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DESCRIPCION
Caroteno hidroxilasa y su uso para producir carotenoides

La presente invencién se refiere a una nueva hidroxilasa, a secuencias de acidos nucleicos que codifican, por lo
tanto, construcciones de expresién y vectores que comprenden esta secuencia, a microorganismos transformados
con ella, a procedimientos para la hidroxilacion microbiolégica de isoprenoides, por ejemplo procedimientos para
convertir beta-caroteno en zeaxantina o beta-criptoxantina y cantaxantina en astaxantina.

Los carotenoides son pigmentos organicos que varian en color de amarillo a rojo que son producidos de forma
natural por determinados organismos, incluidos los organismos fotosintéticos (p. €j., plantas, algas, cianobacterias) y
algunos hongos.

Carotenoides, tales como luteina, zeaxantina o astaxantina, son aditivos importantes en la dieta humana y del
ganado como sustancias pigmentantes y precursoras de derivados de la vitamina A. Ademas, los carotenoides
tienen una accion que fomenta la salud, tal como potenciar la respuesta inmune y, debido a sus propiedades
antioxidantes, una accion que previene el cancer, lo que hace interesante su uso como nutracéuticos. Por lo tanto,
es de gran importancia un procedimiento econémico para preparar carotenoides y alimentos con un mayor contenido
en carotenoides.

Procedimientos particularmente econdémicos para preparar carotenoides son procedimientos biotecnolégicos que
hacen uso de proteinas y genes de biosintesis de biosintesis de carotenoides a partir de organismos productores de
carotenoides.

Las [beta]-caroteno hidroxilasas procaridticas que catalizan la conversion enzimatica de [beta]-caroteno en
zeaxantina a través de [beta]-criptoxantina, y los genes que codifican estas proteinas se conocen de la bacteria
Erwinia uredovora (Misawa et al., J. Bacteriol. 1990, 6704-6712; documento EP 393690 B1), Erwinia herbicola
(documento WO 9113078), Agrobacterium aurantiacum (Misawa et al., J. Bacteriol. 1995, 6575-6584; documento EP
735 137 A1), Alcaligenes sp. PC-1 (documento EP 735 137 A1), Flavobacterium sp. cepa R1534 (Pasamontes et al.,
Gene. 1997, 185: 35-41; documento EP 747483 A2) y de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803 (Masamoto et
al., Plant Cell Physiol. 1998, 39(5): 560-564).

También se sabe que las [beta]-caroteno hidroxilasas procariéticas de Agrobacterium aurantiacum, Alcaligenes y
Erwinia uredovora son adicionalmente capaces de convertir cantaxantina a través de adonirrubina en astaxantina
(Misawa et al., J. Bacteriol. 1995, 6575-6584; Fraser et al., J. Biol. Chem. 1997, 272: 6128-6135).

A partir de fuentes eucaridticas se sabe que tres [beta]-caroteno hidroxilasas de plantas catalizan la conversion
enzimatica de [beta]-caroteno en zeaxantina a través de [beta]-criptoxantina. Los ADNc correspondientes se han
aislado de Arabidopsis thaliana (Cunningham et al, J. Biol. Chem. 1996, 271:24349-24352, documento WO
9736998) y de Capsicum annuum L. (Bouvier et al., Biochim. Biophys. Acta. 1998, 1391: 320-328).

Los genes de origen eucariético tienen la ventaja sobre los genes procarioticos de que se expresan mejor en
organismos transgénicos superiores, tales como las plantas. Sin embargo, todavia existe la necesidad de mejorar y
aumentar la productividad de los carotenoides para un procedimiento econémico para preparar derivados de
carotenoides o productos alimenticios con un mayor contenido de carotenoides mediante la incorporacion de acidos
nucleicos eucariéticos en los organismos.

Ademas, las [beta]-caroteno hidroxilasas eucarioticas apropiadas en la técnica anterior tienen la desventaja de que
tienen solo un estrecho intervalo de sustratos, de modo que hay una acumulacién de productos metabodlicos que no
pueden ser convertidos por las hidroxilasas y pueden ejercer un efecto inhibidor sobre las hidroxilasas.

Sumario de la invencién

Es un objeto de la presente invencion remediar las deficiencias descritas de la técnica anterior y proporcionar una
caroteno hidroxilasa eucariética con propiedades mejoradas.

Los autores de la invencién han encontrado que el objeto anterior se logra sorprendentemente mediante una
proteina que tiene una actividad enzimatica para la hidroxilacién de isoprenoides, por ejemplo, [beta]-caroteno o
cantaxantina, que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a una proteina o polipéptido, que comprende la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 2.
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En particular, la hidroxilasa de acuerdo con la invencion, si se expresa en una cepa seleccionada o capaz de
producir un carotenoide especifico tal como, por ejemplo, zeaxantina o astaxantina, aumenta el nivel de estos
carotenoides en comparacién con cepas no transformadas con el gen que codifica la proteina o el polipéptido de
acuerdo con la invencién.

La presente invencion también se refiere al polinucledtido aislado que codifica el polipéptido de la presente
invencion, construcciones de acidos nucleicos, vectores de expresion recombinantes y células huésped
recombinantes que comprenden el polinucleotido, y a métodos para producir el polipéptido.

La presente invencion también proporciona sistemas mejorados para la produccién biologica de carotenoides. En un
ejemplo preferido, la invencion proporciona hongos oleaginosos (que incluyen, por ejemplo, levadura) que producen
uno o mas carotenoides. La presente invencién también proporciona métodos para construir levaduras y hongos de
este tipo, métodos para usar levaduras y hongos de este tipo para producir carotenoides, y métodos para preparar
composiciones que contienen carotenoides, tales como aditivos para alimentos o piensos, o complementos
nutricionales, utilizando carotenoides producidos en levaduras u hongos oleaginosos de este tipo. En particular, la
presente invencion proporciona sistemas y métodos para generar polinucleé6tidos que contienen hongos y levaduras
que codifican los polipéptidos de la presente invencion.

Descripcion general del Listado de Secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de ADN no optimizada que codifica la caroteno hidroxilasa de baja frecuencia de
Haematococcus pluvialis.

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos que se deduce de SEQ ID NO:1.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de ADN que codifica la caroteno hidroxilasa de baja frecuencia de Haematococcus
pluvialis optimizada para la expresion en Yarrowia lipolytica.

SEQ ID NO:4 es la secuencia de ADN que codifica la caroteno hidroxilasa de Cronobacter pulveris (anteriormente
Enterobacter pulveris) (Ep) optimizada para la expresion en Yarrowia lipolytica.

SEQ ID NO:5 es la secuencia de ADN que codifica la caroteno hidroxilasa de la bacteria DC404 (Dc) de
Enterobacteriaceae, optimizada para la expresion en Yarrowia lipolytica.

Definiciones

Polipéptido aislado: la expresién "polipéptido aislado" significa un polipéptido que esta modificado por la mano del
hombre en relacién con ese polipéptido tal como se encuentra en la naturaleza. En un aspecto, el polipéptido es al
menos 1% puro, p. e., al menos 5% puro, al menos 10% puro, al menos 20% puro, al menos 40% puro, al menos
60% puro, al menos 80% puro y al menos 90% puro, segun se determina por SDS-PAGE.

Polipéptido sustancialmente puro: la expresién "polipéptido sustancialmente puro" significa una preparacion que
contiene a lo sumo 10%, a lo sumo 8%, a lo sumo 6%, a lo sumo 5%, a lo sumo 4%, a lo sumo 3%, a lo sumo 2%, a
lo sumo 1% y a lo sumo 0,5% en peso de otro material polipeptidico con el que esta asociado de forma nativa o
recombinante. Preferiblemente, el polipéptido es al menos 92% puro, p. e., al menos 94% puro, al menos 95% puro,
al menos 96% puro, al menos 97% puro, al menos 98% puro, al menos 99% puro, al menos 99,5% puro y 100%
puro en peso del material polipeptidico total presente en la preparacion. Los polipéptidos de la presente invencion
estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura. Esto se puede lograr, por ejemplo, preparando el
polipéptido mediante métodos recombinantes bien conocidos 0 mediante métodos de purificacion clasicos.

Identidad de secuencia: la relacién entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucledtidos se
describe mediante el parametro "identidad de secuencia”.

Para los fines de la presente invencién, el grado de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos se
determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 1970, 48: 443-453) tal
como se implementa en el programa de Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology
Open Software Suite, Rice et al., Trends Genet. 2000, 16: 276-277), preferiblemente la versioén 3.0.0 o posterior. Los
parametros opcionales utilizados son la penalizacién por apertura de hueco de 10, la penalizacion por extension de
hueco de 0,5 y la matriz de sustitucion EBLOSUM62 (versién EMBOSS de BLOSUMG62). La salida de Needle
marcada como "identidad mas larga" (obtenida utilizando la opcién -nobrief) se utiliza como el porcentaje de
identidad y se calcula de la siguiente manera:
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(Residuos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento - NUmero Total de Huecos en el Alineamiento)

Para los fines de la presente invencion, el grado de identidad de secuencia entre dos secuencias de
desoxirribonucleotidos se determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970,
supra) segun se implementa en el programa de Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular
Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, supra), preferiblemente versién 3.0.0 o posterior. Los parametros
opcionales utilizados son la penalizacién por apertura de hueco de 10, la penalizacién por extension de hueco de 0,5
y la matriz de sustitucion EDNAFULL (version EMBOSS de NCBI NUC4.4). La salida de Needle marcada como
"identidad mas larga" (obtenida utilizando la opcion -nobrief) se utiliza como el porcentaje de identidad y se calcula
de la siguiente manera:

(Desoxirribonucleétidos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento - Nimero Total de Huecos en el Alineamiento)

Fragmento: el término "fragmento" significa un polipéptido que tiene uno o mas (varios) aminoacidos suprimidos del
extremo amino y/o carboxilo de un polipéptido maduro; en donde el fragmento tiene actividad hidroxilasa.

Variante alélica: la expresion "variante alélica” significa cualquiera de dos 0 mas formas alternativas de un gen que
ocupa el mismo locus cromosémico. La variacién alélica surge de forma natural a través de la mutacion, y puede
resultar en un polimorfismo dentro de las poblaciones. Las mutaciones genéticas pueden ser silenciosas (sin
cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos
alteradas. Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

Polinucleodtido aislado: la expresion "polinucleétido aislado” significa un polinucleétido que esta modificado por la
mano del hombre en relacion con ese polinucleétido tal como se encuentra en la naturaleza. En un aspecto, el
polinucleétido aislado es al menos 1% puro, p. €j., al menos 5% puro, al menos 10% puro, al menos 20% puro, al
menos 40% puro, al menos 60% puro, al menos 80% puro, al menos 90% puro y al menos 95% puro, segun se
determina por electroforesis en agarosa. Los polinucleétidos pueden ser de origen gendmico, ADNc, ARN,
semisintético, sintético, o cualquier combinacién de los mismos.

Polinucleodtido sustancialmente puro: la expresién "polinucleétido sustancialmente puro” significa una preparacién
de polinucleétido exenta de otros nucleétidos extrafios o no deseados y en una forma adecuada para su uso dentro
de los sistemas de produccién de polipéptidos genéticamente modificados. Por lo tanto, un polinucleétido
sustancialmente puro contiene como a lo sumo 10%, a lo sumo 8%, a lo sumo 6%, a lo sumo 5%, a lo sumo 4%, a lo
sumo 3%, a lo sumo 2%, a lo sumo 1% y a lo sumo 0,5% en peso de otro material polinucleotidico con el que esta
asociado de forma nativa o recombinante. Un polinucleétido sustancialmente puro puede, sin embargo, incluir
regiones 5' y 3' no traducidas que se producen de forma natural, tales como promotores y terminadores.
Preferiblemente, el polinucleétido es al menos 90% puro, p. €j., al menos 92% puro, al menos 94% puro, al menos
95% puro, al menos 96% puro, al menos 97% puro, al menos 98% puro, al menos 99% puro y al menos 99,5% puro
en peso. Los polinucleétidos de la presente invencion estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura.

Secuencia codificante: la expresion "secuencia codificante" significa un polinucleétido, que especifica directamente
la secuencia de aminoacidos de un polipéptido. Los limites de la secuencia codificante estdn generalmente
determinados por un marco de lectura abierto, que habitualmente comienza con el codon de inicio de ATG o
codones de inicio alternativos como GTG y TTG y termina con un codén de parada, tal como TAA, TAG y TGA. La
secuencia codificante puede ser un polinucletdtido de ADN, ADNc, sintético o recombinante.

ADNc: el término "ADNc" significa una molécula de ADN que se puede preparar por transcripcion inversa de una
molécula de ARNm madura, cortada y empalmada, obtenida de una célula eucaridtica. EI ADNc carece de
secuencias intrénicas que pueden estar presentes en el ADN gendmico correspondiente. La transcripcion de ARN
primaria inicial es un precursor del ARNm que se procesa a través de una serie de etapas, incluido el corte y
empalme, antes de aparecer como ARNm cortado y empalmado maduro.

Construccion de acido nucleico: la expresion "construccién de acido nucleico" significa una molécula de acido
nucleico, ya sea de cadena sencilla o doble, que se aisla de un gen que se produce de forma natural o se modifica
para que contenga segmentos de acidos nucleicos de una manera que de otro modo no existiria en la naturaleza o
que sea sintético. La expresion construccion de acido nucleico es sindénima de la expresién "casete de expresion”
cuando la construccién de &acido nucleico contiene las secuencias de control requeridas para la expresion de una
secuencia codificante de la presente invencion.

Secuencias de control: la expresion "secuencias de control" significa todos los componentes necesarios para la
expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencién. Cada una de las secuencias de
control puede ser nativa o extrafia al polinucleétido que codifica el polipéptido o nativa o extrafia entre si. Dichas
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secuencias de control incluyen, pero no se limitan a una secuencia conductora, una secuencia de poliadenilacién,
una secuencia propeptidica, un promotor, una secuencia de péptidos senal y un terminador de la transcripcion.
Como minimo, las secuencias de control incluyen un promotor y sefales de parada de la transcripcién y traduccién.
Las secuencias de control pueden proporcionarse con enlazadores con el fin de introducir sitios de restriccion
especificos que faciliten el ligamiento de las secuencias de control con la region codificante del polinucleétido que
codifica un polipéptido.

Enlazada operativamente: la expresion "enlazada operativamente" significa una configuracion en la cual una
secuencia de control se coloca en una posicion apropiada con respecto a la secuencia codificante de un
polinucleétido de modo que la secuencia de control dirige la expresion de la secuencia codificante.

Expresion: el término "expresion” incluye cualquier etapa implicada en la produccién del polipéptido que incluye,
pero no se limita a la transcripcion, la modificacién post-transcripcional, la traduccion, la modificacién post-
traduccional y la secrecion.

Vector de expresion: la expresion "vector de expresion" significa una molécula de ADN lineal o circular que
comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido y que esta enlazada operativamente a nucleétidos
adicionales que proporcionan su expresion.

Célula huésped: la expresion "célula huésped" significa cualquier tipo de célula que sea susceptible de
transformacion, transfeccion, transduccién y similares, con una construccion de acido nucleico o un vector de
expresion que comprenda un polinucleétido de la presente invencion. La expresion "célula huésped" abarca
cualquier progenie de una célula progenitora que no sea idéntica a la célula progenitora debido a mutaciones que se
producen durante la replicacion.

Variante: el término "variante" significa un polipéptido que tiene actividad hidroxilasa que comprende una alteracion,
es decir, una sustitucion, insercién y/o delecion de uno o mas (varios) residuos aminoacidos en una o mas (varias)
posiciones. Una sustitucién significa un reemplazo de un aminoacido que ocupa una posicion con un aminodacido
diferente; una delecién significa la separacion de un aminoacido que ocupa una posicion; y una insercién significa
anadir 1-3 aminoacidos adyacentes a un aminoacido que ocupa una posicién.

Descripcion Detallada de la Invencién

Caroteno hidroxilasa significa de aqui en adelante una proteina o un polipéptido de acuerdo con la invencién, es
decir, una proteina que tiene, por ejemplo, una actividad enzimatica para convertir [beta]-caroteno en zeaxantina o
cantaxantina en astaxantina, que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

La secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 2 se deriva de la traduccién de la secuencia de ADNc
representada en SEQ ID NO: 1. La secuencia optimizada de SEQ ID NO: 1 se muestra en SEQ ID NO: 3.

Sustitucion significa el reemplazo de uno 0 mas aminoacidos por uno 0 mas aminodcidos. Los reemplazos son
preferiblemente aquellos llamados conservativos, en los cuales el aminoacido reemplazado tiene una propiedad
similar al aminoéacido original, por ejemplo, el reemplazo de Glu por Asp, Gin por Asn, Val por lie, Leu por lie, Ser por
Thr.

La delecién es el reemplazo de un aminoacido por un enlace directo. Posiciones preferidas para las deleciones son
los extremos del polipéptido y los enlaces entre los dominios de proteinas individuales.

Las inserciones son introducciones de aminoacidos en la cadena polipeptidica, siendo formalmente el reemplazo de
un enlace directo por uno 0 mas aminoacidos.

La homologia entre dos proteinas significa la identidad de los aminoacidos a lo largo de toda la longitud de cada una
de las proteinas, que se calcula por comparacién con ayuda del programa de ordenador GAP (UWGCG, Universidad
de Wisconsin, Genetic Computer Group, algoritmo del programa de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 1970, 48:
443-453), estableciendo los siguientes parametros:

Peso del Hueco: 12
Peso Longitud: 4
Emparejamiento Medio: 2912

Emparejamiento Erréneo Medio: -2.003
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Una proteina que tiene una homologia de al menos 50% a nivel de aminoacidos con la secuencia SEQ ID NO: 2
significa una proteina que, en comparaciéon de su secuencia con la secuencia SEQ ID NO: 2, utilizando el algoritmo
del programa anterior con el anterior conjunto de parametros, tiene una identidad de al menos 50%, preferiblemente
60%, de manera particularmente preferible 70%.

Las proteinas son capaces de catalizar la conversién de un elemento estructural de [beta]-ionona en un elemento
estructural de 3-hidroxi-[beta]-ionona, tal como la conversién de [beta]-caroteno en zeaxantina, [beta]-caroteno en
[beta]-criptoxantina, [beta]-criptoxantina en zeaxantina, equinenona en 3'-hidroxiquinenona, 3-hidroxiquinenona en
adonixantina (4-cetozeaxantina), [alfa]-caroteno en [alfa]-criptoxantina u otros compuestos que tienen hasta 40
atomos de C y que contienen un anillo de [beta]-ionona en los correspondientes compuestos 3-hidroxi-[beta]-ionona
o la conversion de un elemento estructural de 4-ceto-[beta]-ionona en un elemento estructural de 3-hidroxi-4-ceto-
[beta]-ionona, tal como la conversion de cantaxantina en astaxantina, cantaxantina en fenicoxantina (adonirrubina),
fenicoxantina (adonirrubina) en astaxantina, equinenona en 3-hidroxiquinenona, 3'-hidroxiquinenona en adonixantina
(4-cetozeaxantina) u otros compuestos quimicos que tienen hasta 40 atomos de C y contienen un anillo de 4-ceto-
[beta]-ionona en los correspondientes compuestos de 3-hidroxi-4-ceto-[beta]-ionona.

La caroteno hidroxilasa se puede preparar, tal como se describe mas adelante en esta memoria, mediante la
expresion génica de los acidos nucleicos apropiados que codifican estas proteinas de organismos naturales o
manipulados genéticamente.

La invencion se refiere, ademdas, a un procedimiento para la preparacion de carotenoides y derivados de
carotenoides, que comprende convertir un elemento estructural de [beta]-ionona en un elemento estructural de 3-
hidroxi-[beta]-ionona y/o un elemento estructural de 4-ceto-[beta]-ionona en un elemento estructural de 3-hidroxi-4-
ceto-[betal-ionona en presencia de la proteina de acuerdo con la invencion.

Carotenoides y derivados de carotenoides son, por ejemplo, zeaxantina, [beta]-criptoxantina, 3'-hidroxiquinenona, 3-
hidroxiquinenona, adonixantina (4-cetozeaxantina), astaxantina, fenicoxantina (adonirrubina), [alfa]-criptoxantina, o
luteina o derivados de los mismos que tienen hasta 40 atomos de C y que contienen al menos una 3-hidroxi-[beta]-
ionona o al menos un elemento estructural de 3-hidroxi-4-ceto-[beta]-ionona en la molécula, tal como, por ejemplo,
3-hidroxi-6-vinil-[beta]-ionona, 3-hidroxi-4-ceto-6-vinil-[beta]-ionona, 3-hidroxirretinol, 3-hidroxi-4-cetorretinol, 3-
hidroxirretinal, 3-hidroxi-4-ketorretinal, acido 3-hidroxirretinoico o acido 3-hidroxi-4-ketorretinoico.

En el procedimiento de acuerdo con la invencién existe una conversion en presencia de las proteinas de acuerdo
con la invencion de un elemento estructural de [beta]-ionona en un elemento estructural de 3-hidroxi-[beta]-ionona,
tal como [beta]-caroteno en zeaxantina, a través de [beta]-criptoxantina, [beta]-caroteno en [beta]-criptoxantina,
[beta]-criptoxantina en zeaxantina, equinenona en 3'-hidroxiequinenona, 3-hidroxiequinenona, 3-hidroxiequinenona o
3'-hidroxiequinenona en adonixantina (4-cetozeaxantina), [alfa]-caroteno en zeinoxantina o [alfa]-criptoxantina o un
compuesto quimico que tenga hasta 40 atomos de C y que contenga un anillo [beta]-ionona en el correspondiente
compuesto 3-hidroxi-[beta]-ionona o un elemento estructural de 4-ceto-[beta]-ionona en un elemento estructural de
3-hidroxi-4-ceto-[beta]-ionona, tal como cantaxantina en astaxantina, a través de adonirrubina, cantaxantina en
fenicoxantina (adonirrubina), fenicoxantina (adonirrubina) en astaxantina, equinenona en 3-hidroxiequinenona, 3'-
hidroxiequinenona en adonixantina, 0 un compuesto quimico que tenga hasta 40 atomos de C y que contenga un
anillo 4-ceto-[betal-ionona en el correspondiente compuesto 3-hidroxi-4-ceto-[beta]-ionona.

La invencion también se refiere a la secuencia de acido nucleico que codifica la hidroxilasa de acuerdo con la
invencion. Un acido nucleico preferido tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1 y la secuencia de SEQ ID NO: 3.

La invencién también abarca aquellas secuencias de acidos nucleicos que comprenden las denominadas
mutaciones silenciosas o que se modifican en comparacion con una secuencia mencionada especificamente de
acuerdo con el uso del codén de un origen especifico u organismo huésped, y variantes que se producen de forma
natural de tales secuencias de &cido nucleico.

La invencién también abarca modificaciones de las secuencias de acidos nucleicos obtenidas por degeneracion del
codigo genético (es decir, sin ningun cambio en la secuencia de aminoacidos correspondiente) o sustitucién
conservativa de nucleétidos (es decir, el aminoacido correspondiente se reemplaza por otro aminoacido de la misma
carga, tamano, polaridad y/o solubilidad), y secuencias modificadas por la adicion, insercion, inversion o delecion de
nucleétidos, secuencias que codifican una hidroxilasa de acuerdo con la invencién que tiene un "perfil de sustrato
modificado", y las secuencias complementarias correspondientes.

La invencion se refiere, ademas, a construcciones de expresion que comprenden una secuencia de acido nucleico
de acuerdo con la invencion bajo el control genético de secuencias reguladoras de acidos nucleicos; y vectores que
comprenden al menos una de estas construcciones de expresion.
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Preferiblemente, las construcciones de acuerdo con la invenciéon abarcan un promotor 5' aguas arriba de la
secuencia codificante en cuestién y una secuencia de terminador 3' aguas abajo y, opcionalmente, otros elementos
reguladores habituales y, en cada caso, estan operativamente enlazados con la secuencia codificante. Debe
entenderse que el enlace operativo significa la disposicion secuencial del promotor, la secuencia codificante, el
terminador y, si es apropiado, otros elementos reguladores de tal manera que cada uno de los elementos
reguladores pueda cumplir su funcién prevista en la expresién de la secuencia codificante. Ejemplos de secuencias
operativamente enlazables son secuencias de fijacion de objetivo, o bien potenciadores de la traduccién,
potenciadores, sefales de poliadenilacién y similares. Elementos reguladores adicionales abarcan marcadores
seleccionables, sefales de amplificacion, origenes de replicacién y similares.

Ademas de las secuencias reguladoras artificiales, la secuencia reguladora natural todavia puede estar presente
aguas arriba del gen estructural real. Si se desea, esta regulacion natural puede desactivarse por modificacion
genética, y la expresién de los genes puede potenciarse o disminuirse. Sin embargo, la construccion del gen
también puede ser méas simple en la construccion, es decir, no se insertan sefales reguladoras adicionales aguas
arriba del gen estructural y no se separa el promotor natural con su regulacion. En cambio, la secuencia reguladora
natural se muta de tal manera que la regulacién ya no tiene lugar y la expresion del gen aumenta o disminuye. Una o
mas copias de las secuencias de acido nucleico pueden estar presentes en la construccion génica.

Ejemplos de promotores adecuados son: promotor cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclq, T7, T5, T3, gal, trc,
ara, SP6, I-PR o I-PL, que se emplean ventajosamente en bacterias Gram-negativas; y promotores Gram-positivos
amy y SP02, los promotores de levadura ADC1, MFa, Ac, P-60, CYC1, GAPDH, TEF1 o los promotores de plantas
CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos o el promotor de ubiquitina o de faseolina. Se da particular
preferencia al uso de promotores inducibles, por ejemplo promotores inducibles por la luz y, en particular, por la
temperatura, tales como el promotor PrP1.

En principio, se pueden utilizar todos los promotores naturales con sus secuencias reguladoras. Ademas, los
promotores sintéticos también pueden utilizarse de una manera ventajosa.

Las secuencias reguladoras arriba mencionadas estan destinadas a permitir la expresion fijada como objetivo de las
secuencias de acido nucleico y la expresion de proteinas. Dependiendo del organismo huésped, esto puede
significar, por ejemplo, que el gen se expresa o sobre-expresa solo después de que haya tenido lugar la induccion, o
que se expresa 0 sobre-expresa de forma inmediata y/o constitutiva.

Las secuencias o los factores reguladores pueden tener preferiblemente un efecto positivo sobre la expresiéon y de
esta manera aumentar o reducir esta ultima. Por lo tanto, una mejora de los elementos reguladores puede tener
lugar ventajosamente en el nivel transcripcional utilizando sefiales de transcripcion fuertes tales como promotores
y/o "potenciadores". Ademas, la traduccion también puede potenciarse mejorando, por ejemplo, la estabilidad del
ARNm.

Un casete de expresion se genera fusionando un promotor adecuado con una secuencia adecuada de nucleotidos
hidroxilasa y una sefal de terminador o sefal de poliadenilacién. Para este fin, se utilizan las técnicas habituales de
recombinacion y clonacion tal como se describen, por ejemplo, en T. Maniatis, E.F. Fritsch y J. Sambrook, Molecular:
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) ) y en T.J. Silhavy,
M.L. Berman y L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1984) y en Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. y Wiley
Interscience (1987).

Para la expresién en un organismo huésped adecuado, la construccién de acido nucleico recombinante o la
construccion génica se inserta ventajosamente en un vector especifico para el huésped que permite una expresion
génica optima en el huésped. Los vectores son bien conocidos por el experto y se pueden encontrar, por ejemplo, en
"Cloning Vectors" (Pouwels P.H. et al., Ed., Elsevier, Amsterdam-Nueva York-Oxford, 1985). Debe entenderse que
los vectores significan no solo plasmidos, sino todos los demas vectores conocidos por los expertos, tales como, por
ejemplo, fagos, virus, tales como SV40, CMV, baculovirus y adenovirus, transposones, elementos IS, plasmidos,
cosmidos y ADN lineal o circular. Estos vectores pueden replicarse de forma auténoma en el organismo huésped o
cromosomicamente.

Los vectores de acuerdo con la invencion permiten la generacion de microorganismos recombinantes que se
transforman, por ejemplo, con al menos un vector de acuerdo con la invencién y que pueden emplearse para
producir los mutantes. Las construcciones recombinantes arriba descritas de acuerdo con la invencién se introducen
ventajosamente en un organismo huésped adecuado y se expresan. Se prefiere utilizar los métodos habituales de
clonacion y transfeccion conocidos por los expertos con el fin de lograr la expresion de los acidos nucleicos
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mencionados anteriormente en el sistema de expresién en cuestion. Sistemas adecuados se describen, por ejemplo,
en los protocolos actuales en biologia molecular, F. Ausubel et al., eds., Wiley Interscience, Nueva York 1997.

Organismos huéspedes adecuados son, en principio, todos los organismos que permiten la expresion de los acidos
nucleicos de acuerdo con la invencién, sus variantes alélicas y sus equivalentes o derivados funcionales.
Organismos iniciales preferidos son aquellos capaces de sintetizar de forma natural carotenoides. Sin embargo,
también son adecuados organismos iniciales capaces de sintetizar carotenoides debido a la introduccion de genes
de la biosintesis de carotenoides. Los organismos iniciales significan organismos procariéticos o eucariéticos, tales
como, por ejemplo, microorganismos o plantas. Microorganismos preferidos son bacterias, levaduras, algas u
hongos.

Por lo tanto, la invencién se refiere, ademas, a un procedimiento para preparar los organismos modificados
genéticamente que se describen mas adelante, en donde el gen caroteno hidroxilasa de acuerdo con la invencién se
introduce en el genoma del organismo inicial. Por organismos iniciales se entienden los organismos antes de la
modificacién genética de acuerdo con la invencion.

El gen caroteno hidroxilasa de acuerdo con la invenciéon puede, en principio, introducirse por todos los métodos
conocidos por el experto en los organismos iniciales descritos mas adelante, que se modifican con ello
genéticamente.

Se introducen ventajosamente en los organismos iniciales o células de los mismos mediante transformacién,
transfeccion, electroporacion, utilizando la llamada pistola de particulas, o por microinyeccion.

El experto puede encontrar métodos apropiados para microorganismos en los libros de texto de Sambrook, J. et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, por F.M. Ausubel et al. (1994)
Current protocols in molecular biology, John Wiley and Sons, por D.M. Glover et al., DNA Cloning Vol. 1, (1995), IRL
Press (ISBN 019-963476-9), por Kaiser et al. (1994) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, o Guthrie et al. Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, 1994, Academic
Press.

Ejemplos de métodos ventajosos que se pueden mencionar son aquellos tales como la introduccién del ADN por
recombinacion homéloga o heteréloga, por ejemplo, utilizando el gen URAS3, especificamente el gen URA3 de
Ashbya, tal como se describe en la solicitud alemana DE 19801120.2, y/o por el método REMI (= 'integracion
mediada por enzimas de restriccion") que se describe mas adelante.

La técnica REMI se basa en la co-transformacion de una construccion de ADN lineal que se ha cortado en ambos
extremos con la misma endonucleasa de restriccion, junto con la endonucleasa de restriccion que se utilizé para
esta restriccion de la construccion de ADN, en un organismo. La endonucleasa de restriccion corta entonces el ADN
gendmico del organismo en el que se ha introducido la construccién de ADN junto con la enzima de restriccion. Esto
conduce a una activacién de los mecanismos de reparacion propios de la célula. Estos mecanismos de reparacién
reparan las roturas de la cadena en el ADN genémico que han sido provocadas por la endonucleasa, y durante esto
también incorporan con cierta frecuencia la construccién de ADN co-transformado en el genoma. Por lo general, los
sitios de escision de restriccion se conservan en ambos extremos del ADN durante esto.

Esta técnica fue descrita por Bolker et al. (Mol. Gen. Genet., 1995, 248: 547-552) para la mutagénesis de insercion
de hongos. El método fue utilizado por Von Schiestl y Petes (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991, 88: 7585-7589) para
averiguar si existe recombinacion heteréloga en Saccharomyces. El método ha sido descrito por Brown et al. (Mol.
Gen. Genet. 1996, 251: 75-80) para la transformacion estable y la expresion regulada de un gen informador
inducible.

Es posible usar el método REMI para colocar los fragmentos de &acido nucleico de acuerdo con la invencion o el gen
caroteno hidroxilasa mencionado anteriormente en sitios transcripcionalmente activos en el genoma.

Es posible y ventajoso clonar los acidos nucleicos junto con al menos un gen informador en una construccion de
ADN, que se introduce en el genoma. Este gen informador deberia facilitar la detectabilidad mediante un ensayo de
crecimiento, fluorescencia, quimioluminiscencia o bioluminiscencia o mediante una medicion fotométrica. Ejemplos
que se pueden mencionar de genes informadores son genes de resistencia a antibiéticos, genes hidrolasa, genes de
proteinas fluorescentes, genes de bioluminiscencia, genes glucosidasa, el gen de la luciferasa, gen de la [beta]-
galactosidasa, gen gfp, gen de la lipasa, gen de la esterasa, gen de la peroxidasa, gen de la [beta]-lactamasa, gen
de la acetil-, fosfo- o adenil-transferasa. Estos genes hacen posible medir y cuantificar facilmente la actividad de
transcripcion y, por lo tanto, la expresiéon de los genes. Esto significa que es posible identificar sitios en el genoma
que tengan una productividad que difiera en hasta un factor de 2.
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Si se pretende introducir en el organismo una pluralidad de genes, tales como, por ejemplo, genes adicionales de la
biosintesis de carotenoides, todos pueden introducirse junto con un gen informador en un solo vector, o cada uno de
los genes individuales con un gen informador se puede introducir en el organismo, en un vector en cada caso,
siendo posible introducir los diversos vectores al mismo tiempo o sucesivamente. También es posible insertar
fragmentos de genes que codifiquen las actividades respectivas utilizando las técnicas REMI.

Enzimas de restriccion adecuadas en principio para integrar el gen de la caroteno hidroxilasa o construcciones de
acidos nucleicos de acuerdo con la invencion en el genoma de organismos iniciales son todas conocidas por el
experto. Enzimas de restriccién que reconocen solo 4 pares de bases como el sitio de escision de restriccion son
menos preferidos, porque se cortan con demasiada frecuencia en el genoma o en el vector a integrarse, y las
enzimas preferidas reconocen 6, 7, 8 o mas pares de bases como sitio de escision, tales como BamHI, EcoRl, Bg/ll,
Sphl, Spel, Xbal, Xhol, Ncol, Sa/l, Cl/al, Kpnl, Hindlll, Sacl, Pstl, Bpnl, Notfi, Sri o Sfil, por mencionar solo unas
pocas de las posibles enzimas. Es ventajoso que las enzimas utilizadas ya no tengan sitios de escision en el ADN
que se ha de introducir; esto aumenta la eficiencia de la integracion. En general, en la mezcla REMI se utilizan de 5
a 500 U, preferiblemente de 10 a 250, de manera particularmente preferible de 10 a 100 U de las enzimas. Las
enzimas se emplean ventajosamente en una solucién acuosa que contiene sustancias para la estabilizacion
osmética tales como azlcares, tales como sacarosa, trehalosa o glucosa, polioles, tales como glicerol o
polietilenglicol, un tampdn con un tamponamiento ventajoso en el intervalo de pH de 5 a 9, preferiblemente de 6 a 8,
de manera particularmente preferible de 7 a 8, tales como tris, MOPS, HEPES, MES o PIPES y/o sustancias para
estabilizar los acidos nucleicos, tales como sales inorganicas u organicas de Mg, Cu, Co, Fe, Mn o Mo. También es
posible, caso de ser apropiado, que estén presentes otras sustancias, tales como EDTA, EDDA, DTT, [beta]-
mercaptoetanol o inhibidores de nucleasa. Sin embargo, también es posible realizar la técnica REMI sin estas
adiciones.

El procedimiento se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 5 a 80°C, preferiblemente de 10 a 60°C, en
particular preferiblemente de 20 a 40°C. Otros métodos conocidos para desestabilizar las membranas celulares son
adecuados para el procedimiento, tales como, por ejemplo, la electroporacion, la fusiéon con vesiculas cargadas o la
desestabilizacién con diversas sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, tales como las sales de litio, rubidio o
calcio, siendo preferidas las sales de litio.

La invencién se refiere, ademas, a un organismo modificado genéticamente de forma correspondiente,
aumentandose la expresion del gen de la caroteno hidroxilasa de acuerdo con la invencién en comparacién con un
organismo de tipo salvaje en el caso de que el organismo inicial contenga un gen de la caroteno hidroxilasa, o sea
provocado, en el caso en el que el organismo inicial no contenga un gen de la caroteno hidroxilasa, por la
modificacién genética.

Un organismo modificado genéticamente significa un organismo en el que se ha insertado el gen de caroteno
hidroxilasa o la construccion de acido nucleico de acuerdo con la invencion, preferiblemente por uno de los métodos
arriba descritos.

El organismo modificado genéticamente contiene al menos un gen de la caroteno hidroxilasa de acuerdo con la
invencion o al menos una construccién de acido nucleico de acuerdo con la invencién. Dependiendo del organismo
inicial, el acido nucleico puede estar presente dentro o fuera del cromosoma.

El metabolismo de los carotenoides en los organismos modificados genéticamente se altera preferiblemente en
comparacion con el tipo salvaje.

Organismos preferidos son hongos recombinantes y levaduras. En una realizacion particular, el hongo recombinante
es oleaginoso, porque puede acumular lipidos hasta al menos aproximadamente el 20% de su peso de célula seco;
y produce al menos un carotenoide seleccionado del grupo que consiste en anteraxantina, adonirrubina,
adonixantina, astaxantina, cantaxantina, capsorrubrina, B-criptoxantina, a-caroteno, B,y-caroteno, &-caroteno, e-
caroteno, equinenona, 3-hidroxiequinenona, 3'-hidroxiequinenona, y-caroteno4-ceto-y-caroteno, {-caroteno, a-
criptoxantina, desoxiflexixantina, diatoxantina, 7,8-didehidroastaxantina, didehidrolicopeno, fucoxantina, fucoxantinol,
isorenierateno, B-isorenierateno, lactucaxantina, luteina, licopeno, mixobactona, neoxantina, neuroesporeno,
hidroxineuroesporeno, peridinina, fitoeno, rodopina, rodopina glucésido, 4-ceto-rubixantina, sifonaxantina,
esferoideno, esferoidenona, espiriloxantina, toruleno, 4-ceto-toruleno, 3-hidroxi-4-ceto-toruleno, uriolida, acetato de
uriolida, violaxantina, zeaxantina-p-diglucésido, zeaxantina, un carotenoide C30 y combinaciones de los mismos, y
pueden acumular el caroteno producido. a al menos aproximadamente el 1% de su peso de célula seca.
Preferiblemente, el hongo recombinante es un miembro de un género seleccionado del grupo que consiste en:
Aspergillus, Blakeslea, Botrytis, Candida, Cercospora, Cryptococcus, Cunninghamella, Fusarium (Gibberella),
Kluyveromyces, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Neurospora, Penicillium, Phycomyces, Pichia (Hansenula), Puccinia,
Pythium, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces, Sclerotium, Trichoderma, Trichosporon,
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Xanthophyllomyces (Phaffia) y Yarrowia, o es de una especie seleccionada del grupo que consiste en: Aspergillus
terreus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Blakeslea trispora, Botrytis cinerea, Candida japonica, Candida
pulcherrima, Candida revkaufi, Candida tropicalis, Candida utilis, Cercospora nicotianae, Cryptococcus curvatus,
Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegans, Fusarium fujikuroi (Gibberella zeae), Kluyveromyces lactis,
Lipomyces starkeyi, Lipomyces lipoferus, Mortierella alpina, Morteriella ramanniana, Mortierella isabellina, Mucor
circinelloides, Neurospora crassa, Phycomyces blakesleanus, Pichia pastoris, Puccinia distincta, Pythium irregulare,
Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
pinicola, Rhodotorula gracilis, Saccharomyces cerevisiae, Sclerotium rolfsii, Trichoderma reesei, Trichosporon
cutaneum, Trichosporon pullulans, Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma) y Yarrowia lipolytica.

De estas cepas oleaginosas por naturaleza, algunas también producen de forma natural carotenoides y algunas
otras no; estas cepas pueden utilizarse adicionalmente como una célula huésped mediante la introduccion de genes
de biosintesis de carotenoides tal como se describe en la Patente de EE.UU. 7 851 199.

En otras realizaciones, la presente invencién proporciona un método para producir un carotenoide, comprendiendo
el método las etapas de cultivar un hongo en condiciones que permiten la produccion del carotenoide; y aislar el
carotenoide producido.

El cultivo del organismo modificado genéticamente de acuerdo con la invencion tiene lugar de una manera conocida
per se, tal como el cultivo del tipo salvaje apropiado, por ejemplo en el caso de microorganismos en un medio
adecuado tal como, por ejemplo, en placas de agar o en cultivo en suspension, o en el caso de plantas en el suelo o
en medios nutrientes adecuados. Por cosecha se entiende, en el caso de los microorganismos, el aislamiento de los
microorganismos, y en el caso de las plantas, el corte de la planta o, en su caso, partes particulares de la planta que
contienen los carotenoides. Los carotenoides se aislan de una manera conocida per se, por ejemplo, mediante la
ruptura de las células del organismo, la extraccion de los carotenoides y la posterior purificacion de los carotenoides
mediante métodos de separacién quimica o fisica, tales como extracciéon o cromatografia.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplos

La Tabla 1 que figura a continuacion describe determinadas cepas de Yarrowia lipolytica utilizadas en la siguiente
ejemplificacion:

Tabla 1: Cepas de Yarrowia lipolytica.

ML5252 | MATA erg9-4789::ura3 tef1 P-{HMG-tr Técnicas de genética molecular clasicas y estandares
GGS carB carRP} prototrofica

ML6804 |MATB erg9-4789::ura3 tef1 P-{HMG-tr Técnicas de genética molecular clasicas y estandares
GGS carB carRP crtW} prototrofica

ML9335 |MATA erg9-4789::URAS3 tef1P-{HMG-tr |Técnicas de genética molecular clasicas y estandares
GGS carB carRP crtW Dc-crtZ}
prototréfica

ML9863 |MATB erg9-4789::URA3 tef1P-{HMG-tr |Técnicas de genética molecular clasicas y estandares
GGS carB carRP crtWXa-crtZ Dc-crtZ}

prototréfica
ML11218 | ML9863 crtW-A6180 Ruptura fijada como objetivo con casete HygR; posterior
separacion del marcador utilizando el sistema cre-lox
ML11453 |ML9335 tef1 P-carRPA-/HygR Transformacion no fijada como objetivo; también pueden

haberse incorporado copias no marcadas adicionales de
actividades pre-existentes.

ML11584 |ML9863 tef1 P-Ep-crtZ/Nath Transformacion no fijada como objetivo; también pueden
haberse incorporado copias no marcadas adicionales de
actividades pre-existentes

ML11956 | MATB erg9-4789::ura3 tef1 P-{HMG-tr ML11453 x ML11584
GGS carB carRP crtW Dc-crtZ}
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ML12526 |ML9335 with tef1 P-HMG-tr tef1P-carB Transformaciones no fijadas como objetivo, seguidas de
3X-tef1P-carRP separacion de HygR y Nat® utilizando el sistema cre-lox

Las cepas de Yarrowia M L5252, M L6804, M L9863 y ML9335 se construyeron mediante la introduccion de genes
heterdlogos bajo el control del promotor TEF1 enddgeno, acoplado con varias generaciones de cruces, comenzando
con ML350 y ATCC201249 tal como se describe en la patente de EE.UU. 7.851.199. El gen GGS y el gen HMG
truncado ("HMG-tr") se derivaron de secuencias de Yarrowia correspondientes a los genes nativos geranilgeranil
pirofosfato sintasa e hidroximetilglutaril-CoA reductasa, respectivamente. Los genes carRP y carB se derivaron de
Mucor circinelloides, y codifican una fitoeno sintetasa/licopeno ciclasa bifuncional y una fitoeno deshidrogenasa,
respectivamente. El gen crtW se sintetiz6 para codificar la caroteno ketolase de Parvularcula bermudensis
(documento US 2012/0156718).

El gen crtZ se amplific6 a partir de Xanthobacter autotrophicus (Xa) o se sintetizd para codificar la caroteno
hidroxilasa de Cronobacter pulveris (antes Enterobacter pulveris) (Ep) (SEQ ID NO: 4), bacteria de
Enterobacteriaceae DC404 (Dc) (SEQ ID NO: 5) o Flavobacterium sp. R1534 (Fb) (Patente de EE.UU. 6.087.152).
Estos genes a veces, aunque no siempre, se asocian con marcadores auxotréficos (URA3, LEU2, URA2, LYST,
ADET) o un sitio /oxP, remanente de un marcador Hyg"R (resistencia a la higromicina) o Nat® (resistencia a la
nourseotricina).

Tabla 2: Plasmidos

Plasmido Cadena principal Insercion Oligos o fuente

pMB6486 pMB6157 (HygRtef1 P-xprT) Hp‘F-crtz Fragmento Nhel-Miul sintetizado
pMB6487 pMB6157 (HygRtef1 P-xprT) Fb-crtZ Fragmento Nhel-Miul sintetizado
pMB6056 pMB6157 (HygRtef1P-xprT) Ep-criz Fragmento Nhel-Miul sintetizado

Todos los procedimientos basicos de biologia molecular y manipulacion del ADN descritos en esta memoria se
realizan generalmente de acuerdo con Sambrook et al. o Ausubel et al. (J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis (eds).
1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Nueva York; F.M. Ausubel, R.
Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl (eds.). 1998. Current Protocols in Molecular
Biology. Wiley: Nueva York).

Ejemplo 1a: Produccion de pMB6486 (Hyq" tef-Hp'F-crtZ), que codifica caroteno hidroxilasa de H. pluvialis
LF.

Como resultado de un analisis de la secuencia de ARNm utilizando Haematococcus pluvialis (UTEX N2 2505), los
autores de la invencion encontraron sorprendentemente la nueva B-caroteno hidroxilasa, que se denomino
hidroxilasa Hp'F-CrtZ (H. pluvialis LF (baja frecuencia).

Una secuencia de ORF de caroteno hidroxilasa (Hp-F-CrtZ) optimizada por codones se sintetizd de novo en base a
la secuencia proteica deducida del gen de H. pluvialis, utilizando la preferencia codoénica de Y. lipolytica, tal como se
especifica en SEQ ID NO: 3. Durante la sintesis de novo, la secuencia 5'-TGCTAGCCACAAAA, que contiene un sitio
de restriccion Nhel y una secuencia de Kozak tipica para permitir una traduccién eficiente, se afadié
inmediatamente aguas arriba del ATG. La secuencia ACGCGT-3', que comprende un sitio de restriccion Mlul, se
afnadi6é inmediatamente aguas abajo del codon de parada. Esta secuencia se escindio utilizando Nhel y Miul y se ligé
a pMB6157 cortado con Nhel y Mlul para producir pMB6486. La proteina Hp'F-CrtZ codificada resultante de
pMB6486 se especifica en SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 1b: Produccion de pMB6056 (Hyg" tef-crtZ-Ep), que codifica C. pulveris (anteriormente E. pulveris)
caroteno hidroxilasa.

Una secuencia de ORF de caroteno hidroxilasa (Ep-CrtZ) optimizada por codones se sintetiz6 de novo en base a la
secuencia proteica deducida del gen de Cronobacter pulveris, anteriormente conocida como Enterobacter pulveris,
(N2 de Acceso a EMBL CAZ90621.1), utilizando la preferencia codonica de Y. lipolytica, tal como se especifica en
SEQ ID NO: 4. Durante la sintesis de novo, la secuencia 5-TGCTAGCCACAAAA, que contiene un sitio de
restriccion Nhel y una secuencia de Kozak tipica para permitir una traduccion eficiente, se anadié inmediatamente
aguas arriba del ATG. La secuencia ACGCGT-3', que comprende un sitio de restriccion Miul, se anadio
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inmediatamente aguas abajo del codén de parada. Esta secuencia se escindié utilizando Nhel y Miul y se ligd en
pMB6157 cortado con Nhel y Miul para producir pMB6056.

Ejemplo 1c: Produccién de pMB6487 (Hygftef-crtZ-Fb), que codifica Flavobacterium sp. R1534 caroteno
hidroxilasa.

Una caroteno hidroxilasa (Fb-CrtZ) optimizada por codones se sintetizd de novo en base a la secuencia proteica de
Flavobacterium sp. R1534 tal como se especifica en la patente de EE.UU. 6.087.152, utilizando la preferencia
cododnica de Y. lipolytica. Durante la sintesis de novo, la secuencia 5'-TGCTAGCCACAAAA, que contiene un sitio de
restriccion Nhel y una secuencia de Kozak tipica para permitir una traduccion eficiente, se afadié inmediatamente
aguas arriba del ATG. La secuencia ACGCGT-3', que comprende un sitio de restriccion Miul, se anadio
inmediatamente aguas abajo del codon de parada. La secuencia se escindio utilizando Nhel y Mlul y se ligé a
pMB6157 cortado con Nhel y Mlul para producir pMB6487.

Ejemplo 2A: Introduccion de tres genes de caroteno hidroxilasa en la cepa ML6804 productora de
cantoxantina de Y. lipolytica para producir astaxantina

Para testar el potencial de hidroxilacién de Hp-F CrtZ y compararlo con Fb CrtZ y Ep CrtZ, la cepa ML6804 se
transformé con tres construcciones diferentes:

1) un fragmento Hindlll - Xbal de pMB6487 que alberga el gen crtZ de Flavobacterium bajo el control de teflp y el
marcador de resistencia a higromicina HygF;

2) un fragmento Pvull de pMB6056 que alberga el gen crtZ de Cronobacter pulveris (anteriormente Enterobacter
pulveris) bajo el control de tefip y el marcador de resistencia a higromicina HygR;

3) un fragmento Hindlll - Xbal de pMB6486 que alberga el gen crtZ de "baja frecuencia" de H. pluvialis bajo el control
de teflp y el marcador de resistencia a la higromicina Hyg".

Los transformantes se seleccionaron en YPD con 100 mg/L de higromicina después de 3-4 dias de crecimiento a
30°C. Diez transformantes de cada una de las construcciones se cultivaron en matraces de agitacién durante 4 dias
en YPD. Todos los transformantes produjeron astaxantina. En la Fig. 1 se muestra un transformante representativo
de cada una de las transformaciones junto con la cepa progenitora ML6804. La cepa ML12471, que contiene el gen
crtZ de Flavobacterium sp. R1534 produjo 3% de astaxantina y 9% de adonirrubina (como porcentaje del
carotenoide total). La cepa ML11622, que contiene el gen crtZ de Cronobacter pulveris (anteriormente Enterobacter
pulveris), produjo 7% de astaxantina y 11% de adonirrubina. Y la cepa ML12466, que contiene el gen crtZ de H.
pluvialisF, produjo 12% de astaxantina y 22% de adonirrubina.

Ejemplo 2B. Introduccion de caroteno hidroxilasa de H. pluvialis LF en cepas productoras de astaxantina de
Y. lipolytica para aumentar la pureza de astaxantina

Las cepas ML9863 y ML11956 se transformaron con un fragmento Hindlll - Xbal de pMB6486 que alberga el
promotor tefl, el gen crtZ de HpF y el marcador seleccionable para la resistencia a la higromicina, Hyg®. Se eligieron
veinte transformantes de HygR de cada una de las cepas que parecieron mas oscuras que los progenitores en las
placas de transformacion (YPD con 100 mg/L de higromicina) después de 3-4 dias de crecimiento a 30°C. Los
transformantes se cultivaron en matraces de agitacion durante 4 dias en YPD. En la Fig. 2 se muestran dos
transformantes representativos en comparacién con sus cepas progenitoras. ML12562 se deriva de ML9863 y
ML12566 de ML11956. Como porcentaje de carotenoides totales, ML12562 y ML12566 produjeron 3 veces mas
astaxantina (40% frente a 13%) y 2 veces mas (27% frente a 13%), respectivamente. que sus progenitores (Fig. 2).

Ejemplo 2C. Introduccion de la hidroxilasa de H. pluvialis LF en una cepa productora de B-caroteno de Y.

lipolytica para producir B-criptoxantina:

La cepa ML5252 se transformd con tres construcciones diferentes:

1) un fragmento Hindlll - Xbal de pMB6487 que alberga el gen crtZ de Flavobacterium sp. R1534 bajo el control de
teflp y el marcador de resistencia a higromicina HygF;

2) un fragmento Pvull de pMB6056 que alberga el gen criZ de Cronobacter pulveris (anteriormente Enterobacter
pulveris) bajo el control de tefip y el marcador de resistencia a higromicina HygR;

3) un fragmento Hindlll - Xbal de pMB6486 que alberga el gen crtZ de H. pluvialis LF bajo el control de teflp y el
marcador de resistencia a la higromicina HygF.
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Los transformantes se seleccionaron en YPD con 100 mg/L de higromicina después de 3-4 dias de crecimiento a
30°C. Diez transformantes de cada una de las construcciones se cultivaron en matraces de agitacion durante 4 dias
en YPD. Todos los transformantes produjeron zeaxantina y B-criptoxantina. Los transformantes representativos se
muestran en la Fig. 3 en comparacién con la cepa progenitora ML5252. La cepa ML12458, que contiene el gen criZ
de Flavobacterium, produjo 6% de B-criptoxantina y 6% de zeaxantina (como porcentaje del carotenoide total). La
cepa ML10341, que contiene el gen crtZ de Cronobacter pulveris (anteriormente Enterobacter pulveris), produjo un
3% de B-criptoxantina y un 39% de zeaxantina (como porcentaje del carotenoide total). Y la cepa ML12453 que
contiene el gen crtZ de H. pluvialis LF produjo 21% de B-criptoxantina y 4% de zeaxantina (como porcentaje del
carotenoide total).

Extraccion y cuantificacion de la produccion de carotenoides por HPLC a partir de células de Yarrowia
lipolytica

Los ensayos en matraz de agitacion y el analisis de carotenoides de las cepas generadas se realizaron de acuerdo
con los métodos descritos previamente en la patente de EE.UU. N® 7.851.199 B2.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DSMIP Assets B.V.
<120> Caroteno Hidroxilasa
<130> Case 28352 PCT
<160> 5

<170> Patenln version 3.5

<210> 1

<211> 894

<212> ADN

<213> Haematococcus pluvialis

<400> 1
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atggctttgt
gacatctcaa
gcagccccag
aatcagcaaa
gctcaacgea
atatcaagcce
ggcgagatgoe
ggcatggaga
tggctgetge
ttcgeccatca
ggcatggteg
tacatgttea
ctgccctaca
ggegcgeect

gaggagetgg
<210> 2
<211> 297

<212> PRT
<213>

<400> 2

cgaagatgca
ggcctcagat
acacagagge
ctgcagacga
aaagggagca
ttgccatccot
cttggagcga
tgtatgcgeg
acaagagcca
tcaatggect
gegectoaty
tccatgacgg
tgaagcgecct
ggggcatgtt

accgettggt

gccaatgggg
gccctcoctcaa
ggtggagtcc
cgeccteocaa
gctgacctac
tgccacctac
cctecttggge
ttatgcacac
ccacacteeoc
gecagecatg
ctttggtget
cctagtocac
gacagtggcc
cctggggect

ggcagacctg

Haematococcus pluvialis
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<400> 3
atggctctgt

gacatctcce
getgocoeeg
aaccagcaga
gcccagcogaa
atctectete
ggcgagatge
ggcatggaga
tggectectee
tttgcocatca
ggtatggteg
tacatgttca
ctgccoctaca
ggtgctecect

gaggagettg

<210> 4

<211> 567
<212> ADN
<213>

<400> 4

atgettgtge
gcaacgcttg
cacgagccge
cteogecateg
gcaggcatga
agatggcegt

cggotgeace

gctaageegy
gacgceogeeca

gacctgoege

ccaagatgeca
gaccccagat
acaccgagge
ccgccgacga
agcgagagca
tecgecatect
cctggteega
tgtacgeeeg
acaagtcecca
tcaacggtet
gtgcttettg
tccacgacgg
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accgactegt

tgtggaatac
cccataaata
ggcacggctg
tgetgatege
cgectetacgg
ttaactacat

acgcagtgaa

aagcacttca
gagcceggeg

cgaaategge

Haematococcus pluvialis

gcceccatgggt
gcctteccag
cgtegagtet
cgccctcocag
gctcacctac
cgecacctac
tctecteggt
atacgecccac
ccacactecce
gecegocatyg
ttteggtget
tctggtccac
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tgccgatcete

Enterobacter pulveris

gettataegte
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gtttgaggte
actgggaaca
tctgttetat
tecgeggaga

tggcaaagag

ggcagagetg
ggacggtaaa

agagtaa
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gtccagggce
cgacagccte
tetegagtee
cagctcgacc
caggctgetg
acccgattet
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aaggctectgt
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ctoctetget
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<210> 5

<211> 558
<212> ADN
<213>

<400> 5
atgcttgegt
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cataccccge
ctggccattg
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acgeggtgeg
acaagctgea
gaggtgcgga

ggaaataa

Enterobacteriacea DC404

cgggatcgtg
catcatgeac
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cgegggceage
cgtgatctac
gocgegoega
ggggcgcgaa
ggeggtgetg

tcgegeggeg
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene actividad de hidroxilasa de la hidroxilacion microbiana de isoprenoides, en donde dicho
polipéptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 2, y en donde el polipéptido tiene una actividad enzimatica para
convertir cantaxantina en adonirrubina y/o astaxantina, en donde el porcentaje de astaxantina es al menos 12%
basado en la cantidad total de carotenoides.

2. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el polipéptido tiene, ademas, una actividad enzimatica
para convertir beta-caroteno en beta-criptoxantina y/o zeaxantina, en donde el porcentaje de criptoxantina es al
menos 21% basado en la cantidad total de carotenoides.

3. Un &cido nucleico aislado que codifica el polipéptido de la reivindicacion 1 o 2.

4. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 3, que consiste en la secuencia representada en SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 3.

5. Una construccion de acido nucleico o un vector de expresién que comprende el polinucleétido de la reivindicacion
3 0 4, enlazado operativamente a una o mas secuencias de control que dirigen la produccién del polipéptido en una
célula huésped de expresion.

6. Un microorganismo transformado, en donde se expresa la construcciéon de acido nucleico de la reivindicacion 5.

7. El microorganismo transformado de la reivindicacion 6, cuyo metabolismo de carotenoides es diferente del de un
tipo salvaje.

8. El microorganismo transformado de la reivindicacion 7, en donde dicho microorganismo es una cepa oleaginosa.

9. El microorganismo transformado de la reivindicacion 8, en donde dicha cepa oleaginosa es una cepa de Yarrowia
lipolytica.

10. Un procedimiento para producir el microorganismo transformado de la reivindicacion 6, que comprende introducir
un acido nucleico o una construccion de acido nucleico de la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, que esta
funcionalmente enlazado a una o mas sefales de regulacion.

11. Un procedimiento para la preparacion de carotenoides o derivados carotenoides, que comprende convertir una
beta-ionona en una hidroxi-beta-ionona y/o una 4-ceto-beta-ionona en un elemento estructural de 3-hidroxi-4-ceto-
beta-ionona, en presencia del polipéptido de la reivindicacién 1 o 2, que comprende las etapas de:

(a) cultivar un microorganismo transformado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, bajo
condiciones que conducen a la produccién de carotenoides; y

(b) recuperar el carotenoide o derivado de carotenoide.

12. Una composicién que comprende el polipéptido obtenido de Haematococcus pluvialis de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 o 2.
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