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ES 2607 122 T3

DESCRIPCION
Sesquiterpeno sintasas y procedimientos de uso

La presente invencion se refiere a acidos nucleicos y polipéptidos que codifican cubebol sintasa. La invencion
también se refiere a vectores que comprenden los acidos nucleicos que codifican cubebol sintasa, y células
huéspedes u organismos no humanos modificados para albergar los acidos nucleicos de la invencion, asi como
procedimientos para preparar dichas células huéspedes recombinantes. La invencidon también se refiere a
procedimientos para producir polipéptidos de la invencion. Ademas, la invencion se refiere a procedimientos para
preparar sesquiterpeno sintasa y procedimientos para preparar un terpenoide.

Antecedentes de la invencion

Los compuestos de terpeno representan una amplia serie de moléculas naturales con una gran diversidad de
estructura. El reino vegetal contiene la mayor diversidad de monoterpenos y sesquiterpenos. Con frecuencia
desempefian un papel en la defensa de las plantas contra patdgenos, insectos y herbivoros y para atraccion de
insectos polinizantes.

La biosintesis de terpenos se ha estudiado exhaustivamente en muchos organismos. El precursor comun de los
terpenos es isopentenil pirofosfato (IPP) y muchas de las enzimas que catalizan las etapas que conducen a IPP se
han caracterizado. Se conocen en la actualidad dos rutas definidas para biosintesis de IPP (Figura 1). La ruta de
mevalonato se encuentra en el citosol de las plantas y en levadura y la ruta no de mevalonato (o ruta de
desoxixilulosa-5-fosfato (DXP)) se encuentra en los plastidios de plantas y en E. coli.

Por ejemplo, el IPP se isomeriza a dimetilalil difosfato por la IPP isomerasa y estos dos compuestos C5 pueden
condensarse mediante prenil transferasas para formar los precursores de pirofosfato terpeno aciclicos para cada
clase de terpenos, es decir geranil-pirofosfato (GPP) para los monoterpenos, farnesil-pirofosfato (FPP) para los
sesquiterpenos, geranilgeranil-pirofosfato (GGPP) para los diterpenos (Figura 2). Las enzimas que catalizan la etapa
de ciclacién de los precursores aciclicos se denominan terpeno ciclasas o terpeno sintasas, que se denominan
terpeno sintasas en el presente documento.

Estas enzimas pueden ser capaces de catalizar ciclacion compleja de multiples etapas para formar el esqueleto de
carbono de un compuesto de terpeno o sesquiterpeno. Por ejemplo, la etapa inicial de la ciclacion catalizada puede
ser la ionizacion del grupo difosfato para formar un cation alilico. El sustrato experimenta después isomerizaciones y
reordenaciones que pueden controlarse por el sitio activo de la enzima. El producto puede ser, por ejemplo, aciclico,
mono, di o triciclico. Puede después liberarse un protén del carbocation o el carbocation reacciona con una molécula
de agua y se libera el hidrocarburo de terpeno o alcohol. Algunas terpeno sintasas producen un unico producto, pero
muchas producen multiples productos.

Se encuentran en la naturaleza una gran diversidad de estructuras de terpeno y sesquiterpeno sintasas. Se han
clonado varios ADNc o genes que codifican sesquiterpeno sintasa y se han caracterizado de diferentes fuentes
vegetales, por ejemplo, 5-epi-aristoloqueno sintasas de Nicotiana tabacum (Facchini, P.J. y Chappell, J. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89, 11088-11092.) y de Capsicum annum (Back, K., y col. (1998) Plant Cell Physiol. 39 (9),
899-904.), una vetispiradieno sintasa de Hyoscyamus muticus (Back, K. y Chappell, J. (1995) J. Biol. Chem. 270
(13), 7375-7381.), una (E)-B-farneseno sintasa de Mentha piperita (Crock, J., y col. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 94 (24), 12833-12838.), una &-selineno sintasa y una y-humuleno sintasa de Abies grandis (Steele, C.L., y
col. (1998) J. Biol. Chem. 273 (4), 2078-2089.), d-cadineno sintasas de Gossypium arboreum (Chen, X.Y., y col.
(1995) Arch. Biochem. Biophys. 324 (2), 255-266; Chen, X.Y., y col. (1996) J. Nat Prod. 59, 944-951.), una E-a-
bisaboleno sintasa de Abies grandis (Bohlmann, J., y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95 (12), 6756-6761.),
una germacreno C sintasa de Lycopersicon esculentum (Colby, S.M., y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95
(5), 2216-2221.), una epi-cedrol sintasa y una amorfa-4,11-dieno sintasa de Artemisia annua (Mercke, P., y col.
(1999) Arch. Biochem. Biophys. 369 (2), 213-222; Mercke, P., y col. (2000) Arch. Biochem. Biophys. 381 (2), 173-
180.) y germacreno A sintasas de Lactuca sativa, de Cichorium intybus y de Solidago canadensis (Bennett, M.H., y
col. (2002) Phytochem. 60, 255-261; Boow-meester, H.J., y col. (2002) Plant Physiol. 129 (1), 134-144; Prosser |, y
col. (2002) Phytochem. 60, 691-702). Takuro y col. desvelan una sesquiterpeno sintasa de Yuzu (Citrus junus)
(Takuro, M., y col. (2001) Biol Pharm Bull. 24 (10) 1171-1175).

Muchos compuestos de sesquiterpeno se usan en perfumeria (por ejemplo pachulol, nootkatona, santalol, vetivona,
sinensal) y muchos se extraen de plantas. Como resultado, su disponibilidad y sus precios pueden estar sujetos a
fluctuacion relacionada con la disponibilidad de las plantas y la estabilidad de los paises productores. La
disponibilidad de un sistema independiente de plantas para la producciéon de sesquiterpenos puede ser por lo tanto
de interés. Debido a la complejidad estructural de algunos sesquiterpenos, su sintesis quimica a un coste aceptable
puede no ser siempre factible.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido al menos 90 %
idéntico a SEQ ID NO: 1; en el que el polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una cubebol sintasa.
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En una realizacion, el acido nucleico aislado se caracteriza porque el acido nucleico comprende la secuencia de
nucledtidos SEQ ID NO: 6.

En una realizacion, el acido nucleico aislado se caracteriza porque el polipéptido codificado consiste en SEQ ID NO:
1.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido de cubebol sintasa aislado codificado por el acido
nucleico.

En una realizacion, el polipéptido de cubebol sintasa aislado se caracteriza porque dicho polipéptido es SEQ ID NO:
1.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un vector que comprende el acido nucleico.
En una realizacién, el vector se caracteriza porque es un vector viral o plasmido.

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a una célula huésped o un organismo no humano modificado para
albergar el acido nucleico.

En una realizacion, la célula huésped u organismo no humano se caracteriza porque dicha célula huésped es una
célula vegetal y dicho organismo no humano es una planta o un microorganismo.

En un quinto aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar una célula huésped recombinante
que comprende introducir el vector en una célula huésped.

En un sexto aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar
la célula huésped u organismo no humano en condiciones para producir dicho polipéptido.

En una realizacién, el procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar la célula huésped u
organismo no humano en condiciones para producir dicho polipéptido se caracteriza porque la célula huésped se
elige de células bacterianas, células de levadura, células vegetales y células animales.

En una realizacién, el procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar la célula huésped u
organismo no humano en condiciones para producir dicho polipéptido se caracteriza porque la célula huésped se
elige de células E. coliy células de levadura.

En un séptimo aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar al menos una sesquiterpeno sintasa
que comprende cultivar un huésped modificado para contener al menos una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido de cubebol sintasa al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 1 en condiciones que conducen a la
produccién de dicha al menos una sesquiterpeno sintasa.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos una sesquiterpeno sintasa que comprende cultivar un
huésped modificado para contener al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de cubebol
sintasa al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 1 en condiciones que conducen a la produccion de dicha al menos
una sesquiterpeno sintasa se caracteriza porque dicho huésped es una planta o un microorganismo.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos una sesquiterpeno sintasa que comprende cultivar un
huésped modificado para contener al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de cubebol
sintasa al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 1 en condiciones que conducen a la produccion de dicha al menos
una sesquiterpeno sintasa se caracteriza porque dicho huésped se elige de células bacterianas, células de levadura,
células vegetales y células animales.

En un octavo aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar al menos un terpenoide que
comprende:

A) poner en contacto al menos un precursor de pirofosfato terpeno aciclico con al menos un polipéptido
codificado por un acido nucleico de acuerdo con el primer aspecto
B) aislar al menos un terpenoide producido en A).

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque dicho al menos un
terpenoide se elige de sesquiterpenos.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque dicho al menos un
precursor de pirofosfato terpeno aciclico es farnesil-pirofosfato.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque el al menos un
sesquiterpeno es cubebol.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque el al menos un
polipéptido se produce cultivando una célula huésped que comprende el acido nucleico, en el que la célula huésped
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se elige de células procariotas, células de levadura, células vegetales y células animales.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque dicho al menos un
polipéptido se produce cultivando una célula de E. coli que comprende el acido nucleico aislado.

En una realizacién, el organismo no humano se caracteriza porque dicho microorganismo es un procariota o una
levadura.

En una realizacién, el organismo no humano se caracteriza porque dicho procariota se selecciona del grupo de E.
coli, Bacillus subtilis, especie del género Pseudomonas, o especie del género Streptomyces, y en el que dicha
levadura es una especie de un género seleccionado del grupo de Saccharomyces, Pichia o Kluyveromyces.

En una realizacion, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque dichos
sesquiterpenos son cubebol y a-cubebeno.

En una realizacién, el procedimiento para preparar al menos un terpenoide se caracteriza porque el pH en el
momento del contacto es 7 o menos.

También se desvelan en el presente documento acidos nucleicos aislados que codifican sesquiterpeno sintasas.
Como se usa en el presente documento, una sesquiterpeno sintasa también puede referirse por al menos un
compuesto producido por la enzima tras el contacto con un precursor de pirofosfato terpeno aciclico tal como
farnesil-pirofosfato. Por ejemplo, una sesquiterpeno sintasa capaz de producir biciclogermacreno como uno de sus
productos puede denominarse biciclogermacreno sintasa. Usando esta convencion, los ejemplos de acidos
nucleicos desvelados en el presente documento incluyen ADNc que codifican cubebol sintasa (GFTpsC) (SEQ ID
NO: 1); d-cadineno sintasa (GFTpsE) (SEQ ID NO: 2); biciclogermacreno sintasa (GFTpsB) (SEQ ID NO: 3);
valenceno sintasa (GFTpsD1 y GFTpsD2) (SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5).

Se desvela también un acido nucleico aislado seleccionado de: (a) un acido nucleico que comprende la secuencia
de nucleétidos sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, o
SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico que codifica el polipéptido sustancialmente expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5; y (c) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de
(a) o (b) en condiciones de baja rigurosidad, en el que el polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una
sesquiterpeno sintasa. En una realizacion, las condiciones definidas son condiciones de rigurosidad moderada y en
una realizacién adicional condiciones de alta rigurosidad. También se desvela en el presente documento: un
polipéptido codificado por un acido nucleico desvelado en el presente documento; una célula huésped que
comprende un acido nucleico desvelado en el presente documento; un organismo no humano modificado para
albergar un acido nucleico desvelado en el presente documento; y procedimientos para producir un polipéptido que
comprenden cultivar células huéspedes desveladas en el presente documento.

También se desvela en el presente documento un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o
SEQ ID NO: 5.

También se desvela en el presente documento un vector que comprende al menos un acido nucleico elegido de (a)
un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico que codifica el polipéptido
sustancialmente expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5; y (c) un
acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) o (b) en condiciones de baja rigurosidad, en el que el
polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una sesquiterpeno sintasa. También se desvelan en el presente
documento procedimientos para preparar una célula huésped recombinante que comprenden introducir un vector
desvelado en el presente documento en una célula huésped.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para preparar al menos una sesquiterpeno sintasa
que comprende cultivar un huésped modificado para contener al menos una secuencia de acido nucleico en
condiciones que conducen a la produccién de dicha al menos una sesquiterpeno sintasa. En una realizacion, el al
menos un acido nucleico se selecciona de (a) un acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos
sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10;
(b) un acido nucleico que codifica el polipéptido sustancialmente expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5; y (c) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) o (b) en
condiciones de baja rigurosidad, en el que el polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una sesquiterpeno
sintasa. El huésped puede seleccionarse de, por ejemplo, plantas, microorganismos, células bacterianas, células de
levadura, células vegetales y células animales.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para preparar al menos un terpenoide que
comprende 1) poner en contacto al menos un precursor de pirofosfato terpeno aciclico con al menos un polipéptido
codificado por un acido nucleico. En una realizacion, el acido nucleico se selecciona de (a) un acido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico que codifica el polipéptido sustancialmente expuesto
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en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5; y (c) un acido nucleico que hibrida
con el acido nucleico de (a) o (b) en condiciones de baja rigurosidad, en el que el polipéptido codificado por dicho
acido nucleico es una sesquiterpeno sintasa, 2) aislar al menos un terpenoide producido en (1). En una realizacion,
el al menos un terpenoide se elige de sesquiterpenos. En una realizacion adicional, el al menos un precursor de
pirofosfato terpeno aciclico es farnesil-pirofosfato. Los sesquiterpenos producidos por los procedimientos desvelados
en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, biciclogermacreno, cubebol, valenceno, a-cubebeno,
germacreno D, y &-cadineno (Figura 3).

Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la descripcion detallada a continuacion son
ejemplares y explicativas. Se hara ahora referencia en detalle a realizaciones ejemplares de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Rutas ejemplares para la biosintesis de isopentenil pirofosfato (ruta de mevalonato (A) y ruta de
desoxixilulosa (B)).

Figura 2: Biosintesis de terpenos ejemplares de isopentenil difosfato.

Figura 3: Estructura de compuestos de sesquiterpeno ejemplares.

Figura 4: Parte central de los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de dos grupos de sesquiterpeno
sintasa (germacreno C L. esculentum &-cadineno sintasa (SEQ ID NO: 11); (E)-beta-farneseno M. piperita (SEQ
ID NO: 12); delta-selineno A. grandis (SEQ ID NO: 13); sesquiterpeno sintasa C. junos (SEQ ID NO: 14); 5-epi-
aristoloqueno N. tabacum (SEQ ID NO: 15); 5-epi-aristoloqueno C. annuum (SEQ ID NO: 16); vetispiradieno S.
tuberosum (SEQ ID NO: 17); vetispiradieno H. muticus (SEQ ID NO: 18); delta-cadineno G. arboreum (SEQ ID
NO: 19); amorfa-4,11-dieno A. annua (SEQ ID NO: 20); epi-cedrol A. annua (SEQ ID NO: 21); delta-humuleno A.
grandis (SEQ ID NO: 22)) y la secuencia de los cebadores degradados deducidos (TpsVFI (SEQ ID NO: 23);
TpsVF2 (SEQ ID NO: 24); TpsVR3 (SEQ ID NO: 25); TpsCF1 (SEQ ID NO: 26); TpsCF2 (SEQ ID NO: 27);
TpsCR3 (SEQ ID NO: 28)). Las flechas debajo de cada alineamiento muestran las regiones del alineamiento
usado para disefar los cebadores degradados y su orientacion.

Figura 5: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de los productos de amplificacion
obtenidos mediante RT-PCR en ARN total de pomelo (GFTpsA (SEQ ID NO: 29); GFTpsB (SEQ ID NO: 30); y
GFTpsC (SEQ ID NO: 31)).

Figura 6: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de las sesquiterpeno sintasas GFTpsA (clon parcial) (SEQ
ID NO: 32), GFTpsB (SEQ ID NO: 3), GFTbsC (SEQ ID NO: 1), GFTpsD1 (SEQ ID NO: 4), GFTpsD2 (SEQ ID
NO: 5), y GFTpsE (SEQ ID NO: 2) de C. paradisi.

Figura 7: Perfiles de GC de sesquiterpenos producidos mediante sesquiterpeno sintasas de pomelo
recombinantes.

Figura 8: Las secuencias de aminoacidos y nucledtidos de (a) GFTpsA (SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33), (b)
GFTpsB (SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 8), (c) GFTbsC (SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 6), (d) GFTpsD1 (SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 9), (e) GFTpsD2 (SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 10), y (f) GFTpsE (SEQ ID NO: 2y SEQ ID
NO: 7).

Descripcion de la invenciéon

Un terpeno es un hidrocarburo insaturado basado en una unidad de isopreno (C5H8) que puede ser aciclico o
ciclico. Los derivados de terpeno incluyen pero sin limitacion alcanfor, mentol, terpineol, y borneol, geraniol. Los
terpenos o terpenoides, como se usa en el presente documento incluyen terpenos y derivados de terpenos,
incluyendo compuestos que han experimentado una o mas etapas de funcionalizacion tales como hidroxilaciones,
isomerizaciones, oxido-reducciones o acilaciones. Como se usa en el presente documento, un sesquiterpeno es un
terpeno basado en una estructura C15 e incluye sesquiterpenos y derivados de sesquiterpenos, incluyendo
compuestos que han experimentado una o mas etapas de funcionalizacion tales como hidroxilaciones,
isomerizaciones, dxido-reducciones o acilaciones.

Como se usa en el presente documento, un derivado es cualquier compuesto obtenido de un compuesto conocido o
hipotético y que contiene elementos esenciales de la sustancia parental.

Como se usa en el presente documento, sesquiterpeno sintasa es cualquier enzima que cataliza la sintesis de un
sesquiterpeno.

La expresion “idéntica”, “sustancialmente idéntica” o “sustancialmente como se expone”, significa que una secuencia
relevante es al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una
secuencia dada. Como ejemplo, dichas secuencias pueden ser variantes alélicas, secuencias derivadas de diversas
especies, o pueden derivar de la secuencia dada por truncamiento, supresion, sustitucion o adiciéon de aminoacidos.
Para polipéptidos, la longitud de secuencias de comparacion sera generalmente de al menos 20, 30, 50, 100 o mas
aminoacidos. Para acidos nucleicos, la longitud de secuencias de comparacion sera generalmente de al menos 50,
100, 150, 300, o mas nucleodtidos. El porcentaje de identidad entre dos secuencias se determina mediante algoritmos
de alineamiento convencionales tales como, por ejemplo, herramienta de alineamiento local basica (BLAST) descrita
en Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol., 215: 403-410, el algoritmo de Needleman y col. (1970) J. Mol. Biol., 48: 444-
453, o el algoritmo de Meyers y col. (1988) Comput. Appl. Biosci., 4: 11-17.
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También se desvela en el presente documento un acido nucleico aislado seleccionado de: (a) un acido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico que codifica el polipéptido sustancialmente expuesto
en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0o SEQ ID NO: 5; y (c) un acido nucleico que hibrida
con el acido nucleico de (a) o (b) en condiciones de baja rigurosidad, en el que el polipéptido codificado por dicho
acido nucleico es una sesquiterpeno sintasa. En una realizacién, las condiciones definidas son condiciones de
rigurosidad moderada y en una realizacion adicional condiciones de alta rigurosidad.

Como se usa en el presente documento, se determina si un polipéptido codificado por un acido nucleico desvelado
en el presente documento es una sesquiterpeno sintasa por el ensayo de caracterizacion enzimatica descrito en los
ejemplos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, se pretende que el término hibridacién o hibrida en ciertas condiciones
describa condiciones para hibridacién y lavado en las que las secuencias de nucleétidos que son significativamente
idénticas u homologas entre si permanezcan unidas entre si. Las condiciones pueden ser tales que las secuencias,
que son al menos aproximadamente 70 %, tal como al menos aproximadamente 80 % y tal como al menos
aproximadamente 85-90 % idénticas, permanezcan unidas entre si. Se proporcionan en el presente documento
definiciones de condiciones de hibridacion de baja rigurosidad, rigurosidad moderada y alta rigurosidad.

Las condiciones de hibridacién apropiadas pueden seleccionarse por los expertos en la materia con minima
experimentacion como se ejemplifica en Ausubel y col. (1995), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, secciones 2, 4 y 6. Adicionalmente, las condiciones de rigurosidad se describen en Sambrook y col. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Press, capitulos 7, 9 y 11. Como se usa en el
presente documento, las condiciones definidas de baja rigurosidad son las siguientes. Se pretratan filtros que
contienen ADN durante 6 h a 40 °C en una solucién que contiene formamida al 35 %, SSC 5x, Tris-HCI 50 mM (pH
7,5), EDTA 5 mM, PVP 0,1 %, Ficoll 0,1 %, BSA 1 %, y ADN de esperma de salmoén desnaturalizado 500 pg/ml. Se
llevan a cabo hibridaciones en la misma solucién con las siguientes modificaciones: PVP 0,02 %, Ficoll 0,02 %, BSA
0,2 %, ADN de esperma de salmon 100 ug/ml, sulfato de dextrano 10 % (p/vol), y se usan 5-20x10° sondas
marcadas con 32P. Se incuban filtros en mezcla de hibridacion durante 18-20 h a 40 °C, y después se lavan durante
1,5h a 55°C en una solucion que contiene SSC 2x, Tris-HCI 25 mM (pH 7,4), EDTA 5mM, y SDS 0,1 %. La
solucion de lavado se reemplaza con solucién nueva y se incuba durante 1,5 h adicionales a 60 °C. Los filtros se
secan con material absorbente y se exponen para autorradiografia.

Como se usa en el presente documento, las condiciones definidas de rigurosidad moderada son las siguientes. Se
pretratan filtros que contienen ADN durante 7 h a 50 °C en una solucién que contiene formamida al 35 %, SSC 5x,
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5mM, PVP 0,1 %, Ficoll 0,1 %, BSA 1%, y ADN de esperma de salmén
desnaturalizado 500 pg/ml. Se llevan a cabo hibridaciones en la misma solucién con las siguientes modificaciones:
PVP 0,02 %, Ficoll 0,02 %, BSA 0,2 %, ADN de esperma de salmén 100 pg/ml, sulfato de dextrano 10 % (p/vol), y se
usan 5-20x10° sondas marcadas con 32P. Los filtros se incuban en mezcla de hibridacién durante 30 h a 50 °C,y
después se lavan durante 1,5h a 55 °C en una solucién que contiene SSC 2x, Tris-HCI 25 mM (pH 7.,4), EDTA
5 mM, y SDS 0,1 %. La solucién de lavado se reemplaza con solucidon nueva y se incuba durante 1,5 h adicionales a
60 °C. Los filtros se secan mediante material absorbente y se exponen para autorradiografia.

Como se usan en el presente documento, las condiciones definidas de alta rigurosidad son las siguientes. Se lleva a
cabo prehibridacién de filtros que contienen ADN durante 8 h hasta durante una noche a 65 °C en tampdn
compuesto de SSC 6x, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, PVP 0,02 %, Ficoll 0,02 %, BSA 0,02 % y ADN de
esperma de salmoén desnaturalizado 500 pg/ml. Los filtros se hibridan durante 48 h a 65 °C en la mezcla de
prehibridacion que contiene ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 yg/ml y and 5-20x10° cpm de sonda
marcada con 32P. Se realiza lavado de los filtros a 37 °C durante 1 h en una solucién que contiene SSC 2x, PVP
0,01 %, Ficoll 0,01 % y BSA 0,01 %. Esto se sigue de un lavado en SSC 0,1x a 50 °C durante 45 minutos.

Pueden usarse otras condiciones de rigurosidad baja, moderada y alta bien conocidas en la técnica (por ejemplo,
como se emplea para hibridaciones entre especies) si las condiciones anteriores son inapropiadas (por ejemplo,
como se emplea para hibridaciones entre especies).

En una realizacion, un acido nucleico y/o polipéptido desvelado en el presente documento se aisla de un citrico, tal
como, por ejemplo, un pomelo o una naranja. En una realizaciéon particular, la divulgacion se refiere a ciertas
secuencias de nucledtidos aisladas incluyendo las que estan sustancialmente libres de material enddgeno
contaminante. Las expresiones “acido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se refieren a un polimero
desoxirribonucleotidico o ribonucleotidico en forma mono o bicatenaria, y a no ser que se limite de otro modo,
abarcarian analogos conocidos de nucleétidos naturales que pueden actuar de una manera similar a nucleétidos de
origen natural. Una “secuencia de nucleétidos” también se refiere a una molécula polinucleotidica o molécula
oligonucleotidica en forma de un fragmento separado o como un componente de un acido nucleico mayor. La
secuencia de nucledtidos o molécula también puede denominarse “sonda de nucleétidos”. Algunas de las moléculas
de acido nucleico desveladas en el presente documento derivan de ADN o ARN aislado al menos una vez en forma
sustancialmente pura y en una cantidad o concentracion que permite la identificacion, manipulacién y recuperacion
de su secuencia de nucleétidos componente mediante procedimientos bioquimicos convencionales. Se desvelan
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ejemplos de dichos procedimientos, incluyendo procedimientos para protocolos de PCR que pueden usarse en el
presente documento, en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989), Current Protocols in Molecular Biology editado por F.A. Ausubel y col.,
John Wiley y Sons, Inc. (1987), e Innis, M. y col., eds., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
Academic Press (1990).

Como se describe en el presente documento, las moléculas de acido nucleico desveladas en el presente documento
incluyen ADN en forma tanto monocatenaria como bicatenaria, asi como el complemento de ARN del mismo. El
ADN incluye, por ejemplo, ADNc, ADN genémico, ADN sintetizado quimicamente, ADN amplificado por PCR vy
combinaciones de los mismos. EI ADN gendmico, incluyendo regiones traducidas, no traducidas y de control, puede
aislarse mediante técnicas convencionales, por ejemplo, usando uno cualquiera de los ADNc desvelados en el
presente documento, o fragmentos adecuados de los mismos, como una sonda, para identificar un trozo de ADN
gendmico que puede después clonarse usando procedimientos conocidos habitualmente en la técnica. En general,
las moléculas de acido nucleico desveladas en el presente documento incluyen secuencias que hibridan con
secuencias desveladas en el presente documento en condiciones de hibridacién y lavado descritas anteriormente y
de 5°, 10°, 15°, 20°, 25° o 30° por debajo de la temperatura de fusion de la doble cadena de ADN de secuencias
desveladas en el presente documento, incluyendo cualquier serie de condiciones subsumidas dentro de estos
intervalos.

En otra realizacién, los acidos nucleicos desvelados en el presente documento comprenden una secuencia
sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10.
En una realizacion, los acidos nucleicos son al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % idénticos a los
nucleotidos SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. En una realizacion el
acido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9
o SEQ ID NO: 10. En una realizaciéon adicional, el acido nucleico codifica una proteina que es una sesquiterpeno
sintasa, como se demuestra, por ejemplo, en el ensayo enzimatico descrito en los ejemplos. También se
proporcionan acidos nucleicos que comprenden regiones conservadas entre diferentes especies.

En otra realizacion mas, el acido nucleico comprende un tramo contiguo de al menos 50, 100, 250, 500, 750
nucleétidos contiguos de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. Dichos
fragmentos contiguos de estos nucledtidos también pueden contener al menos una mutacion siempre que la
secuencia mutante conserve la funcionalidad de la secuencia original y la capacidad de hibridar con estos
nucledtidos en condiciones de rigurosidad baja o alta, tales como por ejemplo, condiciones de rigurosidad moderada
o alta. Dicho fragmento puede derivar, por ejemplo, de los nucleétidos (nt) nt 200 a nt 1600, de nt 800 a nt 1600, de
nt 1000 a nt 1600, de nt 200 a nt 1000, de nt 200 a nt 800, de nt 400 a nt 1600, o de nt 400 a nt 1000 de SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10.

Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos desvelados en el presente
documento también se desvelan en el presente documento. Los acidos nucleicos aislados desvelados en el presente
documento pueden seleccionarse de un acido nucleico que codifica el polipéptido sustancialmente expuesto en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o0 SEQ ID NO: 5. En una realizacion, los polipéptidos son al
menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % idénticos a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
4 0 SEQ ID NO: 5.

En una realizacion, un polipéptido desvelado en el presente documento comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. En otra
realizacion, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se expone en SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. En otra realizaciéon mas, el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica
a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5. En una realizacion, el polipéptido es
una sesquiterpeno sintasa, como se demuestra, por ejemplo, en el ensayo enzimatico descrito posteriormente.

Debido a la degeneracion del cédigo genético en el que mas de un coddn puede codificar el mismo aminoacido,
multiples secuencias de ADN pueden codificar el mismo polipéptido. Dichas secuencias de ADN variantes pueden
resultar de la deriva genética o manipulacion artificial (por ejemplo, aparecen durante la amplificacion por PCR o
como el producto de mutagénesis deliberada de una secuencia nativa). También se desvela en el presente
documento cualquier acido nucleico capaz de codificar una proteina derivada de las SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10 o variantes de las mismas.

Puede llevarse a cabo mutagénesis deliberada de una secuencia nativa usando numerosas técnicas bien conocidas
en este campo. Por ejemplo, pueden emplearse procedimientos de mutagénesis especifica de sitio dirigida a
oligonucledtidos, particularmente cuando se desee mutar un gen de modo que se alteren nucleétidos de restriccion
predeterminados o codones mediante sustitucion, supresiéon o insercién. Se desvelan procedimientos ejemplares
para realizar dichas alteraciones en Walder y col. (Gene 42: 133, 1986); Bauer y col. (Gene 37: 73, 1985); Craik
(BioTechniques, enero 12-19, 1985); Smith y col. (Genetic Engineering: Principles and Methods, Plenum Press,
1981); Kunkel (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488, 1985); Kunkel y col. (Methods in Enzymol. 154: 367, 1987); y
patentes de Estados Unidos n.° 4.518.584 y 4.737.462.
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También se desvelan en el presente documento polipéptidos aislados. Como se usa en el presente documento, el
término “polipéptidos” se refiere a un género de polipéptido o fragmentos peptidicos que abarca las secuencias de
aminoacidos identificadas en el presente documento, asi como fragmentos mas pequefios. Como alternativa, un
polipéptido puede definirse con respecto a su relacion antigénica con cualquier péptido codificado por las secuencias
de acido nucleico desveladas en el presente documento. Por tanto, en una realizacién, un polipéptido desvelado en
el presente documento se define como una secuencia de aminoacidos que comprende un epitopo lineal o
tridimensional compartido con cualquier péptido codificado por las secuencias de acido nucleico desveladas en el
presente documento.

Como alternativa, un polipéptido desvelado en el presente documento se reconoce por un anticuerpo que reconoce
especificamente cualquier péptido codificado por las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente
documento. Se define que los anticuerpos se unen especificamente si se unen con polipéptidos desvelados en el
presente documento con una K, de mas de o igual a aproximadamente 10’ M, tal como mas de o igual a 108 M™.

Una "variante" polipeptidica como se indica en el presente documento significa un polipéptido sustancialmente
homologo de un polipéptido nativo, pero que tiene una secuencia de aminoacidos diferente de la codificada por
cualquiera de las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente documento debido a una o mas
supresiones, inserciones o sustituciones.

Las variantes pueden comprender secuencias sustituidas de forma conservativa, lo que significa que un resto de
aminoacido dado se reemplaza por un resto que tiene caracteristicas fisioquimicas similares. Los ejemplos de
sustituciones conservativas incluyen sustitucion de un resto alifatico por otro, tales como lle, Val, Leu o Ala entre si,
o sustituciones de un resto polar por otro, tal como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o Gin y Asn. Véase Zubay,
Biochemistry, Addison-Wesley Pub. Co., (1983). Los efectos de dichas sustituciones pueden calcularse usando
matrices de puntuacién de sustitucion tales como PAM-120, PAM-200 y PAM-250 como se analiza en Altschul, (J.
Mol. Biol. 219: 555-65, 1991). Se conocen bien otras de dichas sustituciones conservativas, por ejemplo, las
sustituciones de regiones completas que tienen caracteristicas de hidrofobicidad similares.

Se desvelan en el presente documento también variantes peptidicas de origen natural. Son ejemplos de dichas
variantes proteinas que resultan de acontecimientos de corte y empalme de ARNm alternativos o de escision
proteolitica de los polipéptidos descritos en el presente documento. Las variaciones atribuibles a protedlisis incluyen,
por ejemplo, diferencias en el extremo N o C terminal tras la expresion en diferentes tipos de células huéspedes,
debido a la retirada proteolitica de uno o mas aminoacidos terminales de los polipéptidos codificados por las
secuencias desveladas en el presente documento.

Las variantes de las sesquiterpeno sintasas desveladas en el presente documento pueden usarse para obtener
actividad enzimatica potenciada o reducida deseada, regioquimica o estereoquimica modificadas, o utilizacion de
sustrato o distribucién de producto alteradas. Una variante o un mutante directo de sitio pueden realizarse mediante
cualquier procedimiento conocido en la técnica.

Como se ha indicado anteriormente, se desvelan en el presente documento polipéptidos recombinantes y no
recombinantes, aislados y purificados, tales como de plantas de citricos. Pueden obtenerse variantes y derivados de
polipéptidos nativos aislando variantes de origen natural o la secuencia de nucledtidos de variantes, de otras lineas
0 especies vegetales o las mismas, o programando artificialmente mutaciones de secuencias de nucleétidos que
codifiquen polipéptidos de citricos nativos. Pueden conseguirse alteraciones de la secuencia de aminoacidos nativa
por cualquiera de varios procedimientos convencionales. Pueden introducirse mutaciones en loci particulares
sintetizando oligonucledtidos que contienen una secuencia mutante, flanqueada por sitios de restriccion que
permiten el ligamento a fragmentos de la secuencia nativa. Después del ligamiento, la secuencia reconstruida
resultante codifica un andlogo que tiene la insercion, sustitucion o supresion de aminoacidos deseada. Como
alternativa, pueden emplearse procedimientos de mutagénesis especifica de sitio dirigida a oligonucledtido para
proporcionar un gen alterado en el que pueden alterarse los codones predeterminados por sustitucion, supresion o
insercion.

En una realizacién, la divulgacion contempla: vectores que comprenden los acidos nucleicos desvelados en el
presente documento. Por ejemplo, un vector que comprende al menos un acido nucleico seleccionado de (a) un
acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos sustancialmente como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico que codifica el polipéptido
sustancialmente expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5; y (c) un
acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) o (b) en condiciones de baja rigurosidad, en el que el
polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una sesquiterpeno sintasa.

Un vector como se usa en el presente documento incluye cualquier vector recombinante incluyendo pero sin
limitacion vectores virales, bacteriéfagos y plasmidos.

Pueden prepararse vectores de expresion recombinantes que contienen una secuencia de acido nucleico desvelada
en el presente documento usando procedimientos bien conocidos. En una realizacién, los vectores de expresion
incluyen una secuencia de ADNc que codifica el polipéptido unido operativamente con secuencias de nucledétidos
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reguladoras de la transcripcion o la traduccion adecuadas, tales como las derivadas de un gen de mamifero,
microbiano, virico o de insecto. Los ejemplos de secuencias reguladoras incluyen promotores de la transcripcion,
operadores o potenciadores, sitios de union a ribosomas de ARNm y secuencias apropiadas que controlan el inicio y
la terminacién de la transcripcion y la traduccion.

Son secuencias de nucledtidos “unidas operativamente” en las que la secuencia reguladora esta relacionada
funcionalmente con la secuencia de ADNc desvelada en el presente documento. Por lo tanto, una secuencia de
nucleétidos promotora esta unida operativamente con una secuencia de ADNc si la secuencia de nucleétidos
promotora controla la transcripcion de la secuencia de ADNc. Puede incorporarse adicionalmente en el vector de
expresion la capacidad de replicar en las células huéspedes deseadas, conferida habitualmente por un origen de
replicacion, y un gen de seleccion por el que se identifican transformantes.

Ademas, pueden incorporarse en vectores de expresion secuencias que codifican péptidos sefial apropiados que no
estan asociados de forma natural con los polipéptidos desvelados en el presente documento. Por ejemplo, puede
fusionarse una secuencia de ADN para un péptido sefal (lider secretor) en fase con una secuencia de nucleétidos
desvelada en el presente documento de modo que los polipéptidos desvelados en el presente documento se
traduzcan inicialmente como una proteina de fusién que comprende el péptido sefial. Un péptido seial que es
funcional en las células huéspedes pretendidas potencia la secrecion extracelular del polipéptido expresado. El
péptido sefial puede escindirse del polipéptido tras secrecion de la célula.

Pueden usarse fusiones de secuencias peptidicas adicionales en los extremos amino y carboxilo terminales de los
polipéptidos desvelados en el presente documento para potenciar la expresion de los polipéptidos o ayudar en la
purificacién de la proteina.

También se desvela en el presente documento una célula huésped que comprende un acido nucleico desvelado en
el presente documento.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para preparar una célula huésped recombinante
que comprende introducir los vectores desvelados en el presente documento, en una célula huésped. En una
realizaciéon adicional, se contempla un procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar las células
huéspedes desveladas en el presente documento en condiciones para producir el polipéptido. En una realizacion, el
polipéptido se recupera. Los procedimientos desvelados en el presente documento incluyen procedimientos para
preparar al menos una sesquiterpeno sintasa desvelada en el presente documento que comprenden cultivar una
célula huésped que comprende un acido nucleico desvelado en el presente documento, y recuperar la sesquiterpeno
sintasa acumulada.

Las células huéspedes adecuadas para expresion de polipéptidos desvelados en el presente documento incluyen
procariotas, células de levadura o eucariotas superiores. Se describen vectores de clonacion y expresion apropiados
para uso con huéspedes celulares bacterianos, fungicos, de levadura y de mamifero, por ejemplo, en Pouwels y col.,
Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, Nueva York, (1985). También podrian emplearse sistemas de
traduccion sin células para producir los polipéptidos desvelados usando ARN derivados de construcciones de ADN
desveladas en el presente documento.

Los procariotas incluyen organismos gram negativos o gram positivos, por ejemplo, E. coli o bacilos. Las células
huéspedes procariotas adecuadas para transformacion incluyen, por ejemplo, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, y diversas otras especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus. En
una célula huésped procariota, tal como E. coli, los polipéptidos pueden incluir un resto de metionina N terminal para
facilitar la expresion del polipéptido recombinante en la célula huésped procariota. La metionina N terminal puede
escindirse del polipéptido recombinante expresado.

Los ejemplos de vectores de expresion utiles para células huéspedes procariotas incluyen los derivados de
plasmidos disponibles en el mercado tales como los plasmidos de vector de clonacion pET (Novagen, Madison, WI,
Estados Unidos) o incluso pBR322 (ATCC 37017). pBR322 contiene genes para resistencia a ampicilina y
tetraciclina y por lo tanto proporciona un medio sencillo para identificar células transformadas. Para construir un
vector de expresion usando pBR322, se insertan un promotor apropiado y una secuencia de ADN que codifica uno o
mas de los polipéptidos desvelados en el presente documento en el vector pBR322. Otros vectores disponibles en el
mercado incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y pGEM-1 (Promega
Biotec, Madison, WI, Estados Unidos). Otros vectores disponibles en el mercado incluyen los que se disefian
especificamente para la expresion de proteinas; estos incluirian vectores pMAL-p2 y pMAL-c2 que se usan para la
expresion de proteinas fusionadas con proteinas de union a maltosa (New England Biolabs, Beverly, MA, Estados
Unidos).

Las secuencias promotoras habitualmente usadas para vectores de expresién de células huéspedes procariotas
recombinantes incluyen promotor de bacteriéfago T7 (Studier F.W. y Moffatt B.A., J. Mol. Biol. 189: 113, 1986), B-
lactamasa (penicilinasa), sistema de promotor de lactosa (Chang y col., Nature 275: 615, 1978; y Goeddel y col.,
Nature 281: 544, 1979), sistema promotor de triptéfano (trp) (Goeddel y col., Nucl. Acids Res. 8: 4057, 1980; y
documento EP-A-36776), y promotor de tac (Maniatis, MoLecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory, p. 412, 1982). Un sistema de expresion de células huéspedes procariotas util emplea un promotor PL de
fago A y una secuencia represora termolabil de cl857ts. Los vectores plasmidicos disponibles de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo ("ATCC"), que incorporan derivados del promotor PL, incluyen el plasmido pHUB2
(residente en la cepa de E. coli JMB9 (ATCC 37092)) y pPLc28 (residente en E. coli RR1 (ATCC 53082)).

Los polipéptidos desvelados en el presente documento también pueden expresarse en células huéspedes de
levadura, preferentemente del género Saccharomyces (por ejemplo, S. cerevisiae). También pueden emplearse
otros géneros de levadura, tales como Pichia o Kluyveromyces (por ejemplo K. lactis). Los vectores de levadura
contendran con frecuencia una secuencia de origen de replicacion de un plasmido de levadura 2, una secuencia de
replicacion auténoma (ARS), una regién promotora, secuencias para poliadenilacion, secuencias para terminacion
de la transcripcion y un gen marcador seleccionable. Las secuencias promotoras adecuadas para vectores de
levadura incluyen, entre otros, promotores para metalotionina, 3-fosfoglicerato quinasa (Hitzeman y col., J. Biol.
Chem. 255: 2073, 1980), u otras enzimas glucoliticas (Hess y col., J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149, 1968; y Holland y
col., Biochem. 17: 4900, 1978), tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato
descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa,
triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa. Otros vectores y promotores adecuados para su
uso en expresion de levadura se describen adicionalmente en Hitzeman, documento EPA-73.657 o en Fleer y col.,
Gene, 107: 285-195 (1991); y van den Berg y col., Bio/Technology, 8: 135-139 (1990). Otra alternativa es el
promotor de ADH2 reprimible por glucosa descrito en Russell y col. (J. Biol. Chem. 258: 2674, 1982) y Beier y col.
(Nature 300: 724, 1982). Pueden construirse vectores lanzadera replicables tanto en levadura como en E. coli
insertando secuencias de ADN de pBR322 para seleccion y replicacion en E. coli (gen de Ampr y origen de
replicacion) en los vectores de levadura anteriormente descritos.

También se desvela en el presente documento un organismo no humano modificado para albergar un acido nucleico
desvelado en el presente documento. El organismo no humano y/o la célula huésped pueden modificarse por
cualquier procedimiento conocido en la técnica para transferencia génica incluyendo, por ejemplo, el uso de
dispositivos de suministro tales como lipidos y vectores virales, ADN desnudo, electroporacion y transferencia génica
mediada por particulas. En una realizacion, el organismo no humano es una planta, un insecto o un
microoorganismo.

Por ejemplo, se desvela en el presente documento un procedimiento para preparar al menos una sesquiterpeno
sintasa que comprende cultivar un huésped modificado para contener al menos un acido nucleico en condiciones
que conducen a la produccion de dicha al menos una sesquiterpeno sintasa en el que dicho al menos un acido
nucleico se selecciona de (a) un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos sustancialmente como
se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico
que codifica el polipéptido sustancialmente expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4
o SEQ ID NO: 5; y (c) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) o (b) en condiciones de baja
rigurosidad, en el que el polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una sesquiterpeno sintasa.

En una realizacion adicional, el huésped es una planta tal como tabaco, animal o microorganismo incluyendo
también pero sin limitacion células bacterianas, células de levadura, células vegetales y células animales. Como se
usa en el presente documento, las células vegetales y células animales incluyen el uso de plantas y animales como
un huésped. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la expresion es en un organismo no humano modificado
genéticamente.

En una realizacion, se emplean sistemas de cultivo de células huéspedes de mamifero o de insecto para expresar
polipéptidos recombinantes desvelados en el presente documento. Se revisan sistemas de baculovirus para
produccion de proteinas heterdlogas en células de insectos en Luckow y Summers, Bio/Technology 6: 47 (1988).
También pueden emplearse lineas celulares establecidas de origen mamifero. Los ejemplos de lineas de células
huéspedes de mamifero adecuadas incluyen la linea COS-7 de células de rifion de mono (ATCC CRL 1651)
(Gluzman y col., Cell 23: 175, 1981), células L, células C127, células 3T3 (ATCC CCL 163), células de ovario de
hamster chino (CHO), células HelLa y lineas celulares BHK (ATCC CRL 10), y la linea celular CV-1/EBNA-1 (ATCC
CRL 10478) derivada de la linea celular de rifidn de mono verde africano CVI (ATCC CCL 70) como se describe en
McMahan y col. (EMBO J. 10: 2821,1991).

Se han descrito procedimientos establecidos para introducir ADN en células de mamifero (Kaufman, R.J., Large
Scale Mammalian Cell Culture, 1990, pp. 15-69). Pueden usarse protocolos adicionales usando reactivos disponibles
en el mercado, tales como Lipofectamine (Gibco/BRL) o Lipofectamine-Plus, para transfectar células (Feigner y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7417, 1987). Ademas, puede usarse electroporacion para transfectar células de
mamifero usando procedimientos convencionales, tales como los de Sambrook y col. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Puede realizarse seleccion de
transformantes estables usando resistencia a farmacos citotdxicos como un procedimiento de seleccion. Kaufman y
col., Meth. in Enzymology 185: 487-511, 1990, describe varios esquemas de seleccion, tales como resistencia a
dihidrofolato reductasa (DHFR). Una cepa huésped adecuada para seleccion de DHFR puede ser la cepa de CHO
DX-B11, que es deficiente en DHFR (Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216-4220, 1980). Puede
introducirse un plasmido que expresa el ADNc de DHFR en la cepa DX-B11, y solamente células que contienen el
plasmido pueden crecer en los medios selectivos apropiados.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2607 122 T3

Pueden escindirse secuencias de control de la transcripcion y la traduccién para vectores de expresion de células
huéspedes de mamifero de genomas virales. Secuencias promotoras y secuencias potenciadoras habitualmente
usadas derivan de virus del polioma, adenovirus 2, virus de simio 40 (SV40) y citomegalovirus humano. Pueden
usarse secuencias de ADN derivadas del genoma viral de SV40, por ejemplo, origen de SV40, promotor temprano y
tardio, potenciador, sitios de corte y empalme y de poliadenilacién para proporcionar otros elementos genéticos para
expresion de una secuencia génica estructural en una célula huésped de mamifero. Los promotores virales
temprano y tardio son particularmente Utiles porque ambos se obtienen facilmente de un genoma viral como un
fragmento, que también puede contener un origen de replicacion viral (Fiers y col., Nature 273: 113, 1978; Kaufman,
Meth. in Enzymology, 1990).

Existen varios procedimientos conocidos en la técnica para la creacién de plantas transgénicas. Estos incluyen, pero
sin limitacion: electroporacion de protoplastos vegetales, transformacion mediada por liposomas, transformacion
mediada por polietilenglicol, microinyeccion de células vegetales y transformacion usando virus.

En una realizacion, se utiliza transferencia génica directa por bombardeo de particulas.

La transferencia génica directa por bombardeo de particulas proporciona un ejemplo para transformar tejido vegetal.
En esta técnica se dispara una particula, o un microproyectil, revestido con ADN a través de las barreras fisicas de
la célula. Puede usarse bombardeo de particulas para introducir ADN en cualquier tejido diana que sea penetrable
por particulas revestidas con ADN, pero para transformacion estable, es imperativo usar células regenerables.
Tipicamente, las particulas estan hechas de oro o wolframio. Las particulas se revisten con ADN usando
procedimientos de precipitacién con CaCl; o etanol que se conocen habitualmente en la técnica.

Se disparan particulas revestidas con ADN de una pistola de particulas. Puede obtenerse una pistola de particulas
adecuada de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). La penetracion de particulas se controla por diversos parametros
tales como la intensidad de la rafaga explosiva, el tamafio de las particulas, o la distancia que las particulas deben
viajar para alcanzar el tejido diana.

El ADN usado para revestir las particulas puede comprender un casete de expresién adecuado para conducir la
expresion del gen de interés que comprendera un promotor unido operativamente con el gen de interés.

Se desvelan procedimientos para realizar transferencia génica directa por bombardeo de particulas en la patente de
Estados Unidos 5.990.387 de Tomes y col.

En una realizacion, los ADNc desvelados en el presente documento pueden expresarse de tal manera que
produzcan ARN con sentido o antisentido. EI ARN antisentido es ARN que tiene una secuencia que es el
complemento inverso del ARNm (ARN con sentido) codificado por un gen. Un vector que conducira la expresion de
ARN antisentido es uno en el que el ADNc se coloca en “orientacion inversa” con respecto al promotor de modo que
se transcribe la cadena no codificante (en lugar de la cadena codificante). La expresion de ARN antisentido puede
usarse para modular negativamente la expresion de la proteina codificada por el ARNm para el que el ARN
antisentido es complementario. Podrian usarse vectores que producen ARN antisentido para realizar plantas
transgénicas, como se ha descrito anteriormente.

En una realizacion, el ADN transfectado se integra en un cromosoma de un organismo no humano de modo que se
produzca un sistema recombinante estable. Puede usarse cualquier procedimiento de integracion cromosémica
conocido en la técnica en la practica de la invencion, incluyendo pero sin limitacion intercambio de casete mediado
por recombinasa (RMCE), insercién cromosoémica especifica de sitio viral, adenovirus e inyeccién pronuclear.

También se desvelan en el presente documento procedimientos para preparar terpenoides y compuestos de
sesquiterpeno, por ejemplo, usando los nucledtidos y polipéptidos desvelados en el presente documento. Los
ejemplos incluyen procedimientos para preparar al menos un terpenoide que comprenden poner en contacto al
menos un precursor de pirofosfato terpeno aciclico con al menos un polipéptido codificado por un acido nucleico
seleccionado de (a) un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos sustancialmente como se expone
en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10; (b) un acido nucleico que codifica
el polipéptido sustancialmente expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID
NO: 5; y (c) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) o (b) en condiciones de baja rigurosidad, en el
que el polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una sesquiterpeno sintasa, y aislar al menos un terpenoide
producido. Otro ejemplo es un procedimiento para preparar al menos un terpenoide que comprende poner en
contacto al menos un precursor de pirofosfato terpeno aciclico con al menos un polipéptido sustancialmente
expuesto en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 y aislar al menos un
terpenoide producido.

Como se usa en el presente documento un precursor de pirofosfato terpeno aciclico es cualquier compuesto de
pirofosfato aciclico que sea un precursor para la produccion de al menos un terpeno incluyendo pero sin limitacion
geranil-pirofosfato (GPP), farnesil-pirofosfato (FPP) y geranilgeranil-pirofosfato (GGPP).

En una realizacién, el al menos un terpenoide se selecciona de sesquiterpenos. En una realizacién, el al menos un
precursor de pirofosfato terpeno aciclico es farnesil-pirofosfato. En una realizaciéon adicional, el al menos un
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sesquiterpeno se selecciona de biciclogermacreno ((E,E)-3,7,11,11-tetrametil-biciclo[8.1.0]Jundeca-2,6-dieno),
cubebol  ((1R,4S,5R,6R,7S,10R)-7-isopropil-4,10-dimetil-triciclo[4.4.0.0(1,5)]decan-4-0l,  valenceno  ((+)-(1R)-
1,2,3,5,6,7,8,8A-octahidro-7-isopropenil-1 @,8A@-dimetilnaftaleno), a-cubebeno, germacreno D, y & - cadineno(rel-
(1R,8AS)-1,2,3,5,6,8A-hexahidro-1-isopropil-4,7-dimetilnaftaleno) (Figura 2). Los terpenoides desvelados en el
presente documento pueden aislarse por cualquier procedimiento usado en la técnica incluyendo pero sin limitacion
cromatografia, extraccion y destilacion.

En una realizacién, la distribucion de productos o los productos reales formados pueden alterarse variando el pH al
que la sintasa entra en contacto con el precursor de pirofosfato terpeno aciclico, tal como, por ejemplo farnesil-
pirofosfato. En una realizacion, el pH es 7. En una realizacion adicional el pH es menor de 7, tal como, por ejemplo,
6,5,4y3.

También se desvela en el presente documento un organismo (por ejemplo, microorganismo o planta) que se usa
para construir una plataforma para produccion a alto nivel de un sustrato de sesquiterpenos sintasas (por ejemplo,
FPP) y la introduccién de un acido nucleico desvelado en el presente documento en el organismo. Por ejemplo, se
incorpora al menos un acido nucleico desvelado en el presente documento que codifica una sesquiterpeno sintasa
en un organismo no humano que produce FPP efectuando de este modo conversién de FPP a un sesquiterpeno, y
la produccién metabdlica posterior de sesquiterpeno. En una realizacion, esto da como resultado una plataforma
para la produccién a alto nivel de sesquiterpenos.

En una realizacion, los acidos nucleicos desvelados en el presente documento se usan para crear otros acidos
nucleicos que codifican sesquiterpenos sintasas. Por ejemplo, se desvela en el presente documento un
procedimiento para identificar sesquiterpenos sintasas que comprende construir una biblioteca de ADN usando los
acidos nucleicos desvelados en el presente documento, explorar la biblioteca con respecto a acidos nucleicos que
codifiguen al menos una sesquiterpeno sintasa. La biblioteca de ADN usando los acidos nucleicos desvelados en el
presente documento puede construirse por cualquier proceso conocido en la técnica en el que se crean secuencias
de ADN usando los acidos nucleicos desvelados en el presente documento como un punto de partida, incluyendo,
pero sin limitacién redistribucién de ADN. En dicho procedimiento, la biblioteca puede explorarse con respecto a
sesquiterpeno sintasas usando un ensayo funcional para encontrar un acido nucleico diana que codifique una
sesquiterpeno sintasa. La actividad de una sesquiterpeno sintasa puede analizarse usando, por ejemplo, los
procedimientos descritos en el presente documento. En una realizacion, se utiliza exploracion de alto rendimiento
para analizar la actividad de los polipéptidos codificados.

Como se usa en el presente documento una “sonda nucleotidica” se define como un oligonucleétido o polinucleétido
capaz de unirse con un acido nucleico diana de secuencia complementaria mediante uno o mas tipos de enlaces
quimicos, mediante formacion de pares de bases complementarias o mediante formacién de enlaces de hidrégeno.
Como se ha descrito anteriormente, la sonda oligonucleotidica puede incluir bases naturales (es decir A, G, C,o0 T) o
modificadas (7-desazaguanosina, inosina, etc.). Ademas, las bases en una sonda de nucleétidos pueden unirse por
un enlace distinto de un enlace fosfodiéster, siempre que no eviten la hibridacién. Por lo tanto, las sondas
oligonucleotidicas pueden tener bases constituyentes unidas por enlaces peptidicos en lugar de enlaces
fosfodiéster.

Un “acido nucleico diana” en el presente documento se refiere a un acido nucleico con el que puede hibridar
especificamente la sonda o molécula de nucledtidos. La sonda se disefia para determinar la presencia o ausencia
del acido nucleico diana, y la cantidad de acido nucleico diana. El acido nucleico diana tiene una secuencia que es
complementaria de la secuencia de acido nucleico de la sonda correspondiente dirigida a la diana. Como se
reconoce por un experto en la materia, la sonda también puede contener acidos nucleicos adicionales u otros restos,
tales como marcadores, que pueden no hibridar especificamente con la diana. La expresion acido nucleico diana
puede referirse a la secuencia de nucleotidos especifica de un acido nucleico mayor al que se dirige la sondao a la
secuencia general (por ejemplo, gen o ARNm). Un experto en la materia reconocera la utilidad completa en diversas
condiciones.

Ademas del ejemplo operativo, o cuando se indique de otro modo, todos los nimeros que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccion y asi sucesivamente usados en la memoria descriptiva y reivindicaciones
deben entenderse como modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. En consecuencia, a no
ser que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en la memoria descriptiva y reivindicaciones
son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener por la
presente invencion. Como minimo, y no como un intento de limitar la aplicacién de la doctrina de equivalentes al
alcance de las reivindicaciones, cada parametro numérico deberia interpretarse a la luz del nimero de digitos
significativos y enfoques de redondeo ordinarios.

A pesar de que los intervalos numéricos y parametros que exponen el amplio alcance de la invencién con
aproximaciones, los valores numéricos expuestos en los ejemplos especificos se presentan con tanta precision
como sea posible. Cualquier valor numérico, sin embargo, contiene inherentemente ciertos errores necesariamente
resultantes de la desviacion tipica hallada en sus mediciones de ensayo respectivas. Se pretende que los siguientes
ejemplos ilustren la divulgacion sin limitar el alcance como resultado. Los porcentajes se proporcionan en peso.
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Ejemplos
Material

Una piel externa de pomelo (Citrus paradisi) se us6 como material de partida para los experimentos descritos en el
presente documento. La piel externa (parte coloreada externa de la piel de la fruta) contiene las glandulas oleosas
que son el sitio de biosintesis de terpenos. La piel externa del pomelo se prepard en Simone Gatto (Sicilia) a partir
de frutos en maduracion recién recolectado. La piel externa (3-4 mm de grosor) se cortd, se congeldé inmediatamente
y se mantuvo congelada durante el transporte y todas las etapas posteriores para evitar la degradacion.

Ejemplo 1: Aislamiento de ADNc de sesquiterpeno sintasa usando RT-PCR

Las secuencias de aminoacidos deducidas de sesquiterpeno sintasas vegetales se alinearon para identificar
regiones conservadas y disefiar oligonucleétidos especificos de sesquiterpeno sintasas vegetales. Para obtener
mejor homologia de secuencia, las secuencias se separaron en dos grupos (Figura 4). El primer grupo contenia las
secuencias de la germacreno C sintasa de Lycopersicon esculentum cv. VFNT cherry (Colby y col, 1998), la (E)-B-
farneseno sintasa de Mentha x piperita (Crock y col, 1997), la &-selineno sintasa de Abies grandis (Steele y col,
1998), una sesquiterpeno sintasa de Citrus junos (n.° de referencia de GenBank AF288465), las 5-epi aristoloqueno
sintasas de Nicotiana tabacum (Facchini y Chappell, 1992) y de Capsicum annuum (Back y col, 1998), las
vetispiradieno sintasas de Solanum tuberosum y de Hyoscyamus muticus (Back y Chappel, 1995). El segundo grupo
contenia secuencias de las (+)-0-cadineno sintasas de Gossypium arboreum (Chen y col. 1995), la amorfa-4,11-
dieno sintasa (Mercke y col, 2000) y la epi-cedrol sintasa (Merck y col, 1999) de Artemisia annua y la y-humuleno
sintasa de Abies grandis (Steele y col, 1998). La mayor homologia de secuencia se encontré en la parte central de
las secuencias. Se seleccionaron tres regiones que contenian aminoacidos suficientemente conservados y se
disefiaron oligonucleétidos degradados especificos para estas regiones (es decir dos cebadores directos y uno
inverso se dedujeron de cada alineamiento) (Figura 4).

Se realiz6 RT-PCR usando ARN total de piel externa de pomelo preparada por la técnica de borato caliente y la
diferente combinacién de los cebadores degradados directos e inversos. El procedimiento de borato caliente para
extraccion de ARN total se adapté de Wan y Wilkins (Wan y col. (1994) Anal. Biochem. 223, 7-12.). Los tejidos se
trituraron hasta obtener un polvo fino en nitrégeno liquido usando un mortero. El polvo se afiadié a 5 ml de tampdn
de extraccion (borato 200 mM, EGTA 30 mM, DTT 10 mM, SDS 1 %, NA desoxicolato 1 %, PVP 2 %, nonidet NP-40
0,5 %) precalentado a 80 °C. La mezcla se homogeneizé usando un homogeneizador Ultraturax TM y se filtré a
través de dos capas de filtro MiraclothTM (Calbiochem). La mezcla se incubé 90 minutos a 42 °C en presencia de
proteinasa K 0,5 mg/ml (para digestion de proteina/ribonucleasa). Después se afiadio KCI a una concentracion final
1 My, después de 1 hora de incubacion en hielo, la mezcla se colocé en una centrifuga durante 10 min a 10.000 g y
4 °C. El sobrenadante se recuperé y se anadié 1/3 del volumen de LiCl 8 M. La mezcla se incubd durante una noche
a 4 °Cy se colocé en una centrifuga durante 20 minutos a 10.000 g y 4 °C.

El sobrenadante se descarto y el sedimento se lavd con LiCl 2 M y se centrifugd de nuevo como anteriormente. El
sedimento se resuspendié después en agua destilada sin ARNasa y se afiadieron 0,15 volimenes de solucion de
acetato potasico 2 M y 2,5 volumenes de etanol absoluto. EI ARN se precipité incubando 2 horas a -20 °C y se
sedimenté mediante centrifugacion como anteriormente. El sedimento de ARN se lavé con etanol al 80 % y se
resuspendio en agua destilada sin ARNasa.

La concentracion de ARN se estim6 a partir de la DO a 260 nm. La integridad del ARN se evaludé en un gel de
agarosa verificando la integridad de las bandas de ARN ribosémico.

Se realizé RT-PCR usando el kit de RT-PCR OneStep de Qiagen y un termociclador de gradiente Mastercycler
Eppendorf. Las mezclas de reaccion tipicas contenian 10 yl de tampén RT-PCR OneStep de Qiagen 5X, 400 uM de
cada dNTP, 400 nM de cada cebador, 2 yl de mezcla de enzimas de RT-PCR OneStep de Qiagen, 1 yl de inhibidor
de ribonucleasa RNasin® (Promega Co.) y 1 ug de ARN total en un volumen final de 50 ul. Las condiciones del
termociclador fueron: 30 min a 50 °C (transcripcion inversa); 15 min a 95 °C (activacion de ADN polimerasa); 40
ciclos de 45s a 94 °C, 10 s a 42 °C hasta 45 °C (dependiendo del cebador usado), 45 s a 90 s (dependiendo del
tamafio del fragmento de ADN para amplificar) a 72 °C; y 10 min a 72 °C.

El tamafio de los productos de PCR se evalud en un gel de agarosa al 1 %. Las bandas correspondientes al tamafio
esperado se escindieron del gel, se purificaron usando el kit de extraccion en gel QlAquick® (Qiagen) y se clonaron
en el vector pCR®2.1- TOPO usando el kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen). Se sometieron después ADNc
insertados a secuenciacion de ADN y la secuencia se compard con respecto a la base de datos de proteinas no
redundante de GenBank (NCBI) usando el algoritmo BLASTX (Altschul y col 1990).

El analisis por secuenciacion de ADN y la busqueda de Blast de los productos de PCR con longitud esperada (de 80
a 240 pb de tamario) reveld fragmentos de tres sesquiterpeno sintasas diferentes, que se denominaron GFTpsA,
GFtpsB y GFTpsC. El fragmento de GFTpsA de 180 pb se amplificdé con los cebadores TpsVF1 y TpsVRS3, el
fragmento de GFtpsB de 115 pb se amplificé con los cebadores TpsVF2 y TpsVR3, y el fragmento de GFTpsA de
115 pb se amplificd con los cebadores TpsVF1 y TpsVR3. Las secuencias de aminoacidos deducidas revelaron
diferencias significativas entre estos tres fragmentos (Figura 5).
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Ejemplo 2: Aislamiento de ADNc de sesquiterpeno sintasa usando 5’/3’-RACE

Para aislar las secuencias de longitud completa de las sesquiterpeno sintasas, se us6 en primer lugar un enfoque de
5'/3’-RACE. Se sintetiz6 ADNc usando kit de amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech) y partiendo de 1 ug de
ARNm purificado a partir de ARN total preparado con la técnica de borato caliente. La calidad del ADNc sintetizado
era escasa, esencialmente se obtuvieron ADNc de tamafio pequefio (tamafio promedio de 0,5 Kb). Sin embargo,
usando este ADNc, se obtuvo el extremo 3’ de los GFTpsB y GFTpsC usando los cebadores especificos de genes
GFTpsBRF1 y GFTpsBRF2 para GFTpsB y los cebadores especificos de genes GFTpsCRF1 y GFTpsCRF2 para
GFTpsC (véase Tabla 1). EI ARNm preparado por el procedimiento de extraccion de tiocianato de guanidinio/fenol
proporciond ADNc de mayor calidad con un tamarfio promedio de 2 Kb y permitio el aislamiento de la secuencia del
extremo 5 de GFTpsC usando los cebadores especificos de genes GFTpsCRR1 y GFTpsRR2 (véase Tabla 1),
completando la secuencia de longitud completa de este clon. El extremo 5’ de GFTpsB y el extremo 5’ y extremo 3’
de GFTpsA no pudieron obtenerse por este enfoque.

El procedimiento de extraccion de tiocianato de guanidinio /fenol se basa en la técnica descrita por Chomczynski y
Sacchi usando la solucion RNAClean™ de ThermoHybaid (Chomczynski, P., y Sacchi, N., (1987) Anal. Biochem.
162, 156-159.). Brevemente, se trituraron 2 g de tejidos congelados hasta obtener un polvo fino en nitrégeno liquido
usando un mortero. El polvo se transfirié a 20 ml de solucion RNAClean™ y |la suspension se homogeneizd usando
un homogeneizador Ultraturax™ y se filtré a través de un filtro Miracloth™ (Calbiochem). Después de la adicion de
0,1 volumenes de cloroformo, el tubo se coloco en hielo y se centrifugé durante 20 min a 12.000 g y 4 °C. La fase
acuosa superior se recupero y se afiadié un volumen de isopropanol.

Después de 20 min de incubacion a -20 °C, la muestra se centrifugd durante 20 min. a 12.000 g y 4 °C. El sedimento
blanco grande obtenido se lavé con etanol 70 % y se seco a temperatura ambiente. Este sedimento, que contenia el
ARN total, se sometié6 inmediatamente a purificacion de ARNm mediante cromatografia de afinidad de oligodT-
celulosa usando el kit de aislamiento de ARNm FastTrack® 2.0 (Invitrogen). Se siguio el protocolo del fabricante
excepto que después de la resuspension de ARN total en el tampén de lisis, la muestra se calenté a 100 °C en lugar
de a 65 °C.

Se realizé amplificacion rapida 3’ y 5’ de los extremos de ADNc (RACE) usando el kit de amplificacion de ADNc
Marathon™ (Clontech). El procedimiento comenzé con sintesis de ADNc de primera cadena partiendo de ARNm
usando un cebador oligo(dT). Después de sintesis de segunda cadena, se ligaron adaptadores especificos a los
extremos de ADNc bicatenario (ADNc bc). Este procedimiento proporciona una biblioteca no clonada de ADNc bc
ligado a adaptadores. Se us6 ARNm de pomelo purificado (1 pg) como material de partida. La calidad y cantidad de
ADNCc se evalud en un gel de agarosa.

El extremo 3’ o 5 de los ADNc especificos se amplific6 con mezcla de polimerasa Advantage® 2 usando una
combinacion de oligonucleétidos especificos de gen y adaptador. Las mezclas de reaccion RACE tipicas contenian,
en un volumen final de 50 pl, 5 pl de tampdn de reaccion de PCR de ADNc 10X (clontech), 200 nM de cada dNTP,
1yl de mezcla de polimerasa Advantage® 2, cebador especifico de adaptador 200 yuM (Clontech), cebador
especifico de gen 200 yM (véase Tabla 1) y 5 yl de ADNc ligado a adaptador diluido de 50 a 250 veces. Se realizo
amplificacion en un termociclador de gradiente Mastercycler Eppendorf. Las condiciones de termociclacion fueron
las siguientes: 1 min a 94 °C, 5 ciclos de 30 s a2 94 °Cyde2a4 mina 72 °C, 5 ciclos de 30 s a 94 °C y de 2 a 4 min
a 70 °C, 20 ciclos de 30 s @ 94 °C y de 2 a 4 min a 68 °C. Cuando fue necesario se realizdé un segundo ciclo de
amplificacion usando un cebador especifico de adaptador anidado (Clontech) y un cebador especifico de gen
anidado.

Los productos de amplificacion se evaluaron, se subclonaron y la secuencia se analizé6 como anteriormente con
respecto a los productos de RT-PCR.

TABLA 1: Los siguientes cebadores se usaron en los experimentos de 3'/5-RACE

Nombre Descripcion Secuencia (5’ a 3).
GFTpsARF1 (SEQ ID NO: 34) | Cebador directo de 3'-RACE. CTGGGAGTGTCCTATGAGCT
CAATTTGG
GFTpsARF2 (SEQ ID NO: 35) | Cebador anidado directo de 3-RACE GTAGAATTTTTGCATCCAAAG
GFTpsA. TGGTGTGC
GFTpsARR1 (SEQ ID NO: 36) | Cebador inverso de 5-RACE GFTpsA. CACACCACTTTGGATGCAAA
AATTCATC
GFTpsARR2 (SEQ ID NO: 37) | Cebador inverso anidado de 5-RACE CCAAATTGGGCTCATAGGAC
GFTpsA. ACTCCCAG
GFTpsBRF1 (SEQ ID NO: 38) | Cebador directo de 3'-RACE GFTpsB. TAGGGACGTATTTTGAACCA
AAGTAC
GFTpsBRF2 (SEQ ID NO: 39) | Cebador anidado directo de 3-RACE AAATAATGACCAAAACAATTT
GFTpsB. ACACGG
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(continuacion)

Nombre Descripcion Secuencia (5’ a 3)).
GFTpsBRR1 (SEQ ID NO: 40) | Cebador inverso de 5-RACE GFTpsB. GCACTTTCATGTATTCTGGAA
G
GFTpsBRR2 (SEQ ID NO: 41) | Cebador inverso anidado de 5-RACE GTTTGAGCTCTTCAAAGAAA
GFTpsB. CcC
GFTpsCRF1 (SEQ ID NO: 42) | Cebador directo de 3-RACE GFTpsC. AATGGGAGTGTATTTTGAGC
CTCGATACTCC
GFTpsCRF2 (SEQ ID NO: 43) | Cebador anidado directo de 3-RACE GATATTTTCCAAAGTAATTGC
GFTpsC. AATGGCATCC
GFTpsCRR1 (SEQ ID NO: 44)| Cebador inverso de 5-RACE GFTpsC. GTTGCTAATATCCCACCTTTT
GATAGC
GFTpsCRR2 (SEQ ID NO: 45)| Cebador inverso anidado de 5-RACE AAGTGTGCCATAGGCGTCGT
GFTpsC. AGG
GFTpsDRR1 (SEQ ID NO: 46) | Cebador inverso de 5-RACE GFTpsD. CTGTTCCGCAAGCTTAGGGG
TTACATG
GFTpsDRR2 (SEQ ID NO: 47)| Cebador inverso anidado de 5-RACE CTGAGCTACCAATGACTTCA
GFTpsD. GGTGAGTGG
GFTpsERR1 (SEQ ID NO: 48) | Cebador inverso de 5-RACE GFTpsE. CAATTTTGCCATACACATCAT
AGATATCATC
GFTpsERR2 (SEQ ID NO: 49) | Cebador inverso anidado de 5-RACE/ AACAGAAGTCATGGAGATCA
GFTpsE. CTTTCGTC
GFTpsERRS3 (SEQ ID NO: 50) | Cebador inverso de 5-RACE GFTpsE. CGCAAGAGATGTTTTAAAGTT
CCCATCC
GFTpsERR4 (SEQ ID NO: 51) | Cebador inverso anidado de 5-RACE TGAACATCAGCGGAAATTTTA
GFTpsE. TAGCC

El ADNc parcial de GFTpsB obtenido mediante 3-RACE revel6 alta identidad de secuencia con un ADNc de terpeno
sintasa potencial hallado en las bases de datos publicas (n.° de referencia de GeneBank AF288465) y aislado de
Citrus junos. Se disefiaron cebadores especificos para la secuencia de esta terpeno sintasa: un par de cebadores
directos e inversos (junosF1 y junosR1) disefiados contra la region no codificante de la terpeno sintasa de C. junosy
un par de cebadores directo e inverso (junosF2 y junos R2) disefiados en la region codificante incluyendo los
codones de inicio y terminacion. La PCR en la biblioteca de ADNc Marathon™ de pomelo usando los cebadores
junosF1 y junosR1 no produjo amplicéon. Usando los cebadores junosF2 y junosR2 se amplificé un fragmento de
1,6 Kb. La secuenciacion de ADN confirmé que este producto de PCR era una sesquiterpeno sintasa de longitud
completa de 1669 pb del clon GFTpsB (Figura 6).

Ejemplo 3: Exploracion de biblioteca de ADNc y secuenciacion de EST

Para obtener el ADNc de longitud completa de los clones parciales obtenidos por el enfoque de PCR, se construyo
una biblioteca de ADNc preparada a partir de ARNm de piel externa del pomelo.

Se realiz6 construccion de biblioteca y sintesis de ADNc usando el kit de construccién de biblioteca Uni-ZAP® XR
(Stratagene) de acuerdo con el protocolo del fabricante partiendo de 7,5 uyg de ARNm de piel externa del pomelo
(preparado por el procedimiento de tiocianato de guanidinio/fenol). El titulo original de la biblioteca fue de 2x10” UFP
(unidades formadoras de placas) y el tamafo de inserto promedio fue de 1,1 Kb.

Se usaron dos enfoques para aislar ADNc que codificaban sesquiterpeno sintasas de la biblioteca de ADNCc:
secuenciacion de EST y exploracion usando una sonda de ADN. Para secuenciacion de EST (marcador de
secuencia expresado), se us6 una fraccion de la biblioteca para escindir el fagémido pBluescript del vector Uni-ZAP
XR de acuerdo con el protocolo de escisiéon de masa de Stratagene. Se seleccionaron aleatoriamente colonias
bacterianas transformadas resultantes (576) y el plasmido se purifico. Se realizé una reaccion de secuenciacion para
cada clon usando el cebador T3. Las secuencias se editaron en primer lugar para retirar las secuencias de vector y
se compararon con la base de datos de proteinas no redundante de GenBank (NCBI) usando el algoritmo BLASTX
(Altschul y col 1990).

La biblioteca se exploré con sondas de ADN marcadas con digoxigenina (DIG). Las sondas se sintetizaron mediante
incorporacion de DIG-dUTP en un fragmento de ADN mediante PCR usando el kit de sintesis de sondas PCR DIG
(digoxigenina) (Roche Diagnostics). Se amplificé una sonda de ADN derivada de GFTpsA de 149 pb de una alicuota
de la biblioteca usando el cebador directo GFTpsAproF (SEQ ID NO: 52) (5-ACGATTTAGGCTTCCCTAAAAAGG-3’)
y el cebador inverso GFTpsAproR (SEQ ID NO: 53) (5-TATTATGGAATATTATGCACACCAC-3’). Se amplifico una
sonda derivada de GFTpsB de 1036 pb del plasmido pET-GFTpsB2-2 usando el cebador directo junosF2 (SEQ ID
NO: 54) (5-AAATGTCCGCTCAAGTTCTAGCAACGG- 3') y el cebador inverso GFTpsBRR2 (SEQ ID NO: 41). Se
amplificé una sonda de ADN derivada de GFTpsC de 1008 pb a partir del plasmido pET-GFTpsC usando el cebador
directo GFTpsCpetF1 (SEQ ID NO: 55) (5-ATGGCACTTCAAGATTCAGAAGTTCC-3’) y el cebador inverso
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GFTpsCRR1 (SEQ ID NO: 44).

Las sondas se hibridaron con transferencias de placas, preparadas a partir de placas que contenian de 5.000 a
25.000 UFP, a 40 °C en solucién de hibridacion Dig Easy Hyb (Roche Diagnostics). La deteccion de los hibridos de
sonda-diana de las membranas se realizé6 mediante quimioluminiscencia usando alcalina fosfatasa antidigoxigenina
(Roche Diagnostics) y sustrato de fosfato alcalino CDP-Star (Roche Diagnostics), y la visualizacion se realizé en un
sistema de captura de imagenes VersaDoc (BioRad).

Se extrajeron fagos de sefiales positivas de las placas de agar y se sometieron a exploracion secundaria y si fuera
necesario terciaria para conseguir sefiales positivas de placas individuales. Los aislados positivos se escindieron in
vivo y el inserto se secuencié como se ha descrito anteriormente.

La biblioteca se exploré usando sondas de ADN preparadas a partir de GFTpsA, GFTpsB y GFTpsC. Este enfoque
produjo tres ADNc de sesquiterpeno sintasa diferentes. Dos de ellos eran clones previamente hallados: un clon,
denominado GF2-30-1, era una forma truncada de 300 pb de extremo 5 del ADNc de GFTpsC; el segundo clon,
denominado 9-13-6, era un clon parcial de GFtpsA que estaba truncado en su extremo 5 en aproximadamente
168 pb como se valoré por comparacion con otras sesquiterpeno sintasas. El clon 9-13-6 proporcioné informacion de
secuencia 5’ adicional de 618 pb en comparacién con el clon de GFTpsA parcial anteriormente mencionado obtenido
mediante RT-PCR. En su extremo 3’, el clon 9-13-6 también estaba incompleto. Faltaban aproximadamente 680
nucledtidos y se reemplazaron por un fragmento de 600 pb sin funcion definida. El tercer ADNc que codificaba
sesquiterpeno sintasa obtenido por exploracién, GF2-5-11, codificaba una nueva sesquiterpeno sintasa que se
denominé GFTpsD. Este clon estaba truncado en el extremo 5’, pero los 414 pb ausentes se recuperaron mediante
5’-RACE usando los cebadores descritos en la Tabla 1. EI GFTpsD de longitud completa se amplificé después a
partir de la biblioteca de ADNc Marathon™ y se cloné en el vector de expresion bacteriana como se ha descrito
anteriormente.

El analisis de la secuencia de ADN de varios ADNc de GFTpsD de longitud completa reveld que estaban presentes
dos sesquiterpeno sintasas estrechamente relacionadas con diferencias de secuencia menores, se denominaron
GFTpsD1 y GFTpsD2 (Figura 6). La secuencia de aminoacidos deducida de estas dos variantes difirid entre si en
cuatro restos.

Para el enfoque de secuenciaciéon de EST, se secuenciaron 576 clones. Entre ellos, solamente tres clones
codificaban proteinas de tipo terpeno-sintasas potenciales y, mas exactamente, dos proteinas diferentes de tipo
sesquiterpeno sintasa y una de tipo monoterpeno sintasa. Uno de los dos clones de tipo sesquiterpeno sintasa (clon
GF002-G3) era el clon previamente identificado GFTpsD1. El segundo (clon GF006-G7) era un ADNc truncado que
codificaba una nueva sesquiterpeno sintasa que se denomindé GFTpsE. Este clon estaba de nuevo truncado en el
extremo 5’ (en aproximadamente 800 pb) y el fragmento ausente podria amplificarse mediante 5-RACE en dos
estadios de la siguiente manera. Un primer 5-RACE usando los cebadores GFTpsERR1 y GFTpsERR2 (véase
Tabla 1) proporcioné 500 nucleétidos del extremo 5’ adicionales y un segundo 5’RACE usando los cebadores
GFTpsERR3 y GFTpsERR4 (véase Tabla 1) proporcion6 la secuencia de ADN del extremo 5 ausente para
reconstituir el ADNc de GFTpsE de longitud completa (Figura 6).

Ejemplo 4: Construccion de plasmidos y expresion de enzimas
Construccién de plasmidos de expresion

El ADNc se subclonoé en el plasmido de expresion pET11a (Novagen) para expresion funcional de las sesquiterpeno
sintasas. Para GFTpsB, GFtpsD y GFTpsE, los ADNc de longitud completa se amplificaron mediante PCR para
introducir un sitio Ndel en el extremo 5’ incluyendo el codéon de inicio y un sitio BamHI en el extremo 3
inmediatamente después del codon de terminacion. Para GFTpsB, se usaron el cebador directo GFTpsBNdel (SEQ
ID NO: 56) 5-GCATGTTCCATATGTCCGCTCAAGTTCTAGCAACGGTTTCC-3’ (sitio Ndel en cursiva, codon de
inicio subrayado) y el cebador inverso GFTpsBBam (SEQ ID NO: 57) 5-
CGCGGATCCTCAGATGGTAACAGGGTCTCTGAGCACTGC-3' (sitio BamHI en cursiva, codén de terminacion
subrayado). De la misma manera, se usaron el cebador directo GFTpsDNdel (SEQ ID NO: 58) 5-
GCATGTTCCATATGTCGTCTGGAGAAACATTTCGTCC-3' y el cebador inverso GFTpsDBam (SEQ ID NO: 59) 5'-
CGCGGATCCTCAAAATGGAACGTGGTCTCCTAG-3' para GFTpsD y se usaron el cebador directo GFTpsENdel
(SEQ ID NO: 60) 5-GCATGTTCCATATGTCTTTGGAAGTTTCAGCCTCTCCTG-3' y el cebador inverso GFTpsEBam
(SEQ ID NO: 61) 5- CGCGGATCCTCATATCGGCACAGGATTAATAAACAAAGAAGC-3 para GFTpsE.

Las amplificaciones se realizaron usando la ADN polimerasa Pfu (Promega) en un volumen final de 50 pl que
contenia 5 ul de ADN polimerasa Pfu tampoén 10X, 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador directo e
inverso, 2,9 unidades de ADN polimerasa Pfu y 5 yl de ADNc diluido 100 veces (preparado como se ha descrito
anteriormente usando el kit de amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech)). Las condiciones de termociclacion
fueron las siguientes: 2 min a 95 °C; 25 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 55°C y 4 min a 72 °C; y 10 min a 72 °C. El
producto de PCR se purifico en un gel de agarosa, se diluy6 usando el kit de extraccion en gel QIAquick® (Qiagen),
se digirié con Ndel y BamH]I y se ligé en el plasmido pET11a digerido de forma similar.
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Para construccion del vector de expresion GFTpsC-pET11, se emplearon dos PCR separadas para generar el
inserto flanqueado con los extremos cohesivos Ndel y BamHI. Se realizé una primera PCR en la misma condicion
que se ha descrito anteriormente, usando el cebador directo GFTpsCpETF1 (SEQ ID NO: 62) 5-
TAATGGCACTTCAAGATTCAGAAGTTCCTC-3' y el cebador inverso GFTpsCpETR1 (SEQ ID NO: 63) 5-
AAAAGGGAACAGGCTTCTCAAGCAATG-3' y se realizd6 una segunda PCR usando el cebador directo
GFTpsCpETF2 (acortado por AT en el extremo 5 en comparacion con GFTpsCpETF1) (SEQ ID NO: 64) 5-
ATGGCACTTCAAGATTCAGAAGTTCCTC-3' y el cebador inverso GFTpsCpETR2 (extendido por GATC en el
extremo 5' en comparacion con GFTpsCpETRI) (SEQ ID NO: 65) 5'-
GATCAAAAGGGAACAGGCTTCTCAAGCAATG- 3'. Los dos productos de PCR se purificaron como se ha descrito
ante, se combinaron, se desnaturalizaron mediante hervido de 5 min y se enfriaron 5 min en hielo. EI ADNc
resultante se uso directamente para ligamiento en el plasmido pET11 a.

Los productos de ligamientos se transformaron inicialmente en células E. coli JM109 y las construcciones se
verificaron mediante digestion de restriccion y secuenciacion de ADN.

Expresion de sesquiterpeno sintasas

Para expresion de proteinas, los plasmidos pET11 a que contenian los ADNc de sesquiterpeno sintasa asi como el
plasmido pET11 a vacio se transformaron en las células E. coli BL21 (DE3) (Novagen). Se usaron colonias
individuales para inocular 5 ml de medio LB. Después de 5 a 6 horas de incubacion a 37 °C, los cultivos se
transfirieron a un incubador a 20 °C y se dejaron durante 1 h para equilibrado. Después se indujo la expresion de la
proteina mediante la adicion de IPTG 0,5 mMy el cultivo se incubé durante una noche a 20 °C.

Al dia siguiente, las células se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en 0,5 ml de tampon de extraccion
(MOPSO 50 mM pH 7, EDTA 5 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10 %) y se sonic6 3 veces durante 30 s. Los residuos
celulares se sedimentaron por centrifugacion durante 30 min a 18.000g y el sobrenadante que contenia las
proteinas solubles se recuperd. La expresion de las sesquiterpeno sintasas se evalué mediante separacion del
extracto proteico en un SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida SDS) y se tifié con azul de coomassie y
comparacion con el extracto de proteina obtenido de células transformadas con el plasmido vacio.

Se observo una banda definida con el peso molecular calculado esperado para todas las construcciones y la banda
no estaba presente en las proteinas solubles de E. coli transformadas con el plasmido vacio.

Ejemplo 5: ensayo de funcién enzimatica

Los ensayos enzimaticos se realizaron en tubos de vidrio sellados usando de 50 a 100 ul de extracto proteico en un
volumen final de tampdn de extraccion complementado con MgCl; 15 mM y FPP de 100 a 250 uM (Sigma). El medio
se superpuso con 1 ml de pentano y los tubos se incubaron durante una noche a 30 °C. La fase de pentano, que
contenia los sesquiterpenos, se recuperd y el extracto de medio con un segundo volumen de pentano. Las
fracciones de pentano combinadas se concentraron con nitrégeno y se analizaron mediante cromatografia de gases
en un sistema GC de serie 6890 de Hewlett-Packard usando un diametro interno de 0,25 mm mediante columna
capilar SPB-1 de 30 m (Supelco). El gas transportador era He a flujo constante de 1,6 ml/min. Se realizé inyeccion a
una relacion de division de 2:1 con la temperatura de inyector establecida en 200 °C y el horno programado de 80 °C
(0 min de mantenimiento) a 7,5 °C/min hasta 200 °C (0 min de mantenimiento) seguido de 20 °C/min hasta 280 °C (2
min de mantenimiento). Se realiz6 deteccion con un detector de ionizacion de llama. La identificacion de compuestos
se basd en la identidad del tiempo de retencion con patrones auténticos cuando estén disponibles. Para
confirmacién de las identidades de productos, se analizaron muestras mediante GC-MS capilar combinada usando
un sistema detector selectivo de masas cuadripolo GC 6890 de Hewlett-Packard, equipado con un diametro interno
de 0,25 mm por una columna capilar de SPB-1 de 30 m (Supelco). El horno se programé de 80 °C (0 min de
mantenimiento) a 280 °C a 7,5 °C a un flujo constante de 1,5 ml/min de He. Los espectros se registraron a 70 eV con
una tensién multiplicadora de electrones de 2.200 V.

La actividad enzimatica de las diferentes enzimas recombinantes se evalué en este ensayo usando la fraccion de
proteina soluble y farnesil-difosfato como sustrato. La actividad sesquiterpeno sintasa se obtuvo para todos los
clones ensayados y los productos formados se caracterizaron por tiempo de retencion y GC-MS (Figura 7).

El ADNc de GFTpsB codific6 una sesquiterpeno sintasa que producia biciclo-germacreno (Figura 3) como un
producto principal en al menos 15 olefinas de sesquiterpeno menores o sesquiterpenos oxigenados tales como
delta-cadineno (Figura 3) (biciclo-elemeno (Figura 3), resultante del reordenamiento por calor de biciclo-germacreno
también se observo en la traza de GC). El ADNc de GFTpsC codificaba un producto mdltiple que formaba
sesquiterpeno sintasa identificandose un producto importante como cubebol (Figura 3). La enzima también produjo 3
sesquiterpenos adicionales en una proporcion relativamente grande, (-)-a-cubebeno y sesquiterpenos 2 oxigenados
y en cantidades pequefias, al menos 11 olefinas de sesquiterpeno o sesquiterpenos oxigenados. GFtpsD codificaba
una sesquiterpeno sintasa que produce valenceno como un producto importante. Se identificaron también otros diez
picos menores como olefinas de sesquiterpeno o alcoholes. Entre ellos, B-elemeno es un producto de degradacion
por calor de germacreno A. GFTpsE codificaba una sesquiterpeno sintasa produciendo una mezcla compleja de
compuestos de sesquiterpeno siendo 8- cadineno (Figura 3) ligeramente la mas abundante. También se identificaron
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cubebol y germacreno D (Figura 3) en la mezcla de productos formados por GFTpsE.

Las sesquiterpeno sintasas aisladas demostraron multiples propiedades formadoras de producto en los
experimentos descritos. Por ejemplo, la cubebol sintasa y el d-cadineno producen 3 o 5 productos en proporcion
relativamente grande. La biciclogermacreno sintasa produjo un sesquiterpeno importante y varios productos
secundarios en cantidades traza.
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205

Tyr

Leu

Asp

Glu

Phe

285

Asp

Thr

Glu

Ile

Ala

365

Lys

Ile

Leu

Glu

Ser

Asn

190

Ala

Asn

Glu

Leu

Leu

270

Gly

Asp

Glu

Tyr

Lys

Trp

Ala

Gly

His

Leu

175

His

Arg

Lys

Leu

Asp

255

Tyr

Arg

Thr

Ala

Met

335

Glu

Glu

Phe

Leu

Met
415

Ile

160

val

Ala

Tyr

Thr

His

240

Phe

Phe

Lys

Tyr

val

320

Lys

Asp

Glu

Ser

Thr

400

Gly



10

Asp

val

Gly

Cys

Phe

Met

Asnh

Thr

Phe

val

His

450

Tyr

Glu

Met

Leu

His
530

His Val Pro Phe

545

<210>5
<211> 548
<212> PRT

<213> Citrus paradisi

<400> 5

Met Ser
1

Leu Trp

ser

Arg

Asp His Thr
35

Arg Arg
50

Leu Ile
65

Met

Asp

Thr

Glu

Lys

Ala

515

sSer

Gly

Asn

20

Ala

Ile

Glu

Thr

420

Ala

Phe

Lys

Glu

Pro

500

Arg

Tyr

Glu

His

Thr

Thr

val

ES 2607 122 T3

Lys

Ala

Glu

Gln

val

485

Thr

Ala

Leu

Thr

Phe

Gln

Asp

Gln
70

Glu

Ser

Gln

His

470

Ala

val

Ile

Ile

Phe

Leu

Glu

Ala

55

Arg

val

val

Asn

val

Asp

Lys
535

Arg

Lys

Arg

40

Glu

Leu

27

Phe

Ile

440

Arg

val

Ala

Ala

Phe

520

Asp

Pro

Gly

25

His

Asp

Gly

Cys

Gly

ser

Trp

505

Ile

Gln

Thr

10

Ala

Glu

Lys

val

Trp

Arg

His

Lys

Lys

490

Pro

TYr

Ile

Ala

ser

Ala

Pro

Ala
75

Ile

Leu

val

Glu

475

Asp

Leu

Lys

Ala

Asp

Asp

Leu

val

60

Tyr

Ser

Met

Ala

460

Glu

Ile

Leu

Glu

Ser
540

Phe

Phe

His

Asn

Ala

Asn

Gly

Asp

525

val

His

Lys

Phe

Asn

430

Asp

Ala

Ile

Glu

Thr

510

Asp

Leu

Pro

15

Thr

Glu

Leu

Glu

Pro

Met

Ile

Lys

Glu

495

Ile

Gly

Gly

ser

val

val

Arg

Lys

Gln

Glu

Met

480

Leu

Leu

TYyr

Asp



Glu

Asn

ASp
Leu

145

Leu

Leu

Fhe

Leu

225

Lys

Thr

Trp

Gln

Leu

Met

Ile

ser

Glu

130

sSer

Asp

Gln

Tyr

Met

210

Leu

Glu

Thr

Asp

Met

290

Ala

Arg

Ile

Ala

Glu

Pro

Gly

Gly

Leu

Glu

ASD

Arg

195

Ser

Asn

Glu

Lys

Leu

275

Thr

Tyr

Trp

Tyr

Lys

Asp

Asp

100

Ile

Arg

Tyr

Ala

His

180

Pro

Met

Phe

Leu

Leu

260

Gly

Gln

Gly

Asn

Arg

340

Gln

Ala

85

Leu

Lys

Phe

Glu

Ile

165

val

Leu

Ile

Ala

Asn

245

Pro

Thr

Leu

Thr

Ile

Thr

Gly
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Ile

His

Ile

Lys

Ala

150

Ala

Thr

Arg

Asn

Lys

230

Glu

Tyr

Tyr

Asn

Leu

310

Glu

Leu

Arg

Gln

Thr

Ser

ser

135

Ala

Phe

Pro

Lys

ser

215

Leu

Leu

Ala

Phe

Ala

Leu

Ser

Lys

val

Cys

120

Ser

Tyr

Thr

Lys

Thr

200

Thr

Asp

Thr

Arg

Glu

280

Ile

val

AsD

His

28

Leu

ser

105

ASp

Leu

Met

Thr

Leu

185

Leu

Ser

Phe

Lys

Asp

Pro

Leu

Leu

Asp

Ala

345

Cys

Cys

Leu

val

Ile

Ala

Thr

170

Pro

Asp

Asn

Arg

Gln

ser

Ser

Met

330

Phe

val

Fro

His

Phe

Asn

val

155

His

Glu

Arg

His

Ile

235

Trp

Leu

Tyr

Ile

Leu

315

Leu

Asn

Arg

Ash

Phe

ASp

140

Arg

Leu

Gln

Leu

Leu

220

Leu

Lys

val

Ala

Ile

300

Phe

Pro

Tyr

Tyr

Arg

Lys

val

Gly

Lys

Ile

Glu

205

Tyr

Leu

ASD

Glu

Phe

285

Asp

Thr

Glu

Ile

Ala

Ile

Leu

110

Phe

Gln

Glu

sSer

Asn

190

Ala

Asn

Glu

Leu

Leu

270

Gly

Asp

Glu

Tyr

Glu

350

Lys

His

95

Leu

Lys

Gly

His

Leu

175

His

Arg

Lys

Leu

Asp

255

Tyr

Arg

Thr

Ala

Met

335

Glu

Glu

Ser

Arg

ASp

Met

Ile

160

val

Tyr

Thr

His

240

Phe

Phe

Lys

Tyr

val

320

Lys

ASp

Glu
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355
Asn GIn Lys val
370
Glu Gly Tyr val
385
Ser Cys Ala Tyr
Asp Phe Ala Thr
420
val val Lys Ala
435
Gly His Glu Phe
450
Cys Tyr Thr Lys
465
Phe Glu Glu Glu
Met Met Lys Pro
500
Asn Leu Ala Arg
515
Thr His Ser Tyr
530
His Val Pro Phe
545
<210> 6
<211> 1671
<212> ADN
<213> Citrus X paradisi
<400> 6
atggcacttc aagattcaga
cccacageta gttatcatece
gacgactctg aggcaatgga
dadaataaaga acatgttaat

ES 2607 122 T3

Ile

Pro

Thr

405

Lys

Ala

Glu

Gln

val

485

Thr

Ala

Leu

Gly

Thr

390

Phe

Glu

Ser

Gln

His

470

Ala

val

Ile

Ile

Ala

375

Ile

val

val

val

Lys

Gly

Asn

val

Asp

535

360

Tyr

Glu

Ile

Phe

Ile

440

Arg

val

Ala

Ala

Phe

520

Asp

Ser

Glu

Thr

Cys

Gly

ser

Trp

Gln

agttccttct tccattctga

caccctctygg gggggaaaat

tgccacaatt gatcaagacg

ctcaccaacc gataagtctt

29

365

val GIn Ala Lys Trp
380

Tyr Met Pro Ile Ala
395

Asn Ser Phe Leu Gly
410

Trp Ile Ser Asn Asn
430

Arg Leu Met Asp Asp
445

His val Ala Ser Ala
460

Lys Glu Glu Ala Ile
475

Lys Asp Ile Asn Glu

Pro Leu Leu Gly Thr
510

Tyr Lys Glu Asp Asp
525

ITe Ala Ser val Leu
540

atgctacagc cggcaaccgt
tccttgacta ttcttotgtt
aatttgaagc acttaagcaa

ttcaaaaatt gaacttgatt

Phe

Leu

Met

415

Pro

Met

Ile

Lys

Glu

495

Ile

Gly

Gly

Ser

Thr

400

Gly

Lys

Gln

Glu

Met

480

Leu

Leu

Tyr

Asp

60
120
180
240
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gatgccgtee
gaaaaactat
cggttactca
gatcgaggaa
gaggctgcac
acttctcacc
catgccttga
gatctctact
gatttttyca
aaaaatttag
ttttgggcaa
aaagtaattg
gaacttgagc
ccgaagtaca
gaaatctcaa
gtagtccaag
gaggagtata
tttcttggea
aaaactgtga
tttgaacaaa
gtctctgaty
gtaaatgaag
aatcttgcac

gtgatcaaag

aacgcttagg
ctcetgatga
gacaacaagg
agttcaaggt
atcttcgeat
tggaatcaat
ataggccaat
cacgagatga
tgcttcaagt
atgttgaaat
tgggagtgta
caatggcatc
tctttacaaa
tgaaactgat
aggaaggaca
cctactttga
tgcaagtttc
tgggaaagat
aagcctecca
aaagaaagca
aagaggtaat
gattcatgaa
gagtgataga

actacatcgygc

<210>7

<211> 1689

<212> ADN

<213> Citrus paradisi

<400> 7

atgtctttyg
actcgtcgct
tgtgacaccc

attagaagaa

aagtttcagc
ctgcaaatta
aggaaactga

tgctaaaagc
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agtggcttac
gtatgatggc
atatcgcata
atccttaatt
tcgeggggaa
ggttactcaa
ccgecagaggce
ttcaaaggat
aattcacegt
aaatctccca
ttttgagect
cattttagat
tgctatcaaa
ttatcaagga
gacatattgc
ggaagccaag
acttgtgaca
tgctgataag
agttatttge
tgttgecteg
taaagtattc
gccaacagaa
tgttatttac

cacattgett

ctctcctget
tcatccaagc
tgatggcagc

tgataacaag

cattttgaga
aacgatgtac
tcatgcgata
aatgatgtga
gatatcctgy
gtaagcccte
ttaccaaggc
aaagcaatat
aaggagttaa
tatgctagaa
cgatactcct
gatacctacy
aggtgggata
ctcttyggaty
atgtcataty
tggtgcagty
acttgctatc
caggccttty
agacttatgy
ggtattgaat
cgcaaacaaa
gtggcaatge
aaggatgaty
gagaagccty

aaagttatcc

atctggyggyg

aatgtaaagc

ccttcacgta

30

gggagataga
actccgttgc
tttttggcyg
ccggeatget
atgaagccct
agctttctga
tggaggcagt
tactaaagtt
gtatcatcac
acagagttgt
ttgcaagaaa
acgcctatgg
ttagcaacat
tttttggtga
tcatacaagc
aaggttattt
atatgctggc
aatggatctc
atgatatagt
gttacatgaa
tatcaaatgg
ctctecttga
atggctacac

ttcccttttg

agatgaacta
tcttegattt
tttcaaagat
aagtttgtat
agctttcact
tgaaatactt
ctattacatc
tgcaaaacta
agagtggtgy
agaatgctat
gatattgtcc
cacacttgaa
agatgtactt
agctgaggag
ggtgaagaaa
tccaaaagty
aacggcttcet
caattaccct
gtctcacgag
gcagcatgge
atggaaagat
gcgeattete
caactcttat

a

aaaatgctgg gaaagattct
atcatttcct tcaatatact
atctagagct gaagaaagaa

cacttcaatt gattgatgca

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1671

60
120
180
240
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31

attcagcgtt taggagtgtc ttaccatttt gaaagtgaga ttgatgaaat attgggaaag 300
atgcataagg cttcccaaga ctctgatctt tgtygataaty aaaatgatyga getctattat 360
atctctcttc attttcgatt acttagacaa aatggctata aaatttccge tgatgtgttce 420
aaaaagttca aagacacgga tgggaacttt aaaacatcte ttgcgaaaga tgttcgagga 480
atgttaagct tgtatgaagc tacgcatcte ggggtacaty aagaagatat actagatgaa 540
gcygcttgett tcaccactay tcacctagag tcaatagcga ctcatcaaat caggtctceca 600
cttgttgaac aagtcaaaca tgccttagtt cagcctatce acaggggctt ccaaaggett 660
gaggcaagac agtacattcc tatctatcaa gaagaatcte cccacaatga agctctgtta 720
acttttgcaa agttagattt taacaaattg caaaagcctc accagaagga actcggtgat 780
atttcaagygt ggtggaaaga attagacttt gcacataage tacctttcat aagagataga 840
gttgcggagt gctactttty gatattagga gtygtatttcy agccccaata ttcatttgca 900
agaagaatat tgacgaaagt gatctccatg acttctgtta ttgatgatat ctatgatgty 960
tatggcaaaa ttgaagaact tgagcttttt acttcageta ttgagaggtg ggatatcagt 1020
gccatagatc aacttcctga gtatatgaaa ttgtgttata gggcccttct tgatgttttt 1080
agtgaagcag agaaggattt ggccccccaa ggaaaatcat accgectcta ttatgcaaaa 1140
gaagcgatga agaatatggt taagaattac ttctacgaag ctaaatyggtg tcttcagaat 1200
tatgtaccta cagtggatga gtacatgacg gttgcattag ttacatctygg ctccccaaty 1260
ttgtcaacca catcctttgt tggcatggga gacattgtaa ctaaagaatc ttttgagtgg 1320
ttattcagca atcctagatt tattagggect tcttctatag tttgccgact catggatgac 1380
atagtgtcac acaagtttga acaaagcaga gggcacgtty cctcaagegt tgagtgttac 1440
atygaaacaac atggagcaac agaagaggaa gcatgcaaty agtttcggaa acaagtttca 1500
aatgcctgga aggatataaa tgaggactgc ctacgeccaa cggttgtgec aatgccactt 1560
ctgatgcgaa ttctcaatct tacacgegtt atagatgtca tttacaagta tgaagatgge 1620
tacactcatt ccgcagttgt getgaaagat tttgttgett ctttgtttat taatcctgtyg 1680
ccgatatga 1689

<210> 8

<211> 1668

<212> ADN

<213> Citrus paradisi

<400> 8
atgtccgete aagttctage aacggtttce agttcgacag aaaaaactgt tcgtcccatt 60
gctggtttce atcctaactt atggggagac tatttcctga ccctcgcttc tgattgeaag 120
acagatgata ctacgcacca agaggaatac gaagcgctyga agcaagaagt cagaageatg 180
ataacggcta cggcagatac acctgeccag aagttgcaat tggttgatge agtccaacga 240
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ttgygtytyy
gatgactttyg
cttaggcagce
ggtaaattca
ggacacttgy
caccttcagt
catactctcyg
tcggtctate
tttaacctty
gatttagact
tggattgtag
acaatttaca
ctcaaactct
gaatacatga
ttgyccaagyg
gttcaaatgt
gaatattatc
cttyggcatgt
atttcaacag
gaacagaaga
tcagaagaag
aatgaggaat
atcgcacgty

attaaagacc

cctatcactt
ataataacga
aaggatttaa
aggcatcatt
ccattcgcgg
caatggtatc
actgtcctct
caagagatga
tgcaaagaat
tcactacaaa
ggacgtattt
cggcatctat
ttgcagaagc
aagtgcttta
aaggaagatc
actttgttca
cggttggact
gtgatgttgc
cgtcatcagt
gaggacatat
aggtagttac
tcctgaaacce
tgattgaatt
agattgecgce

<210>9

<211> 1647

<212> ADN

<213> Citrus paradisi

<400> 9

atgtcgtcty gagaaacatt
catttcctca aaggtgctte
cacgaggcac tgaaagaaga

cagaagttac gcttgattga
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cgaacaggag
tgatgtcgat
ggttccgtgt
ggtgcgggat
agaagggata
tcaggatgta
ccgcagagec
taaacacgat
acatcagaag
gctaccttat
tgaaccaaag
catagatgac
agtccagagg
taaggcectt
gtcctactta
agccaagtgyg
tgtaagttgce
aaacgaggaa
tatctgcaga
tgcctcagga
agtttttact
aactgctttt
tctaaacaag

agtgctcaga

tcgtcctact
tgatttcaag
ggtaaggaga

tgaagtacaa

atagaagaty
ctctacacty
gatgtgttcy
gttcatggca
ttagatgaag
tgccctaata
cttccaagay
aaaactttgt
gaattaagty
gcaagagaca
tacactttag
actttcgacy
tgggacatty
ttagatactt
ccttatggea
ttcagtgaag
ggctacttca
gcttttgaat
cttaggaaty
tttgaatgct
gaagaagtty
cctygtggett
aagggtgatt
gaccctgtta

gcagatttcce
acagttgatc

atgataacag

cgcctgygyy

32

caatggaaaa
tttctctteg
cgaagttcaa
ttctaagttt
ccattgettt
atcttgctga
tggagacaag
taaagtttte
ccatcacacg
gaatcgtaga
caagaaaaat
cttatggttt
gagccatgga
tcaatgaaat
aagaaaagat
gttatgttec
tgcttgegac
ggatatccaa
acattgtttc
acattaagca
agaatgcatg
tgattgagag
ggtacactca

ccatctga

gatttatcac
ttttcgacty
agatgatgaa
gtatgaggca
cactagaact
acaaattaat
atttttctty
aaagttagac
gtggtggaaa
gttgtatttt
aatgaccaaa
ctttgaagag
tatacttcca
tgagcaagac
gcaagagctt
gacatgggac
aaactcctte
ggaccctaag
ccaccagttt
gtatggtgtt
gaaagataty
acctttcaat

ttctcatgcy

atcctagttt atggagaaac
atactygcaac tcaagaacga
atgctygaaga taagectgtt
tggcttatca ctttgagaaa

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1668

60
120
180
240
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33

gaaatagaag atgcaataca aaaattatgt ccaatctata ttgacagtaa tagagctgat 300
ctccacaccg tttecccttca ttttcgattg cttaggecage aaggaatcaa gatttcatgt 360
gatgtgtttg agaagttcaa agatgatgag ggtagattca agtcatcgtt gataaacgat 420
gttcaaggga tgttaagttt gtacgaggca gcatacatgg cagttcgegg agaacatata 480
ttagatgaag ccattgcttt cactaccact cacctgaagt cattggtagc tcaggatcat 540
gtaaccccta agcttgcgga acagataaat catgctttat accgtcctct tcgtaaaacce 600
ctaccaagat tagaggcgag gtattttatg tccatgatca attcaacaag tgatcattta 060
tacaataaaa ctctgctgaa ttttgcaaag ttagatttta acatattgct agagctgcac 720
aaggaggaac tcaatgaatt aacaaagtgg tggaaagatt tagacttcac tacaaaacta 780
ccttatgcaa gagacagatt agtggagtta tatttttggg atttagggac atacttcgag 840
cctcaatatg catttgggag aaagataatyg acccaattaa attacatatt atccatcata 900
gatgatactt atgatgcgta tggtacactt gaagaactca gcoctctttac tgaagcagtt 960
caaagatgga atattgaggc cgtagatatg cttccagaat acatgaaatt gatttacagyg 1020
acactcttag atgcttttaa tgaaattgag gaagatatgg ccaagcaagg aagatcacac 1080
tgcgtacgtt atgcaaaaga ggagaatcaa aaagtaattg gagcatactc tgttcaagcc 1140
aaatggttca gtgaaggtta cgttccaaca attgaggagt atatgectat tgcactaaca 1200
agttgtgctt acacattcgt cataacaaat tccttccttyg gcatgggtga ttttgcaact 1260
adagaggttt ttgaatggat ctccaataac cctaaggttg taaaagcagc atcagttatc 1320
tgcagactca tggatgacat gcaaggtcat gagtttgagc agaagagagg acatgttgcg 1380
tcagctattg aatgttacac gaagcagcat ggtgtctcta aggaagaggce aattaaaatg 1440
tttgaagaag aagttgcaaa tgcatggaaa gatattaacg aggagttgat gatgaagcca 1500
accgtcgttg cccgaccact gctcgggacg attcttaatce ttgctcgtge aattgatttt 1560
atttacaaag aggacgacgg ctatacgcat tcttacctaa ttaaagatca aattgcttct 1620
gtgctaggag accacgttcc attttga 1647

<210> 10

<211> 1647

<212> ADN

<213> Citrus paradisi

<400> 10
atytcgtctyg gagaaacatt tcgtcctact gcagatttcc atcctagttt atggagaaac 60
catttcctca aaggtycttc tgatttcaag acagttgatc atactgcaac tcaagaacga 120
cacgaggcac tgaaagaaga ggtaaggaga atgataacag atgctgaaga taagcctgtt 180
cagaagttac gcttgattga tgaagtacaa cgcctggggg tggcttatca ctttgagaaa 240
gaaatagaag atgcaataca aaaattatgt ccaaactata ttcacagtaa tagccctgat 300
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cttcacaccy
gatgtgtttg
gttcaaggga
ttagatgaag
gtaaccecta
ctaccaagat
tacaataaaa
aaggaggaac
ccttatgeaa
cctcaatatg
gatgatactt
caaagatgga
acactcttag
tgcgtacott
aaatggttca
agttytgctt
aaagaggttt
tgcagactca
tcagectattg
tttgaagaag
accgtegtty
atttacaaag

gtgctaggag

<210> 11
<211>74
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum

<400> 11

1

tttctcttea
agaagttcaa
tyttaagttt
ccattgcttt
agettgegga
tagaggcgad
ctectgetgaa
tcaatgaatt
gagacagatt
catttgggag
atgatgcgta
atattgaggc
atgcttttaa
atgcaaaaga
gtgaaggtta
acacattegt
ttgaatggat
tggatgacat
aatgttacac
aagttgcaaa
cecgaccact
aggacgacgg

accacgttcc
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ttttegatty
agatgatgag
gtacgagoca
cactaccact
acagataaat
gtattttatg
ttttgcaaag
aacaaagtgg
agtogagtta
aaagataatg
tggtacactt
cgtagatatg
tgaaattgag
ggagaatcaa
cgttccaaca
cataacaaat
ctcecaataac
gcaaggtecat
gaagcageat
tgcatggaaa
getegggacy
ctatacgeat

attttga

cttaggcage
ggtagattca
gcatacatgg
cacctgaagt
catgctttat
tccatgatca
ttagatttta
tggaaagatt
tatttttygy
acccaattaa
gaagaactca
cttccagaat
gaagatatgg
aaagtaattg
attgaggagt
tccttectty
cctaaggtty
gagtttgage
gotgtctcta
gatattaacg
attcttaatc

tcttacctaa

aaggaatcaa
agtcatcgtt
cagttcygcyg
cattggtagc
accgtectet
attcaacaag
acatattget
tagacttcac
atttagggac
attacatatt
gcetetttac
acatgaaatt
ccaagcaagqg
gagcatactc
atatgcctat
gcatgggtga
taaaagcagc
agaagagayg
aggaagagyc
aggagttgat
ttyctegtye

ttaaagatca

gatttcatgt
gataaacgat
agaacatata
tcaggatcat
tcgtaaaace
tgatcattta
agagctgeac
tacaaaacta
atacttcgay
atccatcata
tgaagcagtt
gatttacagy
aagatcacac
tgttcaagee
tgcactaaca
ttttgcaact
atcagttatc
acatgttycy
aattaaaatyg
gatgaagecca
aattgatttt
aattgcttet

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1647

Phe His GIn Arg Glu Leu Ser Asp Leu Thr Arg Trp Trp Lys Asp Leu
5 10 15

Asp Phe Ala Asn Lys Tyr Pro Tyr Ala Arg Asp Arg Leu val Glu Cys
20 25 30

Tyr Phe Trp Ile Leu Gly val Tyr Phe Glu Pro Lys Tyr Ser Arg Ala

34
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40

45

Arg Lys Met Met Thr Lys val Leu Asn Leu Thr Ser Ile Ile Asp Asp

50

55

60

Thr Phe Asp Ala Tyr Ala Thr Phe Asp Glu

65

<210> 12
<211>74

<212> PRT
<213> M. piperita

<400> 12

Leu Tyr
1

Asn Leu
Tyr val

Arg Met
50

Thr Tyr
65

<210> 13
<211>73
<212> PRT
<213> A. grandis

<400> 13
Lys His
1
Gly Ile

ser Trp

ITe Ala
50

Lys

Lys

Trp

35

Gly

Asp

His

ser

val

35

Phe

Glu Glu

ser Lys

20

Gly val

Leu Ala

Asn Tyr

Lys Glu
Gln Leu
20

val Met

Ala Lys

70

Leu

Leu

Gly

Lys

Ala
70

Ile

Asn

Cys

Thr

ser

Pro

Tyr

Gly

55

Thr

G1n

Phe

Ile

Ala
55

Gln Leu

Tyr Al
25

a

His Tyr

40

val Leu

Leu As

Phe I1

n

e

Tyr Arg
25

Phe G1
40

u

ITe Leu

ser

10

Arg

Glu

Ile

Glu

Thr

10

Lys

Pro

Cvys

Arg Trp
Asp Arg
Pro Gln

Cys Gly
60

Arg Trp
Arg His
Glu Phe

Thr val
__60

Trp

val

Tyr

45

Ile

Trp

val

ser

45

Leu

Tyr Asp Thr His Ala Thr Leu His Glu
65

35

70

Asn

val

30

ser

Met

Arg

Glu

30

Glu

Asp

Thr

15

Glu

Tyr

Asp

Asp

15

Tyr

ser

Asp

Trp

Ala

val

Asp

ser

Tyr

Arg

Leu



10

15

20

25

<210> 14
<211>74
<212> PRT

<213> Citrus junos

<400> 14

Ile
1

Asp

Tyr

Arg

Thr
65

<210> 15
<211>73
<212> PRT

<213> Nicotiana tabacum

<400> 15

Leu
1

Asp

Tyr

Arg

Thr
65

<210> 16
<211>74
<212> PRT

His

Phe

Phe

Phe

Phe

val
50

<213> C. annuum

<400> 16

GlIn
Thr
Trp
35

Ile

Asp

Lys
val
Trp
35

Met

Asp

Lys Glu
5

Thr Lys

20

Ile val

Met Thr

Ala Tyr

GIn Glu
5

Thr Thr

20

Ala Leu

Leu val

Ala Tyr

ES 2607 122 T3

Leu

Leu

Gly

Lys

Gly
70

Leu

Leu

Gly

Lys

Gly
70

ser

Pro

Thr

Thr

55

Phe

Pro

va'l

Thr

55

Thr

Ala

Tyr

Tyr

40

Ile

Phe

Gln

Tyr

Tvr

40

Ile

val

Ile Thr Arg Trp Trp Lys Asp Leu
10 15

Ala Arg Asp Arg Ile val Glu Leu
25 30

Phe Glu Pro Lys Tyr Thr Leu Ala
45

Tyr Thr Ala Ser Ile Ile Asp Asp
60

Glu Glu

val Ser Arg Trp Trp Lys Asp Leu
0 15

Ala Arg Asp Arg val val Glu Cys
25 30

Phe Glu Pro Gln Tyr Ser Gln Ala
45

Ser Met Ile Ser Ile val Asp Asp
60

Lys

36



Leu His Lys

Asn Phe val

Tyr Phe Trp

35

Arg val Met

50

Thr Tyr Asp

65

<210> 17
<211>74
<212> PRT

<213> Solanum tuberosum

<400> 17

Leu His

Asp Phe

Tyr Phe

Arg val
50

Thr Phe
65

<210> 18
<211>74

<212> PRT
<213> H. muticus

<400> 18

val

Ala

25

Tyr

Ala

Asp

Glu

Tyr

Tyr

40

Ile

val

ES 2607 122 T3

Ser Arg Trp Trp Lys Asp Leu
10 15

Arg Asp Arg val val Glu Cys
30
Glu Pro Gln Tyr Ser Gln Ala
45
Met Ile Ser Ile val Asp Asp

Glu

val Ser Arg Trp Trp Lys Asp Leu
10 15

Ala Arg Asp Arg Ala val Glu Cys
25 30

Ala Glu Pro Gln Tyr Ser Gln Ala
45

Ala Met ITe ser Ile val Asp Asp
60

Lys Glu

37
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Leu His Lys His Glu Leu Ser Glu val Ser Arg Trp Trp LysS Asp Leu
1 5 10 15

Asp Phe val ;gr Thr Leu Pro Tyr gga Arg Asp Arg Ala gg] Glu Cys

Tyr Phe Trp Thr Met Gly val Tyr Ala Glu Pro GIn Tyr Ser Gln Ala
35 40 45

Arg gg] Met Leu Ala Lys Egr Ile Ala Met Ile Ser Ile val Asp Asp

Thr pPhe Asp Ala Tyr Gly Ile val Lys Glu
65 70

<210> 19

<211> 86

<212> PRT

<213> G. arboreum

<400> 19

Leu Glu Phe Ala Lys TIle Asp Phe Asn Met val Gln Leu Leu His Arg
1 5 10 15

Lys Glu Leu Ser Glu Ile Ser Arg Trp Trp Lys Asp Leu Asp Phe Gln
20 25 30

Arg Lys Leu Pro Tyr Ala Arg Asp Arg val val Glu Gly Tyr pPhe Trp
35 40 45

Ile ser Gly val Tyr Phe Glu Pro Gln Tyr Ser Leu Gly Arg Lys Met
50 55 60

Leu Thr Lys val Ile Ala Met Ala Ser Ile val Asp Asp Thr Tyr Asp
65 70 75 80

Ser Tyr Ala Thr Tyr Glu
85

<210> 20
<211> 86
<212> PRT
<213> A. annua

<400> 20

38
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15

Leu Lys

Glu Glu
Asn

Lys

Leu
50

Gly

Phe Thr

65

Ala Tyr

<210> 21
<211> 86
<212> PRT
<213> A. annua

<400> 21

Leu
1

Lys
Lys Glu
Asn

Asn

Leu
50

Ala

Leu Ser

65

Ala Tyr

<210> 22
<211>85

<212> PRT
<213> A. grandis

<400> 22

Leu

Leu

Ala

35

Gly

Lys

Gly

Leu

Leu

Leu

35

Ala

Arg

Gly

Ala

ser

20

Pro

ser

Ala

Thr

Ala

Ser

20

Pro

val

Phe

Thr

Lys
5

His
Cys
Gly
val

Tyr
85

Lys
5

Ile
Tyr
Tyr
Phe

Tyr
85

Leu

val

Leu

Tyr

Ala

70

Leu

Ile

Ala

Phe

ser

ES 2607 122 T3

Glu Phe Asn

10

Cys Lys Trp

25

Arg Asp

40

Arg

Glu Gln

55

Pro

val Ile Thr

Gly Phe

Ser

Lys

Asn
40

Arg

Glu
55

Pro

Ile GIn

70

Glu

39

Leu

Trp

Ile

Tyr

Leu

Leu

Lys

val

Ser

Ile
75

Asn GIn Leu
Trp Trp Lys
25

Arg pro val
Gln Tyr Ser

Thr Phe Leu

Gln

Ala

Glu

Arg

60

Asp

GlIn

Ser

Glu

Glu

60

Asp

His
15

ser Leu Lys

Phe Asp Tle

30

Lys

Cys Tyr Phe Trp

45

Ala Arg val Phe

Asp Thr Tyr Asp

80

Leu His
15

ser Lys

Phe Asp val
30

Cys Tyr Phe Trp

Ser Arg val Phe

Asp Thr Tyr Asp

80
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Leu GIU Leu Ala Lys Leu Asp Phe
5

Lys GluU Leu ggn ITe ITe Ser Arg

Ser Leu Asn Phe Tyr Arg Lys Cys
35 40

Ala Ala Ala ITe Ser Glu Pro Glu
50 55

Thr Lys ITle Ala Ile Leu Met Thr
65 70

His Gly Thr Leu Asp
85

<210> 23

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador deducido (Ejemplo 1)

<400> 23
hhvthwemmg gtggtgga 18

<210> 24

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador deducido (Ejemplo 1)

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(3)
<223>puedeser G,A,CoT

<400> 24
gtngarkbbt atktttgg 18

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador deducido (Ejemplo 1)

<400> 25
crirrktrtc gwadgkgtcr tc 22

<210> 26

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

40

Asn Ile
10

Trp Phe

25

Tyr val

Phe Ser

Met Leu

Leu GIn Cys
Ala Asp Ser
Glu Phe Tyr

45

Gly Ser Arg
60

Asp Asp Leu
75

Thr

Ser

30

Phe

val

Tyr

His GlIn
15

Ile Ala
Trp Met

Ala Phe

Asp Thr
80
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<220>
<223> Cebador deducido (Ejemplo 1)

<400> 26
gckaagwtvg gkttcaathw kbtdc 25

<210> 27

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador deducido (Ejemplo 1)

<220>

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

<223> puede sera,t,goc

<400> 27
gggawwgwnw bgttgaakkt tatttttgg 29

<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador deducido (Ejemplo 1)

<220>

<221 > misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> puede sera,t,goc

<400> 28
gtwscgtngh gtcgtahgtc atc 23

<210> 29

<211>49

<212> PRT

<213> Citrus paradisi

<400> 29

Asp Leu Gly Phe Pro Lys Lys val Pro Tyr Ala Arg Asp Arg val val
1 5 10 15

Glu Thr Tyr TIle Trp Met Leu Leu Gly val ser Tyr Glu Pro Asn Leu
20 25 30

Ala phe Gly Arg Tle Phe Ala Ser Lys val val Cys Ile Ile Ser Ile
35 40 45

Ile

<210> 30

<211> 27

<212> PRT

<213> Citrus paradisi

41
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<400> 30

Ile val Gly Thr Tyr Phe Glu Pro Lys Tyr Thr Leu Ala Arg Lys Ile
1 S5 10 15

Met Thr Lys Thr Ile Tyr Thr Ala ser Ile Ile
20 25

5 <210> 31
<211> 26
<212> PRT
<213> Citrus paradisi

10 <400> 31

Met Gly val Tyr Phe Glu Pro Arg Tyr Ser Phe Ala Arg Lys Ile Leu
1 5 10 15

ser Lys val Ile Ala Met Ala Ser Ile Leu
20 25

<210> 32
15 <211> 260
<212> PRT
<213> Citrus paradisi

<400> 32
20

42



Gln

His

Leu

Arg

Asp

65

Met

Ile

Ile

Ile

Glu

145

Glu

Ala

Gly

Tyr

Gly

Asp

Glu

Lys

Phe

Asp

Gln

50

Asp

Ser

Leu

sSer

Thr

His

Phe

Ile

210

Arg

Thr

Ala

Leu

Glu

ser

35

GlIn

Glu

ser

ASP

val

115

His

Arg

Leu

Lys

Pro

195

Trp

Ile

Phe

val

His

Lys

Asp

Gly

Gly

Leu

Glu

100

sSer

sSer

Tyr

Leu

Lys

Lys

Met

Phe

Asp

Thr
260

Met

Glu

Asp

val

Lys

Tyr

85

Ala

AsSp

Leu

Phe

Lys

Glu

Lys

Leu

Ala

Ala
245
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Ile

Ile

Leu

Lys

Phe

70

Glu

Ile

His

G1n

Leu

150

Phe

Ala

val

Leu

ser

230

Tyr

Asp Ala
Glu Asp
Tyr val

40

Ile ser

55

Lys Glu

Ala Ala

val Phe

ser His

120

Ile Pro

Asp Ile

Ala Lys

ser Ile

Pro Tyr

Gly val

Lys val

Gly Thr

43

Ala

Glu

25

val

Cys

Ser

Tyr

Thr

105

val

Leu

Tyr

Leu

Met

185

Ala

ser

val

Phe

GlIn

10

Leu

Ser

ASp

Leu

Leu

90

Thr

Asn

Arg

ser

Asp

Thr

Arg

Tyr

Cys

Glu

Arg

Gly

Leu

val

Ile

75

Ala

Thr

ser

Lys

Arg

Phe

Arg

Asp

Glu

Ile

Glu

Leu

Lys

Arg

Phe

60

Asn

Ile

His

Asp

Ala

140

Asp

Asn

Trp

Arg

Pro

220

Ile

Leu

Gly

val

Phe

45

Glu

ASp

Arg

Leu

Leu

125

Ala

Asp

Ile

Trp

val

205

Asn

ser

Thr

val

Ser

30

Arg

Lys

Ile

Gly

Lys

Ala

Ala

Leu

Leu

Asn

1390

val

Leu

Ile

Leu

Ala

15

His

Leu

Phe

Arg

Glu

93

ser

Glu

Arg

His

Gln

175

Asp

Glu

Ala

Ile

Phe
255

Tyr

ASp

Phe

Lys

Gly

80

ASp

val

Gln

Leu

160

Ala

Leu

Thr

Phe

Asp

240

Thr
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<210> 33

<211> 780

<212> ADN

<213> Citrus paradisi

<400> 33

ES 2607 122 T3

caaaaactac
gagattgaag
gtttctctte
gagaagttca
atgtcgagtt
gccattgttt

gtaaactctg

gcagcaaggt
gaaactttgc
gaagcaagta
gcaagagata
aatttggcat
gacacatttg

acatgattga
atgaattygy
gttttcgact
aagatgacga
tgtacgaggc
tcactaccac

atcttgctoga

tagaggcaag
tcaagtttgc
tcatgaccag
gagtagtaga
ttggtagaat
atgcttacgyg

tgcagcacaa
aaaggtatct
ttttagacag
aggtaaattc
agcataccta
tcaccttaag

acaaatacgt

cgattagyty
catgatctty
caaggagtta
aaggaatcat
gcaattcygy
tcagtaatat

cattctctge

gtattttttg gatatctatt

<210> 34
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 34
ctgggagtgt cctatgagct caatttgg

<210> 35
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 35
gtagaatttt tgcatccaaa gtggtgtgc

<210> 36
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 36
cacaccactt tggatgcaaa aattcatc

<210> 37
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 37

aaagttagac ftttaatatat
gtggtggaac gatttaggct
gacatatatt tggatgttgc
ttttgcatcc aaagtggtgt
tacttttgaa gagctcacac

28

29

28

44

tcgcttatca
acagtgatga
agatttcatg
tgatcaacga
gggaagacat
ctgtatctoa

aaattcctct

i =

Eé&gggatga
tacaagcagc
tccctaaaaa
tgggagtgtc
gcataatatc

tttttactga

ttttgaaaaa
tctatacgtt
tgatgtgttt
tatacgaggc
tttagatgaa
tcattctcat

ccgtaaagec

tttgcatgat
acacaagaag
ggtgccttat
ctatgagccce
cataatagac

agcagtcaca

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
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ccaaattggg ctcataggac actcccag

<210> 38
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 38
tagggacgta ttttgaacca aagtac

<210> 39
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 39
aaataatgac caaaacaatt tacacgg

<210> 40
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 40
gcactttcat gtattctgga ag

<210> 41
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 41
gtttgagctc ttcaaagaaa cc

<210> 42
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 42
aatgggagtg tattttgagc ctcgatactc c

<210> 43
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 43
gatattttcc aaagtaattg caatggcatc c

<210> 44
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 44
gttgctaata tcccaccttt tgatage

<210> 45
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 45
aagtgtgcca taggcgtcgt agg
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28

26

27

22

22

31

31

27

23

45
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<210> 46
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 46
ctgttccgca agcttagggg ttacatg

<210> 47
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 47
ctgagctacc aatgacttca ggtgagtgg

<210> 48
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 48
caattttgcc atacacatca tagatatcat c

<210> 49
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 49
aacagaagtc atggagatca ctttcgtc

<210> 50
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 50
cgcaagagat gttttaaagt tcccatcc

<210> 51
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 51
tgaacatcag cggaaatttt atagcc

<210> 52
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 52
acgatttagg cttccctaaa aagg 24

<210> 53
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 53
tattatggaa tattatgcac accac 25

<210> 54
<211> 27
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27
29
31
28
28
26

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2607 122 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<400> 54
aaatgtccgc tcaagttcta gcaacgg 27

<210> 55
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 55
atggcacttc aagattcaga agttcc 26

<210> 56
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 56
gcatgttcca tatgtccgcet caagttctag caacggtttc ¢

<210> 57
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 57
cgcggatcct cagatggtaa cagggtctct gagcactgc

<210> 58
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 58
gcatgttcca tatgtcgtct ggagaaacat ttegtcc 37

<210> 59
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 59
cgcggatcct caaaatggaa cgtggtctcc tag

<210> 60
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 60
gcatgttcca tatgtctttg gaagtttcag cctctcctg

<210> 61
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 61

41

39

33

39

cgcggatcct catatcggca caggattaat aaacaaagaa gc 42

<210> 62
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

47
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<400> 62
taatggcact tcaagattca gaagttcctc

<210> 63
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 63
aaaagggaac aggcttctca agcaatg

<210> 64
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 64
atggcacttc aagattcaga agttcctc

<210> 65
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 65
gatcaaaagg gaacaggctt ctcaagcaat g

30

27
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31
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 1;
en el que el polipéptido codificado por dicho acido nucleico es una cubebol sintasa.

2. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, caracterizado porque el acido nucleico comprende la secuencia
de nucledtidos SEQ ID NO: 6.

3. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, caracterizado porque el polipéptido codificado
consiste en SEQ ID NO: 1.

4. Un polipéptido de cubebol sintasa aislado codificado por el acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

5. Un polipéptido aislado de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque dicho polipéptido es SEQ ID NO:

6. Un vector que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
7. El vector de la reivindicacion 6, caracterizado porque dicho vector es un vector viral o un plasmido.

8. Una célula huésped o un organismo no humano modificado para albergar el acido nucleico de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

9. La célula huésped u organismo no humano de la reivindicacion 8, caracterizado porque dicha célula huésped es
una célula vegetal y dicho organismo no humano es una planta o un microorganismo.

10. Un procedimiento de preparacion de una célula huésped recombinante que comprende introducir el vector de las
reivindicaciones 6 o 7 en una célula huésped.

11. Un procedimiento de produccion de un polipéptido que comprende cultivar la célula huésped u organismo no
humano de la reivindicacién 8 en condiciones para producir dicho polipéptido.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, caracterizado porque la célula huésped se elige de células
bacterianas, células de levadura, células vegetales y células animales.

13. El procedimiento de la reivindicacion 11, caracterizado porque la célula huésped se elige de células de E. coli y
células de levadura.

14. Un procedimiento de preparacién de al menos una sesquiterpeno sintasa que comprende cultivar un huésped
modificado para contener al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de cubebol sintasa
al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 1 en condiciones que conducen a la producciéon de dicha al menos una
sesquiterpeno sintasa.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, caracterizado porque dicho huésped es una planta o un
microorganismo.

16. El procedimiento de la reivindicacion 14, caracterizado porque dicho huésped se elige de células bacterianas,
células de levadura, células vegetales y células animales.

17. Un procedimiento de preparacion de al menos un terpenoide que comprende

A) poner en contacto al menos un precursor de pirofosfato terpeno aciclico con al menos un polipéptido
codificado por un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3;
B) aislar al menos un terpenoide producido en A).

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, caracterizado porque dicho al menos un terpenoide se elige de
sesquiterpenos.

19. El procedimiento de la reivindicacién 17 o 18, caracterizado porque dicho al menos un precursor de pirofosfato
terpeno aciclico es farnesil-pirofosfato.

20. El procedimiento de la reivindicacion 18, caracterizado porque dicho al menos un sesquiterpeno es cubebol.

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, caracterizado porque el al menos un
polipéptido se produce cultivando una célula huésped que comprende el acido nucleico, en el que la célula huésped
se elige de células procariotas, células de levadura, células vegetales y células animales.

22. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, caracterizado porque dicho al menos un
polipéptido se produce cultivando una célula de E. coli que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 3.

23. Un organismo no humano de acuerdo con la reivindicaciéon 9, caracterizado porque dicho microorganismo es
un procariota o levadura.

24. El organismo no humano de la reivindicacion 9, caracterizado porque dicho procariota se selecciona del grupo
de E. coli, Bacillus subtilis, especies del género Pseudomonas, o especies del género Streptomyces, y en el que
dicha levadura es una especie de un género seleccionado del grupo de Saccharomyces, Pichia o Kluyveromyces.

25. El procedimiento de la reivindicacién 18, caracterizado porque dichos sesquiterpenos son cubebol y alfa-
cubebeno.

26. El procedimiento de la reivindicacion 17, caracterizado porque el pH en el momento de contacto es 7 o menos.
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300000 Control vacio
FOH: trans-trans-famesol
200000
100000
A A A A A LN‘-—\.-_-.-_.
8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 Tim
B1:biciclo-germacreno
. B2: sesquiterpeno
GFTpsB recombinante 81 B3: biciclo-elemeno
N B4-B10: sesquiterpeno
3e+h B11:alcohol de sesquiterpeno
B12: delta-cadineno
B13: sesquiterpeno FOH
246 B14-816: alcohol de sesquiterpeno |/
A FOH: trans-trans-farnesal
Te+6 83 ; 1B 2 814
=
" B4 B 7 BB\B{ B10 /P'Ea 815 516
. \J\ Lo A SUOWEZ” A 4
B.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 Tim
C1: Gubebal
C2: sesquiterpeno
GFTpsC recombinante C3: (-}-alfa-cubebeno
Se+6 CL\ £4-CT: sesquiterpeno
14 C8: Garmacreno D
f C9-C10: alcohol de sesquiterpeno
Bet6 {£11-C13: sesquiterpeno
{£14-C15: alcohol de sesquiterpeno
de+8 /015 FOH: trans-transyfarnesol
FOH
2e+6 /
8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 Tim
800000 GFTpsD recombinante D1 D1 : Valenceno
) ] D2 ; beta-elemeno
500000 D3-D8 : sesquiterpeno FOH
D9-D010 : alcohol de sesquiterpeno /
400000 FOH: trans-trans-farnesal
300000 Lz
/D1O
200000
160000
8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 Tim
. E1: delta-cadineno
GFTpsE recombinante Bt E2.E11 : sesquiterpeno
1200000 E13 : Germacreno D
E14-E16 : sesquiterpeno
E2 g17 | E18 E17 : Cubehol
00000 ~ E18-E24 : alcohol de sesquiterpeno
FOH : Farmesol
600000
FOH
300000 EZ?{ E241

2,00

9,00 10,00
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SEQ ID NO:33

. CAA AMA CTA CAC ATG ATT GAT GCA GCA CAR CGA TTA GGT GIC GCT
SEQ 1D NO:32 L 8 M I D A A § R L G V A

g K
6 TAT CAT TIT GAA AAA GAG AIT GAA GAT GAA TTG GGA AAG GTA TCT
o f *+ F E K 8 I E D E L 6 K V 3§
l CAT GAT CTT GAC AGF GRY GAT CTA TAC GIT GTT TCT CIT CGT TTT
i b v 0 S D D L Y V¥ § L R F
b CGA CTT TTT AGA CARG CAA GGA GIT AAG ATT TCA TGT GAT GIG TIT
R L F R O ¢ G VY K I § C D V F
1 GAG ARG TTC AAA GAT GAC GAA GGT ARA TTC AAG GRA TCA TIG ATC
E K.F B D D E & K F K E § L I
6 AAC GAT ATA CGA GGC ATG TCG AGT TTG TAC GAG GCA GCA TAC CIA
N D I R G M S S L Y E & A Y L
1 GCA ATT CGG GGG GAA GAC ATT TTA GAT GAA GCC ATT GIT TIC ACT
& I &K 6 £EDI L D E & I v F T
ACC ACT CAC CTT AAG TCA GTA ATA TCT GIA TCT GAT CAT TCT CAT
T B LK SV I S VS D H S B
GTA AAC TCT GAT CTT GCT GRA CAR ATA CGT CAT TCT C3G CAA AIT
v ¥ S D L A E Q0 I R H S L QI
CCT CTC CGT AAA GCC GCA GCA AGG TTA GAG GCA AGG TAT TTT TTG
P L R K &4 A 2 R L E & R Y F L
- GAT ATC TAT TCA AGG GAT GAT TTG CAT GAT GAR ACT TTG CTC AAG
b I Y $ R DDIL HDE T L L K
- TTIT GCA ARG TTA GAC TTT AAT ATA TTA CRA GCA GCA CAC ARG AAG
F A K L D F N I L Q A A H KK
GAA GCA AGT ATC ATG ACC AGG TGG TGG AAC GAT TTA GGC TIC CCT
E A S I ¥ T R W W N D L G F P
AMA ARG CTG CCT TAT GCA AGA GAT AGA GIA GTA GAG ACA TAT ATT
¥ K v P Y A B DRV V E T Y I
T6G ATG TTG CTG GGA GIG TCC TAT GAG CCC AAT TTG GCA TTT GGT
W% L L 6V S Y E P N L A F G
AGA ATT TTT GCA TCC AAA GTG GIG TGC ATA ATA TCC ATA ATA GAC
R I F & § XK Vv vy CTI I s 1 I D
GAC ACA TTT GAT GCT TAC GGT ACT TTT GRA GAG CTC ACA CTT TIT
pbTF D& Y G T F EE L T L F
ACT GAA GCA GIC ACA 780
T E A V T

FIG. 8(a)
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GFTpsB _
SEQ ID N0:8 1 ATG TCC GCT CAA GIT CTA GCA ACG GIT PCC AGT TCG ACA GAA AAA
SEQ 1D NO:3 1 M S A Q- vV L AT V § § 5 T E K

46 ACT GTT CGT CCC ATT GCT GGI TTC CAT CCT AAC TTA TCG GGA GAC

16 T VvV R P I X2 G F H P N L W G D

91 TAT TLC CTG ACC CIC GCT TCT GAT TGC AAG ACA GAT GAT ACT ACG

31 {f F L T L & § D CEK T DD T T

136 . CAC CAA GAG GAR TAC GAA GCG CTG ARG CAA GAA GTC AGA AGC AIG

45 i ¢ E E Y E & L XK Q E V R § K

181 ATA ACG GCT ACG GCA GAT ACA CCT GCC CAG AAG TTG CAA TIG GIT

bl r* A2 7&4x D0 T P A QO K L Q@ L V

226 GAT GCA GIC CAA CGA TTG GGT GIG GCC TAT CAC TTC GAA CAG GAG

16 b AV QR L GV A Y HFE Q E

271 ATA GAA GAT GCA ATG GRA ARG ATT TAT CAC GAT GAC TTT GAT AAT

91 I 8D A ¥w E K I Y H D D F D N

316 AAC GAT GAT GIC GAT CITC TAC ACT GIT TCT CTT CGT TTT CGA CIG

106 ¥y o > veop L YTV S L R F R L

361 CTT AGG CAG CAR GGA TTT AAG GTT CCG TGT GAT GIG TTC GCG AAG

121 L R g 0 G F K VY P C DV §F R K

406 TTC RAA GAT GAT GAA GGT ARA TTC AAG GCA TCA TTG GTG CGG GAT

136 F £ D D E G K F K A S L V R D

451 GIT CAT GCC ATT CTA AGT TTG TAT GAG GCA GGA CAC TTG GCC ATT

151 v B 6 I L § L Y E A 6 H L A I

496 CGC GGA GAA GGG ATA TTA GAT GAA GCC ATT GCT TTC ACT AGA ACT

166 RRG E 6 I L D E A T A F T R T

241 CAC CTT CAG TCA ATG GTA TCT CAG GAT GIA TGC CCT AAT AAT CTT

181 E Lo 8§ ¥ v § 9 0 vV C P N NI

286 GCT- GAA CAR ATT RAT CAT ACT CTC GAC TGT CCT CTC CGC AGA GCC

196 A5 Q I N H T L D C P L R R A

631 CTT CCA AGA CTC GAG ACA AGA TTT TTC T7G TCG GIC TAT CCA AGA

211 L. PRV E T RF®F L § V¥V Y P R

676 GAT GAT ARA CAC GAT AAA ACT TTG TTA AAG TIT TCA AAG TTA GAC

226 L 0ok # 0 K T L L K F S K L D

121 ITT AAC CTT GTG CAA AGA ATA CAT CAG RAAG GAA TTA AGT GCC AIC

241 F ¥ L V ¢ R I H ¢ K E L § A 1

166 ACA CGG TGG TGG ABA GAT TTA GAC TIC ACT ACA AAG CTA CCT TAT

256 T R W W K D L T T K L P ¥

D F
FIG. 8(b)-1
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GCA AGA GAC AGA ATC GTA GAGITTG TﬁT TTT TGG ATT GTA GGG ACG
&2 R DR I VEL Y F W I V¥V C T
TAT TTT GAA CCA AAG TAC ACT TTA GCA AGA AAR ATA ATG ACC AAA
Yy FE P K.Y T L A R K I M T K
ACA ATT TAC ACG GCA TCT ATC ATA GAT GAC ACT TTC GAC GCT TAT
r Iy 4§ 1 I D DT F D A X
GGT TTC TTT GAA GAG CTC AAA CTC TIT GCA GAA GCA GIC CAG AGG
G F ¥ E E L K L F A E B V @ R
TGG GAC ATT GGA GCC ATG GAT ATA CTT CCA GAA TAC ATG ARA GIG
W 9 I 6 A M D I L P E Y M K V
CTT TAT AAG GCC CTT TTA GAT ACT TTC RAT GAA ATT GAG CAA GAC
L Y Kk a4 L L DT F N E I E Q0 D
TTG GCC AAG GRAA GGA AGA TCG TCC TAC TTA CCT TAT GGC AMA GAA
L 2 K E G R S S Y L P Y G K E
AAG ATG CAA GAG CTT GTT CAA ATG TAC TTT GIT CAA 6CC AAG TGG
K ¥ ¢ E L v ¢ ¥ Y F V Q9 B K W
TTC CGT GAA GGT TAT GTT CCG ACA TGG GAC GAA TAT TAT CCG GIT
F S E G Y V P T W DE Y Y PV
GGA CTT GTA AGT TGC GGC TAC TTC ATG CTT GCG ACA AAC TCC TIC
¢ L vs C6 %Y F M L AT N S F
CTT GGC ATG 7GT GAT GIT GCA ARC GAG GAA GCT TTT GAA TGG ATA
L ¢6 4w C D V AN EE A F E W I
TCC AAG GAC CCT AAG ATT TCA ACA GCG TCA TCA GIT ATC TGC AGA
s kK bp P K I S T A 5§ 5 V I CR
CIT AGG AAT GAC ATT GTT TCC CAC CAG TIT GAA CAG AAG AGA GGA
L R N D I V S H Q F E Q0 K E G
CAT ATT GCC TCA GGA TTT GAA TGC TAC ATT AAG CAG TAT GGT GIT
H I A § 6 F E C Y I K Q@ ¥ G V
TCA GRA GAR GAG GTA GIT ACA GIT TTT ACT GAA GAA GIT GAG AAT
S £ E E v v T VvV F T E E V E N
GCA TCG AAA GAT ATG MAT GAG GAA TIC CTG AAA CCA ACT GCT TTT
A ¥ K DM N EEVF L K P T AT
CCT GTG GCT TTG ATT GAG AGA CCT TTC AAT ATC GCA CCT GIG ATT
P VvV 2 L I E R 2 F ¥ I A R V I
GAA TTT CTA AAC AAG ARG GGT GAT TGG TAC ACT CAT TCT CAT GCG
g F L ¥ K XK 63 ®w Y T H S H A
ATT ARA GAC CAG ATT GCC GCA GTG CTC AGA GAC CCT GIT ACC AIC
I K DO T 2 AV L R D PV TI

FIG. 8(b)-2
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S&Q 10
SEQ 1D

_ =
[N
-

ATG GCA CTT CAA GAT TCA GAA GIT CCT TCT TCC ATT CT6 AT GCT
: oA LoD § o8 v P S ST LN A
ACR GCC GGC AAC CGT CCC ACA GCT AGT TAT CAT CCC ACC CTC 765
T A 6 N R PT A S Y H P T L W
GGG GCA ARA TIC CTT GAC TAT TCT TCT GTT GAC GAC TCT GAG GCA
G € K F L D Y § SV DD S E A
6 ATG GAT GCC ACA ATT GAT CAA GAC GAA TTT GAA GCA CTT AAG CAA
WD A.T 1 0 QDGETF E A L &
1 AAA ATA ARG AAC ATG TTA ATC TCA CCA ACC GAT AAG 1CT TIT CBA
K 1 £ 8 K T 1 S P T D K S F @
6 ARR TTG ARC TTG ATT GAT GCC GIC CAA CGC TTA GGA GTG GCT TAC
X L N L 1 D A VO R L G ¥ A
I CAT TI7 GAG AGG GAG ATA GAA GAT GAA CTA GAA AMA CTA TCT (T
Hh F E R E 1 E © £ L £ K L §F
6 GAT GAG TAT GAT GGC AAC GAT GTA CAC TCC GTT GCT CTT CGA TTT
6 D E Y D G N DV H S VAL RF
1 CGG TTA CTC AGA CAA CRA GGA TAT CGC ATA TCA TGC GAT ATT T7T
1 R L LR ODOQGYRTIT S COD I
6 GGC GGT TTC ARA GAT GAT CGA GGA ARG TTC AAG GTA TCC TTA ATT
5 6 G F K o D R G K F K v § L I
I BAT GAT GTG ACC GGC ATG CTA AGT T1G TAT GAG GCT GCA CAT CTT
I ¥ D v T ¢ ¥ i 's L Y E A A I
6 CGC ATT CGC GGG GAA GAT ATC CTG GAT GRA GCC CTA GCT TIC ACT
6 R I R G E DI L D & A L & F T
1 ACT TCT CAC CTG GAA TCA ATG GIT ACT CAA GTA AGC CCT CAG CIT
1T T s 4L & § M v T gV S P QL
6 TCT GAT GAA ATA CTT CAT GCC TTG ART AGG CCA ATC CGC AGA GGC
¢ S D E 1 L # AL NRTP IR R G
I TTA CCA AGG CTG GAG GCA GTC TAT TAC AIC GAT CTC TAC TCA CGA
I L PR L E RV YY T DL Y SR
6 GAT GAT TCA AAG GAT AAM GCA ATA TTA CTA AMG TIT GCA ABA CTA
6 00 § KD KA I L L KF R KL
1 GAT T TGC ATG CTT CAA GTA ATT CAC CGT ARG GAG TTA AGT ATC
i D F C ML OQUVIYTTERTEKTETLSI
6 ATC ACA GAG TGG TGG ZAA ART TTA GAT GIT GAA ATA AAT CIC CCA
b 1 T E W ¥ K N L D vV E I N L P

FIG. 8(c)-1
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TAT GCT AGA AAC AGA GTT GTA GAA TGC TAT TTT TGG GCA AIG GGA
y 4 R N 2 V VE CY F W A ¥ G
GIG TAT TTT GAG CCT CGA TAC TCC TTT GCA AGA RAG ATA TTG TCC
v Y F E P R Y S F A REKX I L §
AAA GTA ATT GCA ATG GCA TCC ATT TTA GAT GAT ACC TAC GAC GCC
£ v I A MM &2 5 I L D DT Y D &
TAT GGC ACA CTT GAA GAA CTT GAG CIC TTT ACA AAT GCT AIC AAA
Yy ¢ T L E &8 L E L F T N & I K
AGG TGG GAT AIT AGC AAC ATA GAT GTA CTT CCG AAG TAC ATG AAA
R & D I 5 N T DV L P K ¥ ¥ X
CTG ATT TAT CAA GGA CIC TTG GAT GTT ITT GGT GAA GCT GAG GAG
L1 vy ¢ ¢ L L DV F GE & E E
GAA ATC TCA RAG GAA GGA CAG ACA TAT TGC ATG TCA TAT GIC ATA
EIT § X E G QT Y CMW S5 v VI
CAR GCG GTG AAG ARA GTA GIC CAA GCC TAC TTT GAG GAA GCC RAG
Q AV K K v Vv Q A Y F E E A& K
TGG TGC AGT GAA GGT TAT TTT CCA AAA GIG GAG GAG TAT ATG CAA
w ¢ S E G Y F P KV E E Y M 0
GIT TCA CTT GIG ACA ACT TGC TAT CAT AIG CTG GCA ACG GCT TCT
v § L vr T C Y H M L A T A& S
TIT CTT GGC ATG GGA ARG ATT GCT GAT AAG CAG GCC TTT GAA TGG
FL ¢ M G K I 2 DK Q A F E W
ATC TCC AAT TAC CCT AAA ACT GTG AAA GCC TCC CAA GTT ATT TGC
I § v Y P K T V KA § Q V I C
AGA CTT ATG GAT GAT ATA GTG TCT CAC GAG TTT GAA CAA ARR AGA
R L ¥ DODTI VS HEF & Q@ KR
ARG CAT GIT GCC TCG GGT ATT GAA TGT TAC ATG AAG CAG CAT GGC
K B v a 5§ 6 I 8B C Y ¥ K ¢ H G
GTC TCT GAT GAA GAG GTA ATT AAA GTA TTC CGC AAR CAA ATA TCA
v § D EE VvV I XK VvV F R K @ I §
ART GGA TGG AAA GAT gTA AAT GRA GGA TTC ATG ARG CCA ACA GAA
N G W K DV N E G F ¥ K P T E
GIG GCA ATG CCT CTC CTT GAG CGC ATT CIC AAT CTT GCA CGA GIG
v A M P L L E R I L 8 L A& R V
ATA GAT GIT ATT TAC AAG GAT GAT GAT GGC TAC ACC ARC TCT TAT
I o v 1 YK DbD©D DG Y T N & Y
GIG ATC AAA GAC TAC ATC GCC ACA TTG CTT GAG ARG CCT GTt CCC
v 1. k. pbY I AT L L E K P ¥ P

TTT TQA 1671
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SEQ ID ND:9 ] ATG TCG TCT GGA GAR ACA TTT CGT CGT ACT GCA GAT TTC CAT CCE

SEQ ID NO:4 1 ¥ & § 6 E T F E P T A D F H P
46 AGT TTA TGG AGA AAC CAT TTC CTC ARA GGT GCT TCT GAT TTC ARG
16 S L W R ¥4 F L K & A 5 D F K
°1 ACA GTT GAT CAT ACT GCA ACT CAA GAA CGA CAC GAG GCA CTG AAR
i r v Db E T A T Q0 E R B E A L K
136 GAA GAG GTR AGG AGA ATG ATA ACA GAT GCT GAR GAT AAG CCT GIT
dh EEV R R M I T D A E D K PV
181 CAG ARG TTA CGC TTG ATT GAT GAA GTA CAA CGC CTG GGG GTG GCT
£l Q K L R L T D E V @ R L G V A
226 TAT CAC TTT GAG AAR GAA ATA GAA GAT GCA RTA CAA ARA TTA TGT
1€ Y H F E K E I & D & I ¢ X L C
271 CCA ATC TAT ATT GAC AGT AAT AGA GCT GAT CTC CAC ACC GTT TCC
91 PT Y I DS N R A DL H T V §
316 CTT CAT TTT CGA TTG CTT AGG CAG CAA GGA ATC ARG ATT TCA TGT
106 L FRL L ROCQ G T KT S C
361 GAT GTG TTT GAG AAG TTC AAA GAT GAT GAG GGT AGA TTC ARG TCA
121 D v F E K F K2 D E G R F K §
406 TCG TTG ATA AAC GAT GIT CRA GGG ATG TTA AGT TIG TAC GAG GCA
3 S L I Ww D v g G M L S L Y E &
451 GCA TAC ATG GCA GTT CGC GGA GAA CAT ATA TTA GAT GRA GCC ATY
151 & Y M A v R GE H I L D E A I
496 GCT TTC ACT ACC ACT CAC CTG AAG TCA TTG GIA GCT CAG GAT CAT
166 & F T T T H L K § L V A ¢ D B8
941 GTA ACC CCT AAG CTIT GCG GAA CAG ATA AAT CAT GCT TTA TAC CGY
¥ v 1T P K L A E Q 1 N H A L Y R
286 CCT CTT CGT AAA ACC CTA CCA AGA TTA GAG GCG AGG TAT TIT ATG
19¢ P L R K T L P R L E & R Y I HM
631 TCC ATG ATC RAT TCA ACA AGT GAT CAT TTA TAC AAT AZA ACT C76
211 S M I ¥ § T § C H L Y N K T L
676 CTG ART TTT GCA RAG TTA GAT TTT AAC ATA TTG CTA GAG CTG CAC
226 L ¥ F A ¥ L D F N I L L E L H
121 RAG GAG GAA CTC AAT GRA TTA ACA RAG TGG TGG ARA GAT TTA GAC
241 K E E L ¥ &8 L T K W w K B L D
166 TTC ACT ACA RAA CTA CCT TAT GCA AGA GAC AGA TTA GIG GAG TTA
2%  F T T ¥ L P Y A& K D R L ¥V E L

FIG. 8(d)-1

64

[ N e & 2]

[vn]

L ey whi [ | et [N ] Lo =¥ N =¥ M Lad [t T ¥ o [ ) [ g ] Y I i

LD wWhin oD L oD [ T B e T L, SsS andn oo wnen



ES 2607 122 T3

TAT TTT TGG GAT TTA GGG ACA TAC TTC GAG CCT
Y F W DL G T Y F E P
GGG AGA AAG ATA ATG ACC CAA TTA AAT TAC ATA TTA TCC ATC ATA
s R K I M T ¢ L ¥ Y I L 5§ I I
GAT GAT ACT TAT GAT GCG TAT GGT ACA CIT GARA GAA CTC AGC CTC
b o T Y 0 A Y G T L E E L § L
TIT ACT GAA GCA CIT CAA AGA TGG AAT ATT GAG GCC GTA GAT AIG
F T E A V Q RW NI & &2 V D H
CTT CCA GAA TAC ATG AAA TTG ATT TAC AGG ACA CTC TTA GAT GCT
L P E Y M X L I Y R T L L D &
TTT AAT GAA ATT GAG GAA GAT ATG GCC AAG CRR GGA AGA TCA CAC
F ¥ E I E E D M & K 0 G R § {d
TGC GTA CGT TAT GCA AAA GAG GAG AAT CAA AAR GTA AIT GGA GCA
¢c v R Y 2 K E E N QO K V I G A
TAC TCT GIT CAA GCC AAA TGG TTC AGT GAA GGT TAC GTT CCA ACA
¥y §$ v.¢g 2 K WF S E G Y V P T
ATT GAG GAG TAT ATG CCT ATT GCA CTA ACA AGT TGT GCT TAC ACA
I EE Y ¥ P I & L T § C A& Y I
T7C GIC ATA ACA ART TCC TTC CTT GGC ATG GGT GAT TTT GCA ACT
FY 1.7 NS FL GH G D F AT
AAA GAG GIT TTT GAA TGG ATC TCC AAT AAC CCT ARG GIT GTA AAA
K £ v F E W I § ¥ N 2 K V ¥ K
GCA GCA TCA GTT ATC TGC AGA CTC ATG GAT GAC ATG CAA GGT CAT
& A § VvV I CR L N DD M QO G H
GAG TTT GAG CAG RAAG AGA GGA CAT GIT GCG TCA GCT ATT GAA TGT
EFE J K R G & VvV a 5 & I EC
TAC ACG AAG CAG CAT GGT GIC TCT AAG GAA GAG GCA ATT AAA ATG
Y T K ¢ 0 6 Vv § X E E A I K M
T1T GAA GAA GRA GIT GCA AAT GCA TCG AAA GAT ATT AAC GAG GAG
F EE E V a2 XN A % KD I N E E
T1G ATG ATG AAG CCA ACC GIC GTT GCC CGA CCA CTG CTC GGG ACG
L ¥« P T VVAERPL L 6T
ATT CTT AAT CTT GCT CGT GCA ATT GAT TTT ATT TAC ARA GAG GAC
I .. ¥ L 2 R A 1 D F I Y K E D
GAC GGC TAT ACG CAT TCT TAC CTA ATT AAA GAT CAA RTT GCT TCT
p 6 Y T #H § Y L I K D Q9 I A S

GIG CTA GGA GAC CAC GTT CCA TIT TGA 1647
v L ¢ 0D & VvV 2 F *

FIG. 8(d)-2
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SEQ ID NO:10 ATG TCG TCT GCA GAA ACR TTT CGT CCT ACT GCA GAT TTC CAT CCT

SEQ ID NO:5 ] ¥ S S 6 E T F R P T & D F H P
46 AGY TTA TCG AGA AAC CAT TIC CTC AAA GGT GCT TCT GAT TTC RAG
16 S L ¥ R N B F L ¥ 6 A S D F K
91 ACh GIT GAT CAT ACT GCA ACT CRA GAA CGA CAC GAG GCA CTC AAA
31 T v D K T A T Q E R H E A L K
134 GAA GAG GTA ACG AGA ATG ATA ACA GAT GCT GAA GAT ARG CCT GIT
16 EE V R R MW I T D A E D K P V
181 CAG AAG TTA CGC TTG ATT GAT GRA GTA CAA CGC CTG GGG GIG GCT
b1 0 K L R L I 0D E V 0 R L & VvV A
208 TAT CAC TTT GAG AAA GAA ATA GAA GAT GCA ATA CAA ARA TTA TGT
76 Y H F E K E I E D A I Q K L C
271 CCA AAC TAT ATT CAC AGF AAT AGC CCT GAT CTT CAC ACC GIT TCT
91 P N Y I H 5 N § P D L E T V S
316 CTT CAT TTT CGA TTG CTT AGC CAG CAA GGA ATC AAG ATT TCA TGT
1 L B » R L L R Q O ¢ I K 1 § ¢
36! GAT GTG TTT GAG AAG TTC ARA GAT CAT GAG GGT AGA TIC AAG TCA
122 p V F E £ #» K D D E 6 R F K §
406 - ICC TTG ATA AAC GAT GIT CAA GGG ATG TTA AGT TTG TAC GAG GCA
13 S L I N D V Q 6 ¥ L S L Y E A
451 GCA TAC ATG GCA GIT CGC GGA GAA CAT ATA TTA GAT GAA GCC ATT
151 A Y M A V R G E H I L D E A I
£96 GCT TTC ACT ACC ACT CAC CTG AAG TCA TTG GTA GCT CRG GAT CAT
%6 & F T T T B L X S L vV A g D H
541 GTA ACC CCT ARG CTT CGCG GAA CAG ATA AAT CAT GCT TTA TAC CGT
1 VvV T P K L A E Q I ¥ H A L Y &
586 CCT CTT CGT AAR ACC CTA CCA AGA TTA GAG GCG AGG TAT TIT AIG
% P L R K T L ? R L E A R Y F M
631 TCC ATG ATC AAT TCA ACA AGT GAT CAT TTA TAC AAT AAA ACT CTG
211 S M I N S T S D H L ¥ N KB T L
616 CTG AAT TTT GCA AAG TTA GAT TTT AAC ATA TTG CTA GAG CTG CAC
2266 L N F A X L D F N I L L E L H
121 ARG GAG GAA CTC AAT GAA TTA ACA AAG TGG TGG ARA GAT TTA GAC
241 K. E E L ¥ E L T K W W ¥ 0 L D
766 TTC ACT ACA RAR CTA CCT TAT GCA AGA GAC AGA TTA GTG GAGC TTA
2% . F T T K P Y » R D R L V E L

L
FIG. 8(e)-1
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ES 2607 122 T3

TAT TIT T6G GAT TTA GGG ACA TAC TTC GAG CCT CAA TAT GCA TTT
- e A A Mt B S
GGG AGA BAG ATA ATG ACC CAA TTA AAT TAC ATA TTA TCC ATC ATA
CR R THE T 0 LN YL 8T
GAT GAT ACT TAT GAT GOG TAT GGT ACA CTT GAA GAA CTC AGC CIC
DD T Y DAY 6T 1T &% P L 8 1L
77 ACT GAA GCA GTT CAA AGA TGG AT ATT GAG GCC GTA GAT ATG
PFYOE RV 0 R oWNTE AN TD M
CTT CCA GAA FAC ATG ARA TTG ATT TAC AGG ACA CTC TIA GAT GCT
I P EY M ELI YRT L LT D &
TTT ART GAA ATT GAG GAA GAT ATG GCC AAG CAA GGA AGA TCA CAC
PN BT OB E D N OEE G e R EH
TCC GTA CGT TAT GCA ARA GAG GAG AAT CAA ARA GTA ATT GGA GCA
CV R Y EE L ENGE VT OCE
TAC TCT GTT CAA GCC ABA TGG TIC ACT GAA GGT TAC GTT CCA ACA
v S V0 OE KW PSR TV T
ATT GAG GAG TAT ATG CCT ATT GCA CTA ACA AGT TGT GCT TAC ACA
BB Y M P 1 B 1 7 ¢ ¢T3 v
TTC GTC ATA ACA AAT TCC TTC CTT GGC ATG GGT GAT TTT GCA ACT
Py T TN O§ P L 6N e P kT
BAR GAG GTT TTT GRA TGG ATC TCC AAT AAC CCT AAG GIT GTA ARA
RV PR R TSNP XV VK
GCA GCA TCA GIT ATC TGC AGA CTC ATG GAT GAC ATG CAA GGT CAT
S St i e A ) M| A M T S
GAG TTT GAG CAG AAG AGA GGA CAT GTT 6CG TCA GCT ATT GAA TGT
B F B0 KR CH OV OAS AT ¢
TAC ACG AAG CAG CAT GGT GTC TCT ARG GAA GAG GCA ATT ARA ATG
R S A S A M W A S
TTT GAA GAA GAB GTT GCA AAT GCA TGG ARA GAT ATT AAC GAG GAG
FEF L V AN A W X DTN E E
176 ATG ATG AAG CCA ACC GTC GIT GCC CGA CCA CTG CTC €65 ACG
P WL T VY BRI LT
ATT CTT AMT CTT GCT CGT GCA ATT GAT TTT ATT TAC ARA GAG GAC
I TN T &2 3 FE T 9 P 1T 1VERTETD
GAC GGC TAT ACG CAT TCT TAC CTA ATT AAR GAT CAA ATT GCT TCT
R A e e A Ay "l s Sl Wl

GIG CTA GGA GAC CAC GTT CCA TTT TGA 1647
v L 6 b B V P F *

FIG. 8(e)-2
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SEQ 1D
SEQ 1D

-

==
<O
g

ATG TCT TTG GAA GTT TCA GCC TCT CCT GCT AAA GIT ATC CAA AAT
m s L EV S 2 5 P A KV I 3 N

l
: 1
46 GCT GGG AAA GAT TCT ACT CGT CGC TCT GCA AAT TAT CAT CCA AGC
16 & 6 K o0 S T R R § A N Y H P §
81 ATC TGG GGG GAT CAT TTC CTT CAA TAT ACT TGT GAC ACC CAG GAA
il ' W 6 D H F L Q0 Y T C D T Q E
13
46

b ACT GAT GAT GGC AGC AAT GTA ARG CAT CTA CAG CTG RAG ARA GAA
T p 6 S NV K H L E L K X E

181 RTT AGA AGA ATC CTA AAA GCT CAT AAC AMG CCT TCA CGT ACA CTT
bl I R &R M L XK &2 D ¥ K P2 § R T L
226 CAR TTG ATT GAT GCA ATT CRG CGT TTA GGA GTG TCT TAC CAT 17T
' ¢ L1 b A I ¢ R L G V & ¥ H F
211 oAR AGT GAG ATT GAT GAA ATA TTC GGA ARG ATG CAT AAG GCT TCC
9 Es E T O E I L G K MM 4 K & §
316 CAA GAC TCT GAT CIT TGT GAT AAT GAA AAT GRT GAG CTC TAT TAT
106 g v & b0 L ¢ D N E ¥ D E L Y1 Y
3] ATC TCT CTT CAT TTT CGA TTA CIT AGA CAA ART GGC TAT AnA RIT
i2] I § v 4 F R L L R QO ¥ G Y K I
496 TCC GCT GAT GTG TTC ARA AAG TTC ARA GAC ACG GAT GGG AAC TTT
136 S 4D V F ¥ K F ED T D G N F
451 ARR ACA TCT CTT GCG ARA GRT GIT CGA GGA ATG TTA AGC ITG TAT
19l E T § L A KD VEG MW L 5§ L ¥
494 GAR GCT ACG CAT CTC GGG GTA CAT GRA GRA GAT ATA CTA GAT GAR
166 E AT H L 6V i E E D I L D E
94l GCG CTT GCT TTC ACC ACT AGT CAC CTA GAG TCA ATA GCG ACT CAT
181 AL ® T T S H L E S T A T H
586 CAA RTC AGG TCT CCA CTT GIT GAA CRA GIC ARA CAT GCC TTA GIT
19¢ ¢ I R S P L ¥V E Q¢ V K KE A& L V
- 631 CAG CCT ATC CAC AGG GGC TTC CAA AGG CTT GAG GCA AGA CAG TAC
2i1 Qg p 1 H R 6 F QR L BE & R Q¥
676 ATT CCT ATC TAT CAA GAA GAA TCT CCC CAC AAT GAA GCT CTG TTA
226 P 1Y ¢ E E S F 4 N FE A L L
121 ACT TTT GCA RAG TTA GAT TIT AAC AAA TTG CAR AAG CCT CAC CAG
241 T F A K L D F N K L Q0 K P H Q
- Tob AAG GRA CTC GGT GAT ATT TCA AGG TGG TGG AAA GAR TTA GAC TIT
256 K E L 6 D 1 § R W W K E L D F

" FIG. 8(f)-1
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GCA CAT ARG CTA CCT TTC ATA AGR GAT AGA GIT GCG GAG TGC TAC
AH K L P F I R D RV A E C Y
TTT TGG ATA TTA GGA GEG TAT TTC GAG CCC CAA TAT TCA TTT GCA
F W I L GV Y F E P Q¢ Y S F A
AGh AGA ATA TTG ACC AAA GIG AIC TCC ATG ACT TCT GIT AIT GAT
RR I LT K v I § MM T § v I D
GAT ATC TAT GAT GIG TAT GGC ARA ATT GRA GAA CTT GAG CIT TTT
c 1 vy p v Y 6 K I E B L E L F
ACT TCA GCT ATT GAG AGG TGC GAT ATC AGT GCC ATA GAT CAA CIT
T § A I B R W D I § A I D 0 L
CCT GAG TAT ATG AAA TTG TGT TAT AGG GCC CTT CTT GAT GIT TIT
pPE Y M K L CY R A L L DV F
AGT GAA GCA GAG ARG GAT TTG GCC CCC CAA GGA AAA TCA TAC CGC
s> E 4 B K D L B P Q G K § ¥ R
- CTC TAT TAT GCR ARA GAA GCG ATG AAG AAT ATG GTT AAG AAT TAC

Y Y A K E A MK N MV K N Y
TTC TAC GRA GCT ARA TGG TGT CTT CAG AAT TAT GTA CCT ACA GTG
F Y EA K W CL QN Y V P TV
GAT GAG TAC AIG ACG GTT GCA TTA GIT ACA TCT GGC TCC CCA ATG
pbE Y M T V A L ¥ T § 6 5 P M
TTG TCA ACC ACA TCC TTT GTT GGC ATG GGA GAC ATT GTA ACT ARA
L § 1 17T 6§ F VG ¥ G D I VT K
GAA TCT TTT GAG TGG TTA TTC AGC AAT CCT AGA TTT AIT AGG GCT
E § » E ¥ L F § N P R F I R A
TCT TCT ATA GIT TGC CGA CTC ATG GAT GAC ATA GIG TCA CAC AAG
s § 1 v CR L KD DI Vv § H K
TTT GRA CAR AGC AGR GGG CAC GIT GCC TCA AGC GIT GAG TGT TAC
F E.Q § R G H VvV 2 § § V E C ¥
ATG AAR CAA CAT CGA GCA ACA GAA GAG GAA GCA TGC AAT GAG TIT
¥k ¢ 4 ¢ A T E EE A CNEF
CGG AAA CAA GIT TCA AAT GCC TGG AAG GAT ATA AAT GAG GAC TGC
R K Q vV § N &2 W X DI N E D C
CTA CGC CCA ACG GTT GTG CCA ATG CCA CTT CTG ATG CGA AIT CTC
LT vvedw?r L L ¥R I L
AAT CTT ACA CGC GTT ATA GAT GIC ATT TAC ARG TAT GAA GAT GGC
N L T R ¥ I D V I ¥ K Y E D G
TAC ACT CAT TCC GCA GIT GEG CTG ARA GAT TTT GIT GCT TCT TTG
yf TR S AV V L K D F V A § L

TTT ATT AAT CCT GTG CCG ATA TGA 1689
F I N P V P T 7

FIG. 8(f)-2
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