombinacién aleatoria de secuencias
conocidas in vitro, implicando al menos dos acidos nucleicos seleccionados por recombinacion. Por ejemplo se
pueden introducir mutaciones en loci particulares sintetizando oligonucleétidos que contienen una secuencia mutante,
flanqueada por sitios de restriccién que permiten ligacion a fragmentos de la secuencia nativa. Tras la ligacion, la
secuencia reconstruida resultante codifica un analogo que tiene la insercién, sustitucion o deleciéon aminoacidica
deseada. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de mutagénesis especifica de sitio dirigida a
oligonucledtidos para proporcionar un gen alterado en los que se pueden alterar codones predeterminados por
sustitucién, delecién o insercion.

De acuerdo con ello, el polipéptido que comprende SEC ID N.°: 1 se puede recombinar con cualesquiera otros acidos
nucleicos que codifiquen sesquiterpeno sintasa, por ejemplo aislados a partir de un microorganismo distinto de
Santalum album. Asi, se pueden obtener y separar acidos nucleicos mutantes que se pueden usar para transformar
una célula huésped de acuerdo con procedimientos estandar, por ejemplo tal como se divulga en los presentes
ejemplos.

En la etapa (d), el polipéptido obtenido en la etapa (c) se rastrea por al menos una propiedad modificada, por ejemplo
una actividad enzimatica modificada deseada. Ejemplos de actividades enziméticas deseadas, por las que se puede
rastrear un polipéptido deseado, incluyen actividad enzimatica potenciada o reducida, segun se mide por valor de Ky 0
Vmax, regioquimica o estereoquimica modificada y utilizacion de sustrato alterado o de distribucién de producto
alterada. El rastreo de la actividad enzimatica se puede llevar a cabo de acuerdo con procedimientos familiares para el
experto y de acuerdo con aquellos procedimientos divulgados en los presentes ejemplos.

La etapa (e) proporciona repeticion de las etapas (a)-(d) del procedimiento, lo que se lleva a cabo preferentemente en
paralelo. De acuerdo con ello, creando un namero significativo de acidos nucleicos mutantes, se pueden transformar
muchas células huéspedes con diferentes acidos nucleicos al mismo tiempo, permitiendo el rastreo subsiguiente de un
ndamero elevado de polipéptidos. Las probabilidades de obtener un polipéptido variante deseado pueden
incrementarse asi a la discrecién de la persona experta.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: analisis de CG-EM del sesquiterpeno producido por la santaleno sintasa, recombinante de Santalum album
(SaSantS).

Parte 1. Cromatograma idnico total. 1, a-santaleno; 2, trans-a-bergamoteno; 3, epi-R-santaleno; 4, R-santaleno; 5,
3-farneseno
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Partes 2 a 4: Espectros de masas de los picos identificados como sesquiterpenos.
Figura 2: Estructura molecular de R-santaleno y 3-santalol.

Realizaciones especificas de la invencién o ejemplos

La invencion se describira ahora en detalle adicional por medio de los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Construccién de biblioteca de ADN, secuenciacién y extraccién de las secuencias relacionadas de terpeno sintasa

Se usaron segmentos de hipocotilos jovenes obtenidos de semillas germinadas asépticamente de Santalum album L.
(de 5 semanas de edad) induciendo formacion de callos. Las semillas de S. aloum se obtuvieron de B&T World Seeds
(Aigues-Vives, Francia) y de Sandeman Seeds (Lalongue, Francia). Las semillas se esterilizaron en superficie primero
en HCIO al 2,5 % durante 120 minutos y se aclararon tres veces en agua estéril ultrapura. Las semillas se
descascararon después y se situaron en un medio basal de MS (Murashige & Skoog, 1962, Physiologia Plantarum 15,
473-497) suplementado con 15 g/l de sacarosa y 7,8 g/l de agar, pH 5,7. La germinacién se observé tipicamente
después de 9 a 18 dias con un rendimiento de aproximadamente el 40 %. Las plantulas se dejaron crecer in vitro
durante 2 a 3 meses en una habitacién de cultivo a una temperatura de 27 °C, con frio, luz fluorescente blancay con 16
horas de fotoperiodo. Induciendo la formacién de callo verde, los fragmentos de hipocotilos se cortaron en 3-4 mm
segmentos transversos que se situaron en medio basal Gbg (Gamborg y cols., 1968, Exp Cell Res. 50(1), 151-158)
suplementado con 2,4D (acido 2,4-diclorofenoxiacético, Sigma-Aldrich Co.) 0,5 mMy Kin (cinetina, Sigma- Aldrich Co.)
10 mM en placas de Petri. El crecimiento del callo se perpetud transfiriendo el tejido cada cuatro semanas a medio
recién preparado en placas de Petri. Todos los cultivos de callos se llevaron a cabo en una camara de crecimiento en
las mismas condiciones que anteriormente.

Los callos obtenidos después de un mes de cultivo en medio Gbg conteniendo Kin 5 uM y ACC 2 mM se usaron para
la extraccion de ARN y para la construccion de bibliotecas de ADNc. El ARN total se extrajo siguiendo el protocolo
descrito por Lefort y Douglas (Ann. For. Sci. 56 (1999), 259-263) salvo que se omiti6 el tratamiento de ARNsa. El
sedimento se resuspendié en 200 ml de agua libre de ARNsa y se centrifug6 dos veces durante 10 minutos a 20000 g
eliminando los polisacaridos. Se obtuvieron aproximadamente 125 mg de ARN total a partir de 2,2 gramos de células.
Los ARNm se purificaron usando el kit de aislamiento de ARNm FastTrack® 2.0 (Invitrogen) y se fabric6 una biblioteca
de ADNc usando el kit de sintesis de ADNc por PCR SMART® (Clontech Laboratories, Inc.) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La tecnologia de secuenciacion en paralelo masiva de fragmentos de ADN pequefios desarrollada por lllumina (San
Diego, California) se us6 secuenciando la biblioteca de ADNc completa. La preparacién de ADN para secuenciacion, la
secuenciacion y el ensamblaje de las lecturas se llevaron a cabo en Fasteris SA (Plan-les-Ouates, Suiza). La biblioteca
de ADNC se traté siguiendo el kit Genomic Sample Prep (lllumina) y se secuencio en el sistema de Genome Analyzer
(Hlumina). Se obtuvieron un total de 4,03 millones de secuencias de 35 pb (lecturas). Estas lecturas se ensamblaron
usando EDENA 2.1.1, un software que halla solapamientos entre las lecturas y que ensambla contigos de novo
(Hernandez y cols., De novo bacterial genome sequencing: Millions of very short reads assembled on a desktop
computer. Genome Res. 2008; 18: 802-809). El ensamblaje se hizo funcionar con apareamientos minimos de 26 a 20
bases. Después de eliminar los céntigos mas cortos de 100 bases, se obtuvieron 1983 a 3473 c6ntigos Unicos con una
longitud méaxima de 1331 a 1914 dependiendo de los parametros seleccionados para el ensamblaje. Se llevo a cabo
otro ensamblaje usando el programa Velvet 1.0 (Zerbino y Birney (2008), Velvet: algorithms for de novo short read
assembly using de Bruijn graphs. Genome Res. 18(5), 821-829), que proporciona 5905 céntigos Unicos de longitud
entre 100 y 1616 bases.

Todos los céntigos generados se compararon con una base de datos de secuencias proteicas (secuencias de
proteinas no redundantes, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando el algoritmo Blastx (Altschul y cols., J. Mol. Biol.
215, 403-410, 1990; http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Los céntigos que muestran homologia de secuencia
significativa con sesquiterpeno sintasas de plantas se retuvieron. Se seleccionaron asi un total de 46 contigos con una
longitud de 100 a 621 bases. Estos contigos se procesaron después usando el programa CAP (Huang, Genomics
14(1), 18-25, 1992) ensamblandolos y generando secuencias mas largas. Se ensamblaron asi cinco contigos Unicos
de longitud de 445 a 1064. Las secuencias de aminoacidos deducidas mostraron homologia significativa con sintasas
de terpenos vegetales y especialmente con secuencias descritas 0 anotadas como monoterpeno sintasas. El
alineamiento de estas secuencias de aminoacidos mostraron que al menos dos ADNc estaban presentes (se
encontraron dos secuencias en la mayoria de las posiciones a través del alineamiento). Este alineamiento mostré
también que al menos una secuencia N-terminal y una secuencia C-terminal estuvieron presentes. Para obtener las
secuencias completas y para asignar las secuencias de extremo 5' y de extremo 3' exactas a cada ADNc, se empled
un experimento de amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE).
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Ejemplo 2
Amplificacién de las secuencias de longitud total de un ADNc de terpeno sintasa

Para los experimentos RACE, se disefié un conjunto de cebadores desde uno de los cinco céntigos obtenidos como se
describe anteriormente. Asi los cebadores directos SCH5-Ct58-R1 (SEC ID N.°: 6) y SCH5-Ct58-R2 (SEC ID N.°: 7) y
los cebadores inversos SCH5-Ct58-F3 (SEC ID N.%: 8) y SCH5-Ct58-F4 (SEC ID N.°: 9) se dedujeron a partir de
SCH5-contigo-5 (SEC ID N.°: 5).

La PCR se llevé a cabo con la Mezcla de Cebador Universal A (UPM) (kit de amplificacion de ADNc de RACE
SMART™, Clontech Laboratories, Inc.) en volumen final de 50 pl conteniendo mezcla de dNTP 200 pM, 5 pl de
biblioteca de ADNc (ejemplo 1), cebador especifico de gen 0,2 uM, mezcla de cebadores UPM 0,2 uM (Clontech
Laboratories, Inc.), 1 pl de mezcla de polimerasas Advantage 2 (Clontech Laboratories, Inc.) y 5 ml de tampén de
reaccion de PCR de ADNc 10x (Clontech Laboratories, Inc.). Las condiciones de ciclacién térmica fueron como sigue:
3 minutos a 94 °C; 5 ciclos de 30 segundos a 94 °C y 3 minutos a 72 °C; 5 ciclos de 30 segundos a 94 °C y 3 minutos
a 70 °C; 5 ciclos de 30 segundos a 94 °C y 3 minutos a 68 °C; 3 minutos a 72 °C. Con el RACE de 5', se obtuvo un
fragmento de ADN de 610 pb (SCH5-Ct58_RR1, SEC ID N.°: 10) incluyendo el extremo 5' del ADNc. Con el RACE de
3' se obtuvo un fragmento de 1049 pb (SCH5-Ct58-RF4, SEC ID N.°: 11) y la combinacion de los dos productos de
RACE con la secuencia de SCH5-céntigo-5 (SEC ID N.°: 5) permitié la reconstitucién de un ADNc de longitud completa
nuevo (SCH5-Ct58, SEC ID N.° 12). EI ADNc SCH5-Ct58 de 2157 pb codificaba para una proteina de 569
aminoacidos (SEC ID N.°: 13) mostrando homologia con secuencias de terpeno sintasas vegetales y conteniendo
restos caracteristicos de terpeno sintasas tales como el resto DDxxD presente en todas las monoterpeno sintasas y en
todas las sesquiterpeno sintasas. De forma interesante la secuencia de aminoacidos mostrd similitud superior a
monoterpeno sintasas que a sesquiterpeno sintasas. Sin embargo la presencia de péptido sefial de cloroplasto, una
caracteristica comin en monoterpeno sintasas vegetales, no se predijo a partir del analisis de la secuencia N-terminal
(Emanuelsson, O., Nielsen, N. y von Heijne, G. 1999. ChloroP, a neural network-based method for predicting
chloroplast transit peptides and their cleavage sites. Protein Science 8, 978-984).

Ejemplo 3

Expresién heterdloga y actividad enzimatica in vitro de SCH5-Ct58

Los presentes inventores decidieron modificar la secuencia de ADN de SCH5-Ct58 (SEC ID N.°: 12) y redisefiar la
secuencia para expresion heterdloga 6ptima en células de E. coli. Para empezar con la secuencia de aminoacidos
verdadera, la secuencia nucleotidica exacta de SCH5-Ct58 en la biblioteca de ADNc hubo de estabilizarse primero. El
Software Eland (lllumina) se uso recuperando todas las lecturas que coinciden con la secuencia SCH5-Ct58 (SEC ID
N.°: 12) con un maximo de 2 apareamientos inadecuados. Un total de 5224 lecturas se recuperaron y se alinearon
usando el programa CAP (Huang, Genomics 14(1), 18-25, 1992) con la secuencia de ADN SCH5-Ct58 (SEC ID N.°:
12) como una referencia. La cobertura promedio sobre la secuencia completa estaba por encima de 100x permitiendo
la deducciéon no ambigua de la secuencia SCH5-Ct94 de ADNc (SEC ID N.°: 14). En esta secuencia nueva se
corrigieron 5 bases comparadas con la secuencia SCH5-Ct58 (SEC ID N.°: 12) deducida de los resultados de RACE y
esas correcciones resultaron en una nueva secuencia de aminoacidos (SCH5-Ct94, SEC ID N.° 15) con una
diferencia de dos residuos. Para expresién heteréloga, la secuencia de ADN de SCH5-Ct94 (SEC ID N.%: 14) se
modificé retirando los 23 primeros codones y reemplazando por la secuencia de ATGGCT vy el uso del codon se
cambié optimizando la secuencia para expresion en E. coli (ADN 2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.). El ADNc asi disefiado
(SCH5-Ct94-opt, SEC ID N.°: 2) se sintetiz6 (ADN 2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.) y se sub-cloné en los sitios Ndel-Kpnl
del plasmido pETDuet-1 proporcionando el plasmido Ct94-pETDuet. Esta secuencia de ADNc optimizada codific6 para
el polipéptido SCH5-Ct94-opt (SEC ID N.°; 1).

La expresion heterdloga de Ct94 se llevo a cabo en células de E. coli BL21(DE3) usando el plasmido Ct94-pETDuet.
Los ensayos enzimaticos in vitro se llevaron a cabo con FPP como sustrato en las condiciones descritas anteriormente
y se observé actividad sesquiterpeno sintasa con formaciéon de una mezcla de cinco sesquiterpenos. La identidad de
estos sesquiterpenos se confirmé por CG-EM como que son los sesquiterpenos caracteristicos de Santalum album:
a-santaleno, trans-a-bergamoteno, epi-R-santaleno, B-santaleno y B-farneseno (Figura 1). A pH 7,0 y en la presencia
de MgCl, 15 mM, la proporcién relativa de los productos de sesquiterpeno recombinante fue 38,0 % de a-santaleno,
18,2 % de trans-a-bergamoteno, 5,7 % de epi-R-santaleno, 36,7 % de B-santaleno y 1,3 % de B-farneseno. Asi el
ADNc SCH-Ct98-opt codifica para una R-santaleno sintasa. La proporcion de los productos fue muy similar a la
proporcion observada en aceite de Santalum album para los productos hidroxilados de estos sesquiterpenos. No se
detectd ninguna actividad cuando MgCl, se omitié y el medio se suplement6 con EDTA 2,5 mM (quelando cationes
residuales) que muestran el requerimiento estricto para cationes divalentes. La naturaleza y concentracion del cation
divalente presente en el ensayo tuvo un efecto en el perfil del producto (tabla 1). Por ejemplo, bajar la concentracion de
Mg2+ tuvo un efecto benéfico para R-santaleno, el dltimo llegando a ser el producto principal del enzima. Ademas, la
adicion de Mn** tuvo un efecto negativo sobre la formacion de R-santaleno dado que la proporcion de los productos de
sartaleno sesquiterpeno decrecidé y la proporcién de trans-a-bergamoteno y R-farneseno se incremento, siendo
trans-a-bergamoteno el producto principal de la enzima en presencia de MgCl, 1 mM.
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Tabla 1: Efecto de la concentracion de iones de M92+ y Mn?* en la composicion de la mezcla de sesquiterpenos
obtenida poniendo en contacto SEC ID N.°: 1 con FPP

Porcentaje, relativo a la mezcla de productos completa
MgCl, 15 mM MgClz 2 mM MgClz 0,75 mM MgClz 0,75 mM + MnCly
1 mM
a-santaleno 38,0 33,0 36,5 24,5
trans-a-bergamoteno(18,2 11,8 12,6 35,4
epi-B-santaleno 5,7 6,4 5,6 4,1
R-santaleno 36,7 47,5 44,1 33,3
R-farneseno 1,3 1,3 1,1 2,75

Ejemplo 4

Produccién in vivo de sesquiterpenos en E. coli usando el ADNc Ct94

El uso de la santaleno sintasa de S. album para la produccion in vivo de sesquiterpenos en células de E. coli se evalué
coexpresando las enzimas de una ruta biosintética de cinco etapas que convierte acido mevaldnico en FPP.

El gen de la FPP sintasa de levaduras se amplifico a partir del ADN genémico de S. cerevisiae usando los cebadores
FPPy_Ncol (SEC ID N.°: 16) y fppY-Eco (SEC ID N.°: 17). El ADN amplificado se ligé al fragmento Ndel-Ecorl en el
primer sitio de multiclonaciéon (MCS1) del plasmido pACYCDuet-1 proporcionando el plasmido FPPs-pACYCDuet que
alberga el gen FPPs sometido al control del promotor T7. Un operdn que incluye los genes que codifican para una
mevalonato cinasa (mvaK1), una fosfomevalonato cinasa (mvak2), una mevalonato difosfato decarboxilasa (MvaD) y
una isopentenil difosfato isomerasa (idi) se amplificé a partir de ADN gendmico de Streptococcus pneumoniae (ATCC
BAA-334) con los cebadores MVA-upl-start (SEC ID N.°: 18) y MVA-up2-stop (SEC ID N.°: 19). La PCR se llev6 a cabo
usando la ADN polimerasa PfuUltra™ Il Fusion HS (Stratagene). La composicion de la mezcla de PCR estaba de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La condicion de ciclaciéon térmica 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
purificé en un gel de agarosa y se ligé usando el kit de clonacion de PRC después de secar In-Fusion™ (Clontech)
dentro del segundo MCS del plasmido FPPs-pACYCDuet digerido con Ndel y Xhol proporcionando el plasmido
pPACYCDuet-4506. Las secuencias de los dos insertos se secuenciaron totalmente excluyendo cualquier mutacion. Se
cotransformaron células de E. coli BL21 Star™(DE3) (Invitrogen) con los plasmidos pACYCDuet-4506 y Ct94-pETDuet
y las células transformadas se seleccionaron de placas de LB-agarosa con carbenicilina (50 pug/ml) cloranfenicol (34
pg/ml). Se usaron colonias individuales inoculando 5 ml de medio LB con 50 pg/ml de carbenicilina y 34 pug/ml de
cloranfenicol. El cultivo se incub6 durante toda una noche a 37 °C. El dia siguiente se inocularon 2 ml de medio TB
suplementado con los mismos antibiéticos con 0,2 ml del cultivo durante toda una noche. Después de 6 horas de
incubacion a 37 °C, el cultivo se enfrid hasta 28 °C y se afiadieron IPTG 1 mM, 2 mg/ml de mevalonato (preparados
disolviendo mevalonolactona (Sigma) en NaOH 0,5 N a una concentracion de 1 g/ml e incubando la solucion durante
30 minutos a 37 °C) y 0,2 ml de decano a cada tubo. Los cultivos se incubaron durante 48 horas a 28 °C. Los cultivos
se extrajeron después dos veces con 2 volimenes de acetato de etilo, la fase organica se concentr6 a 500 ml y se
analizé por CG-EM como se describe anteriormente en el ejemplo 3. En estas condiciones se logrd rutinariamente
produccién de sesquiterpenos por encima de 200 mg/l. Se produjo beta-santaleno.

Ejemplo 5

Produccién in vivo de sesquiterpenos en S. cerevisiae usando el ADNc Ct94

Para produccion in vivo de sesquiterpenos en células de levadura, una cepa de Saccharomyces cerevisiae YNP5 en la
que el gen ERG9 (que codifica para escualeno sintasa, la enzima que convierte FPP a escualeno) se ha regulado a la
baja reemplazando el promotor ERG9 nativo con el promotor regulable MET3. En trabajo anterior con sintasas de
sesquiterpeno en plantas, esta estrategia condujo a una biosintesis de ergosterol reducida en las células y a una
acumulacién de FPP disponible por sesquiterpeno sintasas (Asadollahi, Biotechnology and Bioengineering, 99(3),
666-677, 2008).

El ADNc SCH5-Ct94-opt (SEC ID N.°: 2) se amplifico a partir del Ct94-pETDuet con los cebadores Ct94 BamHI (SEC
ID N.°% 20) y T7term (SEC ID N.%: 21). La PCR se llev6 a cabo con la ADN polimerasa Pfu (Promega) usando las
siguientes condiciones de ciclacion térmica: 90 segundos a 94 °C; 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 55
°C, 4 minutos a 72 °C; y 10 minutos a 72 °C. El ADNc amplificado se digirié con los sitios de restriccion de BamHI y de
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Xhol y se ligd en los sitios correspondientes del plasmido pESC-URA (Stratagene) proporcionando el plasmido
Ct94-pESC-ura. S.c. Las células YNP5 se transformaron usando el kit de transformacion EasyComp™ S.c.
(Invitrogen).

Una sola colonia de cepas de levaduras transformadas se usé inoculando 20 ml de medio YNB (5 g/l de (NH4)2SOq4; 3
g/l de KH2POQOy4; 0,5 g/l de MgS04.7 H20; 1 ml/l de solucién de metal traza) suplementado con glucosa al 2 %. El cultivo
se incubd durante 24 horas a 28 °C. Las células se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron en 20 ml de
medio YNB suplementado con galactosa al 2 %. Después de cultivo de 1 hora, se afiadieron al cultivo metionina a
concentracion final de 0,5 MMy 2 ml de decano. Después de 24 horas de incubacién a 28 °C, los cultivos se extrajeron
con acetato de etilo y se analizaron por CG-EM como se describe en el ejemplo 4. La cantidad total de sesquiterpenos
producidos por las células de levaduras en estas condiciones se estimé en 50 mg/l.

Ejemplo 6

Aislamiento de una santaleno sintasa a partir de raices de Santalum album

Plantones de Santalum album obtenidos de semillas germinadas asépticamente se transfirieron al suelo 5 a 10
semanas después de la germinacion. Dado que las especies de Santalum son hemiparasitos de raices, la adaptacion
al suelo se hizo en estrecho contacto con plantas de Citrus de 6 meses a 1 afio (Citrus sinensis). Las raices de plantas
de Santalum se cosecharon, 2-3 afios después se transfirieron a los suelos y se separaron de las raices de la planta
huésped. El analisis de CG-EM de un extracto de estas raices mostré la presencia de los sesquiterpenos
caracteristicos del aceite de sandalo. El ARN total se extrajo a partir de las raices usando el reactivo de ARN de
plantas Concert™ (Invitrogen). A partir de 12 g de tejido, se aislaron 640 mg de ARN total. El ARNm se purificé usando
el kit de aislamiento de ARNm FastTrack® 2.0 (Invitrogen) y una biblioteca de ADNc se fabric6 usando el kit de
amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech Laboratories, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una cantidad de 1 pg de ADNc se us6 para secuenciacion usando el Sistema Analizador de Genoma (lllumina). Se
obtuvieron un total de 10,3 millones de lecturas de 35 pares de bases de longitud. Estas lecturas se ensamblaron
usando en paralelo los softwares ensambladores Edena (Hernandez y cols., 2008, Genome Res. 18, 802-809) y Velvet
(Zerbinoa y Birney, 2008, Genome Res. 18: 821-829) que dan como resultado contigos Gnicos 18'937 y 22'414 con un
promedio de 242 y 211 pb. Las lecturas se registraron usando el programa tBlastn (Altschul y cols., 1990, J. Mol. Biol.
215, 403-410) con la secuencia de aminoacidos SCH5-CT94 (SEC ID N.°: 15) como secuencia de consulta. Se
seleccionaron quince céntigos mostrando homologia significativa de sus secuencias de aminoacidos deducidas con
sesquiterpeno sintasas de plantas. Estos contigos seleccionados se reensamblaron en dos secuencias distintas, de
las que SCH10-Ct8201 (SEC ID N.°: 22) fue de 383 pb en longitud y mostro la homologia més alta con la secuencia de
ADN SCH5-CT94 (SEC ID N.°: 14). El cebador directo SCH10-Ctg8201-F2 (SEC ID N.°%: 23) se disefi6 a partir de la
secuencia de SCH10-Ct8201 y se us0 sucesivamente para RACE de 3' usando el kit de amplificacién de Marathon™
(Clontech Laboratories, Inc.). A partir de la secuencia del producto de 3'RACE asi obtenida, se disefiaron dos
cebadores inversos (SCH10-Ct19779-R3 (SEC ID N.%: 24) y SCH10-Ct19779-R4 (SEC ID N.°: 25)) y se usaron
sucesivamente para la amplificacién por RACE de 5' del extremo 5' del ADNc correspondiente. A partir de las
secuencias del RACE de 5'y del RACE de 3' se reconstituy6 asi una secuencia de longitud total de una nueva terpeno
sintasa. Con el fin de verificar la secuencia, se usé el programa MAQ (Li y cols., 2008, Genome Res. 18(11),
1851-1858) buscando y mapeando las lecturas con un maximo de 2 apareamientos inadecuados. Esta aproximacion
proporciona una secuencia de ADN de 1725 pares de bases de longitud (SEC ID N.°: 26) que codifica una proteina de
570 aminoécidos de longitud (SEC ID N.°: 27) que tiene una identidad del 91,9 % con la secuencia de aminoacidos de
SCH5-Ct94 (SEC ID N.°: 15).

Para expresion heterdloga en E. coli, una ADNc optimizada se disefié delecionando los 21 primeros codones,
afadiendo la secuencia ATGGCTACC como los 3 primeros codones y optimizando el uso del codén por E. coli. Esta
secuencia optimizada (SCH10-Ct8201-opt, SEC ID N.°: 4) que codifica para la proteina modificada en su parte
N-terminal SCH10-Tps8201-opt (SEC ID N.°: 3) se sintetiz6 (ADN 2.0; Menlo Park, CA, EE.UU.) y se subcloné en los
sitios Ndel-Kpnl del pldsmidos de expresién pETDuet-1 (Novagen). La expresion heterdloga u la caracterizaciéon
enzimatica de SCH10-Tps8201-opt (SEC ID N.° 3) se llevoé a cabo como se describe en el ejemplo 3. La proteina
recombinante mostré actividad sesquiterpeno sintasa y produjo a partir de FPP la misma mezcla de sesquiterpenos
como la proteina recombinante SCH5-CT94-opt (SEC ID N.° 1, ejemplo 3) con las mismas proporciones relativas.

Listado de secuencias

<110> Firmenich SA

<120> Procedimiento de produccion de beta-santaleno
<130> 7530PRIOR

<160> 27

<170> Patentln version 3.5
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535 540

Glu

16



ES 2453192713

atggctaccg ataatgacag ctctgaaaac cgtcgtatgyg gtaattacaa gccgtccatc 60
tggaactacg acttcctgca gtccctgget acccgccaca atatcatgga agagegccac 120
ttgaaactgg cggagaaact gaaaggccag gtgaagttta tgtttggtgc cccgatggag 180
ccgctggeca aactggaget ggttgatgtt gttcagogec tgggtctgaa tcatcgette 240
gagacggaga ttaaggaggc cctgttcage atctacaagg atgagagcaa cggttggtgg 300
tttggccacc tgcatgccac cagcctgegt tttcgooctgo tgcgccagtg tggtctgttc 360
attccgcaag acgttitcaa gacgttccaa agcaagaccg gcgagttcga catgaaactg 420
tgcgacaacg tcaagggtit gctgagocctg tacgaggett cctttctggg ctggegtgac 480
gaaaatatcc tggacgaagc gaaagctttt gccacgaagt acctgaagaa cgcatgggaa 540
aacattagcc agaagtggct ggcgaaacgc gtgaagcatg cgttggcact gocgttgeac 600
tggcgtgtge ctcgtattga agcacgetgg tttgttgagg cgtacggcga ggaggaaaat 660
atgaatccga ccttgctgaa gotggetaag ttggatttta acatggtgea atctattcac 720
caaaaggaaa tcggtgaatt ggcécgttgg tgggtcacca ccggtctgga caaactggca 780
ttegcgegea ataatttget gcaaagetac atgtggaget gegegatcge atctgacceeg 840
aagtttaagc tggctcgcga aaccatcgtg gagatcggtt ccgtgcetgac tgttgtggat 00
gacgcctacg atgtttacgg tagcatggac gaactggact tgtataccaa tagcgtggag 960
cgttggaget gtacggaaat cgataagctg ccgaatacge tgaaactgat ttttatggct 1020
atgtttaaca agaccaatga agttggtctg cgtgttcagc acgagcgtgg ttactccgge 1080
atcaccacct tcattaaqge atgggtcgaa cagtgtaaga gctatcaaaa agaagegege 1140
tggtatcatg gtggtcacac gcctccgetg gaagagtact ccttgaatgg cttggtgagce 1200
attggtttcc cgctgetget gattaccgge tacgtcgeca ttgccgaaaa cgaagceagcg 1260
ctggacaaag tgcatccgct goccggatctg ctgcactata goctctctget gagecgectg 1320
atcaacgaca tgggtacgag cagcgacgag ctggagegeg gogataatct gaaaagcatc 1380
caatgctata tgaatcagac cggcgcgage gagaaggrgg cgcgoegagca catcaaggoc 1440
atcattgagyg agaattggaa gattctgaac gaatgttgct tcgaccaaag ccaatttgaa 1500
gagccgttcg tgacgticaa cctgaacage gttcgtggtt cccatttctt ttacgagttt 1560
ggtgacggtt tcggtgtgac gaatagcrgg accaaggttg acatgaagag cgtccrgatt 1620
gatccgattc cactggatga agaataatga 1650
<210>3
<211> 551
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido codificado por la secuencia optimizada SCH10-ctg8201-opt para expresion en E. coli.

<400> 3

17



Met

Gly

Ala

Lys

Leu

65

His

Asp

Arg

Phe

Ala
Asnh
Thr
Leu
50

A1a
Leu
Gly
Phe
Lys

130

Asn

Thr

His

35

Lys

Lys

Phe

ser

115

Thr

val

Leu

Lys

His

Gly

Leu

Glu

AsSn

100

Leu

Phe

Lys

Lys
5
Pro
Asn
GIn
Glu
Thr
85
Gly
Leu

GIn

Gly

ES 2453192713

Thr

Ser

Ile

val

Leu

70

Glu

Trp

Arg

AsSn

Leu
150

Asp

Ile

val

Ile

Trp

Gln

Lys

Leu

Thr Asp
Trp Asn

25

Glu Glu
40

Phe Met
Asp val
Lys Glu
Phe Gly
Cys Gly
120

Thr Gly

Ser Leu

18

Ala

10

Tyr

Arg

Phe

val

Ala

90

His

Leu

Glu

Tyr

ser

Asp

His

Gly

GIn

75

Leu

Leu

Phe

Phe

Glu
155

Glu

Phe

Leu

Ala

60

Arg

Phe

His

Ile

ASp

Ala

Asn

Leu

Lys

45

Pro

Leu

ser

Ala

Pro

125

Met

Ser

Arg

GIn

30

Leu

Met

Gly

Ile

Thr

110

Gln

Lys

Tyr

Arg

15

Ser

Ala

Glu

Leu

Tyr

95

ser

Asp

Leu

Leu

Met

Leu

Glu

Pro

AsSn

80

Lys

Leu

val

Trp

Gly



Trp
Cys
Arg
Ile
Asn
225
Ser
Thr
Tyr
Arg
Gly
ser
Leu
Leu
Lys
Phe
385

Leu

Ile

LYS

Leu

val

Glu

210

Pro

Ile

Gly

Met

Glu

290

TYr

val

LyS

Arg

Ala

370

His

val

Ala

Gly

Lys

Lys

Ala

Thr

His

Leu

Trp

275

Thr

Asp

Glu

Leu

val

355

Trp

Gly

Ser

Glu

Glu
Ser
180
His
Arg
Leu
Gin
ASp
260
ser
Ile
val
Arg
Ile
340
GIn
val
Gly
Ile

Asn
420

ASN

165

Ala

Ala

Trp

Leu

LysS

Lys

Cys

val

TYr

Trp

Phe

His

Glu

His

ES 2453192713

Ile

Trp

Leu

Phe

Lys

230

Glu

Leu

Ala

Glu

Gly

310

ser

Met

Glu

Thr
390

Phe

Ala

Leu

Glu

Ala

Ile

215

Leu

Ile

Asp

Ile

Ile

295

ser

Cys

ser

Arg

Cys

375

Pro

Pro

Ala

AsSp

Asn

Leu

.200

Glu

Ala

Gly

Phe

Ala

280

Gly

Met

val

Met

Lys

Pro

Leu

Leu

Glu
Ile
185
Pro
val
Lys
Glu
Ala
265
Ser
ser
AsSp
Lys
Phe
3-_45
Tyr
ser
Leu

Leu

Asp

19

Ala

170

Ser

Leu

Tyr

Leu

Leu

250

Arg

AsSp

val

Glu

Ile

330

Asn

Asn

Tyr

Glu

Leu

410

Lys

Lys

Glu

His

Glu

Asp

235

Ala

Asn

Pro

Leu

Leu

315

Asp

Lys

Ser

GIn

Glu

395

Ile

val

Ala

Lys

Trp

Gln

220

Phe

Arg

Asn

Lys

Thr

300

ASp

Lys

Thr

Ile

Lys

Tyr

Thr

His

Phe

Trp

Asn

rp

Leu

Phe

285

val

Ley

Leu

Asn

Pro

365

Glu

Ser

Gly

Pro

Thr

Leu

190

val

Ala

Met

Trp

Leu

270

LyS

val

Ty r

Pro

Glu

350

Thr

Ala

Leu

Tyr

Leu
430

Thr

175

Ala

Pro

Asn

val

val

255

Glin

Leu

Asp

Thr

Asn

335

val

Phe

Arg

AsSn

val

415

Pro

LyS

Lys

Arg

Met

Gln

240

Thr

Ser

Ala

Asp

sSear

320

Thr

Gly

Trp

Gly

Ala

Asp



<210>4

Leu

Thr

Phe

ser

val

Pro
545

<211> 1656

<212> ADN

Leu

Ser

450

Lys

Asp

val

Thr

530

Ile

Pro

Met

Gly

GlIn

Arg

515

Asp

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Asp

Asn

val

ser
500

Gly

Ser

Leu

Ser
Glu
Glu
Ile
485
Gln
ser

Trp

Gly

Ser

Met

Thr

470

Glu

Phe

His

Thr

ES 2453192713

Leu

Ala

455

Gly

Glu

Gln

Phe

Lys

535

Glu

Leu

440

Arg

Ala

Asn

Glu

Phe

520

val

<223> Secuencia optimizada para expresioén en E. coli.

<400> 4

Ser

Gly

Ser

Trp

Pro

505

Tyr

Asp

20

Arg

Asp

Glu

Lys

Phe

Glu

Met

Leu

Asn

Glu

475

Ile

Ile

Phe

Lys

Ile

Leu
460

val

‘Leu

Thr

Gly

ser
540

Asn

445

Lys

Ala

Asn

Phe

Asp

ser

Arg

Gln

AsSn

510

Gly

Leu

Ile

Ile

Glu

495

Leu

Phe

Ile

Gly

His

His

480

Cys

Asn

Gly

Asp



atggcaacct
ccgagcattt
gagcgtcacc
ccgatggaac
cacctgttty
ggttggtggt
ggcctgttea
atgaagctgt
tggaagggty
gcgtgggaaa
ccgctgeact
gaagctaata

agcattcatc

aagctggact
teccgacccga
gtggtggatg
agcgtegage
ttcatgagea
tataatagca
gaggccegtt
ctggtgtcca
gaageegege
ageegtctga
aaaagcatcee
atcaagggcg
cagttccaag
tacgaatttg

gttctgatcg

<210>5
<211> 1064

<212> ADN

tgaagactga
ggaactacga
tgaaactggc
cgctggegaa
aaaccgaaat
tcggtcacct
tteccgeagga
gggacaatgt
aaaacatcct
atatctctga
ggcgegttec
tgaacccgac

aaaaggagat

ttgcacgtaa
aatttaagtt
acggttacga
gctggagctg
tgttcaacaa
ttccgacgtt
ggtttcatgg
ttggrtrrtcce
tggacaaggt
tcaatgatat
attgttatat
ttattgagga
agccgttcat
gcgacggttt

acccgatccc

<213> Santalum album

<400> 5

ES 2453192713

caccgacqgcet
tttcctgecaa
agaaaaattg
actggagctg
taaagaggca
gcatgcaacc
cgtctttaaa
gaaaggecty
ggatgaagca
gaaatggtty
gcgeategaa
cctgetgaag

cggcgagctg

taatctgttg
ggcacgtgaa
tgtttacggt
tgtcaaaatt
aaccaacgaa
tatcaaggca
cggccatacc
gctgetgetg
ccatccactg
cggtacgagc
gaacgagacy
gaactggaaa
cacgttcaat
tggcgtracg
gttgggtgaa

agcgagaatc
agcetggeta
aaaggccaag
gtcgacgtgg
ctgttcagca
agcctgegtt
acctttcaga
ttgagectge
daggcattta
gcgaaacgtyg
gcgegetggt
ctggcgaage
gcccgetggt

caaagctaca
accatcgrtg
agcatggacg
gataagctgce
gtgggectge
tgggtggage
ccgectetgg
atcaccgget
ccggacctgt
ccggacgaga
ggtgcgteeg
atcctgaatc
ctgaacagcg
gacagctgga

gagtag

21

gtcgeatggy

cLcaccacdaa
tgaaattcat
tccaacgect
tctataagga
ttcgtctget
acaaaaccgg
atgaggcgag
ccaccaagtg
tgaagcacgce
ttatcgaagt
tggatttcaa
gggtgaccac

tgtggagctyg
aaattggtag
dactggacct
cgaacacgct
gcgtgeagea
aatgtaaaag
aggaatatag
acgtggcaat
tgcattatay
tggctcgtygg
aagaggtcge
aatgttgcett
ttcgeggtag

ccaaagttga

caactataaa
tatcgtggag
gttcggegea
gggtctgaat
cggttcgaac
gcgtcagtgt
cgagtttgac
ctacctgggt
tctgaagage
gctggegetg
ttatgaacag
catggttcaa

gggtttggac

cgctatcgea
cgtgctgact
gtacacgtcy
gaaactgatc
cgaacgtggc
ctaccaaaaa
cctgaacgoc
cgcggaaaat
ctctctgctyg
tgacaaccfg

ccgcgageat

cogatcaaagce

ccacttttte

tatgaaatcc

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

340

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1656



10

15

cccecgecat
acgattcctce
ttttgcaatc
agaagctgaa
tggagcttgt
aggaagcgct
atgcgacatc
tgtttaaaac
aaggattgct
atgaagccaé
agtggcttgce
gaatcgaagc
ttctcaaact
gggaattagc
atttactgca

ctagagaaac

gagagctcca
agagaatcga

gcttgcgact

gggccaagtyg

ggatgtggtt
atttagtatt
tctccgattt
atttcagagc
gagcttgtat
agccttegec
caaaagagtg
tagatggttc
tgcaaaattg
gaggtggtgg
aagctatatg

tattgttgaa

ES 2453192713

ttcattgatc
aggatgggga
cgccacaata
aagtttatgt
caaaggctceg
tataaggatg
aggctgctac
aaaactggtg
gaagcttcat
accaagtact
aagcatgcac
gttgaggcat
gactttaaca
gtgactacgg
tggagctgceg
atcggaagtg

atactgatca
attataaacc
ttatggaaga
ttggggcacc
ggctaaacca
agagcaatgg
gacagtgtgg
aatttgatat
tcttggggtg
tgaaaaatgc
tggctttgec
atggggaaga
tggtgcaatc
ggttggataa
cgattgcttc

tactcacagt

tetatgottc aatggatgaa ctigatetet acacgaacte cgttgaaagg tggagetgta

cagaaattga caagttacca aacacattaa aattgatttt tatg 1064

<210> 6

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintetizado en base a SCH5-Contigo5.
<400> 6

cttcactctt ttggcaagcc acttttggg 29

<210>7

<211> 30

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador sintetizado en base a SCH5-céntigo5.
<400>7

gtggcgaagg ctttggcttc atctaagatg 30

<210>8

22

tgtgaatctc
cagtatttgg
gaggcatcta
aatggagcecg
ccgatttgag
atggtggttt
gctttttatc
gaaactgtgt
gagggatgaa
atgggaaaac
tttgcactgg
agagaatatg
aattcatcag
gttagcgttt
cgacccaaag

tgttgacgat

1020

agaactgata
aactatgatt
aagctagctg
ttagcaaage
acagagatca
ggccacctcc
ccccaggatg
gacaatgtaa
aacatcttag
atatcccaaa
agagtcccta
aacccaacac
aaagagattg
gctaggaata
ttcaaacttg

gcatatgacg

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



10

15

20

25

<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2453192713

<223> Cebador sintetizado en base a SCH5-Contigo5

<400> 8

gcatatgacg tctatggttc aatggatgaa c 31

<210>9
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintetizado en base a SCH5-Contigo5

<400>9

gttgaaaggt ggagctgtac agaaattgac 30

<210>10
<211>610
<212> ADN

<213> Santalum album

<400> 10

acaaaataaa
taatggattc
tgaatctcag

gtatttggaa

ggcatctaaa
tggagccgtt
gatttgagac
ggtggtttgg
tttttatccc
aactgtgtga
gggatgaaaa
<210>11

<211> 1049

<212> ADN

tctcttgttc
ttccaccgec
aactgataac

ctatgatttt

gctagctgag
agcaaagctg
agagatcaag
ccacctccat
ccaggatgtg

caatgtaaaa

<213> Santalum album

tgttctttgg
accgccatga
gattcctcag

ttgcaatcgc

aagctgaagg
gagcttgtgg
gaagcgctat
gcgacatctc
tttaaaacat

ggattgctga

atctcgtttt
gagctccatt
agaatcgaag

ttgcgactcg

gccaagtgaa
atgtggttca
ttagtattta
tccgatttag
ttcagagcaa

gcttgtatga

23

cttcccctea
cattgatcat

gatggggaat

ccacaatatt

gtttatgttt
aaggctcggg
taaggatgag
gctgctacga
aactggtgaa

agcttcattc

gctctctcac
actgatcatg
tataaaccca

atggaagaga

ggggcaccaa
ctaaaccacc
agcaatggat
cagtgtgggc
tttgatatga

ttggggtgga

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
610



<400> 11

caagttacca
tggccttcga
ggttgaacag
tccactggaa
cacaggctac
tgatcttctg
ggacgagttg
ggcttctgag
actgaatgag
gaactctgtt
tagctggaca
gtagaaaact
atcggacgaa
attaagaaat
tttccatcaa
tattggtttt
taagggggtt

ddddddddadad

aacacattaa
gtccagcatg
tgtaaatcgt
gaatatagct
gtggcaatcyg
cactactcct
gaaaggggag
aaagttgctc
tgttgctttyg
cgagggtctc
aaggttgata
caaagcttgt
cttgaggaat
atctattcgg
ataattagtc
atgttatatt
atgcactatg

ddddddadada

ES 2453192713

aattgatttt
agcgaggceta
accagaaaga
tgaatggact
ctgagaacga
ccctecttag
ataatctgaa
gtgagcacat
atcaatctca
atttcttcta
tgaagtctgt
gcttggttta
atgtgaggca
ctcatgattc
cgctcctgta
aagtctacta
tteteggtty

dddddaddaad

<210> 12

<211> 2157

<212> ADN

<213> Santalum album

<400> 12

tatgtctatg
cagtggcatc
agcaagatgg
ggtttccata
ggctgcactg
tcgecteate
gtcaattcaa
aaagggaata
gtttcaggag
cgaatttgga
tttgatcgat
cggtaatagt
taactatttt
ttgagtatat
agtcgactgt
gtttgaagtg

ccttttacta

tttaacaaga
actactttta
taccatgggg
ggattccctce
gataaagtgc
aatgatatgg
tgttacatga
atcgaggaaa
ccttttgtaa
gatggctttg
cctattccte
gattcagtat
taatgatcat
attattcctt
aacattactc
atggaataaa

ataaattttt

ccaatgaagt
tcaaagcgtg
gacacacgcc
tcttgttgat
acceecttece
gaacctcttc
accaaactgg
actggaaaat
cattcaattt
gggtgacgga
tcgacgagga
aaatataaaa
gagttaaata
atgcgttata
taagggtcgc
tgtttgtttt

tatgaaactc

acaaaataaa tctcttgttc tgttctttgg atctcgtttt cttcccctca gctctctcac

taatggattc ttccaccgcc accgccatga gagctccatt cattgatcat actgatcatg

24

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

1020
1049

60
120



tgaatctcag
gtatttggaa
ggcatctaaa
tggagccgtt
gatttgagac
ggtggtttgy
tttttatccc
aactgtgtga
gggatgaaaa
gggaaaacat
tgcactggag
agaatatgaa
ttcatcagaa
tagcgtrtgc
acccaaagre
ttgacgatgc
ttgaaaggtg
tgtctatgtt
gtggcatcac
caagatggta
tttccatagyg
ctgcactgga
gcctcatcaa
caattcaatg
agggaataat
ttcaggagcec
aatttggaga
tgatcgatcc
gtaatagtga
actattttta
gagtatatat
tcgactgtaa
ttgaagtgat

ttttactaat

aactgataac
ctatgatttt
gctagcetgag
agcaaagctg
agagatcaag
ccacctecat
ccaggatgtg
Ccaatgtaaaa
catcttagat
atcccaaaag
agtccctaga
cccaacactt
agagattggg
taggaataat
caaacttgct
atatgacgtc
gagctgtaca
taacaagacc
tacttttatc
ccatggggga
attccctcte
taaagtgcac
tgatatggga
ttacatgaac
cgaggaadaac
ttttgtaaca
tggetttggg
tattcctctc
ttcagtataa
atgatcatga
tattccttat
cattactcta
ggaataaatg

aaatttttta

ES 2453192713

gattcctcag
ttgcaategc
aagctgaagqg
gagcttgtgg
gaagcgctrat
gcgacatctc
tttaaaacat
ggattgctga
gaagccaaag
tggcttgeca
atcgaagcta
ctcaaacttyg
gaattagcga
ttactgcaaa
agagaaacta
tatggttcaa
gaaattgaca
aatgaagttg
daagcgtggg
cacacgcctc
ttgttgatca
cccecttecty
acctcttcgg
caaactgggg
tggaaaatac
ttcaatttga
gtgacggata
gacgaggagt
atataaaaat
gttaaataat
gcgttatatt
agggtcgcta
tttgttttta

tgaaactcaa

agaatcgaag
ttgcgactcg
gccaagtgaa
atgtggttca
ttagtattta
tccgatttag
ttcagagcaa
gritgtatga
ccttegecac
aaagagtgaa
gatggttcgt
caaaattgga
ggrggtrgggt
gctatatgtg
ttgttgaaat
tggatgaact
agrtaccaaa
gccttegagt
ttgaacagtg
cactggaaga
caggctacgt
atcttctgea
acgagttgga
cttctgagaa
tgaatgagtg
actctgttcg
gctggacaaa
agaaaactca
cggacgaact
taagaaatat
tccatcaaat
ttggttttat
agggggttat

dddddddadad

25

gatggggaat
ccacaatatt
gtttatgttt
aaggcrcggg
taaggatgay
gctgetacga
aactggtgaa
agctteatte
caagtacttqg
gecatgcactg
tgaggcatat
ctttaacatg
gactacgggg
gagctgegeg
cggaagtgra
tgatctctac
cacattaaaa
ccagcatgag
taaatcgtrac
atatagcttg
ggcaatcget
ctactcctec
aaggggagat
agttgctegt
ttgctttgat
agggtctcat
ggttgatatg
aagcttgtyc
tgaggaatat
ctattcggct
aattagtcceg
gttatattaa
gcactatgtt

dddadddaad

tataaaccca
atggaagaga
ggggcaccaa
Ctaaaccacc
agcaatggat
cagtgtgggc
tttgatatga
ttggggtgga
aaaaatgcat
gctttgectt
ggggaagaag
gtgcaatcaa
ttggataagt
attgctrtccg
ctcacagtty
acgaactccg
ttgattttta
cgaggctaca
cagaaagaag
aatggactgg
gagaacgagg
ctecttagtc
aatctgaagt
gagcacataa
caatctcagt
ftcttctacg
aagtctgttt
ttggtttacg
gtgaggcata
catgattctt
ctcctgtaag
gtctactagt
ctcggttgec

dddadaaa

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920
1980
2040
2100
2157



<210>13
<211> 569

<212> PRT

<213> Santalum album

<400> 13

Met

Thr

Arg

Ser

Ala

65

Glu

Leu

Tyr

Ser

Leu

Thr

Ala

Pro
225

ASp

ASp

Met

Leu

50

Glu

Pro

Asn

Lys

Leu

130

val

Cys

Gly

Lys

Lys

210

Arg

ser

His

Gly

35

Ala

Lys

Lau

His

Asp

115

Arg

Phe

ASp

Trp

Tyr

195

Arg

Ile

Ser

val

20

ASN

Thr

Leu

Ala

Arg

Glu

Phe

LyS

AsSn

Arg

180

Leu

val

Glu

Thr
Asn
Tyr
Arg
Lys
Lys
85

Phe
ser
Arg
Thr
val
165
Asp
Lys

Lys

Ala

ES 2453192713

Ala
Leu
LYyS
His
Gly
70

Leu
Glu
Asn
Leu
Phe
150
LYS
Glu

Asn

His

230

Thr

Arg

Pro

Asn

55

Gln

Glu

Thr

Gly

Leu

135

Gln

Gly

Asn

Ala

Ala

215

Trp

Ala

Thr

ser

40

ITe

val

Leu

Glu

Arg

Ser

Leu

Ile

Phe

Met

Asp

25

Ile

Met

Lys

val

Ile

105

Trp

Gln

Lys

Leu

Leu

185

Glu

Ala

val

26

Arg

10

Asn

rp

Glu

Phe

Asp

90

Lys

Phe

Cys

Thr

ser

170

AsSp

Asn

‘Leu

Ala

Asp

ASn

Glu

Met

75

val

Glu

Gly

Gly

Gly

Leu

Glu

Ile

Pro

o I
LAY =
(¥ B4}

Pro

Ser

Tyr

Arg

60

Phe

val

Ala

His

Leu

140

Glu

Tyr

Ala

Ser

Leu

220

Tyr

rhe

Ser

ASp

45

His

Gly

GlIn

Leu

Leu

125

Phe

Phe

Glu

LYS

Gln

205

His

Gly

Ile

Glu

30

Phe

Leu

Ala

Arg

Pha

110

His

Ile

ASp

Ala

Ala

190

Lys

Trp

Glu

ASp

15

Asn

Leu

LyS

Pro

Leu

95

Ser

Ala

Pro

Met

Ser

175

Phe

Trp

Arg

Glu

His

Arg

Gin

Leu

Met

80

Gly

Ile

Thr

Gln

Lys

160

Phe

Ala

Leu

val

Glu
240



Asn

val

val

GIn

Leu

305

Asp

Thr

Asn

val

Phe

385

Arg

Asn

val

Pro

Met

465

Ile

Glu

Met

Glin

Thr

Ser

290

ala

Asp

AsSn

Thr

Gly

Ile

Trp

Gly

Ala

Gln

His

Asn

Ser

Thr

275

Tyr

Arg

Ala

ser

Leu

355

Leu

Lys

Tyr

Leu

Leu

Thr

Cys

Ile

Pro

Ile

260

Gly

Met

Glu

Tyr

val

340

Lys

Arg

Ala

His

val

420

Ala

Leu

ser

TYrF

Lys
300

Thr

245

His

Leu

Trp

Thr

AS

32

Glu

Leu

val

Trp

Gly

ser

Glu

His

ser

Met

485

Gly

ES 2453192713

Leu

Gln

Asp

Ser

Ile

310

val

Arg

Ile

GIn

val

390

Gly

Ile

Asn

Tyr

470

Asn

Ile

Leu

LYyS

Lys

Cys

val

Tyr

Trp

Phe

His

Glu

His

Gly

Glu

Ser

455

Glu

Gln

Ile

LYys

Glu

Leu

280

Ala

Glu

Gly

ser

Met

360

Glu

Gln

Thr

Phe

ala

440

Ser

Leu

Thr

Glu

Leu
Ile
265
Ala
Ile
Ile
ser
345
Ser
Arg
Cys
Pro
Pro
425
A'|.El
Leu
Glu

Gly

Glu
505

27

Ala

250

Gly

Phe

Ala

Gly

Met

330

Thr

Met

Gly

Lys

Pro

410

Leu

Leu

Leu

Arg

Ala

490

AsSN

Lys

Glu

Ala

ser

ser

315

Asp

Glu

Phe

TYyr

Ser

395

Leu

Leu

ASp

ser

Trp

Leu
Leu
Arg
Asp
300
val
Glu
Ile
Asn
Ser
380
Tyr
Glu
Leu
Lys
Arg
460
Asp

Glu

LYS

Asp
Ala
Asn
285
Pro
Leu
Leu
AsSp
Lys
365
Gly
Gln
Glu
Ile
val
445
Leu
Asn

Lys

Ile

Phe

Ar

27

Asn

Lys

Thr

Asp

350

Thr

Ile

Lys

Thr
430

His .

Ile

Leu

val

Leu
510

AsSn

255

Trp

Leu

Phe

val

Leu

335

Leu

Asn

Thr

Glu

ser

415

Gly

Pro

Asn

Lys

Ala

495

Asn

Met

Trp

Leu

Lys

val

320

Tyr

Pro

Glu

Thr

Ala

400

Leu

Tyr

Leu

ASp

ser

480

Arg

Glu



<210> 14
<211> 1710

<212> ADN

ES 2453192713

Cys Cys Phe Asp GIn Ser Gln Phe GIn Glu Pro Phe val Thr Phe Asn
515 520 525

Leu Asn Ser val Arg Gly Ser His Phe phe Tyr Glu Phe Gly Asp Gly
530 535 540

Phe Gly val Thr Asp Ser Trp Thr Lys val Asp Met Lys Ser val Leu
545 550 555 560

Ile Asp Pro Ile Pro Leu Asp Glu Glu
565

<213> Santalum album

<400> 14

28



atggattctt
aatctcagaa
atttggaact
catctaaagc
gageegttag
tttgagacag
tggrrtggec
tttatceccec
ctgtgtgaca
gatgaaaaca
gaaaacatat
cactggagag
aatatgaacc
catcagaaag
gcgtttgcta
ccaaagttca
gacgatgcat
gaaaggtgga
gctatgttta
ggcatcacta
agarggtacc
tccataggat

gcactggata

ctcatcaatg
attcaatgtt
ggaataatcg
caggagcectt
tttggagatg

atcgatccta

<210> 15
<211>569

<212> PRT

ccaccgecac
ctgataacga
atgatttttt
tagctgagaa
caaagctgga
agatcaagga
acctccatgc
aggatgtgtt
atgtaaaagg
tcttagatga
cccaaaagtg
tccctagaat
caacacttet
agattgggga
ggaataattt
aacttgctag
atgacgtcta
gctgtacaga
acaagaccaa
cttttatcaa
atgggggaca
tccctetett

aagtgcacce

atatgggaac
acatgaacca
aggaaaactg
ttgtaacatt

gctrtgggygt
ttcctctcga

<213> Santalum album

<400> 15

ES 2453192713

cgecatgaga
ttcctcagag
gcaatcgett
gctgaaggge
gcttgtggat
agcgetattt
gacatctctc
taaaacattt
attgctgagc
agceaaagec
gcttgccaaa
cgaagctaga
caaacttgea
atragcgagy
actgcaaage
agaaactatt
tggttcaatyg
aattgacaag
tgaagttoge
agcatgggtt
cacgccteca
gttgatcaca

ccttectgat

ctcttcggac
aactggggct
gaaaatactg
caatttgaac
gacgaatagc

cgaggagtag

gctccattcea
aatcgaagga
gcgactcgec
caagtgaagt
gtggttcaaa
agtatttata
cgatttaggc
cagagcaaaa
ttgtatgaag
ttcgocacea
agagtgaagc
tggttegttg
aaattggact
tggtrgggrga
tatatgtgga
gttygaaatcyg
gatgaacttyg
ttaccaaaca
cttegagtee
gaacagtgta
ctggaagaat
ggctacgtyy
cttctgeact

gagttggaaa
tctgagaaag
aatgagtgtt
tcrgttegag
tggacaaagg

29

ttgatcatac
tggggaatta
acaatattat
ttatgtttgg
ggctcggygct
aggatgagag
tgctacgaca
ctggtgaatt
cttcatictt
agtacttgaa
atgcactggce
aggcatatgg
ttaacatggt
ctacggggtt

gctgegegat

‘gaagtgtact

atctctacac
cattaaaatt
agcatgagcg
aatcgtacca
atagcttgaa
caatcgctga

actccteect

ggggagataa
ttgctcgtga
gcrtrgatca
ggtctcattt

Ttgatatgaa

tgatcatgtg
taaacccagt
ggaagagagg
ggcaccaatg
aaaccaccga
caatggatgg
gtgtgggctt
tgatatgaaa
9gggtggagy
aaatgcatgg
tttgcctttg
ggaagaagag
gcaatcaatt
ggataagtta
tgcttecgac
cacagttott
gaactccgtt
gatttttatg
aggctacagc
gaaagaagca
tggactrgtt
gaacgaggct
ccttagtege

tctgaagtca
gcacataaag
atctcagttt
cttctacgaa

gtctgritty

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
1560
1560
1620
1680
1710



Met

Thr

Arg

ser

Ala

65

Glu

Leu

TYr

Ser

ASp

Leu

Leu

ASp

Asp

Met

Leu

50

Glu

Pro

Asn

Lys

Leu

130

val

Cys

Gly

Sser

His

Gly

35

Ala

LysS

Leu

His

Asp

Arg

Phe

ASD

Trp

ser
val
20

Asn
Thr
Leu
Ala
Ar

10

Glu
Phe

Lys

ASN

Thr

Asn

Tyr

Arg

Lys

Lys

Phe

ser

Arg

Thr

val

165

ASp

ES 2453192713

Ala

Leu

Lys

His

Gly

70

Leu

Glu

Asn

Leu

Phe

150

Lys

Glu

Thr

Arg

Pro

Asn

55

GIn

Glu

Thr

Gly

Leu

135

Glin

Gly

Asn

Ala

Thr

ser

40

Ile

val

Leu

Glu

Arg

Ser

Leu

Ile

Met

Asp

25

Ile

Met

LysS

val

Ile

Trp

Gln

Lys

Leu

Leu
185

30

Arg

10

Asn

Trp

Glu

Phe

Asp

90

Lys

Phe

Cys

Thr

Ser

170

ASp

Ala

AsSp

Asnh

Glu

Met

75

val

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

ser

Tyr

Arg

60

Phe

val

Ala

His

Phe

ser

AsSp

45

His

Gly

Gln

Leu

Leu

. 125

Leu
140
Glu

Tyr

Ala

Phe

Phe

Glu

Lys

Ile

Glu

30

Phe

Leu

Ala

Arg

Phe

110

His

Ile

Asp

Ala

Ala
190

AsSp

15

Asn

Leu

LYs

Pro

Leu

a5

ser

Ala

Fro

Met

Ser

175

Phe

His

Arg

Gln

Leu

Met

80

Gly

Ile

Thr

Gln

LysS

Phe

Ala



ES 2453192713

Thr Lys Tyr Leu Lys Asn Ala Trp Glu Asn Ile Ser GIn Lys Trp Leu
195 200 205

Ala Lys Arg val Lys His Ala Leu Ala Leu Pro Leu His Trp Arg val
210 215 220

Pro Arg Ile Glu Ala Arg Trp Phe val Glu Ala Tyr Gly Glu Glu Glu
225 230 235 240

Asn Met Asn Pro Thr Leu Leu Lys Leu Ala Lys teu Asp Phe Asn Met
245 250 - 255

val GIn Ser Ile His Gln Lys Glu Ile Gly Glu Leu Ala Arg Trp Trp
260 265 - 270

val Thr Thr Gly Leu Asp Lys Leu Ala Phe Ala Arg Asn Asn Leu Leu
275 280 285

Gln Ser Tyr Met Trp Ser Cys Ala Ile Ala Ser Asp Pro Lys Phe Lys
290 295 300

Leu Ala Arg Glu Thr I1e val Glu Ile Gly Ser val Leu Thr val val
305 310 315 320

Asp Asp Ala Tyr Asp val Tyr Gly Ser Met Asp Glu Leu Asp Leu Tyr
325 330 335

Thr Asn Ser val Glu Arg Trp Ser Cys Thr Glu Ile Asp Lys Leu Pro
340 345 350

Asn Thr Leu Lys Leu Ile Phe Met Ala Met Phe Asn Lys Thr Asn Glu
355 360 365

val Gly Leu Arg val GIn His Glu Arg Gly Tyr Ser Gly Ile Thr Thr
370 375 380

Phe Ile Lys Ala Trp val Glu GIn Cys Lys Ser Tyr G]n Lys Glu Ala
385 390 395 400

Arg Trp Tyr His Gly Gly His Thr Pro Pro Leu Glu GTu Tyr Ser Leu
405 , 410 415

Asn Gly Leu val ser Ile Gly Phe Pro Leu Leu Leu Ile Thr Gly Tyr
420 425 430

val Ala Ile Ala Giu Asn Glu Ala Ala Leu Asp Lys val His Pro teu
435 440 445

Pro Asp Leu Leu His Tyr Ser Ser Leu Leu Ser Arg Leu Ile Ash Asp
450 455 460

31



10

15

20

Met
465
Ile
Glu
Cys
Leu
Phe
545
Ile
<210> 16
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 16

Gly

Gln

His

Cys

Asn

530

Gly

Asp

Thr

Cys

Ile

Phe

515

Ser

val

Pro

ser

Tyr

Lys

Asp

val

Thr

Ile

ser
Met
485
Gly
Gln
Arg

Asn

Pro
565

ES 2453192713

Ile

ser

Gly

Ser

550

Leu

ctagccatgg cttcagaaaa agaaattagg agag 34

<210> 17
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 17

ccggaattcc tatttgettc tcttgtaaac tttgttcaag 40

<210> 18
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Glu
Gln
ITe
GIn
Ser
535

Trp

Asp

Leu

Thr

Glu

Phe

520

His

Thr

Glu

Glu

Gly

Glu

505

Gln

Phe

Lys

Glu

32

Arg

Ala

490

Asn

Glu

Phe

val

Gly

ser

Trp

Pro

Tyr

Asp
555

ASp

G'Iu_

Lys

Phe

Glu

540

Met

Asn

Lys

Ile

val

525

Phe

Lys

Leu

val

Leu

510

Thr

Gly

Ser

Lys

Ala

495

Asn

Phe

Asp

val

ser

480

Arg

Glu

ASNn

Gly

Leu
560



10

15

20

25

30

ES 2453192713

<223> Cebador

<400> 18

aaggagatat acatatgaca aaaaaagttg gtgtcggtca gg 42
<210> 19

<211>43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 19

ctttaccaga ctcgagttac gcctttttca tctgatcctt tgc 43
<210> 20

<211> 35

<212> ADN

<213> Cebador

<400> 20

cccgggggat ccatggetac cgataatgac agcte 35
<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 21

caccgctgag caataactag cat 23

<210> 22

<211> 383

<212> ADN

<213> Santalum album

<400> 22

33



10

15

20

25

gatcaaggaa
ccttcatgeg
agatgtgttt
cgtaaaaggg
cctagatgaa
cgaaaagtgg

ccctcgaatc

gcgctgttta
acatctctcc
aaaacgttcc
ctgctgagct
gccaaggcct
ttagccaaaa

gaagctagat

<210> 23

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 23

ccgaaaagtg gttagccaaa agagtg 26

<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 24

cgggtcggaa gcaatcgege agc 23
<210> 25

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 25

ccgatttcga caatagtttc tctagc 26
<210> 26

<211> 1725

<212> ADN

<213> Santalum album

ES 2453192713

gtatttacaa
gatttaggct
aaaacaaaac
tatatgaagc
tcaccaccaa
gagtgaagca

ggt

ggatgggagc
gctacgacag
tggggaattt
ttcatacttg
gtgcttgaaa

tgcattggct

34

aatggatggt
tgtgggcttt
gatatgaaac
ggatggaagg
agtgcatggg
ttgcctttge

ggtttggcca
ttattcccca
tgtgggacaa
gtgaaaacat
aaaatatatc

attggagagt

60
120
180
240
300
360
383



ES 2453192713

<400> 26
actaatggat tcttccaccg ccaccgccat gacagctcca ttcattgatc ctactgatca 60
tgtgaatctc aaaactgata ctgatgcctc agagaatcga aggatgggaa attataaacc 120
cagcatttygg aattatgatt ttttacaatc acttgcaact catcacaata ttgtggaaga 180
gaggcatcta aagctagctg agaagctgaa gggccaagtg aagtttatgt ttggggcacc 240
aatggagccg ttagcaaagc tggagcttgt ggatgtggtt caaaggcttg ggctaaacca 300
cctatttgag acagagatca aggaagcger gtttagtatt tacaaggatg ggagcaatgg 360
atggtggttt ggccaccttc atgcgacatc tctccgattt aggetgctac Qacagtgtgg 420
gcrrtttatt ccccaagatg tgtttaaaac gttccaaaac aaaactgggg aatttgatat 480
gaaactgtgg gacaacgtaa aagggctgct gagcttatat gaagcttcat acttgggatg 540
gaagggtgaa aacatcctag atgaagccaa ggccttcacc accaagtgcet tgaaaagtgce 600
atgggaaaat atatccgaaa agtggttage caaaagagtg aagcatgceat tggctttgcec 660
trtgcattgg agagrccctc gaatcgaage tagatggttc attgaggtat atgagcaaga 720
agcgaatatg aacccaacac tactcaaact cgcaaaatta gactttaata tggtgcaafc 780
aattcatcag aaagagatty gggaattagc aagytygytyg gtgactactg gettggataa 840
gttagacttt gctaggaata atttactgca gagctatatg tggagctgcc cgattgctte 900
cgacccgaag ttcaaacttyg ctagagaaac tattgtcgaa atcggaagtg tactcacagt 960
tgttgacgat ggatatgacg tcratggitc aatggacgaa cttgatctct acacaagetc 1020
cgttgaaagg tggagctgtg tgaaaattga caagttgcca aacacgttaa aattaatttt 1080
tatgtctatyg ttcaacaaga ccaatgaggt tggtcttcga gtccagcatg agcgaggcta 1140
caatagcatc cctactttta tcaaagcgtglggttgaacag tytaaatcat accagaaaga 1200
agcaagatgg ttccacgggg gacacacgcc tccattggaa gaatatagct tgaatggact 1260
tgtttccata ggattcccte tcettgttaat cacaggcetac gtggcaatcg ctgagaacga 1320
ggctgcacty gataaagtgc acccccticc tgatcttctg cactactect ccctocttag 1380
tcgectcate aatgatatag gaacgtctec ggatgagatg gcaagaggcg ataatctgaa 1440
gtcaatccat tgttacatga acgaaactgg ggcttccgag gaagttgetce gtgagcacat 1500
daagggagta atcgaggaga attggaaaat actgaatcag tgctgetttg atcaatctca 1560
gtttcaggag ccttttataa ccttcaattt gaactctgtt cgagggictc atttcttcta 1620
tgaatttggy gatggctttg gggtgacgga tagctggaca aaggttgata tgaagtccgt 1680
tttgatcgac cctattcctc tcggcgagga gtagtaaget cgaag 1725

<210> 27

<211> 569

5 <212> PRT

35



<213> Santalum album

<400> 27

Met

Thr

Arg

ser

Ala

65

Glu

Leu

Tyr

Ser

Leu

Asp

Asp

Met

Leu

50

Glu

Pro

Asn

Lys

Leu

130

val

Trp

Gly

ser

His

Gly

35

Ala

Lys

Leu

Arg

Phe

Asp

Trp

sSer

val

20

Asn

Thr

Leu

Ala

Leu

100

Gly

Phe

Lys

Asn

Lys
180

Thr
Asn
Tyr
His
Lys
Lys
Phe
Ser
Arg
Thr
val

165

Gly

ES 2453192713

Ala

Leu

Lys

His

Gly

70

Leu

Glu

Asn

Leu

Phe

150

Lys

Glu

Thr

LyS

Pro

Asn

35

Gln

Glu

Thr

Gly

Leu

135

GIn

Gly

Asn

Ala

Thr

Ser

40

Ile

val

Leu

Glu

Asn

Leu

Ile

Met

Asp

25

Ile

val

Lys

val

Ile

105

Trp

GIn

Lys

Leu

Leu
185

36

Thr

10

Thr

Trp

Glu

Phe

Asp

90

Lys

Phe

Cys

Thr

Ser

170

Asp

Ala
AsSp
AsSn
Glu
Met
75

val
Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

Ala

Tyr

Arg

60

Phe

val

Ala

His

Leu

140

Glu

Tyr

Ala

Phe

Ser

Asp

45

His

Gly

Gln

Leu

Leu

125

Phe

Phe

Glu

Lys

Ile
Glu
30

Phe
Leu
Ala
Arg
Phe
110
His
Ile
ASp

Ala

Ala
190

ASp

15

Asn

Leu

Lys

Pro

Leu

95

Ser

Ala

Pro

Met

Ser

175

Phe

Pro

Arg

Leu
Met

80

Gly

Thr

Gln

LyS

Tyr

Thr



Thr

Ala

Pro

225

Asn

val

val

Gln

Leu

305

AsSp

Thr

Ash

val

Phe
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccion de B-santaleno que comprende

a) poner en contacto FPP con al menos un polipéptido con una actividad 3-santaleno sintasa y que
comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a SEC ID N.°: 1 o0 3;

b) opcionalmente, aislar el R-santaleno producido en la etapa a).

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa a) comprende cultivar un organismo huésped no
humano o célula capaz de producir FPP y transformada para expresar al menos un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos idéntica a SEC ID N.°%c 1 o 3 y que tiene una actividad B-santaleno sintasa, segun
condiciones que conducen a la produccién de R-santaleno.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que el procedimiento comprende adicionalmente, antes de la etapa
a), transformar un organismo huésped no humano o una célula huésped no humana capaz de producir FPP con al
menos un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la SEC
ID N.°: 1 o0 3y que tiene una actividad 3-santaleno sintasa, tal que dicho organismo expresa dicho polipéptido.

4. El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que el al menos un acido nucleico que codifica la 3-santaleno
sintasa, comprende una secuencia de nucleétidos idéntica a la SEC ID N.°: 2, 4 o al complemento de la misma.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que el organismo huésped no humano es una
planta, una procariota o0 un hongo.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el organismo huésped no humano es un microorganismo.
7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el microorganismo es una bacteria o levadura.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces
cerevisiae.

9. Un polipéptido que tiene una actividad R-santaleno sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos
idénticaala SECID N.°:10 3.

10. El polipéptido de la reivindicacion 9, que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica a SEC ID N.°: 1 0 3.
11. Un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o 10.

12. El acido nucleico de la reivindicacion 11, que comprende una secuencia de nucleétidos idéntica a SEC ID N.°: 2, 4
0 al complemento de la misma.

13. El acido nucleico de la reivindicacion 12, que consiste en una secuencia de nucleétidos idénticaa SEC ID N.%: 2, 4
o0 al complemento de la misma.

14. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

15. Un organismo o célula huésped no humano transformado para albergar al menos un acido nucleico de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, de tal forma que exprese o sobreexprese heterélogamente al
menos un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 9 o 10.

16. El organismo huésped no humano de la reivindicacién 15, en el que dicho organismo huésped no humano es una
planta, un procariota o un hongo.

17. El organismo huésped no humano de la reivindicacion 16, en el que dicho organismo huésped no humano es un
microorganismo.

18. El organismo huésped no humano de la reivindicacion 17, en el que dicho microorganismo es una bacteria o
levadura.

19. El organismo huésped no humano de la reivindicacion 18, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es
Saccharomyces cerevisiae.

20. Un procedimiento de produccion de al menos un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 19 que comprende

a) cultivar un organismo o célula huésped no humano transformado con el vector de expresion de la
reivindicacion 14, tal que ello alberge un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 13 y exprese o sobreexprese un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10;

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

21. El procedimiento de la reivindicaciéon 20, que comprende adicionalmente, antes de la etapa a), transformar un
organismo o célula huésped no humano con el vector de expresion de la reivindicacion 14, tal que ello alberge un acido
nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 y exprese o sobreexprese el polipéptido de la
reivindicacién 9 o 10.

22. Un procedimiento de preparacion de un polipéptido variante que tiene una actividad 3-santaleno sintasa que
comprende las etapas de:

(@) seleccionar un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13;

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

(c) transformar células huéspedes u organismos unicelulares huéspedes con la secuencia de acidos
nucleicos mutante para expresar un polipéptido codificado por la secuencia de acidos nucleicos mutante;

(d) rastrear el polipéptido por al menos una propiedad modificada; y

(e) opcionalmente, si el polipéptido no tiene ninguna actividad R-santaleno sintasa variante deseada,

repetir las etapas del procedimiento (a) a (d) hasta que se obtiene un polipéptido con una actividad
R-santaleno sintasa variante deseada;

)] opcionalmente, si un polipéptido que tiene una actividad R-santaleno sintasa variante deseada se
identificé en la etapa (d), aislar el acido nucleico mutante correspondiente obtenido en la etapa (c).
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Beta Santaleno
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