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DESCRIPCION
Procedimiento de produccion de esclareol

Campo técnico

La presente invencidon proporciona un procedimiento para producir esclareol, comprendiendo dicho procedimiento
poner en contacto un polipéptido particular que tiene actividad de esclareol sintasa con difosfato de labdenodiol
(LPP). En particular, dicho procedimiento se puede realizar in vitro o in vivo para producir esclareol, un compuesto
muy Util en los campos de la perfumeria y la condimentacién. La presente invencion también proporciona la
secuencia de aminoacidos del polipéptido usado en el procedimiento. También son parte de la presente invencién un
acido nucleico derivado de Salvia sclarea y que codifica el polipéptido de la invencién, un vector de expresion que
contiene dicho acido nucleico, asi como un organismo no humano o una célula transformados para albergar el
mismo acido nucleico.

Técnica anterior

El esclareol es un miembro de la familia de los terpenoides o terpenos, que comprende un gran numero de
productos naturales. Los terpenos se encuentran en la mayoria de los organismos (microorganismos, animales y
plantas). Estos compuestos estan compuestos de cinco unidades de carbono denominadas unidades de isopreno y
se clasifican por el nimero de estas unidades presentes en su estructura. De ese modo, los monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos son terpenos que contienen 10, 15 y 20 atomos de carbono, respectivamente. Los
diterpenos, por ejemplo, se encuentran ampliamente en el reino vegetal y se han descrito mas de 2500 estructuras
de diterpeno (Connolly y Hill, Dictionary of terpenoids, 1991, Chapman & Hall, Londres). Las moléculas de terpeno
han sido de interés durante miles de afios debido a sus propiedades de sabor y fragancia y sus efectos cosméticos,
medicinales y antimicrobianos. Los extractos de plantas obtenidos mediante diferentes medios tales como
destilacién con vapor o extraccién con disolventes se usan como fuente de terpenos. Las moléculas de terpeno se
usan a menudo como tales, pero en algunos casos se usan reacciones quimicas para transformar los terpenos en
otras moléculas de alto valor.

La produccién biosintética de terpenos implica enzimas denominadas terpeno sintasa. Estas enzimas convierten un
precursor en uno o mas productos de terpeno. En la mayoria de los casos, el precursor es un precursor de terpeno
aciclico y, en particular, la mayoria de las diterpeno sintasas catalizan la ciclacion del precursor aciclico pirofosfato
de geranilgeranilo. No obstante, en algunos casos especiales, las terpeno sintasas catalizan la transformacion de
una molécula ciclica en uno o mas productos de terpeno.

En la naturaleza se producen dos tipos de mecanismos de ciclacién y estan relacionados con dos tipos de diterpeno
sintasas que se puede clasificar en la clase | y la clase |l de diterpeno sintasas (Wendt y Schulz, 1998, Structure.
6(2):127-33). Para algunos diterpenos, el mecanismo de ciclacion es similar al de los monoterpenos y
sesquiterpenos ya que se inicia mediante la ionizacién de la funcion éster de difosfato de GGPP, seguido de la
reaccion del carbocation el resultante con un doble enlace interno. Las diterpeno sintasas que catalizan este tipo de
ciclacion son diterpeno sintasas de clase |. El segundo modo de ciclacion en la biosintesis de los terpenos,
catalizado por las diterpeno sintasas de clase Il, se inicia mediante la protonacién del doble enlace terminal de
GGPP y conduce, después de transposicion interna y eliminacion de protén, a un compuesto intermedio de difosfato
de diterpeno ciclico.

Se han clonado los genes y los ADNc que codifican las diterpeno sintasas de cada una de las dos clases y se han
caracterizado las enzimas recombinantes. La disponibilidad de los genes que codifican los diferentes tipos de
diterpeno sintasas proporciona informacion de las estructuras primarias de las enzimas. Algunos motivos de
aminoacidos se conservan en las diterpeno sintasas y se relacionan con la ciclacién dependiente de protonacién o
ionizacion. Se encuentra un motivo DDxxD en varias diterpeno sintasas de clase |. Dicho motivo esta implicado
probablemente en la union y la ionizacion del resto de difosfato. En las sintasas de clase Il, se encuentra un motivo
DxDD conservado, en el que el segundo resto de aspartato esta implicado como donador de protones.

El esclareol es una molécula de diterpeno de origen natural usada ampliamente como material de partida para la
sintesis de moléculas de fragancia con notas de ambar gris. Estas sintesis se desarrollaron para proporcionar una
alternativa al ambar gris, una sustancia cérea secretada por el intestino del cachalote. EI ambar gris es muy
apreciado por su olor agradable y se ha usado histéricamente como ingrediente de perfume. Debido a su alto precio
y a la demanda creciente del ambar gris, y particularmente debido a la proteccion de las especies de ballenas, se
han desarrollado sintesis quimicas de constituyentes y moléculas de ambar gris con caracter de ambar gris. Entre
estas moléculas, el sustituto mas altamente apreciado para el ambar gris es Ambrox® (marca registrada de
Firmenich SA, Suiza). El material de partida usado con mayor frecuencia para la sintesis de Ambrox® es el
diterpeno-diol esclareol.

Generalmente, el precio y la disponibilidad de los extractos naturales de plantas dependen de la abundancia, el
rendimiento de aceite y el origen geografico de las plantas. Ademas, la disponibilidad y la cantidad de extractos
naturales depende en gran medida del clima y otras condiciones locales que conducen a una variabilidad anual, que
algunos afos hace muy dificil o incluso imposible el uso de tales ingredientes en la perfumeria de alta calidad. Por lo
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tanto, seria una ventaja proporcionar una fuente de esclareol, que se encuentre menos sometida a fluctuaciones de
disponibilidad y calidad. La sintesis quimica pareceria ser una opcién evidente a la preparacion del esclareol. Sin
embargo, dada su estructura altamente compleja, un procedimiento sintético econémico para la preparacion de
esclareol aun es dificil. Por lo tanto, una ruta bioquimica que conduzca a la sintesis del esclareol seria de gran
interés.

La biosintesis de terpenos en plantas y otros organismos se ha estudiado ampliamente y no se detalla
adicionalmente en el presente documento, pero se hace referencia a Dewick, Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 181-222,
que revisa el estado de la técnica de las rutas biosintéticas de terpenos.

En la actualidad se han identificado varias diterpeno sintasas. En particular, el documento de Patente US 7.238.514
desde la cierto nimero de diterpeno sintasas, los acidos nucleicos que las codifican, asi como organismos
unicelulares transformados para expresar cada una de estas sintasas junto con una GGPP sintasa, produciendo de
ese modo diterpenos in vivo. No obstante, no se desvela especificamente en esa patente ningun procedimiento para
la produccion biosintética de esclareol que use un polipéptido que tenga una actividad de esclareol sintasa como se
proporciona en el presente documento. Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos desveladas en él son muy
diferentes de las secuencias de la presente invencion. Entre las diterpeno sintasas descritas en ese documento, lo
mas cercano a los polipéptidos de la presente invencién son un ARNm de Cucumis sativus para una ent-kaureno
sintasa designada mediante la SEC ID N°: 389 en el documento de Patente US 7.238.514 y un ARNm de Cucurbita
maxima para una ent-kaureno sintasa B designada por la SEC ID N° 395 en el documento de Patente US 7.238.514
y por el nimero de registro AAB39482.1. Estos polipéptidos y el de la invencién solo comparten un 32 % de
identidad. Ademas, no se hace ninguna sugerencia en este documento de la técnica anterior de que las diterpeno
sintasas descritas sean Utiles para la produccion de esclareol.

También se han descubierto en las bases de datos de secuencias terpeno sintasas que tienen cierto porcentaje de
identidad de secuencia con las secuencias de la presente invencion. No obstante, el porcentaje de identidad entre
las diterpeno sintasas conocidas y los polipéptidos de la invencion es muy bajo. Las sintasas mas proximas a las de
la invenciéon son una terpenoide ciclasa de funcién indefinida (numero de registro NCBI AAS98912) que tiene un
36 % de identidad con el polipéptido de la invencién, una ent-kaureno sintasa de Cucumis sativus (numero de
registro BAB 19275) que tiene un 32 % de identidad con el polipéptido de la invencion, una ent-cassadieno sintasa
de Oryza sativa (nimero de registro ABH10734 y publicada en Xu, Wilderman, Morrone, Xu, Roy, Margis-Pinheiro,
Upadhyaya, Coates y Peters, Functional characterization of the rice kaureno synthase-like gene family,
Phytochemistry, 68(3), 2007, 312-326) que tiene un 32 % de identidad con el polipéptido de la invencion y una ent-
kaureno sintasa de Oryza sativa (nUmero de registro AAQ72559 y publicada en Margis-Pinheiro, Zhou, Zhu, Dennis
y Upadhyaya, Isolation and characterization of a DS-tagged rice (Oryza sativa L.) GA-responsive dwarf mutant
defective in an early step of the gibberellins biosynthesis pathway, Plant Cell Rep., 23(12), 2005, 819-833) que tiene
un 32 % de identidad con el polipéptido de la invencion. La capacidad potencial de cualquiera de estas secuencias
para catalizar la produccién de esclareol nunca se menciona en la técnica anterior.

Ademas de la diferencia entre las propias secuencias, también se ha de indicar que la estructura y las propiedades
de ent-kaureno y ent-cassadieno son muy diferentes de las del esclareol. En particular, ent-kaureno es un diterpeno
triciclico que no contiene ningln grupo funcional alcohol, a diferencia del esclareol, que es un diol biciclico. Ademas,
ent-kaureno, que es un precursor de una hormona de planta reguladora del crecimiento, no tiene ninguin uso en el
campo de la perfumeria ni de la condimentacién, mientras que el esclareol tiene un gran interés en estos campos
técnicos, como se ha explicado anteriormente.

Un documento de la técnica anterior se refiere especificamente a una esclareol sintasa (Banthorpe, Brown y Morris,
Partial purification of farnesyl pyrophosphate: Drimenol cyclase and geranylgeranyl pyrophosphate: Sclareol cyclase,
using cell culture as a source of material, Phytochemistry 31, 1992, 3391-3395). En esta referencia, se identifica una
proteina parcialmente purificada de Nicotiana glutinosa como una esclareol sintasa, pero no se da ninguna
indicaciéon con respecto a la secuencia de aminoacidos de esa proteina, la secuencia de nucleétidos del acido
nucleico que la codifica o el uso de esa proteina en un procedimiento para la biosintesis de esclareol in vitro o in
vivo.

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

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar procedimientos para fabricar esclareol de forma econdmica,
como se ha indicado anteriormente. Por lo tanto, la presente invencion tiene el objetivo de producir diterpenos
mientras se producen pocos desperdicios, se usa un procedimiento mas eficaz de energia y recursos y mientras se
reduce la dependencia de combustibles fésiles. Es un objetivo adicional proporcionar enzimas capaces de sintetizar
esclareol, que sean utiles como ingredientes de perfumeria y/o aromas.
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Abreviaturas usadas

pb pares de bases

kb kilo bases

BSA albumina en suero bovino

ADN acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

dT desoxi timina

dNTP desoxi nucleétido trifosfato

DTT ditiotreitol

GC cromatografia de gases

GGPP pirofosfato de geranilgeranilo

IPTG isopropil-D-tiogalacto-pirandsido

LB caldo de lisogenia

LPP difosfato del labdenodiol

MOPSO acido 3-(N-morfolino)-2-hidroxipropanosulfénico
MS espectrometro de masas

ORF marco abierto de lectura

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

RMCE intercambio de casete mediado por recombinasa
RT-PCR reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
3'-/5-RACE amplificacion rapida 3'y 5' de los extremos de ADNc
ARN acido ribonucleico

ARNmM acido ribonucleico mensajero

nt nucledétido

RNasa ribonucleasa

RuBisCO ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa

SDS-PAGE electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
SsLPPs difosfato de labdenodiol sintasa de Salvia sclarea
UTR region no traducida

Descripcidn de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento para producir biosintéticamente esclareol de forma econémica,
fiable y reproducible.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es un procedimiento para producir esclareol que comprende

a) poner en contacto difosfato de labdenodiol (LPP) con al menos un polipéptido que tiene una actividad de
esclareol sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 70 % idéntica con SEC ID N°: 1;

y
b) opcionalmente, aislar el esclareol producido en la etapa a).

El procedimiento se puede realizar in vitro asi como in vivo, como se explicara con mayor detalle posteriormente.
El esclareol y el LPP se definen mediante sus formulas que se representan en la Figura 1.

La invencidon también proporciona un polipéptido aislado que tiene una actividad de esclareol sintasa y que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 70 % idéntica a la secuencia de aminoacidos completa de
SEC ID N°: 1.

La invencion también proporciona un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido de la invencién.

Como una "esclareol sintasa" o como un "polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa", los inventores
pretenden indicar un polipéptido capaz de catalizar la sintesis de esclareol partiendo de (LPP). La capacidad de un
polipéptido para catalizar la sintesis de esclareol se puede confirmar mediante el rendimiento del ensayo enzimatico
que se detalla en los Ejemplos.

De acuerdo con la presente invencion, los polipéptidos también pretenden incluir polipéptidos truncados con la
condiciéon de que mantengan su actividad de esclareol sintasa como se define en el presente documento y que
comparten al menos el porcentaje definido de identidad con la secuencia de aminoacidos completa de SEC ID N°: 1.

De acuerdo con una realizacion preferente, el procedimiento para producir esclareol comprende poner en contacto
LPP con un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al
menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica
a SEC ID N°: 1. De acuerdo con una realizacion mas preferente, dicho polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 1. En una realizacion incluso mas preferente, dicho polipéptido consiste en SEC ID N°:
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1.

También se desvela en el presente documento una esclareol sintasa que es un polipéptido truncado que comprende
una secuencia de aminoacidos al menos un 50 % idéntica a SEC ID N°: 102. Preferentemente, el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 55 %, preferentemente al menos un 60 %, preferentemente
al menos un 65 %, preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al
menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al
menos un 95 % e incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID N°: 96. También se desvela en
el presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 96. También se
desvela en el presente documento un polipéptido que consiste en SEC ID N°: 96.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias peptidicas o nucleotidicas es funcién del nimero de restos de
aminoacido o acido nucleico que son idénticos en las dos secuencias cuando se ha generado una alineacion de
estas dos secuencias. Los residuos idénticos se definen como los residuos que son iguales en las dos secuencias
en una posicién dada de la alineacién. El porcentaje de identidad de secuencia, como se usa en el presente
documento, se calcula a partir de la alineacién 6ptima tomando el nimero de residuos idénticos entre las dos
secuencias dividido por el numero total de residuos en la secuencia mas corta y multiplicando por 100. La alineacion
optima es la alineacién en la que el porcentaje de identidad es el mas alto posible. Se pueden introducir
separaciones en una o ambas secuencias en una o mas posiciones de la alineacién para obtener la alineacion
optima. En ese caso, estas separaciones se tienen en cuenta como restos no idénticos para el calculo del porcentaje
de la secuencia de identidad.

La alineacion con fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos se
puede conseguir mediante diversas formas usando programas de ordenador y, por ejemplo, programas de
ordenador disponibles publicamente disponibles en la World Wide Web. Preferentemente, se puede usar el
programa BLAST (Tatiana y col., FEMS Microbiol Lett., 1999, 174:247-250, 1999) ajustado en sus parametros por
defecto, disponible en el Centro Nacional para Informacién Biotecnologica (NCBI) en http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/BLAST/b12seqg/wblast2.cgi, para obtener una alineacién Optima de secuencias peptidicas o
nucleotidicas y para calcular el porcentaje de identidad de secuencia.

El polipéptido que se va a poner en contacto con LPP in vitro se puede obtener por extraccién de cualquier
organismo que lo exprese, usando tecnologias convencionales de extraccion de proteinas o enzimas. Si el
organismo hospedador es un organismo unicelular o una célula que libera el polipéptido de la invencién en el medio
de cultivo, el polipéptido se puede recoger simplemente del medio de cultivo, por ejemplo por centrifugacion, seguido
opcionalmente por etapas de lavado y resuspension en soluciones tampén adecuadas. Si el organismo o célula
acumula el polipéptido dentro de sus células, el polipéptido se puede obtener por ruptura o lisis de las células y
extraccién adicional del polipéptido del lisato celular.

Los polipéptidos, en forma aislada o junto con otras proteinas, por ejemplo, en un extracto de proteina sin procesar
obtenido de células o microorganismos cultivados, se pueden suspender a continuacién en una solucién tampén a
un pH 6ptimo. Si fuera adecuado, se pueden afiadir sales, DTT, BSA y otras clases de cofactores enzimaticos, con
el fin de optimizar la actividad enzimatica. Mas adelante se describen condiciones apropiadas con mayor detalle en
los Ejemplos.

A continuacién se puede afiadir LPP a la suspensiéon o solucién, que a continuacién se incuba a una temperatura
optima, por ejemplo entre 15y 40 °C, preferentemente entre 25 y 35 °C, mas preferentemente a 30 °C. Después de
la incubacién, el esclareol producido se puede aislar de la soluciéon incubada mediante procedimientos de
aislamiento convencionales, tales como extraccion con disolventes y destilacion, opcionalmente después de la
retirada de polipéptidos de la solucion.

Se puede obtener el LPP poniendo en contacto GGPP con una LPP sintasa aislada. Los Ejemplos 1 a 3 posteriores
muestran un procedimiento para aislar un ADNc que codifica LPP sintasa de Salvia sclarea, un procedimiento para
la expresion heterdloga de dicho ADNc en E. coli, un procedimiento para la purificacion de la LPP sintasa producida
de ese modo y un procedimiento para la produccion in vitro de LPP que usa la LPP sintasa aislada.

De acuerdo con otra realizacion preferente, el procedimiento para producir esclareol se realiza in vivo. En este caso,
la etapa a) del procedimiento descrito anteriormente comprende cultivar un organismo o célula no humano capaz de
producir LPP y transformado para expresar un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa y que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 70 % idéntica a SEC ID N°: 1 en condiciones que conduzcan
a la produccioén de esclareol.

De acuerdo con una realizacion mas preferente, el procedimiento comprende ademas, antes de la etapa a),
transformar un organismo o célula no humano capaz de producir LPP con al menos un acido nucleico que codifica
un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos un 70 % idéntica a SEC ID N°: 1, de modo que dicho organismo exprese dicho polipéptido.

De acuerdo con una realizaciéon preferente, el acido nucleico usado para transformar el organismo o célula
hospedador comprende una secuencia de nucleétidos al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %,
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preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e
incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo
con otra realizacién preferente, el acido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos SEC ID N°% 2 o el
complemento de la misma. De acuerdo con una realizacién mas preferente, el acido nucleico consiste en SEC ID N°:
2 0 el complemento de la misma.

En el presente documento también se desvela un acido nucleico truncado que comprende una secuencia de
nucledtidos al menos un 50 %, preferentemente al menos un 55 %, preferentemente al menos un 60 %,
preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %,
preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e
incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID N° 93 o el complemento de la misma. En el
presente documento también se desvela un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID N°:
93 o el complemento de la misma. En el presente documento también se desvela un acido nucleico que consiste en
SEC ID N°: 93 o el complemento de la misma.

Estas realizaciones de la invencion son particularmente ventajosas dado que es posible realizar el procedimiento in
vivo sin aislar previamente el polipéptido. La reaccion se produce directamente dentro del organismo o célula
transformado para expresar dicho polipéptido.

Se pretende que el organismo o célula "exprese" un polipéptido, con la condicion de que el organismo o célula se
transforme para albergar el acido nucleico que codifica dicho polipéptido, el acido nucleico se transcriba a ARNm y el
polipéptido se encuentre en el organismo o célula hospedador. El término "expresar" incluye "expresar
heterélogamente" y "sobreexpresar”, refiriéndose el ultimo a los 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 los procedimientos adecuados para transformar un organismo o célula no humano se describira
posteriormente en la parte de la memoria descriptiva que se dedica a tales organismos o células no humanos
transformados como objetos especificos de la presente invencion y en los Ejemplos.

Se pretende que el organismo o célula particular sea "capaz de producir LPP" cuando produce LPP de forma natural
o cuando no produce LPP de forma natural pero produce GGPP (o se transforma de ese modo) y se transforme para
expresar una LPP sintasa, antes de la transformacién con un acido nucleico que codifica una esclareol sintasa o
junto con dicho acido nucleico. Los organismos o células transformados para producir una mayor cantidad de LPP
que la del organismo o célula de origen natural también se incluyen en los "organismos o células capaces de
producir LPP". De acuerdo con una realizacion preferente, el organismo acumula LPP de forma natural o se
transforma para acumular LPP.

Los procedimientos para transformar organismos de modo que expresen una LPP sintasa, pueden ser cualquier
procedimiento conocido en la técnica para transformar un organismo hospedador. Tales procedimientos se exponen
con mayor detalle posteriormente y se da un ejemplo especifico de la expresion de una LPP sintasa en E. coli en el
Ejemplo 2. También se conocen en la técnica procedimientos para transformar un organismo para producir GGPP.
Tales procedimientos se pueden encontrar, por ejemplo, en Huang, Roessner, Croteau y Scott, Engineering
Escherichia coli for the synthesis of taxadiene, a key intermediate in the biosynthesis of taxol, Bioorg Med Chem.,
9(9), 2001, 2237-2242.

Para realizar la invencion in vivo, el organismo hospedador se cultiva en condiciones que conduzcan a la produccion
de esclareol. Por lo tanto, si el hospedador es una planta transgénica, se proporcionan condiciones de crecimiento
optimo, tales como condiciones de luz, agua y nutrientes 6ptimas, por ejemplo. Si el hospedador es un organismo
unicelular, las condiciones que conduzcan a la produccion de esclareol pueden comprender la adicion de factores
adecuados al medio de cultivo del hospedador. Ademas, se puede seleccionar el medio de cultivo de modo que
maximice la sintesis de esclareol. Se describen condiciones de cultivo dptimas de una forma mas detallada en los
siguientes Ejemplos.

Algunos organismos no humanos adecuados para realizar el procedimiento de la invencién in vivo pueden ser
cualquier organismo multicelular o unicelular no humano. En una realizacion preferente, el organismo no humano
usado para realizar la invencion in vivo es una planta, un procariota o un hongo.

Se puede usar cualquier planta, procariota u hongo para realizar el procedimiento de la invencioén in vivo. Algunas
plantas particularmente utiles son las que producen de forma natural grandes cantidades de terpenos. En una
realizacion mas preferente, la planta se selecciona entre la familia de Solanaceae, Poaceae, Brassicaceae,
Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae o Lamiaceae. Por ejemplo, la planta se selecciona entre los géneros Nicotiana,
Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago (alfalfa), Gossypium (algodon), Artemisia, Salvia y
Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la especie de Nicotiana tabacum.

En una realizacion mas preferente, el organismo no humano es un microorganismo. De acuerdo con una realizacion
incluso mas preferente, dicho microorganismo es una bacteria o un hongo, y preferentemente dicho hongo es
levadura. Mas preferentemente, dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces cerevisiae.
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La mayoria de estos organismos no producen LPP de forma natural. Para que sean adecuados para realizar el
procedimiento de la invenciéon, estos organismos se tienen que transformar para producir dicho precursor. Se
pueden transformar de ese modo antes de la modificacién con el acido nucleico que codifica el polipéptido que tiene
una actividad de esclareol sintasa o simultaneamente, como se ha explicado anteriormente.

También se pueden usar células eucariotas superiores aisladas, en lugar de organismos completos, como
hospedadores para realizar el procedimiento de la invencioén in vivo. Algunas células eucariotas adecuadas pueden
ser cualquier célula no humana, pero son preferentemente células de plantas.

De acuerdo con otra realizaciéon preferente, el polipéptido o el acido nucleico usado en el procedimiento de
cualquiera de las realizaciones anteriores deriva de Salvia sclarea.

Una herramienta importante para realizar el procedimiento de la invencion es el propio polipéptido. Por lo tanto, es
otro objeto de la presente invencion un polipéptido aislado que tiene una actividad de esclareol sintasa y que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 70 % idéntica a la secuencia de aminoacidos completa de
SEC ID N°: 1.

De acuerdo con una realizacién preferente, la esclareol sintasa comprende una secuencia de aminoacidos al menos
un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un
90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID
N°: 1. De acuerdo con otra realizacion preferente, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°:
1. De acuerdo con una realizacion mas preferente, el polipéptido consiste en SEC ID N°: 1.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, el polipéptido deriva de Salvia sclarea.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "esclareol sintasa" o "polipéptido que tiene una actividad de
esclareol sintasa" se refieren a un género de polipéptidos o fragmentos peptidicos que incluyen las secuencias de
aminoacidos identificadas en el presente documento, asi como polipéptidos truncados o variantes, con la condicién
de que mantengan su actividad de esclareol sintasa como se ha definido anteriormente y que compartan al menos el
porcentaje definido de identidad con el correspondiente fragmento de SEC ID N°: 1.

En el presente documento también se desvela una esclareol sintasa que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos un 50 % idéntica a SEC ID N°: 96. Preferentemente, la esclareol sintasa comprende una secuencia de
aminoacidos al menos un 55 %, preferentemente al menos un 60 %, preferentemente al menos un 65 %,
preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %,
preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e
incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID N°: 96. En el presente documento también se
desvela un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 96. En el presente documento
también se desvela un polipéptido que consiste en SEC ID N°: 96.

Algunos ejemplos de polipéptidos variantes son proteinas de origen natural que resultan de sucesos alternados de
corte y empalme de ARNm o de la escision proteolitica de los polipéptidos descritos en el presente documento.
Algunas variaciones atribuibles a la proteolisis incluyen, por ejemplo, diferencias en los extremos N- o C-terminal
después de la expresion en diferentes tipos de células hospedadoras, debido a la retirada proteolitica de uno o mas
aminoacidos terminales de los polipéptidos de la invencion. Los polipéptidos codificados por un acido nucleico
obtenido por mutacién de un acido nucleico de la invencion, como se describe posteriormente, también se incluyen
en la invencion.

El acido nucleico que codifica el polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa, como se ha definido
anteriormente, es una herramienta necesaria para modificar organismos o células no humanos destinados a usarse
cuando el procedimiento se realiza in vivo. Por lo tanto, es otro objeto de la invencién un acido nucleico que codifica
un polipéptido como se define en cualquiera de las realizaciones anteriores.

De acuerdo con una realizacion preferente, el acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos al menos un
75 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un 85 %, mas preferentemente al menos
un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC
ID N°% 2 o el complemento de la misma. De acuerdo con una realizacion mas preferente, el acido nucleico
comprende una secuencia de nucledétidos idéntica a SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo con
una realizacion incluso mas preferente, el acido nucleico consiste en SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, el acido nucleico deriva de Salvia sclarea.

Se puede definir que el acido nucleico de la invencion incluye polimeros de desoxirribonucledétido o ribonucleétido en
forma mono o bicatenaria (ADN y/o ARN). Se deberia entender que la expresién " secuencia de nucledtidos”
comprende una molécula de polinucleétido o una molécula de oligonucleétido en forma de un fragmento separado o
como un componente de un acido nucleico mayor. Los acidos nucleicos de la invenciéon también incluyen ciertas
secuencias de nucledtidos aisladas que incluyen las que estan basicamente exentas de material enddgeno
contaminante. El acido nucleico de la invencién puede estar truncado, con la condicion de que codifique un
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polipéptido incluido por la presente invencion, como se ha descrito anteriormente. Algunos &acidos nucleicos
truncados particularmente Utiles son los acidos nucleicos al menos un 70 % idénticos a SEC ID N° 93 o el
complemento de la misma.

Los acidos nucleicos obtenidos por mutaciones de SEC ID N° 2 o el complemento de la misma también estan
incluidos en la invencioén, con la condiciéon de que compartan al menos el porcentaje de identidad definido con el
correspondiente fragmento de SEC ID N°: 2 y que codifiquen polipéptidos que tengan una actividad de esclareol
sintasa, como se ha definido anteriormente. Las mutaciones pueden ser cualquier clase de mutacién de estos acidos
nucleicos, tales como mutaciones puntuales, mutaciones por supresion, mutaciones por insercion y/o mutaciones de
desplazamiento de marco. Se pueden preparar acidos nucleicos variantes con el fin de adaptar su secuencia de
nucledtidos a un sistema de expresion especifico. Por ejemplo, se conoce que los sistemas de expresion bacterianos
expresan de forma mas eficaz los polipéptidos si los aminoacidos se codifican por un codén preferente. Debido a la
degeneracion del codigo genético, en el que mas de un codén puede codificar el mismo aminoacido, multiples
secuencias de ADN pueden codificar el mismo polipéptido, estando incluidas en la invencién todas estas secuencias
de ADN.

En el presente documento también se desvela un acido nucleico que es un acido nucleico truncado que comprende
una secuencia de nucleétidos al menos un 50 %, preferentemente al menos un 55 %, preferentemente al menos un
60 %, preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %,
preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 % e
incluso mas preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID N° 93 o el complemento de la misma. En el
presente documento también se desvela un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID N°:
93 o el complemento de la misma. En el presente documento también se desvela un acido nucleico que consiste en
SEC ID N°: 93 o el complemento de la misma.

Hablando en términos generales, el acido nucleico de la invencién se puede aislar usando un enfoque de
secuenciacion masivo en paralelo, que se desarrolla ampliamente en los Ejemplos 5 y 6. La primera etapa de este
procedimiento es la secuenciacién global de la libreria de ADNc. En primer lugar, la libreria de ADNc se fragmenta
por nebulizacidon. A continuacion, los fragmentos se amplifican mediante PCR y se realiza la reaccion de
secuenciacion. Se obtienen secuencias cortas de 35 pases denominadas "lecturas". Las "lecturas" se reensamblan
en secuencias contiguas ("contigs") usando un software con ajustes minimos definidos de longitud y porcentaje de
solapamiento. A continuacion, se realiza una busqueda en las "lecturas" y "contigs" para identidad de secuencia con
enzimas conocidas del mismo tipo. En base a estas homologias, las "lecturas" y "contigs" se seleccionan y se usan
para sintetizar cebadores con el fin de realizar la amplificacion por PCR de la esclareol sintasa de longitud completa.

Otra herramienta importante para transformar organismos o células hospedadores adecuados para realizar el
procedimiento de la invencién in vivo es un vector de expresiéon que comprende al menos un acido nucleico de
acuerdo con cualquier realizacion de la invencion. Por lo tanto, tal vector es también un objeto de la presente
invencion.

Un "vector de expresion”, como se usa en el presente documento, incluye cualquier vector recombinante lineal o
circular que incluye, pero no se limita a, vectores virales, bacteriéfagos y plasmidos. El experto en la materia es
capaz de seleccionar un vector adecuado de acuerdo con el sistema de expresion. En una realizacién, los vectores
de expresion incluyen los acidos nucleicos de la invencion unidos operativamente al menos a una secuencia
reguladora, que controla la transcripcion, traduccion, iniciacion y terminacién, tal como un promotor, operador o
potenciador transcripcional, o un sitio de unién ribosomal de ARNm vy, opcionalmente, que incluye al menos un
marcador de seleccion. Las secuencias de nucledtidos se "unen operativamente" cuando la secuencia reguladora se
relaciona funcionalmente con el acido nucleico de la invencion.

Los vectores de expresion de la presente invencion se pueden usar en los procedimientos para preparar un
organismo y/o célula hospedador genéticamente transformado, en organismos y/o células hospedadores que
albergan los acidos nucleicos de la invencion y en los procedimientos para producir o fabricar polipéptidos que tienen
una actividad de esclareol sintasa, como se desvela adicionalmente mas adelante.

Los organismos y células no humanos recombinantes transformados para albergar al menos un acido nucleico de la
invencion, de modo que expresen heterdlogamente o sobreexpresen al menos un polipéptido de la invencion,
también son herramientas muy utiles para realizar el procedimiento de la invencién. Por lo tanto, tales organismos y
células no humanos son otro objeto de la presente invencion.

Algunos organismos no humanos de la invencién pueden ser cualquier organismo multicelular o unicelular no
humano. En una realizacion preferente, el organismo no humano de la invencion es una planta, un procariota o un
hongo. Dicho organismo puede ser cualquier planta, procariota u hongo. Algunas plantas particularmente Utiles son
las que producen de forma natural grandes cantidades de terpenos. En una realizaciéon mas preferente, la planta se
selecciona entre la familia de Solanaceae, Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae o Lamiaceae.
Por ejemplo, la planta se selecciona entre los géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza),
Medicago (alfalfa), Gossypium (algodén), Artemisia, Salvia y Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la
especie de Nicotiana tabacum.
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En una realizacion mas preferente, el organismo no humano es un microorganismo. De acuerdo con una realizacion
incluso mas preferente, dicho microorganismo es una bacteria o levadura y lo mas preferentemente, dicha bacteria
es E. coliy dicha levadura es Saccharomyces cerevisiae.

También se pueden transformar células eucariotas superiores aisladas, en lugar de organismos completos. Aqui, por
células eucariotas superiores, se pretende indicar cualquier célula eucariota no humana excepto células de levadura.
Algunas células eucariotas superiores preferentes son células de plantas o células fungicas.

El término "transformado" se refiere al hecho de que el hospedador se somete a ingenieria genética para
comprender una, dos o0 mas copias de cualquiera de los acidos nucleicos de la invencion. Preferentemente, el
término "transformado” se refiere a hospedadores que expresan heterélogamente los polipéptidos de la invencion,
asi como sobreexpresan los mismos. Por lo tanto, en una realizacién, la presente invencion proporciona un
organismo transformado, en el que el polipéptido de la invencién se expresa en una cantidad mayor que en el mismo
organismo no transformado de ese modo.

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

Los procedimientos para transformar organismos o células hospedadores para albergar acidos nucleicos
transgénicos, tales como los de la presente invencion, son familiares para los expertos en la materia. Para la
creacion de plantas transgénicas, por ejemplo, los procedimientos actuales incluyen: electroporacién de protoplastos
de plantas, transformacion mediada por liposomas, transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion
mediada por polietilenglicol, bombardeo de particulas, microinyeccion de células de plantas, y transformacion
usando virus.

En una realizacion, el ADN transformado se integra en un cromosoma de un organismo y/o célula hospedador no
humano de modo que dé como resultado un sistema recombinante estable. Se puede usar cualquier procedimiento
de integraciéon cromosomica conocido en la técnica en la practica de la invencion, que incluye, pero no se limita a,
intercambio de casete mediado por recombinasa (RMCE), insercidon cromosdémica especifica de sitio viral,
adenovirus, e inyeccion pronuclear.

Con el fin de realizar el procedimiento para producir esclareol in vitro, como se ha expuesto anteriormente en el
presente documento, es muy ventajoso proporcionar un procedimiento para fabricar al menos un polipéptido que
tenga una actividad de esclareol sintasa. Por lo tanto, la invencidon proporciona un procedimiento para producir al
menos un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa que comprende

a) cultivar un organismo o célula no humano transformado con el vector de expresion de la invencion, de modo
que albergue un acido nucleico de acuerdo con la invencién y exprese o sobreexprese un polipéptido codificado
por dicho acido nucleico y que tenga una actividad de esclareol sintasa;

b) aislar el polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa a partir del organismo o célula no humano
cultivado en la etapa a).

De acuerdo con una realizacion preferente, dicho procedimiento comprende ademas, ademas de la etapa a),
transformar un organismo o célula hospedador no humano con al menos un vector de expresion de la invencion, de
modo que albergue al menos un acido nucleico de acuerdo con la invencion y exprese o sobreexprese menos un
polipéptido codificado por dicho acido nucleico.

La transformacion y el cultivo del organismo o célula no humano se puede realizar como se ha descrito
anteriormente para el procedimiento para la fabricacion del esclareol in vivo. La etapa b) se puede realizar usando
cualquier técnica bien conocida en la técnica para aislar un polipéptido particular de un organismo o célula.

Una "variante de polipéptido", como se denomina en el presente documento, significa un polipéptido que tiene una
actividad de esclareol sintasa y es basicamente homologo a un polipéptido nativo, pero que tiene una secuencia de
aminoacidos diferente de la codificada por cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos de la invencién debido a
una o mas supresiones, inserciones o sustituciones.

Las variantes pueden comprender secuencias sustituidas conservativamente, que significa que un resto de
aminoacido dado se reemplaza por un resto que tiene caracteristicas fisicoquimicas similares. Algunos ejemplos de
sustituciones conservativas incluyen la sustitucion de un resto alifatico por otro, tal como lle, Val, Leu, o Ala por otro,
o sustituciones de un resto polar por otro, tal como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o GIn y Asn. Véase Zubay,
Biochemistry, Addison-Wesley Pub. Co., (1983). Los efectos de tales sustituciones se pueden calcular usando
matrices de calificacion de sustitucion tales como PAM-120, PAM-200, y PAM-250 como se discute en Altschul, (J.
Mol. Biol. 219:555-65, 1991). Se conocen bien otras de tales sustituciones conservativas, por ejemplo sustituciones
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de regiones enteras que tienen caracteristicas de hidrofobicidad similares.

También se incluyen en la invencion variantes de péptidos de origen natural. Algunos ejemplos de tales variantes
son proteinas que resultan de sucesos de corte y empalme de ARNm alternantes o de la escision proteolitica de los
polipéptidos descritos en el presente documento. Las variaciones atribuibles a la proteolisis incluyen, por ejemplo,
diferencias en los extremos N-terminal o C-terminal tras la expresion de diferentes tipos de células hospedadoras,
debido a la retirada proteolitica de uno o mas aminoacidos terminales de los polipéptidos codificados por las
secuencias de la invencion.

Se pueden usar variantes de los polipéptidos de la invencién para obtener una mejora o una reduccion deseada de
la actividad enzimatica, una modificacién de la regioquimica o estereoquimica modificada, o una alteracién de la
utilizacion de sustrato o la distribucion del producto. Ademas, las variantes se pueden preparar para que tengan al
menos una propiedad modificada, por ejemplo un aumento de afinidad por el sustrato, una mejora de la especificidad
para la producciéon de uno o mas compuestos deseados; una diferente distribucion de producto, una diferente
actividad enzimatica, un aumento de la velocidad de la reaccién de la enzima, una mayor actividad o estabilidad en
un entorno especifico (pH, temperatura, disolvente, etc.), o una mejora del nivel de expresiéon en un sistema de
expresion deseado. Una variante o un mutante dirigido a sitio se puede preparar mediante cualquier procedimiento
conocido en la técnica. Como se ha indicado anteriormente, la invencion proporciona polipéptidos recombinantes y
no recombinantes, aislados y purificados, tales como de Salvia sclarea. Las variantes y los derivados de polipéptidos
nativos se pueden obtener por aislamiento de variantes de origen natural, o la secuencia de nucleotidos de las
variantes, de lineas o especies de plantas diferentes o iguales, o mediante mutaciones de programacion artificial de
secuencias de nucledtidos que codifican las esclareol sintasas nativas. Las alteraciones de la secuencia de
aminoacidos nativa se pueden conseguir mediante cualquiera de cierto nimero de procedimientos convencionales.

Las variantes de polipéptidos que resultan de una fusién de secuencias de péptidos adicionales en los extremos
amino y carboxilo terminales de los polipéptidos de la invencion se pueden usar para mejorar la expresion de los
polipéptidos, y pueden ser utiles en la purificacion de la proteina o la mejora de la actividad enzimatica del
polipéptido en un entorno o sistema de expresion deseado. Tales secuencias de péptidos adicionales pueden ser
péptidos de sefal, por ejemplo. Por lo tanto, la presente invencién incluye variantes de los polipéptidos de la
invencion, tales como las obtenidas por fusion con otros oligo o polipéptidos y/o las que se unen a péptidos de sefial.

Por lo tanto, en una realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un polipéptido
variante que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende las etapas de:

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

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

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

(d) analizar sistematicamente el polipéptido para al menos una propiedad modificada; y,

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

(f) opcionalmente, si se identificé un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa variante deseada en
la etapa d), aislar el correspondiente acido nucleico mutante obtenido en la etapa (c).

En la etapa (b), se pueden crear un gran nimero de secuencias de acido nucleico mutantes, por ejemplo mediante
mutagénesis aleatoria, mutagénesis especifica de sitio, o barajado de ADN. Los procedimientos detallados del
barajado génico se encuentran en Stemmer, DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: in vitro
recombination for molecular evolution. Proc Natl Acad Sci U S A., 1994, 91(22): 10747-1075. En resumen, el
barajado de ADN se refiere a un procedimiento de recombinacion aleatoria de secuencias conocidas in vitro, que
implica al menos dos acidos nucleicos seleccionados para recombinacion. Por ejemplo, se pueden introducir
mutaciones en sitios particulares mediante sintesis de oligonucledtidos que contienen una secuencia mutante,
flanqueados por sitios de restriccion que permiten la ligadura a fragmentos de la secuencia nativa. Después de la
ligadura, la secuencia reconstruida resultante codifica un analogo que tiene la insercion, sustitucion, o supresion de
aminoacido deseada. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de mutagénesis especificos de sitio
dirigidos por oligonucleétidos para proporcionar un gen alterado en el que se pueden alterar codones
predeterminados por sustitucién, supresién o insercion.

Por lo tanto, SEC ID N°: 2 0 93 se pueden combinar con cualquier otro aminoacido que codifique diterpeno sintasa,
por ejemplo aislado de un organismo distinto de Salvia sclarea. De ese modo, se pueden obtener y separar acidos
nucleicos mutantes, que se pueden usar para transformar células hospedadoras de acuerdo con procedimientos
convencionales, por ejemplo tales como los desvelados en los presentes Ejemplos.

En la etapa (d), el polipéptido obtenido en la etapa (c) se analiza sistematicamente para al menos una propiedad
modificada, por ejemplo una actividad enzimatica modificada deseada. Algunos ejemplos de actividades enzimaticas
deseadas, para las que se puede analizar sistematicamente un polipéptido expresado, incluyen aumento o reduccion
de la actividad enzimatica, segun se mide mediante el valor de Ky 0 Vmax, modificacion de la regioquimica o
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estereoquimica y alteracion del uso de sustrato o la distribuciéon de producto. El analisis sistematico de la actividad
enzimatica se puede realizar de acuerdo con procedimientos familiares para los expertos en la materia y los
desvelados en los presentes Ejemplos.

La etapa (e) proporciona la repeticion de las etapas de procedimiento (a)-(d), que se pueden realizar
preferentemente en paralelo. Por lo tanto, mediante la creacion de un nimero considerable de acidos nucleicos
mutantes, se pueden transformar numerosas células hospedadoras con diferentes acidos nucleicos mutantes al
mismo tiempo, permitiendo el analisis sistematico posterior de un elevado nimero de polipéptidos. De ese modo, se
pueden aumentar las oportunidades de obtener un polipéptido variante deseado a discrecién del experto en la
materia.

Descripcion de las figuras

Figura 1: estructuras de los diversos compuestos citados en la memoria descriptiva.

Figura 2: biosintesis putativa de esclareol a partir de LPP, que esta catalizada por SsTps1132 (SEC ID N°: 1).
Figura 3: alineacion de secuencias de aminoacidos de fragmentos de tipo diterpeno sintasa de clase | con la
secuencia del estemodeno sintasa de Oriza sativa (nimero de registro AAZ76733).

Figura 4: alineacion de la secuencia de aminoacidos deducida de SsTps1132 (SEC ID N°: 1) y SsTps1137 (SEC
ID N°: 86) con secuencias de aminoacidos de diterpeno sintasas seleccionadas de la base de datos.

Figura 5: alineacion de secuencias de aminoacidos de SsTps1132 (SEC ID N° 1) y 1132-2-5 (SEC ID N°: 96)
que se expresaron heterélogamente en E coli.

Figura 6: analisis por GC de los productos obtenidos después de la incubacion de 1132 proteinas recombinantes
diferentes con LPP. Los extractos de proteina sin procesar de E. coli que expresan las proteinas recombinantes
SsTps1132 y 1132-2-5 (SEC ID N°: 1 y 96) se incubaron con LPP en un volumen final de 1 ml de MOPSO 50 mM
a pH 7 complementado con MgCl; 155 mM y DTT 1 mM.

Figura 7: analisis por GC-MS de los productos generados a partir de LPP mediante la proteina recombinante
1132-2-5. (A) Cromatograma idnico total de los productos obtenidos a partir de la incubacion de LPP con un
extracto de proteinas sin procesar de E. coli transformado con pET101-1132-2-5 (SEC ID N°: 93). (B) Espectro
de masas del pico para un tiempo de retencién de 14,3. (C) Espectro de masas de un patrén de esclareol
auténtico.

Figura 8: analisis por GC de los productos obtenidos después de incubacidon conjunta de las proteinas
recombinantes SsTps1132 y 1132-2-5 (SEC ID N°: 1 y 96) con la proteina recombinante SsLPPs3 (SEC ID N°:
24) en presencia de GGPP.

Realizaciones especificas de la invencion o Ejemplos

La invencion se describira a continuacion con mayor detalle por medio de los siguientes Ejemplos.
Ejemplo 1

Aislamiento de los ADNc que codifican LPP sintasa de Salvia sclarea mediante un enfoque de PCR

A. Material de planta y extraccion de ADN

Se recogieron las yemas florales (1,5 a 2 cm de longitud, 1-2 dias de edad) que desarrolla la Salvia sclarea en los
campos de Bassins (Suiza) y se congelaron directamente en nitrégeno liquido.

Se extrajo ARN total usando el Reactivo de ARN de Plantas Concert™ de Invitrogen (Carlsbad, CA) y el ARNm se
purificé mediante cromatografia de afinidad oligodT-celulosa usando el Kit de aislamiento de ARNm FastTrack® 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se construyé una libreria de ADNc
usando el Kit de Amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA).

B. Reacciones en cadena de la polimerasa para la amplificacion de los ADNc de diterpeno sintasas

Se realizé la PCR usando el cebador directo PCR DT3F (5'-GAYRTNGAYGAYACNGCNATGG-3' (SEC ID N°: 3)) y
el cebador inverso DT4R (5'-GTYTTNCCNAKCCANACRTCRYYT-3' (SEC ID N° 4)). La mezcla de PCR contenia
0,4 uM de cada cebador, 300 uM de cada dNTP, 5 ul de tampén de ADN pollmerasa 10X HotStar‘[Taq (Qiagen),
2 yl de ADNc diluido 100 veces, y 0,5yl de ADN polimerasa HotStartTaq en un volumen final de 50 ul. Las
condiciones de ciclacion fueron: 35 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 50°C y 2 min a 72°C; y 10 min a 72°C. Los
tamafios de los productos de PCR se evaluaron en un gel de agarosa al 1 %. Las bandas correspondlentes al
tamaino esperado se extrajeron del gel, se purificaron usando el Kit de Extraccion de Gel QIAqU|ck (Qiagen) y se
clonaron en el vector pCR®2.1-TOPO usando el Kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los
fragmentos de ADNc insertados se sometieron a continuacion a secuenciacion de ADN y la secuencia se comparé
frente a la base de datos de proteinas no redundante de GenBank (NCBI) usando el algoritmo BLASTX (Altschul y
col., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990). Se obtuvo una secuencia de 354 pb denominada FN23 (SEC ID N°: 5). Este
fragmento de ADN poseia el tamafio esperado y mostré homologia de secuencia con diterpeno sintasas.
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C. Aislamiento de ADNc de longitud completa mediante amplificacion rapida de los extremos del ADNc
(RACE)

Se disefiaron los oligonucledtidos especificos para la secuencia FN23 (SEC ID N°: 5): FN23-F1 (3'-GCACGGATAC-
GACGTCGATCCAAATGTAC-5' (SEC ID N°: 6)), FN23-F2 (3-GGGCTGCTCAACTAAGATTTCCAGGAG-5' (SEC ID
N°: 7)) y FN23-F3 (5'-GGGTGATATCCGACCACTTATTTGATGAG-5' (SEC ID N°: 8)). Estos cebadores se usaron en
RT-PCR en combinacion con cebadores de oligodT prolongados con una secuencia adaptadora (5'-
AATTCGGTACCCGGGATCC(T)17-3") (SEC ID N°: 9). La composicion de la mezcla de reaccion de RT-PCR fue la
siguiente: 10 yl de tampdén 5X Qiagen OneStep RT-PCR, 400 uM de cada dNTP, 400 nM de cada cebador, 2 ul de
Mezcla Enzimatica Qiagen OneStep RT-PCR, 1 pl de Inhibidor de Ribonucleasa RNasin®(Promega Co., Madisson,
WI) y 1250 ng de ARN total en un volumen final de 50 pl. Las condiciones del ciclado térmico fueron: 30 min a 50 °C
(transcripcion inversa); 15 min a 95 °C (activacion de ADN polimerasa); 35 ciclos de 45sa 94 °C,45sa50°Cy 90 s
a 72 °C; y 10 min a 72 °C. Se realiz6é una segunda ronda de PCR usando los productos de RT-PCR como plantilla
con el cebador adapterP (5-AATTCGGTACCCGGGATCC-3' (SEC ID N°: 10)) en combinaciéon con cebadores
especificos de FN23 iguales o anidados. Este enfoque de PCR proporcion6é un fragmento de ADNc de 1271 pb
(FN30 (SEC ID N°: 11)) que tenia una superposicion perfecta de 192 pb con el fragmento FN23 (SEC ID N°: 5) y que
contenia el extremo 3' incluyendo el codon de terminacion y la secuencia no codificante 3' del ADNc
correspondiente.

Para la amplificacion del extremo 5' del ADNc, se disefiaron oligonucleétidos antisentido especificos para FN23:
FN23-R1  (5-CATGGCATCTTCAACCCCAGCTTTATCTCATC-3' (SEC ID N° 12)), FN23-R2 (5-
GTGGTCGGATATCACCCATCTT-TCTTGAAGTCG-3' (SEC ID Ne: 13)), FN23-R3 (5-
CATTGGAGATGCAGACTCGACCGATTGACC-3' (SEC ID N°: 14)). Estos cebadores se usaron para 5'RACE
usando la libreria de ADNc de S. sclarea siguiendo el protocolo del Kit de Amplificacion de ADNc Marathon™
(Clontech, Mountain View, CA). Las condiciones de ciclacion térmica fueron las que siguen a continuacién: 1 min a
94 °C, 5 ciclos de 30 s 294 °Cy 4 min a 72 °C, 5 ciclos de 30 s a 94 °C y 4 min a 70 °C, 20 ciclos de 30sa 94 °Cy 4
min a 68 °C. Esta 5’RACE proporcion6 un fragmento de ADNc de 1449 pb (FN40 (SEC ID N°: 15) que tenia una
superposicion perfecta de 227 pb con FN23 (SEC ID N° 5). La comparaciéon con secuencias de diterpeno sintasas
conocidas revel6 que el fragmento FN40 (SEC ID N°: 15) contenia el codon de iniciacion de traduccion y una region
no codificante de 87 pb. El ensamblaje de los tres fragmentos de ADNc (FN23, FN30 y FN40 (SEC ID N°: 5, 11y 15)
proporcioné una secuencia de ADNc de longitud completa (SaTpsl) de 2655 pb (SEC ID N°: 16) con un marco
abierto de lectura de 2355 pb que codifica una proteina de 785 restos (SEC ID N°: 17).

Ejemplo 2

Expresién heterdloga de la LPP sintasa de S. sclarea en E. coli

El pETDuet-1 (Novagen, Madison, WI), disefiado para la expresién con el control de un promotor T7, se usé para la
expresion en células de E. coli. Para construir el plasmido de expresién, se amplificé el marco abierto de lectura de
SaTps1 (SEC ID N° 16) mediante PCR a partir de la libreria de ADNc con los cebadores directo e inverso SaTps-
Nde (3'- TACTGACAT-ATGACTTCTGTAAATTTGAGCAGAGCACC-5' (SEC ID N° 18)) y SaTps-Kpn (3'-
TTGGTACCTCATACAACCG-GTCGAAAGAGTACTTTG-5' (SEC ID N°: 19)) disefiados para introducir un sitio Ndel
inmediatamente antes del coddn de inicio y un sitio Kpnl después del codon de terminacion. Dado que el marco
abierto de lectura contiene un sitio Ndel en la posicién 1614 del marco abierto de lectura, esta amplificacion se
realizd en dos etapas por PCR de extensién superpuesta (Horton y col., Gene 77, 61-68, 1989), usando los
cebadores SaTps-Nde (SEC ID N° 18) y SaTps-Kpn (SEC ID N° 19) en combinaciéon con los cebadores Satps-
mut1f (5'- GTTGGAGTGGATCCACATGCAGGAATGGTAC-3' (SEC ID N9 20)) y Satps-mutir (3'- GTACCAT-
TCCTGCATCTGGATCCACTCCAAC-5' (SEC ID N°: 21)), disefiados para retirar el sitio Ndel sin alterar la secuencia
de aminoacidos. El ADNc resultante se ligd en primer lugar en el plasmido PCR2.1-Topo usando el Kit de Clonacién
TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) y las secuencias de los insertos se verificaron antes de la subclonacion como
fragmento Ndel-Kpnl en el vector pETDuet-1.

El analisis de la secuencia de varios clones obtenidos mediante amplificacién a partir de la libreria de ADNc con los
cebadores especificos SaTps1 mostré cierta variabilidad en varias posiciones de la secuencia de ADNc. Se
identificaron siete posiciones, en las que se pueden encontrar dos aminoacidos diferentes. Se descubrié que una
posicion era la insercion de un resto de serina producido en algunos de los clones. Estas posiciones se enumeran en
la siguiente tabla.

Posiciones Aminoacido
(con respecto a la secuencia de aminoacidos)
34 lle o Thr
40 Phe o Leu
174 GIn o His
222 Gly o Asp
538 GIn o His
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(continuacion)

Posiciones Aminoacido
(con respecto a la secuencia de aminoacidos)
560 Arg o Leu
596 Asno Lys
612 Insercién de una Ser

Estas variaciones parecieron producirse de una forma aleatoria en once clones diferentes secuenciados, lo que
sugiere que estan presentes al menos dos isoformas muy estrechamente relacionadas de una diterpeno sintasas en
el genoma de S. sclarea y que el enfoque de amplificacion de PCR condujo al barajado de las secuencias. Se
seleccionaron dos clones, SsLPPs3 (SEC ID N°: 22) y SsLPPs9 (SEC ID N°: 23) representativos de la variabilidad de
secuencias, para los experimentos de expresion heteréloga y de caracterizacion enzimatica.

Los plasmidos pETDuet-SsLPPs3 y pETDuet-SsLPPs9 se transfirieron a células de E. coli B121(DE3) (Novagen,
Madison, WI). Se usaron colonias individuales de células transformadas para inocular 5 ml de medio LB. Después de
5 a 6 horas de incubacién a 37 °C, los cultivos se transfirieron a una incubadora a 20 °C y se dejaron 1 hora para
equilibrado. La expresion de la proteina se indujo a continuaciéon mediante la adicion de IPTG 1 mM y el cultivo se
incubd durante una noche a 20 °C. Al dia siguiente, las células se recogieron por centrifugacion, se suspendieron en
0,1 volumenes de MOPSO 50 mM a pH 7, glicerol al 10 % y se lisaron por sonicacion. Los extractos se aclararon por
centrifugacion (30 min a 20.000 g), y los sobrenadantes que contenian las proteinas solubles se usaron para
experimentos adicionales.

Los extractos de proteina sin procesar de las células transformadas pETDuet-SsLPPs3 y pETDuet-SsLPPs9 se
analizaron mediante SDS-PAGE y se compararon con los extractos de proteina obtenidos a partir de las células
transformadas con el plasmido vacio pETDuet. Se detectaron claramente las proteinas recombinantes SsLPPs3 y
SsLPPs9 (SEC ID N°: 24 y 25) y el peso molecular aparente se estimé en 90 kDa, un valor en concordancia con el
peso molecular calculado de 83 kDa.

Ejemplo 3

Purificacién de la LPP sintasa de Salvia sclarea y actividades enzimaticas

Los plasmidos PCR2.1-Topo que contienen el ADNc de SsLPPs3 y SsLPPs9 (SEC ID N°: 22 y 23) (Ejemplo 2) se
digirieron con Ndel y Sacl y los insertos se ligaron en el plasmido pET28a(+) (Novagen). Los plasmidos de expresion
resultantes (pET28-SsLPPs3 y pET28-SsLPPs9) contienen los ADNc con una modificacion en el extremo en la
posicion 5' disefiada para expresar las proteinas con una marca de hexa-histidina N-terminal (marca de His). La
purificacion se realizé en condiciones nativas usando el Sistema de Purificacion ProBond™ (Invitrogen) siguiendo el
protocolo del fabricante excepto en que, para la elucion, el imidazol se sustituyd con L-histidina para minimizar la
inhibicién de la enzima. Usando este enfoque, las enzimas recombinantes con "marca de His" en SsLPPs3 y
SsLPPs9 (SEC ID N°: 97 y 98) se pudieron purificar hasta una homogeneidad aparente.

Las enzimas purificadas por afinidad se incubaron 12 horas a 30 °C con GGPP 200 yM y DTT 1 mM en MOPSO a
pH 7, glicerol al 10 %, DTT 1 mM. No se observé producto de diterpeno mediante la extraccion del medio de
incubacion con pentano y analisis del extracto con GC o GC-MS. El tratamiento del mismo extracto con fosfatasa
alcalina (Sigma, 6 unidades/ml), seguido por extraccidon con pentano y analisis de GC, mostré la formacion de
labdenodiol y demostré la formacion enzimatica de difosfato de labdenodiol (LPP) como unico producto de GGPP
mediante la diterpeno sintasa recombinante.

El analisis de GC se realiz6 en un sistema 6890 Series GC de Agilent equipado con un detector de ionizacion a la
llama usando un diametro interno de 0,25 mm con columna de capilaridad SPB-1 de 30 m (Supelco, Bellefonte, PA).
El gas vehiculo era He a un flujo constante de 1,5 ml/min. La temperatura inicial del horno era de 100 °C
(mantenimiento de 1 min) seguido por un gradiente de 10 °C/min a 300 °C. El analisis de GC-MS se realiz6 en las
mismas condiciones y los espectros se registraron en un detector de masas 5975 de Agilent.

Ejemplo 4

Enfoque de PCR para la clonacién de homologia de diterpeno sintasas de la clase | (esclareol sintasa) de S. sclarea.

La clonacion y caracterizacion de SsLPPs3 (SEC ID N° 24) y SsLPPs9 (SEC ID N°: 25), en los Ejemplos 1 a 3,
sugieren que la biosintesis del esclareol en S. sclarea implica a dos proteinas, la SsLPPs y una diterpeno sintasa de
la clase |, la esclareol sintasa, que cataliza la conversion de LPP en esclareol.

Un enfoque de PCR se usé en un primer intento para el aislamiento de secuencias de ADNc de diterpeno sintasas
de la clase |. Se disefaron oligonucledtidos basados en secuencias conservadas en diterpeno sintasas de plantas y
especialmente en diterpeno sintasas que catalizan el ciclado de ésteres de difosfato Cyo a través de un mecanismo
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de ionizacion. Las secuencias con nimeros de registro BAB19275, AAB39482, AAD30231, AAD34295, CAE05201,
BAB12441, AAT49066, CAE05199, AAUO05906, BAD17672, AAQ72565, AAL09965, AAK83563, AAS47691,
AAS47690 y AAR13860, se seleccionaron a partir de las bases de datos de secuencias publicas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Todas estas secuencias de proteinas corresponden a diterpeno sintasas de la clase | y
contienen el motivo DDxxD (en el que x representa cualquier aminoacido) caracteristico del mecanismo de ciclado
dependiente de ionizacion en terpeno sintasas. A partir de la alineacion de estas secuencias, en primer lugar se
seleccionaron dos motivos conservados en la region N-terminal y se usaron para el disefio de oligonucledtidos
sentido: YDT(A/S)WVA y (D/N)GSWG. En la secuencia de aminoacidos de la SsLPPs (SEC ID N°: 24 y 25, Ejemplos
1 a 3) estos dos motivos también estaban conservados, aunque con algunas diferencias para el primer motivo
(YDTAVIA). Por lo tanto, la secuencia de SsLPPs también se tuvo en cuenta para el disefio de los oligonucleétidos
sentido. A partir del primer motivo, se disefiaron tres oligonucleétidos para cubrir todas las variaciones de las
secuencias: DiTpsTB_F1, 5-TATGATACNGCNGTNATDGC-3' (SEC ID N°% 26); DiTpsTB_F2, 5-TAT-
GACACGGCAGTGATCGC-3' (SEC ID N°: 27); DiTpsTB_F3, 3-TATGACACGGCAKKGRTNGC-5' (SEC ID N°: 28).
A partir del segundo motivo, se disefiaron dos oligonucledtidos: DiTpsTB_F4, 5-
CAACTGGCTGATGGNTCNTGGGG-3' (SEC ID Ne°: 29); DiTpsTB_F5, 5-CAACTGGCTGATGGCTCATGGGG-3'
(SEC ID N°: 30). ElI motivo DDxxD, localizado en la regiéon C-terminal de las proteinas e implicado en la uniéon del
resto de difosfato en el sitio activo, se usé para disefiar dos oligonucledtidos antisentido: DiTpsTB_R1, 5'-
GATCCTCCAACRTCRWARARRTCRTC-3' (SEC ID Ne°: 31), DiTpsTB_R2, 5'-
GATCCTCCACGTCGWAGAAGTCGTC-3' (SEC ID N°: 32).

Estos cebadores se usaron para amplificacion de PCR a partir de una biblioteca de ADNc de Salvia sclarea
(preparada como se ha descrito en el Ejemplo 1). Las PCR se realizaron usando la Mezcla de Polimerasa 2
Advantage (Clontech). Cada mezcla de PCR contenia, en un volumen total de 50 ul, 5 pl de tampén de PCR 2
Advantage 200 uM de dNTPs, 200 nM de cada cebador de oligonucleétido, 5 ul de ADNc diluido 200 veces, 1 yl de
Mezcla de Polimerasa 2 Advantage Para las amplificaciones se usaron las siguientes condiciones: 3 minutos de
desnaturalizacion a 94 °C; 15 ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de hibridacién a 65 °C para el
primer ciclo y menos un grado para cada ciclo siguiente, y 2 minutos de prolongacién a 72 °C; 20 ciclos de 1 minuto
de desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de hibridacion a 58 °C y 2 minutos de prolongacién a 72 °C; y por ultimo
10 minutos de prolongacion a 72°C. Se realizaron diferentes PCR con las posibles combinaciones de
oligonucledtidos sentido y antisentido. Los amplicones se identificaron sistematicamente para los tamarfios
esperados y para homologia de secuencias con diterpeno sintasas. Desafortunadamente, usando este enfoque de
PCR, no se pudo obtener ninguna secuencia relacionada con diterpeno.

Ejemplo 5

Secuenciacion en paralelo de forma masiva de una biblioteca de ADNc de flor de S. sclarea.

Dado que el enfoque clasico de clonacion basado en homologia no tuvo éxito en la clonacién de la diterpeno sintasa
de la clase | de S. sclarea, los inventores se comprometieron a usar un enfoque basado en la secuenciacion global
de la biblioteca de ADNc. Los inventores usaron la tecnologia de secuenciacion en paralelo masiva de fragmentos
pequeios de ADN desarrollada por lllumina (San Diego, California) para obtener informacion de secuencias de todos
los transcritos (transcriptoma) presentes en las flores de Salvia sclarea. Esta técnica de secuenciacion usa una
quimica de secuenciacion basada en terminador reversible y los aparatos de Estacion de Agrupamiento y
Secuenciador de Genoma desarrollados por Solexa e lllumina (www.illumina.com).

La tecnologia y el equipo se ajustaron en Fasteris SA (Ginebra, Suiza) y la preparacion de las muestras de ADN y la
secuenciacion se realizaron en Fasteris SA. Una alicuota (1 ug) de la biblioteca de ADNc generada a partir de flores
en desarrollo de S. sclarea usando el Kit de Amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA)
(Ejemplo 1), se traté usando el Kit de Preparacion de Muestra Gendmica (lllumina). En resumen, el ADN se
fragmenta mediante nebulizacién, los extremos se preparan para generar extremos romos, los adaptadores se ligan
a los extremos de los fragmentos de ADN vy los fragmentos de ADN modificados con adaptador se amplifican con
PCR. Después de controlar la calidad de la biblioteca mediante electroforesis en gel, la generacién de los
agrupamientos de ADN en la célula de flujo y la reaccién de secuenciacion se realiza en los equipos de Estacion de
Agrupamiento y Secuenciador de Genoma. Usando esta tecnologia, se obtuvieron 1,9 millones de secuencias cortas
(lecturas) de 35 bases.

El software Edena (Dr David Hernandez, Genomic Research Laboratory, University of Geneva Hospitals, Ginebra,
Suiza) se us6 para reensamblar secuencias contiguas. Las cinco ultimas bases se retiraron primero de cada lectura
debido a las posibles incorporaciones erroneas debido a la menor fidelidad en los ultimos ciclos del procedimiento de
secuenciacion. Los parametros del software se ajustaron de modo que se permitiera una longitud minima de 15
bases para los solapamientos con identidad estricta (100 %). Se retuvieron las contigs (secuencias contiguas) con
una longitud de al menos 50 bases. En estas condiciones, se pudieron reconstituir 2054 contigs de 50 a 1330 bases
de longitud.

Para evaluar la calidad del ensamblaje, se buscaron las contigs para identidad de secuencias con la secuencia de
ADN de SsLPPs, las diterpeno sintasas de la clase |l aisladas primero a partir de la biblioteca de ADNc de S. sclarea
(SsLPPs3 (SEC ID N°: 22), Ejemplo 2). Esta busqueda se realiz6 usando el procedimiento BLASTn (Altschul y col.,
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J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990). De forma sorprendente, solamente se encontraron 3 contigs con longitudes de 81,
73 y 52 bases y solamente se habian usado cuarenta lecturas con el software Eland para generar estos contigs. La
alineacion con la secuencia de referencia de SsLPPs3 mostraba que los 3 contigs (SEC ID N° 33 a 35 cubrian
solamente un 8,7 % de la secuencia de longitud completa aunque con una identidad de un 99 %).

En las bases de datos publicas se ha informado una informacién de secuencias limitadas para Salvia sclarea. La
Unica secuencia genética disponible en la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) era la secuencia de
la subunidad grande de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) de Salvia sclarea (N° de registro en NCBI
Z37450). La busqueda de las contigs para la identidad de ADN con esta secuencia de ADN de la RuBisCO de S.
sclarea (Busqueda con BLASTn) proporcion6 dos contigs de 870 y 547 bases respectivamente (SEC ID N°: 36 y 37).
La alineacion de las dos contigs con la secuencia de RuBisCO presentaba una cobertura de un 98 %: solamente 27
bases (entre las posiciones 858 y 884) de 1420 bases no estaban presentes en las contigs. Ademas esta cobertura
casi completa, la identidad entre la secuencia de referencia y las contigs era de un 99,5 %, lo que representa una
diferencia solamente de 7 nucleétidos.

A continuacion, se buscaron todas las lecturas (datos no ensamblados) para identidad de secuencia con la
secuencia de SsLPPs3 (SEC ID N°: 22). El software Eland (lllumina) se usé para realizar esta busqueda permitiendo
un maximo de 2 faltas de coincidencia con la secuencia de referencia. Se recuperd un total de 616 lecturas. La
alineacion de los fragmentos seleccionados con la secuencia de referencia revelaba que la secuencia de SsLPPs3
(SEC ID N°: 22) se cubria en la longitud completa con una cobertura ligeramente mas elevada (mas lecturas) hacia
el extremo en la posiciéon 3'. La misma manipulaciéon con la secuencia de la RuBisCO mostraba que se obtenian
1650 lecturas para esta secuencia. La cobertura de la secuencia de referencia con la estructura era mucho mas
elevada para la RuBisCo que para SsLPPs3 (SEC ID N° 22). Para SsLPPs3 (SEC ID N°: 22), se encontraron varias
regiones pequefias sin cobertura y regiones con ambigiiedad de secuencia entre lecturas. Esta cobertura incompleta
evita el reensamblaje completo y es ciertamente la razén para generar solamente unos pocos contigs muy
pequerios.

El nimero de lecturas obtenido para un ADNc dado es proporcional a la abundancia de este ADNc. Por lo tanto, las
abundancias relativas se pueden calcular dividiendo el nimero de lecturas obtenidas para los ADNc dados entre sus
longitudes totales. Al realizar este calculo para la RuBisCO y SsLPPs3 (SEC ID N°: 22) se proporcionaban valores
de 1160 y 260 lecturas/kb respectivamente, lo que refleja una abundancia superior a 4,5 del ADNc de RuBisCO con
respecto a los ADNc de SsLPPs. La RuBisCO es una enzima implicada en el metabolismo primario de plantas y que
cataliza la fijacion de carbono en el ciclo de Calvin. La abundancia relativamente mas elevada de la RuBisCO refleja
una representacion elevada de genes implicados en metabolismo primarios en comparacion con genes implicados
en el metabolismo secundario tales como la sintesis de diterpeno. El analisis de busqueda con BLAST con las
contigs mostraba que otras enzimas de los ciclos de Calvin (por ejemplo, fosfoglicerato quinasa, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa) y metabolismo primario también se representaban de forma
abundante en la biblioteca de ADNc usada en el presente documento. Por lo tanto, la codificacién del ADNc para las
enzimas implicadas en el metabolismo secundario y en particular en la biosintesis de diterpeno estaba en una
abundancia demasiado baja para obtener una cobertura suficiente y un reensamblaje completo.

Ejemplo 6

Extraccion de secuencias del tipo diterpeno sintasas de |a clase | a partir de los datos de secuenciacion.

El algoritmo Blast (Altschul y col., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990) se us6 para buscar homologia de las secuencias
de aminoacidos deducidas con secuencias de diterpeno sintasas de la clase I.

EN primer lugar se realizé una busqueda de Blastx frente a una base de datos de proteinas con los 2054 contigs.
Esta busqueda proporcioné solamente un contig (contig1610, SEC ID N° 38) que presentaba homologia de
secuencia con diterpeno sintasas de la clase |. La secuencia de aminoacidos deducida a partir de este contig
contenia el motivo DDxxD caracteristico de ciclacion de difosfatos de prenilo iniciado mediante ionizacion.

A continuacién se buscé una fraccion de los datos sin procesar, que representa aproximadamente 3 x 10° lecturas
para homologia con diterpeno sintasas de la clase |. Las lecturas se buscaron usando el algoritmo tBlastn con cinco
secuencias de aminoacidos seleccionadas de diterpeno sintasa de la clase | (nimeros de registro en NCBI
AAC39443, BAB19275, BAB12441, AAD34295, AAS98912). Esta busqueda selecciond 462 lecturas, que a
continuacién se profesaron usando el programa CAP (Huang, Genomics 14 (1), 18-25, 1992) para identificar
secuencias de solapamiento. Una pequefia porcion de las lecturas se pudo ensamblar en contigs cortos de longitud
maxima de 111 bases. Estos contigs, asi como las lecturas aisladas restantes se usaron para busqueda con Blastx
frente a una base de datos de proteinas para confirmar su identidad con diterpeno sintasas de la clase I. Por ultimo,
se retuvieron 5 fragmentos de ADN (SEC ID N°: 39 a 43).

Las secuencias de aminoacidos se dedujeron a partir de los fragmentos seleccionados (SEC ID N°: 44 ha 48) y se
alinearon con secuencias de diterpeno sintasas de referencia, permitiendo su colocacion relativa. La Figura 3
muestra una alineacion de estas secuencias con una secuencia de diterpeno sintasa de longitud completa, la
estemodeno sintasa de Oriza sativa (Morrone y col., 2006; N° de registro en NCBI AAZ76733) tomara como
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referencia.
Ejemplo 7

Amplificacion de PCR de los ADNc de diterpeno sintasas de la clase | de longitud completa.

Un conjunto de oligonucledtidos directos e inversos se dedujo de las secuencias de ADN relacionadas con las
diterpeno sintasas seleccionadas a partir de la secuenciacion de la biblioteca de ADNc de S. sclarea (Ejemplo 6).
Estos cebadores se usaron en combinacién con cebadores adaptadores de ADNc en amplificaciones de PCR de tipo
3'/5'RACE. Las amplificaciones se realizaron usando la biblioteca de ADNc de S. sclarea, preparada como se ha
descrito en el Ejemplo 1, siguiendo el protocolo del Kit de amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain
View, CA). Las condiciones de ciclado térmico fueron las que siguen a continuacion: 1 min a 94 °C, 5 ciclos de
30 segundos a 94 °C y 4 min a 72 °C, 5 ciclos de 30 segundos a 94 °C y 4 min a 70 °C, 20 ciclos de 30 segundos a
94 °C y 4 min a 68 °C.

Usando el cebador Cont250-Fwd (SEC ID N°: 49) se obtuvo una secuencia de ADN de 547 pb (1130Cont250, SEC
ID N°: 81). El analisis de la secuencia reveld que correspondia al extremo en la posicion 5' de un ADNc de diterpeno
sintasa y contenia 348 pb de la regidn de codificacion. Con el cebador Cont147_fw1 (SEC ID N°: 51) y Cont147_fw2
(SEC ID N 52) los inventores obtuvieron una secuencia de 1473 pb (1132Cont147, SEC ID N°: 82) que contenia el
extremo en la posicion 3'y 1293 pb de la regidon de codificacion de un ADNc de diterpeno sintasa. El cebador
Cont224 fw (SEC ID N°: 57) proporciond un fragmento de ADN de 207 pb (1137Cont224, SEC ID N°: 83) que
codificaba los 43 aminoacidos C-terminales de una diterpeno sintasa con una secuencia distinta de la de
1132Cont147 (SEC ID N°: 82). Los cebadores Cont147_rev1 (SEC ID N° 53) y Cont147_rev2 (SEC ID N°: 54)
permitian la amplificacion de un fragmento de ADN de 464 pb (1134Cont147, SEC ID N°: 84). El aminoacido
deducido mostraba homologia con diterpeno sintasas pero la alineacion con otras secuencias de diterpeno sintasas
sugeria que aun faltaban de 200 a 300 codones para alcanzar el extremo en la posicién 5'. Todas las secuencias
obtenidas con estas series de amplificacion diferian de forma significativa de las secuencias de la SsLPPs aisladas
previamente (SEC ID N° 22 y 23). La PCR con los otros cebadores deducidos de las secuencias de ADN
relacionadas con diterpeno sintasas (cebadores cont224-rev (SEC ID N°: 58), cont250-rev (SEC ID N°: 50), cont33-
fw1 (SEC ID N°: 55) y cont33-rev (SEC ID N°: 56)) no proporcionaba secuencias relacionadas con diterpeno sintasa.

A partir de la Unica secuencia que contenia una region de inicio de la traduccién evidente de una diterpeno sintasa
(1130count250, SEC ID N°: 81), se dedujeron oligonucledtidos sentido a partir de la regién sin traducir en la posicion
5' (UTR) (1130-fw1 (SEC ID N°: 59) y 1130-fw2 (SEC ID N°: 60) y a partir del extremo en la posicion 5' del marco de
lectura abierto (ORF) (1130-fw3, SEC ID N°: 61). A partir de las dos secuencias que contenian la region de codon de
parada de dos diterpeno sintasas distintas (1132Cont147 (SEC ID N°: 82) y 1137Cont224 (SEC ID N°: 83)), se
dedujeron cebadores de sentido inverso de cualquiera del UTR en la posicion 3' (1132-rev1 (SEC ID N°: 65) y 1137-
revl (SEC ID N° 62)) o del extremo en la posicion 3' del marco de lectura abierto (1132-rev2 (SEC ID N°: 64) y
1137-rev2 (SEC ID N° 63)). La PCR se realizé con diferentes combinaciones de estos cebadores directos e
inversos. La combinacion de cebadores deducida de la secuencia de 1130Cont250 (SEC ID N° 81) con los
cebadores deducidos de la secuencia de 1137Cont224 (SEC ID N°: 83) produjo un fragmento de 2388 pb (SEC ID
N°: 85) que codificaba una proteina de 795 aminoacidos (SsTps1137, SEC ID N°: 86)). La comparaciéon con
secuencias publicadas presentaba homologia es con diterpeno sintasas de la clase | y en particular con ent-kaureno
sintasas B. La homologia mas elevada se produjo con una proteina sin caracterizar de Vitis vinifera (N° de registro
en NCBI CAO64942, identidad de un 59 %), una ent-kaureno sintasa de Cucumis sativus (N° de registro en NCBI
BAB19275, identidad de un 54 %) y una ent-kaureno sintasa de Lactuca sativa (N° de registro en NCBI BAB12441,
identidad de un 54 %). La secuencia de aminoacidos de SsTps1137 (SEC ID N°: 86) contenia un motivo DDFFD
habitual en terpeno sintasas dependientes de ionizacioén (clase 1) y no contenia el motivo caracteristico de la clase Il.

La combinacion de los mismos cebadores directos con los cebadores inversos deducidos del 1132Cont147 (SEC ID
N°: 82) no permitia la amplificacion de ningun fragmento, lo que confirma que estas dos secuencias no surgen del
mismo ADNc. A continuacién, se usé un enfoque de 5'RACE para identificar el extremo en la posiciéon 5' del ORF
correspondiente a la secuencia de 1132Cont147 (SEC ID N°: 82). Usando los cebadores 1132_race1 (SEC ID N°:
67) y 1132_race2 (SEC ID N°: 68), se obtuvo una secuencia de 536 pb (1132RACE, SEC ID N°: 87) que tenia un
solapamiento de 41 bases con el fragmento de 1132Cont147 (SEC ID N°: 82). Este producto de RACE era idéntico
al de la secuencia de 1134Cont147 obtenida previamente (SEC ID N° 84) y no se observaba extension en el
extremo en la posicion 5'. Como se ha observado previamente, esta secuencia tenia homologia con diterpeno
sintasas, pero parecia mas corta en al menos 200 codones que todas las otras secuencias de diterpeno sintasas
publicadas. Se realizaron experimentos de 5'RACE, para intentar prolongar la secuencia hacia el extremo en la
posicion 5' de la secuencia de 1132Cont147 (SEC ID N°: 82) y para identificar el codén de inicio de la traduccion
verdadero. Se disefiaron varios conjuntos de oligonucleétidos (1132_race3 a 1132_race9, SEC ID N°: 69 a 75) pero
no se obtuvo informacioén de secuencia adicional. Esto condujo a los inventores a suponer que uno del codén de
ATG en la secuencia de 1134Cont147 (SEC ID N°: 84) era realmente el codon de inicio del gen correspondiente de
la diterpeno sintasa. La secuencia de nucleétidos de esta supuesta diterpeno sintasa (denominada SsTps1132, SEC
ID N°: 2) se reconstituyé a partir de las secuencias de 1132Cont147 (SEC ID N°: 82) y 1132RACE (SEC ID N°: 87).
Tomando el primer ATG, el ORF de 1728 pb de SsTps1132 (SEC ID N° 2) codificaba una proteina de
575 aminoacidos (SEC ID N°: 1). Esta proteina contenia el motivo dependiente de ionizacion (DDFFD) y compartia
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homologia, aunque relativamente baja, con diterpeno sintasas publicadas; siendo la secuencia mas cercana la de
una terpeno sintasa de Nicotiana tabacum (N° de registro en NCBI AAS98912), con una identidad de un 37 %.

De forma sorprendente, la identidad entre las proteinas SsTps1137 (SEC ID N°: 86) y SsTps1132 (SEC ID N°: 1) era
solamente de un 30 % y estas secuencias compartian solamente de un 21 a un 23 % de identidad con las SsLPPs
de la clase Il aisladas primero a partir de S. sclarea (SEC ID N°: 24 y 25, Ejemplos 1-3). Una alineacién de estas dos
proteinas con secuencias seleccionadas de diterpeno sintasas se presenta en la figura 4. La alineaciéon muestra que
SsTps1132 (SEC ID N° 1) se trunca en el extremo N-terminal con 150 a 240 aminoacidos en comparacion con las
otras diterpeno sintasas. El procedimiento de ChloroP (Emanuelsson y col., Protein Science 8, 978-984, 1999;
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) se us6 para predecir la presencia de un péptido de transito de cloroplasto
en cada secuencia de proteinas. Para SsTps1137 (SEC ID N°: 86) y SsTps1132 (SEC ID N°: 1), se predijeron
péptidos de transito de cloroplasto de 22 y 51 aminoacidos respectivamente, lo que argumenta una localizacion en el
cloroplasto de ambas proteinas.

La busqueda de todas las lecturas de secuencias idénticas a las secuencias de ADN de SsTps1137 (SEC ID N°: 85)
y SsTps1132 (SEC ID N° 2), proporciono solamente 24 lecturas para SsTps1137 y 425 lecturas para SsTps1132.
Esta diferencia en el numero de lecturas generado a partir de cada transcrito refleja una diferencia significativa en los
niveles de expresion. Basandose en el nimero relativo de lecturas obtenidas para cada transcrito, se puede calcular
que el nivel de expresion de SsTps1132 (220 lecturas/Kb) era similar al nivel de expresion de SsLPPs (260
lecturas/Kb) y que SsTps1137 se expresaba a un nivel mucho menor (10 lecturas/Kb). Con la suposicion de que las
enzimas que catalizan etapas en la misma ruta metabdlica se expresan generalmente a un nivel similar, se puede
especular que SsTps1132 (SEC ID N°: 1) en lugar de SsTps1137 (SEC ID N° 86) esta implicado en la misma ruta
metabdlica que las SsLPPs.

Los contigs generados con el software Edena (Ejemplo 5) que buscaron para secuencias de ADN idénticas a las
secuencias de estas dos nuevas y supuestas diterpeno sintasas de la clase |. pais de inicial para SsTps1137 (SEC
ID N°: 85) no se encontré ningun contig de acuerdo con el supuesto nivel de baja expresion de esta enzima. Para
SsTps1132 (SEC ID N°: 2), se encontraron 4 contigs. El contig1610 (SEC ID N°: 38) identificado previamente y tres
contigs adicionales (de longitud de 53 a 96 pb) (SEC ID N°: 88 a 90) no se identificaron previamente como fragmento
de una diterpeno sintasa. La busqueda de Blastx con estas tres secuencias no presentaba homologia con
secuencias de proteinas conocidas. El fallo para encontrar homologia para estos contigs se debe a las cortas
longitudes de estos fragmentos y a la baja homologia de SsTps1132 (SEC ID N°: 1) con las diterpeno sintasas
presentes en las bases de datos.

La observaciéon de una supresion N-terminal de SsTps1132 (SEC ID N°: 1) en comparacioén con las otras diterpeno
sintasas también explica después por qué no tuvo éxito el enfoque de PCR usado en primer lugar. De hecho, los
cebadores directos se disefiaron a partir de regiones conservadas presentes en los primeros 150 aminoacidos de
diterpeno sintasas, una region ausente en SsTps1132 (SEC ID N°: 1). La secuencia de SsTps1137 (SEC ID N°: 86)
contiene los motivos conservados usados para disefiar los cebadores y las secuencias de ADN correspondientes
son complementarias con las secuencias del cebador. Supuestamente, la amplificacion de SsTps1137 (SEC ID Ne:
85) no tuvo éxito en el enfoque de PCR debido a la baja abundancia de este transcrito.

Ejemplo 8

Expresién heterdloga de las diterpeno sintasas de la clase | de S. Sclarea en E. coli.

Para asignar una actividad enzimatica a SsTps1137 (SEC ID N° 86) y SsTps1132 (SEC ID N° 1), las proteinas
recombinantes se expresaron en E. coli. Los ADNc de longitud completa se insertaron en el vector pet101/D-TOPO
usando el Kit de Expresion Champion pET101 Directional TOPO.

Para cada enzima, se prepararon dos constructos: uno para expresar la proteina de longitud completa y uno para
expresar una proteina truncada basandose en la prediccion de péptido de transito de cloroplasto. Los marcos de
lectura abiertos SsTps1137 (SEC ID N°: 85) y SsTps1132 (SEC ID N°: 2) de longitud completa se amplificaron a
partir de la biblioteca de ADNc usando los pares de cebadores 1137-start (SEC ID N°: 78) con 1137-stop (SEC ID
N°: 80) y 1132-start1 (SEC ID N°: 76) con 1132-stop (SEC ID N°: 66) respectivamente. Los cebadores 1137_start2
(SEC ID N°: 79) y 1137_stop (SEC ID N° 80) se usaron para amplificar una version truncada de 72 pb de
SsTps1137 disefiada para expresar la proteina con 24 aminoacidos suprimidos en el extremo N-terminal. De la
misma manera, los cebadores 1132_start2 (SEC ID N°: 77) y 1132-parada (SEC ID N°: 66) se usaron para preparar
una version truncada de SsTps1132 disefiada para expresar la proteina con una supresion N-terminal de 50
aminoacidos. Todas las amplificaciones de ADNc para la expresion de los constructos de expresion se realizaron
usando Pfu ADN polimerasa (Promega), en un volumen final de 50 pl que contenia 5 pl de Pfu ADN polimerasa,
tampon 10X, cada dNTP a 200 uM, cada cebador directo e inverso a 0,4 uM, 2,9 unidades de Pfu ADN polimerasa y
5 pl de ADNc diluido 100 veces (preparado como se describe en el presente documento en el Ejemplo 1 usando el
Kit de Amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech)). Las condiciones de ciclado térmico fueron las que siguen a
continuacion: 1,5 min a 95 °C; 30 ciclos de 45 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58 °C y 5 min a 72°C; y 10 min a
72 °C.
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Después de la ligadura en el vector pET101, se seleccionaron varios clones para cada constructo y se secuenciaron
para asegurar que no se habia introducido ninguna mutacion durante la amplificacion de PCR. Para SsTps1137, se
seleccionaron los dos constructos 1137-B12 (SEC ID N°: 91) y 1137-2-B12 (SEC ID N°: 92) que contenian el ADNc
de SsTps1137 respectivamente con y sin el péptido sefal (que corresponde a secuencias de polipéptidos en las
SEC ID N° 94 y 95). Para SsTps1132, se seleccionaron dos constructos: uno con la secuencia completa de
SsTps1132 (SEC ID N° 2) y un constructo sin péptido sefial (1132-2-5, SEC ID N°: 93). La alineacion de las dos
secuencias de aminoacidos (SEC ID N°: 1y 96) deducida de estos constructos se muestra en la figura 5.

Los plasmidos pET101-1137-B12, pET101-1137-2-B12, pET101-SsTps1132, y pET101-1132-2-5 se transfirieron en
células B121(DE3) de E. Coli (Novagene, Madison, WI). Para inocular 5 ml de medio LB se usaron colonias
individuales de células transformadas. Después de 5 a 6 horas de incubacion a 37 °C, los cultivos se transfirieron a
una incubadora a 20 °C y se dejaron 1 hora para equilibrio. A continuacion, la expresion de la proteina se indujo
mediante la adicion de IPTG 1 mM y el cultivo se incub6 durante la noche a 20 °C. Al dia siguiente, las células se
recogieron para centrifugacion, se volvieron a suspender en 0,1 volimenes de MOPSO 50 mM a pH 7, glicerol al
10 % y se lisaron mediante sonicacién. Los extractos se eliminaron mediante centrifugacién (30 min a 20.000 g), y
los sobrenadantes que contenian las proteinas solubles se usaron para experimentos adicionales. Los extractos de
proteina sin procesar se analizaron con SDS-PAGE y se compararon con extractos de proteina obtenidos de células
transformadas con el plasmido pET101 vacio.

Ejemplo 9

Actividad enzimatica de las diterpeno sintasas de la clase | de S. Sclarea recombinante en E coli.

Los extractos de proteina de E. coli sin procesar que contienen las proteinas recombinantes y se preparan como se
ha descrito en el Ejemplo 8 se usaron para la caracterizacién de las actividades enzimaticas. Los ensayos
enzimaticos se realizaron como se ha descrito en el Ejemplo 3. Todos los ensayos se realizaron en MOPSO 50 mM
apH 7, glicerol al 10 %, DTT 1 mM.

En primer lugar se evaluaron las actividades enzimaticas usando como sustrato cualquiera de GGPP o LPP, el
producto de SsLPPs (SEC ID N°: 22) y el supuesto compuesto intermedio en la biosintesis de esclareol (Ejemplos 1
a 3). El GGPP se sintetizdé como se describe en Keller y Thompson (J. Chromatogr 645 (1), 1993, 161-167) y el LPP
se preparé esquematicamente como se ha descrito en el Ejemplo 3. Los ensayos se realizaron en presencia de 10 a
100 pM de sustrato, MgCl, 15 mM y de 0,1 a 0,5 mg de proteinas sin procesar en un volumen total de 1 ml. Los
tubos se incubaron de 4 a 12 horas a 30 °C y se extrajeron dos veces con un volumen de pentano. Después de
concentracion con un flujo de nitrogeno, los extractos se analizaron con GC y GC-MS (usando las condiciones que
se han descrito en el Ejemplo 3) y se compararon con los extractos del ensayo con proteinas de control (obtenidas
de células transformadas con el plasmido vacio). Con el GGPP como sustrato, no se observo actividad con ninguna
de las proteinas recombinantes (los datos no se muestran). Con el LPP como sustrato, no se observo actividad con
los extractos de proteinas que contenian proteinas recombinantes de SsTps1137 pero con SsTps1132, la actividad
se observo tanto con SsTps1132 como con 1132-2-5 (SEC ID N° 1 y 96) (Figura 6). Las enzimas también eran
activas en ausencia de MgCl, y se observaron los mismos perfiles de producto con una actividad global
aproximadamente igual. La identidad del producto se confirmé mediante concordancia de los tiempos de retencion
(Figura 6) y con el emparejamiento del espectro de masas con el espectro de un patrén auténtico (Figura 7). En
todos los ensayos, se observé un solo pico de esclareol sin traza de producto adicional.

A continuacioén se realizaron ensayos con coincubacién de las diterpeno sintasas de la clase Il (SsLPPs3, SEC ID
N°: 24; Ejemplos 1-3) y las diterpeno sintasas de la clase | (serie 1132, SEC ID N° 1 y 96). Los ensayos se
realizaron en MOPSO 50 mM a pH 7, glicerol al 10 %, DTT 1 mM, GGPP 50 uM, con MgCl; 1 mMy en presencia de
50 ul de los extractos de proteina sin procesar de E. coli que expresan los diferentes constructos. Por lo tanto, los
ensayos en presencia de 50 yl de extractos de proteina sin procesar que contenian el SsLPPs3 (SEC ID N° 24)
enzima recombinante y 50 pl de extractos que contenian SsTps1132 (SEC ID N° 1) o 1132-2-5 (SEC ID N°: 96) Se
evaluaron para la produccion de productos de diterpeno. La Figura 8 muestra los perfiles de GC de extractos de
tales incubaciones en presencia de MgCls. El esclareol se producia con ambos constructos de 1132 (SEC ID N°: 1y
96) (Figura 8), un resultado coherente con el ensayo que se ha descrito anteriormente con LPP como sustrato. No se
observo ninguna diferencia significativa cuando se omitia el MgCl, de las incubaciones (los datos no se muestran).

En conclusion, la SsTps1132 (SEC ID N°: 2) codifica la esclareol sintasa (SEC ID N°: 1) y cataliza la conversion de
LPP en esclareol.

Listado de secuencias
<110> Firmenich SA
<120> Procedimiento para producir esclareol
<130> 7260
<160> 98
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<170> Patentln version 3,5

<210>1
<211> 575
<212> PRT

<213> Salvia sclarea

<400> 1

Met

1

Val

Thr

Asp

Phe

65

Cys

Tyr

Lys

Arg

Pro

145

Met

Ser

Gly

Pro

Phe

50

Pro

Ile

Glu

His

Leu

130

Tyx

Ile

Leu

Ser

Asn

35

Met

Thr

Ile

Ile

Lys

115

Leu

Gly

Ile

Ala

Arg

Arg

Ala

'Thr

Asp

Asn

100

Val

Arg

Asn

Glu

Phe

Lys

Ser

Lys

Thr

Thr

85

Thr

Ile

Val

Gln

Leu
165

ES 2556221 T3

Asn

Glu

Arg

Met

Thr

70

Leu

Ile

Tyr

Lys

Glu

150

Tyx

Val

Lys

Leu

Lyé

55

Leu

Gln

Leu

Gly

Gly
135

Ala

Arg

Gly

Phe

Ile

4Q

Glu

Arg

Arg

Asp

Asn

120

Tyr

Val

Ala

Val

Pro

25

Val

Asn

Ser

Leu

Asn

105

Val

Glu

Ser

Ala

19

Thr

10

Val

Asn

Phe

Glu

Gly

20

Thr

Thr

val

Gln

Asn
170

Pro

Gln

Cys

Lys

Asp

75

vVal

Phe

Thr

Ser

Gln

155

Glu

Phe

Gly

Ser

Arg

60

Ile

Asp

Arg

His

Ser

140

Thr

Arg

Ser

Phe

Leu

45

Glu

Pro

Gln

Leu

Ala

125

Glu

Asn

Ile

Pro

30

Thr

Asp

Ser

Phe

Trp

110

Met

Glu

Asp

Tyr

Gln

15

Val

Thr

Asp

Asn

Phe

95

Gln

Ala

Leu

Leu

Glu
175

Arg

Thr

Ile

Lys

Leu

80

Gln

Glu

Phe

Ala

Pro

160

Glu



Glu

Lys

Val

Ala

225

Lys

Phe

Leu

Asn

Ile

305

Thr

Ser

Glu

Met

Glu

385

Ile

Arg

Gln

Glu

210

Arg

Ser

Ala

Glin

Phe

290

Ile

Ser

Ser

Asn

Ala

370

Gln

Leu

Ser
Val
195
Phe
Arg
Thr
Lys
Gln
275
Gly
Gly
val

Gln

Fro

Leu
180
Gln
Tyr
Asn
Asn
Gln
260
Leu
Arg
Asp
Leu
Glu

340

Asp

355 -

Leu

Gly

Ser

Tyr

Arg

Ala

Glu

Asp

Leu

Leu

Arg

245

Asp

Gln

Asp

His

val

325

Cys

Ala

Asn

Ser

Phe
405

ES 2556221 T3

Lys
Asn
Arg
Glu
230
FPhe
Phe
Arg
val
Ala
310
Thr
Asp
Glu
Thr
Val

390

Lys

Ile
Ser
Asn’
215
Leu
Ser
Asp
Trp
Val
295
Phe
Ile
Lys
Tyr
Val
375

Lys

Ile

Leu

Ile

200

Tyx

Tyr

Asn

Ile

Tyr

280

ile

Asp

Met

Ile

Gly

360

Asn

Glu

Glu

20

Ala

185

Pro

Lys

Asp

Leu

His

265

Ala

Ile

Tyrxr

Asp

Ile

345

Ser

Glu

Phe

Leu

Trp

Asp

Gly

Met

Cys

1250

Glu

Asp

Ala

Val

Asp

330

Glu

Glu

Leu

Leu

Asp
410

Thr

Lys

ile

Thr

Thx

Lys

Thr

220

Tyr

235

Asn

Ala

Cys

Asn

Arg

315

Phe

Leu

Glu

Ala

Val

395

Thr

Glu
Gln
Arg
TIyr
300
Leu
Phe
val
Leu
Glu
380

Lys

Trp

Ile

Leu

205

Ile

Tyr

Asp

Asn

Leu
283

Leu

Ala

Asp

Lys

Glu

365

Arg

Leun

Ser

Phe

190

His

Arg

Gln

Phe

Gln

270

Asp

Ala

Phe

Cys

Glu

350

Ile

Ala

Trp

Asn

Leu

Lys

Leu

Ala

Leu

255

Lys

Thr

Ser

Ala

His

335

Trp

Leu

Arg

vVal

Gly
415

Asn

Leu

Gly

Leun

240

Val

Gly

Leu

Leu

Lys

320

Gly

Lys

Phe

Val

Glu

400

Thr



ES 2556221 T3

Glu lle Ser Asn

430

Gln Gln Phe Ser Leu

420

Ser Ser

425

Ser Asp Tyr Trp Gly

Thr Thr Phe Val

440

Leu Leu Leu Met Gln Val Leu

435

Ser Arg Gly Gly

445

Lys

Met Met Ser Glu Glu Thr Leu His

455

Ser Asp Glu Leu Cys Asp Ala Arg
450 ’ 460 ’

Val
465

Met Val Val

475

Cys Gly Arg Leu Leu Asn Ser Ser Glu

470

Asp Cys Arg

480

Glu Glu Glu Ile Ala Ile Leu Ala

485

Ser Ser Leu

490

Asn
485

Arg Gly Lys Tyr

Thr Glu Val Glu Ala Ile

510

Ser Ala Glu

505

Lys Asp

500

Gly Arg Lys Glu Asp

Ile Glu Gln Ile val

515

Glu His Val

520

Met Val Leu

525

Asn Tyr Trp Arg Lys

Glu Ile Leu Pro Val Phe Leu

535

Tyr Lys Ser

330

Lys Arg Arg Cys Lys

540

Asp

Glu
545

Ala Thr

550

Met Phe Ala Ile Glu Leu

560

Lys Gly Tyr Tyr Gly Asn

555

Asp

Phe Val Phe

375

Thy Gln Gln Ser Glu Ser

565

Ser Pro Lys Asp Met

570

Lys

<210> 2

<211> 1728

<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 2

atgtcgcteg
aaagaaaaat
gttaactgea
gaagacgata
tgtataatcg
actattctag

gttactactc

ccttecaacgt
ttccagteca
gccttactac
aatttccaac
acacccttca
ataacacatt

atgcaatggc

cyggagttacy
aggatttect
aatagattte
gacaacgact
aaggttgggg
caggttgtgg

atttaggett

cctttctecy
gtgaccaccc
atggcgaaaa
cttcgatccg
gtcgatcaat
caagaaaaac

ttgcgagtga

21

gocaaagagt
ccaataggtc
tgaaagagaa
aagatatacc
tcttcecaata
acaaagttat

aaggatacga

tgggagcagyg
acgtctcatc
tttcaagagg
ctctaatttg
tgaaatcaac
atatggcaat

agtttcatca

60

120

180

240

300

360

420



10

15

gaggagttgyg
atgattattg
gaaaaaatte
cccgacaaaa
ataagattgg
éaatctacaa
gatttcgata
gcagattgta
ttggcttcat
acatctgtge
tgtgacaaga
tctgaggage
agggetegtyg
atactctcag
gatgaataca
étgcaattcg
ttggctagge
gagcgcgagy
ggaagaaaag
tggagaaaag
gatgtaﬁttt

acttctectoe

<210> 3
<211> 22
<212> ADN

cfccatatgg
agctttatag
ttgcttggac
aactgcacaa
gagctagacg
acaggttctc
tacatgaagc
ggttggacac
taattattgg
ttgtaacaat
tcattgaatt
ttgagatcct
ttgaacaggé
cttteaagat
tttcttegte
tcggagtaaa
atgtectgtat
aaaatattgc
ttagtgaaga
tgttgcagat
tggagatggc

agcaatccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo

<220>

<221> misc_feature
<222> (6) .. (6)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (15) .. (15)
<223>nesa,c,g,ot

ES 2556221 T3

taaccaagag
agcagcaaat
taccatcttt
actggtggaa
aaacctcgag
taatttatgc
ccagaaccag
cttaaacttt
tgatcatgcey
tatggatgat
agtaaaagaa
ttttatggeg
gegtagtgte
agaattagat
gtggttgteg
attgtcegat

ggtcggceygy

aggaaaaagt

‘tgaagccatt

tgtgtataaa
taagggtacyg

ggaagatatg

gotgttagee
gagagaatat
ctcaataage
ttctacttga

ctatatgaca

aacgaagatt’

aaaggactte
ggaagagatg
tttgactatyg
tttttcgact
tggaaggaga
ttgtacaata
aaagagtttc
acatggagca
aacggttcece
gaaatgcetta
ctgctcaacg
tatagcattc
gcagagatca
aaagaaagca
ttttatgett

aaatecttig

22

agcaaacaaa
atgaagaaga
aagtgcaaga
ggaattacaa
tgacctacta
ttectagtett
aacaactgcea
tagttattat
ttcgtectege
gtcatggete
atccggatge
cagtaaatga
tagtcaaact
atggcacgca
ggctgacagg
tgagtgaaga
acgtgtgcag
tactagcaac
atgaaatggt
ttttgccaag
atgggatcaa

tettttga

tgacctgeccg

gaggagtctt
taactcaatt

aggcataacc

tcaagetetyg

¢gcaaagcaa

aaggtggtat
tgctaattaﬁ
atttgccaaa
tagtcaagag
agagtacgga
gttggcggag
gtgggttgaa
gcaaagcttce
tctectgacyg
gtgcactgat
ttctgagagy
tgagaaagat
tgaatatcac
aagatgcaaa

cgatgaatty

480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080

1146

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1728



10

15

20

25

30

35

<220>

<221> misc_feature
<222>(18) .. (18)

<223>nesa,

<400> 3

c,g,ot

gayrtngayg ayacngcnat gg

<210> 4
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso

<220>

<221> misc_feature

<222> (6) .. (6
<223>nesa,

<220>

)

c,g,ot

<221> misc_feature
<222>(9) .. (9)

<223>nesa,

<220>

c,g,ot

<221> misc_feature
<222> (15) .. (15)

<223>nesa,

<400> 4

c,g,ot

gtyttnccna kccanacric ryyt

<210>5
<211> 354
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 5

gegttagget
agcaacaaga
tgtacaatct.
ccactaaatt
gatgggtgat

acgccactet

<210>6
<211> 29
<212> ADN

tctcaaaatg
tggtaaattt
ttatagggcet
tgocctttaac
atccogaccac

accccocgagtc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2556221 T3

22

24

cacggatacg
tcctgetaca
gctcaactaa
ttcttgcaag
ttatttgaty

gaggctgeat

acgtcgatce
ttggtcaate
gatttccagg
aaatgctagt
agataaagct

attatctaga

<223> Cebador disefiado especificamente para FN23

23

aaatgtacta

ggtcgagtet

agaagaagtt
caaagatcga

ggggttgaag

ccattatget

aaacattteca
gcatctecaa
cftgaégaag
cttcaagéaa
atgccatggt

ggtt

60

120

180

240
300

354



10

15

20

25

30

35

ES 2556221 T3

<400> 6

gcacggatac gacgtcgate caaatgtac 29

<210>7

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador disefiado especificamente para FN23

<400>7

gggctgctea actaagatit ccaggag 27
<210>8
<211> 29

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador disefiado especificamente para FN23

<400> 8

gggtgatatc cgaccactta titgatgag 29
<210>9

<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia adaptadora para prolongar los cebadores oligodT

<400> 9

aattcggtac cegggatect tttttittit ttittt 38
<210> 10
<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

aattcggtac cogggatec 19
<210> 11
<211> 1271

<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 11

24



10

15

aagaagttct
aagatcgact
ggttgaagat
attatgcetgg
gcaatgatac
agttggagtg
taagcaaaag
agagaactca
catttgtcaa
aaataattag
atcaacttct
aatggttcat
cgaacacgct
cggectetgte
agattctcca
cgttggtgaa
cgttettgte
atcttecatat
tgcagtccac
tttaaaataa
taatttatta

daaaaaaaaa

<210> 12
<211> 32
<212> ADN

tgaagaagcc
tcaagaaaga
gecatggtac
ttectggtgat
atacaaggag
gatcecatatyg
agagttgctt
agagaggctt
cattagtgga
tagtgccaat
agacggattc
gaaagtgcag
caacatctge
caccctcaca
agttgtggat
gttagtgctt
ggtttccaag
cttcaaagta
gtagataatt
tatgttaaga
attgttacac

a

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2556221 T3

actaaatttyg
tgggtgatat
gecactctac
gtatggattg
cttgcgatat
caggaatggt
cgctcttact
ctgtgggeea
acaacactat
gaagatcaag
gatatataca
caaggagagg
geeggectca
aataaaatct
gggagcataa
caagaaaatg
actttctact
ctecttrcogac
attttaaaat
atggacccta

catttcggaa

cetttaactt
cecgaccactt
cccgagtega
gcaagagttt
tggatttcaa
acgacagatyg
ttctggecge
aaaccagaat
ctttggacta
gactggctgg
ctctccatca
gaagcggcgg
acgaagacgt
graatcgect
aggataagga
geggcgeogt
acgatgccta
cggttgtatg
aaaggataaa
aataagagcg

taaaatgatg

<223> Cebador disefiado especificamente para FN23

<400> 12

catggcatct tcaacccceag ctttatetea te

<210> 13
<211>33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

32

<223> Cebador disefiado especificamente para FN23

25

cttgcaagaa
atttgatgag
ggctgeatat
ctacaggaty
cagatgccaa
cagccettage
agcaaccata
tctttcotaag
caatttcaat
gactctgetg
actcaaacat
ggaagacgeg
gttgtccaac
cgeccaaatt
gctagaacag
agacagaaac
ccacgacgat
aaaaatattt
ttaacgagaa
tcgaaacatg

ttattteottt

atgctagtca
ataaagcectgg
tatctagacc
ccagaaatca
acacaacatc
gaattcggga
ttcgaaccygg
atgatcactt
ggectegaty
gcaaccttec
gtttggagec
gtgctectag
aatgaataca
caagacaata
gatatgcagg
atcagacaca
gagacgacceqy
taagctegte
actgacgcecat
cattgggata

ttcatatgta

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

1020

1080

1140

1200

1260

1271



10

15

<400> 13

gtgatcggat atcacccate titettgaag teg

<210> 14
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2556221 T3

33

<223> Cebador disefiado especificamente para FN23

<400> 14

cattggagat geagactcga cogattgace 30

<210> 15
<211> 1449
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 15

caaaattcte
tgggaaattg
gegattatece
aaaagcagca
tcccaaatag
atttcecttg
gagtacgtcc
gacacggcag
tcatgtcteg
ttctgtattt
aaccttcact
cttaaaggtyg
atgecaaatgg
gagattgctg
atgccaacyga

ctgaaactge

ttccattttt
aaaaatagaa
ggcgeaggct

gcaaacacgc

ctgaattgag

ttcaaactcc
aaaatctgtt
tgatcgeect
agtggatecge
atgatcggat
ctgatattat
caaatgttga
ccacagattt
acacaaaaca
atttactgta

agtcgggcaa

aagataatag
aataaagaty
gcagctacag
gccettgace
agtaacaagc
gcataaggtt
gatgacgtcy
gatcaaggac
gcaccaccaa
tctaaataca
tgaaaaagga
gcacaggaca
gggcatccaa
acaaagattg
cagtttagaa

tggetectte

taatattcta
acttctgtaa
ccggaatttc
ttgagttgee
ctggatgegt
gaggttaatyg
ggcgacgggce
ttgaaagggce
ctggetgatg
ttggcatgty
gtgacgtaca
geggggttcg
gatctgeect
aaagagatac

gggttaggag

ctcacttege

26

attttecccte
atttgagcag
atgccgagtg
aaatccgtcé
cgcaagegag
aaaagatcga
gaataagcgt
gogacgeoce
gctecatggyyg
tcgtagectt
tcaaggagaa
aacttgtggt
atgatcatcc
ccaaggattt
atttggagtg

cgtegtecac

caaaaacteg
agcaccagca
ttcatggctg
taagcaactc
tgaaaaagac
ggagtcaatc
gtcaccctat
gcagtttceg
cgacgaattc
gaaatcatgg
tgtgcataaa
tectactette
cctcatcaag
ggtttaccaa
ggaaaggcta

cgeegeegte

60
120
180
240
300
360
420

486

540

600
660
720
780
840
200

960



ttgatgcata
gacggaggag
aggctacaac
cacatcgaaa
gatattgatg
ccaaatgtac
tcggtcgagt
ggagaagaag
gtcaaagat
<210> 16

<211> 2655
<212> ADN

ccaaagatga
caccacatac
gectaggaat
gegtttggga
acacgtccat
taaaacattt
ctgcatctcc

ttcttgaaga

<213> Salvia sclarea

<400> 16

ES 2556221 T3

aaaatgttty
ttatccagte
ttectegtttc
ggagaccgga
gggcegttagg
caagcaacaa
aatgtacaat

agccactaaa

aaatacatcg
gatatcttet
ttccagecacy
gttttecagtyg
cttctcaaaa
gatggtaaat
ctttataggg

tttgccttta

27

aaaacgccct
caagactttyg
agatcaagta
géagatatac
tgcacggata
tttectgcta
ctgctcaact

acttcttgca

caagaattgce
ggeaatcgat
tttettagat
gaaatttage
cgacgtegat
cattggtcaa
éagatttcca

agaaatgcta

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1449



caaaattcte
tgggaaattg
gegattatcec
aaaagcagca
teccaaatag
atttcecttg
gagtacgtcc
gacacggeag
tcatgtctcg
ttctgtattt
aaccttcact
cttaaaggtg
atgcaaatgg
gagattgctg
atgccaacga
ctgaaactgc

ttgatgcata

gacggaggag

tteoecattitt
aéaaatagaa
ggcgcagget
gcaaacacgc
ctgaattgag
ttcaaactcc
aaaatctgtt
tgatecgecct
agtggatcgce
atgatcggat
ctgatattat
caaatgttga
ccacagattt
acacaaaaca
atttactgta
agtcgggecaa
ccaaagatga

caccacatac

ES 2556221 T3

aagataatag
aataaagatyg
gcagctacag
gcecttgace
agtaacaagc
gcataaggtt
gatgécgtcg
gatcaaggac
gcaccaccaa
tctaaataca
tgaaaaagga
gcacaggaca
gggcatccaa
acaaagattg
cagtttagaa
tggctecttce
aaaatgtttg

ttatccagte

taatattcta
acttctgtaa
ccggaatttc
ttgagttgec
ctggatgegt
gaggttaaty
ggcgacgggc
ttgaaagggce
ctggctgaty
ttggcatgty
gtgacgtaca
gcggggttcyg
gatctgeect
aaagagatac
gggttaggag
ctcacttege
aaatacatcyg

gatatcttct

28

attttceccte
atttgagcag
atgeccgagty
aaatccgtcc
cgcaagcgag
aaaagatcga
géataagcgt
gcgacgeccee
gctcatggygg
tegtageett
tcaaggagaa
aacttgtggt
atgatcatce
ccaaggattt
atttggagtyg
cgtcgtccac
aaaacgccct

caagactttg

caaaaactag
agcaccagea
ttcatggctg
taagcaactce
tgaaaaagac
ggagtcaatc
gtcacectat
gcagtttccg
cgacgaattc
gaaatcatgg
tgtgcataaa
tcctactttt
cctcatcaag
ggtttaccaa
ggaaaggcta
cgecegeegte
caagaattgc

ggcaatcgat

60
120
1g0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080



aggctacaac
cacatcgaaa
gatattgatg
ccaaatgtac

tcggtcgagt

ggagaagaag

gtcaaagatc
ctggggtiga
gaccattatg
atcagcaatg
catcagttgg
gggataagca
ceggagagaa
actteattty
gatgaaataa
ttccatcaac
agecaatgat
ctagcgaaca
tacacgyggctc
aataagattc
caggcgttgyg
cacacgtttt
accgatctte
cgtctgeagt
¢ccattttaaa
.gatataattt

tgtaaaaaaa

<210> 17
<211>785
<212> PRT

gcctaggaat
gegtttggga
acacgtccat
taaaacattt
ctgcatctee
ttcttgaaga
gacttcaaga
agatgccatyg
ctggttctgg
atacatacaa
agtggatcca

aaagagagtt

ctcaagagag

tcaacattag
ttagtagtge
ttetagacgg
tcatgaaagt
cgeteaacat
tgtccaccct
tccaagtigt
tgaagttagt
tgtcggtttc
atatcttcaa
ccacgtagat
ataatatgtt
attaattgtt

aaaaa

<213> Salvia sclarea

<400> 17

ES 2556221 T3

ttctcgttte
ggagaccgga
gggcgttagg
caagcaacaa
aatgtacaat
agccactaaa
aagatgggtg
gtacgccact
tgatgtatgy
ggagettgey
tatgcaggaa
gottegetet

gcttetgtgy

tggaacaaca

caatgaagat
attcgatata
gcagcaagga
ctgegeocgac
cacaaataaa
ggatgggage
gcttecaagaa
caagacttte
agtactcttt
aagttatttta
aagaatggac

acaccatttc

ttceageacyg
gttttcagtyg
cttctcaaaa
gatggtaaat
ctttataggg
tttgccttta
atatccgacc

ctacccegag

attggcaaga

atattggatt
tggtacgaéa
tactttctgg
gccaaaacca
ctatctttgy
caaggactgg
tacactetec
gagggaagcey
ctcéacgaag
atctgcaatc
ataaaggata
aatggcggcyg
tactacgatyg
cgaccggtty
aaataaagga
cctaaataag

ggaataaaat

29

agatcaagta
gaagatatac
tgcacggata
tttecetgeta
ctgctcaact
acttcttgea
acttatttga
tcgaggetge
gtttetacag
tcaacagatg
gatgcagect
ccgcagcaac
gaattctttce
actacaattt
ctgggactet
atcaactcaa
gcggggaaga
acgtgttgte
gecteogeeca
aggagctaga
cegtagacag
cctaccacga
tatgaaaaat
taaattaacyg
agcgtcgaaa

gatgttattt

tttettagat

gaaatttage
cdacgtcgat
cattggtcaa
aagatttcca
agaaatgcta
tgagataaag
atatfatcta
gatgccagaa
ccaaacacaa
tagcgaattc
catattcgaa
taagatgatc
caatggccetc
gctggeaace
acatgtttgg
cgeggtgete
¢caacaatgaa
aattcaagac
acaggatatg
aaacatcaga
cgatgagacyg
attttaagcet
agaaacgacg
catgcattgg

ctttttcata

11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2655



Met
Arg
Ser
Lys
Ser
65

vai
Leu
Thr
Gln
Gly
145
Thr
Ile
Lys
Pro

Tyr
225

Thr
Leu
Ser
Gln
50

Gln
Glu
Leu
Ala
Phe
130
Ser
Leu
Ile

Gly

Thr

210

Asp

Ser

Gln

_Ser

Len
Ala
Val
Met
Val
115
Pro
Trp
Ala
Glu
Ala
195
Phe

His

val

Leu
20

Lys

Ser

Ser

Asn

Thr

100

Ile

Ser

Gly

Cys

Lys

180

Asn

Met

Pro

Asn
Gln
His
Gln
Glu
Glu
85

Ser
Ala
Cvs
Asp
Val
165
Gly
val

Glin

Leu

Leu
Pro
A_la
Ile
Lys

70

Lys

Leu
Leu
Glu
150
Val
Val
Glu

Met

Ile
230

Pro
- - .- 40 -

ES 2556221 T3

Ser

Glu

Ala

39

Asp

Ile

Asp

Ile

Glu

135

Phe

Ala

Thr

His

Ala

215

Lys

Arg

Phe

Leu

Glu

Ile

Glu

Gly

Lys

120

Trp

Phe

Leu

Tyr

Arg

200

Thr

Glu

Ala

His

25

Thr

Leu

Ser

Glu

Arg

105

Asp

Ile

Cys

Lys

Ile
185

Thr

Asp

Ile

30

Fro
10

Ala

Leu

Arg

Leu

Ser

90

Ile

Leu

Ala

Ile

Ser

170

Lys

Ala

Leu

Ala

Bla

Glu

Ser

vVal

Val

75

Ile

Ser

Lys

His.

Tyr
155
Trp
Glu
Gly

Gly

AsSp
235

Ala
Cys
Cys
Thr
60

Gln
Glu
Val

Gly

His

Ile

Ser

Gin

45

Ser

Thr

Ty

Ser

Arg

125

Gln

140

Asp

Asn

Asn

Phe

Ile

220

Thr

Arg

Leu

Val

Glu

205

Gln

Lys

Ile

Trp

30

Ile

Leu

Pro

Val

Pro

110

Asp

Leu

Ile

His

His

120

Leu

Asp

Gln

Arg
15

Leu

Arg

Asp

His

Gln

95

Tyr

Ala

Ala

Leu

Ser

175

Lys

Val

Leu

Gln

Arg

Lys

Pro

Ala

Lys

80

Asn

Asp

Pro

Asp

Asn

160

Asp

Leu

Val

Pro

Arg
240



Leu

Leu

Lys

Ala

Glu

305

Val

Gly

Ile

Lys

Met

385

Gln

Ser

Glu

Glu

His

4653

Thr

Lys

Tyr

Leu

Ala

299

Asn

Asp

1le

Glu

Phe

370

His

Asp

Pro

Glu

Met

450

Leu

Leu

Glu

‘Ser_

Gln
275

Val

Ala

Ile

Ser

Ser

355

sSer

Gly

Gly

Met

Val

435

Len

Phe

Pro

Ile

Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Arg
340
Val
Asp
Tyr
Lys
Tyr
420
Leu
Val

Asp

Arg

Pro
245
Glu
Gly
Met
Lys
Ser
325

Phe

Trp

Ile

Asp

Phe

405

Asn

Glu

Lys

Glu

Val

Lys
Giy
Zsn
His
Asn
31Q
Arg
Phe
G_J_.u
Asp
Val
390
Ser
Leu
Glu
Asp
Ile

470

Glu

ES 2556221 T3

Asp

Leu

Gly

Thr

293

Cys

Leu

Gln

Glu

Asp

375

Asp

Cys

Tyr

Ala

Arg

455

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

280

Lys

Asp

Trp

His

Thr

Val

Bsp

265

Fhe

Asp

Gly

Ala

Glu

345

Gly

360 -

Thr

Pro

Tyr

Arg

Thr

440

Leun

Leu

Ala

Ser

Asn

Ile

Ala

425

Lys

Gln

Gly

Tyr

31

Iyr

250

Leu

Leu

Glu

Gly

Ile

330

Ile

val

Met

val

Gly

410

Ala

Phe

Glu

Leu

Tyr

Gln

Glu

Thr

Lys

Ala

315

Asp

lys

Phe

Gly

Leu

395

Gln
Gln
Lla
hre
Lys

475

Leu

Met
Trp
Ser
Cys
300
Pro
Arg
Tyr
Ser
Val
380
Lys
Ser
Leu
Phe
Trp
460

Met

BAsp

Pro

Glu

Fro

285

Leu

His

Leu

Phe

Gly

365

Arg

His

Val

Arg

Asn

445

val

Fro

His

Thr

Arg

270

Ser

Lys

Thr

Gln

Leu
350

'Arg

Len

Phe

Glu

Phe

430

Fhe

Ile

Trp

Tyr

Asn

255

Leu

Ser

Tyr

Tyr

Arg
335

Asp

TYTr

Len

Lys

Ser

415

Pro

Leu

Ser

Tyr

Ala

Leu

Len

Thr

Ile

FPro

320

Leu

His

_Thr

Lys

Gln

400

Ala

Gly

Gln

ASp

Ala

480

Gly



Ser
Ser
Gln
Aryg
545
Ser
Glu
Ser
Asn
Ala
625
Ile
Lys
Ala
Asn
Arg

705

Ser

Gly
Asn
Thr
530
Cvs
Tyr
Arg
Phe
Gly
610
Cly
Tyr
Val
Asn
Asn
690

Leu

"Ile

Asp

Asp:
515

Gln

Ser .

Phe
Leu
Val
585
Leu
Thr
Thr
Gln
Thr
675
Glu

Ala

Lys:

Val
500
Thr
Hig
Leu
Leu
Leu
580
Asrn
Asp
Leu
Leu
Gln
660
Leu
Tyr

Gln

Asp

485.

Trp

Tyr

Gln

Ser

Ala

565

Trp

Ile

Glu

Leu

His

645

Gly

Asn

Thr

Ile

Lys

725

Ile

Lys

Leu

Glu

530

Ala

Ala

Ser

Ile

Ala

630

Gln

Glu

Ile

Ala

Gln
710

-Glu

ES 2556221 T3

Gly

Glu

Glu

535

Phe

Ala

Lys

Gly

Ile

615

Thr

Leu

Gly

Cys

Leu

695

Asp

Leu

Lys
Len
520
Trp
Gly
Thr
Thr
Thr
600

Ser

Fhe

Lys-

Ser

Ala

630

Ser

Asn

Glu

Ser
505
Ala
Ile
Ile
Ile
Arg
585
Thr
Ser
His
His
Gly
6565
Gly

Thr

Lys

Gln .

430

Phe

Ile

His

Ser

Phe

570

Ile

Leu

Ala

Gln

val

650

Gly

Leu

Leu

Ile

Asp
730

32

Tyr

Leu

Met

Lys

555

$lu

Leu

Ser

Asn

Leu

635

Trp

Glu

Lsn

Thr

Leu

715

Met

Arg

Asp

Gln

540

Arg

Pro

Ser

Leu

Glu

620

Leu

Ser

Asp

Glu

Asn

700

Gln

Gln

Met

Phe

525

Giu

Glu

Glu

Lys

Asp

605

Asp

ASP

Gln

Ala

Asp

685

Lys

val

Ala

Pro
510
Asn
Trp
Leu
Arg
Met
590
Tyr
Gln
Gly
Trp
val
670

Val

Ile

Val

Leu

495

Glu

Arg

Tyr

Leu

Thr

575

Ile

Asn |

Gly

Phe

Phe

" 655

Leu

Leu

Cys

Asp

Val
735

Ile

Cys

Asp

Arg
560

Gln

Thr

Leu
Asp
640
Met
Leu
Ser
Asn
Gly
720

Lys=



10

15

20

25

30

ES 2556221 T3

Leu Val Leu

740

Thr Phe Leu

755

Gln Glu Asn Gly Gly

Ser Val Ser Lys Thr

760

Asp Glu Thr Thr Asp Leu His Ile

7710

Val
785

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

tactgacata tgacttctgt aaattigagc agagcacc

<210> 19

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
ttggtaccic atacaaccgg tcgaaagagt acttig
<210> 20
<211> 31

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20

gttaggagtog atccacatge aggaatggta ¢ 3

<210> 21

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21

gtaccattce tgcatctgga tecactceaa 3

775

38

36

Ala
745

Phe

Phe

33

Val Asp Arg Asn Ile Arg His
750 ’

Tyr Tyr Asp Ala Tyr His Asp
: 765

Lys Val Leu Phe Arg Pro Val
780



<210> 22
<211> 2358
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 22

atgacttetg
cagccggaat
acettgagtt
agectyggatag
gttgaggtta
tegggcgacyg
gacttgaaag
caactggctg
acattggecat
ggagtgacgt
acagcggggt
céagatctgc
ttgaaagaga
gaagggttag
ttectcactt
ttgaaataca
gtcgatatct
ttcticcage
ggagttttca
aggcttetcea
caagatggta
aatctttata
aaatttgecct
gtgatatceg

actctaccce

taaatttgag
ttecatgccga
gccaaatccg
cgtcgcaagce
atgaaaagat
ggcgaataag
ggcgogacgc
atggctcatg
gtgtcgtage
acatcaagga
tcgaacttgt
cctatgatca
tacccaagga
gagatttgga
cgeegtegte
tcgaaaacgc
tctcaagact
acgagatcaa
gtggaagata
aaatacacqg
aattttoctg
gggctgctca
ttaacttctt

accacttatt

gagtcgagge

ES 2556221 T3

cagagcacca
gtgttcatgg
tcctaagcaa
gagtgaaaaa
cgaggagtca
cgtgtecacce
cccgeagttt
gggcgacgaa
cttgaaatca
gaatgtgcat
ggttcctact
tccectcatce
tttggtttac
gtgggaaagg
caccgeegec
cctcaagaat
ttgggcaatc
gtatttctta
tacgaaattt
atacgacgtce

ctacattogt

actaagattt

gcaagaaatg
tgatgagata

tgecatattat

gcagegatta
ctgaaaagea
ctctoccaaa
gacatttcce
atecgagtacg
tatgacacgy
ccgtcatgte
ttctictgta
tggaacctte
aaacttaaag
tttatgcaaa
aaggagattg
caaatgccaa
ctactgaaac
gtettgatge
tgcgacggag

gataggctac

‘gatcacateg

agegatattg
gatccaaatg
caatcggteg
ccaggagaag
ctagtcaaag
aagctggagt

ctagaccatt

34

ceceggegeag
gcagcaaaca
tagctgaatt
ttgttcaaac
tccaaaatct
cagtgatcge
tcgagtggat
tttatgatcg
actectgatat
gtgcaaatgt
tggeccacaga
ctgacacaaa
cgaatttact
tgcagtcggg
étaccaaaga
gagcaccaca
aacgcctagg
aaagcgtttg
atgacacgte
tactaaaaca
agtctgecatce
aagttcttga
atcgacttca
tgaagatgcec

atgctggttce

gotgcageta
cgecgeccettg
gagagtaaca
tcegeataag
gttgatgacyg
cctgatcaag
cgcgcaccac
gatitctaaat
tattgaaaaa
tgagcacagg
tttgggcatce
acaacaaaga
gtacagttta
caatggctec
tgaaaaatgt
tacttatcca
aatttctegt
ggaggagacce
catgggegtt
tttcaagcaa
tccaatgtac
agaagccact
agaaagatgg
atggtacgec

tggtgatgta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
. 600
660
720
780
840
900
960
1020
1080.
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



tggattggca
gcgatattgg
gaatggtacy
tcttactite
tgggccaaaa
acactatctt
gatcaaggac
atatacactc
ggagagggaa
ggcctcaacy
aaaatctgea
agcataaagyg
gaaaatggcyg
ttctactacg

tttegaccgy

<210> 23
<211> 2355
<212> ADN

agagtttcta
atttcaacag
acagatgcag
tggccgeage
ccagaattct
tggactacaa
tggctgggac
teocatcaact
gcggegggga
aagacgtgtt
atcgectege
ataaggagcet
gegecgtaga
aﬁgcctacca

ttgtatga

<213> Salvia sclarea

<400> 23

atgacttctg

cagccggaat
accttgagtt
agcctyggatg
gttgaggtta
tcgggegacy
gacttgaaag
caactgactg
acattggcat
ggtgtgacgt
acagcggggt

caaggtctgc

taaatttgag
ttcatgecga
gccaaatceg
cgtegeaage
atgaaaagat
ggcgaataag
ggcgegacge
atggetcatg
gtgtcgtage
acatcaagga
tcgaacttgt

cctatgatcea

ES 2556221 T3

caggatgcea
atgccaaaca
cocttagegaa
aaccatattc
ttctaagatyg
tttcaatgge
tctgctggca
caaacatgtt
agacgcggtg
gtccaacaat
ccaaattcaa
agaacaggat
cagaaacatc

cgacgatgag

cagagcacca
gtgttcatgg
tcctaageaa
gagtgaaaaa
cgaggagtca
cgtgtcacce
ccegragttt
gggcgacgaa
cttgaaatca
gaatgtgcat
ggttecctact

tceccctcatce

gaaatcagca
caacatcagt
ttegggataa
gaaccggaga
atcacttcat
ctcgatgaaa
accttceate
tgéagccaat
ctcectagega
gaatacacgg
gacaataaga
atgcaggcgt
agacacacgt

acgaccgatc

gcagcgatta
ctgaaaagcea
cteteccaaa
gacattteec
atcgagtacy
tatgacacyy
cegteatgte
ttcttctgta
tggaaccttc
aaacttaaag
tttatgcaaa

aaggagattg

35

atgatacata
tggagtggat
gcaaaagaga
gaactcaaga
ttgtcaacat
taattagtag
aacttctaga
ggttcatgaa
acacgctcaa
ctetgtecac
tteteccaagt
tggtgaagtt
ttttgtcggt

ttcatatctt

tcecggegeag
gcagcaaaca
tagctgaatt
ttgttcaaac

tccaaaatct

cagtgatege

tcgagtggat
tttatgatcg
aatctgatat
gtgcaaatgt
tggccacaga

ctgacacaaa

caaggagctt
ccacatgcag
gttgcttege
gaggcticty
tagtggaaca
tgccaatgaa

cggattegat

agtgcagcaa:

catctgegee

ccteacaaat
tgtggatgag
agtgcttcaa
ttccaagact

caaagtactce

gctgcageta
cgegeectte
gagagtaaca
tccgcataag
gttgatgacy
cectgatcaag
cgcgeaccac
gattctaaat
tattgaaaaa
tgagcacagg
tttgggcatc

acaacaaaga

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2358

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



ttgaaagaga
gaagggttag
ttcctoactt
ttgaaataca
gtcgatatct
ttcttccage
ggagttttéa
aggcttctea
caagatggta
aatctttata
aaatttgeccet
gtgatatcecg
actctaccecc
tggattggca
gcgatattgg
gaatggtacy
tettacttte
tgggccaaaa
acactatcett
caaggactgyg
tacactctee
gagggaagcyg
ctcaacgaag
atctgcaatc
ataaaggata
aatggeggcyg
tactacgatg

cgaceggtty

<210> 24
<211>785
<212> PRT

tacccaagga
gagatttgga
cgcegtegte
tcgaaaacgc

tctcaagact

acgagatcaa.

gtggaagata
aaatgcacgy
aattttecty
gggctgctca
ttaacttett
accacttatt
gagtcgaggce
agagtttcta
atttcaacaqg
acagatgcay
tggecgcage
ccagaattet
tggactacaa
ctgggactet
atcaactcaa
gcggggaaga
acgtgttgtc
gcctogeeca
aggagctaga
ccgtagacag
cctaccacga

tatga

<213> Salvia sclarea

<400> 24

ES 2556221 T3

tttggtttac
gtgggaaagg
caccgeegec
cctcaagaat
ttgggcaatc
gtatttctta
tacgaaattt
atacgacgtc
ctacattggt
actaagattt
gcaagaaatg
tgatgagata
tgcatattat
caggatgcca
atgccaaaca
ccttagegaa
aaccatattc
ttctaagatyg
tttcaatgge
gctggcaace
acatgtttgyg
cgeggtgete
caacaatgaa
aattcaagac
acaggatatg
aaacatcaga

cgatgagacyg

caaatgcceaa
ttactgaaac
gtcttgatgce
tgegacggag
gataggctac
gatcacatcg
agcgatatty
gatccaaatyg
caatecggteg
ccaggagaag
ctagtcaaag
aagctggggt
ctagaccatt
gaaatcagca
caacatcagt
ttcgggataa
gaaccggaga
atcacttcat
ctcgatgaaa
ttccatcaac
agccaatggt
ctagcgaaca
tacacggcte
aataagattc
caggcgttgy
cacacgtttt

accgatcette

36

cgaatttact
tgcagtecggy
ataccaaaga
gagcaccaca
aacgcctagy
aaagcgttty
atgacacgtc
tactaaaaca
agtctgecatce
aagttcttga
atcgacttca
tgaagatgcc
atgetggtte
atgatacaté
tggagtggat
gcaaaagaga
gaactcaaga
ttgtcaacat
taattagtgce
ttetagacgg
tcatgaaagt
cgctcaacat
tgtcecacccet
tccaagttgt
tgaagttaat
tgteggttte

atatcttcaa

gtacagttta
caatggctec
tgaaaaatgt
tacttatcca
aatttcteogt
ggaggagacc
catgggegtt
tttcaagcaa
tccaatgtac
agaagecact
agaaagatygyg
atggtacgcee
tggtgatgta
caaggagctt
ccagatgcag
gttgcttcge
gaggctteta
tagtggaaca
caatgaagat
attcgatata
gcagcaaéga
ctgcogeogge
cacaaataaa
ggatgggage
gcttcaagaa
caagacttte

agtacteottt

780
840
. 200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2355



Met

Arg

Ser

Lys

Ser

65

Val

Leu

Thr

Gln

Gly

145

Thr

Ile

Lys

Pro

Tyr
225

Thr

Leu

Ser

Gln

50

Gln

Glu

Leu

Ala

Phe

130

Ser

Len

Ile

Gly

Thr

210

Bsp

Ser

Gln

Ser

35

Leu

Ala

Val

Met '

Val

115

Pr_o

Trp

Ala

Glu

Ala

195

Phe

His

Val
Leun
20

Lys
Ser
Ser
Asn
Thr
100
Ile
Ser
Gly
Cys
Lys
180
Asn

Met

Pro

Asn

Gin

His

Gln

Glu

Glu.

85

Ser

Ala

Cvs

Asp

Val

165

Gly

Val

Gln

Leu

Leu
Pro
Ala
Ile
Lys
70

Lys
Gly
Leu
Leu
Glu
15¢
val
Val
Glu

Met

Ile

230
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Ser
Gllu
Pro
Ala
55

Asp
Ile
Asp
Ile
Glu
135
Phe
Ala
Thr
His
Ala

215

Lys

Arg
Phe
Leu
40

Glu
Iie
Glu
Gly
Lys
120
Trp
Phe
Leu
Tyr
Arg
200

Thr

Glu

Ala
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Thr Ala Val Ile Ala Leu Ile Lys Asp Leu Lys Gly Arg Asp Ala Pxo
115 120 125

Gln Phe Pro Ser Cys Leu Glu Txp Ile Ala His His Gln Leu Ala Asp
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Trp
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Leu

Gly

Thr

295

Cys

Leu

Gin

Glu

Asp
375

Phe

Leu

Tyr

Arg

200

Thr
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Trp
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Trp
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20

<210> 47

<211> 11

<212> PRT

<213> Salvia sclarea

<400> 47

Ala Thr Asp Asp Phe Val Asp Val Gly Gly Ser

1 5

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Salvia sclarea

<400> 48

Leu Leu Pro Lys Pro Cys Lys Glu Leu Phe Trp
10

1 5

<210> 49

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49

cttctacctt ggootgeatt ctigctc 27

<210> 50

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

5

49

10

10

10

15
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<220>
<223> Cebador

<400> 50
gagcaagaat gcaggcecaag gtagaag 27

<210> 51

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51

ctactcatgc aatggeattt aggctittge g 31
<210> 52
<211>33

<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 52

gtgaaaggat acgaagtitc atcagaggag tig 33

<210> 53

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53

gaggccaact cotetgatga aacttegtat ¢ 32

<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54
cactcgeaaa agectaaatg ceattgeatg 30
<210> 55
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
ctgatgatit tgtggatgtt gggggeage 29

<210> 56

50
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45

<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56

getgeececa acatccacaa aatcatecag

<210> 57

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57

ctccttccaa agocatgcaa ggaattatit tgg

<210> 58

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58

ccaaaataat tecttgeatg getttggaag gag

<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 59

gegtatciga tteotgooct tige 24

<210> 60

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60

gtttaattce ataggggatt tettcaag

<210> 61

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

ES 2556221 T3

29

33

33

51
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<400> 61

atgtegette ctetetecac tige

<210> 62

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62

cgaatgggtt totettttat atatagatac ag

<210> 63

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63

ttatatectt gotectgtit gttecttg

<210> 64

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 64

ES 2556221 T3

24

32

28

tcaaaagaca aaggatttca tatcttectt gg 32

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 65

caccctaata teaccegtac caaacg
<210> 66
<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 66

28

cctatagtgt caamagacaa aggatttcat atcttc 36

52
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<210> 67

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 67

gcttattgag aaagatggta gtccaagcaa g 31

<210> 68

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 68

gctctataaa getcaataat catcggeagg te 32

<210> 69

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 69

ccacaacctg aatgtgttat ctagaatagt gtigatttc 35

<210>70

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 70

ggaagaattg atcgaccece aacctitgaa gg 32

<210> 71

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71

ggcaatgtta ctactcatge aatggcattt agge 34

<210>72

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

53
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<400> 72

gcctaaatgc cattgcatga gtagtaacat tgcc

<210>73

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 73

gotggtcaca ggaaatcctt ggactgga

<210> 74

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 74

cctgetceca actetttgge cggag 25

<210>75

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 75
cotaactceg acgttgaagg cgagegac

<210> 76

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 76

caccatgteg ctegecttca acg 23

<210> 77

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 77

caccatggcg aaaatgaaag agaatttcaa gag

<210>78

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2556221 T3

28

28

34

33

54
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30

<220>

<223> Cebador

<400> 78

caccatgtcg cttoctotct ccac

<210> 79
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 79

ES 2556221 T3

24

caccatggaa actgggcttc aaactge 27

<210> 80
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 80

ttatatcctt getectgtit gttecttgag

<210> 81
<211> 547
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 81

agcggeceget
cgcetetete
gtatctgatt
gatttettca
agataccgcet
tcagcaaaaa
ttgtttcata
ccttetecaa
aaccagtgcc

gtccttit

<210> 82
<211> 1473
<212> ADN

gaattctaga
ctectetecte
cctgeecttt
aggcogecat
tgtcteetge
tcgectetat
aggatgaact
cttegttaga

atgatggttc

<213> Salvia sclarea

<400> 82

30

atttggatgt
tctctagaaa
gctaacttte
gtcgettect
ttcagcaget
gccagegtge
ttctgtgtey
ggaaccttge

gtgagccegt

ggaatagaat
atatgattgt
ccaaattttg
ctetcecactt
tctatggaaa
tttgaggaga
acatatgata
ttceccogatt

ceccaccate

55

tgacgaatgg
gcagttgagt
tecegtttaa
gcaatggatc
ctgggcttca
cgagagggég
cagcatgggt
gtctaaactg

actctttget

cgtgcaageg
tggcaaaage
ttccataggy
acattttegg
aactgctact
gatagcaaag
tgccatggtc
gtrgctcgag

aatgaaagat

60
i2¢0
i8¢
240
306
360
420
480
540

547



ctccatatgg
agctttatag
ttgottggac
aactgcacaa
gagctagacyg
acaggttctc
tacatgaage
ggttggacac

taattattgg

ttgtaacaat
tcattgaatt
ttgagatect
ttgaacaggg
ctttcaagat
tttcttegte
tcggagtaaa
atgtctgtat
aaaatattge
ttagtgaaga
tgttgeagat
tggagatggce
agcaatccaa
ggtgatatta
cgtggtteott

aattgttgga

<210> 83
<211> 207
<212> ADN

taaccaagag
agcagcaaat
taccatcttt
actggtggaa
aaacctcgag
taatttatgc
ccagaaccag
cttaaacttt

tgatcatgeg

tatggatgat
agtaaaaéaa
ttttatggcy
gcgtagtgte
agaattagat
gtggttgtcg
attgtccgat
ggtcggeegyg
aggaaaaagt
tgaagccatt
tgtatataaa
taagggtacg
ggaagatatg
gggtgtgtaa
tgcatatcaa

taaaaaaaaa

<213> Salvia sclarea

<400> 83

ES 2556221 T3

gctgttagee
gagagaatat
c£caataagc
ttctacttga
ctatatgaca
aacgaagatt
aaaggactte
ggaagagatg

trtgactatg

tttttegact
tggaaggaga
ttgtacaata
aaaéagtttc
acatggagca
aacggttece
gaaatgctta
ctgctcaacy
tatagcattc
gcagagatca
aaagaaagca
ttttatgett
aaatcctitg
tacaattatg
aaatttgaaa

aaaagaaaasa

agcaaacaaa
atgaagaaga
aagtgcaaga
ggaattacaa
tgacctacta
ttctagtttt
aacaactgea
tagttattat

ttegtetege

gtcatggetco
atecggatge
cagtaaatga
tagtcaaact
atggcacgca
ggctgacagg
tgagtgaaga
acgtgtgcag
tactagcaac
atgaaatggt
ttttgecaag
atgggatcaa
tcttttgaca
acactgtaat
atgttataag

aaa

56

tgacctgecy
gaggagtott
taactcaatt
aggcataacc
tcaagctctyg
cgcaaagcaa
aaggtggtat
tgctaattat

atttgccaaa

tagtcaagag
agagtacgga
gttggeggag
gtgggttgaa
gcaaagctte
Ectcctgacg
gtgcactgat
ttctgagagg
tgagaaagat
tgaatatcac
aagatgcaaa
cgatgaattg
ctataggctce
atttttattt

gatttgtatc

atgattattg
gaaaaaattc
cccgacaaaa
ataagattgg
aaatctacaa
gatttcgata
gcagattgta
ttggcttcat

acatctgtge

tgtgacaéga
tectgaggage
agggetegty
atactctcag
gatgaataca
atgcaatteyg
ttggctagge
gagcgcgagyg
ggaagaaaag
tggagaaaag
gatgtatttt
aﬁttctcctc
gtttaggtacg
gtacaaaaca

cactataaga

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
.780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1473
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cacatytgct ccgtggtcca tctattctac agtaaagacy acggattcac ctcgcaggat 60
ttgattcaag ttgtaaatgc aattattcac aaacctattg tccetcaagga acaaacagga 120
gcaaggatat aattttttta atctgtatct atatataaaa gagaaaccca ttcgttaaaa 130
taaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa ‘ ‘ 207
<210> 84
<211> 464
<212> ADN
<213> Salvia sclarea
<400> 84
aaattaatta ggaataaaaa aaattggact ttatatttat tagaaacggc cgccgecgca 60
aaaaaatgtc gctcocgecttc aacgtcocggag ttacgecttt ctecggecaa agagttggga 120
gcaggaaaga aaaatttcca gtccaaggat ttcctgtgac cacccccaat aggtcacgtce 180
tcatcgttaa ctgcagectt actacaatag atttcatggc gaaaatgaaa gagaatttca 240
agagggaaga cgataaattt ccaacgacaa cgactcttcg atccgaagat atacccteta 300
atttgtgtat aatcgacacc cttcaaaggt tgggggtcga tcaattcitc caatatgaaa 360
tcaacactat tctagataac acattcaggt tgtggcaaga aaaacacaaa dgttatatatg 420
gcaatgttac tactcatgea atggecattta ggcttttgeg agtg 464
<210> 85
<211> 2388
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 85

57



atgtcgette
gcottcagett
ccagegtget
tctgtgtcga
gaaccttgct
tgggccogtc
tgcattcttyg
tttatggagt
gatattgtat
gagccaacta
gatttttcat
cggaactggyg
tccacgacag
tcagcecttaa
cacctgtgea
attcaaagcg
atggatgcct
acttcagatc
gtgatggaca
gatgaaagag
tccaatggtt

gctatcgagt

ctctetecac
ctatggaaac
ttgaggagac
catatgatac
tcceocgattg
cccaccatea
ctcttaaaaa
tgaattttgc
ttcetgecat
cgttgaatga
cggatgggga

aatcagttat

cagctgcttt

agaagtttygg
tagttgacaa
tgttagatga
caacttgtgce
cggttacaaa
ttaacacgac
atctagtgag
ttattcaatc

atccatttta

ES 2556221 T3

ttgcaatgga

tgggettcaa,

gagagggagyg
agcatgggtt
tctaaactgg
ctetttgeta
atggggagtt
ttcagctact
gcttgattat
tttgatacat
agcctatigg
gaaatatcaa
tgttgcactg
gaatgcagtt
tcttgaaagg
aacacacaga
titagettre
aatteaacac
tcttgaatta
acaaaattta
atgtcaactt

tgcaattatg

tcacatttte
actgctactt
atagcaéagt
gccatggtcece
ttgctecgaga
atgaaagatg
ggtgaaaaac
gagaagtgte
gccagagact
aagagggatt
gcatatatag
agaaggaatg
ggcaattctg
cctgecagttt
ttggggatca
tgttggatge
cggatattge
gagtgcotitt
tatagggeat
aggcttaaac
ggaagaagtyg

gacagggtty

58

ggagataccg
cagcaaaaat
tgtttcataa
cttctccaac
accagtgcca
tectttotte
agattaacag
agattactec
tctetttgga
tggagettaa
ctgaaggaat
gatetettet
actgcctcaa
atcctetaga
gccgttatit
agggcaatga
gattgaacygd
cgagttcctt
ctgaactcat
aaatactaga
ttaatgcaga

caaaacggaa

cttgtectect
cgecctetatg
ggatgaactt

ttcgttagag

tgatggtteg

taccttyggec
gggcettgeat
catgggattt
catgcattta
aagcaagceea
ggggaattta
caactgtect
ctacctgcat
tatatattct
tttgactgag
agagatctte
atacgatgta
tcatggaaat
actatatcca
gcaagagcta
ggtgaaccag

aaatatagag

60
120
180
240 -
3q0
360
420
480

540

" 600

660

720

780

840

900

960

10290

1080

1140

1200

1260

1320



aactacaact
aacaaggatt
gaagaactca
gcaaggagta
ctacgtgatg
ttttttgacg
tgggatgtgg
cttaagagca
actaaccata
tgggctagag
tttgetcotgg
gagatggcaa
cttttaaatg
tétttgtaca
aaaagttgga
agtgtcette
ttctacagta

attcacaaac

<210> 86
<211> 795
<212> PRT

ttgataatac
ttetttttet
gggaacttga
agtctgcata
cacgcatgtce
tcggaggttc
atgttagcac
caatccgtga
taattggcat
acaactatgt
ggccaattgt
accaccccga
acatcegtygg
tggctaatca
ttgagagcag
caaagccatg
aagacgacgg

ctattgtecct

<213> Salvia sclarea

<400> 86

ES 2556221 T3

aagaattctyg
gtccgtagag
aagatgggtce
ttgttatttt
gtgggccaaa
tatggaagaa
agaatgctet
aattggatac
ttggttagat
cccaacaatt
tctgecaact
gtactataaa
tﬁatgagaga
tggtggtgaa
taggagagaa
caaggaatta
attcacctcyg

caaggaacaa

aaaacttcat
gacttcaatc
gtagagaata
tctgcageag
ggtggtgttc
ttgaagaact
tcccataatg
aaagggttga
ttgctgaatt
gatgaatata
ctatatcttg
ctattcaaat
gaactcaaag
gtaagtaaag
ttactgagat
ttttggcaca
caggatttga

acaggagcaa

59

attgttcacc
tgtgtcaage
gattggacga
caaccttttc
tgactacagt
taattcattt
tccagataat
agctacaagyg
ctatgatgaa
tgagcaatgc
ttgggccgaa
tgatgagcac
atggtaaact
aagcagccat
tagttttgga
tgtgctcetgt
ttcaagttgt

ggatataa

aaattttgge
cacacatcgc
gctgcagttt
tgctccagaa
gattgatgac
ggttgaaaaa
attttcagcea
gegttgtatt
agaaactgaa
atatgtgtca
gctectcagaa
atgeggacge
gaacgcgcta
ttcagagatce
9gggaagaag
ggtccatcta

aaatgcaatt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
23490

2388



Met

Arg

Thr

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ser

Arg

50

Asp

Leu

Ser

Ala
35

Ile

Thr

Pro

Pro

20

Lys

Ala

Ala

Leu

Ala

Ile

Lys

Trp

Ser

Ser

Ala

Leu

Val

ES 2556221 T3

Thr

Ala

Ser

Phe

55

Ala

Cys

Ser

Met

40

His

Met

Asn

Met

25

Pro

Lys

Val

60

Gly

Glu

Ala

Asp

Pro

Ser

Thr

Cvys

Glu

Ser

His

Gly

Phe

Leu

60

Pro

Phe

Leu

Glu

45

Ser

Thr

Arg

Gln

30

Glu

val

Ser

Arg

Thr

Thr

Ser

Leu

Tyr

Ala

Arg

Thr

Glu
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65 o 70 - 75 80

Glu Pro Cys Phe Pro Asp Cys Leu Asn Trp Leu Leu Glu Asn Gln Cys
85 90. 95

Hig Asp Gly Ser Trp Ala Arg Pro His His His Ser Leu Leu Met Lys
' 100 105 110

Asp Val Leu Ser Ser Thr Leu Ala Cys Ile Leu Ala Leu Lys Lys Trp
115 120 125 :

Gly val Gly Glu Lys Gln Ile Asn Arg Gly Leu His Phe Met Glu Leu
130 135 140

Asn Phe Ala Ser Ala Thr Glu Lys Cys Gln Ile Thr Pro Met Gly Phe
145 _ 150 155 . 160

aAsp Ile Val Phe Pro Ala Met Leu Asp Tyr Ala Arg Asp Phe Ser Leu
: . 165 170 175

Asp Met His Leu Glu Pro Thr Thr Leu Asn Asp Leu Ile His Lys Arg
150 185 ' 190

Asp Leu Glu Leu Lys Ser Lys Pro Asp Phe Ser Ser Asp Gly Glu Ala
195 200 205 '

Tyr Trp Ala Tyr Ile Ala Glu Gly Met Gly Asn Leu Arg Asn Trp Glu
216 215 : 220

Ser val Met Lys Tyr Gln Arg Arg Asn Gly Ser Leu Phe Asn Cys Pro
225 230 235 240

Ser Thr Thr Ala Ala Ala Phe Val Ala Leu Gly Asn Ser Asp Cys Leu
245 250 255

Asn Tyr Leu His Ser Ala Leu Lys Lys Phe Gly Asn Ala Val Pro Ala
260 265 270

Val Tyr Pro Leu Asp Ile Tyr Ser His Leu Cys Ile Val Asp aAsn Leu
: 275 280 285 '

Glu Arg Leu Gly Ile Ser Arxrg Tyr Phe Leu Thr Glu Ile Gln Ser Val
290 295 300

Leu Asp Glu Thr His Arg Cys Trp Met Gln Gly Asn Glu Glu Ile Phe
305 _ 310 315 320

61



Met

Gly

Phe

Glu

Leu

385

Ser

Glu

Val

Ile

Asp

Tyr

Ser

Leu
370

Val

Asn

val

Ala

Leu

- 450

Leu
465
Glu
Glu
Ala

Ala

Gly
545

Phe

Glu

Leu

Ala

Lys

530

Gly

Ala Ser Thr
325

Asp Val Thr
340

-Ser Ser Phe

355

Tyr Arg Ala
Arg Gln Asn

Gly Phe Ile
405

Azn Gln Ala
420

Lys Arg Lys
435

Lys Thr Ser

Leu Ser val

Leu Arg Glu
485

Gln Phe Ala

500

Thr Phe Ser
515

Gly Gly val

Ser Met Glu

Cys.

Ser

His

Ser

Leu

390

Gln

Ile

Asn

Tyr

Glu

470

Leu

Arg

Ala

Leu

Glu
550

ES 2556221 T3

Ala

Asp

Gly

Leu

Pro

Asn

360

Glu

375

Arg

Ser

Gln

Ile

Cys

455

Asp

Gliu

Ser

Pro

Thr
535

Leu

Leu

Leu

Cys

Tyr

Glu

Ala

Val

345

Val

Ile

Lys

Gln

Pro

425

Asn

440

Ser

Phe

Arg

Lys

Glu

520

Thr

Lys

Ero

Asn

Trp

Ser

505

Leu

Val

Asn

62

Phe

330

Thr

Met

Leu

Gin

Leu

Arg
Lys
Asp
e
ile

395

Gly

410

Phe

Tyr

Asn

Leu

val

490

Ala

Arg

Ile

Leu

Tyr
Asn
Phe
Cys
475
val
Tyr
Asp

Asp

Ile
555

Ile
Ile
Ile
Pro
380
Leu
Arg
Ala
Phe
Gly
460
Gln
Glu
Cys
Ala
Asp

540

His

Leu

-Gln

Asn

365

Asp

Glu

Ser

Ile

Asp

445

Asn

Ala

Asn

Tyr

arg

525

Phe

Leu

Arg

His
350

Thr

Glu

Gln

Val

‘Met.

430

Azn

Lys

Thr

Arg

Phe

510°

Met

Phe

Val

Leu

335

Glu

Tht

Arg

Glu

Asn

415

Asp

Thr

Asp

His

Leu

Ser

Ser

Asp

Glu

Asn

Cys

Leu

Asp

Leu

400

Ala

Arg

Arg

Phe

Arg

480

Asp

495

Ala

Trp

Val

Lys
560



Trp
Ile
Leu
Leu
Asn
625
Phe
Lys
Lys
Glu
Ala
705
Lys
Glu
His
Thr

Ile
785

Asp
Phe
Lys
Asp
610
Tyr
Ala
Leu
Leu
Arg
620
Asn
Ser
Gly
Met
Ser

770

Val

Val

Ser

Leu

595

Leu

Val

Leu

Ser

Met

675

Glu

His

Trp

Lys

Cys

755

Gln

Leu

Asp

Ala

580

Gln

Leu

Pro

Gly

Glu

Val
565
Leu
Gly
Asn

Thr

Pro
645

Glu-

660

Ser

Leu

Gly

Ile

Lys

740

Ser

Asp

Lys

Thr

Lys

Gly

Glu

725

Ser

Val

Leu

Glu

Ser

Lys

Arg

Ser

Ile

630

Ile

Met

Cys

‘Bsp

Glu
710
Ser
Val
Val

Ile

Gln
790

ES 2556221 T3

Thr

Ser

Cys

Met

615

Asp

vVal

Ala

Gly

Gly

695

Val

Ser

Leu

His

Gln

775

Thr

Glu
Thr
Ile
600
Met
Glu
Leu
Asn
Arg
680
Lys
Ser
Aryg
Pro
Len
760

Val

Gly

Cys

Ile

585

Thr

Lys

Tyr

Pro

His

665

Leu

Leu

Lys

Arg

Lys

745

Phe

Val

Ala

63

Ser
570
Arg
Asn
Glu
Met
Thr
650
Pro
Leu
Asn
Glu
Glu
730
Pro
Tyr

Asn

Arg

Ser

Glu

His

Thr

Ser

6353

Leu

Glua

Asn

Ala

Ala

715

Leu

Cys

Ser

Ala

Ile
795

His
Ile
Ile
Glu
620
Asn
Iyr
Tyrx
Asp
Leu
700
Ala
Leu
Lys

Lys

Ile
780

Asn

Gly

Ile

605

Trp

Ala

Leu

Tyr

Ile

683

Ser

Ile

Arg

Glu

Asp
765

Ile

Val

Tyx

590

Gly

Ala

Tyr

Val

Lys

670

Arg

Leu

Ser

Leu

Leu

750

asp

His

Gln

575

Lys

Ile

Arg

val

Gly

%55

Leu

Gly

Tyr

Glu

Val

735

Phe

Gly

Lys

Ile

Gly

Trp

Asp

Ser

€40

Pro

Phe

Tyr .

Met

Tle

720

Lenu

Trp

Phe

Fro
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15

20

25

30

<210> 87
<211> 536
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 87

aaattaatta
aaaaaatgtc
gcaggaaaga
tcatcgttaa
agagggaaga
atttgtgtat
tcaacactat
gcaatgttac

catcagagga

<210> 88
<211> 95
<212> ADN

ggaataaaaa
getogoctte
aaaatttcca
ctgcagectt
cgataaattt
aatcgacacc
tctagataac
tactcatgca

gttggcrocca

<213> Salvia sclarea

<400> 88

ES 2556221 T3

aaattggact
aacgtcggag
gtccaaggat
actacaatag
ccaacgacaa
cttcaaaggt
acattcaggt
atggcattta

tatggtaacc

ttatatttat
ttacgccttt
ttcoceotgtgac
atttcatggce
cgactctteg
tgggggtcga
tgtggcaaga
ggcttttgcg

aagaggctgt

tagaaacyggc
ctccggcecaa
caccoecaat
gaaaatgaaa
atccgaagat
tcaattcttce
aaaacacaaa
agtgaaagga

tagccageaa

cgccgeogea
agagttggga
aggtcacgtce
gagaatttca
ataccctcta
caatatgaaa
gttatatatg
tacgaagttt

acaaat

ttgeatcttc ttggcaaaat gctttcectttt ttatacacaa tctgcaacac ttttctccag

tgatattcaa ccatttcatt gatctctgca atgge

<210> 89
<211>55
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 89

tgaagcocag aaccagaaag gacttcaaca actgcaaagg tggtatgoag atigt 55

<210> 90
<211> 53
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 90

tactctgeat coggaticte cticcattet titactaatt caatgatctt gtc

<210> 91
<211> 2391
<212> ADN

<213> Salvia sclarea

<400> 91

atgtcgette ctetctcecac ttgcaatgga tecacattitc ggagataccg cttgtctcct

64

53

60
120
180
240
300
360
420
480

536

60

95



gcttcagett
ccagegtget
tctgtgtega
gaaccttget
tgggcecegtc
tgcattcttg
tttatggagt
gatattgtat
gagccaacta
gattttteat
cggaactggy
tccacgacag
tcagecettaa
cacctgtgca
attcaaageg
atggatgecet
acttcagatc
gtgatggaca
gatgaaagag
teccaatggtt
gctatcgagt
aactacaact
aacaaggatt
gaagaactca
gcaaggagta
ctacgtgaty
ttttttgacy
tgggatgtgg
cttaagagca

actaaccata

ctatggaaac
ttgaggagac
catatgatac
tececgatty
cccaccatca
ctctﬁaaaaa
tgzattttge
ttectgecat
cgttgaatga
cggatgggga
aatcagttat
cagectgettt
agaagtttgg
tagttgacaa
tgttagatga
caacttgtgce
cggttacaaa
ttaacacgac
atctagtgag
ttattcaatc
atccatttta
ftgataatac
ttctttttct
gggaacttga
agtctgcata
cacgeatgte
tcggaggttce
atgttageac
caatccgtga

taattggcat

ES 2556221 T3

tgggcettcaa
gagagggagyg
agcatgggtt

tctaaactgg

ctctttgecta

atggggagtt
ttcagctact
gcttgattat
tttgatacat
agcctattgg
gaaatatcaa
tgttgeactyg
gaatgcagtt
tcttgaaagg
aacacacaga
tttagettte
aattcaacac
tcttgaatta
acaaaattta
atgtcaactt
tgcaattatg
aagaattctg
gtoccgtagag
aagatgggtc
ttgttatttt
gtgggccaaa
tatggaagaa
agaatgctet
aattggatac

ttggttagat

actgctactt
atagcaaagt
gececatggtee
ttgctegaga
atgaaagatg
ggtgaaaaac
gagaagtgte
gccagagact
aagagggatt
gcatatatag
agaaggaatag
ggcaattetg
cctgeagttt
ttggggatca
tgttggatge
cggatattgce
gagﬁgctttt
tatagggcat
aggcttaaac
ggaagaagtyg
gacagggttyg
aaaacttcat
gacttcaate
gtagagaata
tctgcagcag
ggtggtgtte
ttgaagaact
tcecataatg
aaagggttga

ttgctgaatt

65

cagcaaaaat
tgtttcataa
cttetecaac
accagtgceca
tceoctttctte
agattaacag
agattactee
tctetttgga
tggagcttaa
ctgaaggaat
gatetetttt
actgectcaa
atcctctaga
geegttattt
agggcaatga
gattgaacgg
cgagttectt
ctgaactcat
aaatactaga
ttaatgcaga
caaaacggaa
attgttcace
tgtgtcaage
gattggacga
caacctttte
tgactacagt
taattecattt
tccagataat
agctacaagg

ctatgatgaa

cgectcetatyg
ggatgaactt
ttcgttagag
tgatggtteg
taccttggec
gggcttgcat
catgggattt
catgcattta
aagcaagcca
ggggaattta
caactgtecct
ctacctgeat
tatatattct
tttgactgag
agagatcttce
atacgatgta
tcatggaaat
actatateca
gcaagagcta
ggtgaaccag
aaatatagag
aaattttggc
cacacatcge
gctgcagttt
tgctccagaa
gattgatgac
ggttgaaaaa
attttcagca
gegttgtatt

agaaactgaa

120
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



tgggctagag
tttgectctygg
gagatggcaa
cttttaaaﬁg
tctttgtaca
aaaagttgga
agtgtcectte
ttctacagta

attcacaaac

<210> 92
<211> 2316
<212> ADN

acaactatgt
ggccaattgt
accaccccga
acatccgtgyg
tggctaatca
ttgagagcag
caaagccatg
aagacgacgyg

ctattgtect

<213> Salvia sclarea

<400> 92
atggaaactg
gaggagacga
tatgataéag
cecegattgte
caccatcact
cttaaaaaat
aattttgett
cotgcecatge
ttgaatgatt
gatggggaag
tcagttatga
gctgetttig
aagtttggga
gttgacaatc
ttagatgaaa
acttgtgett
gttacaaaaa

aacacgactc

ggcttitcaaac
gagggaggat
catgggttge
taaéctggtt
ctttgctaat
ggggagttgg
cagctactga
ttgattatgc
tgatacataa
cctattggge
aatatcaaag
ttgcactgygy
atgcagttce
ttgaaaggtt
cacacagaty
tagctttceyg
ttcaacacga

ttgaattata

ES 2556221 T3

cccaacaatt
tctgccaact
gtactataaa
ttatgagaga
tggtagtgaa
taggagagaa
caaggaatta
attcaccteg

caaggaacaa

tgctacttca
agcaaagttg
catggtcect
gctegagaac
gqaaagatgtc
tgaaaaacayg
gaagtgtcag
cagagacttc
gagggatttg
atatatagct
aaggaatgga
caattctgac
tgcagtttat
ggggatcagc
ttggatgeag
gatattgega
gtgctittcy

tagggceatct

gatgaatata
ctatatcttg
ctattcaaat
gaactcaaag
gtaagtaaag
ttactgagat
ttttggcaca
caggatttga

acaggagcaa

gcaaaaatcyg
tttcataagg
tctecaactt
cagtgecatg
ctttcttceta
attaacaggy
attactccca
tetttggaca
gagcttaaaa
gaaggaatgyg
tctecttttca
tgcctcaact
cctctagata
cgttattttt
ggcaatgaag
ttgaacggat
agttccettte

gaactcatac

66

tgagcaatgc
ttaggccgaa
tgatgagcac
atggtaaact
aagcagccat
tagttttgga
tgtgctetgt
ttcaagttgt

ggatataaaa

cctctatgec
atgaactttc
cgttagagga
atggttcogtg
ccttggeetg
gcttgeattt
tgggatttga
tgcatttaga
gcaagccaga
ggaatttacg
actgtecttce
acctgeatte
tatattctca
tgactgagat
agatcttcat
acgatgtaac
atggaaatgt

tatatccaga

atatgtgtca
gctctcagaa
atgcggaﬁgc
gaacgecgeta
ttcagagatc
ggggaagaay
ggteccatcta
aaatgcaatt

g

agegtgette
tgtgtcgaca
accttgette

ggccegteee

cattcttget

tatggagttyg
tattgtattt
gccaactacyg
tttttcatcyg
gaactgggaa
cacgacagca
agccttaaag
cctgtgeata
tcadagegty
ggatgectca
ttcagateccyg
gatégacatt

tgaaagagat

1220
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2391

&0.
120
180
240
300

"360
az0
480.
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



ctagtgagac
attcaatcat
ccattttatg
gataatacaa
ctttttctgt
gaacttgaaa
tctgecatatt
cgcatgtegt
ggaggttcta
gttagcacag
atccgtgaaa
attggecattt
aactatgtcc
ccaattgtte
caccccgagt
atcegtagtt
gctaatcatg
gagagcagta
aagccatgca
gacgacggat

attgtcctca

<210>93
<211> 1578
<212> ADN

aaaatttaag
gtcaacttgg
caattatgga
gaattctgaa
cegtagagga
gatgggtcegt
gttatttttc
gggccaaagg
tggaagaatt
aatgctcttce
ttggatacaa
ggttagattt
caacaattga
tgccaactct
actataaact
atgagagaga
gtggtgaagt
ggagagaatt
aggaattatt
tcacctegea

aggaacaaac

<213> Salvia sclarea

<400> 93

ES 2556221 T3

gcttaaacaa
aagaagtgtt
cagggttaca
aacttcatat

cttcaatctg

agagaataga-

tgcagcagca

tggtgttctg
gaagaactta
ccataatgte
agggttgaaq
gctgaattcet
tgaatatatg
atatcttgtt
attcaaattg
actcaaagat
aagtaaagaa
actgagatta
ttggcacatg

ggatttgatt

aggagcaagqg

atactagagc
aatgcagaqgg
aaacggaaaa
tgttcaccaa
tgtcaagcca
ttggacgagc
accttttetyg
actacagtga
attcatttgg
cagataatat
ctacaagggc
atgatgaaag
agcaatgcat
gggccgaagce
atgagcacat
ggtaaactga
gcagceattt
gttttggagg
tgctctgtgy
caagttgtaa

atataa

67

aagagctatc
tgaaccaggc
atatagagaa
attttggcaa
cacatcgega
tgcagtttge
ctccagaact
ttgatgactt
ttgaaaaatg
tttcagcact
gttgtattac
aaactgaatg
atgtgtcatt
tctcagaaga
gcggacgect
acgegctatce
cagagatcaa
ggaagaagag
tocatctatt

atgcaattat

caatggtttt
tatcgagtat
ctacaacttt
caaggatttt
agaactcagyg
aaggagtaag
acgtgatgca
ttttgacgte
ggatgtggat
taagagcaéa
taaccatata
ggctagagac
tgctctgggg
gatggcaaac
tttaaatgac
tttgtacaty
aagttggatt
tgtectteca
ctacagtaaa

tcacaaacct

1140
1200
1260

1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280

2316



atggcgaaaa
cttcgatceyg
gtcgatcaat
caagaaaaac
ttgcgagtga

getgttageco

gagagaatat
ctcaataagc
ttctacttga
ctatatgaca
aacgaagatt
aaaggacttc
ggaagagatg
tttgactatg
tetttegact
tggaaggaga
ttgtacaata
aaagagtttc
acatggagca
aacggttcee
gaaatgctta
ctgctcaacg
tatagcattc
gcagagatca
aaagaaagca
ttttatgett

aaatcctttyg

<210>94
<211> 795
<212> PRT

tgaaagagaa
aagatatacc
tcttecaata
acaaagttat
aaggatacga

agcaaacaaa

atgaagaaga
aagtgcaaga
égaattacaa
tgaccﬁacta
ttctagtttt
aacaactgca
tagttattat
ttcgteteae
gtcatggcte
atccggatge
cagtaaatga
tagtcaaact
atggcacgca
ggctgacagg
tgagtgaaga
acgtgtacag
tactagcaac
atgaaatggt
ttttgccaag
atgggatcaa

tcttttga

<213> Salvia sclarea

ES 2556221 T3

tttcaagagy
ctctaattty
tgaaatcaac
atatggcaat
agtttcatca

tgacctgeey

gaggagtett
taactcaatt
aggcataacc
tcaagctctg
cgcaaagcaa
aaggtggtat
ﬁgctaattat
atttgccaaa
tagtcaagag
agagtacgga

gttggcggag

gtgggttgaa

gcaaagcttc
tctectgacy
gtgcactgat
ttctgagagy
tgagaaagat
tgaatatcac
aagatgcaaa

cgatgaattyg

gaagacgata
tgtataatcg
actattctag
gttactactc
gaggagttgg

atgattattg

gaaaaaattc
ccecgacaaaa
ataagattgg
aaatctacaa
gatttcgata
gcagattgta
ttggcttcat
acatctgtgce
tgtgacaaga
tctgaggage
agggetegtyg
atactctcag
gatgaataca
atgcaattcg
ttggctagge
gagcgcegagy
ggaagaaaayg
tggagaaaag
gatgtatttt

acttctcctc

68

aatttccaac
acacccttea
ataacacatt
atgcaatggc
ctccatatgg

agctttatag

ttgcttggac
aactgcacaa
gagctagacg
acaggttecte
tacatgaagc
ggttggacac
taattattgg
ttgtaacaat
tcattgaatt
ttgagatcct.
ttgaacaggg
ctttcaagat
tttcttegtc
tcggagtaaa
atgtctgtat
aaaatattgc
ttagtgaaga
tgttgcagat
tggagatggc

agcaatccaa

gacaacgact
aaggttgggy
caggttgtag
atttaggctt
taaccaagag

agcagcaaat

taccatcttt
actggtggaa
aaacctcgag
taatttatge
ccagaaccag
cttaaacttt
tgatcatgceg
tatggatgat
agtaaaagaa
ttttatggey
gcgtagtgte
agaattagat
gtggttgteg
attgtccgat
ggtcggccgg
aggaaaaagt
tgaagccatt
tgtgtataaa
taagggtacg

ggaagatatg

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840,
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1578
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<400> 94

Met Ser Leu Pro Leu Ser Thr Cys Asn Gly Ser His Phe Arg Arg Tyr
1 5 10 15

Arg Leu Ser Pro Ala Ser Ala Ser Met Glu Thr Gly Leu Gln Thr Ala
20 25 30

Thr Ser Ala Lys Ile Ala Ser Met Pro Ala Cys Phe Glu Glu Thr Arg
35 40 45

69



Gly Arg
50

Tyr Asp
65

Glu Pro

His Asp
Asp Val

Gly Val
130

Asn Phe
145

Asp Ile
Asp Met
Asp Leu
Tyr Trp

210

Ser Val
225
Ser Thr

asn Tyr

Val Tyx

Ile

Thr

Cys

Gly

Leu

Ala

Ala

Phe

Ser

100

Ser

115 °

Gly

Ala

Val

His

Glu

195

Ala

Met

Thr

Leu

Pro
275

Glu

Ser

Phe

Leu

180

Leu

Tyr

Lys

Ala

His
260

Leu

Lys
Trp
Pro
85"
Trp
Ser
Lys
Ala
Pro
165
Glu

Lys

Ile

Tyr

Ala

245

Ser

Asp

‘Leu

Val
70

Asp
Ala
Thr
Gln
Thr
150
Ala
Pro
Ser
Ala
Gln
230
Ala

Ala

Ile

ES 2556221 T3

Phe
55

Ala

Cys

Arg

Leu

Ile

135

Glu

Met

Thr

Lys

Glu

215

Arg

Phe

Leu

Iyr

His

Met

Leu

Pro
Ala
120
Asn
Lys
Leu
Thr
Pro
200
Gly
Arg
Val

Lys

Ser
280

Lys

Val

Asn

His
105
Cvs
Arg
Cys
Asp
Leu
185
Asp
Met
Asn
Ala
Lys
265

His

70

Asp
Pro
Trp
20

His
Ile
Gly
Gln
Tyr
170
Asn
Phe
Gly
Gly
Leu
250
Phe

Leu

Glu

Ser

75

Leu

His

Leu

Leu

Ile

155

Ala

Asp

Ser

Asn

Ser

235

Gly

Gly

Cys

Leu
60

Pro

Leu

Ser

‘Ala

His

140

Thr

aArg

Leu

Ser

Leu

220

Leu

Asn

Asn

Ile

Jer

Thr

Glu

-Leu

Leu
125
Phe

Pro

Asp

Ile

Asp
205
Arg
Phe
Ser

adla

Val
285

Val Ser

Ser Leu

Asn Gln

95

Leu Met

110

Lys  Lys

Met Glu

Met Gly

Phe Ser
175

His Lys
190

Gly Glu

Asn Trp

Asn Cys'

Asp Cys
255

Val Pro
270

Asp Asn

Thr

Glu

80

Cys

Lys

Trp

Leu

Phe

160

Leu

Arg

Ala

Glu

Pro
240

Leu

Ala

Leu



Glu

Leu

305

Met

Gly

Phe

Glu

Leu

385

Ser

Glu

val

Ile

Leu

465

Glu

Glu

Ala

Ala

Arg

290

Asp

Asp

Tyr

Ser

Leu

370

Val

Asn

val

Ala

Leu

450

Phe

Glu

Leu

Ala

Lys

Leu

Glu

Ala

Asp

Ser

335

Tyr

Arg

Gly

Asn

Lys

435

Lys

Leu

Leu

Gln

Thr

515

Gly

Gly

Thr

Ser

Val

340

Ser

Arg

Gln

Phe

Gln

420

Arg

Thr

Ser

Arg

Pha

500

Phe

Gly

Ile
His
Thr
325
Thr
Phe
Ala
Asn
Ile
405
aAla
Lys
Ser
Val
Glu
485
Ala

Ser

Val

Ser
Arg
310
Cys
Ser
His
Ser
Leu
320
Gln
Ile
Asn
Tyr
Glu
470
Leu
Arg

Ala

Leu

ES 2556221 T3

Arg

295

Cys

Ala

Asp

Gly

Glu

375

Arg

Ser

Glu

Ilie

Cys

455

Asp

Glu

Ser

Pro

Thr

Tyr
Trp
Len
Pro
Asn
360
Lew
Leu
Cys
Tyr
Glu
440
Ser
Phe
Arg
Lys
Glu

520

Thr

Phe

Met

Ala

val

345

Val

Ile

Lys

Gln

Pro

425

Asn

Pro

Asn

Trp

Ser

505

Leu

Val

71

Leu

Gln

Phe

330

Thr

Met

Leu

Gln

Leu

410

Phe

Tyr

Asn

Leu

Val

490

Ala

Axrg

Ile

Thr

Gly

315

Arg

Lys

Asp

Tyr

Ile

395

Gly

Tyr

Asn

Phe

Cys

475

Val

Tyr

Asp

Asp

Glu

300

Asn

Ile

Ile

Ile

Pro

380

Leu

Arg

hla

Phe

Gly

460

Gln

Glu

Cys

Ala

Asp

Ile

Glu

Leu

Gln

Asn

365

Asp

Glu

Ser

Ile

Asp

445

Asn

Ala

Asn

Tyr

arg

525

Phe

Gin

Glu

Arg

His

350

Thr

Glu

Gln

val

Met

430

Asn

Lys

Thr

Arg

Phe

510

Met

Phe

Serx

Ile

Leu

335

Glu

Thr

Arg

Glu

Asn

415

Azp

Thr

Asp

‘His

Leu

495

Ser

Ser

Asp

Val
Phe
320
Asn
Cys
Leu
Asp
Len
400
Ala
Arg
Arg
Phe
Axy
480
Asp
Ala

Trp

val



Gly
545
Trp
Ile
Leu
Leu
asn
625
Fhe
Lys
Lys
Glu
Ala

705

Lys

Glu

His

Thr

530"

Gly

Asp

Phe

Lys

Asp

610

Tyr

Ala

Leu

Leu

Arg

690

Aszn

Ser

Gly

Met-

Ser
770

Ser
Val
Ser
Leu
535
Leu
Val
Leu
Ser
Met
675
Glu
His
Trp
Lys
Cys

755

Gln

Met

Asp

Ala

580

Gln

Leu

Pro

Gly

Glu

660

Ser

Leu

Gly

Ile

Lys

740

Ser

Asp

Glu,

vail
565
Leu
Gly
Asn
Thr
Pro
645
Giu
Thr
Lys
Gly
Glu
725
Sar

Val

Leu

Glu
550

Ser

Lys
Arg
Ser
Ile
430
Ile
Met
Cys
Asp
Glu
710
Ser
vVal

Val

Ile

ES 2556221 T3

535

Leu

Thr

S'e r

Cys

Met

615

Asp

Val

Ala

Gly

Gly

695

Val

Ser.

Leu

His

Gln
775

Lys

Glu

Thr

Ile

600

Met

Glu

Leu

Asn

Arg

680

Lys

Ser

Arg

Pro

Leu

760

Val

Asn
Cys
Ile
585
Thr
Lys
Tyr
Fro
His
663
Leu

Leu

Lys

Arg

Lys
745

Phe

Val

72

Leu

Ser

570

Arg

Asn

Glu

Met

Thr

650

FPro

Leu

Asn

Glu

Glu

730

Pro

Tyr

Asn

Ile

555

Ser

Glu

His

Thr

Ser

635

Leu

Glu

Asn

Ala
Ala
715
Leu
Cys

Ser

Ala

540

His

His

Ile

Ile

Glu

620

Asn

Tyr

Tyr

Bsp

Leu

700

Ala

Leu

Lys

Lys

Ile
780

Leu

Asn

Gly

Ile

605

Trp

Ala

Leu

Tyr

Ile

685

Ser

Ile

Arg

Glu

ASp

_765

Ile

Val

Val

Tyr

590

Gly

Ala

Tyr

Val

Lys

670

Arg

Leun

Ser

Leu

Leu

750

Asp

His

Glu
Gln
575
Lys
Ile

Arg

Val

Gly

655

Leu

Gly

Tyr

Glu

Val

735

Phe

Gly

Lys

Lys

560

Ile

Gly

Trp

Asp

Ser

640

Pro

Phe

Tyr

Met

Ile

720

Leu

Trp

Phe

Fro



<210> 95
<211> 771
<212> PRT

<213> Salvia sclarea

<400> 95

Met Glu
1

Pro Ala
Lys Asp

Val Pro
50

asn Trp
65

His His
Cyé Ile
Arg 'Gly
Cys Gln

130

Asp Tyr
145

Leu Azn

Asp Phe

Thr

Cys

Glu

35

Ser

Leu

His

Len

Leu

115

Ile

Ala

Asp

Ser

Gly

Phe
20

Leu

_Pfo

Leu

Ser

Ala

100

His

Thr

Arg

Leu

Ser
180

Leu
Glu
Ser
Thr
Glu
Leu
.

Leu
Phe
Pro
Asp
Ile
1?5

Asp

Gln

Glu

Val

Ser

Asn

70

Leu

Lys

Met

Met

Phe

150

His

Gly

ES 2556221 T3

Thr
Thr
Ser
Leu
55

Gln
Met
Lys
Glu
Gly
135
Ser

Lys

Glu

Ala

Arg

Thr

40

Giu

Cys

Lys

Trp

Leu

126

Fhe

Leu

Arg

ala

790

Thr
Gly
25

Tyr

Glu

His

Asp

Gly

105

Asn

Asp

Asp

Asp

Tyr
185

73

Jer

Arg

Asp

Pro

Asp

val

90

Val

Phe

Ile

Met

Leu

170

Trp

Ala

Ile

Thr

Cys

Gly

5

Leu

Gly

Ala

Val

Hisg

155

Glu

Bla

Lys
ala
Ala
Phe
&0

Ser
Ser
Glu
Ser
Phe
140
Leu

Leu

Tyr

Ile

Lys

Trp

45

Pro

Trp

Ser

Lys

Ala

125

Pro

Glu

Lys

Ile

Ile Val Leu Lys Glu Gln Thr Gly Ala Arg Ile
785

795

Ala
Len
30

Val
Asp
Ala
Thr
Gln
110
Thr
Ala
Pro

Ser

ala
190

Ser
15

Phe
Ala
Cys
Arg
Leu
Ile
Glu
Met
Thr
Lys

175

Glu

Met

His

Met

Leu

Pro

80

Ala

95

Asn

Lys

Ley

Thr

160

Pro

Gly



Met

Asn

Ala
225

Lys

His

Phe

Met

ala

305

Val

Val

Ile

Lys

Gln

385

Pro

Asn

Pro

Gly

Gly

2190

Leu

Phe

Leu

Leu

Gln

290

Phe

Thr

Met

Leu

Gln

370

Leu

Phe

Tyr

Asn

&sn Leu
195

Ser.Leu
Gly Asn
Gly Asn
Cys Ile
260
Thr Glu
275
Gly Asn

Arg Ile

Lys Ile

‘Asp Ile

340

Tyr Pro
355

Ile Leu
Gly Arg
Tyr Ala
Asn Phe

420

Phe Gly

Arg
Phe
Ser
ala
245
Val
Ile
Glu
Leu
Gln
325
Asn
Asp
Glu
Ser
Ile
405

Asp

Asn

ES 2556221 T3

Asn

Asn

‘Asp

230

val

Asp

Gln

Glu

Arg

310

His

Thr

Glu

Gln

Val

390

Met

Asn

Lys

Trp

Glu

. 200

Cys
215
Cys
Pro
Asn
Ser
Ile
295
Leu
Glu
Thr
Arg
Glu
375
Asn
Asp

Thr

Asp

Fro

Leu

Ala

Leu

val

280

Phe

Asn

Cys

Leu

Asp

360

Leu

Ala

Arqg

Arg

Fhe

74

Ser

Ser

Asn

Val

Glu

265

Leu

Met

Gly

Phe

Glu

345

Leu

Ser

Glu

Val

Ile

425

Leu

Val

Thr

Tyr

Tyr

250

Arg

Asp

Asp

Tyr

Ser

330

Leu

Val

hsn

Val

Ala

410

Leu

Phe

Met

Thr

Leu

235

Pro

Leu

Glu

Ala

Asp

315

Ser

Tyr

Arg

Gly

Asn

395

Lys

Lys

Leu

Lys

Ala

220

His

Leu

Gly

Thr

Ser

300

Val

Ser

Arg

Glin

Phe

380

Gln

Arqg

Thr

Ser

Tyr
205
Ala
Ser
Asp
Ile
His
285
Thr
Thr
Phe
Ala
Asn
365
Ile
Ala
Lys

Ser

Val

Gln

Ala

Ala

Ile

Ser

270

Arg

Cys

Ser

His

Ser

350

Leu

Gln

Ile

Asn

Tyr
430

Giu

Arxg

Phe

Leu

Tyr

255

Arg

Cys

Ala

Asp

Gly

335

Glu

Arg

Ser

Glu

Ile

415

Cys

Asp

‘Arg

Val

Lys

240

Ser

Tyr

Trp

Leu

Pro

320

Aszn

Leu

Leu

Cys

Tyr

400

Glu

Ser

Phe



Asn
Trp
465
Ser
Leu
val

Asn

Cys

450

435

Leu Cys

Val Val

Ala Tyr

Arg Asp

Ile asp

515

Leu Ile

530

Ser Ser

245

Ile

Thr

Lys

Tyr

Pro

625

His

Leu

Leu

Arg

Asn

Glu

Met

610

Thr

Pro

Leu

Asn

Glu

His

Thr

595

Ser

Leu

Glu

Asn

Ala
675

Gln Ala

Glu Asn

Ala Arg
500

Asp Fhe

His Leu

His Asn

Ile Gly

565

Ile Ile

580

Glu Trp

Asn Ala

Tyr Leu

Tyr Tyr
645

Asp Ile
660

Leu Ser
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Thr

Arg
470

FPhe

Met

Phe
val
Val
550
Tyr
Gly
Ala
Tyr
Val
630
Lys

Arg

Leu

His

455

Leu

Ser

Ser

Asp

Glu

3335

Gln

Lys

Ile

Arg

Val

615

Gly

Leu

Gly

Tyr

440

Arg

‘Asp

Ala

Trp

val

520

Lys

Ile

Gly

Trp

Asp

600

Ser

Pro

Phe

Tyr

Met
680

Glu

Glu

Ala

Ala

505

Gly

Trp

Ile

Leu

Leu

585%

Asn

Phe

Lys

Lys

Glu

665

Ala

75

Glu
Leu
Ala
490
Lyé
Gly
Asp
Phe
Lys
570
Asp
Tyr
Ala
Leu
Leu
650

Arg

Asn

Leu

Gln

175

Thr

Gly

Ser

val

Ser

555

Leu

Leu

Val

Leu

Ser

635

Met

Glu

His

Arg
460
Phe
Phe
Gly
Met
Asp
540
Ala
Gln
Leu
Pro
Gly
620
Glu
Ser

Leu

Gly

445

Glu
Ala
Ser
Val
Glu
525
Val
Leu
Gly
Asn
Thr
605
Pro
Glu
Thr

Lys

Gly
685

Leu
Arg
Ala
Leu
510
Glu
Ser
Lys
Arg
Ser
590
Ile
Ile
Met
Cys
Asp
670

Glu

Glu

Ser

Pro

495

Thr

Leu

Thr

Ser

Cys

575

Met.

Asp

Val

Ala

Gly

655

Gly

val

Arg
Lys
480
Glu
Thr
Lys
Glu
Thr .
560
Ile
Met
Glu

Leu

Asn

640

Arg

Lys

Ser



Lys

Arg
705

Lys

Phe

Val

Ala

<210> 96
<211> 525
<212> PRT

Glu

690

Glu

Pro

Tyr

Asn

Arg
770

Ala
Leu
Cfs
Ser
Ala .

755

Ile

<213> Salvia sclarea

<400> 96

Met
1

Thz‘:
Ile
Ile
Lys
65

Leu

Gly

Ala

Thr

Asp

Asn

50

Val

Arg

Asn

Lys

Thr

Thr

35

Thr

Ile

Val’

Gln

Ala
Leu
Lys
Lys

740

Ile

Met
Thr
20

Leu
Ile
Iyr

Lys

Glu
100

Ile
Arg
Glu
725

Asp

Ile

Lys
Leu
Gln
Leu
Gly
Gly

85

Ala
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Ser

Leu

710

Leu

Asp

His

Glu

Arg

Arg

Asp

Asn

.70

Tyr

Val

Glu

695

Val

Phe

Gly

Lys

Asn

Ser

Léu

Asn

55

Val

Glu

Ser

Ile

Leu

Trp

Phe

Pro
760

Phe

Glu

Gly
410

‘Thr

Thr

Val

Gln

76

Lys

Glu

His

Thr

745

Ile

Lys

Asp

25

Val

Phe

Thr

Ser

Gln

*105

Ser Trp

Gly Lys
715

Met Cys
730

Ser Gln

Val Leu

Arg Glu
10

Ile Pro

Asp Gln

Arg Leu

His Ala
75

Ser Glu
90

Thr Asn

Ile
700
Lys
Ser

Asp

Lys

Asp

Ser

Phe’

Trp

Met

Glu

Asp

Glu

Ser

Val

Leu

Glu
765

Asp

Asn

Phe

45

Gln

Ala

Leu

Leu

Ser

Val

Val

Ile

750

Gln

Lys

Leu

30

Gln

Glu

Fhe

Ala

Pro
110

Ser

Leu

His

735

Gln

Thr

Phe

15

Cys

Tyr

Lys

Arg

Pro

25

Met

Arg

Pro

720

Leu

Val

Gly

Pro

Ile

Glu

His

Leu

80

Tyr

Ile



Ile
Ser
val
145
Phe
Arg
Thr
Lys
Gln
225
Gly
Gly
val
Gln
Pro
305

Leu

Gly

Ser

Glu

Leu

130

Gln

Tyr

Asn

Asn

G1ln

210

Leu

Arg

Asp

Leu

Glu

Leu

115

Glu

Asp

Leu

Leu

Arg

195

ASp

Gln

Asp

His

Val
275

Cys

290 -

Asp

Tyr

Arg

Ala

Lla

Azn

Ser

Phe

Tyr:

Lys

Asn
Arg
Glu
180
Phe
Phe
Arg
Val
Ala
260
Thr
Asp
Glu

Thr

Val

340

Lys

Aryg
Ile
Ser
Asn
165
Leu
Ser
Asp
Trp
Val
245
Phe
Ile
Lys
Tyr
Val

325

Lys

Ile’
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Ala
Leu
Ile
150
Tyr
Tyr
Asn
Ile
Tyr
230
Ile
Asp
Met
Ile
Gly
310
Asn

Glu

Glu

Ala

‘Ala

135

Pro

Lys

Asp

Leu

His

215

Ala

Ile

Tyr

Asp

Ile

C 295

Ser

Glu

Phe

Leu

Asn

120

Trp

Asp

Gly

Met:

Glu

Thr

Lys

Ile

Thr

. 185

Cys
200
Glu
Asp
Ala
Val
Asp
280
Glu
Glu
Leu

Leu

Asp

77

Asn

Ala

Cys .

Asn

Arg

265

Phe

Leu

Glu

Ala

Yal

345

Thr

Arg

Thr

Lys

Thr

170

Tyr

Glu

Gln

Arg

Tyr

250

Leu

Phe

Val

Leu

Glu

330

Lys

Trp

‘Tle

Ile
Leu
155
Ile
Tyr

Asp

Asn

Leu

235

Leu

Ala

Asp.

Lys

Glu

315

Arg

Leu

Ser

Tyr
Phe
140
His

Arg

Gin

Phe

Gln
220
Asp

Ala

Phe

‘Cys

Glu

300

Ile

Ala

Trp

Asn

Glu
125
Leu
Lys
Leu
Ala
Leu
205
Lys
Thr
Ser
Ala
His
285

Trp

Leu

Arg

(.?al

Gly

Glu

Asn

Leu

Gly

Leu

Glu

Lys

Val

Ala
175

Lys

190 .

Val

Gly

Leu

Leu

Lyé

270

Gly

Lys

Phe

Val

Glu

350

Thr

Phe

Leu

Asn

Ile

255

Thr

Ser

Glu

Met,

Glu

335

Ile

Gln

Arg
Gln

Glu
160

Arg

Ser

Ala
Gln -
Phe

2490
Ile
S"er
Ser
Asn
ala
320
Gin

Leu

Gln



ES 2556221 T3

355 3 360 365

Ser Phé¢ Asp Glu Tyr Ile Ser Ser Ser Trp Leu Ser Asn Gly Ser Arg
370 375 380

Leu Thr Gly Leu Leu Thr Met Gln Phe Val Gly Val Lys Leu Ser Asp
385 390 _ 395 400

Glu Met Leu Met Ser Glu Glu Cys Thr Asp Leu Ala Arg His Val Cys
405 410 : 415

Mzt Val Gly Arg Leu Leu Asn Asp Val Cys Ser Ser Glu Arg Glu Arg
420 425 430 .

Glu Glu Asn Ile Ala Gly Lys Ser Tyr Ser Ile Leu Leu Ala Thr Glu
- 435 440 - 445 . : :

Lys Asp Gly Arg Lys Val Ser Glu Asp Glu Ala Ile Ala Glu Ile Asn
450 - " 455 4690

Glu Met Val Glu Tyr His Trp Arg Lys Val Leu Gln Ile Val Tyr Lys
465 470 475 480

Lys Glu Ser Ile Leu Pro Arg Arg Cys Lys Asp Val Phe Leu Glu Met
485 490 495

Ala Lys Gly Thr Phe Tyr Ala Tyr Gly Ile Asn Asp Glu Leu Thr Ser
‘500 - 505 _ 510 '

Pro Gln Gln Ser Lys Glu Asp Met Lyé Ser Phe Val Phe
515 520 525

<210> 97

<211> 805

<212> PRT

<213> Salvia sclarea

<400> 97

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro
1 5 10 15

Arg Gly Ser His Met Thr Ser Val Asn Leu Ser Arg Ala Pro Ala Ala
20 25 30

Ile Thr Arg Arg Arg Leu Gln Leu Gln Pro Glu Phe His Ala Glu Cys
35 " 40 45

78



Ser Trp
- 50

Gln Ile
65

Ser Leu

Thr Pro

Tyr Val

Ser Pro
130

Arg Asp

145

Gln Leu
Arg Ile
Leu His
Val Hié

210

Glu Leu
225
Gln Asp

Lys Gln

Pro Thr

Leu
Arg
Asp
His
Gln
115
Tyr
Ala
Ala
Leu
Ser
195
Lys
Val
Leu

Gln

Asn
275

Ala

Lys

Pro

Lys
100

Asn

Asp

Pro.

Asp

Asn

180

Asp

Leu

Vail

Pro

Arg

280

Leu

Ser

Lys
Ser
Val
Leu
Thr
Gln
Gly
165
fhr
Ile
Lys
Pro
Tyr
245

Leu

Leu

Sgr
Gln
7C¢

Gln
Glu
Leu

Ala

Phe

“150

Ser
Leu
Ile
Gly
Thr
230
Asp

Lys

Tyr

ES 2556221 T3

Ser
55
Leu
Ala
Val

Met.

Val

135

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala

215

Phe

His

Glu

Ser

Lys

Ser

Ser

Asn

Thr-
120

Ile
Ser
i
Cys
Lys
200
Asn
Met
Pro

Ile

Leu
280

His
Gln
Glu
Glu
105
Ser
Ala
Cys
Asp
val
185
Giy
Val
Gln
Leu
Pro

265

Giu

79

Ala

Ile

Lys

90"

Lys

Gly

Leu

Leu

Glu

170

Val

vVal

Glu

Met

Ile

250

Lys

Gly

Pro

Ala

75

Asp

Ile

Asp

Ile

Glu

155

Phe

Ala

Thr

His

Ala

235

Lys

Asp

Leu

Leu
60

Glu

Ile

Glu

Gly

Lys

140

Trp
Phe
Leu
Tyr
Arg
220
Thr
Glu

Leu

Gly

Thr

Leu

Ser
Glu
Arg
125

Asp

Ile

Cys

Lys

Ile
205

Thr

Asp

Ile

Val

Asp
285

Leu

Arg

Leu

Sef

110

ile

Leu

Ala

Ile

Ser

190

Lys

Ala

Leu

‘Ala

Tyr
270

Leu

Ser

Val

Val
95

Ile
Ser
Lys
His
Tyr
175
Trp
Glu
Gly
Gly
Asp
255

Gln

Glu

Cys
Thr
80
Gln
Glu
Val
Gly
His
160
Asp
Asn
Asn
FPhe
Ile
240
Thr

Met

Trp



.Glu
Pro
305
Leu

‘His
Leun
Phe
Gly
385
Arg
His
val
Arg
Asn
465
Val

. Pro

His

‘Met

Arg

290

Sei:

Lys

Thr

Gln

Leu
370

Arg

Leu

Phe

Glu

Phe

450

Phe

Ile

Trp

Tyr

Pro

Leu

Ser

Tyr
Tyr
Arg
355
Asp
Tyr
Leu
Lys
Ser
435
Pro
Leu
Ser
Tyr
Ala

515

Glu

Leu

Thr

Ile

Lys

Ala

Glu

325

Pro
340

Leu

His

Thr
Lys
Gln
420
Ala
Gly
Gln
Asp
Ala
500

Gly

Ile

Val

Gly

Ile

Lys

Met

405

Gln

Ser

Glu

Glu

His

485

Thr

Ser

Ser

ES 2556221 T3

Leu

Lla

310

Asn

Asp

Ile

Glu

FPhe

390

Hisg

aAsp

Pro

Glu

Met

470

Leu

Leu

Gly

Asn

Gln

295

Val
Ala
Ile
Ser
Ser
375
Ser
Gly
Gly
Met
Val
455
Leu
Phe
Pro

Asp

Asp

Ser

Leu

Leu

Phe

Arg

360

Val

Asp

Tyr

Lys

Tyr

440

Leu

val

aAsp

Arg

Val

520

Thr

80

Gly

Met

Lys

Ser

345

Phe

Trp

Ile

Asp

Phe

425

Asn

Glu

Lys

Glu

val

505

Trp

Tyr

Asn

His

Asn

330

Arg

Phe

Glu

Asp

Val

410

Ser

Leu

Glu

Asp

Ile

4920

Glu

Ile

Lys

Gly
Thr
315
Cys
Leu
Gln

Glu

Asp
385

Asp

Cys
Tyr
Ala
Arg
475
Lys
Ala

Gly

Glu

ser

300

Lys

Asp

Trp

His

Thr

380

Thr

Pro

Tyr

Arg

Thr

460

Leu

Leu

Ala

Lys

Leu

Phe

Asp

Gly

ala

Glu

365

Gly

Ser

Asn

Ile

&la

445

Lys

Gln

Gly

Tyr

Ser

525

Ala

Leu
Glu
Gly
Ile

350

ile

Val

Met
Val
Gly
430
Ala
FPhe
Glu
Leu
Tyr
510
Fhe

Ile

Thr

Lys

Ala

335

Asp

Lys

Phe

Gly

Leu

415

Gln

Gln

Ala

Arg

Lys

435

Leu

Tyr

Leu

Ser

Cys

320

Pro

Arg

Tyr

Ser.

val

400

Lys

Ser

Leu

Phe

Trp

480

Met

ASp

. Arg

Asp



-Phe’
545
Gly.
Glu
Glu
Lys
Asp
625
Asp
Aép
Gln
Ala
Asp
705
Lys
Val

Ala

Asn

330

ASn

Trp-

Leu

Arg

Met

610

Tyr

Gln

Gly

Trp

Val
690

Val

Ile

val

Leu

Ile
1970

Arg Cys

Tyr Asp

Leu Arg
580

Thr G1n
595

Ile Thr

Asn Phe

‘Gly Leu

Phe Asp
660

Pha Met
675

Leu Leu

Leu Ser

Cys Asn

Asp Gly
740

Val Lys
755

Arg His

Gln

-Arg

365

Ser

Glu

Ser

Asn

Ala
645

Ile

Lya

Ala

Asn

Arg

725

Ser

Leu

Thr

ES 2556221 T3

Thr
550

Cys

Tyr

Arg

Fhe

Gly

630

Gly

Tyr

Val

Asn

Asn

710

Leu

Ile

Val

Phe

535

Gln

Ser

Phe

Leu

val

615

Leu

Thr

Thr

Gln

Thr

695

Glu

Ala

Lys

Leu

Leu

775

His

Leu

Leu

Leu

600

Asn

Asp

Leu

Leu

Gln

Ser

Ala

585

Trp

Ile

Glu

Leu

His

665

Gln

680

Leu

Tyr

Gln

Asp

Gln

760

Ser

81

Gly

Asn

Thr

Ile

1ys

745

Glu

val

Leu

Glu

570

Ala

Ala

Ser

Ile

Ala
650

Gln-

Glu

Ile

Ala

Gln

730

Glu

Asn

Ser

Glu
335
Phe
Ala
Lys
Gly
Ile
635
Thr
Leu
Gly
Cys
Leu
715
Asp
Leu

Gly

Lys

540

Trp

Gly

Thr

Thr

Thr

620

Ser

Phe

Lys

Ser

Ala

700

Ser

Aszn-

Glu

Gly

Thr
780

Ile

Ile

Ile

Arg

605

Thr

Ser

Hisg

His

Gly

645

Gly

Thr

Lys

Gln

Ala

765

Phe

His
Ser
FPhe
590
Ile
Leu
Ala
Gln
Val
670
Gly
Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos un 70 % de identidad con la secuencia de aminoacidos completa de SEC ID N°: 1.

2. El polipéptido aislado de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos un 80 %,
mas preferentemente al menos un 90 %, de identidad con SEC ID N°: 1.

3. El polipéptido aislado de la reivindicacién 2, que comprende la secuencia de aminoacidos definida en SEC ID N°:
1
4. El polipéptido aislado de la reivindicacion 3, que consiste en la secuencia de aminoacidos definida en SEC ID N°:
1.

5. El polipéptido aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, derivado de Salvia Sclarea.
6. Un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 6, que comprende una secuencia de nucleétidos de al menos un
70 % de identidad con SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

8. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 7, que comprende una secuencia de nucleétidos de al menos un
80 %, preferentemente al menos un 90 %, de identidad con SEC ID N°: 2 o el complemento de la misma.

9. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 8, que comprende una secuencia de nucleétidos idéntica a SEC ID
N°: 2 o el complemento de la misma.

10. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 9, que consiste en la secuencia de nucleétidos definida en SEC ID
N°: 2 o en el complemento de la misma.

11. El acido nucleico aislado de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, derivado de Salvia sclarea.
12. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11.
13. El vector de expresion de la reivindicacion 12, en la forma de un vector viral, un bacteriéfago o un plasmido.

14. El vector de expresion de la reivindicacion 12 o 13, que incluye el acido nucleico de la invencién unido
operativamente al menos a una secuencia reguladora que controla la transcripcion, traduccion, iniciacion o
terminacion, tal como un promotor, operador o potenciador transcripcional o un sitio de unién ribosomal de ARNm vy,
opcionalmente, que incluye al menos un marcador de seleccion.

15. Un organismo no humano transformado con el vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14,
de modo que albergue el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 y exprese o sobreexprese
heterélogamente el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

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

17. El organismo no humano de la reivindicacion 15, en el que dicho organismo no humano es un microorganismo.
18. El organismo no humano de la reivindicacién 17, en el que dicho microorganismo es una bacteria o levadura.

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

20. Una célula eucariota superior transformada con el vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 12 a
14, de modo que albergue el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 y exprese el polipéptido de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

21. La célula eucariota superior de la reivindicacién 20, en la que dicha célula eucariota superior es una célula de
planta o una célula fungica.

22. Un procedimiento de produccién de al menos un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa que
comprende:

a) cultivar un organismo o célula no humano transformado con el vector de expresion de cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 14, de modo que albergue un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 11 y exprese o sobreexprese un polipéptido codificado por dicho acido nucleico y que tenga
una actividad de esclareol sintasa;

b) aislar los polipéptidos que tienen una actividad de esclareol sintasa del organismo o célula no humano

86



10

15

20

25

30

35

ES 2556221 T3

cultivado en la etapa a).

23. El procedimiento de la reivindicacion 22, que comprende ademas, antes de la etapa a), transformar un
organismo o célula hospedador no humano con el vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14,
de modo que albergue un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 y exprese o
sobreexprese el polipéptido codificado por dicho acido nucleico.

24. Un procedimiento de produccién de un polipéptido variante que tiene una actividad de esclareol sintasa que
comprende las etapas de:

a) seleccionar un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11;

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

c) transformar las células o los organismos unicelulares hospedadores con la secuencia de acido nucleico
mutante para expresar un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico mutante;

d) cribar sistematicamente el polipéptido para al menos una propiedad modificada; y,

€) opcionalmente, si el polipéptido no tiene ninguna actividad de esclareol sintasa variante deseada, repetir las
etapas de procedimiento (a) a (d) hasta que se obtenga un polipéptido con una actividad de esclareol sintasa
variante deseada; opcionalmente, si se identificé un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa
variante deseada en la etapa d), aislar el correspondiente acido nucleico mutante obtenido en la etapa (c).

25. Un procedimiento de produccion de esclareol que comprende

a) poner en contacto difosfato de labdenodiol (LPP) con un polipéptido que tiene una actividad de esclareol
sintasa y que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;

y
b) opcionalmente, aislar el esclareol producido en la etapa a).

26. El procedimiento de la reivindicacion 25, en el que la etapa a) se realiza por cultivo de un organismo o célula no
humano capaz de producir LPP y transformar para expresar dicho polipéptido en condiciones que conducen a la
produccién de esclareol.

27. El procedimiento de la reivindicacion 26, que comprende ademas, antes de la etapa a), transformar el organismo
0 célula no humano capaz de producir LPP con un acido nucleico que codifica dicho polipéptido, de modo que dicho
organismo exprese dicho polipéptido.

28. El procedimiento de la reivindicacion 26 a 27, en el que dicho organismo no humano es una planta, un procariota
o un hongo.

29. El procedimiento de la reivindicacion 26 o 27, en el que dicho organismo no humano es un microorganismo.
30. El procedimiento de la reivindicacion 29, en el que dicho microorganismo es una bacteria o levadura.

31. El procedimiento de la reivindicacién 30, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces
cerevisiae.

32. El procedimiento de la reivindicacién 26 o 27, en el que dicha célula no humana es una célula eucariota superior
seleccionada entre células de planta o células fungicas.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 6
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Figura 7
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Respuesta del detector
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Figura 8
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