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DESCRIPCION
Células modificadas metabdlicamente para la produccion de pinosilvina
Campo de la invencion

La invencidn se relaciona en general con la produccién del polifenol pinosilvina. Adicionalmente, se relaciona con el
uso de microorganismos de origen natural o recombinantes que producen pinosilvina para la produccién de alimento,
pienso y bebidas.

Antecedentes de la invenciéon

La produccion de agentes quimicos a partir de microorganismos ha sido una aplicacion importante de la
biotecnologia. Tipicamente, las etapas en el desarrollo de tal método de bioproduccién pueden incluir 1) seleccion
de un microorganismo huésped apropiado, 2) eliminacién de rutas metabdlicas que llevan a subproductos, 3)
desregulacién de rutas deseadas a nivel tanto de actividad enzimatica como a nivel transcripcional, y 4)
sobreexpresion de enzimas apropiadas en las rutas deseadas. En aspectos preferidos, la presente invencion a
empleado combinaciones de las etapas anteriores para redirigir el flujo de carbono desde fenilalanina a través de
enzimas de la ruta vegetal fenilpropanoide la cual suministra el precursor necesario para la biosintesis deseada de
pinosilvina.

La pinosilvina (o pinosilvina o 3,5-dihidroxi-trans-estilbeno) es un fitofenol que pertenece al grupo de las estilbeno
fitoalexinas, los cuales son metabolitos secundarios de peso molecular bajo que constituyen el mecanismo de
defensa activo en plantas en respuesta a infecciones u otros eventos relacionados con estrés. Las estilbenos
fitoalexinas contienen el esqueleto estilbeno (trans-1,2-difeniletilieno) como su estructura basica comun: pueden ser
suplementadas mediante la adicion de otros grupos también (Hart and Shrimpton, 1979, Hart, 19819. Se ha
encontrado que los estilbenos en ciertos arboles (angiospermas, gimnospermas), pero también en algunas plantas
herbaceas (en especies de las familias Myrtaceae, Vitaceae y Leguminosae). Dichos compuestos son tdxicos para
plagas, especialmente hongos bacterias e insectos. Solo pocas plantas tienen la capacidad de sintetizar estilbenos,
o de producirlos en una cantidad que las provea con suficiente resistencia a plagas.

La sintesis del esqueleto de estilbeno bésico es ejecutada por estilbeno sintasas, las cuales comprenden una
pequefia familia de genes en la mayoria de las especies examinadas (Kodan et al. 2002). Las estilbeno sintasas
parecen haber evolucionado a partir de las chalcona sintasas, y pertenecen a la superfamilia de policétido sintasa
(PKS) que comparte mas de 65% de homologia en aminoacidos. A diferencia de las PKSs bacterianas, las estilbeno
y chalcona sintasas funcionan ambas como PKSs unimodulares con un sitio activo Gnico, que forma homodimeros
relativamente pequefios (Tropf et al., 1995). Las estilbeno y chalcona sintasas utilizan sustratos comunes, tres
malonil-CoAs y un cinamoil-CoA/p-cumaroil-CoA, formando sus productos con mecanismos de reaccién similares
(Kindl, 1985). Las estilbeno sintasas pueden ser clasificadas en un tipo especifico para 4-cumaroil-CoA que tiene su
actividad mas alta con 4-cumaroil-CoA como sustrato, tal como la resveratrol sintasa (EC 2.3.1.95), o un tipo
especifico para cinamoil-CoA que tiene su actividad mas alta con cinamoil-CoA como sustrato, tal como la
pinosilvina sintasa (EC 2.3.1.146). Los genes que codifican las resveratrol sintasas han sido descritos anteriormente
para el cacahuete (Arachis hypogaea) (Schoppner and Kindl, 1984; Schréder et al., 1988) y vifia (Vitis vinifera)
(Melchior and Kindl, 1991; Wiese et al., 1994) mientras que los genes que codifican la pinosilvina sintasa han sido
descritos principalmente para el pino (Pinus sylvestris y strobus) (Schanz et al., 1992; Raiber et al., 1995; Kodan et
al., 2002; Hemingway et al., 1977).

La pinosilvina esta presente en la pulpa de madera de arboles de eucalipto, picea y pino tales como Pinus sylvestris,
-densiflora, -taeda y -strobus. En especies de pino, la pinosilvina constitutiva se presenta exclusivamente en el
corazon del tronco (Kindl, 1985). Sin embargo, el compuesto es inducido en la albura, florema y agujas como
respuesta a lesiones, ataque fungico o estrés ambiental tal como radiacion UV y exposicion al ozono (Hart, 1981;
Kindl, 1985; Richter and Wild, 1992; Lieutier et al., 1996; Rosemann et al., 1991). El compuesto posee potente
actividad antifiingica contra un amplio surtido de hongos (Lindberg et al., 2004; ,Pacher et al., 2002).

La pinosilvina (figura 1 forma trans) consiste de dos anillos fenol cercanamente conectados y pertenece por lo tanto
a los polifenoles. A diferencia de la mayoria de los otros hidroxiestilbenos, la pinosilvina carece de un grupo hidroxilo
en el anillo B (figura 1) y se origina por condensacion de cinamoil-CoA no sustituido con tres moléculas de malonil-
CoA. Dicho esto, la pinosilvina es estructuralmente similar al trihidroxiestilbeno resveratrol, el cual se encuentra en el
vino tinto (Aggarwal et al., 2004). Se han generado muchos datos que demuestran los beneficios para la salud del
resveratrol. Por ejemplo la potente actividad anticancerigena del resveratrol a través de muchas lineas celulares de
cancer ha sido bien establecida (Aggarwal et al., 2004). Dada la similitud en estructura con el resveratrol, se anticipa
gue la pinosilvina posee beneficios potentes para la salud también. En efecto el efecto de la pinosilvina sobre
diversos canceres, incluyendo canceres colorrectal y de higado, ha sido estudiado y ha indicado su actividad
quimiopreventiva y antileucémica (Skinnider and Stoessl, 1986;. Mellanen et al., 1996; Roupe et al., 2005 and 2006).
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Ademas, la pinosilvina tiene capacidad oxidante también, aunque a un nivel menor que por ejemplo, el resveratrol
(Stojanovic et al., 2001).

Actualmente, la pinosilvina se obtiene principalmente en una mezcla de diversos flavonoides que se extraen de la
corteza del pino. Dicha extraccion es un proceso de trabajo intenso con bajo rendimiento. En aspectos preferidos, la
presente invencién provee procesos de produccion novedosos, mas eficientes y de alto rendimiento.

En plantas, la ruta fenilpropanoide es responsable por la sintesis de una amplia variedad de compuestos
metabdlicos secundarios, incluyendo ligninas, salicilatos, cumarinas, amidas hidroxicinamicas, pigmentos,
flavonoides y fitoalexinas. En efecto la formacién de estilbenos en plantas procede a través de la ruta
fenilpropanoide. El aminoacido L-fenilalanina es convertido en acido trans-cinamico a través de la desaminacién no
oxidativa por la L-fenilalanina amonio liasa (PAL) (figura 2). A partir de acido trans-cinamico la ruta puede ramificarse
en una ruta de formacion de resveratrol o en una ruta de formacion de pinosilvina. En la primera ruta el acido trans-
cinamico es hidroxilado en la posicion para a acido 4-cumarico (acido 4-hidroxicinamico) mediante la cinamato-4-
hidroxilasa (C4H), una enzima de citocromo P450 monooxigenasa, en conjuncion con NADPH:citocromo P450
reductasa (CPR). Subsecuentemente, el acido 4-cumarico es activado entonces a 4-cumaroil-CoA mediante la
accion de la 4-cumarato-CoA ligasa (4CL). Una resveratrol sintasa (VST1), puede catalizar entonces la
condensacion de una unidad fenil propano de la 4-cumaroil-CoA con malonil CoA, dando como resultado la
formacion de resveratrol. En la Gltima ruta el acido trans-cindmico es activado directamente a cinamoil-CoA mediante
la accion de 4CL donde una pinosilvina sintasa (PST) cataliza subsecuentemente la condensacién de una unidad
fenilpropano del cinamoil-CoA con malonil CoA, dando como resultado la formacion de pinosilvina.

Las estilbeno sintasas son enzimas mas bien promiscuas que pueden aceptar una variedad de sustratos fisiolégicos
y no fisioldgicos. Por ejemplo, la adicion de diversos ésteres fenilpropanoides iniciadores de CoA lleva a la formacién
de varios productos in vitro (Ikuro et al., 2004; Morita et al., 2001). De la misma forma se ha demostrado que la
resveratrol sintasa del ruibarbo (Rheum tartaricum) sintetizaba efectivamente una pequefia cantidad de pinosilvina
cuando se utilizaba cinamoil-CoA como sustrato en vez de cumaroil-CoA (Samappito et al., 2003).

De la misma forma, la cumaroil-CoA ligasa puede aceptar tanto acido cumarico como acido cinamico como sustrato,
no obstante con una eficiencia catalitica (Kn/Kcar) que es 100 veces menor para el &cido cindmico en comparacion
con el acido cumarico (Allina et al., 1998; Ehlting et al., 1999). Se deduce de lo anterior que seria posible producir
pinosilvina en una ruta que consistiria de 4CL y una estilbeno sintasa, incluso una que se designa como una
resveratrol sintasa clasica.

Recientemente, se divulgd una levadura que podria producir resveratrol a partir de acido cumarico que se encuentra
en pequefias cantidades en el mosto de la uva (Becker et al. 2003, ZA200408194). La produccion de 4-cumaroil-
CoA a partir de acido cumarico exdégeno y resveratrol concomitante, en cepas de laboratorio de S. cerevisiae, fue
lograda coexpresando un gen heterélogo de coenzima-A ligasa, de alamo hibrido, junto con el gen de resveratrol
sintasa de la vifa (VST1). El otro sustrato para la resveratrol sintasa, la malonil-CoA, ya es producida
enddgenamente en levadura y esta involucrada en la biosintesis de acidos grasos de novo. El estudio demostré que
las células de S. cerevisiae podrian producir cantidades diminutas de resveratrol, bien sea en la forma libre o en la
forma enlazada glucésido, cuando se cultiva en medios sintéticos suplementados con acido 4-cumarico.

Dada la promiscuidad de las resveratrol sintasa, puede ser que dicha levadura podria producir pinosilvina cuando es
alimentada con cantidades sustanciales de acido cinamico. Sin embargo, la aplicacion comercial de tal levadura
seria dificultada por el probable bajo rendimiento en pinosilvina, y la necesidad de adicidn de acido cinamico, el cual
no esta presente de manera abundante en el medio industrial. Por lo tanto, para acelerar y ampliar la aplicacion de la
pinosilvina como un agente farmacéutico tanto como nutracéutico, es altamente deseable proveer una levadura u
otro microorganismo que pueda producir pinosilvina directamente a partir de glucosa, sin adicion de acido cindmico o
un derivado de acido cinamico corriente abajo tal como cinamoil-CoA.

Un estudio reciente (Ro and Douglas, 2004) describe la reconstitucion del punto de entrada de la ruta
fenilpropanoide en S. cerevisiae introduciendo PAL, C4H y CPR de alamo. El propésito fue evaluar si estos
complejos multienzimaticos (MECs) que contienen PAL y C4H son funcionalmente importantes en este punto de
entrada en el metabolismo fenilpropanoide. Alimentando la levadura recombinantes con [3H]-fenilalanina se encontré
que la mayor parte de la [3H]-fenilalanina metabolizada fue incorporada en acido 4-[3H]-cumarico, y que el
metabolismo de la fenilalanina se redujo altamente inhibiendo la actividad de C4H. Ademas, los expresadores de
PAL solo metabolizaron muy poca fenilalanina en acido cinamico. Cuando se suministré [3H]-fenilalanina y [14C]-
acido trans-cinamico simultdneamente a los expresadores triples no se encontr6 evidencia en cuanto a la
canalizacion del acido [3H]-trans-cinamico sintetizado enddgenamente en acido 4-cumarico. Por lo tanto, el flujo
eficiente de carbono desde la fenilalanina al acido 4-cumarico a través de reacciones catalizadas por PAL y C4H no
parece requerir la canalizacién a través de un MEC en levadura, y el acoplamiento bioquimico puro de PAL y C4H
parece ser suficiente para dirigir el flujo de carbono hacia la ruta fenilpropanoide. En aln otro estudio (Hwang et al.,
2003) la produccién de flavanonas especificas para plantas por Escherichia coli se logré a través de la expresion de
un aglomerado de genes artificial que contenia tres genes de una ruta fenilpropanoide de ver sus origenes
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heterdlogos; el PAL de la levadura Rhodotorula rubra, 4CL del actinomiceto Streptomyces coelicolor, y la chalcona
sintasa (CHS) de la planta de regaliz Glycyrrhiza echinata. Estas rutas evitaron el C4H, porque la enzima bacteriana
4CL ligaba la coenzima A tanto a acido trans-cindmico como a acido 4-cumarico. Ademas, el PAL de la Rhodotorula
rubra utiliza tanto fenilalanina como tirosina como sustratos. Por lo tanto, las células de E. coli que contiene los
aglomerados de genes y se cultivan sobre glucosa, produjeron pequefias cantidades de dos flavononas,
pinocembrina (0.29 g/l) de fenilalanina y naringenina (0.17 g/l) de tirosina. Ademas, se acumularon grandes
cantidades de sus precursores, acido 4-cumarico y acido trans-cinamico (0.47 y 1.23 mg/litro respectivamente).
Ademas, los rendimientos de estos compuestos podrian incrementarse mediante la adicion de fenilalanina y tirosina.

También se describen estudios en los cuales las propiedades enzimaticas de la pinosilvina sintasa fueron estudiadas
clonando primero los genes en Escherichia coli. Por ejemplo, Raiber et al., 1995 reporta estilbenos de Pinus strobus
(pino blanco oriental) que fueron investigados después de la expresién heteréloga en Escherichia coli. Para esto se
crib6é una genoteca de ADNc de P. strobus con una sonda de estilbeno sintasa (STS) de Pinus sylvestris y entre los
ADNCc aislados se encontraron dos genes STS cercanamente relacionados, STS1 y STS2 con cinco diferencias de
aminoacidos en las proteinas. Los genes fueron clonados sobre un plasmido y expresados en E. coli y se
sometieron extractos celulares a ensayos enzimaticos. Parece ser que ambas proteinas aceptaron la cinamoil-CoA
como sustrato y asi fueron consideradas como pinosilvinas sintasas, si bien revelaron grandes diferencias. La STS1
tenia solamente 3-5% de la actividad de la STS2, y su pH 6ptimo fue desplazado a valores inferiores (pH 6), y se
sintetizd con cinamoil-CoA un segundo producto desconocido. La mutagénesis dirigida al sitio demostré que un
intercambio individual Arg a His en STS1 era responsable de todas las diferencias. En otro estudio tres ADNc de
STS (PDSTS1, PDSTS2 y PDSTS3) de Pinus densiflora fueron aislados y los ADNc fueron expresados en forma
heteréloga en E. coli para caracterizar sus propiedades enzimaticas (Kodan et al., 2002). La PDSTS3 parecié ser
una isozima STS inusual que mostraba la actividad formadora de pinosilvina mas alta entre las STSs probadas.
Adicionalmente, la PDSTS3 fue insensible a la inhibiciéon de producto a diferencia de la PDSTS1 y la PDSTS2. Las
caracteristicas inusuales de la PDSTS3 podrian ser adscritas a una carencia de la extension en C-terminal que
normalmente es comun a las estilbeno sintasas, la cual es causada por una mutacién de desplazamiento de marco.
En aln otro estudio se cribé una genoteca de ADN gendmico con ADN de pinosilvina sintasa pSP-54 como sonda
(Mdller et al., 1999). Después de subclonar, se caracterizaron cuatro miembros diferentes por secuenciacién. Las
secuencias de aminoacidos deducidas de los genes PST-1, PST-2, PST-3 y PST-5 compartian una identidad global
de mas del 95%.

Se analizaron diferencias en la fuerza del promotor mediante expresion transiente en protoplastos de tabaco. Los
constructos usados contenian la glucuronidasa bacteriana bajo el control de los promotores de los genes de pino
PST-1, PST-2 y PST-3. Por tratamiento con luz UV o un disparador flngico, el promotor de PST-1 mostr6 capacidad
de respuesta mas alta y llevo a la expresion especifica en tejidos en haces vasculares. Los datos sugieren que en el
pino el producto genético de PST-1 es responsable tanto de la respuesta al estrés en plantones como en la
formacion de pinosilvina en el corazén de la madera.

Un estudio adicional demostré que una estilbeno sintasa clonada de pino escoses (Pinus sylvestris) fue denominada
tempranamente de manera abortiva como dihidropinosilvina sintasa, mientras que demostré ser una pinosilvina
sintasa. La interpretacion errénea previa fue causada por la influencia de factores bacterianos sobre la preferencia
por sustrato y la actividad de la proteina especifica de la planta que fue expresada en E. coli. Después de la mejora
del sistema de expresion, el andlisis cinético subsecuente revelo que la cinamoil-CoA en vez de la fenilpropionil-CoA
era el sustrato preferido de la estilbeno sintasa clonada. Adicionalmente, los extractos de P. sylvestris contenian
factores que influian selectivamente en la preferencia por el sustrato, esto es, la actividad se redujo con
fenilpropionil-CoA, pero no con cinamoil-CoA. Esto explicé las diferencias aparentes entre extractos de plantas y la
enzima clonada expresada en E. coli y las precauciones de que los factores en los huéspedes naturales y los
nuevos pueden complicar la identificacion funcional de las secuencias clonadas.

Adicionalmente, se describen vectores con genes de estilbeno sintasa los cuales pueden significar resveratrol
sintasa y pinosilvina sintasa, para la transformacion de organismos y plantas para conferir resistencia potenciada
contra plagas y lesiones (EP0309862 y EP0464461).

También, se describen vectores adicionales que contienen secuencias de ADN que hibridaran a pinosilvina sintasa
de Pinus sylvestris (US5391724) y dichos vectores para ser usados para expresion en una planta (US5973230). La
incorporacion de PAL y 4CL juntos con una estilbeno sintasa para la produccion de pinosilvina en un organismo sin
embargo no esta descrita. Ni hay microorganismos que produzcan pinosilvina.

Recientemente, se ha mostrado evidencia de que el hongo filamentoso A. oryzae contenia la enzima chalcona
sintasa (CHS) que esta involucrada normalmente en la biosintesis de flavonoides, tal como naringenina, en las
plantas (Juvvadi et al., 2005; Seshime et al., 2005). En efecto se demostr6é también que la A. oryzae contenia el
conjunto principal de genes responsables para el metabolismo fenilpropanoide-flavonoide, esto es, PAL, C4H y 4CL.
Sin embargo, no hay evidencia de que la A. oryzae contenga una estilbeno sintasa.

Nuestra solicitud copendiente W0O2006/089898 describe microorganismos que producen resveratrol, especialmente
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levaduras.
Resumen de la invencién

La presente invencién provee ahora un microorganismo genéticamente modificado para la produccion de pinosilvina,
en donde dicho microorganismo es una bacteria u hongo que tiene una ruta metabdlica operativa que comprende al
menos una primera actividad enzimatica para formar cinamoil-CoA a partir de acido cinamico y una estilbeno
sintasa, en donde dicha estilbeno sintasa es expresada en dicho microorganismo a partir de acidos nucleicos que
codifican para dicha enzima la cual no es nativa del microorganismo. En microorganismos preferidos dicha ruta
produce acido cinamico y produce pinosilvina a partir del mismo. Especialmente, la invencion provee el uso de tales
microorganismos en la produccion de pinosilvina.

La invencion incluye métodos para producir pinosilvina a partir de tales microorganismos, y opcionalmente aislar o
purificar la pinosilvina producida de esta manera. El cultivo se lleva a cabo preferiblemente en ausencia sustancial
de una fuente externa de acido cinamico. Esto implica también la ausencia sustancial de una fuente externa de
derivados de acido cinamico formados a partir del mismo en la ruta fenilpropanoide tales como cinamoil-CoA.

Descripcion detallada de la realizacion preferida

Preferiblemente, dicha pinosilvina o derivado es producida en una reaccién catalizada por una enzima en la cual la
malonil-CoA enddgena es un sustrato, y dicha pinosilvina es producida a partir de cinamoil-CoA.

Dicha pinosilvina o derivados es producida a partir de cinamoil-CoA, por una estilbeno sintasa la cual es expresada
en dicho microorganismo a partir de acidos nucleicos que codifican para dicha enzima la cual no es nativa del
microorganismo.

En general aqui, a menos que el texto implique otra cosa, las referencias a pinosilvina incluyen referencia a
derivados oligoméricos o glicosidicamente unidos de la misma.

Asi, en ciertas realizaciones preferidas, dicha estilbeno sintasa es una resveratrol sintasa (EC 2.3.1.95) a partir de
una planta que pertenece al género de Arachis, por ejemplo, A. glabatra, A. hypogaea, una planta que pertenece al
género de Rheum, por ejemplo, R. tataricum, una planta que pertenece al género de Vitus, por ejemplo, V. labrusca,
V. riparaia, V. vinifera, o cualquiera de los géneros Pinus, Piceea, Lilium, Eucalyptus, Parthenocissus, Cissus,
Calochortus, Polygonum, Gnetum, Artocarpus, Nothofagus, Phoenix, Festuca, Carex, Veratrum, Bauhinia o
Pterolobium.

La estilbeno sintasa puede ser una que exhiba una rata de rendimiento mas alta con cinamoil-CoA como sustrato
gue lo hace con 4-cumaroil-CoA como sustrato, por ejemplo en un factor de al menos 1.5 o al menos 2. Asi, en
realizaciones adicionalmente preferidas, dicha estilbeno sintasa es una pinosilvina sintasa, preferiblemente a partir
de una especie de arbol tal como una especie de Pinus, Eucalyptus, Picea o Maclura. En particular, la estilbeno
sintasa puede ser una pinosilvina sintasa (EC 2.3.1.146) a partir de una planta que pertenece al género de Pinus,
por ejemplo P. sylvestris, P. strobes, P. densi flora, P. taeda, una planta que pertenece al género Picea, o cualquiera
del género Eucalyptus.

Preferiblemente, dicho acido cinamico puede ser producido a partir de L-fenilalanina en una reaccion catalizada por
una enzima en la cual se produce amoniaco y se forma adecuadamente dicho acido cinamico a partir de
L-fenilalanina mediante una fenilalanina amoniaco liasa.

En ciertas realizaciones preferidas, dicha fenilalanina amoniaco liasa es una L-fenilalanina amoniaco liasa (EC
4.3.1.5) de una planta o un microorganismo. La planta puede pertenecer al género de Arabidopsis, por ejemplo, A.
thaliana, una planta que pertenece al género de Brassica, por ejemplo B. napus, B. rapa, una planta que pertenece
al género de Citrus, por ejemplo C. reticulata, C. clementinus, C. limon, una planta que pertenece al género de
Phaseolus, e.g. P. coccineus, P. vulgaris, una planta que pertenece al género de Pinus, e.g. P. banksiana, P.
monticola, P. pinaster, P. sylvestris, P. taeda, una planta que pertenece al género de Populus, e.g. P. balsamifera, P.
deltoides, P. Canadensis, P. kitakamiensis, P. tremuloides, una planta que pertenece al género de Solanum, e.g. S.
tuberosum, una planta que pertenece al género de Prunus, e.g. P. avium, P. persica, una planta que pertenece al
género de Vitus, e.g. Vitus vinifera, una planta que pertenece al género de Zea, e.g. Z. mays u otros géneros de
plantas e.g. Agastache, Ananas, Asparagus, Bromheadia, Bambusa, Beta, Betula, Cucumis, Camellia, Capsicum,
Cassia, Catharanthus, Cicer, Citrullus, Coffea, Cucurbita, Cynodon, Daucus, Dendrobium, Dianthus, Digitalis,
Dioscorea, Eucalyptus, Gallus, Ginkgo, Glycine, Hordeum, Helianthus, Ipomoea, Lactuca, Lithospermum, Lotus,
Lycopersicon, Medicago, Malus, Manihot, Medicago, Mesembryanthemum, Nicotiana, Olea, Oryza, Pisum, Persea,.
Petroselinum, Phalaenopsis, Phyllostachys, Physcomitrella, Picea, Pyrus, Quercus, Raphanus, Rehmannia, Rubus,
Sorghum, Sphenostylis, Stellaria, Stylosanthes, Triticum, Trifolium, Triticum, Vaccinium, Vigna, Zinnia. El
microorganismo podria ser un hongo que pertenece al género Agaricus, por ejemplo A. bisporus, un hongo que
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pertenece al género Aspergillus, e.g. A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, un hongo que pertenece al género
Ustilago, e.g. U. maydisuna bacteria que pertenece al género Rhodobacter, e.g. R. capsulatusuna bacteria que
pertenece al género Streptomyces, e.g. S. maritimusuna bacteria que pertenece al género Photorhabdus, e.g. P.
luminescens, una levadura que pertenece al género Rhodotorula, e.g. R. rubra.

Puesto que, tal como se describié mas arriba, para la produccion de pinosilvina se requiere la produccion de acido
cinamico por una enzima PAL y también su conversién a pinosilvina mas que la produccién de acido cumarico a
partir de tirosina por un sustrato promiscuo PAL o por conversion de acido cinAmico por una enzima C4H, los
microorganismos para uso en la invencién tienen preferiblemente una PAL que favorece la fenilalanina como
sustrato (produciendo asi acido cinamico) con respecto a la tirosina (de la cual se produce acido cumarico).
Preferiblemente, por lo tanto, la relacién K, (fenilalanina)/Km(tirosina) para la PAL es menor de 1:1, preferiblemente
menor de 1:5, por ejemplo menor de 1:10. Como es usual, K, es la concentracion molar del sustrato (fenilalanina o
tirosina respectivamente) que produce la mitad de la rata maxima de formacion de producto (Vmax)-

La presencia de C4H no es util para la produccién de pinosilvina, pero no es preciso evitarlo dado que la
diversificacion del acido cinamico a partir de la produccion de pinosilvina hacia la formacién de resveratrol a través
de acido cumarico no es excesiva. Por lo tanto, preferiblemente la produccién de C4H es ausente o tal que Kcat
(PAL) /Kcar (C4H) es mayor que 2, preferiblemente mayor que 4. Como es usual, en cada caso Kca: €S Vmax/[Enzima],
donde [Enzima] es la concentracién de la enzima relevante.

A manera de ilustracion, los valores tipicos de Km para la fenilalanina amonio liasa PAL2 de A. thaliana y su
homélogo PAL1 estan alrededor de 60 uM con fenilalanina como sustrato (Cochrane et al, 2004), y mas de 1000 uM
cuando se utiliza tirosina como sustrato (Watts et al, 2006). La rata de rendimiento catalitico Kca: para PAL2 de A.
thaliana es 192 moles de &cido cindmico/mol de enzima PAL2 cuando se convierte fenilalanina a acido cindmico
(Cochrane et al, 2004) pero Kcat €s diminuta para la conversion de tirosina a acido cumarico. Una PAL con las
propiedades genéticas anteriores es especifica para la fenilalalnina como sustrato y da exclusivamente la formacion
de acido cinamico a partir de la fenilalanina y niveles indetectables de acido cumarico a partir de tirosina.

La rata de rendimiento tipica para la reaccién de hidroxilasa catalizada por C4H es 25 moles de producto de acido
cumarico/mol de enzima/minuto cuando la actividad nativa de levadura CPR soporta la reaccion (Urban et al, 1994).
La actividad de C4H puede ser limitada por la disponibilidad de NADPH y esta puede incrementarse si la enzima
citocromo P450 hidroxilasa (CPR) es sobreexpresada. Si la CPR es sobreexpresada como se ejemplifica en la
literatura de 5 a 20 veces (Mizutani et al, 1998, Urban et al, 1994) las ratas de rendimiento catalitico para la reaccion
con C4H que convierte el acido cinamico a acido cumarico se incrementa a 125 moles de producto de acido
cumarico/mol de enzima/minuto y 530 moles de producto de acido cumarico/mol de enzima/minuto,
respectivamente.

El resultado de la reaccion combinada PAL-C4H-CPR dependera de los niUmeros cataliticos y la cantidad de cada
enzima presente, especialmente la cantidad de CPR que soporta la donacion de electrones, NADPH, para C4H. Una
PAL eficiente dard cerca de 192 moles de acido cinamico/mol de PAL/minuto y la enzima C4H siguiente en la
secuencia convertird cerca de 25 moles de este acido cindmico/mol de C4H/minuto en &cido cumarico con la
actividad de CPR nativa. Asi el producto dominante a partir de la reacciéon combinada PAL-C4H-CPR sera acido
cindmico (167 moles de acido cinamico/mol de enzima PAL/minuto y 25 moles de acido cumarico/mol de enzima
C4H/minuto con actividad de CPR nativa. Una actividad de CPR mas alta llevara a mas actividad de C4H por mol de
enzima C4H y finalmente a acido cumarico puro si se sobreexpresa a niveles altos. Una CPR sobreexpresada
solamente cinco veces como en el articulo de Mizutani (Mizutani et al, 1998) dara como resultado 125 moles de
acido cumarico/mol de C4H/minuto y solamente 67 moles de acido cinamico serian el resultado de la PAL por
minuto. Asi la CPR debe al menos ser sobreexpresada cerca de 8 veces para una produccion de acido cumarico
puro (indeseada).

En el caso de un organismo recombinante o natural con varias PALS/TALs y C4H se puede preparar un extracto
celular y medir las latas de rendimiento catalitico aparentes y los valores de Km como una suma total (o de enzima
agregada) de enzima aparentes PAL, TAL o C4H. A partir de estas propiedades de suma estimadas sera posible
determinar si el organismo producira principalmente acido cumarico o acido cinamico y asi cual producto de
resveratrol o pinosilvina seria el resultante cuando 4CL y VST se expresan en este organismo. La rata de
rendimiento se expresara ahora como moles de producto/(moles total de proteina/tiempo) en vez de lo que sucede
cuando se utilizan moles de enzima pura producto/(mol de enzima pura/tiempo). Por lo tanto, la relacion preferida
Km(fenilalanina)/Kny(tirosina) para la PAL menos de 1:1 puede aplicarse a la actividad de PAL agregada cuando esta
presente mas de una PAL y la relacién preferida Kcat(PAL)/Kcai(C4H) mayor de 2 puede aplicarse al agregado de la
actividad de PAL y/o C4H (modulada por CPR) cuando esta presente mas de una actividad de PAL y/o C4H.

Preferiblemente, los microorganismos no tienen C4H exdgeno, esto es no han sido modificados genéticamente para
proveer la expresion de una enzima C4H. Cualquier produccién de C4H aqui entonces sera nativa del organismo.
Opcionalmente, el microorganismo sin C4H exdgeno también puede carecer de C4H enddgeno. La carencia de C4H
endogeno puede deberse a una capacidad del C4H nativo de haber sido eliminado por métodos de modificacién
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genética o silenciamiento genético o simplemente porque el organismo carece naturalmente de los genes de C4H,
puesto que la enzima no es parte de su metabolismo.

También, como se ve mas arriba, la presencia de CPR no es (til para la produccién de pinosilvina y su
sobreexpresion, mientras que el no estar prohibido no es general deseable. De acuerdo con lo anterior, el
microorganismo preferiblemente no tiene CPR enddgena, no tiene CPR exdgena o no tiene sobreexpresion de CPR
nativa, o puede tener una expresion reducida de CPR nativa.

De manera adecuada, dicha L-fenilalanina amoniaco liasa es expresada en dicho microorganismo a partir de acido
nucleico que codifica para dicha enzima la cual no es nativa del microorganismo.

Preferiblemente, la cinamoil-CoA es formada en una reaccion catalizada por una enzima en la cual el ATP y la CoA
son sustratos y ADP es un producto y de manera adecuada cinamoil-CoA se forma en una reaccion catalizada por
una 4-cumarato-CoA ligasa (también denominada como 4-cumaroil-CoA-ligasa). Las enzimas 4-cumarato-CoA
ligasa conocidas aceptan bien sea &cido 4-cumérico o &cido cinamico como sustratos y producen los
correspondientes derivados CoA. En general, tales enzimas son conocidas como “4-cumarato-CoA ligasa” si
muestran una actividad mas alta con acido 4-cumarico como sustrato o con acido cindmico como sustrato. Sin
embargo, nos referimos aqui a enzimas que tienen esa preferencia de sustrato como enzimas “cinamato-CoA ligasa”
(o cinamoil-CoA-ligasa). Una enzima tal esta descrita por ejemplo en Aneko et al., 2003.

Dicha 4-cumarato-CoA ligasa o cinamato-CoA ligasa puede ser una 4-cumarato-CoA ligasa / cinamato-CoA ligasa
(EC 6.2.1.12) de una planta, un microorganismo o un nematodo. La planta puede pertenecer al género de Abies, por
ejemplo A. beshanzuensis, B. firma, B. holophylla, una planta que pertenece al género de Arabidopsis, por ejemplo
A. thaliana, una planta que pertenece al género de Brassica, por ejemplo B. napus, B. rapa, B.oleracea, una planta
que pertenece al género de Citrus, por ejemplo C. sinensis, una planta que pertenece al género de Larix, por
ejemplo L. decidua, L. gmelinii, L. griffithiana, L. himalaica, L. kaempferi, L. laricina, L. mastersiana, L. occidentalis, L.
potaninii, L. sibirica, L. speciosa, una planta que pertenece al género de Phaseolus, e.g. P. acutifolius, P. coccineus,
una planta que pertenece al género de Pinus, e.g. P. armandii P. banksiana, P. pinaster, una planta que pertenece al
género de Populus, e.g. P. balsamifera, P. tomentosa, P. tremuloides, una planta que pertenece al género de
Solanum, e.g. S. tuberosum, una planta que pertenece al género de Vitus, e.g. Vitus vinifera, una planta que
pertenece al género de Zea, e.g. Z. mays, u otros géneros de plantas e.g. Agastache, Amorpha, Cathaya, Cedrus,
Crocus, Festuca, Glycine, Juglans, Keteleeria, Lithospermum, Lolium, Lotus, Lycopersicon, Malus, Medicago,
Mesembryanthemum, Nicotiana, Nothotsuga, Oryza, Pelargonium, Petroselinum, Physcomitrella, Picea, Prunus,
Pseudolarix, Pseudotsuga, Rosa, Rubus, Ryza, Saccharum, Suaeda, Thellungiella, Triticum, Tsuga. El
microorganismo podria ser un hongo filamentoso perteneciente al género Aspergillus, e.g. A. flavus, A. nidulans, A.
oryzae, A. fumigatus, a filamentous fungus belonging to the genus Neurospora, e.g. N. crassa, un hongo que
pertenece al género Yarrowia, e.g. Y. lipolytica, un hongo que pertenece al género of Mycosphaerella, e.g. M.
graminicolauna bacteria que pertenece al género de Mycobacterium, e.g. M. bovis, M. leprae, M. tuberculosisuna
bacteria que pertenece al género de Neisseria, e.g. N. meningitidisuna una bacteria que pertenece al género de
Streptomyces, e.g. S. coelicoloruna bacteria que pertenece al género of Rhodobacter, e.g. R. capsulatus, un
nematodo que pertenece al género Ancylostoma, e.g. A. ceylanicum, un nematodo que pertenece al género
Caenorhabditis, e.g. C. elegans, un nematodo que pertenece al género Haemonchus, e.g. H. contortus, un
nematodo que pertenece al género Lumbricus, e.g. L. rubellus, un nematodo que pertenece al género Meilodogyne,
e.g. M. hapla, un nematodo que pertenece al género Strongyloidus, e.g. S. rattii, S. stercoralis, un nematodo que
pertenece al género Pristionchus, e.g. P. pacificus.

Un microorganismo tiene al menos una copia de al menos una secuencia genética que codifica una enzima
respectiva en dicho camino metabdlico que ha sido introducido por via recombinante en dicho microorganismo.

Adicionalmente, se puede proveer una o mas sefiales de expresion, tal como secuencias promotoras, no asociadas
de manera nativa con dicha secuencia de codificacién en dicho organismo. Asi opcionalmente, al menos una copia
de una secuencia genética que codifica una L-fenilalanina amoniaco liasa esta enlazado operativamente a una sefial
de expresién no asociada de manera nativa con dicha secuencia genética en dicho organismo.

Las sefiales de expresion incluyen secuencias de nuclettidos localizadas corriente arriba (secuencias no
codificantes en 5’), dentro de, o corriente abajo (secuencias no codificantes en 3’) de una secuencia de codificacién,
y que tienen influencia en la trascripcion, procesamiento de ARN o estabilidad, o en la traduccion de la secuencia de
codificacién asociada. Tales secuencias pueden incluir promotores, secuencias guia de la traduccién, intrones y
secuencias de reconocimiento de poliadenilacion.

Opcionalmente, al menos una copia de la secuencia genética que codifica una 4-cumarato-CoA ligasa o cinamato-
CoA ligasa, sea nativa o no, esta enlazado operativamente a una sefial de expresién no asociada de manera nativa
con dicha secuencia genética en dicho organismo.
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Opcionalmente, al menos una copia de la secuencia genética que codifica una estilbeno sintasa, la cual puede ser
una resveratrol sintasa esta enlazado operativamente a una sefal de expresién que no esta asociada de manera
nativa con dicha secuencia genética en dicho organismo.

Opcionalmente, al menos una copia de una secuencia genética que codifica una pinosilvina sintasa esta enlazada
operativamente a una sefial de expresion que no estd asociada de manera nativa con dicha secuencia genética en
dicho organismo.

En ciertos aspectos la invencion provee un microorganismo genéticamente modificado de la clase descrita, que tiene
una ruta metabdlica operativa en la cual un primer metabolito es transformado en un segundo metabolito en una
reaccion catalizada por una primera enzima, produciendo dicha etapa de reaccién amoniaco, y en la cual dicho
segundo metabolito es transformado en un tercer metabolito en una reaccién catalizada por una segunda enzima en
la cual ATP y CoA son un sustrato, y ADP es un producto, y en la cual dicho tercer metabolito es transformado en un
cuarto metabolito en una reaccion catalizada por una tercera enzima en la cual la malonil-CoA enddgena es un
sustrato.

Los microorganismos descritos mas arriba incluyen algunos que contienen una o mas copias de una secuencia de
ADN heteréloga que codifica fenilalanina amoniaco liasa asociado operativamente con una sefial de expresion, y
que contiene una 0 mas copias de una secuencia de ADN heterdloga que codifica 4-cumarato-CoA-ligasa o
cinamato-CoA ligasa operativamente asociada con una sefial de expresion, y que contiene una o mas copias de una
secuencia de ADN heteréloga que codifica una estilbeno sintasa, la cual puede ser resveratrol sintasa, asociada
operativamente con una sefial de expresion.

Alternativamente, los microorganismos descritos anteriormente incluyen algunos que contienen una o mas copias de
una secuencia de ADN heteréloga que codifica fenilalanina amoniaco liasa asociado operativamente con una sefial
de expresion, y que contienen una o mas copias de una secuencia de ADN heter6loga que codifica 4-cumarato-CoA-
ligasa o cinamato-CoA ligasa asociado operativamente con una sefial de expresion, y que contiene una o mas
copias de una secuencia de ADN heteréloga que codifica pinosilvina sintasa asociada operativamente con una sefial
de expresion.

En el presente contexto el término “microorganismo” se relaciona con organismos microscopicos, incluyendo
bacterias, hongos microscépicos incluyendo levaduras.

Mas especificamente, el microorganismo puede ser un hongo, y mas especificamente un hongo filamentoso
perteneciente al género de Aspergillus, e.g. A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, una levadura perteneciente
al género de Saccharomyces, e.g. S. cerevisiae, S. kluyveri, S. bayanus, S. exiguus, S. sevazzi, S. uvarum, una
levadura perteneciente al género Kluyveromyces, e.g. K. lactis K. marxianus var. marxianus, K. thermotolerans, una
levadura que pertenece al género Candida, e.g. C. utilis C. tropicalis, C.albicans, C. lipolytica, C. versatilis, una
levadura que pertenece al género Pichia, e.g. P. stipidis, P. pastoris, P. sorbitophila, u otros géneros de levadura,
e.g. Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Pichia, Yarrowia, Zygosaccharomyces o Schizosaccharomyces.
Concerniente a otros microorganismos se suministra una lista no exhaustiva de hongos filamentosos adecuados:
una especie perteneciente a los géneros Penicillium, Rhizopus, Fusarium, Fusidium, Gibberella, Mucor, Mortierella,
Trichoderma.

Con respecto a bacterias se da como sigue una lista no exhaustiva de bacterias adecuadas: una especie
perteneciente al género Bacillus, una especie perteneciente al género Escherichia, una especie que pertenece al
género Lactobacillus, una especie que pertenece al género Lactococcus, una especie que pertenece al género
Corynebacterium, una especie que pertenece al género Acetobacter, una especie que pertenece al género
Acinetobacter, una especie que pertenece al género Pseudomonas, etc.

Los microorganismos preferidos de la invencion pueden ser S. cerevisiae, A. niger, A. oryzae, E. coli, L. lactis o B.
subtilis.

El microorganismo construido y modificado puede ser cultivado utilizando procedimientos cominmente conocidos,
incluyendo cultivos quimiostaticos, por lotes, por lotes con alimentacion, etc.

Asi, la invenciéon incluye un método para producir pinosilvina que comprende poner en contacto una célula de
microorganismo genéticamente modificada de la invencién con un sustrato de carbono en la ausencia sustancial de
una fuente externa de acido cinamico, teniendo dicha célula la capacidad de producir pinosilvina bajo las
condiciones en las cuales el microorganismo puede ser seleccionado del grupo consistente de hongos y bacterias,
especialmente levaduras.

La pinosilvina asi producida puede ser aislada o purificada opcionalmente y los métodos adecuados incluyen
extraccion por solventes con n-hexano, seguida por extraccion secuencial con éter, acetona, metanol y agua al
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100%, y purificacion cromatografica sobre una columna de silica gel utilizando un sistema n-hexano/acetato de etilo
(2/1) (Suga et al. 1993).

Dicho sustrato de carbono es seleccionado opcionalmente del grupo de sustratos de carbono fermentables,
consistentes de monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos, por ejemplo, glucosa, fructosa, galactosa, xilosa,
arabinosa, manosa, sacarosa, lactosa, eritrosa, treosa y/o ribosa. Dicho sustrato de carbono puede ser seleccionado
adicional o alternativamente del grupo de sustratos de carbono no fermentables que incluyen etanol, acetato, glicerol
y/o lactato. Dicho sustrato de carbono no fermentable puede ser seleccionado adicional o alternativamente del grupo
de aminoacidos y puede ser fenilalanina.

En un aspecto alternativo, la invencion incluye un método para producir pinosilvina a través de la expresion
heter6loga de secuencias de nucledtidos que codifican fenilalanina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y
resveratrol sintasa y también un método para producir pinosilvina a través de la expresion heteréloga de secuencias
de nucledtidos que codifican fenilalanina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y pinosilvina sintasa.

La pinosilvina, incluyendo la pinosilvina asi producida, puede ser utilizada como nutracéutico en un producto
alimenticio, por ejemplo, en un producto lacteo o una bebida tal como cerveza o vino.

La invencion incluye adicionalmente una composicion de microorganismos que comprenden células de
microorganismos y al menos 1.5 mg/g de pinosilvina sobre una base de peso seco. Por ejemplo, la levadura o
levadura que contiene preparaciones derivadas de levadura que contienen pinosilvina, o la pinosilvina asi producida,
pueden ser provistas para consumo humano o animal, por ejemplo, en forma seca, de manera adecuada como
formas de dosificacién orales unitarias tales como tabletas o capsulas que contienen levadura, las cuales pueden
contener por ejemplo al menos 0.5 g de dicha levadura, por ejemplo 1-3 g.

Cualquier enzima tipo silvestre citada aqui puede ser sustituida por una forma mutante de la misma, que tenga de
manera adecuada una homologia de aminoacidos con respecto a la enzima tipo silvestre citada de al menos 50%,
mas preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, mas
preferiblemente al menos 90%, a al menos 95%, mientras que desde luego se mantiene la actividad enzimatica
requerida del tipo silvestre. Esto puede incluir el mantenimiento de cualquier preferencia por sustratos del tipo
silvestre por ejemplo, por fenilalanina frente a tirosina o por acido cinamico frente a acido cumarico o por cinamoil-
CoA frente a cumaroil-CoA. Cualquier secuencia de codificacion tipo silvestre que codifica una enzima citada aqui
puede ser sustituida con una secuencia que codifica para la misma enzima pero en la cual se ajusta el uso del
codon. Esto se aplica tanto a enzimas tipo silvestre mencionadas aqui como a formas mutantes tal como se discutid
mas arriba. Las secuencias de nucleétido que codifican para formas mutantes de enzimas tipo silvestre son
preferiblemente homologas con la secuencia de nucledtidos tipo silvestre de la enzima tipo silvestre correspondiente
hasta un grado de al menos 50%, mas preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, mas
preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90%, a al menos 95%.

Las formas mutantes de las enzimas pueden tener un nivel de actividad enzimatica fundamentalmente sin cambios
con respecto al de la enzima tipo silvestre o puede seleccionarse para tener un nivel mas alto de actividad. Las
sustituciones conservadoras de aminoacidos de la enzima tipo silvestre pueden hacerse de acuerdo con la practica
conocida. Pueden desarrollarse enzimas que tengan actividad mejorada por técnicas de evolucién dirigida como las
conocidas en el arte, cambios aleatorios en la enzima que esta siendo producida por métodos tales como la
introduccion de cambios genéticos aleatorios en la codificacion para la enzima en un organismo de prueba adecuado
tal como E. coli o S. cerevisiae seguidas por expresion y selecciéon de mutantes mejorados cribando la propiedad
deseada, o imponiendo condiciones de autoseleccion bajo las cuales los organismos que expresan una actividad
mejorada tendran una ventaja de supervivencia.

Referencias que se hagan aqui a la ausencia o ausencia sustancial o carencia de suministro de una sustancia, por
ejemplo de acido cindmico, incluyen la ausencia sustancial de derivados del mismo tales como ésteres del acido
cinamico (incluyendo tioésteres), por ejemplo, cinamoil-CoA, el cual puede ser metabolizado a la sustancia o que
son productos inmediatos de metabolismo posterior de la sustancia. En particular, la carencia de acido cinamico
implica la carencia de cinamoil-CoA.

La pinosilvina producida de acuerdo con la invencién puede ser cis-pinosilvina o trans-pinosilvina, cuya formacion se
espera a partir de acido cis-cinamico y acido trans-cinamico respectivamente. Adicionalmente, la cis-pinosilvina
puede formarse a partir de acido trans-cinamico por un proceso que incluye isomerizacion. Pero se esperara que
normalmente predomine la forma trans.

Breve descripcion de los dibujos

Para asistir en el facil entendimiento de la anterior descripcion de la invencion se ha hecho referencia a los dibujos
acompafiantes en los cuales:
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La figura 1 muestra la estructura quimica de la pinosilvina:

La figura 2 muestra la ruta fenilpropanoide que utiliza la resveratrol sintasa que actla sobre el cumaroil-CoA,
llevando al resveratrol; y

La figura 3 muestra la ruta fenilpropanoide que utiliza pinosilvina sintasa o resveratrol sintasa que actiian sobre
cinamoil-CoA, llevando a pinosilvina.

La figura 4 muestra los cromatogramas de HPLC del sobrenadante y el extracto celular de cepas de S. cerevisiae
FSSC-PALACLVST1 cultivadas sobre 100 g/l de galactosa. Se incluye un cromatograma de 60 nanogramos de
pinosilvina pura.

La figura 5 muestra los cromatogramas de HPLC de un extracto celular de una cepa de S. cerevisiae FSSC-
PAL4ACLRES, cultivada sobre 100 g/l de galactosa. Se incluye un cromatograma de 60 nanogramos de pinosilvina
pura.

La figura 6 muestra los datos de LC-MS para pinosilvina pura y pinosilvina producida por la cepa de S.cerevisiae
FSSC-PALACLRES, cultivada sobre 100 g/l de galactosa. Se muestran ambos cromatogramas de pico base y trazas
de iones negativos en M/Z211.0759 Dale.

La figura 7 muestra cromatogramas de HPLC obtenidos en el Ejemplo 16.

La figura 8 muestra el analisis de HPLC de un producto extraido de la fermentacion de una cepa productora de
pinosilvina de E. coli (panel superior) y una cepa de control (panel inferior).

La invencion sera descrita e ilustrada adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo

Ejemplo 1

Aislamiento de genes que codifican PAL, 4CL, RESy VST1

Se aislaron fenilalanina amoniaco liasa (PAL2) (Cochrane et al., 2004; SEQ ID NO: 1, 2), 4-cumarato:Coenzima A
ligasa (4CL1) (Hamberger and Hahlbrock 2004; Ehlting et al., 1999; SEQ ID NO: 3, 4) a través de PCR a partir de
ADNCc de A. thaliana (BioCat, Heidelberg, Alemania) utilizando los cebadores de la Tabla 1. Se escogieron PAL2 y
4CL1 entre varios homologos de A. thaliana debido a los parametros cinéticos favorables hacia el acido cinamico y
cinamoil-CoA, respectivamente (Cochrane et al., 2004; Hamberger and Hahlbrock 2004; Ehlting et al., 1999).

La secuencia de codificacion de la resveratrol sintasa (RES) de ruibarbo, Rheum tataricum (Samappito et al., 2003;
SEQ ID NO: 5, 6) fue optimizada por codén para la expresion de S. cerevisiae utilizando la herramienta de
retrotraduccion en servicio en linea en www.entelechon.com, produciendo la secuencia SEQ ID NO: 7, 8. Se
construyeron oligos para el ensamblaje genético sintético en MWG Biotech y el gen sintético fue ensamblado por
PCR utilizando un protocolo de método modificado ligeramente con respecto al de Martin et al. (2003) descrito mas
adelante.

Tabla 1. Cebadores vy sitios de restriccion para la amplificacion de genes

Cebador para amplificacién de gen (Los sitios de restriccion | Gen Sitio de | Sitio de
estan subrayados) restriccion: restriccion:
cebador vector
5'-CGGAATTCTCATGGATCAAATCGAAGCAATGTT PAL2 EcoR1 EcoR1
5'-CGACTAGTTTAGCAAATCGGAATCGGAGC PAL2 Spel Spel
5-GCTCTAGACCT 4CL1 Xbal Spel
ATGGCGCCACAAGAACAAGCAGTTT
5'-GCGGATCCCCT TCACAATCCATTTGCTAGTTT TGCC | 4CL1 BamH1 Bglll
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5-CC GGATCCAAATGGCCCCAGAAGAGAGCAGG RES BamH1 BamH1

5-CG CTCGAGTTAAGTGATCAATGGAACCGAAGACAG RES Xhol Xhol

*SEQ ID Nos 11-16

Los cebadores de MWG para el ensamblaje del gen sintético fueron disueltos en agua milliQ a una concentracion de
100 pmol/ul. Se combino una alicuota de 5 pl de cada cebador en un totalmix y luego se diluyo 10 veces con agua
milliQ. El gen fue ensamblado a través de PCR utilizando 5 ul de totalmix diluido por 50 ul como patrén para ADN
polimerasa de fusién (Finnzymes). El programa de PCR fue como sigue: Inicial 98°C durante 30 segundo y luego 30
ciclos con 98°C durante 10 segundos, 40°C durante 1 minuto y 72°C a 1 minuto/1000 pares de bases y un final de
72°C durante 5 minutos. A partir de la reaccion de PCR resultante, se purificaron 20 pl sobre gel de agarosa al 1%.
El resultado fue una mancha de PCR y las regiones alrededor del tamafio deseado fueron cortadas del gel de
agarosa y purificados utilizando el QiaQuick Gel Extraction Kit (Quiagen). Un PCR final con los cebadores externos
en la Tabla 1 produjo el gen RES requerido. Las mutaciones puntuales fueron corregidas utilizando el kit de
mutagénesis Il dirigida al sitio Quichkchange (Stratagene, La Jolla, CA).

El gen VST1 que codifica resveratrol sintasa de Vitis vinifera (vifia) (Hain et al., 1993) fue sintetizado por GenScript
Corporation (Piscataway, NJ). La secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 10) fue utilizada como plantilla para
generar el codon de gen sintético optimizado para expresiéon en S.cerevisiae (SEQ ID NO: 9). El gen VST1 sintético
fue suministrado insertado en el vector pUC57 de E. coli flanqueado por sitios de restriccion BamH1 y Xhol. El gen
sintético fue purificado a partir del vector pUC57 mediante restriccion con BamH1/Xhol y purificado a partir de gel de
agarosa utilizando el QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen).

Ejemplo 2
Construccion de un vector de levadura para expresion de PAL2

El gen que codifica PAL2, aislado y descrito en el Ejemplo 1, fue reamplificado por PCR utilizando cebadores de
avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contenian sitios de restriccion EcoR1 y Spel (Tabla 1). El producto de
PCR de PAL2 amplificado fue digerido con EcoR1/Spel y ligado en un vector pESC-URA digerido con EcoR1/Spel
(Stratagene), dando como resultado el vector pESC-URA-PAL2. La secuencia del gen fue verificada por
secuenciacion de dos clones diferentes.

Ejemplo 3
Construccion de un vector de levadura para expresion de 4CL1

El gen que codifica 4CL1 fue aislado como se describié en el Ejemplo 1. El producto de PCR 4CL1 amplificado fue
digerido con Xbal/BamH1 y ligado a un vector pESC-TRP digerido con Spel/Bglll (Stratagene), dando como
resultado el vector pESC-TRP-4CL1. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-TRP-4CL1 para verificar la
secuencia del gen clonado.

Ejemplo 4
Construccion de un vector de levadura para expresion de 4CL1 y RES

El gen que codifica RES fue aislado como se describié en el ejemplo 1. El gen RES sintético amplificado fue digerido
con BamH1/Xhol y ligado en pESC-TRP-4CL1 digerido con BamH1/Xhol (Ejemplo 3). El plasmido resultante,
pPESC-TRP-4CL1-RES, contenia los genes que codifican 4CL1 y RES bajo el control del promotor divergente
GAL1/GAL10. La secuencia del gen que codifica VST1 fue verificada por secuenciacion de dos clones diferentes de
pESC-TRP-4CL1-VST1.

Ejemplo 5
Construccion de un vector de levadura para expresion de 4CL1y VST1

El gen que codifica VST1 fue aislado como se describié en el ejemplo 1. El gen VST1 purificado y digerido fue ligado
en pESC-TRP-4CL1 digerido con BamH1/Xhol (Ejemplo 3). El plasmido resultante, pESC-TRP-4CL1-VST1,
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contenia los genes que codifican 4CL1 y VST1 bajo el control del promotor divergente GAL1/GAL10. La secuencia
del gen que codifica VST1 fue verificada por secuenciacién de dos clones diferentes de pESC-TRP-4CL1-VSTL1.

Ejemplo 6
Expresion de la ruta a pinosilvina en la levadura S.cerevisiae utilizando PAL2, 4CL1y RES

Las cepas de levadura que contenian los marcadores genéticos apropiados fueron transformadas con los vectores
descritos en los Ejemplos 2, 3 y 4, separadamente o en combinacidn. La transformacion de la célula de levadura fue
llevada a cabo de acuerdo con métodos conocidos en el arte, por ejemplo, utilizando células competentes o por
electroporacion (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989). Los transformantes fueron seleccionados sobre medio
que carecia de uracilo y/o triptéfano y purificadas por extensién sobre el mismo medio.

Una cepa de S. cerevisiae FS01267 (MATa trpl ura3) fue cotransformada con pESC-URA-PAL2 (Ejemplo 2) y
pESC-TRP-4CL1-RES (Ejemplo 4), y la cepa transformada fue denominada FSSC-PAL24CL1RES.

Ejemplo 7
Expresion de la ruta a pinosilvina en la levadura S.cerevisiae utilizando PAL2, 4CL1y VST1

Las cepas de levadura que contenian los marcadores genéticos apropiados fueron transformadas con los vectores
descritos en los Ejemplos 2, 3y 5, separadamente o en combinacion. La transformacion de la célula de levadura fue
llevada a cabo de acuerdo con métodos conocidos en el arte, por ejemplo, utilizando células competentes o por
electroporacion (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989). Los transformantes fueron seleccionados sobre medio
que carecia de uracilo y/o triptéfano y purificadas por extensién sobre el mismo medio.

La cepa S.cerevisiae FS01267 (MATa trpl ura3) fue cotransformada con pESC-URA-PAL2 (Ejemplo 2) y pESC-
TRP-4CL1-VST1 (Ejemplo 5), y la cepa transformada fue denominada FSSC-PAL24CL1VST1.

Ejemplo 8
Fermentacion con cepas de levadura recombinantes en matraces con agitacion

Las cepas de levadura recombinantes fueron inoculadas desde placas de agar con un asa de inoculacion estéril y
cultivadas en 100 ml de medio mineral definido (Verduyn et al., 1992) que contenia vitaminas, elementos traza, 5 g/l
de glucosa, 95 g/l de galactosa. Los frascos en agitaciéon tapados de 500 ml fueron incubados durante 3 dias a 30°C
y 160 rpm.

Ejemplo 9
a) Extraccion de pinosilvina

Las células fueron recolectadas por centrifugacion, a 5000 g durante 5 minutos. Se extrajo una alicuota de 50 ml de
sobrenadante una vez con 20 ml de acetato de etilo. El acetato de etilo fue liofilizado y el producto fue redisuelto en
0.7 ml de metanol y filtrado en viales de HPLC.

La pella de células de 100 ml de medio fue disuelta en 2 ml de agua y dividida en 3 tubos de preparacién rapida y
desecha con perlas de vidrio. Los extractos crudos de los tres tubos fueron reunidos en 10 ml de metanol al 100%
en un tubo sartorious de 50 ml y extraido sobre una camara rotatoria durante 48 horas en un ambiente frio y oscuro
a 4°C. Después de 48 horas los residuos celulares fueron eliminados a través de centrifugacion durante 5 minutos, a
5000 g y el metanol fue eliminado por liofilizacion durante la noche. El residuo seco fue redisuelto en 0.7 ml de
metanol y filtrado a viales de HPLC.

b) Andlisis de pinosilvina
HPLC

Para el andlisis cuantitativo de acido cinamico, acido cumarico y pinosilvina, las muestras fueron sometidas a
separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) en un sistema Agilent Series 1100 (Hewlett
Packard) antes de la deteccion por arreglo de diodos en uv a A=306 nm. Se utiliz6 una columna Phenomenex
(Torrance, CA, Estados Unidos) Luna 3 micrometer C18 (100 X 2.00 mm) a 40°C. Como fase movil se utilizé un
gradiente de acetonitrilo y agua milliQ (conteniendo ambos 50 ppm de acido trifluoroacético) a un flujo de 0.4 ml/min.
El perfil de gradiente fue lineal desde 15 % de acetonitrilo a 100 % de acetonitrilo durante 20 minutos. El tiempo de
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elucion fue de aproximadamente 8.8-8.9 minutos para la trans-pinosilvina. El estandar puro de pinosilvina (> 95%
puro) fue adquirido en ArboNova (Turku, Finlandia).

LC-MS

Las muestras y los estandares fueron analizados por LC-MS por electroaspersion negativa sobre un espectrémetro
de masas con tiempo de vuelo Waters (Micromass, Manchester, Reino Unido) LCT™ con una sonda de referencia
Lockspray™ acoplada a un sistema Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies Walbron, Alemania). Las
separaciones se hicieron sobre una columna de 50 mm x 2 mm ID Luna C-18 (ll) (Phenomenex, Estados Unidos)
acoplada con una precolumna de 4 mm x 2 mm ID SecurityGuard™ (Phenomenex, Estados Unidos) utilizando un
gradiente de agua-acetonitrilo a 0.3 ml/minuto. Ambos eluyentes contenian acido férmico 20 mM. La composicién de
solventes fue cambiada de 15% de acetonitrilo en la inyeccién a 100% de acetonitrilo a lo largo de 20 minutos, el
cual fue mantenido durante 5 minutos antes de que el gradiente fuera regresado a las condiciones de partida. Se
inyect6 una muestra de 3 pl en todos los casos y la columna fue mantenida a 40°C. Todos los productos quimicos
eran de grado HPLC y estaban disueltos en agua Milli-Q™. Los espectros UV fueron tomados a 200-700 nm a 2
espectros por segundo con una resoluciéon de 4 nm. El espectrometro de masas fue sintonizado para sensibilidad
maxima en modo de electroaspersién negativa hasta una resolucién mejor de 5500 FWH sobre una solucién de
leucina enkfalina (0.5 pg/ml en acetonitrilo al 50% con 0.5% de acido férmico). Dicha solucion fue citada también
como referencia de masa en el Lockspray™ en ESI negativo a 15 pl/minuto. El instrumento fue calibrado utilizando
un ESI negativo sobre una mezcla carboxilada-PEG en acetonitrilo al 50%. En ambos casos la calibracion tuvo un
error residual menor de 2 mDa en al menos 25 iones de calibracion. Las condiciones de andlisis fueron
seleccionadas para una fragmentacion en fuente minima.

Los espectros de masas fueron recolectados de 100 a 900 Da/e a una rata de 0.4 segundos por espectro con tiempo
de interbarrido de 0.1 segundos. Se recolect6 un espectro de referencia de la sonda Lockmass™ cada 3% segundo y
se promediaron 10 espectros de referencia para la correccion interna de masa.

Las trazas de i6n estrechas fueron extraidas utilizando +/- 25 mDa alrededor de la masa protonada o desprotonada
de los metabolitos esperados.

Resultados

Las cepas FSSC-PAL24CL1RES y FSSC-PAL24CL1VST1, fueron cultivadas en 100 g/l de galactosa como se
describe en el Ejemplo 8, y analizadas en cuanto a su contenido de pinosilvina. Adicionalmente, se incluy6 una cepa
de control FSSC-control que contenia los vectores vacios solamente. El andlisis por HPLC mostré que las cepas
FSSC-PAL24CL1VST1 y FSSC-PAL24CL1RES contenian un componente con un tiempo de retencion de 8.8-9.0
minutos que era idéntico a la trans-pinosilvina (figuras 4 y 5). Dicho resultado fue confirmado por el analisis de LC-
MS que rebelo la presencia de un componente en el sobrenadante de la cepa FSSC-PAL24CL1VST1 con un tiempo
de retencion de 8.2 minutos, que tenia un M/Z de 211.0579 Da/e + 25 mDA que correspondia en efecto a la M/Z de
la pinosilvina pura en modo de ion negativo (figura 6). Ademas los espectros de absorcion UV fueron similares al
espectro de absorcion de la trans-pinosilvina pura (no mostrada) también, con una Amax de aproximadamente 306
nm.

Los resultados, por lo tanto, demostraron la presencia de una ruta fenilpropanoide activa en S. cerevisiae que lleva a
la produccion in vivo de trans-pinosilvina. La produccion de pinosilvina puede ser mejorada lo mas probablemente
cultivando las cepas bajo condiciones de cultivo bien definidas en cultivos en lotes y continuos y/o optimizando la
expresion/actividades de las enzimas individuales.

Ejemplo 10
a) Construccion de un vector bacteriano para expresion de PAL2 en Escherichia coli

Los plasmidos que fueron utilizados en los siguientes ejemplos contenian uno 0 mas genes marcadores para
permitir que el microorganismo que los alojara fueran seleccionados entre aquellos que no. El sistema de seleccion
se basa en marcadores dominantes, por ejemplo, resistencia contra ampicilina y kanamicina. Ademas, los plasmidos
contenian secuencias promotoras de terminacion que permitian la expresion de los genes recombinantes. Ademas,
los plasmidos contenian sitios de restriccion Unicos adecuados para facilitar la clonacion de los fragmentos de ADN y
la subsecuente identificacion de los recombinantes. En este ejemplo los plasmidos contenian tanto el gen de
resistencia a ampicilina, designado como pET16b (Novagen), o el gen de resistencia a kanamicina, designado como
pPET26b (Novagen).

El gen que codifica PAL2, aislado como se describié en el Ejemplo 1, fue reamplificado por PCR a partir del
plasmido pESC-URA-PAL2 (Ejemplo 2), utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5 que
contenian sitios de restriccion adecuados. La introduccién de dichos sitios de restriccion en los extremos 5’y 3’ en el
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gen permitieron la ligacion del producto de PCR restringido en un vector pET16b digerido que contenia el promotor
T7. El plasmido resultante, pET16b-PAL2, contenia el gen que codifica PAL2 bajo el control del promotor T7.

b) Construccion de un vector bacteriano para la expresion de 4CL1 y VST1 en Escherichia coli

El gen que codifica 4CL1, aislado como se describid en el Ejemplo 1, fue reamplificado por PCR a partir del plasmido
pPESC-URA-4CL1-VST1 (Ejemplo 5), utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contenian
sitios de restriccion adecuados. La introduccion de dichos sitios de restriccion en los extremos 5 y 3’ del gen
permitié la ligacion del producto de PCR restringido en un vector pET26B digerido. El plasmido resultante, pET26B-
4CL1, contenia el gen que codifica para 4CL1 bajo el control del promotor T7 de Lactobacillus lactis.

El gen que codifica VST1, aislado como se describié en el Ejemplo 1, fue reamplificado por PCR a partir del
plasmido pESC-URA-4CL1-VST1 (Ejemplo 5) utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que
contenian sitios de restriccién adecuados. La introduccién de dichos sitios de restriccion en los extremos 5’ y 3’ del
gen permitieron la ligacion del producto de PCR restringido en un vector pET16B digerido. El plasmido resultante,
pET16B-VST1, contenian el gen que codifica VST1 bajo el control del promotor T7. El promotor T7 y el gen que
codifica VST1 fueron reamplificados como un fragmento por PCR a partir del plasmido pET16B-VST1 usando
cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5 que contenian sitios de restriccion adecuados. La
introduccion de dichos sitios de restriccion en los extremos 5’ y 3’ del fragmento de ADN permitié la ligacion del
producto de PCR restringido en el plasmido digerido pET26B-4CL1. El plasmido resultante, pET26B-4CL1-VST1,
contenia los genes que codifican 4CL1 y VST1, bajo el control de su promotor T7 individual. La secuencia de los
genes que codifican 4CL1 y VST1 fue verificada secuenciando los dos clones diferentes de pET26B-4CL1-VSTL1.

¢) Expresion de la ruta a pinosilvina en Escherichia coli

Las cepas de Escherichia coli fueron transformadas con los vectores descritos en (a) y (b), separadamente o en
combinacion. La transformacién de la célula bacteriana fue llevada a cabo de acuerdo con métodos conocidos en el
arte utilizando células competentes, siendo una alternativa, por ejemplo, la electroporaciéon (véase, por ejemplo
Sambrook et al., 1989). Los transformantes fueron seleccionados sobre un medio que contenia los antibioticos
ampicilina y kanamicina y purificados por extensién en el mismo medio.

La cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) fue transformada separadamente con el vector pET16B-PAL2 (a),
produciendo la cepa FSEC-PALZ2; y con pET26B-4CL1-VST1 (b), produciendo la cepa FSEC-4CL1VST1. Ademas, la
cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) fue cotransformada con pET16B-PAL2 (a) y pET26B-4CL1-VSTL1 (n), y la cepa
transformada fue denominada FSEC-PAL24CL1VST1.

d) Fermentacion con cepas recombinantes de Escherichia coli en fermentadores

Las cepas de levadura recombinantes pueden ser cultivadas en fermentadores operados como cultivos en lote,
alimentacion por lotes o quimiostaticos. En este caso la fermentacion se realizé en matraces con agitacion.

Los precultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) fueron cultivados en tubos de vidrio a 160 rpm y 37°C en 7 ml de
medio LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina y 60 pg/ml de kanamicina. Se utilizaron los precultivos que crecian
exponencialmente para la inoculacion de 500 ml de matraces con agitacion regulados que contenian 200 ml de
medio LB suplementado con 50 g/l de glucosa, 5 g/l de K;HPO4, 80 pg/ml de ampicilina y 50 pg/ml de kanamicina,
los cuales fueron incubados a 160 rpm y 37°C. Después de 5 horas, se agreg6 B-tiogalactopiranésido de isopropilo
(IPTG) a una concentracion final de 1 mM, como inductor del promotor T7 que esta al frente de cada uno de los 3
genes PAL2, 4CL1 y VST1. Después de un periodo de incubacion de 48 horas a 37°C, las células fueron
recolectadas y sometidas a procedimientos de extraccion y analizadas en cuanto a la presencia de pinosilvina
producida.

e) Extraccion y analisis de pinosilvina en Escherichia coli

La extraccion y el andlisis fueron llevados a cabo utilizando los métodos como se describieron en el Ejemplo 9. Los
resultados de HPLC llevados a cabo sobre los materiales extraidos de la fermentacion utilizando la cepa modificada
descrita y una cepa de control que contenia plasmidos vacios se muestran en la figura 9, paneles superior e inferior
respectivamente. La produccién de pinosilvina y acido cinamico esta marcada en la figura.

Ejemplo 11
a) Construccion de un vector bacteriano para la expresién de PAL2 en lactococcus lactis

El plasmido PSH71 y derivados del mismo, que se utiliza en los siguientes ejemplos, es un vector lanzadera
bifuncional con multiples origenes de replicacién a partir de Escherichia coli y lactococcus lactis. Con esto, la
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especificidad del rango de huéspedes pasa por Escherichia coli y otras especies de bacterias del acido lactico.
Aunqgue las transformaciones en lactococcus lactis usualmente avanzan con problemas, las transformaciones
putativas dificiles en otras especies de bacterias del acido lactico pueden, por lo tanto, ser superadas utilizando
Escherichia coli como un huésped intermediario para la construccion de plasmidos recombinantes. El plasmido
contiene uno o mas genes marcadores para permitir que el microorganismo los aloje para ser seleccionados de
aquellos que no lo son. El sistema de seleccidon que se utiliza para lactococcus lactis se basa en marcadores
dominantes, por ejemplo, resistencia contra eritromicina y cloranfenicol, pero también se han descrito sistemas
basados en genes involucrados en el metabolismo de los carbohidratos, peptidasas y marcadores grado alimenticio.
Ademas, el plasmido contiene secuencias promotoras y terminadoras que permiten la expresion de los genes
recombinantes. Los promotores adecuados son tomados de genes de lactococcus lactis, por ejemplo lacA.
Adicionalmente, el plasmido contiene sitios de restriccion Unicos adecuados para facilitar la clonacion de los
fragmentos de ADN y la identificacion subsecuente de los recombinantes.

En los procedimientos mas adelante el plasmido contiene bien sea el gen de resistencia a la eritromicina, designado
como pSH71-ERY', 0 el gen de resistencia al cloramfenicol, desigando con pSH71-CM".

El gen que codifica PAL2, aislado como se describi6 en el Ejemplo 1, es reamplificado por PCR a partir del plasmido
PESC-URA-PAL2 (Ejemplo 2), utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen sitios
de restriccion adecuados. La introduccion de dichos sitios de restriccion en los extremos 5’ y 3' del gen permite la
ligacion del producto de PCR restringido en un vector pSH71-ERY' digerido que contiene el promotor lacA de
Lactococcus lactis. El plasmido resultante, pSH71-ERY'-PAL2, contiene el gen que codifica PAL2 bajo el control del
promotor lacA de Lactococcuss lactis. La secuencia del gen que codifica PAL2 es verificada por secuenciacion de
dos clones diferentes de pSH71-ERY'-PAL2.

b) Construccion de un vector bacteriano para la expresion de 4CL1 y VST1 en Lactococcuss lactis

El gen que codifica 4CL1, aislado como se describié en el Ejemplo 1, es reamplificado por PCR a partir del plasmido
pPESC-TRP-4CL1-VST1 (Ejemplo 5), utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen
sitios de restriccion adecuados. La introduccién de dichos sitios de restriccion en los extremos 5’ y 3’ del gen permite
la ligacion de los productos de PCR restringidos en un vector pSH71-CM' digerido. El plasmido resultante, pSH71-
CM'"-4CL1, contiene el gen que codifica para 4CL1 bajo el control del promotor lacA de Lactobacillus lactis. El gen
que codifica VST1, aislado como se describié en el Ejemplo 1, es reamplificado por PCR a partir del plasmido pESC-
TRP-4CL1-VST1 (Ejemplo 5) utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen sitios
de restriccion adecuados. La introduccién de dichos sitios de restriccién en los extremos 5’ y 3’ del gen permite la
ligacion del producto de PCR restringido en un vector pSH71-ERY' digerido. El plasmido resultante, pSH71-ERY'-
VST1, contiene el gen que codifica VST1 bajo el control del promotor lacA de Lactococcuss lactis. El promotor lacA
y el gen que codifica VST1 son reamplificados como un fragmento por PCR a partir del plasmido pSH71-ERY'-VST1
utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen sitios de restriccién adecuados. La
introduccion de dichos sitios de restriccién en los extremos 5’ y 3’ del fragmento de ADN permite la ligacion del
producto de PCR restringido en el plasmido digerido pSH71-CM™-4CL1. El plasmido resultante, pSH71-CM"-4CL1-
VST1, contiene los genes que codifican 4CL1 y VST1 que estan cada uno bajo el control de su promotor individual
lacA. La secuencia de los genes que codifican 4CL1 y VST1 es verificada por secuenciacion de dos clones
diferentes de pSH71-CM™-4CL1-VST1.

c) Expresion de la ruta a pinosilvina en Lactococcus lactis

Las cepas de Lactococcus lactis son transformadas con los vectores descritos en los Ejemplos 16 y 17,
separadamente o en combinacion. La transformacion de la célula bacteriana se lleva a cabo de acuerdo con
métodos conocidos en el arte, por ejemplo, utilizando células competentes o por electroporacion (véase, por ejemplo
Sambrook et al., 1989). Los transformantes son seleccionados sobre un medio que contiene los antibidticos
eritromicina y cloranfenicol y purificados por extensién en el mismo medio.

La cepa de Lactococcus lactis MG1363 es transformada separadamente con el vector pSH71-ERY'-PAL2 (Ejemplo
16), produciendo la cepa FSLL-PAL2. Ademas, la cepa de Lactococcus lactis MG1363 es cotransformada con
pSH71-ERY'-PAL2 (Ejemplo 16) y pSH71-CM™-4CL1-VST1 (Ejemplo 17), y la cepa transformada es denominada
FSLL-PAL24CL1VSTL1.

d) Fermentacién con cepas de Lactococcus lactis recombinantes en fermentadores

Las cepas recombinantes de Lactococcus pueden ser cultivadas en fermentadores operados como cultivos por lotes,
de alimentacion por lote 0 quimiostaticos.

Cultivos por lotes y por alimentacion en lotes
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El microorganismo es cultivado en un biorreactor regulado con un volumen de trabajo de 1.4 litros bajo condiciones
anaerobias, aerobias o microaerobias. Todos los cultivos son incubados a 30°C, a 350 rpm. Se mantiene un pH
constante de 6.6 mediante la adicién automatica de KOH 10 M. las células son cultivadas sobre lactosa en un medio
MS10 definido suplementado con los siguientes componentes para permitir el crecimiento bajo condiciones aerobias:
MnSO;4 (1.25 x 10® g/l), tiamina (1 mg/l), y acido DL-6, 8-tioctico (2.5 mg/l). La concentracién es, por ejemplo 50 g/l.
Los biorreactores fueron inoculados con células de precultivos cultivados a 30°C en matraces con agitacion sobre el
medio descrito mas arriba regulado con concentraciones tres veces mas altas de K;HPOs y KH:PO4. Las
condiciones anaerobias se aseguran purgando el medio con N2 (99.998% de pureza) antes de la inoculacién y
manteniendo un flujo constante de 50 ml/minuto de N a través del espacio de cabeza del biorreactor durante el
cultivo. Los biorreactores utilizados para cultivo microaerobio aerobio estan equipados con sensores polarograficos
de oxigeno que son calibrados con aire (DOT, 100%) y N2 (DOT, 0%). Se obtienen condiciones aerobias purgando el
reactor con aire a una reata de 1 vvm para asegurar que el DOT es mas de 80%. Durante los experimentos
microaerobios el DOT se mantiene constante a 5% purgando el reactor con un gas compuesto de una mezcla de N,
y aire atmosférico, a una rata de 0.25 vvm.

Cultivos quimiostaticos

En los cultivos quimiostaticos las células pueden ser cultivadas, por ejemplo, en fermentadores de laboratorio
Applikon con un volumen de trabajo de 1L a 30°C y 350 rpm. La rata de dilucién (D) puede fijarse en diferentes
valores, por ejemplo a 0.050 h*, 0.10 h*, 0.15 h-1, 0 0.20 h™. EI pH se mantiene constante, por ejemplo a 6.6,
mediante la adicién automatica de KOH 5 M, utilizando el medio de cultivo descrito mas arriba, suplementado con
antiespumante (50 pl/l). La concentracién de lactosa puede fijarse eh diferentes valores, por ejemplo es 3.0 g/l 6.0
g/l, 12.0 g/, 15.0 g/l o 18.0 g/l. El biorreactor es inoculado a una concentracion de biomasa inicial de 1 mg /l y la
bomba de alimentacién se enciende al final de la fase de crecimiento exponencial.

Se obtiene un estado de equilibrio anaerobio introduciendo 50 ml/minuto de N, (99.998% de pureza) en el espacio
de cabeza del biorreactor. Pueden obtenerse diferentes estados de equilibrio andxicos purgando el reactor con 250
ml/minuto de gas compuesto de Nz (99.998% de pureza) y aire atmosférico a diferentes proporciones. El electrodo
de oxigeno es calibrado purgando el biorreactor con aire (100% DOT) y con Nz (0% DOT).

Para todas las condiciones, el gas es filtrado hasta esterilidad antes de ser introducido en el biorreactor. El gas de
salida es dirigido hacia un condensador enfriado a menos de -8°C y analizado en cuanto a su contenido volumétrico
de CO y O por medio de un analizador acustico de gases.

Los cultivos se consideran en estado de equilibrio después de al menos 5 tiempos de residencia, y si las
concentraciones de la biomasa y los productos finales de la fermentacion permanecen sin cambios (menos de 5%
de desviacion relativa) durante los dos ultimos tiempos de residencia.

e) Extraccion y analisis de pinosilvina en lactococcus lactis

La extraccion y el andlisis se llevan a cabo utilizando los métodos como se describen en el Ejemplo 9

Ejemplo 12

a) Construccion de un vector fangico para expresion de PAL2 en especies que pertenecen al genero Aspergillus

El plasmido que es utilizado en este ejemplo, es derivado de pARpl que contiene la secuencia de replicacion
iniciadora AMA1 de Aspergillus nidulans, que también sostiene la replicacién del plasmido autbnomo en A. niger y A.
oryzae (Gems et al., 1991). Ademas, el plasmido es un vector lanzadera, que contiene la secuencia de replicacién
de Escherichia coli, y las transformaciones dificiles inherentes en Aspergillus niger y Aspergillus oryzae pueden
superarse por lo tanto utilizando Escherichia coli como huésped intermedio para la construccién de plasmidos
recombinantes. El plasmido contiene uno o mas genes marcadores para permitir que el microorganismo los aloje
para ser seleccionados de aquellos que no. El sistema de seleccién puede basarse bien en marcadores dominantes
por ejemplo marcadores de resistencia contra higromicina B, pleomicina y bleomicina o heterélogos, por ejemplo
aminoéacidos y el gen pyrG. Ademas el plasmido contiene secuencias de promotor y terminador que permiten la
exprreesion de los genes recombinantes. Los promotores adecuados son tomados de genes de Aspergillus nidulans
e.g. alcA, glaA, amy, niaD, y gpdA. Adicionalmente, el plasmido contiene sitios de restriccion Unicos adecuados para
facilitar la clonacién de fragmentos de ADN y la subsecuente identificacion de recombinantes.

El plasmido contiene el promotor constitutivo fuerte gpdA y marcadores auxotrépicos, originados todos de
Aspergillus nidulans; el plasmido que contiene el gen methG que estéa involucrado en la biosintesis de metionina, se
designa como pAMAL1-MET; el plasmido que contiene el gen hisA que esta involucrado en la biosintesis de la
histidina, esta designado como pAMAL1-HIS.
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El gen que codifica para PAL2, aislado como se describe en el Ejemplo 1, es reamplificado por PCR a partir del
plasmido pESC-URA-PAL2 (Ejemplo 2) utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5 que
contienen sitios de restriccion adecuados. La introduccion de dichos sitios de restriccion en los 5" y 3’ del gen
permiten la ligacion del producto de PCR restringido en un vector digerido pAMA1-MET. El plasmido resultante,
PpAMA1-MET-PAL2, contiene el gen que codifica para PAL2 para el control del promotor gpdA de Aspergillus
nidulans. La secuencia del gen que codifica para PAL2 es verificada secuenciando los dos clones de pAMA1-MET-
PAL2.

b) Construccion de un vector fungico para expresion de 4CL1 y VST1 en especies que pertenecen al género
Aspergillus.

El gen que codifica 4CL1, aislado como se describe en el Ejemplo 1, es reamplificado por PCR a partir del plasmido
pESCTRP-4CL1-VST1 (Ejemplo 5), utilizando cebadores de avance y retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen
sitios de restriccion adecuados. La introduccion de dichos sitios de restriccion en los extremos 5 y 3’ del gen
permiten la ligacion del producto de PSR restringido en un vector pAMA1-HIS digerido que contiene el promotor
gpdA de Aspergillus nidulans. El plasmido resultante pAMA1-HIS-4CL1 contiene el gen que codifica 4CL1 bajo el
control del promotor gpdA de Aspergillus nidulans. El gen que codifica VST1, aislado como se describe en Ejemplo
1, es reamplificado por PCR a partir del plasmido pESC-TRP-4CL1-VST1 (Ejemplo 5) utilizando cebadores de
avance Yy retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen sitios de restriccion adecuados. La introduccién de dichos
sitios de restriccion en los extremos 5’ y 3’ del gen permiten la ligacion del producto de PCR restringido en un vector
pAMA1-MET digerido para producir pAMA1-MET-VST1. El promotor gpdA y el gen que codifica VST1 son
reamplificados como un fragmento por PCR a partir del plasmido pAMA1-MET-VST1 utilizando cebadores de avance
y retroceso, con sobrantes en 5’ que contienen sitios de restriccion adecuados. La introduccion de dichos sitios de
restriccion en los extremos 5' y 3’ del fragmento de ADN permite la ligaciéon de producto de PCR restringido en el
plasmido pAMA1-HIS-4CL1. El plasmido resultante, pAMA1-HIS-4CL1-VST1, contiene los genes que codifican 4CL1
y VST1 que estan cada uno bajo el control de un promotor pgdA individual de Aspergillus nidulans. La secuencia de
los genes que codifican 4CL1 y VST1 es verificada secuenciando dos clones diferentes de pAMA1-HIS-4CL1-VST1.

c) Expresion de la ruta a pinosilvina en Aspergillus niger.

Las cepas de Aspergillus niger son transformadas con los vectores descritos en (a) y (b), separadamente o en
combinacion. La transformacion de la célula fangica es llevada a cabo con métodos conocidos en el arte, por
ejemplo, por electroporacién o por conjugacion (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989). Los transformantes son
seleccionados sobre medio minimo carente de metionina y/o histidina.

Una cepa de Aspergilus niger que es auxotréfica para histidina y metionina, por ejemplo, la cepa FGSC A919 (véase
http://www.fgsc.net), es transformada separadamente con el vector pAMA1-MET-PAL2 (a), produciendo la cepa
FSANPAL2 y con pAMAI-HIS-4CLI-VSTI (b), produciendo la cepa FSAN-4CL1VST1. Ademas, la cepa de Aspergillus
niger FGSC A919 es cotransformada con pAMA1-MET-PAL2 (a) y pAMAL1-HIS-4CL1-VST1 (b), y la cepa
transformada es denominada FSAN-PAL24CL1VST1.

Ejemplo 13
Expresion de la ruta a pinosilvina en Aspergillus oryzae.

Una cepa de Aspergillus oryzae que contiene un conjunto nativo de genes que codifican para PAL2 y 4CL1
(Seshime et al., 2005) y que es auxotrofica para metionina, es transformada con el vector pAMA1-MET-VST1
(Ejemplo 29), produciendo la cepa FSAO-VST1. La transformacion de la célula fungica se lleva a cabo con métodos
conocidos en el arte, por ejemplo, por electroporaciéon o conjugacion (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989).
Los transformantes son seleccionados sobre medio minimo carente de metionina.

Ejemplo 14
Fermentacion con cepas recombinantes de Aspergillus niger y Aspergillus oryzae en fermentadores.

Las cepas recombinantes de Aspergillus pueden ser cultivadas en fermentadores operados como cultivos por lotes,
lotes con alimentaciéon o quimiostaticos.

Cultivos por lotes y lotes con alimentacion

El microorganismo es cultivado en un reactor regulado con un volumen de trabajo de 1.5 litros bajo condiciones
aerobias. Todos los cultivos son incubados a 30°C, a 500 rpm. Se mantiene un pH constante de 6.0 mediante la
adicion automatica de KOH 10 M KOH, y se obtienen condiciones aerobias purgando el biorreactor a una rata de 1
vvm para asegurar que el DOT es mas de 80%. Las células son cultivadas sobre glucosa en medio definido

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 585477713

consistente de los siguientes componentes para permitir el crecimiento en cultivos por lotes: 7.3 g/l de (NH4)2SO4,
1.5 g/l de KH2PQg4, 1.0 g/l de MgS04.7H,0 1.0 g/l de NaCl, 0.1 g/l de CaCl,.2H,0, 0.1 ml/I de antiespumante Sigma,
7.2 mg/l de ZnS0,4.7H,0, 1.3 mg/l de CuS04.SH,0, 0.3 mg/l de NiCl,.6H,0, 3.5 mg/l de MnCl».4H,0 y 6.9 mg/l de
FeS04.7H20. La concentracion de glucosa es, por ejemplo, 10-, 20-, 30-, 40- 0 50 g/I. Para permitir el crecimiento en
cultivos en lotes con alimentacion el medio esta compuesto de: 7.3 g/l de (NH4)2SO4, 4.0 g/l de KH2PO4, 1.9 g/l de
MgS04.7H,0 1.3 g/l de NaCl, 0.10 g/l de CaCl;.2H,0 0.1 ml/l de antiespumante Sigma, 7.2 mg/l de ZnSOg.7H,0, 1.3
mg/l de CuS04.5H,0, 0.3 mg/l de NiCl,.6H20 3.5 mg/l de MnCl,.4H,0 y 6.9 mg/l de FeS04.H,0 en la fase de lote. El
reactor es alimentado entonces, por ejemplo, con 285 g/kg de glucosa y 42 g/kg de (NH4)2SOa.

Se utiliza micelio libre de un prelote para inocular los cultivos por lotes y por lotes con alimentacién. Se utiliza una
concentracion de esporas de 2.10° esporas/| para la inoculacién del cultivo prelote a pH 2.5. La esporas se obtienen
por propagacion de esporas liofilizadas sobre 29 g de arroz al cual se agregan los siguientes componentes: 6 ml de
sacarosa de 15 g/l, 2.3 g/l de (NH4)2SO4, 1.0 g/l de KH2PO4, 0.5 g/l de MgS04.7H,0, 0.50 g/l de NaCl, 14.3 mg/l de
ZnS09.7H,0, 2.5 mg/ de CuS04.5H,0, 0.50 mg/l de NiCl,.6H20, y 13.8 mg/l de FeS0O4.7H,0O. Las esporas son
propagadas a 30°C durante 7-14 dias para producir una capa negra de esporas sobre los granos de arroz y son
recolectadas agregando 100 ml de Tween 20 al 0.1% en agua estéril. Para todas las condiciones, el gas es
esterilizado por filtracion antes de ser introducido en el biorreactor. El gas de salida es conducido a través de un
condensador enfriado a menos de -8°C y analizado en cuanto a su contenido volumétrico de CO, y O, por medio de
un analizador acustico de gases.

Cultivos quimiostaticos

En cultivos quimiostaticos las células pueden ser cultivadas, por ejemplo, en un fermentador de laboratorio Biostat B
con volumen de trabajo de 1.5-L a 30°C y 500 rpm. Se mantiene un pH constante de 6.0 mediante la adicion
automatica de KOH 10 M KOH, y se obtienen condiciones aerobias purgando el biorreactor con aire a una rata de 1
vvm para asegurar que el DOT es mas de 80%. La rata de dilucién (D) puede fijarse a valores diferentes, por
ejemplo a 0.050 h™*, 0.10 h™, 0.15 h™, 0 0.20 h™. El pH se mantiene constante a 6.6 mediante la adicién automatica
de KOH 10 M, utilizando un medio de crecimiento minimo con los siguientes componentes: 2.5 g/l de (NH4),SO4,
0.75 g/l de KH2PQ4, 1.0 g/l de MgS04.7H,0, 1.0 g/l de NaCl, 0.1 g/l de CaCl,.2H,0, 0.1 ml/l antiespumante Sigma,
7.2 mg/l de ZnS04.7H,0, 1.3 mg/l de CuS04.5H,0, 0.3 mg/l de NiCl,.6H>0, 3.5 mg/l de MnCl,.4H,O y 6.9 mg/l de
FeS04.7H20. La concentracion de glucosa puede ser fijada a valores diferentes, por ejemplo, es 3.0 g/l 6.0 g/I, 12.0
g/l, 15.0 g/l o 18.0 g/I. El biorreactor es inoculado con micelio libre de un cultivo prelote como se describié mas
arriba, y la bomba de alimentacion se enciende al final de la fase de crecimiento exponencial.

Para todas las condiciones, el gas es esterilizado por filtracion antes de ser introducido en el biorreactor. El gas de
salida es conducido a través de un condensador enfriado a menos de -8°C y analizado en cuanto a su contenido
volumétrico de CO; y O, por medio de un analizador acustico de gases.

Los cultivos se consideran en estado de equilibrio después de al menos 5 tiempos de residencia, y si las
concentraciones de biomasa glucosa y composicion del sobrante desgasificado no cambian (menos de 5% de
desviacion relativa) durante los dos ultimos tiempos de residencia.

Ejemplo 15

Extraccion y analisis de pinosilvina en Aspergillus niger y Aspergillus oryzae

La extraccion y el andlisis se llevan a cabo usando los métodos como se describié en el Ejemplo 9.

Ejemplo 16

Produccion de pinosilvina en Aspergillus nidulans AR1

El Aspergillus nidulans AR1 tiene eliminado los siguientes genes argB2, pyrG89, veA.

a) Construccion de un vector de expresion fungico filamentoso con el marcador argB (ornitina carbamoiltransferasa)

El gen que codifica argB incluyendo el promotor homélogo y la secuencia terminadora fue amplificada a partir de
ADN gendmico de Aspergillus nidulans AR1 utilizando el cebador de avance 5-CG GAATTC ATA CGC GGT TTT
TTG GGG TAG TCA-3 (SEQ ID NO: 17) y el cebador de retroceso 5-CG CCCGGG TAT GCC ACC TAC AGC CAT
TGC GAA-3 (SEQ ID NO: 18) con el sobrante en 5 que contiene los sitios de restriccion EcoRI y Xmal
respectivamente.

Los sitios de restriccion incorporados en el producto de PCR permitieron la insercion en pUC19 (New England
biolabs, Ipswich, MA.) digerido con EcoRI y Xmal dando pUC19-argB.
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El terminador trpC (Indol-3-glicerol fosfato sintasa) fue amplificado a partir de ADN gendmico de A. nidulans
utilizando el cebador de avance 5-GC GGATCC ATA GGG CGC TTA CAC AGT ACA CGA-3 (SEQ ID NO: 19) y el
cebador de retroceso 5-CGGAGAGGGCGCGCCCGTGGCGGCCGC GGA TCC ACT TAA CGT TAC TGA-3 (SEQ ID
NO: 20) con el sobrante en 5’ que contiene el sitio de restriccion BamHI y adaptamero de 27 pares de bases
respectivamente.

El promotor gpdA (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) fue amplificado a partir de ADN gendémico de A.
nidulans ARL1 utilizando el cebador de avance 5-GCGGCCGCCACGGGCGCGCCCTCTCCG GCG GTA GTG ATG
TCT GCT CAA-3 (SEQ ID NO: 21) y el cebador de retroceso 5-CG AAGCTT TAT AAT TCC CTT GTA TCT CTA
CAC-3 (SEQ ID NO: 22) con el sobrante en 5’ que contiene un adaptamero de 27 pares de bases y el sitio de
restriccion Hindlll respectivamente.

El producto de PCR de fusion del fragmento trpC y gpdA con los sitios de restriccion incorporados permiten la
insercién en pUC19-argB digerido con BamHI y Hindlll produciendo pAT3.

b) Construccion de un vector de expresion fungico filamentoso con el marcador pyrG (orotidina-5-monofosfato
descarboxilasa) para expresion de C4H (cinamato-4-hidroxilasa) en A. nidulans AR1.

El gen que codifica C4H fue reamplificado a partir del plasmido de levadura pESC-URA-PAL2-C4H
(W02006089898, (Ejemplo 3) usando el cebador de avance 5-CG G CGCG C ATA ATG GAC CTC CTC TTG CTG
GAG-3 (SEQ ID NO: 23) el cebador de retroceso 5-GG GC GGCC GC TTA TTAACA GTT CCT TGG TTT CAT AAC
G-3 (SEQ ID NO: 24) con el sobrante en 5’ que contiene los sitios de restriccién BssHII y Notl respectivamente. Los
sitios de restriccion incorporados en el producto de PCR permite la insercion en pAT3 digerido con BssHIl y Notl
dando pAT3-C4H. El constructo fue verificado mediante corte con enzima de restriccion y secuenciacion. El
marcador argB fue retirado utilizando las dos siguientes enzimas de restriccién BsiwW1 y Pcil.

El gen que codifica pyrG que incluye el promotor homélogo y la secuencia terminadora fue reamplificado a partir de
ADN genomico de Aspergillus fumigatus usando el cebador de avance 5-CGT GTAC AATA TTA AT TAA CGAGA
GCG AT CGC AAT AAC CGT ATT ACC GCC TTT GAG-3 (SEQ ID NO: 25) y el cebador de retroceso 5-CGA CATG
TAT TCC CGG GAA GAT CTC ATG GTC A-3 (SEQ ID NO: 26) con el sobrante 5’ que contiene los sitios de
restriccion BsrGl, Pacl, AsiSl en el cebador de avance y Pcil en el cebador de retroceso. Los sitios de restriccion
incorporados en el producto de PCR permiten la insercién en pAT3 digerido con BsiWI y Pcil dando pAT3-C4H-pyrG.
El constructo fue verificado mediante corte con enzima de restriccion y secuenciacion.

¢) Construccién de un vector de expresion fungico filamentoso con el marcador argB para la expresion de 4CL1 (4-
cumarato-CoA ligasa) en A. nidulans AR1

El gen que codifica 4CL1 fue reamplificado a partir del plasmido de levadura pESC-TRP-4CL1-VST1 usando el
cebador de avance 5-GCGGAGAGGGCGCG ATG GCG CCA CAA GAA CAA GCA-3 (SEQ ID NO: 27) y el cebador
de retroceso 5-TGGATCCGCGGCCGC TCA CAA TCC ATT TGC TAG TTT TGC-3 (SEQ ID NO: 28). El gen 4CL1
fue insertado en un vector pAT3 digerido con BssHIl y Notl utilizando la tecnologia de clonacién Infusion™ PCR
(Clontech, Mountain View, Calif.) para producir pAT3-4CL1. El constructo fue verificado por corte con enzima de
restriccion y secuenciacion.

d) Construccién un vector de expresioén fungico filamentoso con marcador argB para expresion de VST1 (resveratrol
sintasa) en A. nidulans AR1

El gen que codifica VST1 fue reamplificado a partir del plasmido de levadura pESC-TRP-4CL1-VST1 (Ejemplo 5)
usando el cebador de avance 5-CG G CGCG C ATA ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC-3 (SEQ ID NO: 29) y el
cebador de retroceso 5-GG GC GGCC GC TTA TCA TTA GTT AGT GAC AGT TGG AA-3 (SEQ ID NO: 30) con el
sobrante de 5’ que contiene los sitios de restriccion BssHIl y Notl respectivamente. Los sitios de restriccion
incorporados en el producto de PCR permitieron la insercion en pAT3 digerido con BssHIl y Notl dando pAT3-VST1.
El constructo fue verificado por corte con enzima de restriccidon y secuenciacion.

e) Expresion de la ruta que lleva a pinosilvina en A. nidulans AR1 (La cepa tiene eliminaciones (argB2, pyrG89,
veAl)) usandose C4H, 4CL1y VST1.

La transformacion de la célula fungica de A. nidulans ARL1 fue llevada a cabo de acuerdo con métodos conocidos en
el arte por protoplastacion utilizando enzimas para lisis de pared celular (glucanex, novozymes) Tilburn et al., 1983.
La integracion aleatoria de C4H, 4CL1 y VST1 fue llevada a cabo en dos etapas. Los plasmidos pAT3-4CL1 y pAT3-
VST1 fueron linealizados utilizando la enzima de restriccion Bmrl e integrados en el genoma por cotransfromacion
de acuerdo con Guerra et al., 2006 utilizando el marcador auxotréfico argB. Sem aislé un transformante que
contienen un casete de expresion 4CL1 y VST1 y una transformacion sucesiva con pAT3-C4H-pyrG, la cual fue
linealizada con Bmirl, dio una cepa de A. nidulans recombinante que contenia C4H, 4CL1y VSTL1.
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f) Fermentacion con cepas de A. nidulans recombinantes en matraces con agitacion.

Los precultivos de A. nidulans fueron cultivados durante 5 dias sobre placas de agar a 37°C que contenian 1 g/L de
glucosa, 0.85 g/L de NaNOs, 0.1 g/L de KCI, 0.1 g/L de MgSO.-7H,O; y 0.3 g/L de KH;PO,4, 0.00008 g/L,
CuS04-5H,0, 0.000008 g/L Na;B40O7-10H,O, 0.00016 g/L FeSO4-7H,0, 0.00016 g/L MnSO4-2H,0, 0.00016 g/L de
NazMoO4:2H,0, y 0.0016 g/L de ZnSO4:-7H,0. Los precultivos fueron usados para inoculacion de matraces con
agitacion regulados de 500 ml que contenian 100 ml de medio Czapek (CZ). Los matraces con agitacion fueron
incubados a 150 rpm y 30°C y el pH inicial del medio fue de 6.2. Después de un periodo de incubacion de 24 horas,
se tomaron las muestras y se sometieron a procedimientos de extraccion (véase mas abajo) y se analizaron en
cuanto a la presencia de pinosilvina producida.

g) Extraccion de pinosilvina de cultivos en matraces con agitacion de A. nidulans

Las muestras consistentes de 100 ml de cultivos (tanto de células como de caldo) fueron retiradas de los matraces
con agitacion. La extraccion de los metabolitos se llevo a cabo como sigue; las muestras fueron transferidas a dos
tubos Sartorius de 50 ml y centrifugadas a 4500 rpm durante 10 minutos. El sobrenandante fue transferido a un vaso
y la biomasa fue dividida en ocho alicuotas que fueron transferidas a microtubos Sarstedt de 2 ml con tapa, que
contenian aproximadamente 300 pl de perlas de vidrio (0.25-0.50 mm). Los tubos fueron insertados en un Fastprep
120 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA.) durante cuatro ciclos a un nivel de 6.5 durante 30 segundos a la vez y
mantenidos en hielo entre los ciclos. Las células trituradas fueron divididas en dos tubos Sartorius de 15 ml. Los
tubos fueron llenados con 10 ml de sobrenandante y se agregaron 3 ml de acetato de etilo. Los tubos fueron
mezclados vigorosamente sobre un mezclador con rotacién durante 2 minutos y puestos sobre hielo durante 5
minutos. La fase de acetato de etilo fue separada entonces de la fase acuosa a través de centrifugacién a 4500 rpm
durante 10 minutos y recolectada en cuatro tubos Eppendorf de 1.5 ml. El acetato de etilo fue liofilizado durante 45
minutos y las muestras secas fueron redisueltas en 0.3 ml de metanol al 50% para posterior analisis por HPLC,
como se describe en el Ejemplo 9b.

h) Resultados en matraces con agitacion de A. nidulans recombinante

La figura 7 muestra los cromatogramas de HPLC de un experimento de matraces con agitacion tipico. El panel
superior muestra los resultados de la cepa modificada que produce pinosilvina y el panel inferior muestra los
resultados de la cepa de control tipo silvestre original. Los niveles de pinosilvina producidos por la cepa modificada
variaron entre 1.0-2.0 mg/l. La cepa de control no mostré ninguna formacioén de pinosilvina.

La identidad del pico de pinosilvina fue confirmada adicionalmente con espectros UV con arreglo de diodos en
comparacién con un cromatograma de UV de un estandar puro (figura 8).

Ejemplo 17
Determinacion de niveles intracelulares y extracelulares de estilbenoides en un cultivo continiio de PALCPR

Una cepa de levadura FSSC-PAL2C4H4CL2VST1-pADHICPR1 con CPR sobreexpresado, fue cultivada en un
cultivo continuo limitado en carbono con un volumen de trabajo de 1 litro. El cultivo fue alimentado con un medio
definido de acuerdo con Verduyn et al. (1992), que contiene: 5.0 g/L de (NH4).SO4; 3.0 g/L de KH,POg4; 0.5 g/L de
MgSO0s4-7H,0; metales traza y vitaminas y 5 g/l de glucosa y 35 g/l de galactosa como nutrientes limitantes del
crecimiento. Se agreg6 antiespumante (300 ml/L, Sigma A-8436) para evitar la formacion de espuma. La fuente de
carbono fue sometida a autoclave separadamente del medio mineral y después agregada al fermentador. Ademas,
las soluciones de vitaminas y metales traza fueron agregadas al fermentador mediante filtracion estéril después del
autoclave y enfriamiento del medio. El sistema fermentador fue de Sartorius BBl Systems y consistio de un
recipiente reactor de 3 litros regulado con un volumen de trabajo de 1 litro equipado con un controlador Biostat B
Plus. El recipiente reactor fue equipado con dos turbinas Rushton las cuales estuvieron rotando a 1000 rpm cada
una, la temperatura fue mantenida a 30 + 1°C, y el pH fue mantenido a 5.5 + 0.2 mediante la adicion automatica de
KOH 2M. El flujo de gas fue controlado por un controlador de flujo de masas y fue fijado en 1.5 vwm (1.5 I/minuto). El
gas de salida fue conducido a través de un condensador enfriado, y fue analizado en cuanto al contenido de O; y
CO; (Model 1308, Innova, Dinamarca). Se inicio un cultivo por lotes inicial con 35 g/l de galactosa por inoculacién del
cultivo con 10 ml de un cultivo de matraz con agitacion en crecimiento exponencial que contenia 5 g/l de glucosa y
35 g/l de galactosa. El cultivo en lote fue conmutado a un modo continuo alimentando el mismo medio
continuamente al reactor. La rata de dilucion fue controlada sobre una base de nivel constante, buscando D = 0.050
h™. El cultivo continuo fue considerado como en estado de equilibrio cuando tanto la rata de dilucion como la sefal
de gas de salida no habian cambiado durante al menos cinco tiempos de residencia, y cuando las concentraciones
de metabolito en dos muestras sucesivas tomadas a intervalos de un tiempo de residencia, se desviaron en menos
de 3%. La concentracion de oxigeno disuelto, la cual fue monitorizada de manera continua, se mantuvo por encima
de 60% de saturacion de aire. Bajo dichas condiciones la cepa consumié toda la galactosa, y produjo principalmente
biomasa y CO,, y solamente cantidades menores de etanol. Ademas, el RQ fue cercano a la unidad, indicando que
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el metabolismo sucedié predominantemente en modo respiratorio.

Para la determinacién de estilbenoides, se tomaron muestras a aproximadamente 300 horas en fermentacion
correspondientes a 15 tiempos de residencia. Las células fueron recolectadas por centrifugacion a 5000 g durante 5
minutos. Para la determinacion de niveles extracelulares de estilbenoides, se extrajo una alicuota de 25 ml de
sobrenadante una vez con 10 ml de acetato de etilo. El acetato de etilo fue liofilizado y el producto seco redisuelto en
0.6 ml de metanol. Las muestras fueron diluidas entonces 50 veces en agua transferidas a viales de HPLC y
analizadas por HPLC. Adicionalmente, para evaluar si el nivel de estilbenoides que fue producido excedia la
solubilidad del medio, o estaba enlazado a las membranas celulares se mezclaron alicuotas de 1 ml del cultivo
celular, incluyendo asi tanto células como medio, con 1 ml de etanol al 100%, y se mezclaron vigorosamente antes
de la centrifugacion. El sobrenadante fue transferido entonces en viales de HPLC y analizado directamente en
cuanto al contenido de estilbenoides. Para la determinacién de niveles intracelulares de estilbenoides, se tomo una
alicuota de 50 ml de cultivo, y las células y el medio fueron separados por centrifugacion. La pella fue lavada con 50
ml de agua para eliminar cualquier estilbenoide que estuviera unido a la célula o atrapado dentro de la pella;
después de la recentrifugacion la pella fue disuelta entonces en 1 ml de agua. La suspension celular resultante fue
distribuida en tubos de extraccién y desecha con perlas de vidrio utilizando una maquina de preparacion rapida. Los
extractos crudos fueron reunidos en 10 ml de metanol al 100% y extraidos en una camara rotatoria durante 24 horas
en un entorno oscuro frio a 4°C. Después de esto, los residuos celulares fueron retirados por centrifugacion durante
5 minutos a 5000 g y el metanol restante fue eliminado por liofilizaciéon durante la noche. El residuo seco fue
redisuelto en 0.4 ml de metanol y 0.1 ml de agua. Las muestras fueron diluidas 50 veces en agua y luego
transferidas a viales de HPLC, y analizadas por HPLC.

La siguiente Tabla resume los resultados después de un cultivo continuo durante 300 horas:

Pinosilvina Pinosilvina Pinosilvina Pinosilvina total
intracelular extracelular extracelular
@) (b) En EtOH (c) (a+c)

mg/| 16.45 12.55 1113.57 130.02

% de total 12.65 9.65 87.35 100.00

mg/g de peso seco 1.83 - - -

Los niveles intracelulares de estilbenoides se expresan en mg por gramo de biomasa (peso seco), de acuerdo con el
célculo explicado en la seccién siguiente. La concentracion de pinosilvina en el extracto fue determinada como 1646
mg/l; el volumen del extracto fue de 0.5 ml, por lo tanto la cantidad absoluta de pinosilvina extraida fue
0.5*1646/1000 = 0.8230 mg respectivamente. Los estilbenoides fueron extraidos a partir de una alicuota de cultivo
de 50 ml por lo tanto las concentraciones intracelulares de pinosilvina expresadas por litro de cultivo fueron
0.8230*(1000/50) = 16.46 mg/l. La concentracion de biomasa de dicho cultivo fue de 9 g/l. Los niveles de pinosilvina
intracelulares expresados por gramo de peso seco por lo tanto fueron 16.46/9 = 1.83 mg/g de peso seco.

Ejemplo 18
Clonacién de la ruta de trans-pinosilvina en levadura oleaginosa Yarrowia lipolytica
a) Aislamiento de genes

Los genes de PAL (fenilalanina amoniaco liasa), CL (cinamoil:CoA ligasa) y VST1, donde gen se define como una
secuencia que codifica proteinas, son producidos como genes sintéticos (GenScript Corporation, Piscataway, NJ)
con optimizacién de codones para la expresion en Yarrowia lipolytica. La determinacién del uso de codones en Y.
lipolytica ha sido descrita previamente (W02006125000). Los genes PAL y 4CL también pueden ser aislados por
PCR a partir de ADNc de A. thaliana (Stratagene). La cinamoil:CoA ligasa CL puede ser cualquier
hidroxicinamoil:CoA ligasa que acepta acido cindmico como sustrato. Por ejemplo, las 4-cumaroil:CoA ligasa de A.
thaliana, codificadas por los genes 4CL1 y 4CL2, aceptan acido cinamico aunque el sustrato preferido es acido 4-
hidroxicinamico (acido cumarico) (Hamberger and Hahlbrock, 2004; Costa et al., 2005). Lo mas preferiblemente, el
CL es una ligasa optimizada por coddn especifica para acido cinamico como sustrato ejemplificada por la
cinamato:CoA ligasa de Streptomyces coelicolor (Kaneko et al, 2003). De la misma manera, el gen VST1 puede ser
cualquier codén optimizado o no optimizado de estilbeno sintasa que acepta cinamoil:CoA como sustrato aunque el
sustrato preferido es usualmente 4-cumaroil:CoA en estilbeno sintasas que producen resveratrol, las asi llamadas
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resveratrol sintasas. Este tipo de aceptacion dual de sustrato esta en la naturaleza del gen VST1 (Seq ID: 9) de Vitis
vinifera. Lo mas preferiblemente se usa una estilbeno sintasa de la familia de Pinus especifica para cinamoil:CoA
como sustrato (Schanz et al, 1992; Kodan et al, 2002).

b) Aislamiento de promotores y terminadores

Los promotores que pueden ser utilizados para la expresion de genes heterélogos en Yarrowia lipolytica son
ejemplificados pero no limitadas por los siguientes promotores: acil:CoA oxidasa POX2 de cadena larga, hp4d,
isocitrato liasa ICL1, proteasa alcalina XPR2 extracelular, factor de elongacion de traduccion TEF, proteina
ribosémica S7 RPS7 , promotores GPD, YAT1, GPAT, FBAL, y FBAIN de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(Miller et al, 1998: W0O2006055322 W02006125000).

Los terminadores que pueden ser utilizados para la expresién de genes heterdlogos en la Yarrowia lipolytica son
ejemplificados pero no limitados por los siguientes terminadores: terminadores XPR2, LIP2, PEX20, y SQS
(Merkulov et al, 2000; W0O2006055322; W02006125000).

El aislamiento de los fragmentos de ADN terminadores y promotores puede hacerse a través de PCR a partir de
ADN gendmico de Yarrowia lipolytica preparado a partir de células enteras de Y. lipolytica ejemplificadas pero no
limitadas por las células de la America Type Culture Collection, tales como ATCC16618, ATCC18943, y
ATCC18944, ATCC90811, ATCC90812, y ATCC90903.

¢) Generacién de un casete de expresion

La generacién de un casete de expresion significa el ensamblaje de un fragmento de ADN de cadena doble lineal
consistente de un promotor (constitutivo o inducible) fusionado junto con la secuencia codificadora de proteinas de
un gen heterélogo y una secuencia terminadora, esto es, Promotor 5::Gen::Fragmento de ADN terminador-3’

El casete de expresion puede ser generado por una combinaciéon de PCR de fusion de los diferentes fragmentos
genéticos; promotor, gen que codifica la secuencia y fragmento terminal. Por ejemplo el gen PAL puede ser
fusionado con tecnologia PCR al promotor XPR2 y el fragmento resultante XPR2::PAL puede ser fusionado
adicionalmente a través de una segunda reaccion de PCR al terminador para generar el casete de expresion
XPR2::PAL::terminador.

Una manera alternativa de generar un casete de expresion es clonar la secuencia codificadora de proteina del gen
heterdlogo (tal como PAL) en un vector de expresion existente, ejemplificado pero no limitado al vector ATCC
69355™. Este vector ATCC ya tiene un promotor (XPR2) y una region terminadora y un sitio de clonacién multiple
(MCS) con sitios de restriccion Unicos entre el promotor y el terminador para la introduccion de un gen heterélogo
mediante herramientas de biologia molecular estandares. Si el nimero de sitios de restriccion entre la region
promotora y el terminador en el vector diana estan limitados puede utilizarse la tecnologia del kit de clonacion
Infusion (Clontech, CA, Estados Unidos) puesto que requiere solamente un sitio de restriccion en el vector para la
insercion de genes. Al insertar el gen en un vector entre un promotor y un terminador el casete de expresion
Promotor::Gen::Terminador es creado dentro de un vector circular y no como un fragmento de ADN de cadena doble
simple. Si se requiere un fragmento de casete de expresion de ADN lineal puede utilizarse PCR para la amplificacién
del casete de expresion a partir del vector de expresion. Una persona experimentada en el arte reconocera que
pueden introducirse varios casetes de expresion en el mismo plasmido o vector dando como resultado una
aglomeracioén de casetes de expresion preferiblemente con genes de una ruta metabdlica completa, tal como la ruta
de produccién de pinosilvina (genes PAL, CL y VST1). La aglomeracion de casetes de expresion para los tres genes
necesarios para la produccion de pinosilvina (PAL, CL y VST1) se define como la aglomeracion de expresion de la
ruta de pinosilvina.

d) Insercién de gen heterélogo, PAL, CL y VST1 para la produccion de pinosilvina en Y. lipolytica

Los genes de la ruta de la pinosilvina (PAL, CL, VST1) son ensamblados como casetes de expresion con un
promotor y terminador Promotor::Gen:Terminador. Los promotores y terminadores pueden ser el mismo o una
combinacion de diferentes promotores y terminadores para los diferentes genes PAL, CL y VST1. Una persona
experimentada en el arte reconocera las técnicas de clonacion, vectores de clonacion o herramientas de clonacion
disponibles necesarios para la introduccién y expresion de la aglomeracion de expresion de la ruta de pinosilvina
(comprendiendo los casetes de expresién con los genes PAL, CL y VST1) en Y. lipolytica, puesto que estas
herramientas han sido descritas en varias publicaciones (Le DAIl et al, 1994; Pignede et al, 2000; Juretzek et al,
2001; Madzak et al, 2004) y Solicitudes de Patentes (W02006055322; W02006125000).

En resumen, una vez que han sido obtenidos los casetes de expresion adecuados para la expresion de la ruta de
pinosilvina (PAL, CL y VST1) en Y. lipolytica, pueden ser (i) colocados en un vector plasmido capaz de replicacion
auténoma en una célula huésped o (ii) integrados directamente en el genoma de la célula huésped o una
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combinacién de los mismos con el fin de establecer la aglomeracién de la expresién de la ruta de pinosilvina en el
huésped de Y. lipolytica. Los casetes de expresion pueden ser disefiados para integrase aleatoriamente dentro del
genoma del huésped o pueden ser direccionados a localizaciones especificas. En ambos casos el casete de
expresion es construido adicionalmente para contener regiones circundantes de homologia al genoma huésped en
ambos lados del casete de expresion. Las regiones de homologia pueden ser de 20-1000 pares de bases suficientes
para direccionar la recombinacion con el locus huésped. Pueden direccionarse copias individuales a cualquier parte
del genoma que no llevaran a eliminaciéon de un gen esencial. La integracion en mdltiples localizaciones dentro del
genoma de Y. lipolytica puede ser particularmente Util cuando se desean altos niveles de expresion de genes y se
ejemplifican dianas para integracion de copias multiples de casetes de expresion pero no limitadas a secuencias de
ADN ribosémicas (ADNr) o elementos similares a retrotransposones (elementos TY1) (Pignede et al, 2000). Cuando
se integran copias multiples de casetes de expresion dirigidos a posiciones aleatorias en el genoma de Y. lipolytica
el casete de expresion promotor-gen-terminador puede realmente hacerse mas corto, incluyendo solo promotor-gen
puesto que la integracion permitird que los terminadores ya presentes en el genoma de Y. lipolytica sirvan como
terminador para el casete de expresion.

También es posible integrar ADN plasmido que comprende casetes de expresion en locus alternos para alcanzar el
numero deseado de copias para el casete de expresion, ejemplificado pero no limitado al locus URA3 (Acceso No
AJ306421) y el locus LEU2 (Acceso No AF260230). El vector integrador LEU2 es ejemplificado pero no limitado al
vector ATCC 69355™. El vector de expresidn que contiene un casete de expresion puede ser utilizado directamente
para la transformacion en células de Y. lipolytica autotréficas para leucinas para la seleccion del vector de expresion
que contiene el gen marcador LEU2 de Y. lipolytica. El casete de expresion también puede ser amplificado a partir
del vector de expresion por técnicas de PCR para ser utilizado posteriormente para la construccion de otros vectores
de expresién que contienen marcadores antibidticos selectivos apropiados o marcadores de aminoacidos
biosintéticos.

El sitio de integraciéon URA3 puede ser utilizado repetidamente en combinacion con la seleccion por acido 5-
fluoroorético (5-FOA). En detalle, el gen URA3 nativo es eliminado en la cepa huésped de Y. lipolytica para generar
una cepa que tienen un fenotipo URA- auxotrofico, en donde la seleccién ocurre con base en la resistencia a 5-FOA.
Cuando el URA3 estéa presente el 5-FOA se degrada a un compuesto téxico de 5-fluorouracilo mediante la orotidina-
5'-fosfato descarboxilasa codificada por el gen URA3 y solamente seran resistentes las células que carezcan del gen
URA3. Consecuentemente, una aglomeracion de casetes de expresion mdltiple y un nuevo gen de URA3 pueden
ser integrados en multiples rondas en diferentes locus del genoma de Yarrowia lipolytica para producir por lo tanto
una nueva cepa que tenga el fenotipo prototréfico URA+. La integracion subsecuente produce una nueva cepa
URAS3-auxotréfica, de nuevo utilizando seleccion con 5-FOA, cuando el gen URA3 introducido es eliminado de
manera auténoma (denominada salida de circuito o salto). Asi, el gen de URA3 en combinacion con la seleccion por
5-FOA puede ser utilizado como un marcador de seleccion en mdltiples rondas de modificaciones genéticas e
integracion de casetes de expresion.

e) Transformacién de Y. lipolytica

Pueden utilizarse técnicas de transformacion estandar (Chen et al, 1997; W02006125000) para introducir el ADN
fordneo, vectores de autorreplicacion o fragmentos de ADN que comprenden los casetes de expresion en el
huésped de Y. lipolytica, ejemplificado pero no limitado a células huésped tales como ATCC90811, ATCC90812, y
ATCC90903. El método de seleccion usado para mantener el ADN foraneo introducido en Y. lipolytica puede
basarse en marcadores de aminoacidos (Fickers et al, 2003) o marcadores de antibidticos (Cordero et al, 1996).

Ejemplo 19
(a) Cultivos en lote con cepas recombinantes de Escherichia coli

Las cepas recombinantes de Escherichia coli FSEC-PAL24CL1VST1 y BL21 (DE3) (cepa de control) fueron
cultivadas en biorreactores controlados con un volumen de trabajo de 1.5 litros, bajo condiciones aerobias. Los
cultivos fueron incubados a 30°C, a 800 rpm. Se mantuvo un pH constante de 7 por adicién automatica de KOH 2N.
Se obtuvieron condiciones anaerobias purgando el biorreactor con aire y a una rata de 1 vwvm para asegurar que la
densidad de oxigeno disuelto (DOT) era mayor de 60%. El aire fue esterilizado por filtracién antes de ser introducido
en los biorreactores. El gas de salida fue conducido a través de un condensador enfriado a menos de 6°C y
analizado en cuanto a su contenido volumétrico de CO, y O, por medio de un analizador aclstico de gases. Los
reactores estaban equipados con sensores polarograficos de oxigeno que fueron calibrados con aire (DOT, 100%) y
N2 (DOT, 0%).

Las células fueron cultivadas sobre glicerol en un medio semidefinido consistente de los siguientes componentes
para permitir el crecimiento en cultivos por lote: 6.0 g/l de extracto de levadura, 27.2 g/l de Na;HPO, (anhidro), 12.0
g/l de KH2PO4, 2.0 g/l de NaCl, y 4.0 g/l de NH4Cl. La concentracion de glicerol fue de 20 g/l. El medio fue
suplementado con 50 mg/l de ampicilina y 50 mg/l de kanamicina. Se agregé antiespumante hasta una
concentracion final de 50 ul/l.
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Los biorreactores fueron inoculados con 1 ml de cultivo de reserva en glicerol de la cepa recombinante, llevando a
una densidad 6ptica final a 600 nm de aproximadamente 0.03. Los cultivos de reserva en glicerol fueron obtenidos
cultivando las células en matraces con agitacion en un medio semidefinido a 30°C y 150 rpm. La composicion del
medio fue idéntica a la descrita mas arriba, pero reescalada 4 veces menos, esto es, 5 g/l de glicerol, 1.5 g/l de
extracto de levadura, 6.8 g/l de Na;HPO4 (anhidro), 3.0 g/l de KH,PO4, 0.5 g/l de NacCl, y1.0 g/l de NH4CI. EI medio
fue suplementado con 50 mg/l de ampicilina y 50 mg/l de kanamicina. Las células fueron recolectadas durante la
Ultima fase exponencial, recolectadas por centrifugaciéon y resuspendidas en un volumen apropiado de solucion de
glicerol estéril al 15% (p/v), de tal manera que la densidad éptica final a 600 nm fue 30. Se almacenaron alicuotas de
1 ml de células suspendidas a -80°C.

Después de que las células comenzaron el crecimiento en los biorreactores (5.5 horas después de la inoculacion),
se agreg6 isopropil B-tiogalactopiranésido (IPTG) hasta una concentracion final de 1 mM, como inductor del
promotor T7 que esta al frente de cada uno de los tres genes PAL2, 4CL1,y VST1.

Se tomaron muestras de caldo celular en el transcurso de los cultivos por lote y se analizaron en cuanto a la
presencia de pinosilvina. Ademas, las muestras fueron analizadas en cuanto a biomasa (en términos de densidad
optica OD600), fuente de carbono (glicerol) y subproductos principales (etanol, acetato, piruvato, succinato).

(b) Extraccion de pinosilvina en Escherichia coli

La pinosilvina intracelular fue extraida con acetato de etilo. Para ese propdsito, se agregaron 4 mL de acetato de
etilo a 8 mL de caldo celular. La extraccion fue reforzada mezclando (30 s) y la separacién de fases, por
centrifugacion (4500 rpm durante 5 minutos, a 4°C). La fase de acetato fue sometida a liofilizacién
(aproximadamente 2 horas) y el producto seco fue redisuelto en 0.5 ml de metanol y analizado por HPLC. Estas
muestras fueron diluidas adicionalmente en agua (1:5) y analizadas por HPLC.

(c) Analisis de pinosilvina

El andlisis de pinosilvina en las muestras del cultivo por lotes fue llevado a cabo utilizando el método como se
describié en el Ejemplo 9b. La muestra fue sometida previamente a los siguientes procedimientos de preparacién de
muestra, llevados a cabo en paralelo: (i) Centrifugacién del caldo celular (5 minutos) y analisis de sobrenadante; (ii)
Adicién de etanol (99.9%) hasta una concentracion final de 50% (v/v), vértex (30 segundos), centrifugacion (5
minutos) y analisis de sobrenadante; (iii) Extraccion con acetato de etilo, de acuerdo con el punto (b) mas arriba, y
andlisis de la muestra seca redisuelta en metanol.

Resultados

Las cepas recombinantes de Escherichia coli FSEC-PAL24CL1VST1 y BL21 (DE3) (cepa de control), como se
describié en el Ejemplo 10c, fueron cultivadas sobre 20 g/L de glicerol en biorreactores en modo de lote, como se
describié en (a) mas arriba. En el transcurso de estos cultivos, las cepas recombinantes fueron analizadas en cuanto
a su contenido de pinosilvina de acuerdo con el punto (¢c) mas arriba.

El analisis por HPLC demostré que la cepa FSEC-PAL24CL1VST1 contenia un componente con un tiempo de
retencién idéntico al estandar de trans-pinosilvina (figuras 4 y 5). Ademas, los espectros de absorcion UV fueron
similares al espectro de absorcién de trans-pinosilvina pura (no mostrado), con un Amax de aproximadamente 306 nm.

Las concentraciones maximas de pinosilvina detectadas se muestran en la siguiente Tabla:

Pinosilvina Pinosilvina Pinosilvina Pinosilvina total
intracelular extracelular extracelular
@) (b) En EtOH (c) (@) + (c)

mg/l 0.016 * * 0.016

% 100 0 0 100

mg/g ) () ) ()

(*) por debajo del limite de deteccion

(**) no determinado
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No se detecto pinosilvina en las muestras del cultivo por lotes con la cepa de control.

Los resultados, por lo tanto, demuestran la presencia de una ruta fenilpropanoide activa que lleva la produccion in
vivo de trans-pinosilvina en E. coli cultivada en un biorreactor en modo de lote.

Ejemplo 20
(a) Cultivo en lotes con cepa recombinante de Aspergillus nidulans

La cepa recombinante de Aspergillus nidulans que contenian C4H, 4CL1, y VST1 fue cultivada en un biorreactor
regulado por un volumen de trabajo de 1.5 litros, bajo condiciones aerobias. Los cultivos fueron incubados a 30°C, a
700 rpm. Se mantuvo un pH constante de 6 mediante la adicion automatica de KOH 2N.

Se obtuvieron condiciones aerobias purgando el reactor con aire a una rata de 1 vvm para asegurar que la tensién
de oxigeno disuelto (DOT) era mayor al 60%. El aire fue esterilizado por filtracion antes de ser introducido en los
biorreactores. El gas de salida fue conducido a través de un condensador enfriado a menos de 6°C y analizado en
cuanto a su contenido volumétrico de CO; y O, por medio de un analizador acustico de gases. Los biorreactores
fueron equipados con sensores polarograficos de oxigeno que fueron calibrados con aire (DOT, 100%) y N. (DOT,
0%). Las células fueron cultivados sobre sacarosa en medio definido que consistia de los siguientes componentes:
3.0 g/l de NaNOs, 1.0 g/l de KH2PO4, 0.5 g/l de KCI, 0.5 g/l de MgSO4-7H20, 0.5/l g de FeSO4-7H;0. La
concentracion de sacarosa fue de 30 g/l. Se agregé antiespumante hasta una concentracion final de 50 ul/l.

0170 El biorreactor fue inoculado con esporas de las cepa de A. nidulans que contenia C4H, 4CL1, y VST1,
previamente propagadas en medio minimo soélido, con la siguiente composicion:: 1 g/L de glucosa, 0.85 g/L de
NaNOs3, 0.1 g/L de KCI, 0.1 g/L de MgS0O4-7H,0; y 0.3 g/L de KH2PO4, 0.00008 g/L de CuSO4-5H,0, 0.000008 g/L
de NazB40O7-10H,0, 0.00016 g/L de FeSO.-7H,0O, 0.00016 g/L de MnSO4-2H,0, 0.00016 g/L de Na;MoO4-2H,0, y
0.0016 g/L de ZnS0O4-7H,0. Las esporas fueron cultivadas a 37°C durante 5 dias y recolectadas agregando solucion
de Tween al 80% (0.25% (p/v)).

(b) Extraccion de pinosilvina en Aspergillus nidulans

Las células fueron desechas por homogeneizacion (en un homogeneizador de tejido Polytron) y la pinosilvina
intracelular fue extraida con 10 ml de acetato de etilo. La extraccion fue forzada mezclando en un mezclador
rotatorio (aproximadamente 15 minutos) y la separaciéon de fases, por centrifugacion (4500 rpm, a 4°C, durante 5
minutos). La fase de acetato fue sometida a liofilizacién (aproximadamente 2 horas) y el producto seco fue redisuelto
en 0.5 ml de metanol y analizado por HPLC.

(c) Analisis de pinosilvina

El analisis de la pinosilvina en muestras del cultivo por lotes fue llevado a cabo utilizando el método como se
describié en el ejemplo 9b.

Resultados

La cepa recombinante de Aspergillus nidulans que contenia C4H, 4CL1, y VST1, tal como se describié en el ejemplo
16e, fue cultivada sobre 30 g/L de sacarosa en un biorreactor en modo por lotes, de acuerdo con el Ejemplo HD4.
Después de aproximadamente 48 horas de cultivo, las células fueron recolectadas del biorreactor, desechas por
homogeneizacion y analizadas en cuanto a su contenido intracelular de pinosilvina de acuerdo con (b) y (c) mas
arriba.

El analisis por HPLC mostré que la cepa de A. nidulans que contenia C4H, 4CL1, y VST1 exhibia intracelularmente
un componente con un tiempo de retencién idéntico al estandar de trans-pinosilvina (figuras 4 y 5). Ademas, los
espectros de absorcion UV fueron similares al espectro de absorcidon de la trans-pinosilvina pura (no mostrado)
también, con una Amax de aproximadamente 306 nm.

Los resultados, por lo tanto, demuestran la presencia de una ruta fenilpropanoide activa que lleva a la produccién in
vivo de trans-pinosilvina, en A. nidulans cultivado en un biorreactor en modo por lotes.
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Lo que sigue es un resumen de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos que aparecen aqui:

SEQ ID NO: 1 es una secuencia de nucleétidos de Arabidopsis thaliana que codifica una fenilalanina amoniaco liasa
(PAL2).

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3 es una secuencia de nucleétidos de Arabidopsis thaliana que codifica una 4-cumarate:CoenzimaA
ligasa (4CL1).

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 3.
SEQ ID NO: 5 es una secuencia de nucleétidos de Rheum tataricum que codifica una resveratrol sintasa (RES).
SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 5.

SEQ ID NO: 7 es una secuencia de nucle6tidos de Rheum tataricum que codifica una resveratrol sintasa (RES), la
cual es optimizada por codon para expresion en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 9 es una secuencia de nucleétidos de Vitis vinifera que codifica una resveratrol sintasa (VST1), la cual
es optimizada por codén para expresion en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoéacidos codificada por SEQ ID NO: 9.
SEQ ID NOs 11-16 son secuencias de cebador que aparecen en la Tabla 1, Ejemplo 1.
SEQ ID Nos 17 a 22 son secuencias de cebador usadas en el Ejemplo 16a.
SEQ ID Nos 23 a 26 son secuencias de cebador usadas en el Ejemplo 16b.
SEQ ID Nos 27 a 30 son secuecias de cebador usadas en el Ejemplo 16c.
PhoenixTemp45986.tmp.txt
Listado de secuencias
<110> Fluxome Sciences A/S
<120> Células modificadas metabolicamente para la produccion de pinosilvina

<130> PJS/P15302wo
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<150> GB 0614442.2
<151> 2006-07-06

<160> 30

<170> Patentin version 3.3
<210>1

<211> 2154

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400>1

TCTTeTT T T T T T T e T T - - B 2 e A i - - - - =

D o o S ek ol b e e e e T s kP D e e T R et T sl et e R T P2t 2 Sp PP

~ - - - - - - - - - - - — - -~ - -
e e e~ g g e =g — g~ Qe =g mem— = e = e g e = — e e g e m——— g~y ———
g SRR Bttt G ittt - P S ] —m e - e - - - ==
- a1 - - - -
e e 2 a i e —iei% 2 & & A A e et maim A m A A m ot mmmmam e A A A i me mmemn e o om m m A e an
- - - T T -T T T T T T T Rt e S = 4 B A== o B gy
- T - - - - - - - - — - -
A& i 2~ & m A i m A& m e B e A mmm a4 A i 24 m e A& e e

30

Fa¥a¥al

“~r, ~a

a4anAAn

10N



- - - -
B e - A A= A

<210> 2

<211> 717

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

- " -" —b el -
—~
ar
'
cn - -
- = - -
A
- - _—- e - -

ES 2 585477713

arAan
A& e Al . el el a4 a4 _aaoaao_a 1a8nn
- - - e e - - - R B 4 -
~aAn
- _ - _- _- - —
Ll - T — ~ .
—_ - - ——— s - - —— - L —s e
- -~
“ “  an ar < ‘
T rr cn”
— - - —= - - - -
v )
o B T iog o ’ il() ‘
ann =~ = < anr -

31



AV EYS

-_—l . =T
~-r
— .

-

S

A~ 7
aarC

P T

~ ..

anr
e = =T
B P
Al T T T M

ES 2 585477713

. _Aa —a — -
a“r v
- ane - - -
P " T P ]
ach
Ann - ~nr
o - —= —a —A —=
vao
- Aann - <
- - -1 - -T1 -1
- - T-s T T ==
L T .

32

—n .
-t o
“Ann -
P R - -~ ..
- aCcrc T
.m _A
e
Aanr
a7 -1
P




- .-
- v
-

—l L =l
- s
-~
-
— - —4 -
_ -, -
-

LRV

AV AY]
-1 _ « .. w7
~_—Aa
-~
- - P - -
-

ran

ES 2 585477713

A~ T T 7 CT

PR

L T N e

Cem —ym — ey -

e x . ATV s
e o

[V
P T T

O - e
- - — - = -
-~
- -
- . -
-~
-

rar

33

T aae
-
AL -

PR |

- . -
L | a - .-

-
- —
-

AN

-




ES 2 585477713

Cys Leu Lys Glu Trp Asn Gly Ala Pro Ile Pro Ile Cys
705 710 715

<210> 3

<211> 1686

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 3

- - - - - -
- - - - - I S —
S - B g - - -—=- ——== -——o - -~
- - - - - = —-—— - - - - - - -
- - - - - - - [ - - - - — s - —
- - - - - - - - -— = - s - - E it T _— =

34



<210> 4

<211> 561

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

ES 2 585477713

35



~T .. bl

- “aar
- -
R A
~J o e ey

-

-J -

—~—_

~..

—~——

AN - =l .
ey ==
s - LZ-
10)¢)

-
— =
- —_
Poees vaas

-—i

-

~

-l

ES 2 585477713

- PRI, |

T T
-~——— & .. an® A . e
~— - . A - T o a —

- - _ — -

~a
1N
E R ¥at

I -
- - —= - .
. —_t - - —_
—— v T oy vees
- -~ - P A -
~T .. . L -~ T L
g mm— s~ =y~ o~y
g o rm g s e — e — — e

36

~..

-

Aanr

-

~ e

-—l

110
-
— _=

- -

[ NI L ]

-
—-=
-"
e
sl



i
4
|

1
)
1

-
A
)
-
-
.

cat

~a

ES 2 585477713

ann

. - ) '; - s am

. - - o~ ;:;

-1 -1 ".—; - - .

_.ﬂlv - -1 -1 .

P} . -1 ..:|' -

. L T - .
v

cCaN

37

-
aor
PR,
Y, -
~T
-

CcHrC

-~



10

15

ES 2 585477713

- A .- - - o - an PR, L, | -L _ -l e ~7 P -~ ~e oo e a2
—Jw oL@ T T Tt o —s— -—- LUz - vt T — o —=- ToT - —s- -
T - w? - VN
Leu
<210>5
<211> 1176
<212> ADN
<213> Rheum tataricum
<400> 5
P Y CYYege Y e Ymme ey Y YemTe e . agem—mgg——n— “v--iy-9ey Syy-v——we~
SITDTTINII TN IITT TIITDTIINT TIITNIDTITIT DooIgTuttT oottt

A A i el e oAb mmm ma

S e R - - - - -
- —— - - R P R R
- - - -

<210> 6

<211> 391

<212> PRT

<213> Rheum tataricum

<400> 6

38

A A A e o

-

-~

-~

~An



-1
e
—
“v o
P}

~7 ..

-
~an

ERE R

N I
st =
P
aAn

[EAViV]

-, -
_=-

-
-~
ERAV)

_-
-1
~ar

ES 2 585477713

- - C =
aA
[ N T

-
¢ - -
- - . . - - -
anr
v
R — S~ R
. v
- - N -
- - - - - N
~aA
Arn
ewva

39

ar

LT

[
aan

15

—
arr

avwv



TUloLIu oS Itz

-— - a - a | _ -1
]

- - - Pl - _

- P T . _ -1

I | _ -l — - . | —
PN V)

<210>7

<211> 1176

<212> ADN

<213> Rheum tataricum

<400> 7

A o e a — ~ - -
- ~ — ~— o~ —_—— ~—
- a _ a _ -1 - A"
P | —1 - -1 A
- - - -— aa -
- - " —l — - -
-" - — -~ . .- " —l_ s i}

ES 2 585477713

40

JOV

-1 P |
-1 -7
—l_

-t



ES 2 585477713

R S A A A O TS T T T T TS e T T T o — - —o

- - - - - - - - - - ™

F il e R 5 it —_————g - == T - -TI T T - - —- - - ST e - - ==

A A A4 il o A A A e A A A m A e i i A e o m & m A3 A& e A& d e m A A m dm e

B R it Attt - o - — == St Bttt - m e - -
- - - - - RS P e ) = et - T ST Tt o T

T¥ T T T T T T T T T T e = At Stk Aar— Ae T ST S ST T T N9 T T oo T o
v o e - - S = - [ S - -

<210>8

<211> 391

<212> PRT

<213> Rheum tataricum

<400> 8

41



ES 2 585477713

—= —a . R — N L. . — —a —= —- . . - R
m~eee a—m =T - AVl el Al - ATl AV A o~ .« e oa B
C - . e R R R El e = I L
~ - -
- - .o - - - S - . s - - - - = -
PR aAnr “aan
11 " g 11N - - e -
. . _= - — L. - - i A . -
avo . FY V] Fyae
-1 P | - - - - - P | - . s - - -1 . hn ] - - -"
PRV PRV PRV
e T O
— - _-——
- - . - - - - - - R - =
Aan Aar ~an

42



ES 2 585477713

Gly Ala Asn Pro Asp Leu Ser Ile Glu Arg Pro Ile Phe Glu Leu Ile
225 : - 230 ‘ 235 240

ser Thr Ser Gln Thr Ile Ile Pro Glu Ser Asp Gly Ala Ile Glu Gly
© 245 250 255

His Leu Leu Glu val Gly Leu Ser Phe GIn Leu Tyr Gln Thr val Pro
260 , 265 270

Ser Leu Ile Ser Asn Cys Ile Glu Thr Cys Leu Sef Lys Ala Phe Thr
275 ‘ 280 285 :

Pro Leu Asn Ile Ser Asp Trp Ash Ser Leu Phe Trp Ile Ala His Pro
290 295 300

Gly Gly Arg Ala Ile Leu Asp Asp Ile Glu Ala Thr val Gly Leu Lys
305 310 315 : 320

Lys Glu Lys Leu Lys Ala Thr Arg Gln val Leu Asn Asp Tyr Gly Asn
325 330 335

Met Ser Ser Ala Cys val Phe Phe Ile Met Asp Glu Met Arg Lys Lys
340 345 ' 350

Ser Leu Ala Asn Gly Gln val Thr Thr Gly Glu Gly Leu Lys Trp Gly
355 360 : 365

val Leu Phe Gly Phe Gly Pro Gly val Thr val Glu Thr val val Leu
370 375 380

ser ser val Pro Leu Ile Thr
385 390

<210>9
<211>1182

<212> ADN

<213> Vitis vinifera

<400>9
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 11
cggaattctc atggatcaaa tcgaagcaat gtt 33

<210> 12

<211>29

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 12
cgactagttt agcaaatcgg aatcggagc 29

<210> 13

<211> 36

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 13
gctctagacc tatggcgceca caagaacaag cagttt 36

<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 14
gcggatcccc ttcacaatcc atttgctagt tttgec 36

<210> 15

<211>31

<212> ADN

<213> Rheum tartaricum

<400> 15
ccggatccaa atggccccag aagagageag g 31

<210> 16

<211> 35

<212> ADN

<213> Rheum tartaricum

<400> 16
cgctcgagtt aagtgatcaa tggaaccgaa gacag 35

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 17
cggaattcat acgcggtttt ttggggtagt ca 32

<210> 18

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 18
cgccegggta tgecacctac agecattgeg aa 32

<210> 19
<211> 32

<212> ADN
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<213> Aspergillus nidulans

<400> 19
gcggatccat agggegctta cacagtacac ga 32

<210> 20

<211> 48

<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 20
cggagagggc gcgeecgtgg cggecgegga tecacttaac gttactga 48

<210>21

<211> 48

<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 21
gcggcecgeca cgggegegcec ctetceggeg gtagtgatgt ctgctcaa 48

<210> 22

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 22
cgaagcttta taattccctt gtatctctac ac 32

<210> 23
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR basado en plasmido para el gen C4H

<400> 23
cggcgcgcat aatggacctc ctcttgctgg ag 32

<210> 24
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR basado en plasmido para el gen C4H

<400> 24
gggcggecgc ttattaacag ttecttggtt tcataacg 38

<210> 25

<211>56

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 25
cgtgtacaat attaattaac gagagcgatc gcaataaccy tattaccgcec tttgag 56

<210> 26

<211> 32

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus
<400> 26

48



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 585477713

cgacatgtat tcccgggaag atctcatggt ca 32

<210> 27
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR basado en plasmido para el gen VST1

<400> 27
gcggagaggg cgcgatggeg ccacaagaac aagca 35

<210> 28
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador basado en plasmido para el gen VST1

<400> 28
tggatccgeg gecgetcaca atccatttge tagttttge 39

<210> 29
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador para PCR basado en plasmido para el gen VST1

<400> 29
cggcgcegcat aatggcatce gtagaggagt tc 32

<210> 30
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador para PCR basado en plasmido para el gen VST1

<400> 30
gggcggcecgc ttatcattag ttagtgacag ttggaa 36
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Reivindicaciones

1. El uso de un microorganismo modificado genéticamente para la produccién de pinosilvina, en donde dicho
microorganismo es una bacteria u hongo y en donde dicho microorganismo tiene una ruta metabodlica operativa,
produciendo dicha ruta pinosilvina a partir de acido cinamico y comprendiendo al menos una primera actividad
enzimatica para formar cinamoil-CoA a partir de acido cinamico y una estilbeno sintasa, en donde dicha estilbeno
sintasa es expresada en dicho microorganismo a partir de un acido nucleico que codifica para dicha enzima la cual
no es nativa del microorganismo.

2. El uso reivindicado en la reivindicacion 1, en donde dicho microorganismo produce acido cinamico y produce
pinosilvina a partir del mismo.

3. El uso reivindicado en la reivindicacion 1, en donde dicha estilbeno sintasa es resveratrol sintasa (EC 2.3.1.95) a
partir de una planta que pertenece al género de Arachis, una planta que pertenece al género de Rheum, o una
planta que pertenece al género de Vitus o uno cualquiera de los géneros Pinus, Picea, Lilium, Eucalyptus,
Parthenocissus, Cissus, Calochortus, Polygonum, Gnetum, Artocarpus, Nothofagus, Phoenix, Festuca, Carex,
Veratrum, Bauhinia o Pterolobium o es una pinosilvina sintasa (EC 2.3.1.146) de una planta que pertenece al género
de Pinus, e.g. P. sylvestris, P. strobes, P. densiflora, P. taeda, una planta que pertenece al género Picea, 0 uno
cualquiera de los géneros Eucalyptus.

4. El uso reivindicado de cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho acido cinamico es producido en dicha
ruta a partir de L-fenilalanina mediante una L-fenilalanina amoniaco liasa (PAL) expresada en dicho microorganismo
a partir de acido nucleico que codifica dicha enzima la cual no es nativa del microorganismo.

5. El uso reivindicado en la reivindicacion 4, en donde dicho acido cinamico es formado a partir de L-fenilalanina por
la L-fenilalanina amoniaco liasa (EC 4.3.1.5) de una planta que pertenece al género de Arabidopsis, una planta que
pertenece al género de Brassica, una planta que pertenece al género de Citrus, una planta que pertenece al género
de Phaseolus, una planta que pertenece al género de Pinus, una planta que pertenece al género de Populus, una
planta que pertenece al género de Solanum, una planta que pertenece al género de Prunus, una planta que
pertenece al género de Vitus, una planta que pertenece al género de Zea, o una planta que pertenece a uno
cualquiera de los géneros Agastache, Ananas, Asparagus, Bromheadia, Bambusa, Beta, Betula, Cucumis, Camellia,
Capsicum, Cassia, Catharanthus, Cicer, Citrullus, Coffea, Cucurbita, Cynodon, Daucus, Dendrobium, Dianthus,
Digitalis, Dioscorea, Eucalyptus, Gallus, Ginkgo, Glycine, Hordeum, Helianthus, Ipomoea, Lactuca, Lithospermum,
Lotus, Lycopersicon, Medicago, Malus, Manihot, Medicago, Mesembryanthemum, Nicotiana, Olea, Oryza, Pisum,
Persea, Petroselinum, Phalaenopsis, Phyllostachys, Physcomitrella, Picea, Pyrus, Quercus, Raphanus, Rehmannia,
Rubus, Sorghum, Sphenostylis, Stellaria, Stylosanthes, Triticum, Trifolium, Triticum, Vaccinium, Vigna, o Zinnia, o0 a
partir de un hongo filamentoso que pertenece al género Aspergillus.

6. El uso como se reivindica en la reivindicacion 4 o reivindicacion 5, en donde dicho PAL es uno que acepta
fenilalanina como sustrato y produce acido cindmico a partir de la misma, tal que si el PAL también acepta tirosina
como sustrato y forma acido cumarico a partir de la misma, la relacion Km(fenilalanina)/Km(tirosina) para dicho PAL
es menor de 1:1.

7. El uso como se reivindica en la reivindicacién 6, en donde si dicho microorganismo produce una enzima cinamato-
4-hidroxilasa (C4H), la relacion Kca(PAL)/Kcat(C4H) es al menos 2:1.

8. El uso reivindicado en cualquier reivindicacion precedente, en donde se forma cinamoil-CoA en dicha ruta en una
reaccion catalizada por una enzima en la cual el ATP y la CoA son sustratos y el ADP es un producto catalizado por
una 4-cumarato-CoA ligasa o una cinamato-CoA ligasa.

9. El uso reivindicado en cualquier reivindicacion precedente en donde al menos una copia de una secuencia
genética que codifica una 4-cumarato-CoA ligasa o cinamato-CoA ligasa esta enlazado operativamente a una sefial
de expresién que no esta asociada de manera nativa con dicha secuencia genética en dicho organismo.

10. El uso reivindicado en cualquier reivindicacion precedente, en donde el microorganismo es una levadura que
pertenece al género Saccharomyces, Klyuveromyces, Candida, Pichia, Debaromyces, Hansenula, Yarrowia,
Zygosaccharomyces o Schizosaccharomyces.

11. Un método para producir pinosilvina que comprende cultivar una célula de un microorganismo genéticamente
modificada, siendo dicha célula de microorganismo una célula bacteriana o fungica que tiene una ruta metabdlica
para producir pinosilvina bajo condiciones de produccién de pinosilvina, en donde dicha ruta produce pinosilvina a
partir de acido cinamico y comprende al menos una primera actividad enzimatica para formar cinamoil-CoA a partir
de acido cinamico y una estilbeno sintasa, en donde dicha estilbeno sintasa es expresada en dicho microorganismo
a partir de un acido nucleico que codifica para dicha enzima la cual no es nativa del microorganismo, y una
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fenilalanina amoniaco liasa (PAL) que acepta fenilalanina como sustrato y produce acido cinamico a partir de la
misma, siendo dicha PAL tal que si la PAL también acepta tirosina como un sustrato y forma acido cumarico a partir
de la misma, la relacion Km(fenilalanina)/Km(tirosina) para dicha PAL es menor de 1:1, y en donde si dicho
microorganismo produce una enzima cinamato-4-hidroxilasa (C4H), la relacion Kcat(PAL)/Kcai(C4H) es al menos 2:1.

12. Un microorganismo genéticamente modificado, siendo dicho microorganismo una bacteria o un hongo y que
tiene una ruta metabdlica que produce cinamoil-CoA y produce pinosilvina a partir de la misma por la accién de una
estilbeno sintasa, en donde dicha estilbeno sintasa es expresada en dicho microorganismo a partir de un acido
nucleico que codifica para dicha enzima la cual no es nativa para el microorganismo al cual tiene una rata de
rendimiento mas alto con un sustrato de cinamoil-CoA que con un sustrato de 4-cumaroil-CoA.

13. Un microorganismo genéticamente modificado, siendo dicho microorganismo una bacteria o un hongo y teniendo
una ruta metabdlica operativa que produce cinamoil-CoA y produce pinosilvina a partir de la misma por la accién de
una estilbeno sintasa, en donde dicha estilbeno sintasa es expresada en dicho microorganismo a partir de un acido
nucleico que codifica para dicha enzima la cual no es nativa para el microorganismo, en donde dicha cinamoil-CoA
es producida a partir de acido cinamico, y en donde dicho &cido cinamico es formado a partir de L-fenilalanina
mediante una L-fenilalanina amoniaco liasa (PAL) la cual es una que acepta fenilalanina como sustrato y produce
acido cinamico a partir de la misma, tal que si la PAL también acepta tirosina como un sustrato y forma acido
cumarico a partir de la misma, la relacion Km(fenilalanina)/(Km(tirosina) para dicha PAL es menor de 1:1.

14. Una composicién de microorganismos que comprende células de microorganismos genéticamente modificados,
en donde dicho microorganismo tiene una ruta metabdlica operativa, produciendo dicha ruta pinosilvina a partir de
acido cinamico y comprendiendo al menos una primera actividad enzimatica para formar cinamoil-CoA a partir de
acido cinamico y una estilbeno sintasa, en donde dicha estilbeno sintasa es expresada en dicho microorganismo a
partir de un acido nucleico que codifica para dicha enzima la cual no es nativa para el microorganismo, y en donde
dicha composiciéon tiene al menos 1.5 mg/g de pinosilvina sobre una base de peso seco, en donde el
microorganismo es una levadura del género Saccharomyces, y/o en donde dicha pinosilvina es producida al menos
en parte en y contenida dentro de las células de dicho microorganismo.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 6

Pico de base de cromatograma negativo
de pinosilvina estandar ES1
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Figura 6 (cont)
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