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DESCRIPCION
Citocromo p450 y su uso para la oxidacion enzimatica de terpenos

Campo de la Invencién

La presente invencion proporciona las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de un citocromo P450
capaz de oxidar moléculas de terpeno. También proporciona un procedimiento de oxidacién de moléculas de
terpeno que comprende poner en contacto el citocromo P450 de la invencién con la molécula del terpeno que se
pretende oxidar. En particular, dicho procedimiento puede realizarse in vitro o in vivo para producir moléculas de
terpeno oxidadas, que pueden utilizarse en campos técnicos diferentes tales como por ejemplo la perfumeria y la
industria de los aromatizantes. La presente invenciéon también proporciona un vector de expresion que contiene el
acido nucleico. También es un objeto de la invencidon un organismo hospedador no humano o una célula
transformada con el acido nucleico.

Antecedentes de la invencion

Los terpenos se encuentran en la mayoria de los organismos (microorganismos, animales y plantas). Estos
compuestos estan compuestos de cinco unidades de carbono llamadas unidades de isopreno y se clasifican por el
numero de estas unidades presente en su estructura. De este modo, los monoterpenos, los sesquiterpenos y los
diterpenos, son terpenos que contienen 10, 15 y 20 atomos de carbono respectivamente. Los diterpenos, por
ejemplo, se encuentran ampliamente en el reino vegetal y se han descrito mas de 2500 estructuras de diterpeno
(Connolly y Hill, Dictionary of terpenoids, 1991, Chapman & Hall, London). Las moléculas de terpeno y sus derivados
oxidados han sido de interés durante miles de afios debido a sus propiedades de fragancia y sabor y a sus efectos
cosmeéticos, medicinales y antimicrobianos. Los extractos vegetales obtenidos por diferentes medios tales como la
destilacién en fase vapor o la extraccién con disolventes se utilizan como una fuente de derivados oxidados de
moléculas de terpeno. Como alternativa, las moléculas de terpeno que se encuentran en los extractos vegetales u
obtenidas por procedimientos biosintéticos se oxidan utilizando procedimientos quimicos y enzimaticos.

La oxidacidon enzimatica de los terpenos involucra frecuentemente las enzimas llamadas citocromos P450 (P450),
que normalmente son capaces de catalizar la transformacién de un sustrato hidréfobo, tal como una molécula de
terpeno, en uno mas hidréfilo. Las enzimas del Citocromo P450 forman una superfamilia de hemoproteinas que se
encuentran en las bacterias, las arqueas y los eucariotas. En una de las actividades mas comunes, el citocromo
P450 actua como una monooxigenasa, por la insercion de un atomo de oxigeno del oxigeno molecular en una
molécula del sustrato, mientras que el otro atomo de oxigeno se reduce a agua.

Esta reaccion catalitica requiere dos electrones para la activacion del oxigeno molecular. Los P450 de los eucariotas
utilizan el NADPH como reductor externo y fuente de electrones. Los dos electrones se transfieren uno a la vez al
sitio activo del citocromo P450 y esta transferencia requiere una proteina donadora de electrones, una citocromo
P450 reductasa (CPR). Una CPR no es especifica para un citocromo P450. Una CPR es la proteina donadora de
electrones para varios P450 en un organismo dado. Ademas, una CPR de un organismo puede actuar como la
proteina donadora de electrones para los P450 de otros organismos. En algunos casos los P450 también pueden
acoplarse a una proteina del citocromo b5 que puede actuar como la proteina donadora de electrones o puede
mejorar la eficiencia de la transferencia de electrones desde la CPR al P450. En las células eucarioticas y
particularmente en las plantas, los P450 y las CPR son generalmente proteinas unidas a la membrana y estan
asociadas al reticulo endoplasmatico. Estas proteinas se fijan a la membrana por una hélice transmembrana N-
terminal.

Muchos P450 tienen una especificidad baja de sustrato y por tanto son capaces de catalizar la oxidacién de muchas
estructuras diversas tales como por ejemplo diferentes moléculas de terpeno. La mayoria de estas enzimas tienen
una regio y estereoselectividad particular con un sustrato dado pero con frecuencia producen una mezcla de
diversos productos de un sustrato particular. Dichos P450 estan implicados por lo general en el desdoblamiento y la
destoxificacion de las moléculas tales como los xenobibticos y generalmente se encuentran en las bacterias y los
animales. Por otra parte, los P450 implicados en las rutas biosintéticas muestran por lo general una especificidad
hacia ciertos tipos de sustratos y regio y estereoselectividad. Este es el caso para la mayoria de los P450 de plantas.

Puede encontrarse un gran numero de P450 en la naturaleza y en particular en las plantas. Un genoma de una
planta puede contener varios cientos de genes que codifican los P450. Muchos P450 de las plantas se han
caracterizado pero considerando el nimero extremadamente grande de P450 presente en las plantas, la mayoria de
sus funciones permanecen desconocidas.

Por tanto, es deseable buscar nuevos P450 capaces de catalizar nuevas reacciones enzimaticas, para proporcionar
una produccién enzimatica de nuevos compuestos oxigenados o para producir compuestos oxigenados a través de
diferentes tipos de reacciones, por ejemplo de diferentes sustratos, que pueden ser mas facilmente accesibles.

Ya se han caracterizado varios P450. En particular, se han notificado citocromos P450 que tienen un cierto
porcentaje de identidad de secuencia con el citocromo P450 de la presente invencion que utilizan moléculas de
terpeno como sustratos.
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Los P450 mas cercanos a los de la presente invencion son los P450 del sorgo bicolor, entre los cuales la secuencia
mas cercana comparte el 67 % de identidad con las secuencias de aminoacidos que se describen en el presente
documento (Numero de Referencia EER94164).

Entre los terpenos oxigenados producidos por el citocromo P450 de la presente invencion, algunos son muy utiles en
el campo de la perfumeria y de los aromatizantes. En particular el kusimol, que es producido por la hidroxilacion del
zizaeno, es uno de los componentes claves del aceite de vetiver y por si mismo es un ingrediente perfumante
valioso. La oxidacién del zizaeno utilizando el citocromo P450 de la presente invencién proporciona una alternativa
ventajosa al aislamiento del kusinol del aceite de vetiver, que es un procedimiento dificil y costoso. Hasta donde se
tiene conocimiento, no se conoce ningun procedimiento enzimatico para la produccion de kusimol. Varios otros
ingredientes perfumantes y aromatizantes, para los que no se conoce ninguna sintesis enzimatica hasta la fecha,
pueden prepararse utilizando el citocromo P450 de la presente invencidon como se describira a continuacion.

Otros terpenos oxigenados producidos por el citocromo P450 de la presente invencion son Utiles para otros fines
tales como farmacos o productos agroquimicos. El citocromo P450 de la presente invencion, por tanto, abre una
nueva via biosintética para diversas moléculas que tienen propiedades interesantes Utiles en varios campos de la
industria y que son dificiles o incluso imposibles de aislar de la naturaleza y dificiles o imposibles de producir por
sintesis organica.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar procedimientos para fabricar terpenos oxigenados, en particular
kusimol, de una manera econémica. En consecuencia, la presente invencion tiene el objetivo de producir terpenos
oxidados que al mismo tiempo tengan pocos desechos, un procedimiento mas eficiente en cuanto a recursos y
energia que al mismo tiempo reduzca la dependencia de los combustibles fosiles. Es un objetivo adicional
proporcionar enzimas capaces de oxidar moléculas de terpeno, siendo utiles dichos productos oxidados como
ingredientes de perfumeria y/o aromaticos.

Abreviaturas utilizadas

pb pares de bases

DMAPP difosfato de dimetilalilo

ADN acido desoxirribonucléico

ADNc ADN complementario

CPR citocromo P450-reductasa

dNTP desoxi nucledtido trifosfato

DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiamintetraacético

FAD dinucledtido de flavina adenosina

FMN mononucleétido de flavina

FPP pirofosfato de farnesilo

CG cromatografia de gases

IPP difosfato de isopentenilo

IPTG isopropil-D-tiogalacto-piranésido

LB caldo para lisogenia

EM espectrometro de masa

mvaK1 mevalonato cinasa

MvaK2 mevalonato difosfato cinasa

NADP fosfato de dinucleétido de nicotinamida adenina
NADPH fosfato de dinuclestido de nicotinamida adenina, forma reducida
P450 citocromo P450

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

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

ARNmM acido ribonucleico mensajero

RBS sitio de unién al ribosoma.

Descripcioén de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento para oxidar enzimaticamente terpenos de una manera
econdmica, confiable y reproducible.

Como se pretende en la presente solicitud, todos los compuestos citados en la presente solicitud se definen por
medio de su férmula como se representa en la figura 1.

Un "citocromo P450" o un "polipéptido que tiene una actividad de citocromo P450" se pretende para el fin de la
presente solicitud como un polipéptido capaz de catalizar la oxidacién de una molécula de terpeno para formar un
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compuesto oxigenado tal como un alcohol, un aldehido, una cetona o un acido carboxilico. De acuerdo con una
realizacion preferida, el citocromo P450 actia como una mono-oxigenasa por la adicion solamente de un atomo de
oxigeno a un compuesto de terpeno. La capacidad de un polipéptido para catalizar la oxidacion de un terpeno
particular puede confirmarse simplemente mediante la realizacion del ensayo enzimatico como se detalla en el
Ejemplo 8.

De acuerdo con la presente invencién, los "polipéptidos" también pretenden incluir polipéptidos truncados a
condicion de que los mismos mantengan su actividad citocromo P450 como se define en cualquiera de las
realizaciones de la invencion y que compartan al menos el porcentaje de identidad definido con el fragmento
correspondiente de la SEQ. ID NO: 1 o0 2.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias peptidicas o nucleotidicas es una funcioén del nimero de restos de
aminoacidos o de acidos nucleicos que son idénticos en las dos secuencias cuando se ha generado una alineacion
de estas dos secuencias. Los restos idénticos se definen como restos que son iguales en las dos secuencias en una
posicion dada de la alineacion. El porcentaje de identidad de secuencia, como se utiliza en el presente documento,
se calcula a partir de la alineacion 6ptica tomando el nimero de restos idénticos entre dos secuencias dividiéndolo
entre el numero total de restos en la secuencia mas corta y multiplicando por 100. La alineacién 6ptima es la
alineacion en la que el porcentaje de identidad es el mas elevado posible. Pueden introducirse huecos en una o
ambas secuencias en una o mas posiciones de la alineacién para obtener la alineacion o6ptima. Estos huecos
entonces se tienen en cuenta como restos no idénticos para el calculo del porcentaje de identidad de secuencia.

La alineacion con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos
puede conseguirse de varias maneras utilizando programas de ordenador y, por ejemplo, programas de ordenador
disponibles publicamente en Internet. Preferentemente, puede utilizarse el programa BLAST (Tatiana y col., FEMS
Microbiol Lett., 1999, 174:247-250, 1999) ajustado a los parametros por defecto, disponible del National Center por
Biotechnology Information (NCBI) en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/b12seqg/wblast2.cgi, para obtener una
alineacion 6ptima de las secuencias peptidicas o nucleotidicas y para calcular el porcentaje de identidad de
secuencia.

Un objeto de la presente invencion es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica en al
menos el 85% a la SEQ. ID NO: 1 o 2 y que tiene una actividad de citocromo P450, caracterizado porque el
polipéptido capaz de catalizar la oxidacién de al menos un compuesto de terpeno seleccionado entre monoterpenos
y sesquiterpenos mono o policiclicos.

En una realizacion preferida, dicho sesquiterpeno o monoterpeno comprende al menos un grupo de metilo como
sustituyente sobre un resto ciclico. De acuerdo con una realizaciéon mas preferida, el citocromo P450 de la invencion
oxida dicho sustituyente de metilo para proporcionar un alcohol primario.

De acuerdo con una realizacion preferida, el compuesto de terpeno se selecciona entre el grupo que consiste en
zizaeno, alfa-cedreno, alfa-longipineno, alfa-funebreno, tujopseno, valenceno, beta-chamigreno, aloaromadendreno,
alfa-neocloveneno, isosativeno, ledeno, s-limoneno, alfa-humuleno, alfa-gurjuneno, alfa-pineno, beta-funebreno, R-
limoneno y beta-pineno. Mas preferentemente, dicho compuesto de terpeno se selecciona entre zizaeno, alfa-
cedreno, alfa-funebreno, valenceno y tujopseno. Mucho mas preferentemente, dicho compuesto de terpeno es
zizaeno.

En una realizacion preferida, un atomo de oxigeno se afiade al grupo metilo para proporcionar un alcohol primario,
un aldehido y/o un acido carboxilico. En una realizacién mucho mas preferida, el zizaeno se oxida al kusimol, zizanal
y/o acido zizanoico.

En el caso en el que se forma un aldehido y/o un acido carboxilico, dicho aldehido y/o un acido carboxilico se forma
por oxidacion adicional del alcohol primario ya sea por el P450 de la invencién por una o mas enzimas de otras
familias tales como por ejemplo las alcohol deshidrogenasas, las aldehido reductasas, las aldehido oxidasas. Estas
Ultimas enzimas estan presentes por ejemplo en cualquier organismo hospedador o célula en los que se pueda
expresar el polipéptido de la invencion.

De acuerdo con una realizacién preferida, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos al menos el
89%, preferentemente al menos el 90%, mas preferentemente al menos el 95% e incluso mas preferentemente al
menos el 98% idéntica a la SEQ. ID NO: 1 o 2. De acuerdo con una realizacidon mas preferida, el polipéptido
comprende la SEQ. ID NO: 1y 2. Incluso mas preferentemente comprende la SEQ. ID NO: 1y 2.

En una realizacion preferida de la invencidon la secuencia también comprende una secuencia de fijacion a la
membrana. La secuencia representada por la SEQ. ID NO: 1 0 2, o el derivado de la misma que tenga el porcentaje
requerido de identidad, es la parte del polipéptido que proporciona la actividad de P450. La secuencia de fijacion a la
membrana no esta implicada en la actividad catalitica de la enzima. La secuencia de fijacién permite la union a la
membrana. Las secuencias de fijacion adecuadas dependen del organismo en el que el polipéptido se expresa y las
secuencias disefiadas para tipos conocidos de organismos hospedadores son conocidas para los expertos en la
materia. Cualquier secuencia de fijacion adecuada puede utilizarse en combinacién con el polipéptido de la presente
invencion. Por tanto, de acuerdo con una realizacion preferida, el polipéptido comprende la SEQ. ID NO: 1 o 2,
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combinada con una secuencia de fijacion a la membrana.

Mas preferentemente, el polipéptido de la invencion consiste en la SEQ. ID NO: 1 o 2, opcionalmente combinada con
una secuencia de fijacién a la membrana.

Cuando el polipéptido no se combina con una secuencia de fijacion, dicho polipéptido no se unira a la membrana de
la célula. En este caso, el polipéptido de la SEQ. ID NO: 1 o 2 puede modificarse preferentemente con el fin de
mejorar su solubilidad en el citoplasma.

De acuerdo con otra realizaciéon preferida, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es una
variante de la SEQ. ID NO: 1 o 2 obtenida por ingenieria genética. En otros términos, dicho polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido mediante la
modificaciéon de la SEQ. ID NO: 3, 4 o el complemento de las mismas. De acuerdo con una realizaciéon mas
preferida, el polipéptido que tiene una actividad de citocromo P450 consiste en una secuencia de aminoacidos que
es una variante de la SEQ. ID NO: 1 o 2 obtenida por ingenieria genética, es decir una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido por la modificaciéon de una cualquiera de las SEQ.
ID NO: 3, 4 o0 el complemento de las mismas.

Los polipéptidos codificados por un acido nucleico obtenido por mutacién natural o artificial de un acido nucleico de
la invencién, como se describe a continuacion, también estan abarcadas por la invencion.

Las variantes del polipéptido que son resultado de una fusion de las secuencias de péptidos adicionales en los
extremos amino y carboxilo terminales también estan abarcadas por los polipéptidos de la invenciéon. En particular,
una fusidon de este tipo puede mejorar la expresion de los polipéptidos, puede ser util en la purificacion de la
proteina, puede mejorar la manera en la que el polipéptido puede fijarse a una membrana o puede mejorar la
actividad enzimatica del polipéptido en un entorno o sistema de expresiéon deseado. Dichas secuencias peptidicas
adicionales pueden ser un péptido sefial, por ejemplo. En consecuencia, la presente invencion abarca las variantes
de los polipéptidos de la invencion, tales como las obtenidas por la fusidn con otros oligo o polipéptidos y/o las que
se unen a péptidos sefial. Los polipéptidos que son resultado de una fusién con otra proteina funcional, tal como una
proteina de la via de la biosintesis del terpeno, preferentemente una terpeno sintasa, también estan abarcados por
los polipéptidos de la invencion. Un ejemplo preferido en particular del polipéptido de la invencién es una variante
que es resultado de la fusién con una secuencia peptidica que es un polipéptido de fusidon que comprende tanto un
polipéptido de la invencion (que tiene una actividad de citocromo P450) como un CPR.

De acuerdo con ofra realizacion, el polipéptido se aisla de Vetiveria zizanioides (L.) Nash.

También es un objeto de la presente invencién un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente.

De acuerdo con una realizaciéon preferida, el acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos al menos el
70 %, preferentemente al menos el 75 %, preferentemente al menos el 80 %, preferentemente al menos el 85 %,
preferentemente al menos el 90 %, preferentemente al menos el 93 %, mas preferentemente al menos el 95 % e
incluso mas preferentemente al menos el 98 %, idéntica a la SEQ. ID NO: 3, 4 o al complemento de las mismas. De
acuerdo con una realizacion mas preferida, el acido nucleico comprende la SEQ. ID NO: 3, 4 o el complemento de
las mismas. De acuerdo con una realizacion incluso mas preferida, el acido nucleico consiste en la SEQ. ID NO: 3, 4
o el complemento de las mismas, opcionalmente junto con una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia
de fijacion a la membrana.

De acuerdo con ofra realizacion, el acido nucleico se aisla de Vetiveria zizanioides (L.) Nash.

El acido nucleico de la invencidon puede definirse como que incluye polimeros de desoxirribonucledtido o de
ribonucledtido en la forma ya sea de una sola cadena o de doble cadena (ADN y/o ARN). También se ha de
entender que la expresién "secuencia de nucleétidos" comprende una molécula de polinucleétido o una molécula de
oligonucledtido en la forma de un fragmento separado o como un componente de un acido nucleico mas grande. Los
acidos nucleicos de la invencion también abarcan ciertas secuencias de nucleétidos aisladas incluyendo las que
estan substancialmente libres del material endégeno contaminante. El acido nucleico de la invenciéon puede estar
truncado, a condicién de que el mismo codifique un polipéptido abarcado por la presente invenciéon, como se ha
descrito anteriormente.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, al menos un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores comprende una secuencia de nucleétidos que se ha obtenido modificando la SEQ. ID NO: 3,
4 o el complemento de las mismas. Preferentemente, el acido nucleico consiste en una secuencia de nucledtidos
que se ha obtenido modificando la SEQ. ID NO: 3, 4 o el complemento de las mismas.

Los acidos nucleicos que comprenden una secuencia obtenida por la mutaciéon de la SEQ. ID NO: 3, 4 o el
complemento de las mismas, estan abarcados por la invencion, a condicion de que las secuencias que ellos
comprenden compartan al menos el porcentaje definido de identidad con los fragmentos correspondientes de la
SEQ. ID NO: 3, 4 o el complemento de las mismas y a condicion de que los mismos codifiquen un polipéptido que
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tenga una actividad de citocromo P450, como se ha definido en cualquiera de las realizaciones anteriores. Las
mutaciones pueden ser cualquier clase de mutaciones de estos acidos nucleicos, tales como mutaciones puntuales,
mutaciones de delecion, mutaciones de insercion y/o mutaciones del marco de lectura. Puede prepararse una
variante de acido nucleico para adaptar su secuencia de nucleétidos a un sistema de expresion especifico. Por
ejemplo, se sabe que los sistemas de expresion bacterianos expresan mas eficientemente los polipéptidos si los
aminoacidos son codificados por un codon preferido. Debido a la degeneracion del cédigo genético, en el que mas
de un codoén puede codificar el mismo aminoacido, las secuencias de ADN multiples pueden codificar el mismo
polipéptido, estando abarcada la totalidad de estas secuencias de aminoacidos por la invencion.

La presente invencion también proporciona un procedimiento para oxidar al menos un compuesto de terpeno que
comprende

a) poner en contacto dicho compuesto de terpeno con al menos un polipéptido de la invencion en presencia de
una citocromo P450 reductasa (CPR);
b) opcionalmente, aislar el terpeno oxidado producido en la etapa a).

El compuesto de terpeno oxidado por el polipéptido de la invencion y el propio polipéptido de la invencion son como
se han definido en cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente.

El procedimiento puede realizarse in vitro asi como in vivo, como sera explicara detalladamente mas adelante.

Cuando el procedimiento se realiza in vitro, el polipéptido de la invencién que se va a poner en contacto con el
compuesto de terpeno y el CPR puede obtenerse por extraccion a partir de cualquier organismo que lo exprese,
utilizando tecnologias convencionales de extraccion de proteinas o enzimas. Si el organismo hospedador es un
organismo unicelular o célula que libera el polipéptido de la invenciéon en el medio de cultivo, por ejemplo cuando
ninguna fijacién a la membrana esta presente, el polipéptido simplemente puede recolectarse del medio de cultivo,
por ejemplo por centrifugacion, seguida opcionalmente de las etapas de lavado y la resuspension en soluciones
tampon adecuadas. Si el organismo o célula acumula el polipéptido dentro de sus células, el polipéptido puede
obtenerse por ruptura o lisis de las células y la extraccion adicional del polipéptido del lisado celular. Cuando los
P450 y las CPR comprenden una secuencia de fijacion a la membrana, tales como los P450 y las CPR naturales en
las plantas, los mismos se asocian a las membranas y por tanto estan localizados en la fraccion de la membrana de
los lisados celulares. La fraccion de la membrana (microsomas) puede separarse facilmente de las otras fracciones
de la proteina por centrifugaciones diferenciales del lisado celular en bruto utilizando los procedimientos conocidos.

Para el procedimiento in vitro, el polipéptido de la invencion y la CPR pueden proporcionarse independientemente en
forma aislada o como parte de un extracto de proteina y se suspende en una solucién tampon a un pH éptimo. Si es
adecuado, pueden afadirse sales, DTT, NADPH, NADH, FAD, FMN, y otras clases de cofactores enzimaticos, para
optimizar la actividad de la enzima. Las condiciones apropiadas se describen en mas detalle en los Ejemplos mas
adelante.

El compuesto de terpeno se afade después a la suspension o solucién, que después se incuba a la temperatura
optima, por ejemplo entre 15 y 40 °C, preferentemente a entre 25 y 35 °C, mas preferentemente a 30 °C. Después
de la incubacién, el terpeno oxidado producido puede ser aislado de la solucién incubada por procedimientos de
aislamiento convencionales, tales como la extraccién con disolventes y destilacion, opcionalmente después de la
retirada de los polipéptido de la solucién.

La CPR debe estar presente mientras que el P450 y el compuesto de terpeno estan en contacto.

De acuerdo con otra realizacién preferida, el procedimiento para oxidar los compuestos de terpeno se realiza in vivo.
En este caso, la etapa a) del procedimiento descrito anteriormente comprende cultivar un organismo hospedador no
humano o célula transformada para expresar al menos un polipéptido de la invencién en presencia de un compuesto
de terpeno que se va a oxidar en condiciones conductoras para la oxidacién del compuesto de terpeno, expresando
dicho organismo o célula adicionalmente una CPR.

El compuesto de terpeno y el polipéptido son como se definen en cualquier realizacion de la presente invencion.

En una realizacién de dicho procedimiento, el compuesto de terpeno que se va a oxidar es producido por el
organismo o la célula hospedadores que expresan el polipéptido de la invencion. En este caso, el compuesto de
terpeno es producido en el organismo o la célula hospedadores por una terpeno sintasa capaz de catalizar la
formacion del compuesto de terpeno a partir de un precursor de terpeno aciclico. La terpeno sintasa puede ser
producida ya sea naturalmente por el organismo o la célula hospedadores, o cuando el organismo o la célula
hospedadores no expresan la terpeno sintasa naturalmente, el mismo puede ser transformado para hacerlo.

En una realizacion alternativa, en el caso en el que se utiliza una célula hospedadora o cuando el organismo
hospedador es un microorganismo, el compuesto de terpeno que se va a oxidar puede afadirse al medio de cultivo
de la célula o microorganismo. El compuesto de terpeno penetrara a través de la membrana de la célula o
microorganismo, estando disponible de este modo para la reaccién con el polipéptido de la invencién expresado por
el microorganismo o célula hospedadora.
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De acuerdo con una realizacion mas preferida, el procedimiento comprende adicionalmente, antes de la etapa a),
transformar un organismo o una célula no humanos con al menos un acido nucleico de la invencién, de manera que
el organismo o célula exprese al menos un polipéptido de la invencién. El polipéptido y el acido nucleico son como
se han definido en cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente.

Realizar el procedimiento in vivo es en particular ventajoso puesto que es posible realizar el procedimiento sin aislar
previamente el polipéptido. La reaccion se produce directamente dentro del organismo o célula transformada para
expresar el polipéptido.

Para la actividad catalitica, los P450 deben utilizarse en combinacion con una P450-reductasa (CPR) que es capaz
de transferir electrones desde la NADPH (Fosfato del dinucleétido de nicotinamida adenina, forma reducida) al sitio
activo del P450, para reconstituir la actividad de P450. La CPR debe estar presente para realizar el procedimiento
tanto in vitro como in vivo. Cuando el procedimiento se realiza in vivo, la CPR puede estar presente ya sea
naturalmente en el organismo o la célula hospedadores, o dicho organismo o célula pueden transformarse para
expresar una CPR antes, simultaneamente o después de la transformacién para expresar el polipéptido de la
invencion. En una realizacién preferida de la invencion, el organismo o la célula hospedadores se transforman con
un polipéptido de fusidon que comprende tanto el polipéptido de la invencion como la CPR.

En otra realizacion preferida, la CPR es una CPR vegetal. Mas preferentemente la misma deriva de una CPR de
Arabidopsis thaliana.

El organismo o la célula no humanos puede transformarse ventajosamente de manera adicional con al menos un
gen que codifica un polipéptido implicado en el metabolismo de produccién de los precursores de terpeno acrilico
tales como el pirofosfato de geranilo, el pirofosfato de farnesilo o el pirofosfato de geranilogeranilo. Dichos
polipéptidos incluyen por ejemplo las enzimas de la via de MEP, de la via de MVA y/o de las prenilos transferasas.

La transformacion de un organismo o una célula no humanos con un polipéptido que tiene una actividad de
citocromo P450 y con una CPR, o con un polipéptido de fusién que comprende los dos, en presencia de un
compuesto de terpeno que se va a oxidar, como se ha descrito en cualquiera de las realizaciones de la invencion, es
suficiente para que la oxidacion del terpeno se realice. Sin embargo, la transformacion adicional con al menos una
enzima implicada en la produccién de un precursor de terpeno aciclico y/o del difosfato de isopentenilo (IPP) o
difosfato de dimetilalilo (DMAPP), tiene la ventaja de incrementar la cantidad de compuesto de terpeno disponible
para que se oxide.

El organismo o célula tiene por objeto "expresar" un polipéptido, a condiciéon de que el organismo o célula se
transforme para alojar un acido nucleico que codifica el polipéptido, este acido nucleico se transcribe en ARNm vy el
polipéptido se encuentra en el organismo ola célula hospedadores. El término "expresa" abarca "expresa
heterélogamente" y "sobreexpresa", éste ultimo que hace referencia a los niveles de ARNm, a la actividad del
polipéptido y/o la enzima por encima y por debajo de lo que se mide en un organismo o célula no transformada. Una
descripcion mas detallada de procedimientos adecuados para transformar un organismo o una célula hospedadores
no humanos se describe a continuaciéon en la parte de la especificacion dedicada a dichas células u organismos
hospedadores no humanos transformados como los objetos especificos de la presente invencion y en los Ejemplos.

Los procedimientos para transformar los organismos, por ejemplo microorganismos, de modo que los mismos
expresen una terpeno sintasa son conocidos en la técnica. Dichos procedimientos pueden encontrarse por ejemplo
en el documento WO 2010/134004, que describe la transformacion de diversas células y organismos hospedadores
con una zizaeno sintasa, es decir una enzima capaz de catalizar la produccion de zizaeno a partir del pirofosfato de
farnesilo.

Para realizar la invencion in vivo, el organismo o la célula hospedadores se cultivan en condiciones que conducen a
la produccion del terpeno oxidado. Dichas condiciones son cualesquiera condiciones que conduzcan al crecimiento
del organismo o la célula hospedadores. Preferentemente, dichas condiciones estan disefiadas para el crecimiento
optimo del organismo o la célula hospedadores. En consecuencia, si el elemento hospedador es una planta
transgénica, se proveen las condiciones del crecimiento éptimas, tales como las condiciones de la luz, del agua y de
los nutrientes, 6ptimas, por ejemplo. Si el elemento hospedador es un organismo unicelular, las condiciones que
conducen a la produccién del terpeno oxidado pueden comprender la adicién de los cofactores adecuados al medio
de cultivo del elemento hospedador. Ademas, puede seleccionarse un medio de cultivo, para maximizar la oxidacién
del terpeno. Las condiciones 6ptimas del cultivo son conocidas por el experto en la materia y no son especificas
para la presente invencion. Los ejemplos de las condiciones adecuadas se describen de una manera mas detallada
en los siguientes Ejemplos.

Los organismos hospedadores no humanos para realizar el procedimiento de la invencion in vivo pueden ser
cualesquiera organismos unicelulares o multicelulares no humanos. En una realizacion preferida, el organismo
hospedador no humano utilizado para realizar la invencion in vivo es una planta, un procariota o un hongo. Se puede
utilizar cualquier planta, procariota u hongo. Las plantas particularmente udtiles son aquellas que producen
naturalmente cantidades elevadas de terpenos. En una realizacién mas preferida, la planta se selecciona entre la
familia Solanaceaee, Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae o Lamiaceae. Por ejemplo, la
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planta se selecciona entre los géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago
(alfalfa), Gossypium (algodoén), Artemisia, Salvia y Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a las especies de
Nicotiana tabacum.

En una realizacion mas preferida, el organismo hospedador no humano utilizado para realizar el procedimiento de la
invencion in vivo es un microorganismo. Puede utilizarse Cualquier microorganismo pero de acuerdo con una
realizacion incluso mas preferida, el microorganismo es una bacteria o un hongo. Preferentemente, el hongo es la
levadura. Mas preferentemente, la bacteria es E. coli y la levadura es Saccharomyces cerevisiae.

Varios de estos organismos no producen el terpeno que se va a oxidar de manera natural. Para que sean
adecuados para realizar el procedimiento de la invencion, estos organismos tienen que ser transformados para
producir el terpeno. Los mismos pueden ser transformados de este modo ya sea antes, simultdneamente o después
de la transformacion con el acido nucleico descrito de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, como
se ha explicado anteriormente.

También pueden utilizarse células eucaridticas superiores aisladas, en lugar de organismos completos, como
elementos hospedadores para realizar el procedimiento de la invencioén in vivo. Las células eucariéticas adecuadas
pueden ser cualquier célula no humana, pero preferentemente son células vegetales.

Una herramienta importante para transformar los organismos o las células hospedadores para realizar el
procedimiento de la invencién in vivo es un vector de expresion que comprende un acido nucleico de acuerdo con
cualquier realizacién de la invencion. Por tanto, un vector de este tipo también es un objeto de la presente invencion,
en la que el vector esta en forma de vectores virales, bacteriéfagos y plasmidos.

Un "vector de expresion" como se utiliza en el presente documento incluye vectores virales, bacteriéfagos y
plasmidos. El experto es capaz de seleccionar un vector adecuado de acuerdo con el sistema de expresiéon. En una
realizacion, el vector de expresion incluye el acido nucleico de la invencion enlazado operativamente al menos a una
secuencia reguladora, la cual controla la transcripcion, la traduccion, el inicio y la terminacion, tal como un promotor,
operador o potenciador transcripcional, o un sitio de unién ribosémico al ARNm y, opcionalmente, incluyendo al
menos un marcador de seleccién. Las secuencias de nucledtidos estan "enlazadas operativamente" cuando la
secuencia reguladora se relaciona funcionalmente con el acido nucleico de la invencion.

Los vectores de expresion de la presente invencion pueden utilizarse en los procedimientos para preparar un
organismo y/o una célula hospedadores transformados genéticamente, en organismos o células hospedadores que
alojan los acidos nucleicos de la invencion y en los procedimientos para producir o fabricar los polipéptidos de la
invencion, como se desvela adicionalmente a continuaciéon. Una planta o una célula vegetal que comprenden un
vector de expresion son también un objeto de la presente invencién. Los organismos y las células hospedadores no
humanos recombinantes que comprenden al menos un acido nucleico de acuerdo con cualquier realizacion de la
presente invencion también son herramientas muy Utiles para realizar el procedimiento de la invencion. Dichos
organismos y células hospedadores no humanos son, por tanto, otro objeto de la presente invencion. En una
realizacion preferida, dicho organismo o célula hospedadores expresan o sobre-expresan heterélogamente un
polipéptido de acuerdo con cualquier realizacién de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion preferida, el organismo o la célula hospedadores no humanos expresan
adicionalmente una P450-reductasa (CPR), como se ha descrito anteriormente. La CPR puede estar presente ya
sea naturalmente en el organismo o la célula hospedadores o dicho organismo o célula puede transformarse para
expresar una CPR antes, simultaneamente o después de la transformacién para expresar el polipéptido de la
invencion. En una realizacion preferida de la invencion, el organismo o la célula hospedadores se transforman para
expresar un polipéptido de fusién que comprende tanto el polipéptido de la invencién como la CPR.

En otra realizacion preferida, el organismo o célula es capaz de producir el terpeno que se va a oxidar. Este es el
caso cuando el organismo o célula expresa una terpeno sintasa capaz de catalizar la transformacion del terpeno. En
el caso en el que el organismo o la célula hospedadores no expresen dicha terpeno sintasa de manera natural, ésta
puede transformarse antes, simultaneamente o después de la transformacién con el polipéptido que tiene una
actividad de P450.

El organismo o la célula no humanos pueden transformarse ventajosamente de manera adicional con al menos un
gen que codifica un polipéptido implicado en el metabolismo de produccion del precursor de terpeno aciclico tal
como el pirofosfato de geranilo, el pirofosfato de farnesilo o el pirofosfato de geranilogeranilo. Dichos polipéptidos
incluyen por ejemplo las enzimas de la via de MEP, de la via de MVA y/o las prenilo transferasas. La transformacion
de un organismo o una célula no humanos capaz de producir un compuesto de terpeno con un polipéptido de la
invencion y con una CPR, o con un polipéptido de fusién que comprende ambos, como se describe en cualquiera de
las realizaciones de la invencion, es suficiente para que la oxidacion del terpeno se realice. Sin embargo, la
transformacion adicional con al menos una enzima implicada en la produccién de un precursor de terpeno aciclico
y/o del difosfato de isopentenilo (IPP) o el difosfato de dimetilalilo (DMAPP), tiene la ventaja de incrementar la
cantidad del terpeno disponible para que se oxide.
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Los tipos de organismos o células hospedadores no humanos de la invencién son un procariota, un hongo o un
microorganismo como se describen en el procedimiento para oxidar un compuesto del terpeno.

El término "transformado” se refiere al hecho de que el elemento hospedador se sometié a ingenieria genérica para
comprender una, dos o mas copias de cada uno de los acidos nucleicos requeridos en cualquiera de las
realizaciones descritas anteriormente. Preferentemente, el término "transformado" se refiere a hospedadores que
expresan heterélogamente los polipéptidos codificados por el acido nucleico con el que se transforman, asi como la
sobre-expresion de los polipéptidos. En consecuencia, en una realizacién, la presente invencién proporciona un
organismo transformado, en el cual los polipéptidos se expresan en una cantidad mas elevada que en el mismo
organismo no transformado de este modo.

Existen diversos procedimientos conocidos en la técnica para la creaciéon de células u organismos hospedadores
transgénicos tales como plantas, hongos, procariotas o cultivos de las células eucariéticas superiores. Los vectores
de clonacion y de expresion apropiados para su uso con hospedadores celulares bacterianos, fungicos, de levadura,
de plantas y de mamiferos, se describen por ejemplo, en Pouwels y col., Cloning Vectors: A Laboratory Manual,
1985, Elsevier, INueva York y Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% edicion, 1989, Cold
Spring Harbor Laboratory Press. Los vectores de clonacion y expresion para las plantas y/o las células vegetales
superiores estan disponibles en particular para el experto. Véase por ejemplo Schardl y col. Gene 61:1-11, 1987.

Los procedimientos para la transformacion de células u organismos hospedadores para alojar acidos nucleicos
transgénicos son familiares para el experto. Para la creacion de plantas transgénicas, por ejemplo, los
procedimientos habituales incluyen: la electroporacion de los protoplastos de plantas, la transformacion mediada por
liposomas, la transformacion mediada por agrobacterium, la transformacién mediada por polietilenglicol, el
bombardeo por particulas, la microinyeccion de células vegetales y la transformacién utilizando virus.

En una realizacion, el ADN transformado se integra en un cromosoma del organismo y/o la célula hospedadores no
humanos de modo que dé como resultado un sistema recombinante estable. Cualquier procedimiento de integracion
cromosomica conocido en el arte puede utilizarse en la practica de la invencion, incluyendo pero sin limitacion el
intercambio de casetes mediado por recombinasa (RMCE), la insercion cromosémica especifica para el sitio viral, la
inyeccion de adenovirus y pronuclear.

Una "variante polipeptidica" como se denomina en el presente documento, significa un polipéptido capaz de catalizar
la oxidacion de un compuesto de terpeno de la Férmula (I) y que tiene un porcentaje suficiente de identidad de
secuencia de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores. Dichos polipéptidos variantes son codificados
por las secuencias nucleotidicas que han padecido una o mas deleciones, inserciones o sustituciones.

Las variantes pueden comprender las secuencias sustituidas conservadoramente, significando que un resto de
aminoacido dado es reemplazado por un resto que tiene caracteristicas fisicoquimicas semejantes. Los ejemplos de
las sustituciones conservadoras incluyen la sustitucion de un resto alifatico por otro, tal como lle, Val, Leu, o Ala por
otro, o sustituciones de un resto polar por otro, tal como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o GIn y Asn. Véase Zubay,
Biochemistry, Addison-Wesley Pub. Co., (1983). Los efectos de dichas sustituciones pueden calcularse utilizando las
matrices de evaluacion de la sustitucion tales como PAM-120, PAM-200, y PAM-250 como se analizé en Altschul, (J.
Mol. Biol. 219:555-65, 1991). Otras sustituciones conservadoras de este tipo, por ejemplo las sustituciones de
regiones completas que tienen caracteristicas de hidrofobia semejantes, son bien conocidas. Los polipéptidos de la
invencion también pueden ser sometidos a sustituciones no conservadoras, para generar variantes mas diversas, a
condiciéon de que dichas variantes conserven la actividad de citocromo P450. Las variantes también pueden ser
producidas por la delecién e insercion del o de los nucleétidos en las secuencias de acidos nucleicos que codifican
el polipéptido variante.

Las variantes de los polipéptidos de la invencion pueden utilizarse para lograr por ejemplo la actividad enzimatica
potenciada o reducida deseada, la regioquimica o la estereoquimica modificadas o la utilizacion del sustrato alterado
o la distribucidon del producto, la afinidad incrementada hacia el sustrato, la especificidad mejorada para la
produccion de uno o mas compuestos deseados, la velocidad incrementada de la reaccion de la enzima, la actividad
o estabilidad mas elevada en un entorno especifico (pH, temperatura, disolvente, etc.), o el nivel de la expresion
mejorado en un sistema de expresion deseado. Se puede fabricar una variante o mutante dirigido al sitio por
cualquier procedimiento conocido en la técnica. Las variantes y derivados de los polipéptidos naturales pueden
obtenerse mediante el aislamiento de las variantes que estan presentes de manera natural, o la secuencia de
nucledtidos de las variantes, u otras o las mismas especies o estirpes de plantas, o programando artificialmente
mutaciones de las secuencias de nucleétidos que codifiquen para los polipéptidos de la invencion. Las alteraciones
de la secuencia de aminoacidos naturales pueden conseguirse por cualquiera de un nimero de procedimientos
convencionales.

Las variantes de los polipéptidos que son resultado de una fusion de las secuencias de péptidos adicionales en los
extremos amino y carboxilo terminales de los polipéptidos de la invencién pueden utilizarse para potenciar la
expresion de los polipéptidos, pueden ser utiles en la purificacion de la proteina o pueden mejorar la actividad
enzimatica del polipéptido en un sistema de expresidon o entorno deseados. Dichas secuencias peptidicas
adicionales pueden ser péptidos sefial, por ejemplo. En consecuencia, la presente invencion abarca las variantes de
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los polipéptidos de la invencion, tales como las obtenidas por la fusién con otros oligo o polipéptidos y/o las que se
unen a péptidos sefal.

Todas las publicaciones mencionadas en la presente solicitud desvelan y describen los procedimientos y/o
materiales en relacion con los cuales se citan las publicaciones.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Estructuras de los compuestos citados.

Figura 2 Alineacion de las secuencias de aminoacidos de monooxigenasas de P450 seleccionadas con actividad
de terpeno hidroxilasa definida (técnica anterior). Las regiones conservadas encontradas en todas las enzimas
de P450 estan subrayadas. Las seis regiones utilizadas para disefiar los oligonucledtidos especificos de la
terpeno hidroxilasa estan subrayadas con flechas. La direccién de las flechas indica la orientacion de los
oligonucledtidos.

Figura 3: Modificaciones N-terminales (fijacion a la membrana) introducidas en los dos P450 de vetiver para una
expresion heteréloga mejorada en E. coli.

Figura 4: Espectro diferencial de CO representativo obtenido con la proteina recombinante de VzP521-11.

Figura 5: Secuencia de la regién espaciadora entre el P450 y la CPR en las construcciones bi-cistronicas. Las
secuencias del ADN y de los aminoacidos al final del P450 y al inicio de CPR se muestran.

Figura 6: Analisis por CGEM de la bioconversion de (+)-zizaeno con el E. coli que expresa el VzP521-16 de
P450 de vetiver y de una CPR de arabidopsis (tcATR1). A. Cromatograma de iones totales. B. Espectro de
masas del sustrato (1) y los productos (2 a 4) con la identidad y la estructura de los compuestos
correspondientes.

Figura 7: Esquema que muestra las etapas sucesivas de la oxidacién enzimatica del zizaeno.

Figura 8: Cromatograma de iones totales del analisis de CGEM de la bioconversion de varias moléculas de
terpeno por el P450 del vetiver. Los picos que corresponden al sustrato estan indicados y los pesos moleculares
de los productos estan indicados.

Figura 9: Esquema que muestra la bioconversion por los P450 de vetiver de varias moléculas de terpeno para
las cuales los productos fueron identificados.

Figura 10: Organizacion del operdn artificial disefiado para la co-expresion en E. coli de los P450 de vetiver, una
CPRy la zizaeno sintasa.

Figura 11: Cromatograma de iones totales de un analisis de CGEM del sesquiterpeno producido por las células
de E. coli que expresan la (+)-zizaeno sintasa, el VzP521-16-1 de P450 de vetiver y la CPR de arabidopsis, junto
con las enzimas para la produccion de FPP utilizando una via de mevalonato heteréloga.

Realizaciones especificas de la invencion o ejemplos
La invencion se describira ahora en mas detalle por medio de los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Extraccion del ARN y construccion de la biblioteca de ADNc

Se obtuvieron plantas de vetiver (Vetiveria Zizanioides (L.) Nash) de un vivero de plantas (The Austral Plants
Company, Les Avirons, Isla Reunién, Francia). Las plantas se cultivaron en macetas en un invernadero (Lullier
Agronomy research Station, Ginebra, Suiza) y se propagaron vegetativamente por la division de grupos de seis
meses hasta un afio de edad. Para la recoleccion de las raices, las plantas se retiraron de las macetas y se
aclararon con agua del grifo.

Para la extraccion del ARN, se combinaron las raices de varias plantas: plantulas (de 4 a 6 meses después de la
propagacion), plantas viejas con un sistema de raices denso bien desarrollado (de 1 a 2 afios después de la
propagacion) y plantulas secadas a temperatura ambiente durante 24 a 36 horas después de ser retiradas de las
macetas. Las raices se cortaron de la parte aérea de las plantas y se congelaron en nitrégeno liquido. Las raices se
recortaron primero toscamente en nitrégeno liquido utilizando un aparato Waring Blendor (Waring Laboratory,
Torrington, EE.UU.) y luego se molieron hasta un polvo fino utilizando un mortero y la mano del mortero. El ARN
total se extrajo siguiendo el procedimiento descrito en Kolosova y col. (Kolosova N, Miller B, Ralph S, Ellis BE,
Douglas C, Ritland K, y Bohlmann J, Isolation of high-quality RNA from gymnosperm and angiosperm trees. J
Biotechniques, 36(5), 821-4, 2004) con las siguientes modificaciones. Un volumen de 20 ml del tampdn de
extraccion se utilizé para 2 gramos del tejido molido y el tampon de la extraccion se suplementé con 2 % (p/v) de la
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PVP (polivinilpirrolidona, Sigma-Aldrich). Para la extraccion del CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio, Sigma-
Aldrich), el sedimento de acido nucleico se resuspendié en 2 ml del tampén de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA
1mM) y la extraccion se efectu6 con 2ml de NaCl 5M y 1 ml de CTAB al 10 %. Para la precipitacién del
isopropanol, el sedimento del acido nucleico se disolvié en 500 ul de TE. El sedimento del ARN final se resuspendié
en 50 pl de agua.

La biblioteca de ADNc de doble cadena ligada al adaptador se preparé a partir de 1 yg de ARNm utilizando el Kit de
Amplificacion de ADNc Marathon™ (Clontech, Takara Bio Europe) siguiendo el protocolo del fabricante.

Ejemplo 2

Diseno de los oligonucleétidos especificos para P450

Para disefar los oligonucledtidos especificos para los P450 de la planta con actividad de terpeno hidroxilasa, se
seleccionaron secuencias de aminoacidos de los P450 de hidroxilacién del terpeno conocidos: una limoneno 6-
hidroxilasa de hierbabuena (GenBank, n.° de referencia AAD44150), dos limoneno 3-hidroxilasas de menta
(GenBank, n.° de referencia AAD44152 y AAD44151), una epi-aristolocheno hidroxilasa del tabaco (Genbank, n.° de
referencia AAK62343), una premnaspirodieno hidroxilasa de Hyoscyamus muticus (GenBank, n.° de referencia
ABS00393), dos limoneno hidroxilasas de la hierbabuena escocesa (Genbank acccess, n.° de referencia y
AAQ18708), una diterpeno hidroxilasa del tabaco (Genbank, n.° de referencia AAD47832) y dos miembros de la
familia CYP71D, Cyp71D4 de la patata (Genbank, n.° de referencia CAC24711) y CYP7ID6 de la patata silvestre
(Genbank, n.° de referencia P93530). Las secuencias se alinearon con el programa ClustalW (Thompson, J.D.,
Higgins, D.G. y Gibson, T.J. (1994); CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence
alignment through sequence weighting, position specific gap penalties and weight matrix choice; Nucleic Acids Res.
22, 4673-4680). La alineacion se representa en la figura 2.

Para disefar los oligonucledtidos que se utilizaron para las amplificaciones de los fragmentos de los ADNCs de
P450 homodlogos, las regiones conservadas se seleccionaron en esta alineacion. Se tuvieron en cuenta parametros
tales como la conservacion de los aminoacidos a través de todas las secuencias y la presencia de los aminoacidos
con una degeneracion baja del codoén, en la seleccion de estas regiones. Ademas, debido a que los genomas de las
plantas contienen un gran numero de P450 implicados en muchos metabolismos diferentes, las regiones
relacionadas con las funciones comunes para todos los P450 se evitaron deliberadamente. Estas regiones incluyen
por ejemplo el dominio de unién a hemo que flanquea el resto de cisteina perfectamente conservado que se une
covalentemente al hierro hemo por medio de su cadena lateral de tiolato (motivo PFGXGRRICPG en la alineacién de
la invencion), el asi llamado "meandro" (motivo FXPERF en la alineacién de la invencién) implicado presumiblemente
en la interaccion con la proteina del compafiero redox y en la estabilizacion de la asociacion de la proteina hemo, y
la region de la hélice | localizada en el sitio activo sobre el lado distal del hemo (motivo (A/G)GTETSS) y estan
implicadas en la transferencia del protén y la activacion del oxigeno. De este modo se seleccionaron seis regiones
conservadas supuestamente caracteristicas de las terpeno monooxigenasas de la planta (subrayadas con flechas en
la figura 1).

Se disefiaron cebadores hibridos que contienen un nicleo generado 3’ y un pinzamiento zonal de consenso 5 a
partir de estas regiones siguiendo la estrategia para los Cebadores de Oligonucleétidos Hibridos Degenerados por
Consenso (CODEHOP, del inglés Consensus-Degenerated Hybrid Oligonucleotide Primers) (Rose T.M., Schultz
E.R., Henikoff J.G, Pietrokovski S., McCallum C.M., y Nenikoff S.; 1998; Consensus-degenerated hybrid
oligonucleotide primers for amplification of distantly related sequences; Nucleic Acids Research 26(7), 1628-1635) y
utilizando la interfaz en linea del programa de ordenador disponible en http://blocks.fhere.org/blocks/codehop.html.
Los oligonucledtidos se disefiaron para que tuvieran un nucleo degenerado de 11 a 14 bases con una degeneracion
maxima de 192 y una temperatura de hibridacion de entre 60 y 64 °C. Utilizando este procedimiento se disefiaron
tres cebadores de sentido (P450-terp-F1 a F3 (SEQ ID NO: 5 a 7)) y cuatro cebadores antisentido (P450-Terp-RI a
R4 (SEQ ID NO: 8 a 11) a partir de las seis regiones conservadas mostradas en la Figura 1 (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucledtidos especificos para la terpeno-hidroxilasa. La secuencia del niucleo degenerado de cada
cebador esta indicado con letras minusculas y el pinzamiento zonal de consenso esta indicado con mayusculas. Las
secuencias de nucledtidos estan indicadas del extremo 5’ al 3’ para los cebadores directos y del extremo 3’ al 5’ para
los cebadores inversos. La degeneracion en las secuencias de nucleétidos se indica utilizando el cédigo de una letra
de la IUPAC.

Secuencia de nucleétidos y secuencia de aminoacidos de consenso
Nombre del cebador .
correspondiente
450-terp-F1 GPVMHVQLGE
(SEQ ID NO: 5) 5'-GGCCCGGTGATGCACGTGcarytnggnga-3’
P450-terp-F2 PYGDHWRQMR
(SEQ ID NO: 6) 5'-CCGTACAGCGACCACTGGmrncaratgmg-3'
P450-terp-F3 SMTCRAAFG
(SEQID NO: 7) 5'-GCTCCATGACCTGCCGGdsngcenttygg-3'
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(continuacion)

Secuencia de nucleétidos y secuencia de aminoacidos de consenso
Nombre del cebador .

correspondiente
P450-terp-R1 VIKETMRMH
(SEQ ID NO: 8) 3'-cannanttyctCTGGTACGCCTACGT-5'
P450-terp-R2 ETMRMHPP
(SEC-ID-NO:9) 3’-ctytgndankcCTACGTGGGCGGG-5'
P450-terp-R3 FGLANVYLP
(SEQ ID NO: 10) 3'-aarccnrancgGTTGCAGATGGAGGGC-5'
P450-terp-R4 HFDWKLPTG
(SEQ ID NO: 11) 3'-gtraarctraccttyGACGGCTTCCC-5'

Ejemplo 3

Amplificacién de PCR de los ADNc del P450 de vetiver

Los cebadores descritos en el Ejemplo 2 se utilizaron para la amplificacion de los fragmentos del ADNc de P450 por
PCR de la biblioteca del ADNc del vetiver. Las PCR se realizaron utilizando la Mezcla de Polimerasa Advantage® 2
(Clontech, Takara Bio Europe). Cada una de las mezclas de PCR contenia, en un volumen total de 50 pl, 5 pl del
tampon de PCR Advantage® 2, dNTPs 200 uM, 200 nM de cada cebador del oligonucleétido, 5 pul de ADNc diluido
200 veces, 1 yl de la Mezcla de la Polimerasa Advantage® 2. Las siguientes condiciones se utilizaron para las
amplificaciones:

- 3 minutos de desnaturalizacion a 94 °C;
- 15ciclos de

o 1 minuto de desnaturalizacion a 94 °C,
o 1 minuto de hibridacién a 65 °C para el primer ciclo y menos de un grado para cada ciclo siguiente, y
o 2 minutos de extension a 72 °C;

- 20ciclos de

o 1 minuto de desnaturalizaciéon a 94 °C,
o 1 minuto de hibridaciéon a 58 °C y
o 2 minutos de extension a 72 °C; y

- finalmente 10 minutos de extension a 72 °C.

Se realizaron diferentes PCR con las posibles combinaciones de los cebadores sentido y antisentido especificos
para la terpeno-hidroxilasa. Los amplicones con el tamafio esperado se clonaron en el vector pCR®2.1-TOPO
utilizando el Kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA), los insertos se sometieron a secuenciacion del
ADN vy la secuencia se comparo frente a la base de datos de proteinas no redundantes del GenBank (NCBI)
utilizando el algoritmo BLASTXn (Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W., y Lipman, D.J. (1990) J. Mol. Biol.
215, 403-410).

Varias combinaciones de cebadores (P450-terp-F1 (SEQ ID NO: 5) con P450-terp-R2 (SEQ ID NO: 9), P450-terp-F3
(SEQ ID NO: 7) con P450-terp-R3 (SEQ ID NO: 10), y P450-terp-F1 (SEQ ID NO: 5) con P450-terp-R4 (SEQ ID NO:
11)) proporcionaron fragmentos del ADN con el tamafio esperado y con las secuencias que mostraban homologia
con respecto a las secuencias de P450. Solamente se conservaron los fragmentos que mostraban homologia con
las terpeno monooxigenasas caracterizadas (aproximadamente el 50 % de los fragmentos secuenciados). Las
secuencias de ADN seleccionadas se alinearon y se dedujo una secuencia del ADN de consenso de 1167 pb
(CA521 (SEQ ID NO: 12)). La secuencia de aminoacidos deducida de CA521 mostré una identidad tan elevada
como el 45 % con las terpeno monooxigenasas de la planta conocidas.

Se obtuvieron secuencias de longitud total con la técnica de Amplificacion Rapida de los Extremos del ADNc (RACE,
del inglés Rapid Amplification of cDNA Ends). El Kit de Amplificacion del ADNc de Marathon™ (Clontech, Takara Bio
Europe) se utilizé para todos los experimentos de RACE. Las mezclas de la reaccién de RACE tipicas contienen, en
un volumen final de 50 pl, 5 pl del tampén de PCR Advantage® 2 (Clontech, Takara Bio Europe), 200 uM de cada
dNTP, 1yl de la Mezcla de la Polimerasa Advantage® 2 (Clontech, Takara Bio Europe), 200 uM del cebador
especifico para el adaptador, 200 uM del cebador especifico para el ADNc y 5 yl del ADNc de las raices de vetiver
unidas al adaptador diluido 200 veces. La amplificaciéon se realizd sobre una maquina cicladora térmica de
Eppendorf Mastercycler Gradiant. Las condiciones de ciclacion térmica fueron como se indica a continuacion: 1 min
294 °C; 5ciclosde20sa94 °Cy3mina72°C, 5ciclosde 30sa94°Cy 3 mina 72°C, 20 ciclosde 30 sa 94 °Cy
3 min a 68 °C. Cuando fue necesario, se realizé una segunda vuelta de amplificacion utilizando los oligonucleétidos
encajados. Los amplicones con el tamafio esperado se clonaaron en el vector pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad,
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CA) y los insertos se sometieron a la secuenciacion de ADN y la secuencia se comparé frente a la base de datos de
la proteina no redundante de Genbank (NCBI) utilizando el algoritmo de BLASTX (Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W.,
Myers, EW., y Lipman, D.J. (1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410).

Para la amplificacion de los extremos de CA-521, se dedujeron oligonucledtidos de sentido y antisentido de los
fragmentos del ADN generados por PCR y se utilizaron en 3’RACE y 5’RACE: CA521-F1 (SEQ ID NO: 13), CA521-
F2 (SEQ ID NO: 14), CA521-R1 (SEQ ID NO: 15) y CA521-R2 (SEQ ID NO: 16). Utilizando los oligonucleétidos de
sentido, se obtuvo un fragmento de 500 pb (CA635 (SEQ ID NO: 17)), que compartia un solapamiento de 176 restos
idénticos con el fragmento de CA251. Este fragmento de CA635 contenia una region codificante de 138 pb,
incluyendo el codon de terminacion, seguido de una region 3’ sin traducir. El 5’RACE proporcioné un fragmento de
426 pb (CA884 (SEQ. ID NO:18)) que contenia la region codificante de 243 pb faltante en el extremo 5'.

Se disefiaron oligonucledtidos a partir de las regiones de inicio y de terminacion de la secuencia de la longitud total
reconstituida, CA251-inicio (SEQ. ID NO: 19), CA521-terminacion (SEQ. ID NO: 20), y se utilizaron como cebadores
para la amplificacion del ADNc de longitud completa. Esta amplificacion se realizé utilizando la Pfu ADN polimerasa
(Promega, Madison, WI, EE.UU.), en un volumen final de 50 pl que contenia 5 pl del tampén 10X de la Pfu ADN
polimerasa, 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador, 2,9 unidades de la Pfu ADN polimerasa y 2,5 yl del
ADNCc de vetiver diluido 200 veces. Las condiciones de ciclaciéon térmica fueron como se indica a continuacion:
1,5 min a 95 °C; 30 ciclos de 45sa 95°C, 30sa 64 °Cy 4 min a72°C;y 10 min a 72 °C. Los productos de la PCR
se clonaron en el vector pCR®2.1-TOPO utilizando el Kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
controld la secuencia del ADN. A partir de la secuenciacion de varios clones, se conservaron dos secuencias del
ADN distintas (VzP521-11 (SEQ. ID NO: 21) y VzP521-16 (SEQ. ID NO: 22)) que compartian el 93 % de identidad
de secuencia. Las secuencias de aminoacidos deducidas, compuestas de 513 y 514 restos respectivamente,
compartieron el 89 % de identidad. La identidad de secuencia de aminoacidos de VzP521-11 (SEQ. ID NO: 23) y
VzP521-16 (SEQ. ID NO: 24) con la correspondencia mas cercana en las bases de datos de la secuencia se
enumeran a continuacion.

Numeros de referencia, denominacion, organismo VzP521-11 VzP521-16
EER94164, proteina hipotética, Sorghum bicolor 68 % 67 %
IACF87848, proteina desconocida, Zea mays 67 % 67 %
EER96012, proteina hipotética, Sorghum bicolor 65 % 65 %
IACF86186, proteina desconocida, Zea mays 65 % 64 %
EER96013, proteina hipotética, Sorghum bicolor 65 % 64 %
EER92230, proteina hipotética, Sorghum bicolor 63 % 61 %
EAY78666, proteina hipotética, Oryza sativa 61 % 61 %
IAAP53961, proteina de la familia del citocromo P450, Oryza
sativa 61% 00 %
BAD17264, citocromo P450 supuesto, Oryza sativa 59 % 58 %

Las identidades de las secuencias de aminoacidos con las proteinas caracterizadas funcionalmente y disponibles
publicamente, mas cercanas, se enumeran en la tabla a continuacion:

Numeros de referencia, denominacion, organismo VzP521-11 VzP521-16
AAD44151, AAQ18706, AAD44152, AAT39473, AAQ18708M, 43 al 45 % 43 al 45 %
limoneno hidroxilasa, especies de Mentha.

IAAKG2432, premnaspirodieno oxigenasa, Hyoscyamus muticus 50 % 48 %
IAAK62432, epi-aristolocheno oxidasa, Nicotiana tabacum 46 % 45 %
IADF43083, germacreno A oxidasa, Bernadesia spinosa 44 % 44 %
IADM86719, valenceno oxidasa, Chicorium intybus 45 % 46 %
IAF43081, germacreno A oxidasa, Saussura costus 43 % 44 %

Los polipéptidos VzP521-11 (SEQ. ID NO: 23) y VzP521-16 (SEQ. ID NO: 24) comprenden una parte que es una
fijacion a la membrana y una region activa que es responsable de la actividad catalitica de P450. Las regiones
activas de VzP521-11 y VzP521-16 se representan en la SEQ. ID NO: 1 y 2, respectivamente. La secuencia de
acidos nucleicos que codifican para estas secuencias activas se representa en la SEQ. ID NO: 3 y 4,

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 625 861 T3

respectivamente.
Ejemplo 4

Expresion heterdloga de los P450 de vetiver en bacterias

En las monooxigenasas de P450 de eucariotas, la secuencia N-terminal de la proteina constituye una fijacion a la
membrana esencial para la localizaciéon en la membrana de estas enzimas. Esta parte de la proteina, delimitada por
un dominio rico en prolina (PPGP en 521-11 (SEQ ID NO: 23) y 521-16 (SEQ ID NO: 24)), no es esencial para el
control de la especificidad de la actividad enzimatica. Esta regién puede modificarse, de este modo, por delecion,
insercion o mutacion, sin efecto sobre la actividad catalitica. Sin embargo, se ha demostrado que la modificacion
especifica de la region N-terminal de los P450 de eucariotas, incluyendo los P450 de plantas, tiene un efecto positivo
sobre los niveles de proteinas recombinantes detectadas, cuando se expresan en los microorganismos (Halkier y
col. (1995) Arch. Biochem. Biophys. 322, 369-377; Haudenschield y col. (2000) Arch. Biochem. Biophys. 379, 127-
136). De este modo, basandose en estas observaciones previas las regiones de fijacion a la membrana de los P450
VzP521-11 y VzP521-16 se disefiaron para introducir la modificacién mostrada en la figura 3.

Los ADNc modificados se obtuvieron por PCR como se indica a continuacion. Un primer segmento que corresponde
a la region de fijacion a la membrana se amplificé utilizando los cebadores Pfus-Ndel (SEQ ID NO: 25) y 521_fus_r
(SEQ ID NO: 26) (con el plasmido P2-2-48 (Haudenschield y col. (2000) Arch. Biochem. Biophys. 379, 127-136)
como molde. Se amplificaron otros dos fragmentos utilizando el ADNc de los cebadores 521-fus-f (SEQ ID NO: 27) y
521-Hind (SEQ ID NO: 28) y ya sea el VzP521-11 (SEQ ID NO: 21) o0 VzP521-16 (SEQ ID NO: 22) como molde. Se
realizdé una segunda vuelta de PCR utilizando como modelo el primer producto de PCR y cualquiera de los dos
ultimos productos de PCR y como cebadores Pfus-Ndel (SEQ ID NO: 25) y 521-Hind (SEQ ID NO: 28). Todas las
PCR se realizaron con la Pfu ADN polimesasa (Promega, Madison, WI, USA), en un volumen final de 50 yl que
contenia 5 yl del tampdén 10X de la Pfu ADN polimerasa, 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador, 2,9
unidades de la Pfu ADN polimerasa y 2,5 yl del ADNc de vetiver diluido 200 veces. Las condiciones de ciclacion
térmica fueron como se indica a continuacion: 1,5 min a 95 °C; 30 ciclos de 45s a 95°C, 30s a 64°C y 4 min a
72 °C; y una etapa final de 10 min a 72 °C. Los dos productos de la PCR, VzP521-11-1 (SEQ. ID NO: 37) y VzP521-
16-1 (SEQ. ID NO: 38), se digirieron con las enzimas de restriccién de Ndel y Hindlll y se unieron en el plasmido de
expresion de pCWori (Barnes H.J. (1996) Method Enzymol, 272, 3-14) proporcionando los plasmidos pCW-218-521-
11 y pCW-218-521-16 que contenian respectivamente el ADNc que codificaba los P450 de VzP521-11-1y VzP521-
16-1 modificados N-terminalmente (secuencias de aminoacidos de los VzP521-11-1 (SEQ. ID NO: 35) y VzP521-16-
1 (SEQ. ID NO: 36)).

Para la expresion heterdloga, las células de E. coli JM109 se transformaron con los plasmidos de expresion 218-
521-11 y 218-521-16. Se utilizaron colonias individuales de transformantes para los cultivos inoculados de 5 ml del
medio LB que contenia ampicilina 50 pg/ml. Las células se cultivaron durante 10 a 12 horas a 37 °C. Los cultivos se
utilizaron después para inocular 250 ml del Medio TB (Terrific Broth) suplementado con ampicilina 50 uyg/ml y HCI de
Tiamina 1 mM. Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 3-4 h con agitacion moderada (200 rpm) antes de anadir
acido 8-aminolevulinico 75 mg/l (sigma) y IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) 1 mM, y los cultivos se
mantuvieron a 28 °C durante 24-48 h con agitacion a 200 rpm.

La expresion de las enzimas de P450 puede evaluarse cuantitativamente y cualitativamente mediante la medicion
del espectro de unién de CO (Omura, T. y Sato, R. (1964) J. Biol. Chem. 239, 2379-2387) en las fracciones de
proteina de E. coli. Para la extraccion de la proteina, las células se centrifugaron (10 min, 5000 g, 4°C) y se
resuspendieron en el tampén 1 enfriado con hielo (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, glicerol al 20 %, EDTA 0,5 mM). Se
afiadié un volumen de 0,3 mg/ml de lisozima (de la clara del huevo de pollo, Sigma-Aldrich) en agua y la suspension
se dejo 10-15 minutos a 4 °C con agitacion. La suspension se centrifugd durante 10 minutos a 7000g y 4 °C y el
sedimento se resuspendié en 20 ml del tampon 2 (KPO4 25 mM pH 7,4, EDTA 0,1 mM, DTT 0,1 mM, glicerol al
20 %). La suspension se sometio a un ciclo de congelamiento-descongelamiento a —80 °C, se afiadié PMSF 0,5 mM
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo, Sigma-Aldrich) y la suspension se sometié a ultrasonidos 3 veces durante 20
segundos. La suspension se centrifugd 10 minutos a 10000 g (para retirar los desechos de las células) y el
sobrenadante se recuperd y se centrifugé durante 2 horas a 100.000 g. El sedimento (fraccion de la proteina de
membrana) se resuspendié en 2-3 ml de tampén 3 (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, glicerol al 20 %). Para
medir el espectro de CO, la fraccion de la proteina se diluyé (1/10) en el tampdn 3 a un volumen final de 2 ml. Se
afiadieron algunos cristales del ditionito de sodio (Na2S204), la muestra se dividié en dos cubetas y el valor basal se
registré entre 370 y 500 nm. Después, la cubeta de la muestra se saturé con mondxido de carbono y se registré la
diferencia del espectro. La concentraciéon de la enzima de P450 puede estimarse a partir de la amplitud del pico a
450 nm utilizando el coeficiente de extension para el complejo de CO reducido de 91 mM-'ecm! (Omura, T. y Sato,
R. (1964) J. Biol. Chem. 239, 2379-2387).

Siguiendo este procedimiento, se midieron espectros de CO tipicos con una absorbancia maxima a 450 nm para las

proteinas recombinantes VzP521-11-1 (SEQ ID NO: 35) y VzP52116-1 (SEQ ID NO: 36), atestiguando un plegado
apropiado en las enzimas de P450 funcionales (Figura 4).
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Ejemplo 5

Expresion heterdloga de las P450-reductasas de plantas en bacterias

Para reconstituir la actividad de los P450 de planta, la presencia de una segunda proteina de membrana es esencial.
Esta proteina, la P450-reductasa (CPR), esta implicada en la transferencia de electrones desde NADPH (fosfato del
dinucleodtido de nicotinamida adenina, forma reducida) al sitio activo de P450. Se ha demostrado que una CPR de
una planta puede complementar la actividad de la enzima de P450 de otra planta (Jensen y Moller (2010)
Phytochemsitry 71, 132-141).

Se han notificado varias secuencias nucleotidicas que codifican la PCR de diferentes fuentes de plantas. Por
ejemplo, se han identificado dos CPR distintos, ATR1 y ATR2 (NCBI, n.° de referencia CAA46814.1 y CAA46815),
en Arabidopsis thaliana (Urban y col. (1997) J. Biol. Chem. 272(31) 19176-19186). Se ha demostrado que estas
CPR complementan varias enzimas de P450 de varias especies de plantas. Se sintetiz6 un ADNc (secuencia
tcATR1-opt (SEQ ID NO: 29) que codificaba para una versién truncada de ATR1 (delecidon de 17 aminoacidos N-
terminales) utilizando un coddn de uso 6ptimo para la expresion en E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.) e
incluyendo los sitios de restriccion de Ncol y BamHI en el extremo 5’ y el extremo 3’, respectivamente. Este ADNc se
unio en el plasmido pJ206 (DNA 2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.) proporcionando el plasmido pJ206-tcATR1-opt. El
inserto se digirid a partir del plasmido pJ206-tcATR1-opt con las enzimas de restriccion de Ncol y BamHI y se
unieron entre los sitios de restriccion correspondientes del plasmido de expresion de pACYDuet-1 (Novagen, Merck
Chemicals) proporcionando el plasmido pACYC-tcATR1-opt. La expresion funcional de las CPR en las células de E.
coli puede estimarse después de la reduccién enzimatica del citocromo C. El plasmido pACYC-tcATR1-opt se utilizé
para transformar las células B121(DE3) (Novagen) o JM109(DE3) (Promega, Madisson, WI, EE.UU.) de E. coli. Las
condiciones del cultivo, la expresion de la proteina y la preparacion de la proteina libre de células se hicieron como
se describio en el Ejemplo 4. Las proteinas se diluyeron en 1 ml de Tris pH 7,4 suplementado con FAD 5 uyM, FMN
5 pM, citocromo C 40 mM (Sigma-Aldrich), MgCl> 1 mM. La reaccién se inicié6 mediante la adicion de 0,12 mmoles de
NADPH (Sigma). La reduccién del citocromo C se registré por la medicion del incremento de DO a 550 nm durante
0,5 a 2 minutos. La actividad especifica de la reductasa (en mUnidades/pl) se calculé utilizando la siguiente formula:
(DOend-DOstrat)/21/tiempo(seg)/Vol(ul)X60000 (en mUnidades/ul). Normalmente, la actividad medida con el ATR1
recombinante varié entre 7 y 10 Unidades/yl.

Ejemplo 6

Co-expresion de un P450 y una P450 reductasa utilizando dos plasmidos

Para una biotransformacion celular completa utilizando P450 de planta, se requiere la co-expresion de las proteinas
P450 y CPR en una sola célula hospedadora. Esta co-expresion puede obtenerse utilizando dos plasmidos. Por
ejemplo, se co-transformaron células de E. coli de BL21 Star™(DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA) con el pACYC-
tcATR1-opt y el plasmido pCW-218-521-11 o pCW-218-521-16. Las células transformadas se seleccionaron sobre
placas de LB-agarosa de carbenicilina (50 pg/ml) y cloranfenicol (34 pug/ml). Se utilizaron colonias individuales para
inocular 5 ml del medio de LB liquido suplementado con los mismos antibiéticos. El cultivo se incubé toda la noche a
37 °C. El siguiente dia se inocularon de 2 a 250 ml del medio TB suplementado con los mismos antibiéticos y HCI de
Tiamina 1 mM con 0,2 ml del cultivo toda la noche. Después de 6 horas de incubacion a 37 °C, el cultivo se enfrié
gradualmente a 28 °C y se afiadieron IPTG 1 mM y acido 8-aminolevulinico 75 mg/I. El cultivo se mantuvo de 24 a 36
horas. Se prepararon fracciones de proteina como se describio en el ejemplo 4 y la expresion del P450 y CPR
recombinantes evalud utilizando el procedimiento descrito en los ejemplos 4 y 5, respectivamente.

Ejemplo 7

Co-expresion de un P450 y una P450 reductasa a partir de un solo plasmido

Se prepararon plasmidos de expresion con una construccion bi-cistrénica que comprendia un ADNc que codificaba
un P450 del vetiver y un ADNc que codificaba PCR. Las construcciones se disefiaron para la insercién entre las dos
regiones de codificacion de una secuencia espaciadora que incluia un sitio de unién al ribosoma (RBS) (véase la
figura 5).

El ADNc del tcATR1-opt (SEQ ID NO: 29) sintetizado con el uso del codon 6ptimo de E. coli (DNA 2.0, Menlo Park,
CA, EE.UU.) se modifico para afiadir al extremo 5', antes del codon de inicio, una extension de 30 pb que contenia la
secuencia espaciadora (SEQ ID NO: 30) y la secuencia de RBS. El ADNc del tcATR1-opt se amplificé utilizando los
cebadores 2390-CPR-F2 (SEQ ID NO: 31) y 2390-CPR-R2b (SEQ ID NO: 32) utilizando la Pfu ADN polimerasa
(Promega, Madison, WI, EE.UU.), en un volumen final de 50 pl que contenia 5 pl del tampdén 10X de la Pfu ADN
polimerasa, 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador, 2,9 unidades de la Pfu ADN polimerasa y 2,5 yl del
plasmido pJ206-tcATR1-opt. Las condiciones de ciclacion térmica fueron como se indica a continuacién: 1,5 min a
95 °C; 30 ciclos de 45sa95°C, 30s a60 °Cy 4 mina 72°C;y 10 min a 72 °C. Después de la purificacion sobre un
gel de agarosa, el producto de la PCR se uni6 en los plasmidos pCW-218-521-11 y pCW-218-521-16 digeridos por
Hindlll utilizando el Kit de Clonacién de PCR In-Fusion® Dry-Down (Clontech, Takara Bio Europe) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los dos plasmidos resultantes pCW-218-521-11 y pCW-218-521-16 contenian las
construcciones bi-cistronicas de las secuencias de VzP521-11-1 y VzP521-16-1 respectivamente, seguidas de la
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secuencia de tcATR1-opt.

Se transformaron células de E. coli con uno de estos dos plasmidos y las fracciones de la proteina de membrana se
prepararon como se describid en el Ejemplo 4. La expresion de P450 y CPR se verificd siguiendo los espectros de
union de CO y los ensayos de reduccion de NADPH como se describié en los Ejemplos 4 y 5.

Ejemplo 8

Bioconversion de zizaeno a kusimol utilizando células enteras de E. coli que expresan P450 de vetiver y CPR

La oxidacion de (+)-zizaeno puede ser realizarse utilizando células enteras que expresan P450 de vetiver y una CPR
(bioconversion). El zizaeno se preparoé utilizando células E. coli disefiadas siguiendo el procedimiento descrito en la
patente WO 2010/134004 y utilizando la sesquiterpeno sintasa con la secuencia de nimero de referencia HI931369.

En resumen, se transformaron células de E. coli de BL21Star™ (DE3) (Invitrogen, Ltd) con el plasmido pACYC-4506
y el plasmido pETDuet-VzZS-opt. El plasmido pACYC-4506 contenia los genes que codifican para las cinco enzimas
de una ruta biosintética que convierte el acido mevalénico en FPP: una mevalonato cinasa (MvaK1), una
fosfomevalonato cinasa (MvaK2), una mevalonato difosfato descarboxilasa (MvaD), una isopentenilo difosfato
isomerasa (idj) y la farnesilo difosfato sintasa (FPS). Para construir este plasmido, el gen FPS se amplificé a partir de
ADN genomico de S. cerevisiae y se uni6 en el primer sitio de clonacion multiple (MCS, del inglés multiple cloning
site) del pACYDuet-1 y se amplificd el operdn que codificaba los genes para un MvaK1, un MvaK2, un MvaD, y un idi
a partir del ADN gendmico de Streptococcus pneumoniae (ATCC BAA-334) y se unié en el segundo MCS. El
pETDuet-VzZS-opt contenia una version optimizada del codén de la (+)-zizaeno sintasa de vetiver (como se
describio en la SEQ ID NO: 11 del documento WO 2010/134004).

Se utilizaron colonias individuales de las células transformadas para inocular 5 ml del medio de LB suplementado
con carbenicilina (50 mg/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml). Los cultivos se incubaron toda la noche a 37 °C. El siguiente
dia se inoculd 11 del medio Terrific Broth (TB) suplementado con los mismos antibiéticos con 1/100 volimenes del
cultivo toda la noche. Después de 6 horas de incubacién a 37 °C, los cultivos se enfriaron gradualmente a 28 °C y se
afadieron IPTG 1 mM, acido mevalodnico 2 g/l preparado por disolucion de mevalonolactona (sigma-Aldrich) en
NaOH 0,5 N a una concentracion de 1 g/ml y la incubacién de la solucién durante 30 minutos a 37 °C), y 100 g/l de
resina de Amberlite™ XAD™-4 (Rhom and Haas) a los cultivos. Después de 48 h de incubacion, la resina se
recupero, se aclaré con agua y se eluyé con 3 volimenes de éter dietilico. El disolvente se retird y el producto
purificado por cromatografia ultrarrapida en gel de silice utilizando n-hexano como disolvente. Las fracciones que
contenian el (+)zizaeno se agruparon, el disolvente se retird por destilacion y el resto se utilizd6 como sustrato para
los ensayos de oxidacion.

Se transformaron células de E. coli (BL21Star™(DE3) (Invitrogen, Ltd) o JM109(DE3) (Promega)) con los plasmidos
pCW-218-521-11 o pCW-218-521-16 o las células se o-transformaron con los plasmidos pCW-218-521-11 o pCW-
218-521-16 y pACYC-tcATR1-opt y se cultivaron en un medio de TB suplementado con un 3 % de glicerol o el medio
de LB suplementado con un 1 % de glucosa. Los cultivos se incubaron a 37 °C hasta que alcanzaron una densidad
optica de 1. Después, los cultivos se transfirieron a 28 °C, se afiadieron IPTG 1 mM y acido 8-aminolevulinico
74 mg/l y el cultivo, y se incubaron durante 24 horas.

Las células se recogieron en la fase del crecimiento exponencial, se centrifugaron y se resuspendieron en 0.5
volumenes del tampon de fosfato de potasio 50 mM pH 7,0 suplementado con un 5 % de glicerol o un 3 % de
glucosa. El sustrato ((+)-zizaeno) se afiadié a una concentracion final de 0,5 mg/ml como una mezcla compuesta de
10 mg de Tween® 20 (sigma-Aldrich), 10 mg de antiespumante (Erol DF, PMC Ouvrie, Lesquin, Francia), 20 mg de
(+)-zizaeno y 1 ml de agua. La conversion se dejo proceder durante 24 horas a 20 °C con agitacion moderada. Los
medios se extrajeron con 2 volimenes de acetato de etilo y los extractos se analizaron por CGEM sobre un sistema
de la Serie GC de Agilent 6890 conectado a un detector de masas de Agilent 5975. La CG se equip6 con una por
una columna capilar SPB-1 de diametro interno de 0,25 mm por 30 m (Supelco, Bellefonte, PA). El gas vehiculo fue
He a un flujo constante de 1 ml/min. La temperatura inicial del horno fue de 50 °C (1 min de retencién) seguida de un
gradiente de 10 °C/min a 300 °C. La identificacion de los productos se basé en la comparacion de los espectros de
masa Y los indices de retencién con los patrones auténticos y las bases de datos internas.

En estas condiciones, la oxidacion del (+)-zizaeno se observd con células que contenian las proteinas
recombinantes VzP521-11-1 y VzP521-16-1. Estos productos se observaron y se analizaron por analisis por CGEM:
kusimol, zizanal y acido zizanoico, que fueron resultado de la oxidacion sucesiva del (+)-zizaeno (figura 6). Las
enzimas VzP521-11-1 y VzP521-16-1 catalizan de este modo la oxidacion del (+)-zizaeno a kusimol. La oxidacion
adicional del kusimol a zizanal y al acido zizanoico podria ser catalizada por los P450 recombinantes o por las
actividades enzimaticas de E. coli enddgenas (figura 7).
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Ejemplo 9

Bioconversion de otras moléculas de monoterpeno y sesquiterpeno utilizando las células enteras de E. coli
que expresan P450 de vetiver y CPR

Se prepararon células de E. coli que expresan los P450 de vetiver y una PCR, se cultivaron y las bioconversiones se
realizaron utilizando células en reposo en un tampoén de fosfato de potasio como se describio en el Ejemplo 8.

Se realizaron ensayos con varias moléculas de terpeno y la formacion de moléculas de terpeno oxigenado se evalud
utilizando analisis por CGEM como se describe en el Ejemplo 8. Ademas del (+)-zizaeno, se observo la
bioconversion con las siguientes moléculas: (+)-limoneno, (-)-limoneno, alfa-pineno, alfa-cedreno, alfa-longipineno,
alfa-funebreno, tujopseno, valenceno, beta-chamigreno, aloaromadendreno, alfa-neocloveneno, isosativeno, ledeno,
alfa-humuleno, alfa-gurjuneno, gamma-gurjuneno, beta-funebreno, alfa-copaeno, alfa-gurjuneno y beta-pineno. Las
estructuras de estas moléculas se muestran en la figura 1. Se muestran ejemplos de los cromatogramas de analisis
por GMCS de estas bioconversiones en la figura 8. Para algunos de los sustratos ensayados, los productos podrian
identificarse y se muestran en la figura 9.

Ejemplo 10

Oxidacidn in-vitro de compuestos que utilizan P450 de vetiver

La oxidacion del sesquiterpeno utilizando P450 del vetiver también puede realizarse in-vitro utilizando lisados
celulares o proteina purificada parcialmente.

Se transformaron células de E. coli (BL21Star™(DE3) (Invitrogen, Ltd) o JM109(DE3) (Promega)) con los plasmidos
pCW-218-521-11 o pCW-218-521-16 o las células se co-transformaron con los plasmidos pCW-218-521-11 o pCW-
218-521-16 y pACYC-tcATR1-opt. Las condiciones del cultivo de las células, la expresion de las proteinas y la
preparacion de las proteinas de la membrana fueron como se describid en los Ejemplos 4 y 5. Estas fracciones de la
proteina se utilizaron para la conversion in-vitro del (+)-zizaeno o las moléculas de terpeno enumeradas en el
Ejemplo 9. Los ensayos tipicos estan compuestos de 20 a 50 pl de proteinas, 0,4 mg de NADPH (sigma), FAD 5 uyM
(dinucledtido de flavina adenina, Sigma), FMN 5 uM (mononucledétido de flavina, Sigma), 0,05 mg de (+)-zizaeno en
un volumen total de 1 ml del tampén Tris 100 MM de pH 7.4. En algunos ensayos, se afadié un sistema de
reconstitucion de NADPH y consistié en 6-fosfato de glucosa 25 mM (Sigma) y 6 mUnidades de glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (Sigma). Los ensayos se incubaron de 2 a 12 horas a 30 °C. Después, las muestras se extrajeron
dos veces con un volumen de acetato de etilo y se analizaron por CGEM como se describié en el ejemplo 8.

Utilizando su enfoque, se obtienen los mismos productos que cuando se utilizan las células de E. coli completas
como se describid en los ejemplos 8 y 9.

Ejemplo 11

Produccioén in-vivo de kusimol en células disenadas por ingenieria genética

Los productos oxidados de (+)-zizaeno también pueden producirse en las células de E. coli disefiadas por ingenieria
genética para producir sesquiterpenos a partir de una fuente de carbono tal como la glucosa o el glicerol. Se
prepararon plasmidos que consistian en el plasmido pCWori (Barnes H.J (1996) Method Enzymol. 272, 3-14) que
contenia un operon compuesto del P450, la P450-reductasa y la terpeno sintasa. Se prepararon dos plasmidos de
este modo, mediante la insercidon de una secuencia de RBS y la secuencia optimizada que codificaba para la (+)-
zizaeno sintasa (VzZS) después del codén de terminacion de la secuencia de CPR en el pCW-2391-521-11 o pCW-
2392-521-16.

El VzZS se amplificé a partir del plasmido pETDuet-VzZS-opt (como se describe en el documento WO 2010/134004)
utilizando los cebadores 2401-VzZS-F (SEQ ID NO: 33) y 2401-VzZS-R (SEQ ID NO: 34). La PCR se realizd
utilizando la Pfu ADN polimerasa (Promega, Madison, WI, EE.UU.), en un volumen final de 50 pl que contenia 5 pl
del tampoén 10X de la Pfu ADN polimerasa, 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador, 2,9 unidades de la Pfu
ADN polimerasa y 50 ng del molde. Las condiciones de ciclacion térmica fueron como se indica a continuacion:
1,5 min a 95 °C; 30 ciclos de 45sa 95°C, 30sa60°C y 4 min a 72 °C; y 10 min a 72 °C. Los productos de la PCR
se purificaron y se unieron en los plasmidos pCW-218-521-11 o pCW-218-521-16 digeridos con las enzimas de
restriccion de Hindlll y Ecorl. Esta union se realizé utilizando el Kit de Clonacién de PCR In-Fusion® Dry-Down
(Clontech, Takara Bio Europe) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos resultantes pCW-218-521-
11 y pCW-218-521-16 contenian un inserto que consistia en las secuencias VzP521-11-1 o VzP521-16-1
respectivamente, la secuencia tcATR1-opt (P450 reductasa) y la secuencia VzZs ((+)-zizaeno sintasa) (figura 10).

Se preparo otro plasmido de expresion que contenia dos operones que consistian en los genes que codifican las
enzimas para una via de mevalonato completa. Se sintetizd6 quimicamente un primer operdn sintético que consistia
en los genes de una acetoacetil-CoA tiolasa de Escherichia coli (atoB), una HMG-CoA sintasa de Staphylococcus
aureus (mvaS), una HMG-CoA reductasa de Staphylococcus aureus (mvaA) y una FPP sintasa de Saccharomyces
cerevisiae (ERG20), (DNA2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.) y se unid en el vector pACYCDuet-1 digerido con Ncol-
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BamHI (Invitrogen) produciendo el pACYC-29258. Los genes de este plasmido codificaban las enzimas necesarias
para la conversion de la acetil-CoA en mevalonato y para una FPP sintasa. El segundo operén contenia los genes
que codifican las cuatro enzimas necesarias para la conversion del mevalonato en IPP y DMAPP y se amplifico a
partir  del plasmido pACYC-4506 (ejemplo 8) utilizando los  siguientes cebadores: 5'-
AAGGAGATATACATATGACAAAAAAAAGTTGGTGTCGGTCAGG-3' (directo) y 5-
CTTTACCAGACTCGAGTTACGCCTTTTTCATCTGATCCTTTGC-3' (inverso). El amplicdn resultante se clon6 en el
vector pACYC-29258 digerido con Ncol-Xhol utilizando el Kit de Clonaciéon de PCR In-Fusion® Dry-Down (Clontech)
proporcionando el vector pACYC-29258-4506.

Se co-transformaron células de E. coli de OverExpress™ C43(DE3) (Lucigen® Corporation) con el plasmido pACYC-
29258-4506 y el plasmido pCW-2401-521-11 o el plasmido pCW-2402-521-16. Se utilizaron colonias individuales de
células transformadas para inocular 5 ml del medio de LB suplementado con carbenicilina (100 ug/ml) y cloranfenicol
(17 pg/ml). Los cultivos se incubaron toda la noche a 37 °C y se utilizaron para inocular el medio M9 suplementado
con 2 g/l de extracto de levadura, glicerol al 3 %, FeSO4 10 uM, carbenicilina 100 pug/ml y cloranfenicol 17 pug/ml. Los
cultivos se incubaron 6 h a 37 °C, se enfriaron gradualmente a 25°C y se afadieron IPTG 1 mM, acido &-
aminolevulinico 74 ug/ml y 1/10 volimenes de dodecano. Después de 48 horas, los cultivos se extrajeron con 2
volumenes de éter metil terc-butilico (MTBE) y los extractos se analizan por CGEM como se describio en el Ejemplo
8, excepto por la temperatura del horno que se fij6 inicialmente a 80 °C con un minuto de retencién, seguido de un
gradiente de 10 °C/min a 300 °C.

Se detectaron el sesquiterpeno (+)-zizaeno y el alcohol y el aldehido derivados (kusimol y zizanal). También se
encontré el acido zizanoico como producto minoritario (figura 11). Este experimento demuestra que, en las células
disefiadas por ingenieria genética, el sesquiterpeno (+)-zizaeno es producido y es oxidado por el complejo de P450 y
CPR heterologo.

Este ejemplo demuestra que una célula de E. coli transformada para expresar un polipéptido de acuerdo con la
invencion es capaz de oxidar compuestos de terpeno tales como zizaeno, a condicion de que se utilice en
combinacién con una P450 reductasa. Las otras enzimas con las que se transforma la célula de E. coli no son
esenciales para dicha oxidacion. De hecho, el terpeno oxidado también se produce cuando se transforma una célula
de E. coli con el citocromo P450, la reductasa y la terpeno sintasa solamente, pero en una cantidad inferior. Dichas
otras enzimas con las que se transforma la célula de E. coli, se afiaden con el fin Unico de aumentar la cantidad de
terpeno disponible como sustrato para el citocromo P450.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Firmenich SA
<120> Citocromo P450
<130> 8520-PCT
<160> 38
<170> Patentln versién 3.5
<210> 1
<211> 472
<212> PRT

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 1

18



Azn

Ala

Cys

Ile

Ala

Val

145

Gln

Thr

Met

Ala

50

Tyr

Ala

Val

Arg

Ala

130

Azn

Aszp

His

Phe

35

Ala

Thr

Phe

Ala

115

Ala

Asgp

Glu

Pro

Arg

Arg

Gln

Azn

Ala

Glu

100

Glu

Gly

Thr

Tyr

Val

Ala

Glu

Ala

Pro

85

Glu

Glu

Ile

Leu
165

ES 2 625 861 T3

Ile

Leu

Gly

Ala

Thr

70

Tyr

Leu

Val

Ala

Val

150

Azn

Gly

His

Glu

Leu

55

Ile

Gly

Ser

Ser

Val

135

Arg

Ser

Ser

Gly

Val

40

Lys

Gly

Glu

Ala

Arg

120

His

Glu

Ile

19

Leu

Leu

Pro

Thr

Ala

Arg

Ala

105

Leu

Ala

Aszp

His

10

Ala

Met

Azn

Leu

Trp

20

Arg

Val

Asn

Val

Val
170

His

Gln

Met

Asgp

Thr

75

Arg

Val

Gly

Lys

Gly

155

Ala

Val

Lys

Val

Ile

60

Phe

Gln

Gln

Lys

Ile

140

Ser

Ile

Tyr

Val

45

Ala

His

Leu

Ser

Leu

125

Val

Gly

Arg

Thr

Gly

Ser

Phe

Gly

Arg

Phe

110

Ala

Ala

Ser

Gln

Tyr

15

Pro

Ser

Ala

Glu

Lys

95

Arg

Ala

Lys

Lys

Thr
175

Pro

Val

Pro

Asgp

Asgp

Ile

His

Ser

Phe

His

160

Met



Gly

Ile

Gly

225

Leu

vVal

Thr

Glu
305

Ly=s

Ile

Asp
385

Phe

Asn

Val

Asp

Ile

210

Asp

Gln

Thr

Leun

Ala

290

Ser

Gln

Leu

Pro

Pro

370

Lys

Gly

Ila

Ala

Thr

195

Leu

Gly

Lys

Val

Len

275

Lys

Thr

Val

Pro

Lys

355

Lys

Ser

Ser

Glu

Leu

180

Ala

Glu

Gln

Glu

Met

260

Thr

val

Ile

Ile

Arg

340

Gly

Tyr

Asn

Gly

Leu
420

Ala

Pro

Glu

Lys

Gly

245

Phe

Trp

Gln

Ile

Lys

325

Lys

Thr

Trp

Val

Arg

405

Ala

ES 2 625 861 T3

Asp

Arg

Ile

Lys

230

Ser

Asp

Cys

Asp

Thr

310

Glu

Cys

val

Glu

Asp

330

Arg

Leu

Lys

Ile

215

Val

Thr

Met

Mat

Glu

295

Glu

Ala

Arg

val

Asp

375

Tyr

Ile

Ala

Phe

val

200

Asn

Glu

Pro

Phe

Met

280

val

Asp

Leu

Glu

Phe

360

Pro

Lys

Cys

Sar

20

Pro

1385

Leu

Glu

Gly

val

Gly

265

Glu

Arg

Arg

Thr

345

Ala

Glu

Gly

Pro

Leu
425

Ser

Ala

Thr

Ile

Pro

250

Ala

Leu

Glu

Leu

Met

330

Cys

Asn

Glu

Thr

Gly

410

Lau

Ser

Ala

Lys

Leun

235

Leu

Gly

Val

Ala

Lys

315

His

Lys

Ala

Phe

Asn

395

Ile

Tyr

Arg

Arg

Glu

220

Gly

Thr

Ser

Arg

Phe

300

Gly

Pro

Val

Trp

Lys

380

FPhe

Asn

His

Len

Asn

205

Ala

Val

Asn

Asp

Ser

285

Lys

Leu

Pro

Met

Ala

365

Pro

Glu

Leu

Phe

Ile

190

Asn

Met

Leu

Glu

Thr

270

Pro

Gly

Thr

Val

Gly

350

Ile

Glu

Tyr

Gly

Asp
430

Gln

Met

Asp

Len

val

255

Ser

Pro

Lys

Tyr

Pro

335

Tyr

Gly

Arg

Leun

Leu
415

Trp

Met

Glu

Arg

Arg

240

Ile

Ser

Thr

Lys

Leu

320

Leu

Asp

Arg

Pha

Pro

400

Cys

Lys



ES 2 625 861 T3

Len Pro Asn Gly Met Glu Pro Lys Asp Ile Asp Met Gly Glu Ala Gln
435 440 445

Gly Leu Ile Ala Ser lys Lys Thr Asn Leu Thr Leu His Pro Val Thr
450 455 460

Arg Ile Ala Pro Ala Gly Phe Asn
465 470

<210> 2

<211> 473

<212> PRT

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 2

Trp Thr Leu Pro Val Ile Gly Ser Leu Hig His Val Ile Thr Tyr Pro

Asn Leu Gln Arg Ala Leu Arg Val Leu Ala Gln lys Tyr Gly Pro Val
20 25 30

Met Met Phe Gln Leu Gly Glu Val Pro Met Met Val Val Ser Ser Pro
35 40 45

Ala Ala Ala Gln Glu Val Leu Lys Thr Asn Asgp Leu Thr Phe Ala Asp
50 55 60

Arg Tyr Thr Asn Ala Thr Ile Gly Ala Leu Thr Phe His Gly Glu Asp
65 70 75 80

Met Val Phe Ala Pro Tyr Gly Glu Arg Trp Arg Gln Leu Arg Lys Ile
85 90 95

Cys Met Leu Glu Leu Leu Ser Ala Ala Arg Val Gln Ser Phe Arg His
100 105 110

Ile Arg Glu Glu Glu Val Ala Arg Leu Val Gly Asn Ile Ala Thr Ser
115 120 125

Ala Ala Ala Gly Glu Ala Val His Leu Asn Lys Met Val Ser Arg Phe
130 135 140

Val Asn Asgp Thr Val Val Arg Glu Ala Val Gly Ser Gly Ser Lys His
145 150 155 160

Gln Glu Glu Tyr Leu Ser Ser Leu Asn Val Ala Leu Arg Gln Thr Met
165 170 175

21



Gly

Ile

Arg

Gly

225

Vval

Thr

Met

Gln

305

Leu

Phe
385

Pro

Gly

val

Asp

Ile

210

Azp

Gln

Thr

Leu

Ala

290

Ser

Lys

Leu

Ile

Asp

370

Asp

Phe

Asn

Ala

Thr

195

Leu

Gly

Lys

Vval

Leu

275

Lys

Pra

Gln

Leu

Pro

355

Pro

Lys

Gly

Ala

Val

130

Ala

Glu

Gln

Glu

Met

260

Thr

val

Ile

Val

Pro

340

Lys

Lys

Ser

Ser

Glu
420

Ala

Pro

Glu

Glu

Gly

245

Phe

Trp

Gln

val

Ile

325

Arg

Gly

Tyr

Ser

Gly

405

Ile

ES 2 625 861 T3

Asp

Arg

Ile

Lys

230

Ser

Asp

Cys

Asp

Ile

310

Lys

Lys

Thr

Trp

Leu

390

Arg

Ala

Leu

Lys

Ile

215

Vval

Thr

Met

Met

Glu

295

Thr

Glu

Cys

val

Glu

375

Asp

Arg

Leu

Phe

Val

200

Lys

Glu

Pro

Phe

Thr

280

Val

Glu

Thr

Arg

val

360

Asp

Tyr

Ile

Ala

22

Pro

185

Leu

Glu

Gly

Val

Gly

265

Glu

Arg

Asp

Glu

345

Phe

Ser

Lys

Cys

Ser
425

Ser

Ala

Thr

Ile

Pro

250

Ala

Leu

Gln

Asp

Arg

330

Thr

Ala

Glu

Gly

Pro

410

Leu

Ser

Ala

Lys

Leu

235

Leu

Gly

val

Ala

Leu

315

Met

Cys

Asn

Glu

Thr

395

Gly

Leu

Arg

Arg

Glu

220

Gly

Thr

Sar

Arg

Ile

300

Lys

His

Lys

Ala

Phe

380

Asn

Ile

Tyr

Leu

Asn

205

Ala

val

Asn

Asp

Ser

285

Lys

Gly

Thr

val

Trp

365

Lys

Phe

Asn

His

Met

190

Asn

Met

Leu

Glu

Thr

270

Pro

Gly

Pro

Met

350

Ala

Pro

Glu

Phe
430

Gln

Met

Glu

Leu

val

255

Ser

Pro

Lys

Thr

Leu

335

Gly

Ile

Glu

Tyr

Gly

415

Asp

val

Cys

Arg

240

Ile

Ser

Thr

Lys

Tyr

320

Pro

Tyr

Cys

Leu
400

Leu

Trp



ES 2 625 861 T3

Lys Leu Pro Asp Gly Met Glu Pro Lys Asp Val Asn Met Glu Glu Ala
435 440 445

Gln Gly Leu Val Ala Ser Lys Lys Thr Asn Leu Thr Leu Tyr Pro Val
450 455 460

Thr Arg Ile Ala Pro Ala Gly Phe Asn
465 470

<210> 3

<211> 1419

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 3

23
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tggacgoetge cggtgatogg cagectecac cacgtgatca cctaceccaa coctocacoge 60
geactgeacy ggctggegea gaagtacggt coggtgatga tgtteocgget cggegaggtg 120
ccaatgatgg tggtgtcgtc goccggcggec gocgecaggagy cocctcaagac gaacgacatce 180
gocttogocg accggtacac caacgccacc atcggcegege tcaccttoca tggcgaggac 240
atggcgtteg cgocctacgg cgageggtgg cgocagctcocce gcaagatcotg cgtgotggag 300
ctgcteageg cogeocegggt geagtegtte egecacatee gggeggagga ggtgtoegegg 360
ctoegtaggga aactogeege gteocgoegece gecggegaag ctgbocacet caacaagatt 420
gtegegaagt togtcaacga caccategtg agggaggegg toggeagegy gagoaageac 480
caggacgagt acctcaactc catcgacgta gccctccgge agacaatggg ggtcgcectce 540
gccgacctcet tcccgtcttce gaggectcata cagatgattg acacggeacc ceggaaggtg 600
ctcgcggece ggaacaacat ggagcgcatc ctcogaggaaa tcatcaacga gaccaaggaa 660
gocatggace goggogacgy ccagaagaag gtggagggca tectegatgt cctgetgagg 720
ctocagaagg aaggcageac gocggteceg cteaccaacg aggbcateght tacggtgatg 780
tttgacatgt ttggegetgyg cagegacace teogtegacet tgetgaccetg gtgeatgatg 840
gagctagtcec ggtcaccgcc gacgatggec aaagtgcaag acgaggtgeg agaggcecttce 200
aaagggaaga aggagagcac catcatcact gaagacgacc tcaaggggcet cacctacctce 960
aagcaagtga tcaaggaggc cctgaggatg caccotcegg tgcecoccoctoct gettocaagg 1020
aagtgtogeg agacgtgeaa ggtcatggge tacgacatte ccaagggeac ggtagtgtte 1080
gotaacgeat gggeaategy cagggatcee aagtattggg aggatcecaga ggagttcaag 1140
ccagagegat togacaagag caatgtggac tacaagggaa caaactttga gtacctgeocg 1200
tttggatctg gecogteggat ttgtccegge ataaacctag geottgtgcaa cattgagetce 1260
gogttggoga geottctata tcactttgac tggaagetge cgaacggaat ggagoccaaa 1320
gacatagata tgggagagge tcaagggtta ategecagta agaaaacaaa c¢ctaacectg 1380
caccetgtga ctogeattge gecggeoeggt tttaattaa 1419

<210> 4

<211> 1422

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 4

24



10

15

20

tggacgetge
gcactgegey
ccaatgatgy
accttcgecg
atggtgttcg
ctgctcageg
cttgtgggga
gtectegaggt
caggaagagt
gccgacctcet
ctcgcagcco
gccatggaat
ctecagaagy
tttgacatgt
gagctagtes
aaagggaaga
ctcaagcaag
aggaagtgtc
ttegoetaacy
aagccagage
cogtttggat
atcgcgctag
aaggacgtaa

ctgtaccctg

cggtgatcegg
tgctggegea
tggtgtegte
acaggtacac
cgccctacgg
ccgceccgggt
acategocac
togteaacga
acctcagete
tccegteottce
ggaacaacat
geggegacgy
aaggcageac
ttggegeegyg
ggtcacegec
agcagagccc
tgatcaagga
gtgagacgtg
cgtgggeaat
gattegacaa
ctggecgteyg
ccagccttcot
atatggaaga

ttactcgecat

<210>5

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (27)..(27)
<223>nesa,c,got

ES 2 625 861 T3

cagectecac
gaagtacggy
gocageoged
caacgctace
cgagcggtyy
tcagtcgttc
gtetgetgee
caccgtegty
cctcaacgta
caggctcatg
ggtgcgeatc
ccaggagaag
goeggtodey
cagagacacd
gacaatggec
catcgtcatc
gaccctgagg

caaggtcatg

ctgeagggat
gagcagtttyg
gatttgtect
atatcacttt
ggctcaaggg

tgegcoggec

cacgtgatta
ccagtgatga
gcgcaggagy
atcggcgecge
cgccagcteoce
cgccacatcc
gecggegaag
agggaggcgyg
gecctoecgge
cagatgatty
ctcgaggaaa
gtggagggca
c¢teaccaacg
teategacet
aaagtgcaag
actgaagacy
atgcacactc
ggctacgaca
cetaagtatt
gactacaagg
ggcataaatce
gactggaagc
ttagtcgeca

ggttttaatt

25

cctacceocaa
tgtteocaget
tcctcaagac
tcaccttcca
gcaaaatctg
gggaggagga
cogtocacet
teggeagegy
agacaatggg
acacggcacc
tcatcaagga
teccteggtgt
aggteategt
tgetgacetyg
atgaggtgcg
acctcaaggg
ctttgocecect
ttcoccaaggg
gggaggatte
gaacaaactt
ttgggttggg
tacctgatgg
gtaagaaaac

aa

ccteocaacgt
cggcgaggty
gaacgaccete
tggcgaggac
catgctagag
ggtggegegg
caacaagatg
gagcaaggac
ggtageaegte
ccggaaggtyg
gaccaaggaa
gctgctgagg
tacggtgatyg
gtgcatgaca
acaggecate
gctcacctac
cctgcttcca
cacggtagtg
agaggagtte
tgagtacctyg
taacgetgaa
aatggaaccc

aaacttaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1422



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<400> 5
ggcccggtga tgcacgtgca rytnggnga 29

<210> 6

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223>nesa,c,got

<400> 6
ccgtacagcg accactggmr ncaratgmg 29

<210>7

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>nesa,c,got

<400> 7
gcteccatgac ctgecggdsn genttygg 28

<210> 8

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(4)
<223>nesa,c,got

<220>

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

<400> 8
cannanttyc tctggtacgc ctacgt 26

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<223> Cebador

<220>

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

<220>

<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223>nesa,c,got

<400> 9
ctytgndank cctacgtggg cggc

<210> 10

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

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

<220>

<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223>nesa,c,got

<400> 10
aarccnranc ggttgcagat ggagggc

<210> 11

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
gtraarctra ccttygacgg cttccc

<210> 12

<211> 1164

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 12

ES 2 625 861 T3

24

26

27

27



10

15

20

25

ccaatgatgg
accttegeeg
atggtgttcg
ctgcteageg
cttgtgggga
gtctcegaggt
caggaagagt
geegacctet
cteogeagece
gecatggaat
ctccagaagg
tttgacatgt
gagctagtce
aaagggaaga
cteoaageaag
aggaagtgte
ttcgctaacg
aagccagagc
cocgtttggat

ategeogetag

tggtgtegte
acaggtacac
tgecoctacgg
cegocegggt
acatcgocac
tcgtcaacga
acctcagctc
tocogtette
ggaacaacat
gcggegacgyg
aaggcagcac
ttggegocgy
ggtcaccgcece
agcagageoae
tgatcaagga
gtgagacgtyg
cgtgggoaat
gattcogacaa
ctggocgteg

coagacttet

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
gctaacgcgt gggcaatctg caggg

<210> 14

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
gttcaagcca gagcgattcg acaagagc

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 625 861 T3

gocagooget
caacgccacc
cgagcggtgg
teagtcatte
gtctgctgee
caccgtcegtg
cctecgacgta
caagctcatg
ggtgcgeate
ccaggagaag
gocggteceg
cagcgacace
gacaatggce
catcagteate
gaccctgagg
caaggtcatyg
ctgeoagggat
gagcagtttg
gatttgtoct

atat

25

28

gegaaggggy
atcggogege
cgacagetee
cgecacatoe
geccecggegaay
acggaggcegy
gecoctccgge
cagatgattg
ctegaggaaa
gtggagggca
ctcaccaacg
tcatcgacct
aaagtgcaag
actgaagacyg
atgeacacte
ggctacgaca
cctaagtatt
gactacaagg

ggcataaatce

28

toctcaagac
tcacctteca
gcaaaatcta
gggaggagga
ccatccacct
tecggcagegg
agacaatggg
acacggcace
tcatcaagga
tecteggtgt
aggtcategt
tgctgacctg
atgaggtgeg
acctcaagyy
ctttgeecct
tteccaagyy
gggaggattc

gaacaaactt

ttgggttggg

gaacgacatc
tggegaggac
catgetggag
ggtggcgegg
caacaagatg
gagcaagcac
ggtagccgtce
ceggaagaty
gaccaaggaa
gctgetgagg
tacggtgatg

gtgcatgaca

acaggcecatc
goetcacetace
cotgetteoca
cacggtagtyg
agaggagttc
tgagtacctyg

taacgctgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1164



10

15

20

25

30

35

<220>
<223> Cebador

<400> 15
gactgaaccc gggcggcgct gag

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
cgaacaccat gtcctcgcca tggaag

<210> 17

<211> 500

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 17

atcctaagta
tggactacaa
ctggcataaa

ttgactggaa

gygttagtege
coggttttaa
ctagtatgea
gaattgatac

aaaaaaaaaa

ttgggaggat

gggaacaaac

tcttgggttg

getgectgat

cagtaagaaa
ttaatgcgaa
actagtactg
gtatatatge

aaaasaaaaaa

<210> 18

<211> 426

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 18

tagaattcag
gggaacttge
cgtgcttgtt
gcttaacctg
tacctaccoa
gatgtteocag
ggtcctoaag

gctcac

<210> 19

cggecgetga
cactccacta
gtggtectet
ccccocaggge
aacctodaac
cteggegagg

acgaacgacc

ES 2 625 861 T3

23

26

tcagaggagt
tttgagtacc
ggtaacgotg

ggaatggaac

acaaacttaa
aataaggagg
gatagatgga

caactatgta

attctacaca
tggaggacac
ccaagctcaa
catggacgct
gtgcactgeg
tgccaatgat

tcaccttege

tcaagccaga
tgccegtttgg
aaatcgoget

coaaggacgt

cectgtacee

ctggetggge
aaatactgta

ttccggetag

tecaatctea
taagatcctce
gaagtccoctyg
gccggtgatce
cgtgetggeyg
ggtggtgteg

cgacaggtac

29

gogattcgac
atctggceogt
agcoagcctt

aaatatggaa

tgttactege
acaataatgt
agtggcagga

ctgccatata

aagataatct
gtcgeegtgy
ctgctocggeg
ggcagoctceo
cagaagtacy
tegecageecg

accaacgceta

aagagcagtt
cggatttgte
ctatatcact

gaggctcaag

attgegecgg
ggtgegegaa
teoggaatgat

ttttgtaaaa

agcagggaaa
tgtccgtgty
cgaaaccgaa
accacgtgat
ggccagtgat
ccgogoagga

ccatcggege

60

120

180

240

300
360
420
480

500

60
120
180
240
300
360
420

426



10

15

20

25

<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
atggaggata ctaagatcct cgtcgcc

<210> 20

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
attaattaaa accggccggc gcaatg

<210> 21

<211> 1542

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 21

ES 2 625 861 T3

26

27

30



atggaggata
tccaageotea
ccatggacge
cgegeactge
gtgccaatga
atcgecotteg
gacatggegt
gagetgetea
cggctegteg
attgtogoga
caccaggacyg
ctegeogaceo
gtgctegegyg
gaagecatgg
aggctccaga
atgtttgaca
atggagctag
ttcaaaggga
ctoaageaag
aggaagtgtc
tteogetaacyg
aagccagagce
ccgtttggat
ctcgegttog
aaagacatag

ctgcacocty

c¢taagatcct
agaagtceoct
tgecggtgat
acgggcetgge
tggtggtgtc
ccgaccggta
tegegeccta
gogeoogeecyg
ggaaactege
agttcgtcaa
agtacctcaa
tcttocegte
cocggaacaa
accgeggoga
aggaaggcag
tgtttggcege
tcecggtcace
agaaggagag
tgatcaagga
gcgagacgtg
catgggeaat
gattcgacaa
ctggcegteyg
cgageccttet
atatgggaga

tgactogoat
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cgtegacgeyg
gotgocogge
cggcagocte
gcagaagtac
gtcgecggeg
caccaacgeco
cggcgagegy
ggtgcagteg
cgegtacgec
cgacaccatc
ctccatcgac
ttecgaggete
catggagege
cggecagaayg
cacgecggte
tggcagegac
gocgacgatg
caccatcatc
ggcectgagy
caaggtcatyg
cggcagggat
gagcaatgtg
gatttgtecec
atatcacttt
ggctcaagygy

tgogeceggee

gtgtecgtgt
gogaaacoaa
caccacgtga
ggtccggtga
gcogoegoagyg
accatcggoyg
tggegocage
ttcegecaca
gecgecggeyg
gtgagggagyg
gtagceccteoe
atacagatga
atcctegagy
aaggtggagyg
cegeteacea
acctcgtega
gccaaagtgce
actgaagacyg
atgoaccete
ggctacgaca
cocaagtatt
gactacaagg
ggcataaacc
gactggaagc
ttaategoca

ggttttaatt

<210> 22

<211> 1545

<212> ADN

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 22

31

gegtgettet
agcttaacct
teacctacca
tgatgttceg
aggccctcaa
cgctcacctt
tecgeaagat
teegggegga
aagetgtoca
cggtceggcag
ggcagacaat
ttgacacggc
aaatcatcaa
geateoctegy
acgaggtcat
ccttgetgac
aagacgaggt
acctcaaggg
cggtgecact
tteccaaggy
gggaggatce
gaacaaactt
taggecttgtg
tgccgaacgg
gtaagaaaac

aa

tgtggtecte
goccoccgggyg
caacctccac
gctcggegag
gacgaacgac
ccatggocgag
ctgegtgetyg
ggaggtgteg
cetcaacaag
cgggagcaag
gggggtegee
accccggaag
cdgagacdaag
tgteoctgetg
egttacggtyg
ctggtgeatyg
gcgagagygcc
gctcacctac
coetgettoca
cacggtagty
agaggagtte
tgagtacctg
caacattgag
aatggageccc

aaacctaace

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1542



atggaggata

tccaagctca

ccatggacgc
cgtgcactge
gtgccaatga
cteacctteg
gacatggtgt
gagetgetea
cggottgtgg
atggtctcga
caccaggaag
gtegoegace
gtgctaegeag
gaagccatgg
aggctocaga
atgtttgaca
acagagctag
atcaaaggga
taccteaage
ccaaggaagt
gtgttcgeta
ttcaagccag
ctgoogtttg
gaaategege
cccaaggacy

acectgtace

<210> 23

<211> 513
<212> PRT
<213> Vetiveria zizanoides

<400> 23

ctaagatcct

agaagtccct

tgccggtgat
gcgtgetgge
tggtggtgte
cegacaggta
tegoegeacta
gocgocgeceg
ggaacatcgce
ggttcgtcaa
agtacctcag
tetteocegte
cocggaacaa
aatgcggega
aggaaggcaqg
tgtttggege
tcoggteocace
agaageagag
aagtgatcaa
gtegtgagac
acgcgtggge
agcgattcga
gatctggecey
tageccagect
taaatatgga

ctgttacteg

ES 2 625 861 T3

cgtocgecegtyg

gctgectegge

cggcagcectc
gcagaagtac
gtegccocagec
caccaacget
cggcgagegy
ggttcagteg
cacgtctget
cgacaccgtc
ctccctcaac
ttecaggete
catggtgege
cggccaggayg
cacgcoggte
cggcagcegac
gccgacaatg
cdecategte
ggagacecty
gtgcaaggte
aatctgcagg
caagagcagt
toggatttgt
tetatatcac
agaggetcaa

cattgageeyg

gtgtccgtgt

gcgaaaccga

caccacgtga
gggccagtga
gcecgogeagy
accateggeg
tggogecage
ttceogecaca
gcecgocggoyg
gtgagggagy
gtagccctoce
atgcagatga
atectegagg
aaggtggagy
cogetoacea
acctcatcga
gccaaagtgce
atcactgaag
aggatgcaca
atgggetacy
gatcctaagt
ttggactaca
cctggeataa
tttgactgga
gggttagteg

gecggtttta

32

gegtgottgt

agcttaacct

ttacctacce
tgatgttcca
aggtcctcaa
egeteaccett
tccgoeaaaat
tecgggagga
aagocgtceca
cggteggcay
ggcagacaat
ttgacacgge
aaatcatcaa
gcatcectogg
acgaggtcat
ccttgetgac
aagatgaggt
acgacctcaa
ctecttitgeo
acatteeocaa
attgggagyga
agggaacaaa
atcttgggtt
agctacetga
ccagtaagaa

attaa

tgtggtectce

gcococaggyg

caacctccaa
gctcggogag
gacgaacgac
ccatggegag
ctgeatgeta
ggaggtggeg
cctcaacaag
cgggagcaag
gggggtagee
accodggaag
ggagaccaaqg
tgtgetgetg
cgttacggtyg
ctggtgcatyg
gcgacaggoce
ggggcteace
cetectgett
gggcacggta
ttcagaggag
ctttgagtac
gaggtaacgcet
tggaatggaa

aacaaactta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1545



ES 2 625 861 T3

Met Glu Agp Thr Lys Ile Leu Val Ala Ala Val Ser Val Cys Val Leu
1 5 10 15

Leu Val Val Leu Ser Lys Leu Lys Lys Ser Leu Leu Pro Gly Ala Lys
20 25 30

33



Pro

Ser

Gly

val

Lys

Gly

Glu

Ala

145

His

Glu

Ile

Phe

225

val

Asn

Glu

Lys

Leu

50

Leu

Pro

Thr

Ala

Arg

130

Ala

Leu

Leu

Ala

Asp

210

Pro

Leu

Glu

Gly

Leu
35

His

Ala

Asn

Leu

115

Trp

Arg

val

Asn

Val

195

val

Ser

Ala

Thr

Ile

aAsn

His

Gln

Met

Asp

100

Thr

Arg

Val

Gly

Lys

180

Gly

Ala

Ser

Ala

Lys

260

Leu

Leu

val

Lys

val

85

Ila

Phe

Gln

Gln

Lys

165

Ila

Ser

Leu

Arg

Arg

245

Glu

Gly
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Pro

Ile

Tyr

70

val

Ala

His

Leu

Ser

150

Leu

val

Gly

Arg

Leu

230

Asn

Ala

Val

Pro

Thr

55

Gly

Sar

Fhe

Gly

Arg

135

Phe

Ala

Ala

Ser

Gln

215

Ile

Asn

Met

Leu

Gly

40

Tyr

Pro

Ser

Ala

Glu

120

Lys

Arg

Ala

Lys

Lys

200

Thr

Gln

Asp

Leu

34

Pro

Pro

val

Pro

Asp

105

Asp

Ile

Hisg

Ser

Phe

185

His

Met

Met

Glu

Arg

265

Arg

Trp

Asn

Ala
S0

Arg

Cys

Ile

Ala

170

val

Gln

Ile

Arg

250

Gly

Leu

Thr

Leu

Mat

75

Ala

Tyr

Ala

Val

Arg

155

Ala

Asn

Asp

val

Asp

235

Ile

Asp

Gln

Leu

His

60

Pha

Ala

Thr

Phea

Leu

140

Ala

Ala

Asp

Glu

Ala

220

Thr

Leu

Gly

Lys

Pro
45

Arg

Gln

Asn

Ala

125

Glu

Glu

Gly

Thr

Tyr

205

Leu

Ala

Glu

Gln

Glu

Val

Ala

Leu

Glu

Ala

110

Pro

Glu

Glu

Ile

190

Leu

Ala

Pro

Glu

Lys

270

Gly

Ile

Leu

Gly

Ala

95

Thr

Tyr

Leu

Val

Ala

175

val

Asn

Asp

Arg

Ile

255

Lys

Ser

Gly

His

Glu

80

Leu

Ila

Gly

Ser

Ser

160

val

Arg

Ser

Leu

Lys

240

Ile

Val

Thr



Pro

Phe

305

Met

val

Asgp

Leu

Glu

385

Phe

Pro

Lys

Cys

Ser

465

Lys

Thr

Azn

Val

2%0

Gly

Glu

Arg

Aszp

Arg

370

Thr

Ala

Glu

Gly

Pro

450

Leu

Asp

Aszn

275

Pro

Ala

Leu

Glu

Leu

355

Met

Cys

Aszn

Glu

Thr

435

Gly

Leu

Ile

Leu

Gly

val

Ala

340

Lys

His

Lys

Ala

Phe

420

Asn

Ile

Tyr

Asp

Thr
500

Thr

Ser

Arg

325

Phe

Gly

Pro

Val

Trp

405

Lys

Phe

Asn

His

Met

485

Leu
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Asn

Asp

310

Ser

Lys

Leu

Fro

Met

390

Ala

Fro

Glu

Leu

Phe

470

Gly

His

Glu

295

Thr

Pro

Gly

Thr

val

375

Gly

Ile

Glu

Tyr

Gly

455

Asp

Glu

Pro

280

Val

Ser

Pro

Lys

Tyr

360

Pro

Tyr

Gly

Arg

Leu

440

Leu

Trp

Ala

Val

35

Ile

Ser

Thr

Lys

345

Leu

Leu

Asp

Arg

Phe

425

Pro

Cys

Lys

Gln

Thr
505

Val

Thr

Met

330

Glu

Ly=s

Leu

Ile

Asp

410

Aszsp

Phe

Aszn

Leu

Gly

480

Arg

Thr

Leu

315

Ala

Ser

Gln

Leu

Pro

395

Pro

Lys

Gly

Ile

Pro

475

Leu

Ile

val

300

Leu

Lys

Thr

Vval

Pro

380

Lys

Lys

Ser

Ser

Glu

460

Asn

Ile

Ala

285

Met

Thr

Val

Ile

Ile

365

Arg

Gly

Tyr

Asn

Gly

445

Leu

Gly

Ala

Pro

Phe

Trp

Gln

Ile

350

Lys

Lys

Thr

Trp

vVal

430

Arg

Ala

Met

Ser

Ala
510

Asp

Cys

Asp

335

Thr

Glu

Cys

val

Glu

415

Aszp

Arg

Leu

Glu

Lys

485

Gly

Met

Met

320

Glu

Glu

Ala

Arg

Val

400

Asp

Tyr

Ile

Ala

Pro

480

Lys

Phe



<210> 24
<211> 514
<212> PRT

<213> Vetiveria zizanoides

<400> 24

Met

1

Val

Pro

Ser

Val

65

Val

Lys

Gly

Glu

Ala

145

His

Glu

Leu

Glu

Val

Lys

Leu

50

Leu

Pro

Thr

Ala

Arg

130

Ala

Ala

Asn
210

Asp

Val

Leu

35

His

Ala

Met

Asn

Leu
115

Trp

Arg

Val

Azn

Val

185

Val

Thr

Leu

20

Azn

His

Gln

Met

Asp

100

Thr

Arg

Val

Gly

Lys

180

Gly

Ala

Lys

Ser

Leu

Val

Lys

Val

g5

Phe

Gln

Gln

Asn

165

Met

Ser
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Ile

Lys

Pro

Ile

Tyr

70

Val

Thr

His

Leu

Ser

150

Ile

Val

Gly

Arg

Leu

Leu

Pro

Thr

55

Gly

Ser

Phe

Gly

Arg

135

Phe

Ala

Ser

Ser

Gln
215

Val

Lys

Gly

40

Tyr

Pro

Ser

Ala

Glu

120

Lys

Arg

Thr

Arg

Lys

200

Thr

36

Ala

Lys

25

Pro

Pro

Val

Pro

Asp

105

Asp

Ile

His

Ser

Phe

185

His

Met

Val
10

Ser

Trp

Asn

Met

Ala

90

Arg

Met

Cys

Ile

Ala

170

Val

Gln

Gly

Val

Thr

Met

15

Ala

Tyr

Val

Met

Arg

155

Ala

Azn

Glu

Val

Ser

Leu

Gln

60

Phe

Ala

Thr

Phe

Leu

140

Glu

Ala

Asp

Glu

Ala
220

Val

Leu

Pro

45

Arg

Gln

Gln

Asn

Ala

125

Glu

Glu

Gly

Thr

Tyr

205

Val

Cys

Gly

30

Val

Ala

Leu

Glu

Ala

110

Pro

Glu

Glu

Val

190

Ala

Val
15

Ala

Ile

Gly

Val

95

Thr

Tyr

Val

Ala

175

Val

Ser

Asp

Leu

Lys

Gly

Arg

Glu

80

Leu

Ile

Gly

Ser

Ala

160

Val

Arg

Ser

Leu



Phe

225

Val

Lys

Glu

Pro

Phe

305

Thr

Val

Glu

Thr

Arg

385

val

Asp

Tyr

Ile

Ala
465

Pro

Glu

Gly

Val

290

Gly

Glu

Arg

Asp

Leu

370

Glu

Phe

Ser

Lys

Cys

450

Ser

Ser

Ala

Thr

Ile

275

Pro

Ala

Leu

Gln

Asp

355

Arg

Thr

Ala

Glu

Gly

435

Pro

Ser

Ala

Lys

260

Leu

Leu

Gly

val

Ala

340

Leu

Met

Cys

Asn

Glu

420

Thr

Gly

Leu

Arg

Arg

245

Glu

Gly

Thr

Ser

Arg

328

Ile

Lys

His

Lys

Ala

405

Phe

Asn

Ile

Tyr
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Leu

230

Asn

Ala

val

Asn

Asp

310

Ser

Lys

Gly

Thr

val
390

Trp

Lys

Phe

Asn

His
470

Met

Asn

Met

Glu

295

Thr

Pro

Gly

Pro

375

Met

Ala

Pro

Glu

Len

455

Phe

Gln

Met

Glu

Leu

280

val

Ser

Pro

Lys

Thr

360

Leu

Gly

Ile

Glu

Tyr

440

Gly

Asp

37

Met

Val

Cys

265

Arg

Ile

Ser

Thr

Lys

345

Tyr

Pro

Tyr

Cys

Arg

425

Leu

Len

Trp

Ile

Arg

250

Gly

Leu

Val

Thr

Met

330

Gln

Leu

Leu

Asp

Arg

410

FPhe

Pro

Gly

Lys

Aszp

235

Ile

Asp

Gln

Thr

Leu

315

Ala

Ser

Lys

Leu

Ile

395

Asp

Asp

Phe

Asn

Leu
475

Thr

Leu

Gly

Lys

Val

300

Leu

Lys

Pro

Gln

Leu

380

Pro

Proc

Lys

Gly

Ala

460

Pro

Ala

Glu

Gln

Glu

285

Met

Thr

val

Ile

val

365

Pro

Lys

Lys

Ser

Ser

445

Glu

Asp

Pro

Glu

Glu

270

Gly

Phe

Trp

Gln

Val

350

Ile

Arg

Gly

Tyr

Ser

430

Gly

Ile

Gly

Arg

Ile

255

Lys

Ser

Asp

Cys

Agp

335

Ile

Lys

Lys

Thr

Trp

415

Leu

Arg

Ala

Met

Lys

240

Ile

val

Thr

Mat

Met

320

Glu

Thr

Glu

Cys

val

400

Glu

Asp

Arg

Leu

Glu
480



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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Pro Lys Asp Val Asn Met Glu Glu Ala Gln Gly Leu Val Ala Ser Lys

485

490

495

Lys Thr Aszn Leu Thr Leu Tyr Pro Val Thr Arg Ile Ala Pro Ala Gly

500

Phe Asn

<210> 25

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
tactgacata tggctctgtt attagcag 28

<210> 26

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
ggcagcgtcc atgggccecgg ggggaacttc ccttgg

<210> 27

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27

gaagttccce ccgggeccat ggacgctgec ggtgatcgge ag

<210> 28

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
aaagaaaagc ttaattaaaa ccggccggeg caatgcgag

<210> 29

<211> 2039

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada

<400> 29

505

36

39

38

42

510



ccatgggcac
cgetggtgge
agctgaaace
atctgggtag
agggttttge
aagtgatcga
aagaaaccct
ctgoocogett
tggegtacygyg
ttgttectgga
gtgatgatga
aactggataa
ttatteegga
agagcaatgt
tggcogtgea
ttgatattag
agaatcacgt
ttttcagcat
cgttoccagy
cgeocacgtaa
agaaactgaa
cgtcccaacg
gogtgttttt
goccgegtcet
cgacoggceyg
aaaagtocca

cttecaatee

goggtttoct

ggatagecty
aggttttgte
gttgatgate
cggtaaaacg
caaggcgctg
tctggatgac
ggcattatte
ttacaagtgg
tgtgtttgeg
cgaagagttg
ccaatccatc
actgctgaag
gtatagtgte
ggegaatggt
aaaagaactg
ccgcacggge
cgagattgtg
tcatgcggat
coecgtgoace
gagegegetg
acacctgace
tagecctgety
cgcagcaatt
ggcaccgagc
tattcacaag
c¢gaatgcage
gageacdedy

gcaggagegt

tgetgbtttt
actttgtgga
agaaagagta
aagaagaagg
gtacgctgeca

ttgttaagaa

cggttgooge
ccaaggtgtt
cgttcagecac
ctacctgtac
taccatcgtt

actgcagacc
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agcgacgacy
gtectgetgt
cagaagtett
cgtgtcagca
agcgaagaga
tacgcggcag
tgegttgaga
tteacggaag
ctgggeaace
tgtaagaagg
gaagatgact
gacgaggacy
gtcacccacy
aacaccacca
catacteatyg
atcacctatg
gaagaggogyg
aaagaggacg
ctgggeaceyg
gttgegetgg
agccoggaty
gaagtcatgg
gctocgegee
cgcgtgeacg
ggtgtgtgtt
ggtgocecga
ategtcatgyg

atggcactga
aaccgtbcaga
atcagegaac
aaaatgatgg
gtgtgeggeg
caggagcaag

gagggocgct

tagtactggt
ggaaaaagac
tgatggcaaa
ttttcttegy
ttaaagcacy
acgacgatca
cctatggtga
agaatgaacg
gtcaatatga
gcgctaagey
tcaacgectty
ataaaagcgt
acceogegttt
tegacateca
agagagacag
aaaccggcga
gcaagctgct
gtagccctct
gtotggegeg
cggegtatge
gtaaggacga
cagccttcec
tgcaaccgey
ttacgtctge
ctacttggat
tetttatteg
ttggteceggyg
aagaggatgyg
tggatttecat
tgatcatgge
agaaggcage
acgccaaggyg
agggcgttag

atctgcgtga

39

categecacy
gaccgecegat
agacgaggat
tactcagacg
ctatgaaaaa
gtacgaagaa
cggtgaaceg
tgacattaaa
acactteaat
cctgatcgag
gaaagagtcc
cgcgaccccy
tactacgcaa
teateegtgt
cagetgtate
tcatgttggt
gggccactcg
ggaaagcgct
ttatgeggac
gaccgageog
gtacagecag
gtcocgectaaa
ttattacagec
actggtctac
gaaaaacgog
tgcgageaat
tacgggeocty
cgaagagctg
ctacgaggac
gttttctoge
acaggtgtgg
tatggccogt
ctccagcgag

cgtctggtaa

accagectygg
egtageggty
gacgatctgyg
ggcacggcegy
gcggeggtta
aagctgaaga
accgacaatg
ctgcageaat
aagattggta
gttggtttgg
ttgtggageg
tacaccgecy
aagtegatgg
egtgttgatyg
cacetggagt
gtctacgcgy
ctggatctgg
gtgccacctc
c¢tgoetgaace
teotgaggeag
tggattgtgg
ccgceogetgg
atcagcagca
ggteccgacce
gtteocggecg
tteaagttge
gegeogttte
ggtagcagct
gagttgaaca
gaaggtgeac
gatttgatta
gacgtgcacc
gcggaggcaa

tgaggatcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800

1860

1820

1980

2038
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<210> 30

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador

<400> 30
agctgtcgac taactttaag aaggagatata 31

<210> 31

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
gottttaatt aagetgtega ctaactttaa gaaggagata tatccatggg cacggatage

ctgageg &7

<210> 32

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
tatcatcgat aagctgaatt cttaagcttc attaccagac gtcacgcaga tagceg

<210> 33

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
tctggtaatg aagcttaaga aggagatata aatatggcta ctacggctg 49

<210> 34

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
tcgataagct gaattctcat taaaccggaa tcaggttgac atacaag 47

<210> 35

<211> 513

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada

40

60

55



<400> 35

Met

1

Val

Pro

Ser

Gly
65

Val

Lys

Gly

Glu

Ala

145

Arg

Ala

Thr

Gln

Leu

50

Pro

Thr

Ala

Arg

130

Ala

Leu

Leu

Tyr

Gly

35

His

Ala

Met

Asn

Leu
115

Trp

Arg

Val

Leu

Thr

20

Lys

His

Gln

Asp
100

Thr

Val

Gly

Ile

Phe

Val

Lys

Val

85

Ile

Phe

Gln

Gln

Lys
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Ala

Ser

Pro

Ile

Tyr

70

Val

Ala

His

Leu

Ser

150

Leu

Val

Leu

Pro

Thr

55

Gly

Ser

Phe

Gly

Arg

135

Phe

Ala

Phe

Leu

Gly

40

Tyr

Pro

Ser

Ala

Glu

120

Lys

Arg

Ala

41

Trp

Ile

25

Pro

Pro

Val

Pro

Asp

105

Asgp

Ile

His

Ser

Ser
10

Azn

Trp

Asn

Met

Ala

20

Arg

Met

Cys

Ile

Ala

Ala

Gln

Thr

Leu

Met

15

Ala

Tyr

Ala

Val

Arg

155

Ala

Trp

His

60

Phe

Ala

Thr

Phe

Leu

140

Ala

Ala

Ile

Arg

Pro

45

Arg

Arg

Gln

Asn

Ala

125

Glu

Glu

Gly

Ile

Lys

30

Val

Ala

Leu

Glu

Ala

110

Pro

Leu

Glu

Glu

Leu

15

Pro

Ile

Leu

Gly

Ala

95

Thr

Tyr

Leu

Val

Ala

Val

Lys

Gly

His

Glu

80

Leu

Ile

Gly

Ser

Ser

160

Val



Hig

Glu

Ile

Phe

225

val

Glu

Pro

Phe

305

Val

Glu
385

Phe

Ala

Asp

210

Pro

Leu

Glu

Gly

Val

280

Gly

Glu

Arg

Asp

Arg

370

Thr

Ala

Asn

Val

195

vVal

Ser

Ala

Thr

Ila

275

Pro

Ala

Leu

Glu

Leu

355

Met

Cys

Asn

Lys

180

Gly

Ala

Ser

Ala

Lys

260

Leu

Leu

Gly

Val

Ala

340

Lys

Hig

Lys

Ala

165

Ile

Ser

Arg

Arg

245

Glu

Gly

Thr

Ser

Arg

325

Phe

Gly

Pro

Val

Trp
405
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vVal

Gly

Arg

Len

230

Asn

Ala

val

Asn
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195 200 205
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atggetctgt
atatccctee
ccatggacge
cgegeactge

gtgccaatga

atcgecttcg
gacatggcgt
gagectgetca
cggetegteg
attgtegega
caccaggacy
ctcgecogace
gtgctegegg
gaageccatgg
aggetcacaga
atgtttgaca
atggagctag
ttcaaaggga
ctcaagcaag
aggaagtgtco
tteogetaacg
aagecagage
cegtttggat
ctegegttgg
aaagacatag

ctgcacecctg

<210> 38

<211> 1545
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada

<400> 38

tattagcagt
taatcaacca
tgeeggtgat
acgggctgge

tggtggtgtc

ccgaccggta
tcgegeecta
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ggaaactege
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agtacctcaa
tcttocegte
cccggaacaa
accgcggcega
aggaaggcag
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agaaggagadqg
tgatcaagga
gcgagacgtyg
catgggcaat
gattcgacaa
ctggeegteg
cgagocttet
atatgggaga

tgactcgeat
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ggctcaaggyg
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gecgeeggcg
gtgagggagg
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atacagatga
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acctegtega
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actgaagacqg
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ggcataaace
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aagggaagtt
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cgctcacctt
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tocgggegga
aagetgteca
cggteggeag
ggcagacaat
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ccettgetgac
aagacgaggt
acctcaaggg
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ttcocaaggg
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gaacaaactt
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gtaagaaaac

aa

aacctacacc
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caacctacac
geteggegag

gacgaacgac

ccatggogag
ctgcgtgety
ggaggtgtcg
cctcaacaag
cgggagcaag
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accccoggaag
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tgtcctgety
cegttacggtg
ctggtgeatg
gogagaggee
gctcacctac
cctgctteca
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agaggagttce
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aatggagcoc

aaacctaacc
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540
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1542



atggetetgt
atatccctceo
ccatggacgc
cgtgcactgco
gtgccaatga

cteoacctteyg

gacatggtgt
gagctgctca
cggettgtgg
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agtaccteoag
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tecggteace
agaagcagag
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gtogtgagac
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos en un 85 % idéntica ala SEQID NO: 1 o
2 y que tiene una actividad de citocromo P450 caracterizado porque el polipéptido es capaz de oxidar al menos un
compuesto de terpeno seleccionado entre monoterpenos y sesquiterpenos mono o policiclicos.

2. El polipéptido de la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el monoterpeno o sesquiterpeno mono o policiclico
comprende al menos un grupo metilo como sustituyente en una porcion ciclica.

3. El polipéptido de la reivindicacién 2, caracterizado porque el monoterpeno o sesquiterpeno mono o policiclico se
selecciona entre el grupo que consiste en zizaeno, alfa-cedreno, alfa-longipineno, alfa-funebreno, tujopseno,
valenceno, beta-chamigreno, aloaromadendreno, alfa-neocloveno, isosativeno, ledeno, S-limoneno, alfa-humuleno,
alfa-gurjuneno, alfa-pineno, beta-funebreno, R-limoneno y beta-pineno.

4. El polipéptido de la reivindicacion 3, caracterizado porque el monoterpeno o sesquiterpeno mono o policiclico se
selecciona entre el grupo que consiste en zizaeno, alfa-cedreno, alfa-funebreno, valenceno y tujopseno.

5. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. El acido nucleico de la reivindicacion 5, que comprende una secuencia de nucledtidos al menos en un 90 %
idéntica, en su longitud completa, a la SEQ ID NO: 3, 4 o el complemento de las mismas.

7. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6 en el que
el vector esta en la forma de un vector viral, un bacteriéfago o un plasmido.

8. Un organismo o una célula hospedadores no humanos que comprenden al menos un acido nucleico de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, o un vector de expresiéon de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que
el organismo hospedador no humano es un procariota, un hongo o un microorganismo.

9. El organismo hospedador no humano de la reivindicacion 8, en el que dicho microorganismo es una bacteria o
levadura.

10. El organismo hospedador no humano de la reivindicacion 9, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura
es Saccharomyces cerevisiae.

11. Una planta o célula vegetal que comprende un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 7.
12. Un procedimiento para oxidar al menos un compuesto de terpeno que comprende:

a) poner en contacto dicho compuesto de terpeno con al menos un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 en presencia de una P450 reductasa (CPR);
b) opcionalmente, aislar el terpeno oxidado producido en la etapa a).

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que dicho compuesto de terpeno se selecciona entre
monoterpenos y sesquiterpenos mono o policiclicos.

14. El procedimiento de la reivindicacion 13, en el que dicho compuesto de terpeno se selecciona entre el grupo que
consiste en zizaeno, alfa-cedreno, alfa-longipineno, alfa-funebreno, tujopseno, valenceno, beta-chamigreno,
aloaromadendreno, alfa-neocloveno, isosativeno, ledeno, S-limoneno, alfa-humuleno, alfa-gurjuneno, alfa-pineno,
beta-funebreno, R-limoneno y beta-pineno.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, caracterizado porque el compuesto de terpeno se selecciona entre el
grupo que consiste en zizaeno, alfa-cedreno, alfa-funebreno, valenceno y tujopseno.
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Figura 1
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Figura 6
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Figura 8
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Figura 10
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