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DESCRIPCION
Métodos para producir abienol

Realizaciones de la presente divulgacién se refieren a nuevos métodos para la produccion de abienol y de vectores
de expresion y células huésped utiles en dichos métodos.

Con una economia mundial cada vez mayor y la peticion de un mayor nivel de vida, la demanda de fragancia esta en
aumento. Sin embargo, los suministros de fragancias de origen animal o vegetal son limitados, debido a
restricciones en los recursos naturales y la proteccion animal. Se han realizado intentos para producir fragancias o
sus precursores a partir de fuentes renovables tales como microorganismos.

El ambar gris es un ingrediente de fragancia preciado y tradicional, que es un subproducto del intestino de la ballena.
Ambrox, un sustituto del ambar gris, se produce mediante una conversién quimica del diterpeno esclareol, que
actualmente se obtiene de la salvia. Ambrox también se puede generar a partir del diterpeno abienol relacionado,
que se ha encontrado en el abeto y el tabaco (Barrero et al. 1993, Tetrahedron 49: 10405-10412). Véase también la
Figura 1.

Se propone que las vias tanto a abienol como a esclareol en plantas implican dos etapas. La primera etapa consiste
en la conversion de la molécula de la via isoprenoide difosfato de geranilgeranilo (GGPP) en un compuesto
intermedio comun denominado difosfato de labda-13-en-8-ol (LDPP) a través de la actividad de una diterpeno
sintasa de clase Il (diTPS). La segunda etapa es catalizada por una diTPS de clase |. Hay varios tipos de diTPS de
clase |, cada uno responsable de producir un producto final especifico. Por ejemplo, la abienol sintasa (ABS) es para
la produccién de abienol, y la esclareol sintasa (Scs) es responsable de la produccion de esclareol. Véase la Figura
2.

Las enzimas implicadas en la conversion de dos etapas de GGPP en esclareol o GGPP en abienol son especificas
para las plantas y pueden ser en forma de dos enzimas independientes 0 una sola enzima con dos sitios activos. Por
ejemplo, en la produccién de abienol por parte del tabaco (Sallaud et al. 2012, Plant J., 72(1):1-17), la diTPS de
clase Il del tabaco (a la que se alude como NtCPS2 por Sallaud et al., y a la que se alude como Nt-diTPS de clase |
por la presente divulgacion) y la diTPS sintasa del tabaco de clase | (a la que se alude como abienol sintasa del
tabaco o Nt-ABS por la presente divulgacion), estan en forma de dos moléculas de proteinas diferentes. De manera
similar, en la produccion de esclareol por la salvia (Schalk et al. 2012, Journal of Am. Chem Soc. 134:18900-18903);
(Caniard et al. 2012, BMC Plant Biology 12:119), la diTPS de clase Il de salvia (a la que se alude como Ss LPS por
Schalk et al, y a la que se alude como Ss-diTPS de clase Il por la presente divulgacién) y la diTPS sintasa de clase |
de salvia (a la que se alude como esclareol sintasa de salvia 0 Ss-Scs por la presente divulgacion), también estan en
forma de dos moléculas de proteinas independientes. En contraposicion, en la produccion de abienol por parte del
abeto (Zerbe et al. 2012, J. Biol. Chem. 287:12121-12131; documento US20130224809), ambas subunidades diTPS
de clase | y clase Il residen en una abienol sintasa de clase I/ll bifuncional (a la que se alude como AbCAS por Zerbe
et al. y por la presente divulgacién). Por lo tanto, en el abeto, GGPP se convierte en abienol en presencia de la
abienol sintasa de clase I/ll bifuncional. Véase la Figura 2.

Se considera que fuentes vegetales para esclareol y abienol son poco fiables; por lo tanto, un procedimiento para la
produccion microbiana de cualquiera de los productos podria tener un valor comercial. Las diTPS de clase Il y los
genes esclareol sintasa de salvia se han aislado y expresado simultdneamente en E. coli, lo que da como resultado
titulos de aproximadamente 1,5 gramos por litro de esclareol en fermentadores a escala de laboratorio. La
produccién mensurable en E. coli de abienol se ha logrado mediante la expresion simultanea de los genes diTPS de
clase Il y abienol sintasa del tabaco, o la expresiéon de abienol sintasa de abeto de clase I/ll individual. Sin embargo,
la produccion de abienol basada en los métodos existentes es muy baja. Por lo tanto, podria ser deseable producir
abienol a un titulo mucho mas alto.

Los autores de la invencion han encontrado ahora, sorprendentemente, un nuevo método para aumentar
significativamente la velocidad de produccién de abienol a partir de difosfato de geranilgeranilo (GGPP) en presencia
de una combinacion de una diterpeno sintasa de clase Il y una abienol sintasa de clase /Il bifuncional. En una
realizacién, la diTPS de clase Il puede ser de tabaco o salvia, y la abienol sintasa de clase /Il bifuncional puede ser
de abeto. De acuerdo con la presente invencién, la diTPS de clase Il anterior es un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos
95%, al menos 97% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 1, o la diTPS de clase Il anterior es un polipéptido que
comprende una secuencia de amino&cidos al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos
90%, al menos 95%, al menos 97% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 2, combinados con la abienol sintasa de
clase I/ll bifuncional anterior que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 50%, al menos 60%, al menos
70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 3.
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En otra realizacion, la combinacion de las diTPS de clase Il y la abienol sintasa de clase I/ll bifuncional es
expresada por una célula huésped recombinante. En una realizacién, la célula recombinante es un microorganismo
modificado genéticamente, modificado genéticamente para expresar al menos un polipéptido exégeno seleccionado
del grupo que consiste en la diTPS de clase Il anterior y la abienol sintasa de clase I/ll bifuncional. En una
realizacién, la célula huésped comprende al menos un acido nucleico que codifica una o mas de las secuencias de
aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en dicha diTPS de clase Il y dicha abienol sintasa de clase I/ll
bifuncional.

En una realizaciéon, la célula huésped recombinante es un hongo. En otra realizacion, la célula huésped
recombinante es un hongo Yarrowia. En una realizacién especifica, la célula huésped recombinante es Yarrowia
lipolytica.

En otro aspecto de la divulgacion, la presente invencién se dirige a una célula huésped recombinante que
comprende un diterpeno sintasa de clase Il y una abienol sintasa de clase /Il bifuncional. En una realizacion, la
diTPS de clase Il puede ser de tabaco o salvia, y la abienol sintasa de clase l/ll bifuncional puede ser de abeto. En
otra realizacion, la diTPS de clase Il anterior puede ser un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoécidos al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
97% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 1. En otra realizacién, la diTPS de clase |l anterior puede ser un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos
80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 2. En otra realizacion, la
abienol sintasa de clase /Il bifuncional anterior puede ser un polipéptido que comprende una secuencia de
aminodcidos al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95 %, al menos
97% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 3.

En una realizaciéon, la célula huésped recombinante es un hongo. En otra realizacion, la célula huésped
recombinante es un hongo Yarrowia. En una realizacién especifica, la célula huésped recombinante es Yarrowia
lipolytica.

En otro aspecto de la divulgacion, la presente invencién esta dirigida a un vector de expresion que comprende una
molécula de polinucledtido que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 1 y una
molécula de polinucledtido que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto de la divulgacion, la presente invencién esta dirigida a un vector de expresion que comprende una
molécula de polinucledtido que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 2 y una
molécula de polinucledtido que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 3.

En una realizacién, una o ambas de las moléculas de polinucleétido arriba descritas estan operativamente enlazadas
a una secuencia control de la transcripcion.

Las secuencias de é&cidos nucleicos enumeradas en el listado de secuencias que se acomparia se muestran
utilizando abreviaturas de letras estandar para bases de nucleétidos. Solo se muestra una cadena de cada una de
las secuencias de acidos nucleicos, pero se entiende que la cadena complementaria esta incluida por cualquier
referencia a la cadena mostrada. En la lista de secuencias que se acompana:

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de amino&cidos que codifica la diterpeno sintasa de clase |l de Nicotiana tabacum
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MQVITSSHRFFCHHLHQLKSPTSLSAQKAEFKKHGPRNWLFQTEGSLLYKPVRLNCATS
DASYLGNVNEYLESDHSKNSEEKDIQVSRTIQMKGLTEEIKHMLNSMEDGRLNVLAYD
TAWVSFIPNTTNNGNDQRPMFPSCLQWIIDNQLSDGSWGEEIVFCIYDRLLNTLVCVIAL
TLWNTCLHKRNKGVMFIKENLSKLETGEVENMTSGFELVFPTLLEKAQQLDIDIPYDAP
VLKDIYARREVKLTRIPKDVIHTIPTTVLFSLEGLRDDLDWQRLLKLQMPDGSFLISPAST
AFAFMETNDEKCLAYLONVVEKSNGGARQYPFDLVTRLWAIDRLQRLGISYYFAEEFK
ELLNHVFRYWDEENGIFSGRNSNVSDVDDTCMAIRLLRLHGYDVSPDALNNFKDGDQF
VCFRGEVDGSPTHMFNLYRCSQVLFPGEKILEEAKNFTYNFLQQCLANNRCLDKWVIA
KDIPGEIWYALEFPWYASLPRVEARYYIEQYGGADDIWIGKTLYRMPDVNNNVYLQAA
KLDYNRCQSQHRFEWLIMQEWFEKCNFQQFGISKKYLLVSYFLAAASIFEVEKSRERLA
WAKSRIICKMITSYYNDEATTWTTRNSLLMEFKVSHDPTRKNGNETKEILVLKNLRQFL

RQLSEETFEDLGKDIHHQLQNAWETWLVFLREEKNACQEETELLVRTINLSGGYMTHDE
ILFDADYENLSNLTNKVCGKLNELQNDKVTGGSKNTNIELDMQALVKLVFGNTSSNINQ

DIKQTFFAVVKTFYYSAHVSEEIMNFHISKVLFQQV

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoécidos que codifica la diterpeno sintasa de clase |l de Salvia sclarea

MTSVNLSRAPAAIIRRRLQLQPEFHAECSWLKSSSKHAPFTLSCQIRPKQLSQIAELRVTS
LDASQASEKDISLVQTPHKVEVNEKIEESIEY VONLLMTSGDGRISVSPYDTAVIALIKDL
KGRDAPQFPSCLEWIAHHQLADGSWGDEFFCIYDRILNTLACVVALKSWNLQSDIIEKG
VTYIKENVHKLKGANVEHRTAGFELVVPTFMQMATDLGIQGLPYDHPLIKEIADTKKQR
LKEIPKDLVYQMPTNLLYSLEGLGDLEWERLLKLQSGNGSFLTSPSSTAAVLMHTKDEK
CLKYIENALKNCDGGAPHTYPVDIFSRLWAIDRLQRLGISRFFQHEIKYFLDHIESVWEET
GVFSGRYTKFSDIDDTSMGVRLLKMHGYDVDPNVLKHFKQQDGKFSCYIGQSVESASP
MYNLYRAAQLRFPGEEVFEEATKFAFNFLQEMLVKDRLQERWVISDHLFDEIKLGLKM
PWYATLPRVEAAYYLDHYAGSGDVWIGKSFYRMPEISNDTYKELAILDFNRCQTQHQL
EWIHMQEWYDRCSLSEFGISKRELLRSYFLAAATIFEPERTQERLLLAKTRILSKMITSFV
NISGTTLSLDYNFNGLDEISSANEDQGLAGTLLATFHQLLDGFDIYTLHQLKHVWSQWF
MKVQQGEGSGGEDAVLLANTLNICAGLNEDVLSNNEYTALSTLTNKICNRLAQIQDNKI
LQVVDGSIKDKELEQDMQALVKLVLQENGGAVDRNIRHTFLSVFKTFYYDAYHDDETT
DLHIFKVL

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoécidos que codifica la abienol sintasa de clase /Il bifuncional de Abies
balsamea
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MALPVYSLKSHIPITTIASAKMNYTPNKGMITANGRSRRIRLSPNKIVACAGEADRTFPSQ
SLEKTALFPDQFSEKNGTPSNFTPPNREFPPSFWNNDIINSITASHKVQTGDRKRIQTLISEI
KNVFNSMGDGETSPSAYDTAWVARIPAVDGSEQPQFPQTLEWILQNQLKDGSWGEEFY
FLAYDRLLATLACITLTIWRTGNVQLHKGIEFFRKQVVRMDDEADNHRPSGFEIVFPAM
LNEAKSLGLDLPYELPFIEQMVKKREAKLKMITTNVLYTIQTTLLYSLEGLHEIVDFDKII

KLQSKDGSFLGSPASTAAVFMQTGNTKCLEFLEFVLRKFRNHVPSDYPLDLFERLWVVD
TVERLGIDRHFKKEIKDALDYVYSCWDERGIGWAKDSPIADIDDTAMGLRILRLHGYNV
SPDVLKTFKDENGEFFCFMGQTQRGVTDMLNVYRCSQVAFPGETIMEEAKLCTERYLR

NALENADAFDKWAIKKNIRGEVEYALKYPWHRSMPRLEVRSYIGNYGPNDVWLGKSL

YMMPYISNEKYLELAKLDFNSVQSLHQEEIRELVRWCKSSGFTELKFTRDRVVETYFAV

ASSMFEPEFSTCRAVYTKISVLLVILDDLYDGYGSPDEIKLFSEAVKRWDLSLLEQMPDH
MKICFLGLYNTVNEVAEEGRKTQGHDVLGYIRNLWEIQLAAFTREAEWSQGKY VPSFD

EYIENAQVSIGVATILLITILFTEEDDILSHIDY GSKFLRLASLTARLANDIKTYQEERAHGE
VVSAIQCYMKDRPEITEEEALKYVYGRMVNDLAELNSEYLKSNEMPQNCKRLVFDTAR
VAQLFTMEGDGLTYSDTMEIKEHIKKCLFEPAT

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos que codifica el gen de la abienol sintasa de Nicotiana tabacum
MVLGLRSKIIPLPDHKLGNIKLGSVTNAICHRPCRVRCSHSTASSMEEAKERIRETFGKIE

LSPSSYDTAWVAMVPSRYSMNQPCFPQCLDWILENQREDGSWGLNPSHPLLVKDSLSST
LASLLALRKWRIGDNQVQRGLGFIETHGWAVDNKDQISPLGFEIIFPCMINYAEKLNLDL
PLDPNLVNMMLCERELTIERALKNEFEGNMANVEYFAEGLGELCHWKEMMLRQRHNG
SLFDSPATTAAALIYHQYDEKCFGYLNSILKLHDNWVPTICPTKIHSNLFLVDALQNLGV
DRYFKTEVKRVLDEIYRLWLEKNEEIFSDVAHCAMAFRLLRMNNYEVSSEELEGFVDQE
HFFTTSSGKLMNHVAILELHRASQVAIHERKDHILDKISTWTRNFMEQKLLDKHIPDRSK
KEMEFAMRKFYGTFDRVETRRYIESYKMDSFKILKAAYRSSGINNIDLLKFSEHDFNLCQ
TRHKEELQQMKRWFTDCKLEQVGLSQQYLYTSYFIIAAILFEPEYADARLAYAKYAIIT
AVDDFFDCFICKEELQNIIELVERWEGYSTVGFRSERVRIFFLALYKMVEEIAAKAETKQ
GRCVKDHLINLWIDMLKCMLVELDLWKIKSTTPSIEEYLSVACVTIGVPCFVLTSLYLLG
PKLSKDVIESSEVSALCNCTAAVARLINDIHSYKREQAESSTNMVSILITQSQGTISEEEAI
RQIKEMMESKRRELLGMVLQNKESQLPQVCKDLFWTTINAAYSIHTHGDGYRFPEEFK
NHINDVIYKPLNQYSP

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de ADN que codifica la diterpeno sintasa de clase Il de Nicotiana tabacum,
optimizada para la expresién en Yarrowia lipolytica
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atgcaggttattattacctcctctcaccgatttttctgecaccaccttcaccagetcaagteccctacctecctttetgetcagaaggctgagttta

agaagcacggcccccgaaactggcttttccagactgaggoctetetectttacaagectgtccgactcaactgtgctacttetgatgettcttac
cttggtaacgtgaacgagtaccttgagtetgaccactctaagaactccgaggagaaggatattcaggtttcccgaactatccagatgaagggt
cttaccgaggagatcaagcacatgcttaactctatggaggacggacgacttaacgtectegectacgacactgettgggtttectttattcctaa
cactaccaacaacggaaacgatcagcegacctatgtttcectettgtcttcagtggattattgacaaccagctttetgatggticttggggagagg
agattgttttctgcatttacgaccgactccttaacactcte gtttgtgttattgeteteactcetectggaacacttgectticacaagecgaaacaagggt
gtgatgtttatcaaggagaacctttctaagctggagactggtgaggattgagaacatgacttetggttttgagcttgtttttcccactctccttgaga
aggcccagceagctcgatattgacattccctacgatgetectgtectgaaggatatttacgetcgacgagaggttaagetcacccgaateecta

aggacgttatccacactattcccactaccgttetettttctcttgagggactccgagatgacctegactggeagegactectgaagetccagat
gectgacggttetttectgatttcecctgettccactgectttgetitcatggagactaacgatgagaagtgtettgectaccttcagaacgttgtt

gagaagtctaacggaggtgcccgacagtaccecttcgaccttgttactcgactttgggecattgatcgactccagegactcggaatctettact
actttgccgaggagttcaaggagcttctcaaccacgtgticcgatactgggacgaggagaacggaattttctctggacgaaactctaacgttt
ctgatgttgatgacacttgcatggctatccgacttcteccgacttcacggttacgatgtttccectgacgeccttaacaacttcaaggacggegac
cagttcgtttgcttccgaggtgaggtggacggttctectacccacatgtttaacctetaccgatgttcccaggttettttccccggagagaagatt
cttgaggaggctaagaacttcacttacaacttccttcagcagtgecttgetaacaaccgatgectcgacaagtgggteattgctaaggacate
cceggegagatttggtacgctcttgagtttcectggtacgecteecttccccgagtggaggctegatactacattgageagtacggeggaget
gacgatatttggattgocaagactctctaccgaatgcccgatgtcaacaacaacgtttaccttcaggcetgecaagetcgattacaaccgatge
cagtcccagcaccgatttgagtggctgattatgcaggagtggtitgagaagtgcaactttcageagttcggaatttccaagaagtacctecttg
tttettacttecttgetgecgcettctatttttgaggtcgagaagtcccgagagegacttgettgggctaagtetcgaattatctgtaagatgattact
tcttactacaacgatgaggcecactacctggaccactcgaaactctctecttatggagtttaaggtttctcacgaccctacccgaaagaacggta
acgagactaaggagatccttgttctcaagaaccttcgacagttccttcgacagcetttctgaggagactttcgaggaccttggcaaggacatce
accaccagcttcagaacgettgggagacttggcttgttttccttcgagaggagaagaacgettgtcaggaggagactgagettetecgtgcga
actattaacctetctggeggctacatgacccacgatgagattettttcgatgecgactacgagaacctgtccaaccttaccaacaaggtitgtg
gcaagctcaacgagcettcagaacgacaaggtcactggeggctctaagaacaccaacattgagettgacatgcaggetctegttaagetggtt
tttggtaacacctcctctaacatcaaccaggacattaagcagactttctttgetgttgtcaagaccttctactactctgeccacgtttctgaggaga
ttatgaactttcacatttccaaggtgctctttcagcaggtctaa

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ADN de la diterpeno sintasa de clase Il de Salvia sclarea, optimizada para la
expresion en Yarrowia lipolytica
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atgacttctgttaacctttcccgageccccegetgecattatccgacgacgacttcagettcagectgagtttcacgecgagtgttettggetgaa
gtcttcttccaageacgecccecttcaccctttectgecagattcgacctaageageteteccagattgecgagettcgagttacttcectegatg
cttcccaggcettccgagaaggacatttcecttgttcagactccccacaaggttgaggttaacgagaagatcgaggagtctatcgagtacgtee
agaaccttctcatgacttccggegacggacgaatttctgtgtecceccctacgacaccgetgtgategecctgattaaggacctcaagggtega
gatgcccctcagtttcectettgtettgagtggattgecccaccaccagettgetgatggctettggggcgacgagttcttetgtatttacgaccga
atcctgaacactctegcettgtgtegtegecctgaagtettggaaccttcagtctgatattattgagaagggtgtgacctacatcaaggagaacgt
ccacaagctcaagggtgccaacgttgagcaccgaactgecggaticgagettgtggticctacctttatgcagatggecactgaccttggeat
tcagggtcttccctacgatcaccecctcatcaaggagattgetgacactaagaageagegactcaaggagattcccaaggatetcgtttace
agatgcctaccaaccttctctactcecttgagggactcggegaccttgagtgggagegactectgaagetecagtecggeaacggcetectte
ctecacttcccectecteccaccgecgecgtecttatgecacaccaaggacgagaagtgtetgaagtacatcgagaacgecctcaagaactgeg
acggaggtactcececacacttaccetgtegatattttetetcgactttgggctattgategacttcagegacttggtatttctegattcttccagea

cgagatcaagtacttcctcgatcacatcgagteegtitgggaggagaccggagttttctetggacgatacactaagttttctgatattgatgaca
cctctatgggegticgacttctcaagatgcacggatacgacgtegatcccaacgttctcaageactticaagecageaggatggtaagttttectg

ctacattggtcagtctgtcgagtctgectctectatgtacaacctttaccgagecgeccagettcgattccctggtgaggaggtttttgaggagg
ccactaagtttgcctttaacttccttcaggagatgcttgtcaaggatcgactticaggagegatgggtgatttccgaccaccttttcgatgagatta
agctgggcctcaagatgecttggtacgecacccettececcgagtegaggecgcttactacctcgatcactacgetggttctggtgatgtttggat
tggcaagtctttctaccgaatgectgagatticcaacgatacctacaaggagcettgecattctegatttcaaccgatgecagactcageaccag
cttgagtggattcacatgcaggagtggtacgaccgatgctetetttccgagttcggeatttccaagegagagcettcteegatcttacttictege
cgeegctaccattttcgagectgagegaactcaggagegacttetccttgeccaagaccegaatcctgtetaagatgattacttettttgtcaaca
tttccggtactaccctttctetcgactacaacttcaacggectegatgagattatctectetgecaacgaggatcagggtetggetggtactete
ctggctaccttccaccagcettetcgacggattcgatatttacactetccaccagetcaageacgtttggtecccagtggttcatgaaggtgcage
agggagagggtictggcggcgaggacgecgtgctecttgecaacaccectcaacatctgegecggectcaacgaggacgtgetetccaac
aacgagtacactgctctgtccaccctcaccaacaagatttgcaaccgactegeccagatccaggacaacaagattctccaggttgtggacg
getecatcaaggataaggagcttgagcaggatatgcaggccctigtcaagetegtecttcaggagaacggcggagecgttgaccgaaaca
tccgacacaccttccttteegttttcaagactttctactacgatgectaccacgacgatgagactaccgaccttcacatcttcaaggttetettteg
acccgttgtgtaa

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de ADN que codifica la abienol sintasa de clase I/ll bifuncional de Abies balsamea,
optimizada para la expresién en Yarrowia lipolytica
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atggccctgeccgtttactctctcaagtcccacattcccatcactaccategectctgetaagatgaactacacccccaacaagggtatgatta

ccgecaacggacgatctecgacgaatecgactttctcccaacaagategttgctigtgetggtgaggctgatcgaactttececctetcagtecct
tgagaagaccgctctctttcccgatcagttttctgagaagaacggtactecctcetaacttcactccccccaaccgagagtttcececctetttttg
gaacaacgatattatcaactctattactgcttctcacaaggttcagactggegaccgaaagegaatccagactctcattictgagattaagaac

gtetttaactctatgggegatggtgagacttetecctetgettacgacaccgettgggttgetegaatececgecgttgatggetetgageage

cccagtttccccagactcttgagtggattcttcagaaccagetcaaggacggticttggggtgaggagtictacttecttgettacgaccegactt
ctcgcetacccttgectgceattattaccctcaccatttggegaactggcaacgttcagettcacaagggcattgagttcttccgaaagcaggttgt
tcgaatggacgatgaggctgataaccaccgaccctetggtittgagattgtetttccegetatgettaacgaggcetaagteecttggtettgace
tgeectacgagcttececttcattgagcagatggttaagaagcgagaggcecaagetcaagatgattaccaccaacgtectgtacaccattcag

actaccctcctttactctetggagggecticacgagattgttgacttcgataagattatcaagetccagtccaaggacggttetttcctecggetee
ccegcettetactgecgcetgttticatgcagactggtaacactaagtgecttgagttccttgagttcgtictccgaaagtticgaaaccacgtgece
tctgactaccccctegatetetttgagegactttgggtegttgacactgttgagegacttggeattgatcgacacttcaagaaggagatcaagg
acgctcttgactacgtgtactettgttgggacgagegaggeattggetgggccaaggactcteccatcgecgatattgatgacactgetatgg
gecttcgaatecttegactgcacggatacaacgtttccccegatgttctcaagactttcaaggacgagaacggagagttcttttgettcatgggat

cagactcagcgaggagttaccgacatgcttaacgtttaccgatgttctcaggttgcttttcccggagagactatcatggaggaggccaagete
tgtactgagcgatacctgcgaaacgcetctggagaacgecgacgectttgacaagtgggctattaagaagaacattcgaggegaggtggag

tacgctctcaagtacccctggeaccgatctatgeccegactggaggtgcgatcttacattggtaactacggcecccaacgatgtetggettggot
aagtccctttacatgatgccctacatttctaacgagaagtaccttgagcettgecaagetggacttcaactetgtgcagteccttcaccaggagg
agattcgagagcttgtccgatggtgtaagtectetggtttcactgagetgaagttcacccgagatcgagttgttgagacttacttcgetgttgect
cctecatgtttgageccgagttetetacetgtegagecgtttacactaagatttcegttctectegteattettgacgacctttacgatggctacgg
ttctcccgacgagatcaagetgtictccgaggcetgtcaagegatgggateteteccttettgageagatgeccgaccacatgaagatttgette
ctgggtctitacaacactgttaacgaggttgctgaggagggacgaaagactcagggccacgatgttcttggctacattcgaaacctttggga
gattcagctcgecegcetttcacccgagaggetgagtggteccagggcaagtacgtgecctctttcgatgagtacattgagaacgeccaggttt
ctattggagttgctactatcctecttattactattcttttcactgaggaggacgatattctctcccacattgattacggttccaagtttctccgacteg
cttctcttaccgetecgacttgecaacgacatcaagacttaccaggaggagegageccacggegaggtggtitccgcetaticagtgttacatga
aggaccgacccgagattactgaggaggaggctctcaagtacgtttacggtcgaatggttaacgatctcgecgagettaactetgagtaccte
aagtctaacgagatgccccagaactgcaagegactggtttttgacactgeccgagttgeccagcettticactatggagggtgacggectcac
ctactctgacactatggagattaaggagcacatcaagaagtgcctcetttgageccgctacctaa

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de ADN que codifica el gen de la abienol sintasa de Nicotiana tabacum,
optimizado para la expresién en Yarrowia lipolytica
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atggttcttggectgegatctaagatcattccecttcccgatcacaagetcggaaacatcaageteggttctgttaccaacgetatttgecaccg
accctgtcgagtecgatgcetctcactetactgettectetatggaggaggctaaggagegaatccgagagactttcggaaagattgagetttet
ccctectettacgacactgettgggttgetatggteccctetegatactetatgaaccagecctgttttccccagtgecttgactggattcttgaga
accagcgagaggacggttcttggggcctcaaccectctcacceccttctegttaaggactecctttettccactetegettetctecttgeectte
gaaagtggcgaattggtgataaccaggtccagegaggtettggctttattgagactcacggttgggctgtcgataacaaggatcagatttete

cecttggttttgagattatetttccctgeatgattaactacgetgagaagetcaaccttgaccteccecttgaccccaaccttgttaacatgatget
ctgcgagegagagcettaccattgagegagecctcaagaacgagtttgaggotaacatggetaacgttgagtactttgetgagggacteggt

gagctttgtcactggaaggagatgatgcttcgacagecgacacaacggcetcetctctttgactctcccgecaccactgecgetgeccttatttace
accagtacgatgagaagtgctttggctacctcaactctatcctcaageteccacgataactgggttcccactatttgecccactaagattcactet
aaccttttcctegttgatgeccttcagaacctcggagttgaccgatactttaagactgaggttaagegagttctcgatgagatttaccgactttgg
cttgagaagaacgaggagattttttctgacgttgctcactgtgctatggcettttcgactecttcgaatgaacaactacgaggtttcctctgaggag
cttgagggttttgttgaccaggagcacttctttactacctectetggcaagetcatgaaccacgttgctattetggagettcaccgagcttctcag
gtggctattcacgagcgaaaggaccacattcttgataagatttctacttggactcgaaactttatggagcagaagetccttgacaagcacattc

ccgaccgatctaagaaggagatggagtttgctatgcgaaagttttacggcactttcgaccgagtggagactcgacgatacatcgagtettac

aagatggactcctttaagattctcaaggecgcttaccgatcttccggtattaacaacattgaccttctcaagttctctgageacgatttcaacctct

geccagaccegacacaaggaggagcettcagecagatgaagegatggticaccgattgcaagetggageaggteggtcetttctcageagtace
tctacacttcttacttcattatcgecgctatectctttgageccgagtacgetgatgetcgacttgettacgetaagtacgecatcattatcactge

cgtggacgatttcttcgattgttttatttgcaaggaggagcticagaacatcatcgagcettgtcgagegatgggagggatactctaccgtegga
ttccgatctgagegagttcgaattttettecttgecctitacaagatggttgaggagattgctgecaaggecgagactaageagggtegatgte
tcaaggatcaccttattaacctttggattgatatgctcaagtgtatgctggttgagcttgacctttggaagattaagtccactaccecctctatcga
ggagtacctttctgttgectgtgttactattggtgttcectgttttgttctcacttetetctaccetictcggacccaagetgtccaaggacgtcattga
gteetetgaggtttcegecctttgcaactgtactgecgetgtegeccgacttattaacgatattcactectacaagegagageaggetgagtee
tctactaacatggtttctatccttatcacccagtcccagggtactatctetgaggaggaggctaticgacagattaaggagatgatggagtctaa
gcgacgagagcttctcggaatggttctccagaacaaggagtcccageteccccaggtgtgcaaggacctettttggactaccatcaacgee
gcttactctattcacactcacggegatggataccgattccccgaggagticaagaaccacatcaacgatgttatttacaageccctcaaccagt

actccccctaa
Figuras:

Se mostraran ahora realizaciones de la invencion, solo a modo de ejemplo, con referencia a las Figuras 1-3, en las
que:

La FIG. 1 muestra que la conversién de esclareol y abienol en Ambrox puede realizarse mediante un procedimiento
quimico.

La FIG. 2 muestra las rutas bioquimicas para convertir difosfato de geranilgeranilo en abienol en tabaco y en
esclareol en salvia. A. vias hacia abienol en tabaco y esclareol en la salvia implican la actividad de dos enzimas
separadas: un diTPS de tipo Il que convierte el difosfato de geranilgeranilo (GGPP) en difosfato de labda-13-en-8-ol
(LDPP) y una diTPS de tipo | que convierte LDPP en el producto final. En el tabaco, una abienol sintasa (Nt-ABS)
que es un tipo de diTPS | convierte LDPP en abienol. En salvia, una esclareol sintasa, que es otro tipo de diTPS |
convierte LDPP en esclareol. B. en primer lugar, la conversion en 2 etapas de GGPP en LDPP y de LDPP en abienol
se realiza mediante una sola cis abienol sintasa de clase /Il bifuncional (Ab-CAS).

La FIG. 3 muestra un cromatograma HPLC de una capa de dodecano de una cepa productora de abienol. Se utilizd
una columna C18. La fase movil fue metanol etanol 4:1, TFA al 0,1% con una adicion de agua al 11% durante los
primeros tres minutos y luego metanol etanol directo durante 14 minutos. Las muestras se diluyeron 1:10 en fase
moévil antes de la inyeccion. La FIG. 3a muestra el pico de abienol de la muestra de referencia comercial de abienol.
La Fig. 3b muestra el pico de abienol del abienol generado a partir de los transformantes.
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A menos que se defina lo contrario en esta memoria, las expresiones y los términos cientificos y técnicos utilizados
en esta memoria tendran los significados que se entienden cominmente por los expertos ordinarios en la técnica.

La expresién "diterpeno sintasa de clase II" o "diTPS de clase II" indica una enzima capaz de catalizar la conversion
de difosfato de geranilgeranilo en difosfato de labda-13-en-8-ol. La diterpeno sintasa de clase Il puede provenir de
diversos organismos, tales como el tabaco (Nicotiana) o la salvia (Salvia). A una diterpeno sintasa de clase |l
especifica utilizada en las realizaciones en esta memoria, derivada de Nicotiana tabacum y Salvia sclarea se la
alude mediante una notacion adicional, p. €j., "Nt-diTPS-Clase II" y "Ss-diTPS-Clase II", respectivamente. Un
ejemplo de una Nt-diTPS-Clase Il es el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1. Un
ejemplo de una Ss-diTPS-Clase Il es el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

La expresion "diterpeno sintasa de clase I" o "diTPS de clase I" indica una enzima capaz de catalizar la conversion
de difosfato de labda-13-en-8-ol en abienol o esclareol. A una diterpeno sintasa de clase | especifica utilizada en las
realizaciones en esta memoria, derivada de Nicotiana tabacum se la alude mediante una notacién adicional, p. €j.,
"Nt-ABS". Un ejemplo de una Nt-ABS es el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4.

La expresion "abienol sintasa de clase /Il bifuncional" o "CAS de clase I/ll bifuncional" indica una enzima capaz de
catalizar la conversion de difosfato de geranilgeranilo en abienol. La abienol sintasa de clase /1l bifuncional tiene dos
sitios activos, que tienen la funcién de una diterpeno sintasa de clase | y una diterpeno sintasa de clase I,
respectivamente. La abienol sintasa de clase I/ll bifuncional especifica utilizada en realizaciones particulares en esta
memoria, derivada de Abies balsamea, se la alude mediante una notacion adicional, p. ej., "CAS de clase I/ll Ab-
bifuncional", o simplemente CAS-Ab. Un ejemplo de abienol sintasa de clase I/ll Ab-bifuncional es el polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3.

Identidad de la Secuencia: La relacion entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucleotidos
se describe por el parametro "identidad de la secuencia”.

Para los fines de la presente divulgacion, el grado de identidad de la secuencia entre dos secuencias de
aminoacidos se determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol Biol.
48:. 443-453) como se implementa en el programa Needle del paguete EMBOSS (EMBOSS: The European
Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), preferiblemente la version
3.0.0 o posterior. Los parametros opcionales utilizados son la penalizacién de apertura de hueco de 10, la
penalizacién de extensién de hueco de 0.5 y la matriz de sustitucion EBLOSUM62 (version EMBOSS de
BLOSUMS62). La salida de Needle etiquetada como "identidad mas larga" (obtenida utilizando la opcién -nobrief) se
utiliza como el porcentaje de identidad y se calcula como sigue:

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

Construccién de acido nucleico: La expresion "construccion 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 no existiria en la naturaleza o que es
sintético. La expresién construccion de acido nucleico es sindnima a la expresion "casete de expresion" cuando la
construccion de acido nucleico contiene las secuencias de control requeridas para la expresion de una secuencia
codificante de la presente divulgacion.

Secuencias de control: La expresiéon "secuencias de control" significa todos los componentes necesarios para la
expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente divulgacion. Cada una de las secuencias
de control puede ser nativa o extrana al polinucleétido que codifica el polipéptido o nativa o extrafa entre si.
Secuencias de control de este tipo incluyen, pero no se limitan a un conductor, una secuencia de poliadenilacién,
una secuencia de propéptido, un promotor, una secuencia de péptido sefial y un terminador de la transcripcion.
Como minimo, las secuencias de control incluyen un promotor y sefales de parada de la transcripcion y la
traduccion. Las secuencias de control pueden estar provistas de enlazadores con el fin de introducir sitios de
restriccion especificos que faciliten el ligamiento de las secuencias de control con la regién codificante del
polinucleétido que codifica un polipéptido.

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

Expresion: El término "expresién" incluye cualquier etapa implicada en la produccién del polipéptido incluyendo, pero
no limitado a, transcripcion, modificacion post-transcripcion, traduccion, modificacién post-traduccion, y 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 esta operativamente enlazada a nucleétidos adicionales
que proporcionan su expresion.
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Célula huésped: La expresion "célula huésped" significa cualquier tipo de célula que es susceptible de
transformacion, transfeccion, transduccion, y similares con una construccién de acido nucleico o vector de expresion
que comprende un polinucledtido de la presente divulgacién. La expresién "célula huésped" abarca cualquier
progenie de una célula madre que no sea idéntica a la célula madre debido a mutaciones que se producen durante
la replicacion.

Variante: La expresion "variante" significa un polipéptido que tiene actividad enzimatica que comprende una
alteracion, es decir, una sustitucion, insercion y/o delecién de uno o mas (varios) residuos de aminoacidos en una o
mas (varias) posiciones. Una sustitucién significa un reemplazo de un aminoacido que ocupa una posicién con un
aminodcido diferente; una delecion significa la separacién de un aminodcido que ocupa una posicion; y una insercién
significa afnadir uno 0 mas aminodacidos adyacentes a un aminoacido que ocupa una posicién. En alguna realizacién,
el uno o mas aminodcidos anteriores son 1-3 aminoacidos.

En una realizacién del método de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, abienol se convierte en difosfato de
geranilgeranilo (GGPP) en presencia de una combinacion de diterpeno sintasa de clase Il y abienol sintasa de clase
I/ll bifuncional. La diterpeno sintasa de clase |l de acuerdo con las realizaciones de esta memoria puede ser de
cualquier organismo que exprese de forma nativa una enzima independiente de la diterpeno sintasa de clase Il. En
una realizacion, la diterpeno sintasa de clase Il es de tabaco o, especificamente, de Nicotiana tabacum. En otra
realizacién, la diterpeno sintasa de clase |l es de salvia o, especificamente, de Salvia sclarea. La diterpeno sintasa
de clase Il de acuerdo con las realizaciones de esta memoria es un polipéptido que comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos 50%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%,
al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% de identidad con SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

La abienol sintasa de clase I/l bifuncional de acuerdo con realizaciones en esta memoria puede ser de cualquier
organismo que exprese de forma nativa una Unica enzima con dos sitios activos, que tiene actividad de diterpeno
sintasa de clase | y actividades de diterpeno sintasa de clase ll, respectivamente. En una realizacion, la abienol
sintasa de clase I/ll bifuncional es de abeto o, especificamente, de Abies balsamea. La abienol sintasa de clase I/ll
bifuncional de acuerdo con las realizaciones de esta memoria es un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 50%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% ,
al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% , al menos 99% de identidad con la SEQ ID NO: 3.

En una realizacién de la invencion, la diTPS de clase Il y la abienol sintasa de clase I/ll bifuncional son expresadas
por una célula huésped recombinante, tal como un microorganismo recombinante. Por lo tanto, las etapas de un
aspecto de la invencion pueden tener lugar dentro de una célula huésped, es decir, el método puede ser al menos
parcialmente un método in vivo. La célula huésped puede ser recombinante y puede ser, por ejemplo, un
microorganismo modificado genéticamente. Por lo tanto, un microorganismo puede ser modificado genéticamente,
es decir, alterado artificialmente de su estado natural, para expresar tanto la diTPS de clase Il como la abienol
sintasa de clase I/ll bifuncional. En una realizacién, expresa una combinaciéon de una Nt-diTPS de clase Il y una
abienol sintasa de clase I/ll Ab-bifuncional. En otra realizacién, expresa una combinacion de una Ss-diTPS de clase
Il'y una abienol sintasa de Ab-bifuncional de clase I/ll. Preferiblemente, las enzimas son exdgenas, es decir, no
estan presentes en la célula antes de la modificacién, habiéndose introducido utilizando métodos microbioldgicos
tales como los descritos en esta memoria. Ademas, en el método de la invencion, las enzimas pueden expresarse
cada una por una célula huésped recombinante, ya sea dentro de la misma célula huésped o en células huésped
separadas. El abienol puede secretarse de la célula huésped en la que se forma.

La célula huésped puede ser genéticamente modificada de cualquier manera conocida adecuada para este fin por la
persona experta en la técnica. Esto incluye la introduccién de los genes de interés, tales como uno o mas genes que
codifican las enzimas bifuncionales de abienol sintasa de clase I/ll y diTPS de clase Il, en un plasmido o cdésmido u
otro vector de expresion que se capaz de reproducirse dentro de la célula huésped. Alternativamente, el ADN de
plasmido o césmido o parte del ADN de plasmido o cosmido o una secuencia de ADN lineal puede integrarse en el
genoma del huésped, por ejemplo mediante recombinacion homoéloga o integracién aleatoria. Para llevar a cabo la
modificacién genética, el ADN puede ser introducido o transformado en células por absorcion natural o mediado por
procesos bien conocidos, tales como electroporacion. La modificacién genética puede implicar la expresién de un
gen bajo el control de un promotor introducido. EI ADN introducido puede codificar una proteina que podria actuar
como una enzima o podria regular la expresién de genes adicionales.

Una célula huésped de este tipo puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una abienol
sintasa de clase /Il bifuncional y una diTPS de clase Il. Por ejemplo, la célula puede comprender una secuencia de
acido nucleico que comprende SEQ ID NO: 3 y al menos una secuencia de cido nucleico que comprende SEQ ID
NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o un complemento de la misma, o un fragmento de un polinucleétido de este tipo que
codifica una variante funcional (que puede ser un fragmento que proporciona una variante funcional) de cualquiera

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2761 689 T3

de las enzimas en abienol sintasa de clase /Il bifuncional y diTPS de clase Il, por ejemplo enzimas tal como se
describen en esta memoria. Las secuencias de acidos nucleicos que codifican las enzimas pueden ser exdgenas, es
decir, no se producen de forma natural en la célula huésped.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién proporciona una célula huésped recombinante, tal como un
microorganismo, que comprende un primer polipéptido que es una diTPS de clase Il, que tiene una secuencia de
aminodcidos al menos 50%, al menos 60%, al menos 65 %, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos
85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95 %, al menos 96%, al
menos 97%, al menos 98%, al menos 99% idéntica a las SEQ ID NOs: 1 o 2 y que comprende un segundo
polipéptido que es una abienol sintasa de clase I/1l bifuncional, que tiene una secuencia de aminoacidos al menos
50%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98%, al menos 99% idéntica a SEQ ID NO: 3. La célula también puede comprender polipéptidos que son variantes
funcionales o fragmentos de cualquiera de las secuencias anteriores.

Un polinucledtido adecuado pueden ser introducido en la célula por integracion aleatoria, recombinacion homoéloga
y/o puede formar parte de un vector de expresion que comprende una combinacién de secuencias de polinucleétidos
SEQ ID NOs: 1 y 3, una combinacién de secuencias de polinucleétidos SEQ ID NOs: 1 y 2, o un complemento de los
mismos. Un vector de expresién de este tipo forma otro aspecto de la invenciéon. Vectores adecuados para la
construccion de un vector de expresién de este tipo son bien conocidos en la técnica y pueden disponerse para que
comprendan el polinucle6tido enlazado operativamente a una o mas secuencias de control de la expresion, de modo
que sean Utiles para expresar las enzimas requeridas en una célula huésped, por ejemplo un microorganismo tal
como se describe arriba. Por ejemplo, promotores que incluyen, pero no se limitan a promotores TEF1, HSP e HYP
pueden utilizarse junto con genes enddgenos y/o genes heterdlogos para la modificacién de patrones de expresion
de diTPS de clase Il y una abienol sintasa de clase I/ll bifuncional. De manera similar, secuencias terminadoras a
modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan al uso de secuencias terminadoras XPR2 de Yarrowia lipolytica.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante o modificada genéticamente, como se ha mencionado a lo
largo de esta memoria descriptiva, puede ser cualquier microorganismo seleccionado del grupo que consiste en
levaduras, hongos (tales como miembros del género Yarrowia), protistas, algas, bacterias y arqueas. La bacteria
puede comprender una bacteria gram-positiva 0 una bacteria gram-negativa que incluye, pero no se limita los
géneros Escherichia, Corynebacterium, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Paracoccus y Rhodococcus. En
determinadas realizaciones de la invencion, se emplean levaduras u hongos de géneros que incluyen, pero no se
limitan a, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae, Neurospora crassa,
Blakeslea, Candida, Cryptococcus, Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomyces, Pythium,
Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporon Trichosporon'y Yarrowia. En determinadas realizaciones particulares,
se utilizan organismos de especies que incluyen, pero no se limitan a Blakeslea trispora, Candida pulcherrima, C.
revkaufi, C. tropicalis, Cryptococcus curvatus, Cunninghamella echinulata, C. elegans, C. japonica, Escherichia coli,
Fusarium sporotrichioides , F. graminearum, Fusarium venenatum, Gibberrella zea, G. fujikuroi, Lipomyces starkeyi,
L. lipoferus, Mortierella alpina, M. isabellina, M. ramanniana, M. vinacea, Mucor circinelloides, Phycomyces
blakesleanus, Pythium irregulare, Rhodosporidium turuloides, Rhodotorula glutinis, R. gracilis, R. graminis, R.
mucilaginosa, R. pinicola, Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon pullans, T. cutaneumy Yarrowia lipolytica.

Microorganismos particularmente adecuados, por ejemplo, incluyen Yarrowia lipolytica, Escherichia coli, Fusarium
venenatum, Gibberrella fujikuroi y Saccharomyces cerevisiae.

La plataforma Yarrowia ha sido optimizada para el flujo a través de la ruta de isoprenoides y ha alcanzado niveles de
produccion de mas de 10 gramos por litro de carotenoides totales. Dado que los diterpenos también se derivan de la
via isoprenoide, Yarrowia es muy adecuada para la produccion a alto nivel de abienol.

La célula huésped recombinante o el microorganismo se pueden utilizar para expresar las enzimas arriba
mencionadas y un extracto exento de células obtenidos entonces por métodos estandar, para uso en el método de
acuerdo con el primer aspecto de la invencién.

Realizaciones de la presente divulgacién también abarcan variantes de los polipéptidos tal como se definen en esta
memoria. Tal como se usa en esta memoria, una "variante" significa un polipéptido en el que la secuencia de
aminoacidos difiere de la secuencia base de la que se deriva en que uno o mas aminodacidos dentro de la secuencia
son sustituidos por otros aminoacidos. Por ejemplo, una variante de SEQ ID NO: 1 puede tener una secuencia de
aminodcidos al menos aproximadamente 50% idéntica a SEQ ID NO: 1, por ejemplo, al menos aproximadamente
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica. Las
variantes y/o los fragmentos son variantes/fragmentos funcionales en que la secuencia variante tiene caracteristicas
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de actividad enzimatica funcional similares o idénticas a la enzima que tiene la secuencia de aminoacidos no
variante especificada en esta memoria.

Por ejemplo, una variante funcional de la SEQ ID NO: 1 tiene caracteristicas de diTPS de clase Il similares o
idénticas a SEQ ID NO: 1. Un ejemplo puede ser que la tasa de conversion por una variante funcional de SEQ ID
NO: 1, de GGPP a LDPP, puede ser la misma o similar, aunque dicha variante funcional también puede proporcionar
otros beneficios. Por ejemplo, al menos aproximadamente 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 al menos
aproximadamente 100%, la tasa se lograra cuando se usa la enzima que es una variante funcional de la SEQ ID NO
1.

Una variante funcional o fragmento de cualquiera de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO anteriores, por
lo tanto, es cualquier secuencia de aminoacidos que permanece dentro de la misma categoria de enzima (es decir,
tiene el mismo namero EC). Métodos para determinar si una enzima cae dentro de una categoria particular son bien
conocidos por la persona experta, que puede determinar la categoria de enzima sin el uso de la habilidad inventiva.
Métodos adecuados pueden obtenerse, por ejemplo, de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular.

Las sustituciones de aminoacidos pueden ser consideradas como "conservadora”, cuando un aminoacido es
reemplazado por un aminodcido diferente con propiedades ampliamente similares. Sustituciones no conservativas
son cuando los aminoacidos son reemplazados por aminoacidos de un tipo diferente.

Por "sustitucion conservativa" se entiende la sustitucién de un aminodacido por otro aminoacido de la misma clase, en
que las clases se definen como sigue:

Ejemplos de Clases de Aminoacidos:

No polares: A, V, L, I, P, M, F, W

Polares sincarga: G, S, T, C, Y, N, Q

De caracter acido: D, E

De carécter basico: K, R, H.

La invencién se extiende a una combinacion nueva de diTPS de clase Il y una abienol sintasa de clase /Il
bifuncional para la conversion de GGPP en abienol. La mejora significativa de la tasa de conversién de GGPP en
abienol es el resultado de una combinacién nueva de este tipo. En una realizacién particular tal como se muestra en
el Ejemplo 3, se observo una mejora de 10 veces en el titulo de abienol cuando se utiliz6 la diTPS de clase Il de
Nicotiana tabacum o Salvia sclarea en combinacién con una abienol sintasa de clase I/ll bifuncional de Abies
balsamea , cuando se comparan con una abienol sintasa de clase /Il bifuncional utilizada sola.

El resultado arriba descrito es inesperado. Se reconoce convencionalmente en la técnica que una sola enzima
bifuncional seria mas eficiente para catalizar un sustrato que dos enzimas separadas que tienen las mismas dos
funciones, debido a un efecto de armazén (Zerbe et al. 2012, J. Biol. Chem. 287:pags.12121-12131). El
razonamiento es que la expresion de las dos actividades en la enzima bifuncional es mas equilibrada, y las
actividades se mantienen en estrecha proximidad entre si. Esta visiébn se corrobora por la observacion en esta
divulgaciéon de que una combinacién de diTPS de clase | y clase Il de Nicotiana tabacum produce poco abienol en
comparacioén con las diTPS de clase I/ll bifuncionales de A. balsamea. Véase el Ejemplo 3.

En contra de las ensefianzas anteriores, los autores de la presente divulgacién crearon transformantes que
contienen una enzima diTPS de funcién Unica de clase Il y una abienol sintasa de clase I/ll bifuncional. Los
resultados demostraron que el titulo de produccién de abienol es significativamente mayor que el producido por el
sistema de dos enzimas de diTPS de clase | y clase Il, o por una sola abienol sintasa de clase /1l bifuncional. Ahadir
una enzima diTPS de clase Il ademéas de una abienol sintasa de clase /Il bifuncional no produce simplemente un
efecto aditivo. En cambio, se logra un efecto sinérgico, que es inesperado.

Los siguientes Ejemplos pretenden ilustrar la invencion sin limitar su alcance de modo alguno.

Ejemplos

Ejemplo 1

Construccion de Vectores gue Contienen el gen diTPS de Clase Il, la abienol sintasa de Clase I/ll Bifuncional

Los plasmidos que se construyeron y utilizaron en la presente divulgacién se muestran en la Tabla 1.

El gen abienol sintasa de clase I/l bifuncional de Abies balsamea (Ab-CAS) fue optimizado en codones de acuerdo
con el sesgo de codones de Yarrowia, y se sintetiz6 de novo. Durante la sintesis de novo, la secuencia 5'-
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TGCTAGCCACAAAA, que contiene un sitio de restriccion Nhel y una secuencia tipica de Kozak para permitir un
inicio eficiente de la traduccion, se afiadié inmediatamente aguas arriba del presunto coddn de iniciacion ATG. La
secuencia ACGCGT-3', que comprende un sitio de restriccion Miul, se afadié inmediatamente aguas abajo del
coddn de parada. Esta secuencia se escindio utilizando Nhel y Miul y se ligé a pMB6655 cortado con Nhel y Miul
para producir pMB6839. La proteina resultante codificada por el gen Ab-CAS de pMB6839 se especifica en SEQ ID
No: 3. El gen diTPS de clase Il de Nicotinia tabacum (Nt-diTPS-Clase Il) se cloné en el vector de expresion
pMB6674 tal como se describié anteriormente para crear pMB6845. La secuencia de la proteina del gen Nt-diTPS-
Clase Il codificado por pMB6845 se especifica en la SEQ ID No: 2. El gen Ab-CAS y el promotor y terminador en
pMB6839 se escindieron por digestién con Pvull y Sspl y se clonaron en el sitio EcoRV de pMB6845 para crear
pMB6847, que expresa tanto el gen Ab-CAS como el gen Nt-diTPS-Clase Il junto con el gen de resistencia a la
higromicina HPH.

El gen de la abienol sintasa de Nicotinia tabacum (Nt-ABS) se sintetiz6 y se clon6 en pMB6655 tal como se describe
para pMB6839, para crear pMB6840. La secuencia de proteinas para el gen Nt-ABS de pMB6840 se especifica en la
SEQ ID No: 4. El gen Nt-ABS y el promotor y terminador en pMB6840 se separaron por digestion con Pvull y Sspl, y
se clonaron en el sitio EcoRV de pMB6845 para crear pMB6849, que expresa tanto el gen Nt-ABS como el gen Nt-
diTPS-clase Il junto con el gen de resistencia a la higromicina HPH.

El gen diTPS de clase Il de Salvia sclarea (Ss-diTPS-clase Il) se sintetiz6 y se clon6 en pMB6674 tal como se
describe arriba para crear pMB6874. La secuencia de proteinas de Ss-diTPS-clase Il se especifica en SEQ ID No. 2.
El gen Ab-CAS vy las sefiales de expresion de pMB6839 se escindieron por digestién con Pvull y Sspl y se clonaron
en el sitio EcoRV de pMB6874 para crear pMB6879, que expresa tanto el gen Ab-ABS como el gen Ss-diTPS-clase
Il con seleccién de higromicina.

Las secuencias de genes que codifican las secuencias de aminoacidos SEQ ID NOs 1-4 fueron optimizadas en
codones de acuerdo con el sesgo de codones de Yarrowia y las secuencias de acidos nucleicos resultantes son
SEQ ID NOs 5-8, respectivamente.

Tabla 1. Plasmidos

Plasmido | Cadena Principal |Insercion(es) Fuente

pMB6839 [pMB6655 (higR) |Ab-CAS (clase I/Il) Fragmento sintetizado de Nhel-Miul
pMB6845 [pMB6674 (higR) |Nt-diTPS-Clase Il Fragmento sintetizado de Nhel-Miul
pMB6847 [pMB6845 (higR) |Ab-CAS (clase l/ll) + Nt-diTPS-Clase I Fragmento sintetizado de Nhel-Miul
pMB6840 [pMB6655 (higR) |Nt-ABS (clase I) Fragmento sintetizado de Nhel-Miul
pMB6849 [pMB6845 (higR) |Nt-ABS (clase ) + Nt-diTPS-Clase Il Fragmento sintetizado de Nhel-Miul
pMB6874 [pMB6674 (higR) |Ss-diTPS-Clase Il Fragmento sintetizado de Nhel-Miul
pMB6879 [pMB6874 (higR) |Ab-CAB (clase l/ll) + Ss-diTPS-Clase I Fragmento sintetizado de Nhel-Miul

Todos los procedimientos de biologia molecular basica y de manipulacion de ADN descritos en esta memoria se
llevan a cabo 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 2

Construccién de Células Huésped Recombinantes que contienen genes de diTPS de Clase |l y de abienol sintasa de
Clase I/ll Bifuncionales

En este ejemplo, los vectores que contienen genes diTPS de clase Il y abienol sintasa de clase I/ll bifuncionales se
introdujeron en una cepa huésped de Y. lipolytica.

Los vectores arriba descritos se transformaron en una cepa de Y. lipolytica (ML7206) que previamente habia sido
optimizada para el aumento de flujo a través de la ruta de isoprenoides. La cepa huésped ML7206 es una cepa
prototréfica de Y. lipolytica con el siguiente genotipo (MATB erg9-4789::ura3 {HMG-tr GGS carB}). La cepa ML7206
se construyd mediante la introduccion de genes heterdlogos bajo el control de promotores constitutivos, junto con
varias generaciones de cruzamiento, comenzando con MF350 y ATCC201249 tal como se describe en la Patente de
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EE.UU. N®7.851.199. El gen ERG9, que codifica la escualeno sintasa, fue reemplazado por una version hipomorfica
que alberga una mutacion puntual (F3171) y una insercion del gen URA3 (posteriormente inactivado por mutacion)
directamente después del codon de parada.

El gen GGS y el gen HMG truncado ("HMG-tr") se derivaron de secuencias de Yarrowia correspondientes a los
genes geranilgeranil pirofosfato sintasa nativa e hidroximetilglutaril-CoA reductasa, respectivamente. El gen carB se
derivé de Mucor circinelloides, y codifica una actividad de fitoeno deshidrogenasa, pero no tiene relacion con el
siguiente ejemplo.

Ejemplo 3

Estudio del Titulo de Abienol de las Células Huésped Recombinantes que contienen un gen diTPS de Clase Il y un
gen CAS de Clase I/ll Bifuncional

En este ejemplo, se examinaron las producciones de abienol en células huésped recombinantes descritas en el
Ejemplo 2.

Los transformantes descritos en el Ejemplo 2 se hicieron crecer en matraces de agitacion en un medio rico (YPD)
recubierto con un volumen de 10% de dodecano. Estudios previos con isoprenoides han demostrado que los
productos isoprenoides son tipicamente exportados por microorganismos y se acumulan en una capa de dodecano.
Después del crecimiento a 28°C, 200 rpm, durante 6 dias, la fraccion de dodecano se retiré de los matraces de
agitacion y se analizd por HPLC en una columna C18, con un detector de matriz de fotodiodos. La configuracion de
HPLC consistié en una columna YMC PackPro C18 RS [parte n® RS08503-1456WT 150 x 4,6 mm S3 pm] a una
temperatura de la columna de 16°C, la fase movil consistié en una mezcla de (400 ml de Metanol, 100 ml de Etanol y
Acido Trifluoroacético al 0,1%) utilizando un caudal isocratico de 1 mL/min. Los transformantes que contienen el gen
abienol sintasa generaron un pico a 2,90 minutos con una absorbancia 6ptima de 237 nm (Figura 3b). Este pico fue
consistente con un patrén de referencia de abienol adquirido de Toronto Research Chemicals Cat. n® 107600
(Figura 3a).

Tabla 2. Produccion de abienol en transformantes de la cepa MB7206 optimizada con isoprenoide

Genes transformados en MB7206 Absorbancia de|Absorbancia de|Absorbancia de
abienol (millones), YP|abienol (millones), YP|abienol (millones), YP
+ 5% de glucosa + 10% de glucosa + 12.5% de glucosa

ninguna 0 0 ND (no hecho)

Nt ABS de Clase | de Tabaco y Nt|0,4 0,4 ND

diTPS de Clase Il de Tabaco
(plasmido pMB6849)

Ab-CAS de Clase I/ll bifuncional de|1,9 2,3 ND
Abeto (plasmido pMB6839)
Ab-CAS de Clase l/ll bifuncional de|18,5 23,8 22,5

Abeto y diTPS de Clase Il de tabaco
(plasmido pMB6847)

Ab-CAS de Clase I/l bifuncional de|ND ND 17,5
Abeto y diTPS de Clase Il de salvia
(plasmido  pMB6879) (4 clones
testados)

Como se muestra en la Tabla 2, la transformaciéon que contiene tanto el gen diTPS de Clase Il como el gen diTPS
abienol sintasa (ABS) de Clase | de tabaco en Yarrowia resulté en una produccion muy baja de abienol. La
transformacion del gen abienol sintasa de clase I/l bifuncional (Ab-CAS) de abeto solo dio como resultado una
produccion ligeramente elevada de abienol. Sorprendentemente, los transformantes que contienen el gen abienol
sintasa de clase l/ll bifuncional (Ab-CAS) junto con el gen di-TPS de clase Il de tabaco o el gen di-TPS de clase Il de
salvia produjeron niveles significativamente més elevados de abienol. Este efecto se observé repetidamente en tres
composiciones de medio diferentes en el transformante que contiene el gen di-TPS de clase |l de tabaco y el gen
Ab-CAS. Es inesperado observar que la adicion de la enzima de clase Il de tabaco o salvia podria superar
significativamente la actividad de la abienol sintasa de clase I/ll bifuncional de abeto sola, particularmente dado el
hecho de que la transformacion de los genes diTPS de Clase Il y diTPS abienol sintasa de Clase | de tabaco dieron
como resultado muy poco producto.
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Listado de secuencias

<110> DSM IP ASSETS B.V.
<120> METODOS PARA PRODUCIR ABIENOL
<130> 30010-US-PSP

<140> TBD
< 141> 09-12-2014

<160> 8
<170> Patentln version 3.5

<210> 1

< 211> 802

< 212> PRT

< 213> Nicotiana tabacum
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<400> 1
Met Gln Val Ile Ile Thr Ser Ser His Arg Phe Phe Cys His His Leu
1 5 10 15

His Gln Leu Lys Ser Pro Thr Ser Leu Ser Ala Gln Lys Ala Glu Phe
20 25 30

Lys Lys His Gly Pro Arg Asn Trp Leu Phe Gln Thr Glu Gly Ser Leu
35 40 45

Leu Tyr Lys Pro Val Arg Leu Asn Cys Ala Thr Ser Asp Ala Ser Tyr
50 55 60

Leu Gly Asn Val Asn Glu Tyr Leu Glu Ser Asp His Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Glu Glu Lys Asp Ile Gln Val Ser Arg Thr Ile Gln Met Lys Gly Leu

Thr Glu Glu Ile Lys His Met Leu Asn Ser Met Glu Asp Gly Arg Leu
100 105 110

Asn Val Leu Ala Tyr Asp Thr Ala Trp Val Ser Phe Ile Pro Asn Thr
115 120 125

Thr Asn Asn Gly Asn Asp Gln Arg Pro Met Phe Pro Ser Cys Leu Gln
130 135 140

Trp Ile Ile Asp Asn Gln Leu Ser Asp Gly Ser Trp Gly Glu Glu Ile
145 150 155 160

Val Phe Cys Ile Tyr Asp Arg Leu Leu Asn Thr Leu Val Cys Val Ile

17



Ala

Met

Asn

Ala

225

Asp

val

Arg

Gly

Thr

305

Ser

Trp

Glu

Glu

Asp

385

Ser

Leu

Phe

Met

210

Gln

Ile

Ile

Asp

Ser

290

Asn

Asn

Ala

Glu

Asn

370

Thr

Pro

Thr

Ile

195

Thr

Gln

Tyr

His

Asp

275

Phe

Asp

Gly

Ile

Phe

355

Gly

Cys

Asp

Leu

180

Lys

Ser

Leu

Ala

Thr

260

Leu

Leu

Glu

Gly

Asp

340

Lys

Ile

Met

Ala

165

Trp

Glu

Gly

Asp

Arg

245

Ile

Asp

Ile

Lys

Ala

325

Arg

Glu

Phe

Ala

Leu
405

Asn

Asn

Phe

Ile

230

Arg

Pro

Trp

Ser

Cys

310

Arg

Leu

Leu

Ser

Ile

390

Asn

Thr

Leu

Glu

215

Asp

Glu

Thr

Gln

Pro

295

Leu

Gln

Gln

Leu

Gly

375

Arg

Asn

ES 2761 689 T3

Cys

Ser

200

Leu

Ile

Val

Thr

Arg

280

Ala

Ala

Tyr

Arg

Asn

360

Arg

Leu

Phe

Leu

185

Lys

val

Pro

Lys

Val

265

Leu

Ser

Tyr

Pro

Leu

345

His

Asn

Leu

Lys

170

His

Leu

Phe

Tyr

Leu

250

Leu

Leu

Thr

Leu

Phe

330

Gly

vVal

Ser

Arg

Asp
410

18

Lys

Glu

Pro

Asp

235

Thr

Phe

Lys

Ala

Gln

315

Asp

Ile

Phe

Asn

Leu

395

Gly

Arg

Thr

Thr

220

Ala

Arg

Ser

Leu

Phe

300

Asn

Leu

Ser

Arg

val

380

His

Asp

Asn

Gly

205

Leu

Pro

Ile

Leu

Gln

285

Ala

Val

Val

Tyr

Tyr

365

Ser

Gly

Gln

Lys

190

Glu

Leu

Val

Pro

Glu

270

Met

Phe

Val

Thr

Tyr

350

Trp

Asp

Tyr

Phe

175

Gly

Val

Glu

Leu

Lys

255

Gly

Pro

Met

Glu

Arg

335

Phe

Asp

Val

Asp

Val
415

val

Glu

Lys

Lys

240

Asp

Leu

Asp

Glu

Lys

320

Leu

Ala

Glu

Asp

Val

400

Cys



Phe

Arg

Lys

Cys

465

Tyr

Arg

Lys

Ala

Trp

545

Gly

Ser

Ser

Thr

His

625

Leu

Glu

Arg

Cys

Asn

450

Leu

Ala

Tyr

Thr

Ala

530

Leu

Ile

Ile

Arg

Thr

610

Asp

Lys

Asp

Gly

Ser

435

Phe

Asp

Leu

Tyr

Leu

515

Lys

Ile

Ser

Phe

Ile

595

Trp

Pro

Asn

Leu

Glu

420

Gln

Thr

Lys

Glu

Ile

500

Tyr

Leu

Met

Lys

Glu

580

Ile

Thr

Thr

Leu

Gly
660

Val

Val

Tyr

Trp

Phe

485

Glu

Arg

Asp

Gln

Lys

565

Val

Cys

Thr

Arg

Arg

645

Lys

Asp

Leu

Asn

val

470

Pro

Gln

Met

Tyr

Glu

550

Tyr

Glu

Lys

Arg

Lys

630

Gln

Asp

Gly

Phe

Phe

455

Ile

Trp

Tyr

Pro

Asn

535

Trp

Leu

Lys

Met

Asn

615

Asn

Phe

Ile
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Ser

Pro

440

Leu

Ala

Tyr

Gly

Asp

520

Arg

Phe

Leu

Ser

Ile

600

Ser

Gly

Leu

His

Pro

425

Gly

Gln

Lys

Ala

Gly

505

Val

Cys

Glu

Val

Arg

585

Thr

Leu

Asn

Arg

His
665

Thr

Glu

Gln

Asp

Ser

490

Ala

Asn

Gln

Lys

Ser

570

Glu

Ser

Leu

Glu

Gln

650

Gln

19

His

Lys

Cys

Ile

475

Leu

Asp

Asn

Ser

Cys

555

Tyr

Arg

Tyr

Met

Thr

635

Leu

Leu

Met

Ile

Leu

460

Pro

Pro

Asp

Asn

Gln

540

Asn

Phe

Leu

Tyr

Glu

620

Lys

Ser

Gln

Phe

Leu

445

Ala

Gly

Arg

Ile

Val

525

His

Phe

Leu

Ala

Asn

605

Phe

Glu

Glu

Asn

Asn

430

Glu

Asn

Glu

vVal

Trp

510

Tyr

Arg

Gln

Ala

Trp

590

Asp

Lys

Ile

Glu

Ala
670

Leu

Glu

Asn

Ile

Glu

495

Ile

Leu

Phe

Gln

Ala

575

Ala

Glu

val

Leu

Thr

655

Trp

Tyr

Ala

Arg

Trp

480

Ala

Gly

Gln

Glu

Phe

560

Ala

Lys

Ala

Ser

val

640

Phe

Glu



Thr

Thr

His

705

Thr

Thr

Val

Lys

Val

785

Gln

Trp

Glu

690

Asp

Asn

Gly

Lys

Gln

770

Ser

Val

<210>2
<211>780
< 212> PRT
< 213> Salvia sclarea

<400> 2

Met

1

Arg

Ser

Lys

Ser
65

Thr

Leu

Ser

Gln

50

Gln

Leu

675

Leu

Glu

Lys

Gly

Leu

755

Thr

Glu

Ser

Gln

Ser

35

Leu

Ala

Val

Leu

Ile

vVal

Ser

740

Val

Phe

Glu

Val

Leu

20

Lys

Ser

Ser

Phe

val

Leu

Cys

725

Lys

Phe

Phe

Ile

Asn

Gln

His

Gln

Glu

Leu

Arg

Phe

710

Gly

Asn

Gly

Ala

Met
790

Leu

Pro

Ala

Ile

Lys
70

Arg

Thr

695

Asp

Lys

Thr

Asn

Val

775

Asn

Ser

Glu

Pro

Ala

55

Asp
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Glu

680

Ile

Ala

Leu

Asn

Thr

760

Val

Phe

Arg

Phe

Phe

40

Glu

Ile

Glu

Asn

Asp

Asn

Ile

745

Ser

Lys

His

Ala

His

25

Thr

Leu

Ser

Lys

Leu

Tyr

Glu

730

Glu

Ser

Thr

Ile

Pro

10

Ala

Leu

Arg

Leu

20

Asn

Ser

Glu

715

Leu

Leu

Asn

Phe

Ser
795

Ala

Glu

Ser

Val

val
75

Ala

Gly

700

Asn

Gln

Asp

Ile

Tyr

780

Lys

Ala

Cys

Cys

Thr

60

Gln

Cys

685

Gly

Leu

Asn

Met

Asn

765

Tyr

Val

Ile

Ser

Gln

45

Ser

Thr

Gln

Tyr

Ser

Asp

Gln

750

Gln

Ser

Leu

Ile

Trp

Ile

Leu

Pro

Glu

Met

Asn

Lys

735

Ala

Asp

Ala

Phe

Arg

15

Leu

Arg

Asp

His

Glu

Thr

Leu

720

vVal

Leu

Ile

His

Gln
800

Arg

Lys

Pro

Ala

Lys
80



Val

Leu

Thr

Gln

Gly

145

Thr

Ile

Lys

Pro

Tyr

225

Leu

Leu

Lys

Ala

Glu

305

val

Glu

Leu

Ala

Phe

130

Ser

Leu

Ile

Gly

Thr

210

Asp

Lys

Tyr

Leu

Ala

290

Asn

Asp

Val

Met

Val

115

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala

195

Phe

His

Glu

Ser

Gln

275

Val

Ala

Ile

Asn

Thr

100

ITle

Ser

Gly

Cys

Lys

180

Asn

Met

Pro

Tle

Leu

260

Ser

Leu

Leu

Phe

Glu

85

Ser

Ala

Cys

Asp

Val

165

Gly

Vval

Gln

Leu

Pro

245

Glu

Gly

Met

Lys

Ser
325

Lys

Gly

Leu

Leu

Glu

150

Val

Val

Glu

Met

Ile

230

Lys

Gly

Asn

His

Asn

310

Arg

Ile

Asp

Ile

Glu

135

Phe

Ala

Thr

His

Ala

215

Lys

Asp

Leu

Gly

Thr

295

Cys

Leu
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Glu

Gly

Lys

120

Trp

Phe

Leu

Tyr

Arg

200

Thr

Glu

Leu

Gly

Ser

280

Lys

Asp

Trp

Glu

Arg

105

Asp

Ile

Cys

Lys

Ile

185

Thr

Asp

Ile

Val

Asp

265

Phe

Asp

Gly

Ala

Ser

90

Ile

Leu

Ala

Ile

Ser

170

Lys

Ala

Leu

Ala

Tyr

250

Leu

Leu

Glu

Gly

Ile
330

21

Ile

Ser

Lys

His

Tyr

155

Trp

Glu

Gly

Gly

Asp

235

Gln

Glu

Thr

Lys

Ala

315

Asp

Glu

Val

Gly

His

140

Asp

Asn

Asn

Phe

Ile

220

Thr

Met

Trp

Ser

Cys

300

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

125

Gln

Arg

Leu

Val

Glu

205

Gln

Lys

Pro

Glu

Pro

285

Leu

His

Leu

Val

Pro

110

Asp

Leu

Ile

Gln

His

190

Leu

Gly

Lys

Thr

Arg

270

Ser

Lys

Thr

Gln

Gln

95

Tyr

Ala

Ala

Leu

Ser

175

Lys

val

Leu

Gln

Asn

255

Leu

Ser

Tyr

Tyr

Arg
335

Asn

Asp

Pro

Asp

Asn

160

Asp

Leu

val

Pro

Arg

240

Leu

Leu

Thr

Ile

Pro

320

Leu



Gly

Ile

Lys

Met

385

Gln

Ser

Glu

Glu

His

465

Thr

Ser

Ser

Gln

Arg

545

Ser

Glu

Ile

Glu

Phe

370

His

Asp

Pro

Glu

Met

450

Leu

Leu

Gly

Asn

Thr

530

Cys

Tyr

Ser

Ser

355

Ser

Gly

Gly

Met

Vval

435

Leu

Phe

Pro

Asp

Asp

515

Gln

Ser

Phe

Leu

Arg

340

val

Asp

Tyr

Lys

Tyr

420

Phe

vVal

Asp

Arg

Val

500

Thr

His

Leu

Leu

Leu

Phe

Trp

Ile

Asp

Phe

405

Asn

Glu

Lys

Glu

val
485

Trp

Tyr

Gln

Ser

Ala

565

Leu

Phe

Glu

Asp

Val

390

Ser

Leu

Glu

Asp

Ile

470

Glu

Ile

Lys

Leu

Glu

550

Ala

Ala

Gln

Glu

Asp

375

Asp

Cys

Tyr

Ala

Arg

455

Lys

Ala

Gly

Glu

Glu

535

Phe

Ala

Lys

ES 2761 689 T3

His

Thr

360

Thr

Pro

Tyr

Arg

Thr

440

Leu

Leu

Ala

Lys

Leu

520

Trp

Gly

Thr

Thr

Glu

345

Gly

Ser

Asn

Ile

Ala

425

Lys

Gln

Gly

Tyr

Ser

505

Ala

Ile

Ile

Ile

Arg

Ile

val

Met

vVal

Gly

410

Ala

Phe

Glu

Leu

Tyr

490

Phe

Ile

His

Ser

Phe

570

Ile

22

Lys

Phe

Gly

Leu

395

Gln

Gln

Ala

Arg

Lys

475

Leu

Tyr

Leu

Met

Lys

555

Glu

Leu

Tyr

Ser

Val

380

Lys

Ser

Leu

Phe

Trp

460

Met

Asp

Arg

Asp

Gln

540

Arg

Pro

Ser

Phe

Gly

365

Arg

His

val

Arg

Asn

445

vVal

Pro

His

Met

Phe

525

Glu

Glu

Glu

Lys

Leu

350

Arg

Leu

Phe

Glu

Phe

430

Phe

Ile

Trp

Tyr

Pro

510

Asn

Trp

Leu

Arg

Met

Asp

Tyr

Leu

Lys

Ser

415

Pro

Leu

Ser

Tyr

Ala

495

Glu

Arg

Tyr

Leu

Thr

575

Ile

His

Thr

Lys

Gln

400

Ala

Gly

Gln

Asp

Ala

480

Gly

Ile

Cys

Asp

Arg

560

Gln

Thr



Ser

Asn

Ala

625

Ile

Lys

Ala

Asn

Arg

705

Ser

Leu

Thr

Asp

Phe

Gly

610

Gly

Tyr

val

Asn

Asn

690

Leu

Ile

val

Phe

Glu
770

<210> 3
< 211> 867
< 212> PRT
< 213> Abies balsamea

<400> 3
Met Ala Leu Pro Val Tyr Ser Leu Lys Ser His Ile Pro Ile Thr Thr

1

Val

595

Leu

Thr

Thr

Gln

Thr

675

Glu

Ala

Lys

Leu

Leu

755

Thr

580

Asn

Asp

Leu

Leu

Gln

660

Leu

Tyr

Gln

Asp

Gln

740

Ser

Thr

Ile

Glu

Leu

His

645

Gly

Asn

Thr

Ile

Lys

725

Glu

vVal

Asp

5

Ser

Ile

Ala

630

Gln

Glu

Ile

Ala

Gln

710

Glu

Asn

Phe

Leu

Gly

Ile

615

Thr

Leu

Gly

Cys

Leu

695

Asp

Leu

Gly

Lys

His
775
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Thr

600

Ser

Phe

Lys

Ser

Ala

680

Ser

Asn

Glu

Gly

Thr

760

Ile

585

Thr

Ser

His

His

Gly

665

Gly

Thr

Lys

Gln

Ala

745

Phe

Phe

Leu

Ala

Gln

Val

650

Gly

Leu

Leu

Ile

Asp

730

Val

Tyr

Lys

10

Ser

Asn

Leu

635

Trp

Glu

Asn

Thr

Leu

715

Met

Asp

Tyr

Val

Leu

Glu

620

Leu

Ser

Asp

Glu

Asn

700

Gln

Gln

Arg

Asp

Leu
780

Asp

605

Asp

Asp

Gln

Ala

Asp

685

Lys

Val

Ala

Asn

Ala
765

590

Tyr

Gln

Gly

Trp

val

670

Vval

Ile

val

Leu

Ile

750

Tyr

Asn

Gly

Phe

Phe

655

Leu

Leu

Cys

Asp

Val

735

Arg

His

15

Phe

Leu

Asp

640

Met

Leu

Ser

Asn

Gly

720

Lys

His

Asp

Ile Ala Ser Ala Lys Met Asn Tyr Thr Pro Asn Lys Gly Met Ile Thr

23



Ala

Ala

Lys

65

Ser

Asn

Asp

Asn

Trp

145

Pro

Trp

Leu

Leu

Asp

225

Ala

Leu

Asn

Cys

50

Thr

Asn

Asp

Arg

Ser

130

val

Gln

Gly

Ala

His

210

Glu

Met

Pro

Gly

35

Ala

Ala

Phe

Ile

Lys

115

Met

Ala

Thr

Glu

Cys

195

Lys

Ala

Leu

Phe

20

Arg

Gly

Leu

Thr

Ile

100

Arg

Gly

Arg

Leu

Glu

180

Ile

Gly

Asp

Asn

Ile
260

Ser

Glu

Phe

Pro

85

Asn

Ile

Asp

Ile

Glu

165

Phe

Ile

Ile

Asn

Glu

245

Glu

Arg

Ala

Pro

70

Pro

Ser

Gln

Gly

Pro

150

Trp

Tyr

Thr

Glu

His

230

Ala

Gln

Arg

Asp

Asp

Asn

Ile

Thr

Glu

135

Ala

Ile

Phe

Leu

Phe

215

Arg

Lys

Met
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Ile

40

Arg

Gln

Arg

Thr

Leu

120

Thr

val

Leu

Leu

Thr

200

Phe

Pro

Ser

Val

25

Arg

Thr

Phe

Glu

Ala

105

Ile

Ser

Asp

Gln

Ala

185

Ile

Arg

Ser

Leu

Lys
265

Leu

Phe

Ser

Phe

90

Ser

Ser

Pro

Gly

Asn

170

Tyr

Trp

Lys

Gly

Gly

250

Lys

24

Ser

Pro

Glu

75

Pro

His

Glu

Ser

Ser

155

Gln

Asp

Arg

Gln

Phe

235

Leu

Arg

Pro

Ser

Lys

Pro

Lys

Ile

Ala

140

Glu

Leu

Arg

Thr

Val

220

Glu

Asp

Glu

Asn

45

Gln

Asn

Ser

Val

Lys

125

Tyr

Gln

Lys

Leu

Gly

205

Val

Ile

Leu

Ala

30

Lys

Ser

Gly

Phe

Gln

110

Asn

Asp

Pro

Asp

Leu

190

Asn

Arg

vVal

Pro

Lys
270

Ile

Leu

Thr

Trp

95

Thr

Val

Thr

Gln

Gly

175

Ala

Val

Met

Phe

Tyr

255

Leu

val

Glu

Pro

Asn

Gly

Phe

Ala

Phe

160

Ser

Thr

Gln

Asp

Pro

240

Glu

Lys



Met

Ser

Leu

305

Ala

Phe

Asp

Ile

Tyr

385

Ile

His

Asn

Asp

Thr

465

Ala

Ile

Met

Ile

Leu

290

Gln

Val

val

Leu

Asp

370

Ser

Ala

Gly

Gly

Met

450

Ile

Leu

Arg

Pro

Thr

275

Glu

Ser

Phe

Leu

Phe

355

Arg

Cys

Asp

Tyr

Glu

435

Leu

Met

Glu

Gly

Arg
515

Thr

Gly

Lys

Met

Arg

340

Glu

His

Trp

Ile

Asn

420

Phe

Asn

Glu

Asn

Glu

500

Leu

Asn

Leu

Asp

Gln

325

Lys

Arg

Phe

Asp

Asp

405

val

Phe

val

Glu

Ala

485

val

Glu

Val

His

Gly

310

Thr

Phe

Leu

Lys

Glu

390

Asp

Ser

Cys

Tyr

Ala

470

Asp

Glu

val

Leu

Glu

295

Ser

Gly

Arg

Trp

Lys

375

Arg

Thr

Pro

Phe

Arg

455

Lys

Ala

Tyr

Arg
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Tyr

280

Ile

Phe

Asn

Asn

Val

360

Glu

Gly

Ala

Asp

Met

440

Cys

Leu

Phe

Ala

Ser
520

Thr

Val

Leu

Thr

His

345

Val

Ile

Ile

Met

Val

425

Gly

Ser

Cys

Asp

Leu

505

Tyr

Ile

Asp

Gly

Lys

330

val

Asp

Lys

Gly

Gly

410

Leu

Gln

Gln

Thr

Lys

490

Lys

Ile

25

Gln

Phe

Ser

315

Cys

Pro

Thr

Asp

Trp

395

Leu

Lys

Thr

Val

Glu

475

Trp

Tyr

Gly

Thr

Asp

300

Pro

Leu

Ser

Val

Ala

380

Ala

Arg

Thr

Gln

Ala

460

Arg

Ala

Pro

Asn

Thr

285

Lys

Ala

Glu

Asp

Glu

365

Leu

Lys

Ile

Phe

Arg

445

Phe

Tyr

Ile

Trp

Tyr
525

Leu

Ile

Ser

Phe

Tyr

350

Arg

Asp

Asp

Leu

Lys

430

Gly

Pro

Leu

Lys

His

510

Gly

Leu

Ile

Thr

Leu

335

Pro

Leu

Tyr

Ser

Arg

415

Asp

vVal

Gly

Arg

Lys

495

Arg

Pro

Tyr

Lys

Ala

320

Glu

Leu

Gly

Val

Pro

400

Leu

Glu

Thr

Glu

Asn

480

Asn

Ser

Asn



Asp

Glu

545

Leu

Gly

Phe

Ala

Tyr

625

Val

Lys

Glu

Leu

Gln

705

Vval

Glu

Arg

Gln

val

530

Lys

His

Phe

Ala

Val

610

Asp

Lys

Ile

Gly

Trp

690

Gly

Ser

Glu

Leu

Glu
770

Trp

Tyr

Gln

Thr

Val

595

Tyr

Gly

Arg

Cys

Arg

675

Glu

Lys

Ile

Asp

Ala

755

Glu

Leu

Leu

Glu

Glu

580

Ala

Thr

Tyr

Trp

Phe

660

Lys

Tle

Tyr

Gly

Asp

740

Ser

Arg

Gly

Glu

Glu

565

Leu

Ser

Lys

Gly

Asp

645

Leu

Thr

Gln

Val

val

725

Ile

Leu

Ala

Lys

Leu

550

Ile

Lys

Ser

Ile

Ser

630

Leu

Gly

Gln

Leu

Pro

710

Ala

Leu

Thr

His

Ser

535

Ala

Arg

Phe

Met

Ser

615

Pro

Ser

Leu

Gly

Ala

695

Ser

Thr

Ser

Ala

Gly
775

ES 2761 689 T3

Leu

Lys

Glu

Thr

Phe

600

val

Asp

Leu

Tyr

His

680

Ala

Phe

Ile

His

Arg

760

Glu

Tyr

Leu

Leu

Arg

585

Glu

Leu

Glu

Leu

Asn

665

Asp

Phe

Asp

Leu

Ile

745

Leu

val

Met

Asp

Val

570

Asp

Pro

Leu

Ile

Glu

650

Thr

Val

Thr

Glu

Leu

730

Asp

Ala

Val

26

Met

Phe

555

Arg

Arg

Glu

Val

Lys

635

Gln

val

Leu

Arg

Tyr

715

Ile

Tyr

Asn

Ser

Pro
540

Asn

Trp

Vval

Phe

Ile

620

Leu

Met

Asn

Gly

Glu

700

Ile

Thr

Gly

Asp

Ala
780

Tyr

Ser

Cys

Val

Ser

605

Leu

Phe

Pro

Glu

Tyr

685

Ala

Glu

Ile

Ser

Ile

765

Ile

Ile

Val

Lys

Glu

590

Thr

Asp

Ser

Asp

Val

670

Ile

Glu

Asn

Leu

Lys

750

Lys

Gln

Ser

Gln

Ser

575

Thr

Cys

Asp

Glu

His

655

Ala

Arg

Trp

Ala

Phe

735

Phe

Thr

Cys

Asn

Ser

560

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ala

640

Met

Glu

Asn

Ser

Gln

720

Thr

Leu

Tyr

Tyr



Met Lys Asp Arg Pro Glu
785 790

Tyr Gly Arg Met Val Asn
805

Lys Ser Asn Glu Met Pro
820

Ala Arg Val Ala Gln Leu
835

Ser Asp Thr Met Glu Ile
850

Pro Ala Thr
865

<210>4

<211>792

< 212> PRT

< 213> Nicotiana tabacum

<400> 4
Met Val Leu Gly Leu Arg
1 5

Leu Gly Asn Ile Lys Leu
20

Pro Cys Arg Val Arg Cys

Ala Lys Glu Arg Ile Arg
50

Ser Ser Tyr Asp Thr Ala
65 70

Met Asn Gln Pro Cys Phe
85

Gln Arg Glu Asp Gly Ser
100

Val Lys Asp Ser Leu Ser
115

Ile

Asp

Gln

Phe

Lys
855

Ser

Gly

Ser

Glu

Trp

Pro

Trp

Ser
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Thr

Leu

Asn

Thr

840

Glu

Lys

Ser

His

40

Thr

Val

Gln

Gly

Thr
120

Glu

Ala

Cys

825

Met

His

Ile

Val

25

Ser

Phe

Ala

Cys

Leu

105

Leu

Glu

Glu

810

Lys

Glu

Ile

Ile

10

Thr

Thr

Gly

Met

Leu

90

Asn

Ala

27

Glu

795

Leu

Arg

Gly

Lys

Pro

Asn

Ala

Lys

Val

75

Asp

Pro

Ser

Ala

Asn

Leu

Asp

Lys
860

Leu

Ala

Ser

Ile

60

Pro

Trp

Ser

Leu

Leu

Ser

val

Gly

845

Cys

Pro

Ile

Ser

45

Glu

Ser

Ile

His

Leu
125

Lys

Glu

Phe

830

Leu

Leu

Asp

Cys

30

Met

Leu

Arg

Leu

Pro

110

Ala

Tyr

Tyr

815

Asp

Thr

Phe

His

15

His

Glu

Ser

Tyr

Glu

95

Leu

Leu

Val

800

Leu

Thr

Tyr

Glu

Lys

Arg

Glu

Pro

Ser

80

Asn

Leu

Arg



Lys

Glu

145

Gly

Asn

Glu

Asn

His

225

Asp

Glu

Trp

Val

Val

305

Glu

Leu

Vval

His

Trp

130

Thr

Phe

Leu

Arg

Met

210

Trp

Ser

Lys

val

Asp

290

Lys

Glu

Arg

Asp

Val

Arg

His

Glu

Asp

Glu

195

Ala

Lys

Pro

Cys

Pro

275

Ala

Ile

Met

Gln

355

Ala

Ile

Gly

Ile

Leu

180

Leu

Asn

Glu

Ala

Phe

260

Thr

Leu

Val

Phe

Asn

340

Glu

Ile

Gly

Trp

Ile

165

Pro

Thr

Val

Met

Thr

245

Gly

Ile

Gln

Leu

Ser

325

Asn

His

Leu

Asp

Ala

150

Phe

Leu

Ile

Glu

Met

230

Thr

Tyr

Cys

Asn

Asp

310

Asp

Tyr

Phe

Glu

Asn

135

vVal

Pro

Asp

Glu

Tyr

215

Leu

Ala

Leu

Pro

Leu

295

Glu

Val

Glu

Phe

Leu
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Gln

Asp

Cys

Pro

Arg

200

Phe

Arg

Ala

Asn

Thr

280

Gly

Ile

Ala

Val

Thr

360

His

Val

Asn

Met

Asn

185

Ala

Ala

Gln

Ala

Ser

265

Lys

Val

Tyr

His

Ser

345

Thr

Arg

Gln

Lys

Ile

170

Leu

Leu

Glu

Arg

Leu

250

Ile

Ile

Asp

Arg

Cys

330

Ser

Ser

Ala

28

Asp

155

Asn

val

Lys

Gly

His

235

Ile

Leu

His

Leu

315

Ala

Glu

Ser

Ser

Gly

140

Gln

Tyr

Asn

Asn

Leu

220

Asn

Tyr

Lys

Ser

Tyr

300

Trp

Met

Glu

Gly

Gln

Leu

Ile

Ala

Met

Glu

205

Gly

Gly

His

Leu

Asn

285

Phe

Leu

Ala

Leu

Lys

365

Vval

Gly

Ser

Glu

Met

190

Phe

Glu

Ser

Gln

His

270

Leu

Lys

Glu

Phe

Glu

350

Leu

Ala

Phe

Pro

Lys

175

Leu

Glu

Leu

Leu

Tyr

255

Asp

Phe

Thr

Lys

Arg

335

Gly

Met

Ile

Ile

Leu

160

Leu

Cys

Gly

Cys

Phe

240

Asp

Asn

Leu

Glu

Asn

320

Leu

Phe

Asn

His



Glu

385

Phe

Lys

val

Ile

Leu

465

Glu

Gln

Ala

Ala

Phe

545

Trp

Phe

Glu

Ile

370

Arg

Met

Glu

Glu

Leu

450

Lys

Glu

val

Ala

Lys

530

Ile

Glu

Phe

Thr

Asp
610

Lys

Glu

Met

Thr

435

Lys

Phe

Leu

Gly

Ile

515

Tyr

Cys

Gly

Leu

Lys

595

Met

Asp

Gln

Glu

420

Arg

Ala

Ser

Gln

Leu

500

Leu

Ala

Lys

Tyr

Ala

580

Gln

Leu

His

Lys

405

Phe

Arg

Ala

Glu

Gln

485

Ser

Phe

Ile

Glu

Ser

565

Leu

Gly

Lys

Ile

390

Leu

Ala

Tyr

Tyr

His

470

Met

Gln

Glu

Ile

Glu

550

Thr

Tyr

Arg

Cys

375

Leu

Leu

Met

Ile

Arg

455

Asp

Lys

Gln

Pro

Ile

535

Leu

Val

Lys

Cys

Met
615
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Asp

Asp

Arg

Glu

440

Ser

Phe

Arg

Tyr

Glu

520

Thr

Gln

Gly

Met

Val

600

Leu

Lys

Lys

Lys

425

Ser

Ser

Asn

Trp

Leu

505

Tyr

Ala

Asn

Phe

Val

585

Lys

val

Ile

His

410

Phe

Tyr

Gly

Leu

Phe

490

Tyr

Ala

Val

Ile

Arg

570

Glu

Asp

Glu

29

Ser

395

Ile

Tyr

Lys

Ile

Cys

475

Thr

Thr

Asp

Asp

Ile

555

Ser

Glu

His

Leu

380

Thr

Pro

Gly

Met

Asn

460

Gln

Asp

Ser

Ala

Asp

540

Glu

Glu

Ile

Leu

Asp
620

Trp

Asp

Thr

Asp

445

Asn

Thr

Cys

Tyr

Arg

525

Phe

Leu

Arg

Ala

Ile

605

Leu

Thr

Arg

Phe

430

Ser

Ile

Arg

Lys

Phe

510

Leu

Phe

Val

Val

Ala

590

Asn

Trp

Arg

Ser

415

Asp

Phe

Asp

His

Leu

495

Ile

Ala

Asp

Glu

Arg

575

Lys

Leu

Lys

Asn

400

Lys

Arg

Lys

Leu

Lys

480

Glu

Ile

Tyr

Cys

Arg

560

Ile

Ala

Trp

Ile
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Lys Ser Thr Thr Pro Ser Ile Glu Glu Tyr
625 630

Thr Ile Gly Val Pro Cys Phe Val Leu Thr
645 650

Pro Lys Leu Ser Lys Asp Val Ile Glu Ser
660 665

Cys Asn Cys Thr Ala Ala Val Ala Arg Leu
675 680

Tyr Lys Arg Glu Gln Ala Glu Ser Ser Thr
690 695

Ile Thr Gln Ser Gln Gly Thr Ile Ser Glu
705 710

Ile Lys Glu Met Met Glu Ser Lys Arg Arg
725 730

Leu Gln Asn Lys Glu Ser Gln Leu Pro Gln
740 745

Trp Thr Thr Ile Asn Ala Ala Tyr Ser Ile
755 760

Tyr Arg Phe Pro Glu Glu Phe Lys Asn His
770 775

Lys Pro Leu Asn Gln Tyr Ser Pro
785 790

<210>5

< 211> 2409

< 212> ADN

< 213> Yarrowia lipolytica

<400> 5
atgcaggtta ttattacctc ctctcaccga tttttectgece

tccecctacct cecctttetge tcagaagget gagtttaaga
cttttccaga ctgagggctce tctecctttac aagectgtec
gatgcttctt accttggtaa cgtgaacgag taccttgagt
gaggagaagg atattcaggt ttcccgaact atccagatga
aagcacatgc ttaactctat ggaggacgga cgacttaacg

tgggtttect ttattcctaa cactaccaac aacggaaacg

30

Leu Ser Val Ala Cys

635

Ser Leu Tyr Leu Leu

655

Ser Glu Val Ser Ala

670

Ile Asn Asp Ile His
685

Asn Met Val Ser Ile

700

Glu Glu Ala Ile Arg

715

Glu Leu Leu Gly Met

735

Val Cys Lys Asp Leu

750

His Thr His Gly Asp
765

Ile Asn Asp Val Ile

780

accaccttca
agcacggccc
gactcaactg
ctgaccactc
agggtcttac
tcctegecta

atcagcgacc

ccagctcaag
ccgaaactgg
tgctacttct
taagaactcc
cgaggagatc
cgacactgct

tatgtttcce

Val

640

Gly

Leu

Ser

Leu

Gln

720

val

Phe

Gly

Tyr

60

120

240

300

360

420



tecttgtctte
gttttctgeca
tggaacactt
aagctggaga
ctcettgaga
gatatttacg
attcccacta
ctcectgaage
gctttcatgg
tctaacggag
cgactccagc
cacgtgttcc
tctgatgttg
tccectgacg
gtggacggtt
ggagagaaga
gctaacaacc
tacgctcttg
gagcagtacg
gtcaacaaca
caccgatttg
ggaatttcca
gtcgagaagt
acttcttact
tttaaggttt
ctcaagaacc
aaggacatcc
gagaagaacg
ggctacatga
accaacaagg
aagaacacca
tcctctaaca
tactctgcece

caggtctaa

agtggattat
tttacgaccg
gccttcacaa
ctggtgaggt
aggcccagca
ctcgacgaga
ccgttetett
tccagatgecce
agactaacga
gtgceccgaca
gactcggaat
gatactggga
atgacacttg
cccttaacaa
ctcctaccca
ttcttgagga
gatgcctcga
agtttccctg
gcggagctga
acgtttacct
agtggctgat
agaagtacct
cccgagagceg
acaacgatga
ctcacgaccc
ttcgacagtt
accaccagct
cttgtcagga
cccacgatga
tttgtggcaa
acattgagct
tcaaccagga

acgtttctga
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tgacaaccag
actccttaac
gcgaaacaag
tgagaacatg
gctcgatatt
ggttaagctc
ttctcttgag
tgacggttct
tgagaagtgt
gtacccctte
ctcttactac
cgaggagaac
catggctate
cttcaaggac
catgtttaac
ggctaagaac
caagtgggtc
gtacgcctcec
cgatatttgg
tcaggctgcece
tatgcaggag
ccttgtttet
acttgcttgg
ggccactacc
tacccgaaag
ccttcgacag
tcagaacgct
ggagactgag
gattectttte
gctcaacgag

tgacatgcag

cattaagcag actttctttg ctgttgtcaa gaccttctac

ggagattatg aactttcaca tttccaaggt gctctttcag

ctttctgatg
actctcgttt
ggtgtgatgt
acttctggtt
gacattcccet
acccgaatcc
ggactccgag
ttcctgattt
cttgectacce
gaccttgtta
tttgccgagg
ggaattttct
cgacttectece
ggcgaccagt
ctctaccgat
ttcacttaca
attgctaagg
cttcececgag
attggcaaga
aagctcgatt
tggtttgaga
tacttccttg
gctaagtctc
tggaccactc
aacggtaacg
ctttctgagg
tgggagactt
cttctegtge
gatgccgact
cttcagaacg

gctctegtta

31

gttcttgggg
gtgttattge
ttatcaagga
ttgagcttgt
acgatgctce
ctaaggacgt
atgacctcga
ccectgette
ttcagaacgt
ctcgactttg
agttcaagga
ctggacgaaa
gacttcacgg
tecgtttgett
gttcccaggt
acttccttca
acatcccegg
tggaggcteg
ctctctaccg
acaaccgatg
agtgcaactt
ctgecegette
gaattatctg
gaaactctct
agactaagga
agactttcga
ggcttgtttt
gaactattaa
acgagaacct
acaaggtcac

agctggtttt

agaggagatt
tctcactcte
gaacctttct
ttttcccact
tgtcectgaag
tatccacact
ctggcagcga
cactgccttt
tgttgagaag
ggccattgat
gcttctcaac
ctctaacgtt
ttacgatgtt
ccgaggtgag
tcttttecce
gcagtgectt
cgagatttgg
atactacatt
aatgcccgat
ccagtcccag
tcagcagttc
tatttttgag
taagatgatt
ccttatggag
gatccttgtt
ggaccttgge
ccttcgagag
cctctetgge
gtccaacctt
tggcggetcet

tggtaacacc

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2409



<210>6
< 211> 2358
< 212> ADN

< 213> Yarrowia lipolytica

<400> 6
atgacttctg

cagcctgagt
accctttect
tcecctegatg
gttgaggtta
tcecggegacg
gacctcaagg
cagcttgcetg
actctegett
ggtgtgacct
actgccggat
cagggtcttc
ctcaaggaga
gagggactcg
ttcctcactt
ctgaagtaca
gtcgatattt
ttcttecage
ggagttttct
cgacttctca
caggatggta
aacctttacc
aagtttgect
gtgatttcceg

acccttceccee

ttaacctttc
ttcacgeccga
gccagattecg
cttcccagge
acgagaagat
gacgaatttc
gtcgagatgce
atggctcttg
gtgtcgtege
acatcaagga
tcgagettgt
cctacgatca
ttcccaagga
gcgaccttga
cccectecte
tcgagaacge
tctctcgact
acgagatcaa
ctggacgata
agatgcacgg
agttttcctg
gagccgccca
ttaacttcct
accacctttt

gagtcgagge
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ccgagccccce
gtgttcttgg
acctaagcag
ttccgagaag
cgaggagtct
tgtgtceccce
ccctcecagttt
gggcgacgag
cctgaagtcet
gaacgtccac
ggttectacce
ccececteate
tctegtttac
gtgggagcga
caccgccgece
cctcaagaac
ttgggctatt
gtacttccte
cactaagttt
atacgacgtc
ctacattggt
gcttecgatte
tcaggagatg
cgatgagatt

cgcttactac

gctgeccatta
ctgaagtctt
ctctcccaga
gacatttccce
atcgagtacg
tacgacaccg
ccctcettgte
ttcttctgta
tggaaccttce
aagctcaagg
tttatgcaga
aaggagattg
cagatgccta
ctcctgaage
gtccttatge
tgcgacggag
gatcgacttc
gatcacatcg
tctgatattg
gatcccaacg
cagtctgtcg
cctggtgagg
cttgtcaagg
aagctgggcece

ctcgatcact

32

tccgacgacg
cttccaagca
ttgccgaget
ttgttcagac
tccagaacct
ctgtgatcgce
ttgagtggat
tttacgaccg
agtctgatat
gtgccaacgt
tggccactga
ctgacactaa
ccaaccttct
tccagteccgg
acaccaagga
gtgctceccca
agcgacttgg
agtccgtttg
atgacacctc
ttctcaagca
agtctgecte
aggtttttga
atcgacttca
tcaagatgcce

acgctggttc

acttcagcett
cgceccectte
tcgagttact
tccccacaag
tctcatgact
cctgattaag
tgcccaccac
aatcctgaac
tattgagaag
tgagcaccga
ccttggeatt
gaagcagcga
ctactccctt
caacggctcce
cgagaagtgt
cacttaccct
tatttctcga
ggaggagacc
tatgggecgtt
cttcaagcag
tcctatgtac
ggaggccact
ggagcgatgg
ttggtacgce

tggtgatgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



tggattggca
gccattcteg
gagtggtacg
tcttactttce
cttgccaaga
accctttcecte
gatcagggtc
atttacactc
ggagagggtt
ggcctcaacg
aagatttgca
tccatcaagg
gagaacggcg
ttctactacg

tttcgacceg

<210>7
< 211> 2604
< 212> ADN

agtctttcta
atttcaaccg
accgatgctc
tcgecgeege
cccgaatcect
tcgactacaa
tggctggtac
tccaccagcet
ctggcggcga
aggacgtgcet
accgactcgce
ataaggagct
gagccgttga
atgcctacca

ttgtgtaa

< 213> Yarrowia lipolytica

<400> 7
atggccctge

aagatgaact
cgactttctce
cagtcccttg
tctaacttca
aactctatta
atttctgaga
tacgacaccg
ccccagactce
ttctacttce
atttggcgaa
gttcgaatgg

gctatgetta

ccgtttactce
acacccccaa
ccaacaagat
agaagaccgc
ctcceccecaa
ctgcttctca
ttaagaacgt
cttgggttge
ttgagtggat
ttgcttacga
ctggcaacgt
acgatgaggc

acgaggctaa
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ccgaatgect
atgccagact
tcttteecgag
taccattttc
gtctaagatg
cttcaacgge
tctecetgget
caagcacgtt
ggacgccgtg
ctccaacaac
ccagatccag
tgagcaggat
ccgaaacatc

cgacgatgag

tctcaagtce
caagggtatg
cgttgecttgt
tctetttece
ccgagagttt
caaggttcag
ctttaactct
tcgaatceccece
tcttcagaac
ccgacttcte
tcagettcac
tgataaccac

gtcecettggt

cacattccca
attaccgceca
gctggtgagg
gatcagtttt
cccecctett
actggcgacc
atgggcgatg
gcegttgatg
cagctcaagg
gctacccttg
aagggcattg
cgaccctctg

cttgacctge

gagatttcca
cagcaccagc
ttcggecattt
gagcctgagce
attacttctt
ctcgatgaga
accttccacc
tggtcccagt
ctccttgeca
gagtacactg
gacaacaaga
atgcaggcce
cgacacacct

actaccgacc

33

tcactaccat
acggacgatc
ctgatcgaac
ctgagaagaa
tttggaacaa
gaaagcgaat
gtgagacttc
gctctgageca
acggttcttg
cctgecattat
agttcttceg
gttttgagat

cctacgaget

acgataccta
ttgagtggat
ccaagcgaga
gaactcagga
ttgtcaacat
ttatctccte
agcttctcga
ggttcatgaa
acaccctcaa
ctctgtccac
ttctccaggt
ttgtcaagct
teccttteegt

ttcacatctt

caaggagctt
tcacatgcag
gcttctecga
gcgacttctce
ttcecggtact
tgccaacgag
cggattcgat
ggtgcagcag
catctgcgece
cctcaccaac
tgtggacggce
cgteccttcag
tttcaagact

caaggttctc

cgcctetget
tcgacgaatce
tttcecectcet
cggtactccce
cgatattatce
ccagactctc
tcecectetget
gccecagttt
gggtgaggag
taccctcacce
aaagcaggtt
tgtctttece

tccetteatt

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2358

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gagcagatgg
accattcaga
aagattatca
gctgttttca
aagtttcgaa
gttgacactg
cttgactacg
atcgcecgata
gtttececeeceg
ggtcagactc
tttceceggag
gctctggaga
gtggagtacg
tacattggta
tacatttcta
cttcaccagg
ctgaagttca
gagcccgagt
cttgacgacc
gtcaagcgat
ctgggtettt
gatgttcttg
gctgagtggt
gtttctattg
attctctecce
cttgccaacg
attcagtgtt
tacggtcgaa
atgcceccaga
atggagggtg
tgcctetttg
<210>8

< 211> 2379
< 212> ADN

ttaagaagcg
ctaccctect
agctccagtc
tgcagactgg
accacgtgcce
ttgagcgact
tgtactcttg
ttgatgacac
atgttctcaa
agcgaggagt
agactatcat
acgccgacgce
ctctcaagta
actacggccc
acgagaagta
aggagattcg
cccgagatceg
tctctacctg
tttacgatgg
gggatctcte
acaacactgt
gctacattcg
cccagggcaa
gagttgctac
acattgatta
acatcaagac
acatgaagga
tggttaacga
actgcaagceg
acggcctcac

agcccgctac

< 213> Yarrowia lipolytica
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agaggccaag
ttactctctg
caaggacggt
taacactaag
ctctgactac
tggcattgat
ttgggacgag
tgctatggge
gactttcaag
taccgacatg
ggaggaggcc
ctttgacaag
cccctggeac
caacgatgtc
ccttgagett
agagcttgte
agttgttgag
tcgagecegtt
ctacggttct
ccttettgag
taacgaggtt
aaacctttgg
gtacgtgccc
tatcctcectt
cggttccaag
ttaccaggag
ccgacccgag
tctcgecgag
actggttttt
ctactctgac

ctaa

ctcaagatga
gagggccttce
tctttecteg
tgccttgagt
cceccetegate
cgacacttca
cgaggcattg
cttcgaatcc
gacgagaacg
cttaacgttt
aagctctgta
tgggctatta
cgatctatge
tggcttggta
gccaagctgg
cgatggtgta
acttacttcg
tacactaaga
cccgacgaga
cagatgcccg
gctgaggagg
gagattcage
tctttecgatg
attactattc
tttcteegac
gagcgagccc
attactgagg
cttaactctg
gacactgccce

actatggaga

34

ttaccaccaa
acgagattgt
gctceceeege
tccttgagtt
tetttgageg
agaaggagat
gctgggccaa
ttcgactgceca
gagagttctt
accgatgttce
ctgagcgata
agaagaacat
cccgactgga
agtcccttta
acttcaactc
agtcctetgg
ctgttgecte
tttecegttcet
tcaagctgtt
accacatgaa
gacgaaagac
tcgeegettt
agtacattga
ttttcactga
tcgettetet
acggcgaggt
aggaggctct
agtacctcaa
gagttgeccca

ttaaggagca

cgtcctgtac
tgacttcgat
ttctactgece
cgttcteccga
actttgggtce
caaggacgct
ggactctccece
cggatacaac
ttgcttcatg
tcaggttgcet
cctgcgaaac
tcgaggegag
ggtgcgatct
catgatgccc
tgtgcagtcc
tttcactgag
ctccatgttt
cctcgtcatt
ctccgaggcet
gatttgctte
tcagggccac
cacccgagag
gaacgcccag
ggaggacgat
taccgectcega
ggttteeget
caagtacgtt
gtctaacgag
gcttttecact

catcaagaag

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2604



<400> 8
atggttcttg

aagctcggtt
tctactgcett
gagctttcte
atgaaccagc
ggttcttggg
ctcgettcete
cttggcttta
ggttttgaga
ccccttgace
gccctcaaga
ggtgagcttt
gactctcccg
ggctacctca
aagattcact
tttaagactg
gaggagattt
aactacgagg
acctcctctg
gtggctattce
tttatggagce
tttgctatge
tcttacaaga
aacattgacc
gaggagcttc
tctcagcagt
tacgctgatg
ttcttcegatt

tgggagggat

gcctgegate
ctgttaccaa
cctctatgga
cctectetta
cctgttttee
gcctcaacce
tcecttgecect
ttgagactca
ttatctttce
ccaaccttgt
acgagtttga
gtcactggaa
ccaccactgce
actctatcct
ctaacctttt
aggttaagcg
tttctgacgt
tttectetga
gcaagctcat
acgagcgaaa
agaagctcct
gaaagtttta
tggactcctt
ttctcaagtt
agcagatgaa
acctctacac
ctcgacttge
gttttatttg

actctaccgt
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taagatcatt
cgctatttge
ggaggctaag
cgacactgcet
ccagtgectt
ctctcaccce
tcgaaagtgg
cggttgggct
ctgcatgatt
taacatgatg
gggtaacatg
ggagatgatg
cgctgeecett
caagctccac
cctegttgat
agttctcgat
tgctcactgt
ggagcttgag
gaaccacgtt
ggaccacatt
tgacaagcac
cggcactttce
taagattctc
ctctgagcac
gcgatggtte
ttecttactte
ttacgctaag
caaggaggag

cggattccga

ccectteceg
caccgaccct
gagcgaatcc
tgggttgcta
gactggattc
cttectegtta
cgaattggtg
gtcgataaca
aactacgctg
ctctgcgage
gctaacgttg
cttcgacage
atttaccacc
gataactggg
gcccttcaga
gagatttacc
gctatggcett
ggttttgttg
gctattctgg
cttgataaga
attccecgace
gaccgagtgg
aaggccgett
gatttcaacc
accgattgca
attatcgccg
tacgccatca
cttcagaaca

tctgagegag
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atcacaagct
gtcgagtceg
gagagacttt
tggtccecte
ttgagaacca
aggactccct
ataaccaggt
aggatcagat
agaagctcaa
gagagcttac
agtactttgce
gacacaacgg
agtacgatga
ttcccactat
acctcggagt
gactttggcet
ttecgactcecet
accaggagca
agcttcaccg
tttctacttg
gatctaagaa
agactcgacg
accgatcttce
tctgeccagac
agctggagca
ctatcctett
ttatcactgce
tcatcgaget

ttcgaatttt

cggaaacatc
atgctctcac
cggaaagatt
tcgatactct
gcgagaggac
ttecttccact
ccagcgaggt
ttctececett
ccttgaccte
cattgagcga
tgagggactc
ctctetettt
gaagtgcecttt
ttgccccact
tgaccgatac
tgagaagaac
tcgaatgaac
cttctttact
agcttctcag
gactcgaaac
ggagatggag
atacatcgag
cggtattaac
ccgacacaag
ggtcggtett
tgagcccgag
cgtggacgat
tgtcgagega

cttececttgee
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240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



ctttacaaga
aaggatcacc
ctttggaaga
actattggtg
aaggacgtca
cgacttatta
gtttctatce
attaaggaga
gagtcccage
tctattcaca

gatgttattt

tggttgagga
ttattaacct
ttaagtccac
ttceetgttt
ttgagtcctce
acgatattca
ttatcaccca
tgatggagtc
tccecccaggt
ctcacggcga

acaagcccct
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gattgctgece
ttggattgat
taccccctet
tgttctcact
tgaggtttcc
ctcctacaag
gtcccagggt
taagcgacga
gtgcaaggac
tggataccga

caaccagtac

aaggccgaga
atgctcaagt
atcgaggagt
tctctctace
gceccetttgea
cgagagcagg
actatctctg
gagcttctceg
ctcttttgga
ttececeecgagg

tccecectaa
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ctaagcaggg
gtatgctggt
acctttctgt
ttcteggace
actgtactgc
ctgagtcctce
aggaggaggc
gaatggttct
ctaccatcaa

agttcaagaa

tcgatgtgtce
tgagcttgac
tgcectgtgtt
caagctgtce
cgctgtegee
tactaacatg
tattcgacag
ccagaacaag
cgeccgettac

ccacatcaac
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir abienol, que comprende convertir difosfato de geranilgeranilo (GGPP) en abienol en
presencia de una combinacion de (1) diterpeno sintasa (diTPS) de clase Il con al menos 50% de identidad en un
polipéptido de acuerdo con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y (2) abienol sintasa de clase I/ll (CAS) bifuncional con al
menos 50% de identidad con un polipéptido de acuerdo con SEQ ID NO: 3.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la diTPS de clase Il es de tabaco o salvia.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la abienol sintasa de clase I/ll bifuncional es de abeto.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que abienol es producido por una
célula huésped que expresa de forma recombinante al menos una de dichas diTPS de clase Il y dichas abienol
sintasa de clase I/ll bifuncional.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la célula huésped es un
microorganismo recombinante que se modifica genéticamente para expresar al menos un polipéptido exdégeno
seleccionado del grupo que consiste en dicha diTPS de clase Il y dicha abienol sintasa de clase I/ll bifuncional.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el microorganismo recombinante comprende al menos un
acido nucleico que codifica una o méas de las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en
dicha diTPS de clase Il y dicha abienol sintasa de clase I/l bifuncional.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la célula huésped es un hongo.
8. El método de la reivindicacion 7, en el que la célula huésped es Yarrowia lipolytica.

9. Una célula huésped que comprende una diterpeno sintasa heteréloga de clase Il con al menos un 50% de
identidad con un polipéptido de acuerdo con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y una abienol sintasa heterologa de
clase I/ll (CAS) bifuncional con al menos 50% de identidad con un polipéptido de acuerdo con SEQ ID NO: 3.

10. La célula huésped de la reivindicacion 9, en la que la diTPS de clase Il es de tabaco o salvia.

11. La célula huésped recombinante de la reivindicacion 9, en la que la abienol sintasa de clase /Il bifuncional es de
abeto.

12. La célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que es un hongo.
13. La célula huésped de la reivindicacion 12, que es Yarrowia lipolytica.

14. Un vector de expresion que comprende una molécula de polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3 o que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3.

15. El vector de expresion de la reivindicacion 14, en el que una o ambas secuencias de polinucleétidos estan
operativamente enlazadas a una secuencia de control de la transcripcion.

37



ES 2761 689 T3

FIG. 1
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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