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Nuevo gen de mucor circinelloides, plasmido que lo
contiene y su utilizacién en la produccién de carote-
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| gen tiene utilidad en la obtencidn de estirpes trans-
formantes de M. circinelloides superproductoras de
carotenoides.
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DESCRIPCION

Titulo de la invencion

Nuevo gen de mucor circinelloides, plasmido que lo contiene, y su utilizacién en la produccién de
carotenoides.

Campo técnico de la invencién
La presente invencion, se encuadra dentro del amplio campo de la Ingenieria Genética.

Mais concretamente, la presente invencién se refiere al aislamiento de un gen de Mucor circinelloides
y a su utilizacidn para obtener estirpes transformantes de hongos mucorales superproductoras de carate-
noides.

Los resultados obtenidos en la presente invencién son de gran importancia industrial en el sector de
la alimentacién humana y animal, donde los colorantes quimicos sintéticos son cada vez maés rechazados.

Estado de la técnica anterior a la invencion

El hongo Mucor circinelloides, al igual que otros hongos mucorales, como Phycomyces blakesleeanus
y Blakeslea trispora, y otros muchos organismos, produce g-caroteno. En el caso de M. circinelloides, la
produccién de 3-caroteno estd estimulada por la luz [(1) Navarro E, y col. 1.995.Exp. Mycol. 19:186-190;
(2) Fraser PD, y col. 1.996 Biochim. Biophys. Acta 1289:203-208]. En M. circinelloides, la produccién
de (-caroteno a partir de fitoeno, el primer carotenoide de la ruta biosintética, parece depender de sélo
dos genes estructurales que cifran las enzimas desaturasa de fitoeno y ciclasa de licopeno. La primera
realizaria cuatro reacciones de deshidrogenacion sucesivas, dando lugar a licopeno, y la segunda realizaria
dos ciclaciones sucesivas a partir de éste, dando lugar a §-caroteno. Existen mutantes presumiblemente
afectados en dichos genes, que acumulan fitoeno o licopeno como productos mayoritarios [(1) y (2)]. La
ruta biosintética debe estar controlada por genes reguladores, ya que se han encontrado mutantes afec-
tados en la produccién total final de B-caroteno y en la respuesta a la luz [(1) y (2)].

La produccién biolégica de carotenoides, principalmente §-caroteno, es de gran interés debido a la
creciente demanda de este tipo de pigmentos como aditivos para las industrias relacionadas con la alimen-
tacién y la fabricacién de piensos para piscifactorias y al rechazo cada vez mayor a la utilizaciéon, como
aditivos, de productos obtenidos por sintesis quimica. El desarrollo de métodos que originen incrementos
de produccion de carotenoides posee por tanto una gran importancia industrial.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién, tal y como se indica en su enunciado se refiere al aislamiento de un gen de
Mucor circinelloides, desconocido hasta la fecha, y a la aplicacién del mismo en la produccién industrial
de (-caroteno.

Mas especificamente, en la presente descripcién se hace referencia a un nuevo procedimiento para la
obtencidén de estirpes de hongos mucorales (por ejemplo, Mucor circinelloides), con mayor capacidad de
produccién de carotenoides, como (3-caroteno o licopeno.

Lo anterior es posible gracias al aislamiento de un fragmento de dcido desoxirribonucléico (ADN) del
mencionado hongo, que contiene una secuencia con las caracteristicas de gen regulador y que de ahora
en adelante se referird como crgA. La secuencia de aminoacidos que se deduce del andlisis de la secuencia
de nucleétidos de dicho gen no muestra homologia con ninguna otra proteina conocida. Tampoco existe
en la literatura descripcién previa de la secuencia de nucleétidos correspondiente a ese gen, ni de su
utilizacién para la mejora de la producciéon de (-caroteno por microorganismos, como M. circinelloides
u otros mucorales.

La introduccién de secuencias del gen crgA mediante técnicas de ADN recombinante en estirpes de
M. circinelloides, silvestres para la carotenogénesis, da lugar a organismos transformantes que presentan
una produccién incrementada de carotenoides con respecto a las estirpes de control sin transformar.

De hecho, se ha observado un aumento de produccién de carotenoides, tanto en la luz como en oscuri-

dad, en estirpes silvestres (blanquecinas en la oscuridad y amarillas en la luz) y en mutantes afectados en
la produccién de S-caroteno (blanquecinas en la oscuridad y rojas en la luz, por acumulacién de licopeno).
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Concretamente ha podido observarse que la transformacién con secuencias del gen crgA de una estirpe
de M. circi-nelloides, silvestre para la carotenogenesis, provoca una sobreproduccién de [(-caroteno en la
oscuridad de hasta 30 veces la cantidad producida por la misma estirpe sin transformar, en las mismas
condiciones. Por otra parte, la introduccién del gen en una estirpe mutante que solo acumula licopeno
en la luz, provoca una sobreproduccién similar de licopeno en la oscuridad.

Es evidente, por tanto, la utilidad que presenta el gen crgA para aumentar la produccién de carote-
noides en organismos productores de dichos pigmentos.

A continuacién se expone de forma més detallada el aislamiento del gen crgA y su introduccién en
estirpes mucorales, para obtener estirpes transformantes superproductoras de carotenoides.

El ADN genémico de la estirpe R7B de M. circinelloides [(3) Roncero MIG, 1984. Carlsberg Res.
Commun. 49:685-690] fue digerido parcialmente con la enzima de restriccién Sacl y con los fragmen-
tos resultantes se construyé una genoteca parcial en el plasmido pLEU4 [(4) van Heeswijck R y Roncero
MIG, 1984. Carlsberg Res. Commun, 49:597-609), siguiendo el procedimiento descrito por Sambrook [(5)
Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA]. El pldsmido pLEU es plasmido autorreplica-
tivo, que no se integra en el genoma de M. circinelloides. La genoteca se utilizé para transformar una
estirpe de M. circinelloides mutante, de color blanquecino en la oscuridad y rojizo en la luz, debido a la
acumulacién de licopeno (1). En uno de los experimentos de transformacién se observé un transformante
que, en la oscuridad, presentaba un color rojo intenso. Este transformante, expuesto a la luz, presentaba
una coloracién roja ain mas intensa que la de la estirpe utilizada como receptora en los experimentos
de transformaciéon. El ADN del transformante se utilizé para transformar una estirpe de FEscherichia
coli, seleccionando la resistencia al antibiético ampicilina, presente en el plasmido pLEU4. El caracter
autorreplicativo (no integrativo) del pldsmido pLEU4 facilité el aislamiento de un transformante de E.
coli que portaba un plasmido recombinante con el inserto de ADN de M. circinelloides responsable de la
sobreproduccion de carotenoides. Dicho fragmento, de aproximadamente 7kb, se cartografié con varias
enzimas de restriccién y seguidamente se realizaron experimentos de subclonacién con los diferentes frag-
mentos resultantes. De estos experimentos se dedujo que la secuencia responsable de la sobreproduccion
de carotenos estaba contenida en un fragmento Xhol-Sacl de 2.85 kb. Una vez secuenciado, se comprobd
la existencia de dos marcos de lectura abierta (ORF) truncados, uno en su extremo 5’ (ORF1) y otro en su
extremo 3’ (ORF2). Una posterior subclonacién demostrd que ésta tltima era la responsable del fenotipo
“constitutivo”. Mediante la técnica de paseo cromosémico con PCR se clond y secuencié en su totalidad
el gen correspondiente a la ORF2. De dicha ORF completa se deduce una secuencia de 535 aminodacidos,
que sometida a una comparacién en la base de datos (EBI) no muestra homologfa con ninguna proteina
conocida. El gen correspondiente a este ORF se denominé crgA. La versiéon completa del gen crgA esta
incluida en un inserto de 2.8 kb, clonado en el plasmido pVEN121. Este plasmido, introducido en una
estirpe de M. circinelloides silvestre para la carotenogénesis, produce también un notable incremento en
la sintesis de B-caroteno, tanto en la oscuridad como en la luz. No existe restriccién aparente para que el
mismo plasmido pueda ser introducido en otros hongos relacionados, productores de carotenoides, como
P.blakesleeanus y B. trispora, en los que se podria esperar un efecto similar. La aplicacién, por tanto,
de este procedimiento a estirpes de interés comercial, como Blakeslea trispora, deberia ser inmediata por
cualquier experto en la técnica.

Los cultivos de M. circinelloides y el analisis y cuantificacién de los carotenos se hicieron en la forma
descrita por Navarro E., y col.(1). Los experimentos de transformacién de M. circinelloides se realizaron
en la forma descrita por van Heeswijck, [(6) Heeswijck, R col. 1984.Carlsberg Res. Commun. 49:691-702].
Los experimentos de transformacién de E. coli se realizaron en la forma descrita en Sambrook (5). Un
transformante de F.coli con el plasmido pVEN121 ha sido depositado el 14 de Noviembre de 1997 en
la Coleccién Espaifiola de Cultivos Tipo (CECT), Universidad de Valencia, Edificio Investigacién de las
Facultades de Ciencias, Campus de Burjassot (46100 Burjassot, Valencia) con el niimero CECT 4971.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Muestra un mapa fisico simplificado de la regiéon genémica de M. circinelloides donde se
encuentra el gen crgA. Las abreviaturas EcoRI, Pstl, etc. son abreviaturas convencionales de enzimas
de restriccién. Se indica el tamaifio aproximado en kilobases (kb) de ADN de acuerdo con los resultados
obtenidos en electroforésis en gel de agarosa. En esta figura no se muestran todos los sitios de restriccion
presentes. El ADN presente en la invencién puede ser introducido en cualquier vector adecuado por
métodos conocidos, por ejemplo por combinacion directa de extremos cohesivos, utilizando colas homo-
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poliméricas, etc.

Figura 2: Muestra un esquema del plasmido pVEN121. Este pldsmido, que porta una versién com-
pleta del gen crgA, se mantiene de forma autorreplicativa en M. circinelloides.

Figura 3: Muestra la secuencia de nucleétidos del gen crgA (un total de 2807 nucleétidos, incluyendo
secuencias aguas arriba y abajo de la regién codificante), asi como la secuencia de aminodcidos que se
deduce de ella (un total de 535 aminodcidos).

Modos de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos, los cuales no pre-
tenden ser limitativos de su alcance.

Ejemplo 1
Preparacion de pldsmidos recombinantes portadores de secuencias del gen crgA.

La secuencia de ADN de M. circinelloides que provoca el incremento en la produccién de carotenoides
se aisl6 en un experimento de transformacién de una estirpe mutante de dicho hongo. La estirpe mutante
acumulaba pequenas cantidades de licopeno en la oscuridad (24 ug/g peso seco; fenotipo blanquecino) y
diez veces méas cantidad del mismo pigmento en luz (fenotipo rojizo). El transformante presentaba una
coloracién roja intensa en la oscuridad y en la luz, debido a la sobreproduccién de licopeno en ambas
condiciones (760 ug/g materia seca y 1100 pg/g m, seca, respectivamente). El pldsmido recombinante
(pVEN100),responsable de dicho fenotipo portaba un fragmento Sacl de aproximadamente 7 kb de ADN
de M. circinelloides. Para localizar, en ese fragmento, la secuencia responsable de dicho fenotipo “cons-
titutivo”, el fragmento Sacl se dividié en dos regiones, una de aproximadamente 4 kb y otra de 2,85
kb, utilizando un sitio dnico de restriccién Xhol interno. La transformacién con ambos fragmentos de
forma independiente demostré que la secuencia responsable del fenotipo estaba en el fragmento de 2,85
kb (pldsmido pVEN101). Una vez secuenciado y analizado se comprobé que este fragmento portaba dos
fases de lectura abiertas (ORF) truncadas, una en su extremo 5’(ORF1) y otra en su extremo 3’(ORF2).
Una posterior subclonacién del fragmento demostré que la secuencia truncada (P369) en su extremo 3’
(ORF2; pldsmido pVEN114) era la responsable del fenotipo constitutivo. El pldsmido pVEN114, deriva
por lo tanto de pVEN100 y contiene una versién truncada del gen crgA (P369). El pldsmido pVEN121
contiene la versién completa de dicho gen. Para construir este plasmido, el ADN genémico de M. circi-
nelloides se digiri6 con la enzima Hpall. Esta enzima corta en la ORF1 antes mencionada y unas 2 kb
aguas abajo de la ORF2, por lo que el fragmento generado con dicho corte debe contener, en principio,
la ORF2 completa. Una vez cortado con la enzima Hpall, el ADN de M. circinelloides se autoligd para
permitir la formaciéon de moléculas circulares que contuviesen la ORF2 y sus secuencias adyacentes aguas
abajo. Estas secuencias adyacentes al extremo 3’ de la ORF2 se amplificaron por PCR, utilizando oligo-
nucleétidos complementarios a regiones proximas al sitio de corte Hpall presente en la ORF1 y al final
de la versién truncada de la ORF2. De esta forma se amplificé un fragmento previsto de 2,1 kb, que
se clond en el sitio Smal del vector pUC18. El plasmido resultante se denominé pVEN118. A partir de
éste, se obtuvo un fragmento Pstl de 4,1 kb, que contenia secuencias correspondientes a pUC18, 0,140
kb de la region C-terminal de la ORF2 truncada y la regién adyacente amplificada, de 1,25 kb. Este
fragmento 4,1 kb se autoligd, generandose el plasmido pVEN120. Un fragmento Bglll-Scal de 2,3 kb de
pVENI120, que incluia la extensién de la ORF2 amplificada, se ligé con un fragmento BglII-Scal de 7,6
kb del plasmido pVEN114, que contenia la ORF2 truncada. Se generd asi una construccion en la que se
fusionaron la ORF2 truncada y su extensién aguas abajo, hasta completar el gen. El plasmido resultante
se denominé pVEN121 (figura 2).

El pldsmido pVEN131 contiene una versién truncada del gen crgA (P519). Dicha versién carece de los
48 pb de la region 3’ terminal del gen crgA. El producto proteinico correspondiente debe carecer de los
dltimos 16 residuos del extremo COOH. Para construir este plasmido, se purificé un fragmento BamHI
de 3,3 kb del plasmido pVEN118 y se autoligd, eliminando asi los iltimos 48 bp de la regién 3’ terminal
de crgA. El pldsmido resultante se denominé pVEN130. Este plasmido contiene el fragmento de 0,6 kb
de crgA situado justo aguas arriba del sitio de corte BamHI utilizado para eliminar la regién terminal.
Un fragmento BglII-Scal de 1,5 kb del plasmido pVEN130, que incluye dichos 0,6 kb de crgA se ligé con
un fragmento BgIII-Scal de 7,6 kb del plasmido pVEN114. El pldsmido resultante, que porta la versién
de crgA truncada en sus ultimos 48 bp, se denominé pVEN131.

Los cultivos de E. coli y todas las manipulaciones del ADN se hicieron siguiendo las instrucciones de
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las respectivas casas comerciales y de acuerdo con los protocolos descritos por Sambrook, (5).
Ejemplo 2
Sobreexpresion de las secuencias crgA en M.circinelloides

Una vez caracterizado el gen crgA, el siguiente objetivo fue sobreexpresarlo en M. circinelloides. La
transformacién de M. circinelloides se realizé de acuerdo con el procedimiento descrito por van Heeswijck,
(6). Para analizar los carotenoides acumulados por los transformantes, éstos se incubaron en la oscuridad,
a 24°C, durante 72 horas, o en la luz durante 24 horas, tras haber estado previamente incubados en la
oscuridad durante 48 horas. Los carotenos se analizaron segin se indica en Navarro E., y col. (2).

En la siguiente Tabla se muestran los carotenos acumulados por la estirpe silvestre de M. circinelloides
sin transformar y transformada con los pldsmidos que portan la versién silvestre del gen crgd (pVEN121)
o versiones truncadas del mismo (P369, plasmido pVEN101 y P519, pldsmido pVEN131).

TABLA

Anélisis de estirpes de M. circinelloides transformadas con pldsmidos que portan la versién completa del
gen crgA (pVEN121) o versiones truncadas del mismo (P519, pVEN131;P369, pVEN101).

Para analizar el contenido de S-caroteno, los micelios se incubaron en la oscuridad durante 72 h (O)
6 48 h en la oscuridad y después 24 h en la luz (L).

Todos los valores son medias de dos experimentos distintos.

Plasmido (-caroteno (peso seco, ug/g)
(construccidn)

(0] L
ninguno 54 295
(control)
pVEN121 637 1656
(completa)
pVEN131 (P519) 1266 2142
pVEN101 (P369) 1548 2322

Lista de secuencias

<110> UNIVERSIDAD DE MURCIA

<120> Nuevo gen de Mucor circinelloides, plasmido que lo contiene, y su utilizacién en la produccién
decarotenoides

<130> 9800292/9

<140> P-9800292

<141> 1998-02-13

<160> 2

<170> PatentIn Ver. 2.1
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<210>1

<211> 2

807

<212> ADN

<213> Escherichia coli CECT 4971

<220>

<221> g

ene

<222> (443)..(2048)

<400> 1

ggcccttttt
atggcaaccg
tacactttat
tactctttca
tgcaaagcat
accatcaaca

tcgtecgaggce

taccctgtgg
ctcagtgcga
aagcgattgt
atgtgccgac
gtggacatgt
cgttctgcag
tatcgcaact
ttgaatcaga
gcgeccatcca
gcagaagacg
tctttgaata
cgattgtgga
gctatcatat
tggagcaaca
aacagcaaca
gtcccacagce
ccatgtctgce

gtatgcaaag
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ggtttttgan ctctctcttt

catttaattc
taagccctct
ttttttttte
tcgacacaac
actcaagaaa

attgaccaag

attcacagtg
tcgtatccat
ggtttcattc
agaatgtccc
cttttgcaga
agatagcttg
ctacgccaac
gcacagagtg
cgtattcgag
atttgccatg
cggcactatt
ggctgttgga
ggctgatatt
acagatcctc
gcaacagcag
agctcctcaa
tagtctcgcet

accacctcag

tatcgtcatc
ttttttecttt
tctttctttt
aaacggttcc
caaaagcaac

tgcccccatt

tgtatgaatt
acaacggttc
gaagcatctc
atttgctgca
aactgccttg
gaattctgcc
gacgatgaaa
ccactgctta
ccaagatacc
tgcctggeccecc
ttggaattaa
tcccaccgat
gaacgaatcg
agagccagtg
cagcaacaag
cccatggctg
cgtcccatgg

caacagcaac

ctaatttttt
tagcagaata
ttctttgcta
tctgaaacaa
gcgaccaggt
aaacacacca

gccatggaaa

gtatcccaga
tccagcctaa
actcactaga
ctcgattcac
tgcgctcget
ctccaccaac
cggatgatgc
tcggcagceat
gcctcatgtt
gcagaaagcg
tgcacgttca
ttagagttgce
acgacattga
cattgagagt
cgcctccaca
caagacctag
caagacctat

adacaagcaca

ttctactatt
catcacttta
taaaacctct
gaaagcacat
ggactcgatt
tatattagag

gctcaacaag

tgaatccgtc
cgtcaccatc
cgecttgcge
caatgcaaca
ggatcatcag
gaaaatcctt
attggatctt
gtcatttcct
gcgcagaatc
aagcgaaggc
aaccttatca
aaactttgaa
cagagagcaa
gcgtcaagct
accacagcect
atccatgatg
gatggcaaga

gatgatgggc

gttcgttgtc
tgaagacatt
ctctectettt
ttcgtaaaag
cctgctgcag
ccttttcagg

ccaacaacat

tgtattgctc
caagccatgc
aaaagcttga
acaacaccct
cgctcttgtc
gttgatttat
gatcccaact
cacgtcaatt
atggcatcca
gaaccgccat
gacggcagat
ttgacagatg
gaacacatgc
cagcaacagc
cagcctgctc
cctgctcgtc
tcttcggtca

cagcgtcgcet

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
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cttgggcaca gcaagcacat
aaatgcatgt tcaaggtctg
cacaaccaca acagcaacaa
accgtcaaga gcaatccact
tgatgagaca caaaagccag
gagatccccce tacgctgcega
tgaatctcat gcctttgggce
gtgaaagagt cttgaccatc
tcctaaacaa cccaggatcc
gtatttctta atcattatta
tatgctttct gtactatatt
tcctattgat ctccceccectat
gtacatccat catatataaa
caacacagaa tcatatgcca
tgattttata atttgtgagc
ttgtaaacat ataagcaagc

agtcgttttc atatcaggat

ES 2 145 691 A1l

cctcagacac
tctgctgctce
cagcaacagc
gacgagatcc
aatcctagcg
ggtcctcagce
gaagaagaaa
atctcttggg
tcatcctegt
ttatttatat
gttatattta
accttttcat
accaaaatgt
ttatacattc
atagaaattg

ataatttaaa

ggagccgtgt

agccccaagt
ggcctaaacc
ccgtggecgat
tggatgaatt
acggcatgtc
gtgatcgagt
agtatccctt
tggatcgett
ccaatccagce
tcattcattt
atctattctt
catgacacat
attctgtcat
ctttcttcaa
ggaggggggc

gggggcagta

tgttgggttt

cagtagagct
tcatatggtg
tcctgaaaag
ggccacattc
tagctggctyg
catctttact
gctggcecatg
ccaagaccaa
tcaaccgcct
ctacatactt
ccccectect
atttttttca
atatcccaaa
gaataaaaac
atagcaatca
gtgaaacaat

gcggtatcaa

t
ccttttgge catgtcagag gcggtggtcet ctactgtatt atcgtcctgt

gggatctcaa tacacgatte tagaagttca cagtcaatgg ggttagaatc

t
ttceceettt ggatggtgtce atcgtcttac ttctatctee aaatcatgga

cagtttgtcc acctcatctt cgtccgtgtt gggtgcatta ttgaagggca

caaaggggtt gtaggtgaat gaatgccatt gtgagaagtt gctgcag

<210> 2
<211> 535
<212> PRT

<213> Escherichia coli CECT 4971

<400> 2

ccctggcagc
tctcaacaac
gtcatcaaga
attgaagagc
ggcgecttgg
tggtggatcg
cgcactattc
tggtccttgt
gtctcttgtt
gttttattat
ccttattgcc
tcttttgtec
actaaaaccg
attatttatg
ctttcagcaa
aatagtaggg

ggcgatcttc

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

ttacaaagaa 2580

ttccatgcaa 2640

ttctttgett 2700

ggatgaatgg 2760

2807

Met
Asn Cys Ile Pro Asp Glu Ser Val Cys Ile Ala Pro Gln Cys Asp

1 5

10

15

Ar i
g Ile His Thr Thr Val Leu Gln Pro Asn Val Thr Ile Gln Ala Met
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Gln Ala Ile val val Ser Phe Glu Ala Ser His Ser Leu Asp Ala Leu

35 40 45

Arg Lys Ser Leu Asn Val Pro Thr Glu Cys Pro Ile Cys Cys Thr Arg

50 55 60

Phe Thr Asn Ala Thr Thr Thr Pro Cys Gly His Val Phe Cys Arg Asn
65 70 75 80
Cys Leu val Arg Ser Leu Asp His Gln Arg Ser Cys Pro Phe Cys Arg

85 90 95

Asp Ser Leu Glu Phe Cys Pro Pro Pro Thr Lys Ile Leu Vval Asp Leu

100 105 110

Leu Ser Gln Leu Tyr Ala Asn Asp Asp Glu Thr Asp Asp Ala Leu Asp
115 120 125

Leu Asp Pro Asn Phe Glu Ser Glu His Arg Val Pro Leu Leu Ile Gly

130 135 140

Ser Met Ser Phe Pro His Val Asn Cys Ala Ile His Val Phe Glu Pro

145 150 155 160

Arg Tyr Arg Leu Met Leu Arg Arg Ile Met Ala Ser Ser Arg Arg Arg

165 170 175

Phe Ala Met Cys Leu Ala Arg Arg Lys Arg Ser Glu Gly Glu Pro Pro
180 185 190

Phe Phe Glu Tyr Gly Thr Ile Leu Glu Leu Met His Val Gln Thr Leu

195 200 205
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Ser Asp Gly

Val

225

Arg

Gln

Gln

Pro

Pro

305

Pro

Pro

Ser

Ala

210

Ala

Ile

Ile

Gln

Gln

290

Arg

Met

Pro

Trp

Pro

370

Asn

Asp

Leu

Gln

275

Pro

Ser

Ala

Gln

Ala

355

Trp

Arg

Phe

Asp

Arg

260

Gln

Ala

Met

Arg

Gln

340

Gln

Gln

Ser

Glu

Ile

245

Ala

Gln

Arg

Met

Pro

325

Gln

Gln

Gln
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Ile

Leu

230

Asp

Ser

Gln

Pro

Pro

310

Met

Gln

Ala

Met

Val Glu Ala Val

215

Thr Asp Gly Tyr

Arg Glu Gln Glu

250

Ala Leu Arg Val

265

Gln Gln Gln Gln

280

Thr Ala Ala Pro

295

Ala Arg Pro Met

Met Ala Arg Ser

330

Gln Gln Ala Gln

345

His Pro Gln Thr

360

His Val Gln Gly

375

Gly Ser His Arg Phe Arg

220

His Met Ala Asp Ile Glu

235 240

His Met Leu Glu Gln Gln

255

Arg Gln Ala Gln Gln Gln

270

Ala Pro Pro Gln Pro Gln

285

Gln Pro Met Ala Ala Arg

300

Ser Ala Ser Leu Ala Arg

315 320

Ser Val Ser Met Gln Arg

335

Met Met Gly Gln Arg Arg

350

Gln Pro Gln Val Ser Arg

365

Leu Ser Ala Ala Arg Pro

380
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Lys Pro

385

Gln Gln

Gln Ser

Leu Met

Leu Gly

450

Arg Val
465

Glu Glu

Leu Thr

Phe Leu

Pro Val

530

His

Pro

Thr

Arg

435

Ala

Ile

Lys

Ile

Asn

515

Ser

Met

Val

Asp

420

His

Leu

Phe

Tyr

Ile

500

Asn

Cys

Val

Ala

405

Glu

Lys

Gly

Thr

Pro

485

Ser

Pro

Cys
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Ser

390

Ile

Ile

Ser

Asp

Trp

470

Leu

Trp

Gly

Ile

Gln

Pro

Leu

Gln

Pro

455

Trp

Leu

Val

Ser

Ser

535

Gln

Glu

Asp

Asn

440

Pro

Ile

Ala

Asp

Ser

520

Pro

Lys

Glu

425

Pro

Thr

vVal

Met

Arg
505

Ser

10

Gln

Val

410

Leu

Ser

Leu

Asn

Arg
490

Phe

Ser

Pro

395

Ile

Ala

Asp

Arg

Leu

475

Thr

Gln

Ser

Gln

Lys

Thr

Gly

Gly

460

Met

Ile

Asp

Asn

Gln

Asn

Phe

Met

445

Pro

Pro

Arg

Gln

Pro

525

Gln

Arg

Ile

430

Ser

Gln

Leu

Glu

Trp
510

Ala

Gln

Gln

415

Glu

Ser

Arg

Gly

Arg
495

Ser

Gln

Gln

400

Glu

Glu

Trp

Asp

Glu

480

vVal

Leu

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un gen denominado crgA de Mucor circinelloides caracterizado por la SEQ ID N°1 codificante
de una proteina reguladora de la carotenogénesis.

2. Una proteina codificada por el gen crgA de Mucor circinelloides, segun la reivindicacién 1, carac-
terizada por la SEC ID N°2.

3. Un plasmido, denominado pVEN121, caracterizado porque porta el gen completo crgA, como se
representa en la Figura 2.

4. Una nueva bacteria, depositada como CECT 4971, caracterizada por ser Escherichia coli DH5«
con plasmido pVEN121.

5. Utilizacién del gen crgA de la reivindicacién 1, para la obtencién de estirpes transformantes de
Mucor circinelloides superproductoras de carotenoides (S-caroteno y licopeno).
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