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DESCRIPCIÓN 
 

Agrupación de genes novedosa 
 
Introducción 5 
 
La presente invención se refiere a secuencias de ADN aisladas novedosas que comprenden una agrupación de 
genes que codifica para sangliferina sintasa, genes de procesamiento y reguladores implicados en la biosíntesis de 
un compuesto de policétido / péptido no ribosómico mixto, o mutantes que tienen capacidad de biosíntesis alterada, 
polipéptidos o mutantes de los mismos codificados por ADN o los mutantes, vectores que contienen el ADN o los 10 
mutantes del mismo, células huésped transformadas con el ADN, los mutantes del mismo, o el vector, y a un método 
para producir compuestos de sangliferina. La presente invención también proporciona compuestos con actividad de 
inhibición de ciclofilina útiles como inmunosupresores, antivíricos o agentes de protección cardiaca. 
 
Campo de la invención 15 
 
La invención se refiere al campo de recursos genéticos de microorganismos e ingeniería genética, y en particular se 
refiere a la clonación, al análisis de secuencia, a la verificación funcional in vivo, y al uso de la agrupación de genes 
para la biosíntesis de la sangliferina A inmunosupresora y análogos relacionados. 
 20 
Antecedentes de la invención 
 
La sangliferina A (SFA) inmunosupresora es un producto natural de policétido-péptido mixto procedente de 
Streptomyces sp. A92-308110, también conocido como Streptomyces flaveolus o Streptomyces sp. DSM 9954, 
todos estos nombres se usan de manera intercambiable en este documento y en documentos relacionados (Sanglier 25 
et al., 1999; Fehr et al., 1999; documento WO 97/02285). Hasta ahora se ha publicado el aislamiento de más de 
veinte análogos estructurales de sangliferina, y SFA tiene una de las mayores actividades inmunosupresoras de 
esos análogos (Kallen et al., 2005; Sanglier et al., 1999). En SFA, la estructura principal de macrólido de 22 
miembros consiste estructuralmente en una cadena de carbono de policétido y una cadena de tripéptido. La cadena 
peptídica comprende un aminoácido natural: valina, y dos aminoácidos no naturales: (S)-m-tirosina y ácido(S)-30 
piperázico, unidos mediante un enlace amida, y es el átomo de nitrógeno β en la posición 1 del ácido piperázico el 
que está implicado en la formación del enlace amida, lo cual es contrario a todos los demás productos naturales que 
contienen ácido piperázico aislados hasta ahora. Además, una unidad espirocíclica está unida al macrólido mediante 
una cadena larga de policétido, formando una estructura de cesta. El resto espirocíclico contiene nueve centros 
quirales (SFA tiene diecisiete en total) con un centro de carbono cuaternario en la parte central, lo cual es único en 35 
los productos naturales actualmente descritos. Se ha aislado directamente una serie de análogos a partir de caldos 
de fermentación de Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus), incluyendo sangliferina B, C, D, E, F, G, H, I, J, K y 
L (Fehr et al., 1999, Sanglier et al., 1999, documento WO98/07743). En particular, se ha mostrado que la sangliferina 
B (SFB) presenta una actividad inmunosupresora mayor que SFA en ensayos de MLR (Sanglier et al., 1999). 
Aunque se logró la síntesis total de SFA y sus análogos macrocíclicos con grandes esfuerzos (Sedrani et al., 2003; 40 
Nicolau et al., 1999; Paquette et al., 2002; Metternich et al., 1999), no se ha llevado a cabo ningún estudio específico 
in vivo ni in vitro sobre su ruta de biosíntesis. 
 
SFA tiene una fuerte actividad inmunosupresora (Powell y Zheng, 2006), inhibe la infección por VIH y VHC (Zander 
et al., 2003; Sokolskaja et al., 2004; Watashi et al., 2005) y previene la muerte de células cardiacas grave provocada 45 
por la apertura patológica de poro de transición de permeabilidad de membrana mitocondrial (MPTP; Clarke et al., 
2002). En comparación con los inmunosupresores actualmente en uso clínico, tales como ciclosporina A (CsA), 
FK506 y rapamicina, SFA tiene un mecanismo funcional similar mientras que tiene un sitio efector diana diferente 
(Härtel et al 2006, Zhang & Liu., 2001; Zenke et al., 2001). CsA se une a ciclofilina A (CypA) (Handschumacher et 
al., 1984), mientras que FK506 y rapamicina se unen a FKBP, para formar complejos (Schreiber, 1991); los 50 
complejos CsA-CypA y FK506-FKBP interaccionan con la misma proteína diana, calcineurina, inhibiendo así la 
actividad serina/treonina fosfatasa de calcineurina, y bloqueando la producción de citocinas, especialmente la 
transcripción de interleucina 2 (IL-2), lo que finalmente conduce a la detención de células T en la fase G0-G1 (Liu et 
al., 1991). Los complejos Rap-FKBP interaccionan con la proteína cinasa FRAP (también conocida como RAFT o 
mTOR) (Brown et al., 1994), e impiden la fosforilación del receptor de IL-2 en células T, conduciendo a la detención 55 
del crecimiento de células T en la fase G1-S. Mientras que se ha mostrado que SFA se une a ciclofilinas tales como 
ciclofilina A y B, e inhibe sus actividades isomerasa (Zenke et al 2001), actualmente sigue sin conocerse la proteína 
efectora para el complejo SFA-CypA. 
 
Dado que aún falta por descubrir la proteína efectora del complejo SFA-CypA, se sugirió que la actividad 60 
inmunosupresora de SFA no está mediada directamente por medio del complejo SFA-CypA. En los últimos 3 años, 
estudios de muchos grupos científicos han mostrado que SFA pueden impedir de manera competitiva que NF-κB se 
una al sitio de transcripción en el sentido de 5’ del gen P53, para activar P53 e inhibir adicionalmente la fosforilación 
de ciclina E-cdk2 posterior de la ruta de señalización, inhibiendo así la alta fosforilación de Rb en respuesta a IL-2, y 
haciendo que las células sean insensibles a IL-2, lo cual las fuerza a permanecer en la fase G1-S (Zhang & Liu, 65 
2001). En segundo lugar, mediante un mecanismo desconocido, SFA inhibe la producción de IL-12p70 mientras que 
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no afecta al crecimiento de células dendríticas humanas (Steinschulte et al., 2003). IL-12p70 desempeña un papel 
clave en la regulación de la proliferación de células Th1 y NK, y es el puente que une la inmunidad innata a la 
inmunidad adaptativa. Además, los fármacos inmunosupresores que están comercialmente disponibles pueden 
conducir a graves efectos secundarios de toxicidad renal y en el sistema nervioso central (Paquette et al., 2002), por 
tanto sus usos en algunas enfermedades de disfunción inmunitaria se ven dificultados (por ejemplo, la calcineurina 5 
es la causa subyacente de efectos tanto inmunosupresores como tóxicos de CsA y FK506). Con el objetivo de 
desarrollar un inmunosupresor o modificador inmunitario alternativo, otros grupos han llevado a cabo cierto 
desarrollo de SFA como nueva generación de potente inmunosupresor con menor toxicidad (documento WO 
97/02285). 
 10 
El estudio de las relaciones estructura-actividad entre fragmentos macrocíclicos de SFA y CypA mediante difracción 
de rayos X mostró que la estructura de tripéptido está incrustada en el surco de CypA y es importante para la unión, 
mientras que el grupo hidroxilo y el grupo carbonilo de cadena lateral, respectivamente, en las posiciones 17 y 14 no 
son críticos para la unión; la eliminación del trans-dieno de la región saturada C18-C22 reduce la constante de unión 
en 7 veces, lo que sugiere que el trans-dieno estabiliza la conformación (Sedrani et al., 2003). Un estudio de 15 
modelado por ordenador muestra que la unidad espirocíclica de SFA también puede contribuir a la estabilidad de la 
unión SFA-CypA (Pemberton et al., 2003). La estructura cristalina del complejo SFA-CypA completo muestra que las 
regiones de unión en SFA-CypA son sustancialmente las mismas que aquéllas en CsA-CypA, y tanto SFA como 
CsA interaccionan principalmente con los residuos W121, R55, H126, N102 y Q63; la cadena de C24-C32 entre el 
macrociclo y el resto espirocíclico realizan contactos de van der Waals con los residuos I57, T119 y W121 de CypA; 20 
además, la presencia de la cadena de policétido larga de SFA impone una reorientación de cadena lateral en W121, 
en comparación con la estructura cristalina de CypA; dentro del espirociclo, sólo el C45 de grupo metilo realiza 
contactos de vdW con átomos de cadena lateral de I57 y F60 de CypA (Kallen et al., 2005). 
 
El complejo SFA-CypA puede existir en una forma dimérica estable, tal como se muestra mediante cromatografía de 25 
filtración en gel. Basándose en el análisis cristalino, con la excepción de los restos espirobicíclico y α-cetobutirato, 
todas las demás partes de SFA están profundamente enterradas en el dímero; la región de E,E-dieno C18-C22 no 
está implicada en contactos directos con la CypA sino que en vez de eso forma contactos de vdW con la meta-
tirosina de SFA vecina dentro del dímero, lo cual favorece la asociación dimérica en el complejo; las dos moléculas 
de SFA realizan contactos de vdW entre sí en la región C18-C22; y un enlace de hidrógeno directo une W121 de 30 
una molécula de CypA y R148 de otra molécula de CypA en el complejo dimérico. 
 
Puede encontrarse técnica remotamente relacionada con agrupaciones de genes en la Univ. de Minnesota 
(documento WO 00/000620) que se refiere a una agrupación de genes de biosíntesis para metamicina, picromicina y 
desosamina. 35 
 
Usando el estreptomiceto que se sabe que produce SFA, Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus), los 
inventores de la presente invención clonaron la agrupación de genes de biosíntesis del mismo, y estudiaron 
adicionalmente la biosíntesis de SFA mediante métodos que combinaban microbiología, biología molecular, 
bioquímica y química orgánica. Mediante el estudio de la biosíntesis, se reveló el mecanismo enzimático que genera 40 
estructuras químicas distintivas tales como ácido piperázico. Basándose en esto, se realizaron modificaciones 
genéticas en la ruta de biosíntesis de SFA, y se produjeron compuestos novedosos. 
 
La presente invención es particularmente útil ya que debe permitir la aplicación comercial de tecnología de ADN 
recombinante e ingeniería de biosíntesis para aumentar el rendimiento de sangliferinas y la generación de análogos 45 
de sangliferina novedosos. 
 
Sumario de la invención 
 
La presente invención proporciona ventajosamente secuencias de ADN y proteínas novedosas implicadas en la 50 
producción de productos génicos de biosíntesis, en particular la biosíntesis de sangliferina. Se detallan realizaciones 
específicas de los genes y las proteínas en la lista de secuencias adjunta y la siguiente descripción. SEQ ID No. 1 
proporciona el ácido nucleico responsable de la biosíntesis de sangliferina A. 
 
Por tanto, la invención se refiere a la clonación, al análisis de secuencia, a la verificación funcional, al análisis 55 
bioquímico in vitro y al uso de la agrupación de genes de biosíntesis de SFA, un producto natural de policétido-
péptido no ribosómico inmunosupresor producido por Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus) (disponible de 
DSMZ, Braunschweig, Alemania como Streptomyces sp. DSM 9954). Además, se realizaron alteraciones dirigidas 
en los genes que codifican para la ruta de biosíntesis para la generación de sangliferina, conduciendo a cepas 
microbianas que produjeron análogos de sangliferina novedosos. 60 
 
La invención permite la manipulación directa de sangliferina A y estructuras químicas relacionadas por medio de 
modificación por ingeniería de biosíntesis de los genes y las proteínas implicadas en la biosíntesis de la sangliferina 
A. Estas modificaciones químicas pueden ser o bien imposibles o bien inviables de realizar mediante metodologías 
químicas debido a la complejidad de las estructuras. 65 
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La agrupación de genes aislada y caracterizada de esta manera permite la optimización dirigida de la producción de 
sangliferina y análogos de sangliferina, por ejemplo, mediante duplicación de la agrupación de genes, o partes de la 
agrupación, mediante sobreexpresión de genes (en particular genes reguladores positivos) usando vectores de 
plásmidos y promotores no naturales, o mediante inactivación de reguladores negativos. 
 5 
Además, la agrupación secuenciada y caracterizada permite la preparación por biosíntesis dirigida de análogos de 
sangliferina, varios ejemplos de los cuales se incluyen en este documento. Los ejemplos incluyen los siguientes: 
 
• Inactivación de genes que codifican para proteínas implicadas en etapas de biosíntesis individuales, por ejemplo 
mediante interrupción génica (véanse por ejemplo los documentos WO 2004/007709; WO 2004/058976). 10 
 
• Sustitución de genes que codifican para proteínas implicadas en etapas de biosíntesis individuales, mediante 
sustitución génica o mediante interrupción seguida por expresión separada de genes de otras rutas de biosíntesis 
(véanse por ejemplo Gaisser et al., 2001; documentos WO 01/79520; WO 2005/054266; WO2005/054265). 
 15 
• Intercambio de módulos o dominios individuales dentro de la policétido sintasa (“PKS”) o péptido no ribosómico 
sintasa (“NRPS”) por módulos o dominios de otras agrupaciones de PKS o NRPS, para permitir la generación de 
análogos de sangliferina novedosos (por ejemplo tal como se describe en Oliynyk et al., 1996; documentos WO 
98/01546; WO 00/01827; Staunton y Wilkinson, 2001; Sheehan et al., 2006). 
 20 
• Uso de la secuencia génica para identificar agrupaciones de biosíntesis relacionadas de otros organismos, por 
ejemplo mediante el uso como sonda de ADN (véanse por ejemplo Shen et al., 2002; Liu et al., 2002; Li et al., 2004; 
Huang et al., 2005; Jia et al., 2006; Fang et al., 2008). 
 
Por tanto según un aspecto de la invención se proporciona: 25 
 
i) Una molécula nucleica aislada que comprende: 
 
(a) el ácido nucleico de agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, que comprende SEQ ID No. 1; 
 30 
(b) un ácido nucleico que tiene al menos el 80% de identidad de secuencia con el ácido nucleico de (a) y que 
codifica para polipéptidos que tienen las mismas actividades enzimáticas y reguladoras para producir un policétido o 
una unidad iniciadora de policétido como los codificados por el ácido nucleico de (a); o 
 
(c) un ácido nucleico que codifica para uno o más polipéptidos que tienen al menos el 80% de identidad de 35 
secuencia de aminoácidos con uno o más polipéptidos codificados por el ácido nucleico de (a) y que codifica para 
uno o más polipéptidos que tienen una o más de las actividades enzimáticas o reguladoras necesarias para producir 
un policétido o un precursor o unidad iniciadora de policétido, en la que los polipéptidos tienen una cualquiera de 
SEQ ID No. 2-25. 
 40 
ii) Un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 en el 
que uno o más genes de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora seleccionados de sfaA que son los residuos 
17024-17854 de SEQ ID No. 1, sfaB que son los residuos 17851-19191 de SEQ ID No. 1, sfaJ que son los residuos 
96225-97391 de SEQ ID No. 1, sfaM que son los residuos 103210-103929 de SEQ ID No. 1, sfaN que son los 
residuos 104001-105023 de SEQ ID No. 1, sfaP que son los residuos 105366-107216 de SEQ ID No. 1, sfaQ que 45 
son los residuos 107366-108145 de SEQ ID No. 1, sfaL que son los residuos 101936-103213 de SEQ ID No. 1 y 
sfaO que son los residuos 105091-105345 de SEQ ID No. 1, se han delecionado o modificado de modo que se 
disminuye su actividad o modificado o sustituido de modo que se altera su especificidad de sustrato. 
 
iii) Un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 en 50 
el que uno o más genes de PKS seleccionados de sfaE que son los residuos 30707-37360 de SEQ ID No. 1, sfaF 
que son los residuos 37394-50014 de SEQ ID No. 1, sfaG que son los residuos 50017-60903 de SEQ ID No. 1, sfaH 
que son los residuos 60918-85823 de SEQ ID No. 1 y sfaI que son los residuos 85823-96040 de SEQ ID No. 1, se 
han modificado mediante lo cual se han delecionado uno o más dominios o módulos, mutado de modo que una 
función enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de modo que tiene una funcionalidad alterada o sustituido 55 
mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado uno o más dominios o módulos no nativos. 
 
iv) Un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 en 
el que el gen de NRPS sfaD que son los residuos 19885-30714 de SEQ ID No. 1 se ha modificado mediante lo cual 
se han delecionado uno o más dominios o módulos, mutado de modo que una función enzimática se vuelve inactiva 60 
o menos activa o de modo que tiene funcionalidad alterada o sustituido mediante una sustitución o mediante lo cual 
se han insertado uno o más dominios o módulos no nativos. 
 
v) Un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 en el 
que el gen regulador sfaC que son los residuos 19193-19888 de SEQ ID No. 1 se ha modificado de modo que se 65 
aumenta o disminuye su actividad, o se deleciona. 
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vi) Un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 en 
el que el gen de PKS iterativa sfaK que son los residuos 97396-101943 de SEQ ID No. 1 se ha modificado mediante 
lo cual se han delecionado uno o más dominios, mutado de modo que una función enzimática se vuelve inactiva o 
menos activa o de modo que tiene una funcionalidad alterada o sustituido mediante una sustitución o mediante lo 5 
cual se han insertado uno o más dominios o módulos no nativos. 
 
vii) Un polipéptido o pluralidad de polipéptidos codificados por un ácido nucleico según la invención reivindicada que 
es un ADN. 
 10 
viii) Una policétido sintasa codificada por un ácido nucleico según la invención reivindicada que es un ADN y que 
codifica para una o más proteínas de biosíntesis de policétido. 
 
ix) Un vector que comprende un ácido nucleico según la invención reivindicada que es un ADN junto con uno o más 
promotores u otros elementos reguladores. 15 
 
x) Un método para producir un policétido que comprende cultivar una célula huésped transformada según la 
invención reivindicada. 
 
xi) Una cepa modificada por ingeniería que comprende una cepa productora de sangliferina A en la que sfaA que 20 
son los residuos 17024-17854 de SEQ ID No. 1 y opcionalmente uno o más de otros genes de biosíntesis de 
precursor o unidad iniciadora seleccionados de sfaB que son los residuos 17851-19191 de SEQ ID No. 1, sfaJ que 
son los residuos 96225-97391 de SEQ ID No. 1, sfaM que son los residuos 103210-103929 de SEQ ID No. 1, sfaN 
que son los residuos 104001-105023 de SEQ ID No. 1, sfaP que son los residuos 105366-107216 de SEQ ID No. 1, 
sfaQ que son los residuos 107366-108145 de SEQ ID No. 1, sfaL que son los residuos 101936-103213 de SEQ ID 25 
No. 1 y sfaO que son los residuos 105091-105345 de SEQ ID No. 1, se han delecionado o modificado de modo que 
se disminuye su actividad o modificado o sustituido de modo que se altera su especificidad de sustrato, en la que la 
cepa codifica para la producción de sangliferina A o un análogo de la misma. 
 
Estos y otros aspectos de la invención explicarán mejor en la siguiente divulgación. 30 
 
Definiciones 
 
Los artículos “un/o” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o a más de uno (es decir 
al menos uno) de los objetos gramaticales del artículo. A modo de ejemplo “un análogo” significa un análogo o más 35 
de un análogo. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “análogo(s)” se refiere a compuestos químicos que son 
estructuralmente similares a otro pero que se diferencian ligeramente en cuanto a la composición (como en la 
sustitución de un átomo por otro o en la presencia o ausencia de un grupo funcional particular). 40 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “policétido” se refiere a cualquier molécula generada 
mediante biosíntesis que implica una policétido sintasa (PKS). Esto puede incluir adicionalmente algunos elementos 
de dominios de péptido no ribosómico sintasa (NRPS) y/o modificación de biosíntesis adicional, tal como metilación 
o hidroxilación. 45 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “policétido híbrido” se refiere a cualquier molécula generada 
mediante biosíntesis que implica una policétido sintasa (PKS), en la que la agrupación de genes que codifica para 
esta policétido sintasa se ha alterado mediante intervención humana para conducir a un producto de biosíntesis 
diferente. Esto puede incluir adicionalmente algunos elementos de dominios de péptido no ribosómico sintasa y/o 50 
modificación de biosíntesis adicional, tal como metilación o hidroxilación. Las propias alteraciones pueden incluir, 
pero no se limitan a, mutagénesis dirigida al sitio de dominios (por ejemplo, dominios de aciltransferasa), sustitución 
de dominios, módulos o genes de la misma agrupación de PKS o NRPS o una heteróloga. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “condiciones de alta rigurosidad” significa condiciones en las 55 
que sólo se hibridan secuencias de ADN muy estrechamente relacionadas o idénticas. Esto se realiza con 
frecuencia en hibridación de tipo Southern aumentando la temperatura del tampón de lavado. Para sondas 
oligonucleotídicas, la etapa de hibridación puede realizarse a 5ºC por encima de la Tf para secuencias 
perfectamente apareadas, en las que se calcula Tf usando una fórmula tal como Tf = 4 x (número de pares de bases 
GC) + 2 x (número de pares de bases AT). Un ejemplo de condiciones de alta rigurosidad se facilita en la siguiente 60 
sección titulada “Hibridación de ácidos nucleicos”. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “huésped heterólogo” en relación con una secuencia de ácido 
nucleico, particularmente una agrupación de biosíntesis de sangliferina o parte de la misma, significa un huésped 
que no contendría de manera natural una secuencia de ácido nucleico de este tipo. 65 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “heterólogo” en relación, por ejemplo, con un dominio o 
módulo de una PKS o NRPS de sangliferina, significa un dominio o módulo que no estaría presente de manera 
natural en esa PKS o NRPS. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “no nativo” significa, en relación, por ejemplo, con un dominio 5 
o módulo de una PKS o NRPS de sangliferina, un dominio o módulo que no estaría presente de manera natural en 
esa ubicación en esa PKS o NRPS; por ejemplo podría ser heterólogo (es decir de una PKS o NRPS diferente) o 
bien podría estar presente en una ubicación diferente en la misma PKS o NRPS. 
 
Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de la invención tales como los compuestos de fórmula (I) 10 
incluyen sales convencionales formadas a partir de ácidos o bases orgánicos o inorgánicos farmacéuticamente 
aceptables así como sales de adición de ácido de amonio cuaternario. Ejemplos más específicos de sales de ácido 
adecuadas incluyen clorhídrico, bromhídrico, sulfúrico, fosfórico, nítrico, perclórico, fumárico, acético, propiónico, 
succínico, glicólico, fórmico, láctico, maleico, tartárico, cítrico, palmoico, malónico, hidroximaleico, fenilacético, 
glutámico, benzoico, salicílico, fumárico, toluenosulfónico, metanosulfónico, naftaleno-2-sulfónico, bencenosulfónico, 15 
hidroxinaftoico, yodhídrico, málico, esteroico, tánico y similares. Las sales de ácido clorhídrico son de particular 
interés. Otros ácidos tales como oxálico, aunque en sí mismos no son farmacéuticamente aceptables, pueden ser 
útiles en la preparación de sales útiles como productos intermedios en la obtención de los compuestos de la 
invención y sus sales farmacéuticamente aceptables. Ejemplos más específicos de sales básicas adecuadas 
incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, zinc, N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaína, 20 
colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaína. Las siguientes referencias en el presente 
documento a un compuesto según la invención incluyen tanto compuestos de fórmula (I) como sus sales 
farmacéuticamente aceptables. 
 
Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser de cadena lineal o ramificados. 25 
 
Los ejemplos de alquilo, por ejemplo grupos alquilo C1-C4, incluyen metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo. 
 
Descripción detallada de la invención 
 30 
Toda la agrupación de genes según la invención comprende las secuencias de nucleótidos o secuencias 
complementarias de 24 genes (SEQ ID NO: 1), incluyendo: 
 
• un gen de péptido no ribosómico sintetasa (NRPS), sfaD, que comprende en conjunto 3 módulos, 10 dominios 
funcionales, y es responsable de la formación del resto peptídico de la estructura principal macrocíclica; 35 
 
• cinco genes de policétido sintasa (PKS) lineal, sfaE, sfaF, sfaG, sfaH, sfaI, responsables de la formación del 
espirociclo, la cadena larga de policétido y el resto de policétido de la estructura principal macrocíclica; 
 
• un gen de policétido sintasa iterativa, sfaK, que comprende 4 dominios funcionales, y es responsable de la 40 
biosíntesis de un precursor de 6 carbonos especial en la ruta para la biosíntesis de la unidad de extensión de 7 
carbonos poco habitual; 
 
• tres genes, sfaA, sfaB, sfaJ responsables de la biosíntesis de elementos estructurales de precursores de 
aminoácidos no naturales; 45 
 
• siete genes sfaM, sfaN, sfaP, sfaQ, sfaL, sfaR, sfaO, responsables de la biosíntesis de precursores, tales como los 
de la unidad iniciadora; 
 
• un gen regulador, sfaC, asociado con el rendimiento de fermentación de SFA; 50 
 
• un gen que codifica para proteína MbtH, sfaS, que se postula que está asociado con la regulación de la NRPS; y 
 
• cinco genes con función desconocida, sfaU1, sfaU2, sfaV1, sfaV2, sfaV3. 
 55 
Por tanto la invención también proporciona una molécula nucleica aislada que comprende uno o más de (a) un gen 
de PKS lineal seleccionado de sfaE, sfaF, sfaG, sfaH y sfaI, o (b) un gen de NRPS sfaD, o (c) un gen de PKS 
iterativa sfaK, o (d) un gen de biosíntesis de unidad iniciadora o precursor seleccionado de sfaA, sfaB, sfaJ, sfaM, 
sfaN, sfaP, sfaQ, sfaL, sfaO, o (e) un gen regulador sfaC, o (f) un gen que codifica para proteína MtbH, sfaS, o (g) un 
gen de crotonil-CoA reductasa sfaR, o (h) un gen de función desconocida seleccionado de sfaU1, sfaU2, sfaV1, 60 
sfaV2 y sfaV3. 
 
Los genes mencionados anteriormente se definen normalmente mediante ácidos nucleicos que codifican para las 
proteínas de SEQ ID No. 2-25. 
 65 
En particular, la invención proporciona una molécula nucleica aislada que comprende uno o más de (a) un gen de 
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PKS lineal seleccionado de sfaE que son los residuos 30707-37360 de SEQ ID No. 1, sfaF que son los residuos 
37394-50014 de SEQ ID No. 1, sfaG que son los residuos 50017-60903 de SEQ ID No. 1, sfaH que son los residuos 
60918-85823 de SEQ ID No. 1 y sfaI que son los residuos 85823-96040 de SEQ ID No. 1 o (b) un gen de NRPS 
sfaD que son los residuos 19885-30714 de SEQ ID No: 1 o (c) un gen de PKS iterativa sfaK que son los residuos 
97396-101943 de SEQ ID No. 1, o (d) un gen de biosíntesis de unidad iniciadora o precursor seleccionado de sfaA 5 
que son los residuos 17024-17854 de SEQ ID No. 1, sfaB que son los residuos 17851-19191 de SEQ ID No. 1, sfaJ 
que son los residuos 96225-97391 de SEQ ID No. 1, sfaM que son los residuos 103210-103929 de SEQ ID No. 1, 
sfaN que son los residuos 104001-105023 de SEQ ID No. 1, sfaP que son los residuos 105366-107216 de SEQ ID 
No. 1, sfaQ que son los residuos 107366-108145 de SEQ ID No. 1, sfaL que son los residuos 101936-103213 de 
SEQ ID No. 1, sfaO que son los residuos 105091-105345 de SEQ ID No. 1, o (e) un gen regulador sfaC que son los 10 
residuos 19193-19888 de SEQ ID No. 1, o (f) un gen que codifica para proteína MtbH, sfaS que son los residuos 
109583-109798 de SEQ ID No. 1, o (g) un gen de crotonil-CoA reductasa sfaR que son los residuos 108150-109511 
de SEQ ID No. 1, o (h) un gen de función desconocida seleccionado de sfaU1 que son los residuos 14973-15413 de 
SEQ ID No. 1, sfaU2 que son los residuos 15596-16063 de SEQ ID No. 1, sfaV1 que son los residuos 109776-
110312 de SEQ ID No. 1, sfaV2 que son los residuos 111285-111743 de SEQ ID No. 1 y sfaV3 que son los residuos 15 
112218-112652 de SEQ ID No. 1; o que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica para uno o más 
de los mismos polipéptidos que los codificados por los genes mencionados anteriormente pero que se diferencian 
únicamente debido a la redundancia del código genético; o que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
puede hibridarse con una o más de las secuencias génicas anteriores en condiciones de alta rigurosidad; o que 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 20 
98% o el 99% de identidad con una o más de las secuencias génicas anteriores y que codifica para un polipéptido 
que tiene la misma función que el producto génico correspondiente; o que comprende una secuencia de ácido 
nucleico que codifica para uno o más polipéptidos que tienen al menos el 80% de identidad de secuencia de 
aminoácidos (por ejemplo al menos el 85 o el 90 o el 95 o el 96 o el 97 o el 98 o el 99% de identidad de secuencia) 
con uno o más de los polipéptidos codificados por los genes mencionados anteriormente y que tienen la misma 25 
función; o fragmentos que comprenden al menos 50, 100, 200 ó 500 nucleótidos consecutivos de uno o más de los 
genes mencionados anteriormente; o el complemento de cualquiera de las secuencias de ácido nucleico 
mencionadas anteriormente. 
 
También se proporciona una molécula nucleica aislada que comprende uno o más de (a) un módulo o dominio de un 30 
gen de PKS seleccionado de sfaE que son los residuos 30707-37360 de SEQ ID No. 1, sfaF que son los residuos 
37394-50014 de SEQ ID No. 1, sfaG que son los residuos 50017-60903 de SEQ ID No. 1, sfaH que son los residuos 
60918-85823 de SEQ ID No. 1 o sfaI que son los residuos 85823-96040 de SEQ ID No. 1 o (b) un módulo o dominio 
del gen de NRPS sfaD que son los residuos 19885-30714 de SEQ ID No: 1, o (c) un dominio del gen de PKS 
iterativa sfaK que son los residuos 97396-101943 de SEQ ID No. 1; o que comprende una secuencia de ácido 35 
nucleico que codifica para uno o más módulos o dominios de los mismos polipéptidos que los codificados por los 
genes mencionados anteriormente pero que se diferencian únicamente debido a la redundancia del código genético; 
o que comprende una secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse con una o más de las moléculas de ácido 
nucleico anteriores en condiciones de alta rigurosidad; o que comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene 
al menos el 80% de identidad con una o más de las moléculas de ácido nucleico anteriores y que codifica para un 40 
polipéptido que tiene la misma función que un módulo o dominio del producto génico correspondiente; o que 
comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica para uno o más polipéptidos que tienen al menos el 80% 
de identidad de secuencia de aminoácidos con uno o más de los polipéptidos codificados por un módulo o dominio 
de los genes mencionados anteriormente y que tienen la misma función; o fragmentos que comprenden al menos 50 
nucleótidos consecutivos de uno o más de los módulos o dominios de los genes mencionados anteriormente; o el 45 
complemento de cualquiera de las secuencias de ácido nucleico mencionadas anteriormente. 
 
Un módulo o dominio de un gen es la parte del gen que codifica para un módulo o dominio del producto génico 
correspondiente. 
 50 
También se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido basado en 
SEQ ID No. 1 en el que uno o más (por ejemplo un) dominio(s), módulo(s) o gen(es) se han delecionado, mutado de 
modo que una función enzimática o reguladora se vuelve inactiva o menos activa, mutado de modo que tiene una 
funcionalidad alterada, o sustituido mediante una sustitución, o en el que se han insertado uno o más (por ejemplo 
un) dominio(s), módulo(s) o gen(es) no nativos, por ejemplo en el que uno o más (por ejemplo un) dominio(s), 55 
módulo(s) o gen(es) se han sustituido por (a) un dominio, módulo o gen de otra parte en la agrupación de genes de 
biosíntesis de sangliferina A o (b) un dominio, módulo o gen que es heterólogo con respecto a la agrupación de 
genes de biosíntesis de sangliferina A o en el que uno o más (por ejemplo un) dominio(s), módulo(s) o gen(es) se 
han mutado para hacer inactivar o hacer menos activa una función enzimática o reguladora. 
 60 
Por ejemplo, se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido en el que 
uno o más genes de PKS seleccionados de sfaE, F, G, H y I se han modificado mediante lo cual se han delecionado 
uno o más dominios o módulos, mutado de modo que una función enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de 
modo que tiene una funcionalidad alterada o sustituido mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado 
uno o más dominios o módulos no nativos por ejemplo mediante lo cual se han insertado uno o más dominios o 65 
módulos de otra parte en la agrupación de genes de biosíntesis de SFA o de una agrupación de genes de 
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biosíntesis de policétido heteróloga. 
 
Los módulos de los genes de PKS sfaE, F, G, H y I pueden verse mediante referencia a la figura 7. Por tanto los 
módulos pueden comprender normalmente dominios KS-AT-ACP o KS-AT-DH-KR-ACP o KS-AT-KR-ACP o KS-AT-
DH-ER-KR-ACP. 5 
 
Por ejemplo: 
 
- puede sustituirse un dominio AT por un dominio AT de una PKS heteróloga o de otra parte dentro de la PKS de 
SFA que tiene una especificidad de sustrato diferente; y/o 10 
 
- puede delecionarse un dominio DH o volverse inactivo; y/o 
 
- puede insertarse un dominio DH de la PKS de SFA o de una PKS heteróloga en un módulo; 
 15 
- puede delecionarse un dominio ER o volverse inactivo; y/o 
 
- puede insertarse un dominio ER de la PKS de SFA o de una PKS heteróloga en un módulo; 
 
- puede sustituirse el bucle reductor de un módulo dado (que significa los dominios DH-KR o DH-ER-KR o KR 20 
cuando están presentes) por un bucle reductor que tiene elementos diferentes. 
 
En una realización, el dominio AT del módulo 13 puede sustituirse por un dominio AT de la PKS de SFA o de una 
PKS heteróloga que tiene una especificidad de sustrato diferente, por ejemplo una que tiene especificidad por 
metilmalonilo. Esta mutación particular conduce a la introducción de un grupo metilo en la posición 14. 25 
 
En una realización el dominio DH de uno o más de los módulos 1, 3, 6, 7, 8, 10, 11 y 13 se deleciona o se vuelve 
inactivo. Estas mutaciones particulares conducen a la introducción de uno o más grupos hidroxilo en la molécula, por 
ejemplo en las posiciones 21 y/o 25. 
 30 
También se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido en el que el 
gen de NRPS sfaD se ha modificado mediante lo cual se han delecionado uno o más dominios o módulos, mutado 
de modo que una función enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de modo que tiene una funcionalidad 
alterada o sustituido mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado uno o más dominios o módulos no 
nativos. 35 
 
También se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido en el que el 
gen regulador sfaC se ha modificado de modo que se aumenta o disminuye su actividad, o se deleciona. 
 
También se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido en el que el 40 
gen de PKS iterativa sfaK se ha modificado mediante lo cual se han delecionado uno o más dominios, mutado de 
modo que una función enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de modo que tiene una funcionalidad alterada 
o sustituido mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado uno o más dominios no nativos por 
ejemplo mediante lo cual se han insertado uno o más dominios de otra parte en la agrupación de genes de 
biosíntesis de SFA o de una agrupación de biosíntesis de policétido heteróloga. 45 
 
El módulo del gen de PKS iterativa sfaK puede verse mediante referencia a la figura 7. Por tanto el módulo 
comprende dominios KS-AT-ACP-KR. 
 
También se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido en el que uno 50 
o más genes de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora seleccionados de sfaA, B, J, M, N, P, Q, L y O se han 
delecionado o modificado de modo que se disminuye su actividad o modificado o sustituido de modo que se altera 
su selectividad de sustrato. 
 
También se proporciona un ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido en el que uno 55 
o más genes de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora o uno o más operones que contienen uno o más genes 
de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora se han delecionado o mutado de modo que son inactivos o menos 
activos en la producción de dicha unidad iniciadora o precursor que el gen u operón nativo. 
 
Realizaciones más preferidas de este aspecto de la invención incluyen ácido nucleico aislado que codifica para un 60 
dominio de la PKS o NRPS de SEQ ID No. 1, residuos 19885-30714, 30707-37360, 37394-50014, 50017-60903, 
60918-85823, 85823-96040. Estos ácidos nucleicos pueden usarse, solos o en combinación con ácidos nucleicos 
que codifican para otros dominios o módulos de PKS o NRPS como productos intermedios, por ejemplo en la 
construcción de vectores recombinantes. 
 65 
La presente invención también proporciona un método para identificar, aislar y clonar ácido nucleico que incluye uno 
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cualquiera de los fragmentos de ADN descritos anteriormente. Un método preferido comprende, por ejemplo, las 
siguientes etapas: 
 
a) establecer un banco de ADN genómico (por ejemplo una biblioteca de cósmidos) 
 5 
b) examinar este banco con la ayuda de las secuencias de ADN de esta invención 
 
c) aislar los clones identificados como positivos. 
 
Un método general para identificar los fragmentos de ADN implicados en la biosíntesis de sangliferinas comprende, 10 
por ejemplo, las siguientes etapas: 
 
a. el aislamiento de fragmentos de ADN con homología con la agrupación de genes de sangliferina puede llevarse a 
cabo mediante transferencia de tipo Southern de una biblioteca de cósmidos, analizando con sonda con fragmentos 
de ADN (por ejemplo de ∼1 kb) de SEQ ID No. 1 para encontrar fragmentos clonados con homología con la 15 
agrupación de sangliferina; 
 
b. entonces pueden retirarse los cósmidos que se observa que se hibridan con la sonda, y secuenciarse el ADN; 
 
c. entonces pueden aislarse regiones de ADN adyacentes analizando con sonda la biblioteca de cósmidos con el 20 
cósmido marcado aislado anteriormente, para cósmidos que contienen ADN solapante. 
 
Otros métodos se describen en Maniatis et al., 1998, Sambrook y Russell, 2001 y Kieser et al., 1999. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos, que codifica para una proteína de función 25 
desconocida. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 2, y se 
denomina sfaU1, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 14973 hasta la posición de base 15413. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para otra proteína de función 30 
desconocida. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 3, y se 
denomina sfaU2, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 15596 hasta la posición de base 16063. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una fenilalanina meta-hidroxilasa. 35 
La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 4, y se denomina sfaA, y 
la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la 
posición de base 17024 hasta la posición de base 17854. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una ornitina N5-oxigenasa. La 40 
secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 5, y se denomina sfaB, y la 
secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición 
de base 17851 hasta la posición de base 19191. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para un factor regulador de la 45 
transcripción. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 6, y se 
denomina sfaC, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 19193 hasta la posición de base 19888. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una péptido no ribosómico 50 
sintetasa que comprende los dominios funcionales C, A, PCP, C, A, PCP, C, A, PCP, C, y es responsable de la 
biosíntesis del resto peptídico de la estructura principal macrocíclica. La secuencia de aminoácidos para la que 
codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 7, y se denomina sfaD, y la secuencia de nucleótidos 
correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 19885 hasta la 
posición de base 30714. 55 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una policétido sintasa que 
comprende los dominios funcionales ACP, KS, AT, DH, ER, KR, ACP, y es responsable de la biosíntesis del 
precursor del resto espirocíclico. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ 
ID NO: 8, y se denomina sfaE, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID 60 
NO: 1, comenzando desde la posición de base 30707 hasta la posición de base 37360. 
 
La invención proporciona además un dominio de carga específico para iniciar la biosíntesis de PKS con un sustrato 
2-etilmalonamil-S-tioéster, que consiste en el primer ACP de sfaE, la secuencia de nucleótidos correspondiente es 
tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 30707 hasta la posición de base 65 
31082. 
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La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una policétido sintasa que 
comprende los dominios funcionales KS, AT, ACP, KS, AT, KR, ACP, KS, AT, KR, ACP, y es responsable de la 
biosíntesis de la cadena larga de policétido. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se 
muestra en SEQ ID NO: 9, denominada sfaF, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra 5 
en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 37394 hasta la posición de base 50014. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una policétido sintasa que 
comprende los dominios funcionales KS, AT, KR, ACP, KS, AT, DH, ER, KR, ACP, y es responsable de la 
biosíntesis de gran parte de la cadena larga de policétido. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal 10 
como se muestra en SEQ ID NO: 10, denominada sfaG, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como 
se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 50017 hasta la posición de base 60903. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una policétido sintasa que 
comprende los dominios funcionales KS, AT, DH, KR, ACP, KS, AT, DH, KR, ACP, KS, AT, KR, ACP, KS, AT, DH, 15 
KR, ACP, KS, AT, DH, KR, ACP, y es responsable de la biosíntesis de parte del resto de policétido de la estructura 
principal macrocíclica. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 11, 
denominada sfaH, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 60918 hasta la posición de base 85823. 
 20 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una policétido sintasa que 
comprende los dominios funcionales KS, AT, KR, ACP, KS, AT, KR, ACP, y es responsable de la biosíntesis de 
parte del resto de policétido de la estructura principal macrocíclica. La secuencia de aminoácidos para la que 
codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 12, denominada sfaI, y la secuencia de nucleótidos correspondiente 
es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 85823 hasta la posición de base 25 
96040. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una dedo de zinc deshidrogenasa. 
La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 13, denominada sfaJ, y la 
secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición 30 
de base 96225 hasta la posición de base 97391. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una policétido sintasa iterativa 
que comprende los dominios funcionales KS, AT, ACP, KR. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal 
como se muestra en SEQ ID NO: 14, denominada sfaK, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como 35 
se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 97396 hasta la posición de base 101943. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una aciltransferasa. La secuencia 
de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 15, denominada sfaL, y la secuencia de 
nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición de base 40 
101936 hasta la posición de base 103213. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una deshidrogenasa/reductasa de 
cadena corta. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 16, 
denominada sfaM, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 45 
comenzando desde la posición de base 103210 hasta la posición de base 103929. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una acil-cetoácido sintasa. La 
secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 17, denominada sfaN, y la 
secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición 50 
de base 104001 hasta la posición de base 105023. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una proteína transportadora de 
acilo libre. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 18, 
denominada sfaO, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 55 
comenzando desde la posición de base 105091 hasta la posición de base 105345. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para un análogo de asparagina sintasa. 
La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 19, denominada sfaP, y la 
secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición 60 
de base 105366 hasta la posición de base 107216. 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una tioesterasa libre. La 
secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 20, denominada sfaQ, y la 
secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición 65 
de base 107366 hasta la posición de base 108145. 
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La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una crotonil-coA reductasa. La 
secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 21, denominada sfaR, y la 
secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde la posición 
de base 108150 hasta la posición de base 109511. 5 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una proteína de la familia de 
MbtH, la secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 22, denominada 
sfaS, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, comenzando desde 
la posición de base 109583 hasta la posición de base 109798. 10 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para una proteína de función 
desconocida. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 23, 
denominada sfaV1, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 109776 hasta la posición de base 110312. 15 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para otra proteína de función 
desconocida. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 24, 
denominada sfaV2, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 111285 hasta la posición de base 111743. 20 
 
La invención proporciona además una secuencia de nucleótidos que codifica para otra proteína de función 
desconocida. La secuencia de aminoácidos para la que codifica es tal como se muestra en SEQ ID NO: 25, 
denominada sfaV3, y la secuencia de nucleótidos correspondiente es tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, 
comenzando desde la posición de base 112218 hasta la posición 112652. 25 
 
La secuencia complementaria de SEQ ID NO: 1 puede obtenerse según el principio de complementariedad de bases 
de ADN. La secuencia de nucleótidos o parte de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1 puede obtenerse 
mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), o mediante digestión con enzimas de restricción adecuada de 
ADN correspondiente, o mediante otras técnicas adecuadas. La invención proporciona además un método para 30 
obtener un plásmido de ADN recombinante que comprende al menos parte de la secuencia de ADN en SEQ ID NO: 
1. 
 
La invención proporciona además un método para obtener un microorganismo que contiene genes de biosíntesis de 
SFA interrumpidos, en el que al menos uno de los genes comprende la secuencia de nucleótidos tal como se 35 
muestra en SEQ ID NO: 1. 
 
La secuencia de nucleótidos o parte de la secuencia de nucleótidos según la invención puede obtenerse mediante 
un método basado en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), o un gen similar al gen de biosíntesis de SFA 
puede obtenerse a partir de otro organismos mediante un método de hibridación de tipo Southern o similar, usando 40 
un fragmento de ADN que comprende una secuencia según la invención como sonda. 
 
Un ADN clonado que comprende la secuencia de nucleótidos o al menos parte de la secuencia de nucleótidos según 
la invención puede usarse para identificar más plásmidos de biblioteca a partir de la biblioteca genómica de 
Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus). Estos plásmidos de biblioteca comprenden al menos parte de la 45 
secuencia según la invención, y también comprenden ADN que no se han clonado tampoco a partir de las regiones 
adyacentes en el genoma de Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus). 
 
Por tanto, por ejemplo, una secuencia de nucleótidos o ácido nucleico según cualquier aspecto de la invención es un 
ADN. 50 
 
La secuencia de nucleótidos o al menos parte de la secuencia de nucleótidos según la invención puede modificarse 
o mutarse. Estos métodos incluye inserción, sustitución o deleción, reacción en cadena de la polimerasa, reacción 
en cadena de la polimerasa propensa a errores, mutagénesis específica del sitio, nuevo ligamiento de secuencias 
diferentes, intercambio de ADN con diferentes partes de la secuencia o con secuencias homólogas de otra fuente, o 55 
mutagénesis mediante UV o agente químico, etc. 
 
La presente invención también proporciona vectores recombinantes tales como vectores de expresión de ADN que 
comprenden los ácidos nucleicos anteriores. Los vectores comprenden normalmente el ADN mencionado 
anteriormente junto con uno o más promotores u otros elementos reguladores. Estos vectores y métodos de esta 60 
invención le permiten a un experto en la técnica generar células huésped recombinantes con la capacidad de 
producir policétidos. Por tanto la invención proporciona un método de preparación de un policétido, tal como 
sangliferina A o un análogo de sangliferina A, comprendiendo dicho método cultivar una célula huésped 
transformada, célula huésped que se ha transformado con un vector de expresión que comprende ácidos nucleicos 
que codifican para la totalidad o parte de la agrupación de genes de sangliferina descrita en SEQ ID No. 1. También 65 
se proporciona un policétido que puede producirse mediante el método mencionado anteriormente y que no es 
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sangliferina A como un aspecto de la invención. De manera deseable, el vector comprende ácido nucleico que 
codifica para una PKS funcional que puede generar sangliferina A o un análogo de sangliferina A si se cultiva en un 
medio apropiado. En algunas realizaciones, la célula huésped transformada produce de manera natural sangliferina 
A. En algunas realizaciones, la célula huésped transformada no produce de manera natural sangliferina A. También 
se proporciona una célula huésped transformada de este tipo como un aspecto de la invención. Una realización 5 
específica es una célula huésped transformada con un vector que comprende ácido nucleico que codifica para la 
totalidad o parte de la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A (por ejemplo codifica para la agrupación 
de genes de biosíntesis de sangliferina A mostrada a modo de ejemplo mediante el ácido nucleico de SEQ ID No. 1), 
célula huésped que no produce de manera natural sangliferina A. 
 10 
Por tanto, también se proporcionan: 
 
- un polipéptido o pluralidad de polipéptidos codificados por cualquiera de los ácidos nucleicos mencionados 
anteriormente; 
 15 
- una policétido sintasa codificada por el ácido nucleico mencionado anteriormente que codifica para una o más 
proteínas de biosíntesis de policétido; y 
 
- una proteína híbrida codificada por un ácido nucleico o agrupación de genes modular en la que al menos un 
dominio o módulo o gen no es nativo con respecto a la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A. 20 
 
En otra realización, la invención proporciona un polipéptido aislado que comprende una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID No. 2-25; un polipéptido aislado que consiste en al menos 10, 50, 100, 200 ó 500 
aminoácidos consecutivos de los polipéptidos de SEQ ID No. 2-25; y un polipéptido aislado que tiene al menos el 
80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97% o el 99% de homología con las secuencias anteriores tal como se determina 25 
mediante BLASTP (Altschul et al., 1990) con los parámetros por defecto. 
 
La invención también proporciona un método de preparación de un policétido híbrido, comprendiendo dicho método 
transformar una célula huésped con un vector recombinante que comprende ácidos nucleicos que codifican para la 
totalidad o parte de la agrupación de genes de sangliferina descrita en SEQ ID No. 1 en el que al menos un dominio 30 
o módulo o gen no es nativo con respecto a la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, después 
cultivar la célula huésped transformada. 
 
La invención también proporciona un policétido que puede producirse mediante el procedimiento mencionado 
anteriormente que no es sangliferina A. 35 
 
El gen clonado que comprende la secuencia de nucleótidos o al menos parte de la secuencia de nucleótidos según 
la invención puede expresarse en un huésped heterogéneo mediante un sistema de expresión adecuado, para 
obtener un rendimiento o actividad enzimática o biológica de otro tipo correspondiente o superior. Estos huéspedes 
heterogéneos incluyen Streptomyces, Pseudomonas, E. coli, Bacillus, levaduras, plantas y animales, etc. 40 
 
Los expertos en la técnica conocen bien que las agrupaciones de genes de policétido pueden expresarse en 
huéspedes heterólogos (Pfeifer et al., 2001). Por consiguiente, la presente invención incluye la transferencia de la 
agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina con o sin genes reguladores y de resistencia, o bien completa, 
modificada por ingeniería, que contiene mutaciones o bien que contiene deleciones, para su complementación en 45 
huéspedes heterólogos. En la técnica se conocen bien métodos y vectores para la transferencia tal como se definió 
anteriormente de grandes fragmentos de ADN de este tipo (Rawlings, 2001; Staunton y Weissman, 2001) o se 
proporcionan en el presente documento en los métodos dados a conocer. 
 
En este contexto una cepa de célula huésped heteróloga preferida es un procariota, más preferiblemente un 50 
actinomiceto o Escherichia coli, todavía más preferiblemente incluye, pero no se limita a, S. hygroscopicus, S. 
hygroscopicus sp., S. hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces coelicolor, 
Streptomyces lividans, Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces fradiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces 
cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Streptomyces albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces 
Iongisporoflavus, Streptomyces venezuelae, Micromonospora griseorubida, Amycolatopsis mediterranei o 55 
Actinoplanes sp. N902-109. 
 
Por tanto, en un aspecto adicional, la presente invención proporciona cepas novedosas en las que uno o más de los 
genes que codifican para la biosíntesis de sangliferina están inactivados o delecionados. 
 60 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una cepa modificada por ingeniería basada en una cepa 
productora de SFA en la que uno o más genes de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora seleccionados de 
sfaA, B, J, M, N, P, Q, L y O se han delecionado o modificado de modo que se disminuye su actividad, o modificado 
o sustituido de modo que se altera su selectividad de sustrato. 
 65 
La cepa modificada por ingeniería mencionada anteriormente basada en una cepa productora de SFA puede 
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producir SFA o un análogo de SFA si se alimenta apropiadamente. La cepa modificada por ingeniería puede tener 
todas y cada una de las combinaciones de las modificaciones anteriores y puede tener modificaciones génicas 
adicionales. Las secuencias de aminoácidos según la invención pueden usarse para aislar una proteína deseada, y 
pueden usarse para la preparación de anticuerpos. 
 5 
Con determinados aminoácidos delecionados o sustituidos, polipéptidos que comprenden la secuencia de 
aminoácidos o al menos parte de la secuencia según la invención todavía pueden tener actividad biológica o incluso 
tener una nueva actividad biológica o propiedades deseables tales como rendimiento aumentado o cinética de 
proteínas optimizada u otros. 
 10 
Un gen o una agrupación de genes que comprende la secuencia de nucleótidos o al menos parte de la secuencia de 
nucleótidos según la invención puede expresarse en huéspedes heterogéneos, y su función en la cadena metabólica 
del huésped puede investigarse mediante tecnología de chip de ADN. 
 
Puede construirse un plásmido recombinante mediante una recombinación genética a partir de un gen o una 15 
agrupación de genes que comprende la secuencia de nucleótidos o al menos parte de la secuencia de nucleótidos 
según la invención, para establecer la ruta de biosíntesis, o puede usarse un método de inserción, sustitución, 
deleción o inactivación para establecer la ruta de biosíntesis. 
 
Puede usarse un fragmento de ADN o gen clonado que comprende la secuencia de nucleótidos o al menos parte de 20 
la secuencia de nucleótidos según la invención para generar nuevos análogos estructurales de SFA interrumpiendo 
una o varias etapas de la biosíntesis de SFA. El gen o fragmento de ADN puede usarse para aumentar el 
rendimiento de SFA o derivados de la misma, la invención proporciona un método para aumentar el rendimiento en 
un microorganismo modificado por ingeniería genética. Ejemplos de esto incluyen inactivación o deleción de 
reguladores negativos. 25 
 
La policétido sintasa según la invención puede usarse para generar nuevos policétidos o policétidos híbridos, 
mediante deleción, inserción, alteración o inactivación de uno o más dominios, módulos o genes de la policétido 
sintasa del mismo sistema de policétido sintasa o de uno diferente. 
 30 
Pueden usarse fragmentos o genes que comprenden la secuencia de nucleótidos o al menos parte de la secuencia 
de nucleótidos según la invención para construir una biblioteca de policétido sintasas, o una biblioteca de derivados 
de policétido sintasas, o una biblioteca combinatoria. 
 
En una palabra, toda la información sobre genes y proteínas asociada con la biosíntesis de SFA proporcionada en el 35 
presente documento puede facilitar el entendimiento del mecanismo de biosíntesis de productos naturales de SFA, y 
proporciona materiales y conocimiento para hacer avanzar la ingeniería genética. Los genes y sus proteínas 
proporcionados en el presente documento pueden usarse para la investigación y el descubrimiento de compuestos, 
genes o proteínas que pueden usarse en medicina, industria o agricultura. 
 40 
Adicionalmente, en la presente invención, se han realizado cambios específicos a la agrupación de genes de 
biosíntesis de sangliferina, con la intención original de entender la ruta de biosíntesis, mostrar ejemplos de las 
invenciones en el presente documento, y generar moléculas para examinar el mecanismo de actividad 
inmunosupresora. 
 45 
En general, pueden determinarse porcentajes de identidad de secuencia mediante BLASTN (ácido nucleico) o 
BLASTP (proteína) (Altschul et al., 1990) con los parámetros por defecto. La agrupación de genes según la 
invención puede usarse para la preparación de compuestos análogos de sangliferina de fórmula (I) o (II) o una sal 
farmacéuticamente aceptable de los mismos: 
 50 
Fórmula (I) 
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Fórmula (II) 

 
 
en las que: 5 
 
R1 representa uno de los restos A, B o C: 
 

 
 10 
R2 representa OH y R3 representa H o R2 y R3 representan un enlace; 
 
R4 representa OH y R5 representa H o R4 y R5 representan un enlace; 
 
R6 representa OH y R7 representa H o R6 y R7 representan un enlace; 15 
 
R8 representa OH y R9 representa H o R8 y R9 representan un enlace; 
 
R10 representa Me o CH2CH2C(O)CH3; 
 20 
R11 representa H o Me; 
 
con la condición de que cuando R10 representa CH2CH2C(O)CH3, entonces ambos de R2 y R4 no pueden representar 
OH y/o ambos de R6 y R8 no pueden representar OH, 
 25 
y con la condición de que cuando R10 representa CH2CH2C(O)CH3, entonces R2 y R4, y R6 y R8 no pueden 
representar todos enlaces. 
 
En una realización, R2 representa OH, R3 representa H y R4 y R5, R6 y R7 y R8 y R9 representan enlaces y R10 
representa CH2CH2C(O)CH3. 30 
 
En una realización, R5 representa OH, R6 representa H y R2 y R3, R6 y R7 y R8 y R9 representan enlaces y R10 
representa CH2CH2C(O)CH3. 
 
En una realización, R7 representa OH, R8 representa H y R4 y R5, R6 y R2 y R3 y R9 representan enlaces y R10 35 
representa CH2CH2C(O)CH3. 
 
En una realización, R8 representa OH, R9 representa H y R4 y R5, R6 y R7 y R2 y R3 representan enlaces y R10 
representa CH2CH2C(O)CH3. 
 40 
Preferiblemente R1 representa un resto C. 
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Preferiblemente R11 representa H. 
 
Un ejemplo específico de un compuesto que puede prepararse empleando la agrupación de genes de la presente 
invención incluye los siguientes: 5 
 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación de sfaK opcionalmente junto con un 
intercambio del AT del módulo 13 por un módulo de AT que acepta malonato de metilo en la agrupación de genes de 10 
biosíntesis de SFA; 
 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 8 en la agrupación de 15 
genes de biosíntesis de SFA; 
 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 10 en la agrupación de 20 
genes de biosíntesis de SFA; 
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que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 11 en la agrupación de 
genes de biosíntesis de SFA; 
 5 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 7 en la agrupación de 
genes de biosíntesis de SFA; 
 10 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación de sfaK opcionalmente junto con el 
intercambio del AT del módulo 13 por un módulo de AT que acepta malonato de metilo en la agrupación de genes de 
biosíntesis de SFA; 15 
 

E09815612
10-12-2015ES 2 556 211 T3

 



17 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 8 en la agrupación de 
genes de biosíntesis de SFA; 
 5 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 10 en la agrupación de 
genes de biosíntesis de SFA; 
 10 

 
 
que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 11 en la agrupación de 
genes de biosíntesis de SFA; 
 15 
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que puede esperarse que se produzca mediante deleción/inactivación del DH del módulo 7 en la agrupación de 
genes de biosíntesis de SFA; 
 5 
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. 
 
Las estructuras anteriores muestran un tautómero representativo de todos los tautómeros de los compuestos de 
formulas (I) y (II), por ejemplo compuestos ceto cuando se ilustran compuestos de enol y viceversa, que también 
pueden resultar de la agrupación de genes de la presente invención. 10 
 
Por motivos de completitud, la invención proporciona además: 
 
- Una agrupación de genes de biosíntesis de una sangliferina A inmunosupresora, caracterizada porque comprende 
24 genes responsables de la biosíntesis de sangliferina A, que son: 15 
 
1) un gen de estructura principal de péptido no ribosómico sintetasa (NRPS), sfaD, en el que: 
 
sfaD se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 19885-30714, tiene 10830 
pares de bases de longitud, y codifica para una péptido no ribosómico sintetasa de 3609 aminoácidos; 20 
 
2) cinco genes de policétido sintasa (PKS) lineal de tipo I, sfaE, sfaF, sfaG, sfaH, sfaI, en los que: 
 
sfaE se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 30707-37360, tiene 6654 
pares de bases de longitud, y codifica para una policétido sintasa de 2217 aminoácidos; 25 
 
sfaF se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 37394-50014, tiene 12621 
pares de bases de longitud, y codifica para una policétido sintasa de 4206 aminoácidos; 
 
sfaG se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 50017-60903, tiene 10887 30 
pares de bases de longitud, y codifica para una policétido sintasa de 3628 aminoácidos; 
 
sfaH se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 60918-85823, tiene 24906 
pares de bases de longitud, y codifica para una policétido sintasa de 8301 aminoácidos; 
 35 
sfaI se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 85823-96040, tiene 10218 
pares de bases de longitud, y codifica para una policétido sintasa de 3405 aminoácidos; 
 
3) un gen de policétido sintasa iterativa de tipo I, sfaK, en el que: 
 40 
sfaK se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 97396-101943, tiene 4548 
pares de bases de longitud, y codifica para una policétido sintasa de 1515 aminoácidos; 
 
4) diez genes funcionales para síntesis de precursor, sfaA, sfaB, sfaJ, sfaM, sfaN, sfaP, sfaQ, sfaR, sfaL, sfaO, en 
los que: 45 
 
sfaA se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 17024-17854, tiene 831 pares 
de bases de longitud, y codifica para una fenilalanina meta-hidroxilasa de 276 aminoácidos; 
 
sfaB se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 17851-19191, tiene 1341 50 
pares de bases de longitud, y codifica para una N5-ornitina oxigenasa de 446 aminoácidos; 
 
sfaJ se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 96225-97391, tiene 1167 pares 
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de bases de longitud, y codifica para una dedo de zinc deshidrogenasa de 388 aminoácidos; 
 
sfaM se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 103210-103929, tiene 720 
pares de bases de longitud, y codifica para una deshidratasa/reductasa de cadena corta de 239 aminoácidos; 
 5 
sfaN se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 104001-105023, tiene 1023 
pares de bases de longitud, y codifica para una cetosintasa de 340 aminoácidos; 
 
sfaP se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 105366-107216, tiene 1851 
pares de bases de longitud, y codifica para un análogo de asparagina sintasa de 616 aminoácidos; 10 
 
sfaQ se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 107366-108145, tiene 780 
pares de bases de longitud, y codifica para una tioesterasa de 259 aminoácidos; 
 
sfaR se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 108150-109511, tiene 1362 15 
pares de bases de longitud, y codifica para una crotonil-coA reductasa de 453 aminoácidos; 
 
sfaL se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 101936-103213, tiene 1278 
pares de bases de longitud, y codifica para una aciltransferasa de 425 aminoácidos altamente homóloga con 
respecto al dominio de transacilación en policétido sintasa; 20 
 
sfaO se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 105091-105345, tiene 255 
pares de bases de longitud, y codifica para una proteína transportadora de acilo de 84 aminoácidos; 
 
5) dos genes reguladores, sfaC y sfaS, en los que: 25 
 
sfaC se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 19193-19888, tiene 696 pares 
de bases de longitud, y codifica para un factor regulador de la transcripción de 231 aminoácidos; 
 
sfaS se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 109583-109798, tiene 216 30 
pares de bases de longitud, y codifica para un factor de MbtH de 71 aminoácidos; 
 
6) cinco genes que codifican para proteínas de función desconocida, sfaU1, sfaU2, sfaV1, sfaV2, sfaV3, en los que: 
 
sfaU1 se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 14973-15413, tiene 441 35 
pares de bases de longitud, y codifica para una proteína de función desconocida de 146 aminoácidos; 
 
sfaU2 se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 15596-16063, tiene 468 
pares de bases de longitud, y codifica para una proteína de función desconocida de 155 aminoácidos; 
 40 
sfaV1 se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 109776-110312, tiene 537 
pares de bases de longitud, y codifica para una proteína de función desconocida de 178 aminoácidos; 
 
sfaV2 se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 111285-111743, tiene 459 
pares de bases de longitud, y codifica para una proteína de función desconocida de 152 aminoácidos; 45 
 
sfaV3 se ubica en la secuencia de nucleótidos de la agrupación de genes en las bases 112218-112652, tiene 435 
pares de bases de longitud, y codifica para una proteína de función desconocida de 144 aminoácidos. 
 
- La péptido no ribosómico sintetasa en la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, caracterizada 50 
porque comprende los siguientes módulos o dominios: dominio de enzima de condensación de peptidilo C, dominio 
de adenilación A, proteína transportadora de peptidilo PCP, y un dominio de terminación C para la ciclación del 
grupo terminal. 
 
- La policétido sintasa en la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, caracterizada porque comprende 55 
los siguientes módulos o dominios: dominio de condensación de ceto KS, dominio de transacilación AT, dominio de 
proteína transportadora de acilo ACP, dominio de deshidratación DH, dominio de reducción de ceto KR, y dominio 
de reducción de enol ER. 
 
- Un uso de cualquier proteína codificada por la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, para la 60 
síntesis catalítica de la sangliferina A inmunosupresora y cualquier análogo correspondiente de su familia. 
 
- Un uso de cualquier proteína codificada por la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, para la 
síntesis catalítica de la estructura principal de un policétido híbrido-péptido no ribosómico. 
 65 
- El uso de la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, en el que se realiza una modificación genética, y 
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la fermentación biológica del mutante obtenido produce análogos no naturales de sangliferina A, tales como los 
hidroxilados en la posición 21 y 25. 
 
- El uso de la agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A, en el que se realiza una modificación genética, y 
la fermentación biológica del mutante obtenido produce productos compensatorios, análogos no naturales de 5 
sangliferina A que están sustituidos con grupo metilo en la posición 14. 
 
Descripción de las figuras 
 
Figura 1: Estructuras químicas de sangliferinas (sangliferina A y análogos B, C y D). 10 
 
Figura 2: Organización génica y mapa de restricción de agrupación de genes de biosíntesis de SFA. (A) Cuatro 
cósmidos solapados que representan la región de ADN de ∼150 kb del genoma de Streptomyces sp. A92-308110 
(S. flaveolus), B representa la enzima de restricción BamHI, la línea continua representa las partes que ya se han 
sometido a secuenciación de ADN, Sonda P1 a P4 representan sondas marcadas; (B) la organización genética de la 15 
agrupación de genes de biosíntesis de SFA. Desconocido: gen desconocido; PKS: gen de policétido sintasa; NRPS: 
gen de péptido no ribosómico sintetasa; Más allá de la agrupación: gen fuera de los límites; Transposasa: 
transposón; Modificación: gen de síntesis de precursor. 
 
Figura 3: Rutas de biosíntesis propuestas para cada elemento estructural de SFA. (A) ácido piperázico; (B) unidad 20 
iniciadora; (C) unidad de extensión especial. En las etapas marcadas con SfaX, X corresponde a la proteína 
codificada por el gen respectivo en la agrupación de genes tal como se describe en el presente documento; marcar 
una etapa con el símbolo “?” significa que aún no queda claro si la etapa se realiza por una enzima codificada por un 
gen de esta agrupación de genes, o si se realiza in vivo con ayuda de una enzima implicada en el metabolismo 
primario; una etapa sin ninguna marca significa que puede realizarse con ayuda de un proceso de metabolismo 25 
primario. 
 
Figura 4: Ruta para la formación de la estructura principal de SFA. PKS: policétido sintasa; NRPS: péptido no 
ribosómico sintetasa; KS: dominio funcional para la síntesis de ceto; AT: dominio funcional para la transferencia de 
acilo; KR: dominio funcional para la reducción de ceto; ER: dominio funcional para la reducción de enol; DH: dominio 30 
funcional para la deshidratación; ACP: proteína transportadora de acilo; C: dominio funcional para la condensación 
de péptido; A: dominio funcional para la adenilación; PCP: proteína transportadora de peptidilo. 
 
Figura 5: Análisis mediante cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) de productos de fermentación 
derivados de la interrupción de la secuencia de agrupación de genes de biosíntesis de SFA mediante una sonda 35 
clonada. WT: tipo natural; Patrón: patrón de SFA; Mutante: cepa mutante. 
 
Figura 6: Análisis mediante cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) de productos de fermentación de 
una cepa mutante resultante de la sustitución génica. (A) tipo natural, (B) mutante con desactivación de gen de 
deshidrogenasa de unión a zinc sfaJ, (C) mutante con desactivación de gen de policétido sintasa lineal iterativa sfaK, 40 
(D) mutante con desactivación de gen de aciltransferasa sfaL, (E) mutante con desactivación de gen de 
deshidrogenasa de cadena corta sfaM, (F) mutante con desactivación de gen de fenilalanina hidroxilasa sfaA, (G) 
mutante con desactivación de gen de ornitina oxigenasa sfaB, (H) mutante con desactivación de gen de ácido graso 
cetosintasa sfaN, (I) mutante con desactivación de gen de análogo de asparagina sintasa sfaP, (J) mutante con 
desactivación de gen de crotonil-coA reductasa sfaR, (K) mutante con desactivación de proteína desconocida de 45 
flanco izquierdo sfaU1, (L) mutante con desactivación de factor regulador TetR de flanco derecho, (M) mutagénesis 
dirigida al sitio de dominio DH del módulo 8, (N) mutagénesis dirigida al sitio de dominio DH del módulo 10. 
Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus); mv.: cepa mutante (una marca usada para distinguirla del tipo natural); 
tsekangensis: mutante T (produce SFT); hasangensis: mutante H (produce SFH); xuwengensis: mutante X (produce 
SFX). 50 
 
Figura 7: Figura resumen que contiene la ruta de biosíntesis propuesta. 
 
La numeración de módulos de la figura 3 se ha reemplazado por la de la figura 7. Por tanto cuando se hace 
referencia a números de módulo en el presente documento, los números de módulo son a los que se hace referencia 55 
en la figura 7. 
 
Descripción de las secuencias de la lista de secuencias 
 
SEQ ID No. 1: secuencia de ácido nucleico de la agrupación de genes de biosíntesis de SFA 60 
 
SEQ ID No. 2: secuencia de aminoácidos de SfaU1 
 
SEQ ID No. 3: secuencia de aminoácidos de SfaU2 
 65 
SEQ ID No. 4: secuencia de aminoácidos de SfaA 
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SEQ ID No. 5: secuencia de aminoácidos de SfaB 
 
SEQ ID No. 6: secuencia de aminoácidos de SfaC 
 5 
SEQ ID No. 7: secuencia de aminoácidos de SfaD 
 
SEQ ID No. 8: secuencia de aminoácidos de SfaE 
 
SEQ ID No. 9: secuencia de aminoácidos de SfaF 10 
 
SEQ ID No. 10: secuencia de aminoácidos de SfaG 
 
SEQ ID No. 11: secuencia de aminoácidos de SfaH 
 15 
SEQ ID No. 12: secuencia de aminoácidos de Sfal 
 
SEQ ID No. 13: secuencia de aminoácidos de SfaJ 
 
SEQ ID No. 14: secuencia de aminoácidos de SfaK 20 
 
SEQ ID No. 15: secuencia de aminoácidos de SfaL 
 
SEQ ID No. 16: secuencia de aminoácidos de SfaM 
 25 
SEQ ID No. 17: secuencia de aminoácidos de SfaN 
 
SEQ ID No. 18: secuencia de aminoácidos de SfaO 
 
SEQ ID No. 19: secuencia de aminoácidos de SfaP 30 
 
SEQ ID No. 20: secuencia de aminoácidos de SfaQ 
 
SEQ ID No. 21: secuencia de aminoácidos de SfaR 
 35 
SEQ ID No. 22: secuencia de aminoácidos de SfaS 
 
SEQ ID No. 23: secuencia de aminoácidos de SfaV1 
 
SEQ ID No. 24: secuencia de aminoácidos de SfaV2 40 
 
SEQ ID No. 25: secuencia de aminoácidos de SfaV3 
 
SEQ ID No. 26-29: Secuencias de cebador descritas en el ejemplo 1 
 45 
SEQ ID No. 30 y 31: Secuencias de cebador descritas en el ejemplo 11 
 
SEQ ID No. 32-47: Secuencias de cebador descritas en el ejemplo 12 
 
SEQ ID No. 48-63: Secuencias de cebador descritas en el ejemplo 14 50 
 
SEQ ID No. 64-67: Secuencias de cebador descritas en el ejemplo 16 
 
Métodos generales 
 55 
En general, se usaron métodos tal como se describe en Maniatis et al., 1998, Sambrook y Russell, 2001 o en Kieser 
et al., 1999. A continuación se detallan ejemplos o métodos alternativos. 
 
Cepas bacterianas y plásmidos 
 60 
Se hizo crecer Escherichia coli DH10B (GibcoBRL) en medio TY 2x tal como se describe por Sambrook y Russell 
(2001) y E. coli ET12567(pUZ8002) tal como se describe en Paget et al. (1999) en medio TY 2x con kanamicina 
(25 mg/l) y cloranfenicol (12,5 mg/l). Se seleccionaron transformantes de E. coli con ampicilina 100 mg/l o 
apramicina 50 mg/l. 
 65 
La mayoría de los plásmidos usados se describen en Kieser et al., 1999 y Sambrook et al., 2001. pTV1, también 
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conocido como pBS3030, se describe en Cheng et al., 2003, pIJ773 se describe en el n.º de registro de GenBank 
AX657066.1. pANT841 se describe en Genbank: AF438749 
 
Streptomyces sp. A92-308110 (S. flaveolus) productor de sangliferina puede obtenerse de DSMZ, Braunschweig, 
Alemania como Streptomyces sp. DSM 9954. 5 
 
Recetas de medios 
 
Medio agar AS-1: 
 10 

 g/100 ml 
Extracto de levadura  0,1 
L-Alanina  0,02 
L-Arginina  0,05 
Almidón soluble  0,5 
NaCl  0,25 
Na2SO4  1,0 
Agar  2,0 
Agua destilada hasta 100 ml 
Se ajusta el medio mediante NaOH a pH 7,5; 

 
Medio agar ISP4: 
 

 g/l 
Almidón soluble  10 
K2HPO4  1 
MgSO4.7H2O  1 
NaCl  1 
(NH4)2SO4  2 
CaCO3  2 
Disolución de sales traza de ISP  1 ml 
Agar  20 
Agua destilada hasta 1000 ml, ajustado a pH 7,2 antes de la esterilización 

 
Disolución de sales traza de ISP: 15 
 

 g/l 
FeSO4.7H2O  1 
MnCl2.4H2O  1 
ZnSO4.7H2O 1 
Agua destilada hasta 1000 ml 

 
Medio agar IWL-4: 
 
Se preparó medio agar IWL-4 añadiendo, a cada litro de medio ISP-4, 1 g de triptona y 0,5 g de extracto de 20 
levadura, y ajustando el medio a pH 7,2 mediante NaOH. 
 
Método general de conjugación 
 
Se inocularon bacterias donadoras, E. coli S17-1 que contenían el plásmido de interés, en tubos de ensayo en 3-25 
4 ml de caldo LB complementado con apramicina 50 µg/ml con agitación durante la noche. Entonces se inocularon 
500 µl en 50 ml de LB complementado con apramicina 50 µg/ml en matraces de 250 ml a 37ºC y se hicieron hasta 
una DO600 de 0,5. Se recuperaron las células en un tubo de EP de 50 ml mediante centrifugación a 3800 rpm 
durante 10 min. Después se resuspendieron con 20 ml de LB mediante agitación con vórtex y se recuperaron de 
nuevo. Esto se repitió dos veces y se resuspendieron las células recuperadas en 1 ml de LB. Se centrifugaron 30 
bacterias aceptoras, Streptomyces sp. A92-309110 (S. flaveolus), a 12000 rpm durante 3 min para recuperar las 
esporas y se resuspendieron en 500 µl de TES 0,1 M dos veces, después se sometieron a choque térmico a 50ºC 
durante 10 min y se añadieron 500 µl de caldo TSB. Después se incubaron las esporas a 37ºC durante 4-5 h. Se 
recuperaron las esporas y se resuspendieron en 1 ml de LB. Se mezclaron las bacterias en razones de desde 1:99 
hasta 99:1, proporcionando generalmente la razón 1:1 una transformación satisfactoria. Se extendieron las bacterias 35 
mezcladas sobre agar MS y se secaron las placas en un armario de flujo laminar. Después se incubaron las placas a 
30ºC durante 14-16 h. Se extendieron de nuevo las placas con 3-4 ml de agua estéril para eliminar la mayor parte de 
E. coli y se secaron las placas durante 1 h en un armario de flujo laminar. Después se recubrieron las placas con 
1 ml de agua estéril que contenía apramicina a 1 mg/ml y ácido nalidíxico a 1 mg/ml y se incubaron a 30ºC durante 
3-5 días. Se seleccionaron uno o dos o más clones individuales y se inocularon en 3 ml de caldo TSB con 40 
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apramicina a 30 µg/ml con agitación a 30ºC durante varios días. Se extendieron 100 µl de cultivo reciente sobre agar 
ISP-4 y se permitió que se produjera un cruzamiento doble mediante incubación durante 2-3 días. 
 
Extracción de ADN total a partir de Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) 
 5 
Se inocularon suspensiones de esporas de Streptomyces, sp A92-309110 (S. flaveolus), almacenadas a -80ºC, en 
3 ml de medio YEME. Se incubó el cultivo durante 12 h a 30ºC, se transfirió a tubos de EP de 1,5 ml en dos 
porciones, se centrifugó, y se recuperaron las bacterias. Se resuspendieron las bacterias en 500 µl de disolución de 
STE; se añadió lisozima hasta una concentración final de 4 mg/ml, y después se incubó en un baño de agua a 37ºC 
durante 30-45 min. Después de que las bacterias se habían vuelto se observó que se convirtieron en una sustancia 10 
transparente y de tipo gel. Después, se añadieron 250 µl de SDS al 2% y 60 µl de KAc 5 mol/l, y se mezclaron bien, 
se congelaron a -20ºC durante 10 min, después se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min. Se transfirieron los 
sobrenadantes a nuevos tubos de EP de 1,5 ml. Se añadieron 500 µl de mezcla de fenol/cloroformo 1:1 (v/v), y se 
centrifugaron a 10000 rpm durante 3 min. Esta etapa se repitió varias veces hasta que no apareció más proteína 
desnaturalizada blanca en la interfase. Después se usó cloroformo solo para otra extracción final. Se retiró el 15 
sobrenadante, se mezcló bien con un volumen igual de isopropanol, se dejó a temperatura ambiente durante 30 min 
para precipitar el ADN, y se centrifugó a 10000 rpm durante 5 min. Tras lavar con alcohol al 70% y secar mediante 
un filtro de succión, se añadieron 200 µl de tampón TE y 10 µl de ARNasa libre de ADNasa 10 mg/ml, y se congeló a 
-20ºC durante el almacenamiento. 
 20 
Fermentación de la cepa productora de SFA, Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus), y cepas relacionadas, 
aislamiento, purificación e identificación de producto 
 
a) Fermentación líquida 
 25 
A partir de una disolución madre de esporas, se transfirieron 50 µl (concentración promedio de 1X108 por ml) a 3 ml 
de TSB (caldo de tripticasa y soja, Sigma) a presión de antibiótico apropiada (apramicina 50 µg/ml o eritromicina 
50 µg/ml dependiendo del marcador resistente del mutante) y se agitó (a 27ºC, 250 rpm) durante 30 h. A partir del 
cultivo primario, se transfirió 1 ml a 50 ml de medio de siembra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml (diámetro, 
8,5 cm en el fondo y 3,5 cm en la boca; altura, 15 cm) y se agitó (a 27ºC, 250 rpm). 30 
 
A partir del cultivo de siembra, se transfirieron 5 ml a 90 ml de medio de producción en un matraz Erlenmeyer de 
500 ml (diámetro: 10,5 cm en el fondo y 4 cm en la boca, altura: 18 cm) y se hicieron crecer durante 24 h a 25ºC 
(250 rpm), momento en el cual se añadieron 10 ml de medio de producción reciente que contenía 4 g de resina 
XAD-16 al cultivo de producción (total de 4 g de XAD-16 en 100 ml de medio de producción). Se incubó el cultivo en 35 
las condiciones anteriores (25ºC, 220 rpm), durante 3 días adicionales. 
 
Tras completarse la fermentación en el día 4, se hizo pasar el caldo de fermentación a través de un filtro de papel 
ayudado mediante succión. Se transfirió el filtro de papel con el material restante sobre el mismo a un vaso de 
precipitados, y se congeló a -80ºC durante 30 min, y se liofilizó durante la noche. Se añadieron 80-100 ml de 40 
metanol al material secado, se agitó durante 40 min, y se filtró usando succión. Se extrajo el material filtrado con 
metanol por segunda vez, y se filtró usando succión. Se desechó la resina, y se combinaron las disoluciones 
metanólicas, y se secaron a vacío a 35-37ºC. Tras la evaporación hasta sequedad, se transfirió el material usando 
dos alícuotas de 750 µl de metanol. Se combinaron las dos disoluciones metanólicas y se transfirieron alícuotas de 
1,5 ml a tubos Eppendorf, y se congelaron a -20ºC durante 1 h. Se centrifugaron los tubos a 12000 rpm, 4ºC, 45 
durante 10 min. Se transfirió el sobrenadante a nuevos tubos Eppendorf, se secó a vacío hasta que quedaban 
aproximadamente 500 µl de líquido, que entonces se almacenó a 4ºC. 
 
Se purificaron aproximadamente 300 µl del extracto en bruto obtenido tal como se explicó anteriormente mediante 
cromatografía en columna ultrarrápida (RP-18), que se aclaró previamente con 40 ml de acetonitrilo al 40% en agua. 50 
Después se eluyó la columna con 40 ml de acetonitrilo al 50% en agua, y se recogieron fracciones de 40 ml en tubos 
separados, y después se concentraron. Se purificaron adicionalmente muestras previamente tratadas usando CL-
EM (usando acetonitrilo al 80% en agua que contenía ácido fórmico al 1%) para el aislamiento y la identificación. 
 
b) Fermentación sólida 55 
 
Para la inoculación de varias placas de agar, se transfirieron 40 µl de disolución madre de esporas a 3 ml de medio 
TSB, y se incubaron durante la noche a 37ºC (mientras se agitaba a 250 rpm). A partir de este cultivo durante la 
noche, se transfirieron 400-500 µl y se extendieron uniformemente sobre la superficie de placas de agar (150 mm) 
de medio agar R2YE, IWL-4, ISP-4 o AS-1. Alternativamente, pueden usarse alícuotas (50 µl) de disolución madre 60 
de esporas para inocular directamente las placas de agar. Se incubaron a 30ºC las placas de agar inoculadas 
durante 6-7 días. 
 
Al final del periodo de incubación, se recogió el cultivo en el medio de agar en un vaso de precipitados de 250 ml y 
se trituró. Se añadieron 200 ml de metanol al material de una placa de agar y se agitó la mezcla durante 2 h, 65 
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después se filtró a través de papel de filtro ayudado mediante succión. Se desecharon los materiales sólidos, y se 
secó el filtrado en un evaporador rotatorio. Con el fin de recuperar el producto de fermentación, se usaron dos 
alícuotas de 500 µl de metanol para resuspender y transferir el material secado a tubos Eppendorf de 1,5 ml. La 
purificación del material procedente del concentrado metanólico siguió un procedimiento similar al explicado 
anteriormente para el procedimiento de fermentación líquida. Sin embargo, dado que en este caso el contenido de 5 
agua en los medios sólidos es bajo, puede omitirse la etapa de liofilización. Se purificaron adicionalmente las 
muestras usando CL-EM (usando acetonitrilo al 80% en agua que contenía ácido fórmico al 1%) para el aislamiento 
y la identificación. 
 
Clonación de genes de biosíntesis de SFA mediante PCR 10 
 
El sistema de PCR comprende: DMSO (al 8%, v/v), MgCl2 (25 mM), dNTP (2,5 mM), cebadores degenerados 
(10 µM), ADN polimerasa Taq (2,5 u), y una cantidad adecuada del ADN total de Streptomyces sp A92-309110 (S. 
flaveolus) como molde. En primer lugar, 95ºC, 3 min, 1 ciclo; después, 94ºC, 1 min, 68ºC, 1 min, 72ºC, 2 min, 
5 ciclos; 94ºC, 1 min, 65ºC, 1 min, 72ºC, 2 min, 30 ciclos; finalmente, 72ºC, 10 min, 1 ciclo. Tras terminarse la PCR, 15 
se usó la electroforesis en gel de agarosa al 1% para examinar los resultados. Se recuperaron fragmentos de ADN 
de tamaños deseados a partir del gel de bajo punto de fusión, y se ligaron con vector pGEM T Easy. Se 
transformaron células competentes E. coli DH5α, y se extendieron sobre una placa de LB que contenía ampicilina, 
se usaron IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido) para la 
selección azul-blanco. Se escogieron las colonias bacterianas blancas para el cultivo durante la noche, y se 20 
extrajeron los plásmidos. Se evaluó mediante digestión con EcoRI si los plásmidos contenían fragmentos de ADN 
insertados de tamaños deseados. Después se secuenciaron estos plásmidos. 
 
Hibridación de ácido nucleico 
 25 
Se inocularon varios microlitros de micelio o esporas de la cepa mutante que iba a evaluarse en 3 ml de medio TSB, 
se agitaron a 220 rpm, y se cultivaron a 30ºC hasta que se espesó el medio de cultivo. Después se extrajo ADN 
genómico. Basándose en un análisis de secuencia, se diseñó una estrategia de hibridación, se prepararon sondas, y 
se seleccionaron sitios de enzimas de restricción adecuados para la digestión de ADN genómico. 
 30 
Se incubaron 15 µl de sonda (que contenía 0,5-3 µg de ADN) en un baño de agua en ebullición durante 10 min, 
después se transfirieron inmediatamente a un baño de sal-hielo para enfriar. Se añadieron secuencialmente 2 µl de 
mezcla de hexanucleótidos (10x), 2 µl de mezcla de dNTP marcados, 1 µl de enzima de Klenow marcada y se 
mezclaron bien, después se incubó la mezcla en un baño de agua a 37ºC durante 16 h. Se añadieron 0,8 µl de 
EDTA 0,8 M (pH=8,0) para detener la reacción, y se añadieron 2,5 µl de LiCl 4 M y se mezclaron bien. Se añadieron 35 
75 µl de alcohol anhidro previamente helado para la precipitación. Se congeló la mezcla a -80ºC durante 40 min, y 
se centrifugó a 12000 rpm, 4ºC durante 20 min. Se recogió el ADN, se lavó con alcohol previamente helado al 70%, 
se secó a vacío y se disolvió en 50 µl de tampón TE y se almacenó a 4ºC. Tras la electroforesis, se empapó el gel 
de agarosa en HCl 0,25 M durante 20 min, se aclaró con agua desionizada, y después se empapó durante otros 
20 min con agitación suave tras añadirse el tampón básico. Tras intercambiar el tampón una vez, se empapó el gel 40 
durante otros 20 min. Tras lavar varias veces con agua desionizada, se transfirió ADN a una membrana de nailon. 
Se usó un aparato de transferencia (BioRad) para la transferencia. Siguiendo las instrucciones del aparato, se 
colocó un trozo de papel de filtro húmedo sobre la placa inferior, después se recubrió con una membrana de nailon 
de tamaño adecuado. La membrana debe ser 1 cm más grande que el gel por cada lado, después se recubrió con 
una membrana de plástico y se fijaron las pinzas. Se trató el gel de agarosa tal como se describió anteriormente y 45 
después se colocó sobre el poro de membrana. Tras conectarse el aparato con la bomba de vacío, se ajusta la 
presión para mantenerla a 5-8 mmHg. Tras realizar un sello estanco al vacío, se añade aproximadamente 1 l de 
tampón de hibridación SSC 10x, y la superficie de líquido debe cubrir el gel de agarosa. La transferencia se realiza 
durante 2 h. Entonces puede realizarse la fijación cociendo durante 40 min en un horno a 120ºC, o alternativamente 
exponiendo a luz UV (2 J/cm2). 50 
 
Después se almacena la membrana en un lugar oscuro y frío antes de su uso. Se colocó la membrana de nailon 
fijada en tubos de hibridación, y se añadió disolución de hibridación. Se realizó una hibridación previa a 64ºC durante 
30 min, después se añadieron sondas, y se realizó la hibridación a la temperatura deseada durante 16 h. Se lavó 
secuencialmente la membrana dos veces durante 5 min con tampón de lavado riguroso SSC 2x a temperatura 55 
ambiente; después se lavó dos veces durante 15 min con tampón de lavado riguroso SSC 0,5x a 64ºC. Tras el 
lavado riguroso, en primer lugar se equilibró la membrana de nailon durante 1-5 min con tampón de lavado, y luego 
se incubó con disolución de bloqueo durante 30 min, después se incubó con disolución de anticuerpo durante 
30 min. Tras 1-2 lavados con tampón de lavado, se equilibró durante 2-5 min con tampón de detección. Se añadió 
tampón de revelado, y se dejó que se revelase la membrana en la oscuridad. Cuando se alcanzó una intensidad 60 
adecuada, se lavó la membrana con agua desionizada para detener la reacción, y se completó la hibridación. 
 
Ejemplos 
 
Se realizará una descripción adicional de la invención con referencia a las figuras adjuntas en el siguiente contexto. 65 

E09815612
10-12-2015ES 2 556 211 T3

 



25 

 
Ejemplo 1: Clonación del fragmento de gen de crotonil-CoA reductasa a partir de la agrupación de genes de SFA 
 
Hasta ahora, aunque se ha completado satisfactoriamente la síntesis total de SFA, su ruta de producción natural 
casi no se conoce, particularmente con respecto al mecanismo de formación del enlace N-N de la unidad de ácido 5 
piperázico, y la unidad de extensión de policétido poco habitual que probablemente usa una policétido sintasa 
iterativa. Durante los últimos años, estudios marcados con isótopo han mostrado que el ácido glutámico y la 
glutamina pueden ser los precursores de biosíntesis del ácido piperázico en determinados sistemas que producen 
productos naturales que comprenden unidades de ácido piperázico (Umezawa et al., 2001; Miller et al., 2007). 
Según análisis de agrupaciones de genes existentes y de otras agrupaciones de genes notificadas para productos 10 
naturales que comprenden ácido piperázico, no se excluye la posibilidad de que la ornitina sea un sustrato; además, 
la unidad de extensión poco habitual, como sustituyente lateral en la estructura principal macrocíclica, puede 
formarse basándose en una policétido sintasa iterativa poco habitual. Las dos unidades mencionadas anteriormente 
pueden desempeñar papeles importantes en el desarrollo de nuevos fármacos y el estudio de relaciones estructura-
actividad. Por tanto, existe la necesidad de un análisis de la agrupación de genes de biosíntesis de SFA para 15 
esclarecer el mecanismo de biosíntesis de SFA, y después desarrollar su posible valor farmacéutico. 
 
Basándose en el análisis de la estructura de PKS-NRPS híbrida para la estructura principal macrocíclica, se supuso 
que la agrupación de genes presentaba una región de PKS-NRPS lineal larga, sin homólogos conocidos, que 
conducía a un aumento en la dificultad de aislamiento y clonación de la agrupación de genes de biosíntesis. De 20 
hecho, mediante análisis con sonda con elementos de genes de PKS y NRPS, se aisló ADN de 11 agrupaciones de 
PKS y 7 de NRPS, después se usó para estudios de inactivación de genes. Todo esto no condujo a ningún efecto 
sobre la producción de sangliferina. Finalmente, los inventores consiguieron clonar la agrupación de genes usando 
otras unidades específicas como sondas. Mediante análisis de agrupaciones de genes de biosíntesis que se 
producen de manera natural para productos naturales de policétido que comprenden estructuras basadas en grupo 25 
etilo, los inventores observaron que las unidades de etilo se introducían generalmente usando etilmalonil-CoA como 
elemento estructural. Los inventores concibieron que la agrupación de genes de SFA puede contener un homólogo 
de CCR. Por tanto, se diseñaron cebadores de CCR degenerados para clonar la secuencia de la región altamente 
conservada de la crotonil-coA sintetasa responsable de la biosíntesis de la unidad de etilo, que se pensaba que 
estaba presente en el genoma de S. sp. A92-308110 (S. flaveolus). Después se marcó la secuencia clonada como 30 
sonda para realizar un examen de biblioteca. Las secuencias de cebadores degenerados fueron las siguientes: 
 
CCR largo-dir. (SEQ ID: 26): AGGAAT TCATGG CCTCCK CSRTSA ACTACA AY, 
 
CCR largo-inv. (SEQ ID: 27): TCGGAT CCGCCG AAGTTS GTCTCR WABCCC CA; 35 
 
CCR corto-dir. (SEQ ID: 28): AGGAAT TCGACA TCGACA TSGTBW TCGAG CA, 
 
CCR corto-inv. (SEQ ID: 29) TCGGAT CCGATG ATGCGC TTSWSB KDCATC CA. 
 40 
Usando estos cebadores, se amplificaron dos secuencias de 900 pb y 300 pb a partir del genoma de Streptomyces 
sp A92-309110 (S. flaveolus). Se cortó el gel, y se recuperaron los fragmentos de PCR y se digirieron mediante 
EcoRI y BamHI, y después se clonaron en pSP72 en el sitio EcoRI/BamHI. Se identificaron los plásmidos 
recombinantes mediante digestión enzimática y secuenciación. En total, se clonaron tres conjuntos diferentes de 
fragmentos de gen de CCR que eran altamente homogéneos entre sí. 45 
 
Ejemplo 2: Clonación, análisis de secuencia y análisis de función de agrupación de genes de biosíntesis de SFA 
 
Se marcaron fragmentos clonados tal como se describió anteriormente en el ejemplo 1 con digoxina, y se realizó un 
examen de biblioteca. Volvieron a dividirse en grupos los 3 conjuntos resultantes de cósmidos obtenidos, y se 50 
establecieron sus posiciones relativas según mapeo de restricción. Se eligió el fragmento de extremo de BamHI de 
6,4 kb de pTL3101 (cQXD03-126-6) como sonda para realizar paseo cromosómico, y se obtuvo el cósmido pSL36. 
Después, se eligió el fragmento de BamHI de 1,4 kb para realizar el paseo cromosómico, y se obtuvieron los 
cósmidos pTL3104 (cQXD04-49-1~50). Después se eligió el fragmento de BamHI en el extremo izquierdo para 
realizar el paseo y se obtuvieron los cósmidos pTL3106 (cQXD04-64-1~40). Tras estas tres rondas de paseo 55 
cromosómico, se clonó un total de aproximadamente 150 kb de ADN cromosómico. Usando cebadores degenerados 
de PKS y NRPS respectivamente, se realizaron ensayos de PCR con algunos cósmidos, a partir de algunos de los 
cuales se amplificaron bandas específicas. Esto confirmó que la agrupación de genes comprende CCR y PKS-NRPS 
híbrido. 
 60 
Tabla 1: Análisis de función basado en secuencia de la agrupación de genes de biosíntesis de SFA 
 

gen aminoácido proteína similar función de proteína homóloga similitud / identidad 
sfaU1 150 ZP_03193264 proteína desconocida 60/45 
sfaU2 112 AAW49302 resolvasa/integrasa 81/75 
sfaA 276 YP_001509705 Fenilalanina meta-hidroxilasa 70/57 
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sfaB 446 YP_001852050 ornitina N5-oxigenasa 73/61 
sfaC 231 YP_001852059 factor regulador de la transcripción 73/60 
sfaD 3609 YP_631823 péptido no ribosómico sintetasa 57/43 
sfaE 2217 ABC87510 policétido sintasa 65/52 
sfaF 4206 ABB88533 policétido sintasa 59/48 
sfaG 3628 NP_824075 policétido sintasa 63/54 
sfaH 8301 ZP_03174068 policétido sintasa 63/52 
sfaI 3405 DQ_450945 policétido sintasa 73/65 
sfaJ 332 YP_112153 deshidrogenasa de unión a zinc 67/51 
sfaK 1515 YP_001104567 policétido sintasa lineal iterativa 58/47 
sfaL 425 YP_480040 aciltransferasa 54/42 
sfaM 239 YP_949278 deshidrogenasa de cadena corta 60/43 
sfaN 340 YP_001537010 cetosintasa 66/52 
sfaO 84 AAD_20269 proteína transportadora de acilo 61/45 
sfaP 616 BAB12569 análogo de asparagina sintasa 77/68 
sfaQ 259 CAQ64680 tioesterasa 70/58 
sfaR 453 YP_002204695 crotonil-coA reductasa 91/86 
sfaS 71 YP_882427 proteína MbtH 82/67 
sfaV1 178 CAD18995 proteína desconocida 81/65 
sfaV2 152 YP_002199237 proteína hipotética 63/53 
sfaV3 144 YP_001159721 proteína hipotética 57/45 

 
Se seleccionaron los tres cósmidos con la mayor cobertura para someterse a secuenciación de longitud completa, y 
los inventores obtuvieron 118.372 pb de secuencia de nucleótidos continua. Un análisis bioinformático reveló que 
comprendía 44 marcos de lectura abiertos (ORF), al menos 19 ORF de los cuales se sugirió que estaban 
relacionados con la biosíntesis de SFA, incluyendo: 1 gen de NRPS (sfaD) responsable de la síntesis de la 5 
estructura principal de tripéptido macrocíclica; 5 genes de PKS (sfaE-I) que completan la síntesis de la estructura 
principal de policétido macrocíclica; 11 supuestos genes de síntesis de precursores (sfaA-B, sfaJ-R), responsables 
de la síntesis de la unidad iniciadora y de cada unidad de condensación, y de la modificación de la estructura 
principal; 2 genes reguladores (sfaC y sfaS) implicados en la regulación de la biosíntesis de SFA. En la tabla anterior 
se mostraron resultados del análisis de función de cada gen. 10 
 
Ejemplo 3: Determinación de los límites de la agrupación de genes de biosíntesis de SFA 
 
Según el análisis de secuencia, a aproximadamente 40 kb del punto de inicio de secuenciación en el sentido de 5’, 
hay un perfil incompleto de transposición (en el sentido de 5’ de sfaU1 y sfaU2); a aproximadamente 20 kb desde el 15 
punto final de secuenciación en el sentido de 3’, hay obviamente dos genes de transposasa (es decir sfaT2 y sfaT3), 
pero falta parte del gen de transposición en el sentido de 5’. Usando las dos secuencias descritas anteriormente 
como límites, todos los ORF pueden dividirse en tres secciones: 
 
La secuencia de aproximadamente 120 kb en la parte central es el núcleo responsable de la biosíntesis de la 20 
estructura principal de SFA, tal como se describió anteriormente. 
 
La sección en el sentido de 5’ comprende 16 genes que supuestamente no son relevantes para la biosíntesis de 
SFA, incluyendo 9 genes funcionales (gen de monooxigenasa de citocromo p450 orf16, gen de proteína 
transportadora de acilo orf14, gen de adenilasa orf13, gen de metiltransferasas orf12, gen de hidroxilasa de 25 
citocromo p450 orf11, gen de desoxi-guanina cinasa orf10, gen de deshidrogenasa orf9 y gen de proteinasa M23S 
orf6), 5 genes que codifican para proteínas desconocidas (orf15, orf7, orf5, sfaJ1 y sfaJ2), 2 genes que codifican 
para factores reguladores (orf4 y orf8, que pertenecen a la familia de TetR y LysR, respectivamente), y 1 gen de 
proteína acoplada a transferencia de glicosilo (orf3). 
 30 
La sección en el sentido de 3’ comprende genes que supuestamente no son relevantes para la biosíntesis de SFA, 
incluyendo 3 genes que codifican para proteínas desconocidas (sfaV1, sfaV2 y sfaV3) y 2 genes de transposasa 
(sfaT2 y sfaT3). También hay 1 gen que codifica para factor regulador de la familia de TetR (orf23), 1 gen que 
codifica para proteína de membrana acoplada a TetR (orf24), 1 gen de FAD monooxigenasa (orf25), y 1 gen de 
endonucleasa incompleto (orf26). 35 
 
Un análisis preliminar de la secuencia de la agrupación de genes ayudó a los inventores a determinar los supuestos 
límites de la agrupación de genes de biosíntesis de SFA. El límite izquierdo está ubicado justo en el sentido de 5’ de 
sfaA, incluyendo 2 genes de función desconocida (sfaU1 y sfaU2). El límite derecho está ubicado justo en el sentido 
de 3’ del gen de MbtH, incluyendo 3 genes de función desconocida y 2 genes de transposasa (sfaV1~3, orf21 y 22). 40 
Dado que las proteínas de la familia de MbtH con frecuencia están asociadas con NRPS, los inventores suponen 
que está implicada en la regulación de biosíntesis de precursores. Sin embargo, la actividad de proteínas de esta 
familia puede complementarse mediante homólogos en otra parte en la agrupación; es decir, se necesitaría 
desactivar todos los genes de MbtH presentes en todo el genoma, de lo contrario se complementarán mediante su 
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homólogo ubicado en otro lugar en el genoma. Como se desconocía la cantidad total de MbtH en las bacterias 
huésped, se eligieron la proteína desconocida en el sentido de 3’ y el transposón para su análisis. Además, a 82 pb 
desde el inicio de orf10, hay una secuencia de promotor de 35 pb; y a 52 pb desde donde termina orf18, hay una 
parte de una secuencia de terminador independiente de p. Toda la agrupación de genes está ubicada en la unidad 
transcripcional grande tal como se describió anteriormente. Basándose en el siguiente análisis de las transposasas 5 
en el sentido de 3’, se supone que esta agrupación de genes procede de una transferencia de genes horizontal. 
 
3.1 Estudio del límite izquierdo 
 
El estudio del límite izquierdo se centró en sfaU1 y sfaU2. sfaU1 tiene una longitud completa de 453 pb, codifica 10 
para una proteína de función desconocida de 150 residuos de aminoácido, y comparte el 60% de homología con una 
proteína desconocida en Streptomyces sviceus; sfaU2 tiene una longitud completa de 468 pb, codifica para una 
proteína de función desconocida de 155 residuos de aminoácido, que, tras análisis, se observó que compartía el 
81% de homología con una resolvasa/integrasa en Streptomyces turgidiscabies. Se llevó a cabo una desactivación 
del gen sfaU1 y se confirmó que no era relevante para la biosíntesis de SFA. Mientras tanto, las secuencias de 15 
transposón en el sentido de 5’ y de 3’ de sfaU1 también implican los límites de la transferencia horizontal de la 
agrupación de genes. 
 
3.2 Estudio del límite derecho 
 20 
El estudio del límite derecho se centró en sfaV1, sfaV2, sfaV3 y sfaT2. sfaV1 tiene una longitud completa de 537 pb, 
codifica para proteína desconocida de 178 residuos de aminoácido, y comparte el 81% de homología con una 
proteína desconocida en Streptomyces cattleya; sfaV2 tiene una longitud completa de 459 pb, codifica para una 
proteína de función desconocida de 152 residuos de aminoácido, y comparte el 46% de homología con una proteína 
de función desconocida en Streptomyces coelicolor, sfaV3 tiene una longitud completa de 435 pb, codifica para una 25 
proteína desconocida de 144 residuos de aminoácido, comparte el 45% de homología con una proteína desconocida 
en S. coelicolor, y una determinada homología con UDP-N-acetilglucosamina transferasa en Pseudomonas syringae 
pv. tomato. SfaT2 tiene una longitud completa de 534 pb, codifica para una transposasa de 177 residuos de 
aminoácido, y es parcialmente homóloga a la secuencia de inserción de IS-4 en Burkholderia vietnamiensis. 
Basándose en el análisis de la secuencia de transposón, se determinó que el límite en el sentido de 3’ estaba 30 
ubicado adyacente a la región de transposón. 
 
Ejemplo 4: Propuesta para la biosíntesis de la unidad iniciadora de SFA 
 
Se reduce acetoacetil-CoA endógena para dar hidroxi-butiril-CoA mediante las deshidrogenasa/reductasas de 35 
cadena corta codificadas por sfaM, después para dar crotonil-coA mediante una deshidratasa metabólica primaria 
desconocida. Después, se somete a carboxilación reductora la crotonil-coA mediante crotonil-coA reductasa 
codificada por sfaR, y se amida mediante análogo de asparagina sintetasa codificado por sfaP. Después de eso, se 
completa la extensión por incorporación de la unidad de dos carbonos posterior mediante la autoacilación de la 
proteína transportadora de acilo iniciadora (codificada por sfaE-ACP1). Mientras tanto, se piensa que una 40 
aciltransferasa libre que tiene una función modificada y codificada por sfaL es responsable de hidrolizar otras 
unidades que se añaden de manera errónea mediante autoacilación. 
 
Ejemplo 5: Propuesta para la biosíntesis de la m-tirosina en SFA 
 45 
Todos los sistemas de hidroxilación de fenilalanina/tirosina/triptófano tradicionales se basan en una reacción de 
sustitución electrófila para realizar la hidroxilación en las regiones ricas en electrones de sistemas aromáticos. Por el 
contrario, la meta-hidroxilación de fenilalanina se produce en la posición meta relativamente pobre en electrones de 
la fenilalanina. Un análisis bioinformático del segundo dominio de adenilación (A2) en la NRPS muestra que su 
región de huella activa no comparte ninguna homología con las regiones de huella de los dominios de adenilación 50 
que son responsables de reconocer la fenilalanina en otros sistemas, y no tiene ninguna asociación aparente con la 
tirosina. Se expresó la supuesta meta-hidroxilasa, SfaA, en E. coli y se aisló usando métodos convencionales. Un 
estudio in vitro de esta proteína en un ensayo de AMP PPi (para los métodos, véase Garneau et al., 2005) mostró 
que no tenía ninguna actividad sobre la fenilalanina libre, pero sí mostró actividad frente a un derivado de tioéster de 
acetilcisteamina (SNAC). Esto sugiere que la fenilalanina es el sustrato óptimo para la integración en la estructura 55 
principal de polipéptido, es decir tras la integración, tiene lugar modificación in situ para obtener la unidad de meta-
tirosina. 
 
Ejemplo 6: Propuesta para la biosíntesis de la unidad de ácido piperázico de SFA 
 60 
El tercer elemento estructural del resto peptídico corto en la estructura de SFA es una unidad de ácido piperázico, 
que está implicada en la integración de la estructura principal peptídica de una manera 2,3-regioselectiva. 
Inicialmente se supuso que la unidad de ácido piperázico se obtenía a partir de un precursor de prolina mediante 
deshidrogenación en la posición 1,2, amonólisis, oxidación en N5 para formar un ciclo, y después reducción. Sin 
embargo, ensayos marcados anteriores han mostrado que el precursor real de unidad de ácido piperázico es el 65 
ácido glutámico (Umezawa et al., 2001, Miller et al., 2007). Por tanto, se sugiere que la unidad de ácido piperázico 
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se forma a partir de una molécula precursora de ácido glutámico/glutamina mediante hidrogenación y 
deshidratación, oxidación en N5 y después hidrogenación. Aunque no se ha obtenido ninguna evidencia directa de 
que la ornitina sea el precursor en otros sistemas de ensayo marcado, los inventores consideran que es posible que 
la ornitina esté implicada en la formación de ácido piperázico en el sistema mediante oxidación en N5 directa para 
formar el ciclo, tal como se observa en otros sistemas (Fujimori et al., 2007). 5 
 
Ejemplo 7: Propuesta para la biosíntesis de la unidad de extensión poco habitual 
 
Se piensa que la policétido sintasa iterativa codificada por sfaK está implicada en la biosíntesis de la unidad de 
extensión poco habitual de 6 carbonos. Se usa acetil-CoA o malonil-CoA como unidad iniciadora para pasar a través 10 
de dos rondas de extensión de dos carbonos, y se obtiene triceto-hexanoil-CoA. Después se reduce selectivamente 
el grupo ceto en la parte central mediante el dominio de oxidación-reducción poco habitual en el extremo terminal de 
dicha enzima, y se obtiene un derivado de CoA parcialmente reducido con un doble enlace conjugado. Después, 
mediante carboxilación reductora por la crotonil-coA reductasa codificada por sfaR, se activa para incorporarse en el 
proceso de extensión de cadena de policétido. En la identificación del producto de fermentación derivado del 15 
mutante desactivado de sfaK, los inventores detectaron una señal de m/z 1033,4 (figura 6C). Esto respalda la 
supuesta generación de un producto de biosíntesis compensatorio, es decir la cadena lateral de unidad de extensión 
especial se sustituye por el sustrato metilmalonil-CoA que no es óptimo en cuanto al dominio correspondiente para 
transacilación en PKS, de modo que se obtiene un producto de sustitución con una cadena lateral de metilo. 
 20 
Ejemplo 8: Generación de análogos no naturales de SFA mediante medios genéticos 
 
Se inactivaron los segmentos correspondientes a diversos dominios DH en la agrupación de genes de biosíntesis de 
SFA mediante mutagénesis dirigida al sitio, de modo que se codifica para una deshidratasa que carece de residuos 
de sitio activo. Se usó esta deshidratasa para actuar sobre un producto intermedio que había pasado por el 25 
reconocimiento de AT en el sentido de 5’, transferencia sobre ACP, condensación catalizada por KS y reducción 
mediante KR. Dado que dicha deshidratasa no puede ejercer su función de deshidratación para formar un doble 
enlace, se obtiene por tanto el análogo de SFA con un grupo hidroxilo. El dominio deshidratasa (DH) es un dominio 
enzimático que cataliza la deshidratación del grupo hidroxilo derivado de la reducción de ceto, para formar un doble 
enlace. El dominio funcional tiene un motivo altamente conservado LXXHXXXGXXXXP, en el que el residuo de 30 
histidina es el centro activo catalítico; la leucina y la glicina mantienen un plegamiento normal; la prolina algunas 
veces no se conserva y se desconoce su función. Por tanto, se eligió el residuo de histidina como diana para la 
mutación. Se eligieron DH3/DH4/DH5/DH6 (los dominios DH de los módulos 7, 8, 10 y 11) en SfaA4 (sfaH) 
(responsables respectivamente de la formación de los dos conjuntos de dos dobles enlaces dentro y fuera del grupo 
éster del macrólido) como dominios funcionales diana para inactivarse mediante mutagénesis dirigida al sitio. Se usó 35 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar 8 fragmentos de ADN de aproximadamente 1 kb que 
flanqueaban los motivos de los dominios funcionales mencionados anteriormente, y se usaron estos fragmentos 
como brazos homólogos. Se cambió el residuo de histidina por un residuo de aminoácido apolar tal como 
glicina/alanina o similar, para eliminar la función de deshidratación. Se introdujeron codones alterados mediante 
cebadores, y se ligaron dos fragmentos que portaban la mutación (pueden introducirse sitios de restricción 40 
requeridos para tal ligamiento mediante mutación silenciosa). De esta manera, se construyeron plásmidos 
recombinantes homólogos necesarios para la mutagénesis dirigida al sitio. Se fermentaron los mutantes 
correspondientes. La cromatografía de líquidos/espectrometría de masas detectó picos de señal M+18 (CL-ESI-EM 
m/z 1109,3, 1131,5), mostrando que se produjeron los compuestos deseados. 
 45 
Para facilitar la comprensión de la presente invención, a continuación se proporcionan adicionalmente ejemplos 
únicamente con fines ilustrativos y no limitativos del alcance de la invención. 
 
Ejemplo 9: Construcción de un sistema de transferencia de genes para la cepa productora de SFA Streptomyces sp 
A92-309110 (S. flaveolus) 50 
 
En primer lugar se transformó el plásmido diana que iba a usarse en transferencia conjugativa en E. coli S17-1. Se 
escogió una única colonia de una placa y se inoculó en tubos con 3 ml de medio LB y antibiótico correspondiente 
para presión selectiva, y se incubó durante la noche a 37ºC. Se recogió el cultivo al día siguiente, se pipeteó 1 ml de 
cultivo y se inoculó en un matraz de agitación de 250 ml que contenía 50 ml de medio LB y antibiótico 55 
correspondiente para presión selectiva. Se realizó la incubación a 37ºC en un agitador hasta que el valor de DO600 
alcanzó aproximadamente 0,5. Se transfirió el cultivo a tubos de EP de 50 ml, y se centrifugó a 3800 rpm durante 
10 min a 16ºC. Se recuperaron las bacterias, y se lavaron dos veces con 20 ml de medio LB, después se 
centrifugaron en las mismas condiciones. Después se recuperaron las bacterias y se resuspendieron en 1 ml de LB 
antes de su uso. 60 
 
Se tomó un tubo de suspensión de esporas crioconservada y se centrifugó a 12000 rpm durante 3 min a temperatura 
ambiente. Tras retirarse el sobrenadante, se lavó dos veces con 1 ml de tampón TES, y se resuspendió en 500 µl de 
tampón TES. Se realizó choque térmico en un baño de agua a 50ºC durante 10 min, y después se añadieron 500 µl 
de medio TSB. Se mezcló bien la disolución, se incubó a 37ºC durante 4-5 h, y después se centrifugó para retirar 65 
totalmente el sobrenadante. Después se resuspendió el sedimento con 1,5 ml de LB antes de su uso. 
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Se extendieron las bacterias receptoras y las bacterias donadoras (cada una 100 µl) sobre placas con medio MS 
(que contenía MgCl2 10 mM), y se cultivaron a 30ºC durante 12-16 h. Además, se usó una placa, en la que sólo se 
extendieron bacterias receptoras, como control negativo. Tras cultivar, se añadieron 4-5 ml de ddH2O estéril a cada 
placa, y se rascó suavemente la superficie con una rasqueta. Tras absorberse el agua, se secó la placa durante 1 h, 5 
después se recubrió de nuevo con 1 ml de ddH2O estéril (que contenía Am 12,5 µg/ml y NA 50 µg/ml) y se cultivó a 
30ºC durante 3-5 d. Se escogió una única colonia que creció bien que se transformó satisfactoriamente y se inoculó 
en 3 ml de medio TSB, que contenía selección con antibiótico, si era necesario. Se agitó el cultivo a 30ºC. Tras 1 d, 
se tomó aproximadamente 1 µl del cultivo y se extendió sobre una placa de 150 mm que contenía AmR ISP-4, 
después se cultivó durante 2 d a 37ºC. Se recubrió directamente la placa con medio de placa sólido que contenía 10 
que kanamicina ISP-4, y se cultivó durante 6-7 h a 37ºC. Después se separaron los 2 fragmentos de medio de 
cultivo, y se cultivaron durante otros 2 d a 37ºC respectivamente. Se escogieron colonias individuales que habían 
crecido con AmR pero no en la posición correspondiente sobre placas de kanamicina y se inocularon en 3 ml de 
medio TSB. Se agitó el cultivo y estaba listo para fermentación. 
 15 
Ejemplo 10: Construcción de una biblioteca génica de la cepa productora de SFA Streptomyces sp A92-309110 (S. 
flaveolus) 
 
10.1 Ensayo de digestión enzimática a pequeña escala 
 20 
En primer lugar, se determinó la cantidad de Sau3AI a usarse mediante una serie de experimentos de dilución. Se 
preparó en primer lugar un sistema de reacción de 250 µl (que contenía 40 µl de ADN genómico (por ejemplo, 
gDNAQXD01-82-1), 2,5 µl de BSA (100x)), entonces se dividió el sistema de reacción de 250 µl en 1 x 50 µl y 7 x 
25 µl, y se mantuvo sobre hielo. Entonces, se añadieron 2 µl de Sau3Al, que se había diluido previamente hasta 
0,5 u/µl, al tubo n.º 1 que contenía el sistema de reacción de 50 µl, y se mezcló bien. Luego se transfirieron 25 µl a 25 
los 25 µl en el tubo nº 2. Se repitieron estas etapas de transferencia 7 veces. Se incubaron todos los sistemas en un 
baño de agua a 37ºC durante 15 min, luego se inactivaron a 70ºC durante 10 min. Se realizó una electroforesis en 
gel de agarosa al 0,4% a 4ºC en una sala fría, luego se tiñó con bromuro de etidio. Se examinó la calidad de la 
digestión enzimática bajo luz UV o usando un sistema de imágenes en gel. 
 30 
10.2 Ensayo de digestión enzimática a gran escala 
 
Según las condiciones de reacción determinadas en experimentos preliminares, se usaron 4 veces la cantidad del 
ADN total y la enzima a la concentración correspondiente para preparar fragmentos de ADN necesarios para 
construir la biblioteca: se mezcló bien el sistema sobre hielo, se dividió uniformemente en 5 alícuotas, y se incubó en 35 
un baño de agua a 37ºC. A los 12, 14, 16, 18 y 20 min respectivamente, se tomaron alícuotas y se inactivaron a 
70ºC durante 10 min. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0,4% a 4ºC en la sala fría, luego se tiñó con 
bromuro de etidio. Se examinó la calidad de la digestión enzimática bajo luz UV o usando un sistema de imágenes 
en gel. 
 40 
10.3 Desfosforilación 
 
Se extrajeron secuencialmente fragmentos de ADN digeridos de tamaño adecuado con disolución saturada de fenol, 
y cloroformo-alcohol isoamílico. Se añadieron 0,1 volúmenes de NaAc 3 M y 3 volúmenes de alcohol anhidro para 
precipitar el ADN. Entonces se lavó el sedimento de ADN con alcohol al 70%, se secó, y luego se resuspendió en 45 
200 µl de agua. Se retiraron 10 µl como control, y se desfosforiló el ADN restante. Se añadieron 10 µl de SAP 
(Promega, 1 unidad/µl) y 25 µl de tampón 10x a 190 µl de ADN digerido con Sau3AI, y luego se añadió agua hasta 
250 µl. Se incubó el sistema durante 1 h a 37ºC, se complementó con 7 µl de SAP, y luego se mezcló bien. Tras 
incubación durante 1 h, se realizó desnaturalización térmica a 70ºC para inactivar la enzima. Se realizó extracción 
secuencialmente con disolución saturada de fenol, cloroformo:alcohol isoamílico. Se añadieron 0,1 volúmenes de 50 
NaAc 3 M y 3 volúmenes de alcohol anhidro para precipitar el ADN. Entonces se lavó el ADN con alcohol al 70%, se 
secó, se resuspendió en 15 µl de disolución de TE. Entonces, se examinó para observar si la desfosforilación era 
completa. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0,3% a 4ºC en una sala fría, y se tiñó el gel con bromuro 
de etidio. Se examinó la calidad de la digestión enzimática bajo luz UV o usando un sistema de imágenes en gel. 
 55 
10.4 Preparación de vector SuperCos1 
 
Se usó la enzima individual Xbal para linealizar SuperCos1 entre dos sitios cos, y entonces se realizó 
desfosforilación (para impedir el autoligamiento). Luego, para insertar fragmentos parcialmente digeridos de ADN del 
genoma, se realizó digestión con BamHI para obtener dos brazos de 1 kb y 7 kb. El vector preparado tenía la 60 
concentración de 1 µg/µl. 
 
10.5 Ligamiento de fragmentos derivados de ADN total en vector SuperCos1 
 
Se mezclaron 6 µl de ADN desfosforilado (aproximadamente 2 µg/µl) y 4 µl de SuperCos1 preparado 65 
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(aproximadamente 1 µg/µl), y se tomaron 1,2 µl como control. A los 8,8 µl restantes de la disolución de mezcla se les 
añadieron 1,2 µl de ADN ligasa de T4 (NEB 400 u/µl) y 1,2 µl de tampón, luego se mezcló bien. Se llevó a cabo 
ligamiento durante 16 h a 16ºC. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa a 4ºC en una sala fría. Se tiñó el gel 
con bromuro de etidio, y se examinó bajo luz UV o usando un sistema de imágenes en gel. 
 5 
10.6 Empaquetamiento de bibliotecas 
 
Se retiró un reactivo de empaquetamiento Stratagene Gig Pack III XL del congelador a -80ºC, y se descongeló 
rápidamente a mano. Se añadieron 4 µl de producto de ligamiento, y se pipeteó suavemente 3 veces. Se incubó la 
mezcla en un baño de agua a 22ºC durante 2 h, luego se retiró y se añadieron 500 µl de tampón SM, después se 10 
invirtió varias veces. Se añadieron 50 µl de cloroformo y invirtió la mezcla varias veces (ahora debe ser visible cierta 
precipitación similar a proteína). Entonces se centrifugó la mezcla durante unos pocos segundos. Se transfirió el 
sobrenadante mediante pipeteo, y se almacenó a 4ºC. 
 
10.7 Valoración 15 
 
En primer lugar, se escogió una colonia bacteriana individual de E. coli VCS257 de una placa y se inoculó en LB 
para el cultivo durante la noche. Se tomaron 500 µl de cultivo y se inocularon en 50 ml de LB (MgSO4 10 mM, 
maltosa al 0,2%), y se cultivaron a 37ºC con agitación. Cuando la DO600 de E. coli alcanzó 0,84, se añadieron 5 µl de 
disolución de empaquetamiento a 45 µl de tampón SM, luego se añadieron a 50 µl de E. coli VCS257. Se dieron 20 
golpecitos suaves al tubo para que se mezclase, luego se puso en un baño de agua a 22ºC para incubar durante 
30 min. Se añadieron 400 µl de LB, se invirtió el tubo varias veces, luego se incubó en un baño de agua a 37ºC 
durante 75 min (y se invirtió varias veces cada 15 min). Se extendieron 250 µl sobre cada placa de LB (Amp 
100 µg/ml), y se incubaron durante la noche a 37ºC. 
 25 
10.8 Confirmación de la autenticidad de la biblioteca 
 
Para demostrar que las colonias bacterianas hechas crecer no eran falsos positivos sino que realmente contenían 
cósmidos recombinantes, se escogieron al azar 10 colonias, se inocularon en LB (Amp 100 µg/ml) y se cultivaron. 
Se extrajeron los cósmidos según el método de lisis alcalina usado para minipreparaciones de ADN de plásmido de 30 
E. coli, luego se digirieron con BamHI y se hicieron pasar sobre un gel de agarosa al 0,5%. 
 
10.9 Amplificación de bibliotecas 
 
Se inoculó E. coli VCS257 en 50 ml de LB (que contenía MgSO4 10 mM, maltosa al 0,2%) y se cultivó hasta DO600 = 35 
0,84, luego se realizó inmediatamente transfección. Se mezclaron suavemente la disolución de cultivo celular 
(100 µl) y de empaquetamiento (100 µl), se incubaron en un baño de agua a 22ºC durante 30 min, luego se 
añadieron 800 µl de LB a cada uno de 5 tubos de microcentrífuga, se mezclaron suavemente, y se incubaron en un 
baño de agua a 37ºC durante 75 min con mezclado suave cada 15 min. Mientras se realizaba la incubación, se 
colocaron 5 placas grandes (concentración de Amp de 100 µg/ml) a 37ºC en un incubador para precalentarlas. Tras 40 
acabarse la incubación en el baño de agua, se extendió sobre las placas el contenido de un tubo de microcentrífuga 
para cada placa, y se incubaron durante la noche a 37ºC. Tras cultivar durante 18 h (hasta que las colonias 
bacterianas hubieron crecido bien), se añadieron 3~4 ml de LB a cada placa. Se rascaron las colonias bacterianas 
con una rasqueta, y se pipeteó la disolución de cultivo y se transfirió a un tubo de centrífuga de 50 ml. Se 
combinaron las disoluciones de cultivo de las 5 placas grandes, y se añadieron ampicilina y glicerol estéril hasta 45 
concentraciones finales de 50 µg/ml y el 18% (V/V). Se almacenaron alícuotas de 250 µl/tubo a -80ºC. 
 
Ejemplo 11: Generación de una cepa Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) modificada por ingeniería que da 
como resultado una sustitución génica del gen sfaK mediante direccionamiento por PCR. 
 50 
La generación de una cepa Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) modificada por ingeniería con una deleción 
en marco en el gen sfaK de la agrupación de biosíntesis de sangliferina mediante direccionamiento por PCR implica 
sustituir la mayor parte de la región codificante de sfaK por un marcador de resistencia a apramicina y el oriT usando 
el procedimiento convencional de direccionamiento por PCR (Gust et al 2002). 
 55 
Se diseñaron los cebadores 201-1L (SEQ ID NO: 30) y 201-1R (SEQ ID NO: 31) según el procedimiento de 
direccionamiento por PCR para amplificar el marcador de resistencia a apramicina junto con el oriT a partir del molde 
pIJ773 (n.º de registro GenBank AX657066,1). La región 5’ de cada cebador (no subrayada) es idéntica a sfaK de 
manera que la sustitución de la secuencia de sfaK entre las regiones de unión de los oligos con el casete de 
sustitución de pIJ773, que contiene FRT, oriT, aac(3)IV y FRT eliminará la actividad de SfaK. La región 3’ subrayada 60 
de cada oligo es idéntica a una secuencia en pIJ773 para la amplificación del casete de sustitución. Dentro del 
casete de sustitución, FRT es la secuencia diana de reconocimiento de FLP-recombinasa y las dos secuencias de 
FRT flanquean el origen de transferencia desde RK2 (oriT) y el gen de resistencia a apramicina (aac(3)IV), un 
experto en la técnica estará familiarizado con esta técnica y se describe en detalle en Gust et al 2002 y se respalda 
además por referencias en ese documento. 65 
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201-1L (SEQ ID NO: 30): 
 

 
 5 
201-1R (SEQ ID NO: 31): 
 

 
 
Se logró la amplificación del casete de ADN de direccionamiento por PCR de ~1,4 kb usando los cebadores 201-1L 10 
(SEQ ID NO: 26) y 201-1R (SEQ ID NO: 27), pIJ773 como molde y la polimerasa Primer Star (Takara Co. Ltd.) 
usando condiciones convencionales con una temperatura de hibridación de 50ºC. El cósmido pTL3102 cubre una 
región apropiada de la agrupación de sangliferina y se transformó en primer lugar en E. coli BW25113/pIJ790 para 
dar la cepa E. coli BW25113/pIJ790/3102. Se mantiene E. coli BW25113/pIJ790 a 30ºC en LB (medio de Luria-
Bertani; Sambrook et al., 1998) que contiene cloranfenicol (25 µg/ml). Para preparar el constructo de sustitución 15 
génica pTL3122, se llevaron a cabo las etapas expuestas a continuación. Se realizó direccionamiento por PCR 
transformando el casete de ADN purificado en gel en E. coli BW25113/3102 mediante electroporación, tras la 
electroporación se incubaron las bacterias en LB a 37 grados centígrados durante 1 h para inducir recombinación y 
expresar resistencia a antibióticos, luego se sembraron en placa sobre agar LB que contenía apramicina 100 µg/ml 
para incubación durante la noche a la misma temperatura. Se inocularon colonias resistentes a apramicina en LB 20 
complementado con apramicina 100 µg/ml y se incubaron durante la noche a 37ºC. Se aisló el ADN de cósmido, y 
se confirmó la presencia del casete de resistencia mediante digestión con enzimas de restricción y análisis de la 
secuencia de ADN, el cósmido generado se nombró pTL3111. Para facilitar la transformación en Streptomyces, se 
redujo el tamaño del cósmido cortando pTL3111 con Bg/II. Se subclonó el fragmento de Bg/II de 13 kb que contenía 
el casete de resistencia que contenía acc(3)IV y sfaK inactivado en pKC5201 para dar el constructo de sustitución 25 
final pTK3122. Se derivó pKC5201 de pKC1139 sustituyendo el acc(3)IV por el gen de resistencia a neomicina de 
supercos1. Para generar el mutante de sustitución de sfaK en Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus), se 
transformó pTL3122 en E. coli S17-1 mediante electroporación para generar la cepa donadora de E. coli para 
conjugación. Se transformó Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) mediante conjugación con E. coli S17-
1/pTL3122 tal como se describió en los métodos generales anteriormente. Se homogeneizaron ex-conjugantes 30 
resistentes a apramicina y se sembraron en línea sobre el agar ISP-4 complementado con apramicina 50 µg/ml y se 
cultivaron a 37ºC hasta que se lograron colonias que crecieron bien. Se usó una serie de clones individuales para 
inocular 3 ml de caldo TSB complementado con 30 µg/ml de apramicina agitando a 250 rpm, 37ºC durante 4 días. 
Se extendieron 100 µl de cada cultivo sobre agar ISP-4 y se incubaron a 37ºC durante 2-3 días para inducir el 
segundo acontecimiento de cruzamiento. Se sembraron en placa colonias individuales +/- neomicina para determinar 35 
la pérdida de la estructura principal del plásmido. La sensibilidad a neomicina indicó pérdida de la secuencia del 
plásmido y se analizaron colonias con ese fenotipo mediante PCR para confirmar que se había logrado la sustitución 
de sfaK por el casete de ADN. Una de tales colonias se denominó Streptomyces flaveolus mv. xuwengensis, con el 
nombre alternativo de Streptomyces sp. TL3011. Entonces se cultivaron cepas según los métodos descritos, y se 
observó que las cepas producían sangliferina X (véase la figura 6C). 40 
 
Ejemplo 12: Generación de cepas Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) modificadas por ingeniería que dan 
como resultado sustituciones génicas de una serie de genes de biosíntesis de sangliferina mediante 
direccionamiento por PCR. 
 45 
Usando métodos similares a los descritos en el ejemplo 11 anterior, se construyeron los mutantes de sustitución de 
sfaA, sfaB, sfaC, sfaJ, sfaL, sfaM, sfaN y sfaP. En cada caso, se sustituyó la mayoría de la región codificante del gen 
diana por un marcador de resistencia a apramicina y el oriT usando el procedimiento convencional de 
direccionamiento por PCR (Gust et al 2002). Se diseñó un par de cebadores para cada gen diana (tabla 2) según el 
procedimiento de direccionamiento por PCR para amplificar el marcador de resistencia a apramicina junto con el oriT 50 
a partir del molde pIJ773 (n.º de registro GenBank AX657066,1). La región 5’ de cada cebador (no subrayada) es 
idéntica al gen diana de manera que la sustitución de la secuencia génica entre las regiones de unión de los oligos 
con el casete de sustitución desde pIJ773, que contiene FRT, oriT, aac(3)IV y FRT eliminará la actividad codificada 
por el gen. La región 3’ subrayada de cada oligo es idéntica a una secuencia en pIJ773 para la amplificación del 
casete de sustitución. Dentro del casete de sustitución, FRT es la secuencia diana de reconocimiento de FLP-55 
recombinasa y las dos secuencias de FRT flanquean el origen de transferencia desde RK2 (oriT) y el gen de 
resistencia a apramicina (aac(3)IV), un experto en la técnica estará familiarizado con esta técnica y se describe en 
detalle en Gust et al 2002 y se respalda además con las referencias en ese documento. 
 
Se logró la amplificación del casete de ADN de direccionamiento por PCR de ~1,4 kb usando los cebadores 60 
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mostrados en la tabla 2, pIJ773 como molde y la polimerasa Primer Star (Takara Co. Ltd.) usando condiciones 
convencionales. 
 

Tabla 2: Cebadores usados para direccionamiento por PCR 
 5 

Cebadores Secuencias de cebador Gen diana 
201-2L 
 

SEQ ID NO: 32 

 

sfaA 

201-2R SEQ ID NO: 33 

 
201-3L 
 

SEQ ID NO: 34 

 

sfaB 

201-3R SEQ ID NO: 35 

 
201-4L 
 

SEQ ID NO: 36 

 

sfaC 

201-4R SEQ ID NO: 37 

 
201-5L 
 

SEQ ID NO: 38 

 

sfaJ 

201-5R SEQ ID NO: 39 

 
201-6L 
 

SEQ ID NO: 40 

 

sfaL 

201-6R SEQ ID NO: 41 

 
201-7L 
 

SEQ ID NO: 42 

 

sfaM 

201-7R SEQ ID NO: 43 

 
201-8L 
 

SEQ ID NO: 44 

 

sfaN 

201-8R SEQ ID NO: 45 

 
201-9L 
 

SEQ ID NO: 46 

 

sfaP 

201-9R SEQ ID NO: 47 

 
 

Para preparar los constructos de sustitución génica, se ejecuta direccionamiento por PCR transformando el 
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fragmento de casete purificado en gel en E. coli Bw25113/pIJ790/3106 (para staA, sfaB y sfaC tal como se muestra 
en la tabla 3) o E. coli Bw25113/3102 (para sfaJ, sfaL, sfaM, sfaN y sfaP tal como se muestra en la tabla 3) mediante 
electroporación. Se preparan las cepas por adelantado transformando el cósmido pTL3106 o pTL3102 en E. coli 
Bw25113/pIJ709 mediante electroporación. Tras la transformación, se incubaron las bacterias en LB a 37ºC durante 
1 h para inducir recombinación y expresar resistencia a antibióticos, y luego se sembraron en placa sobre agar LB 5 
que contenía 100 µg/ml de ampramicina para incubación durante la noche a 37ºC. Se usaron colonias resistentes a 
apramicina para inocular LB complementado con ampramicina 100 µg/ml y se incubaron durante la noche a 37ºC. 
Se aíslan los cósmidos recombinantes mediante un kit de aislamiento de plásmidos (Dingguo Co. Ltd.) y se 
confirmaron mediante digestión con enzimas de restricción y secuencia de ADN y se les dieron los nombres 
mostrados en la tabla 3. Debido a la baja eficiencia de transformación para ADN de cósmido más grande en 10 
Streptomyces sp. receptor, la transformación directa de los cósmidos recombinantes en Streptomyces mediante 
conjugación sólo fue satisfactoria para pTL3113 y pTL3114 que contenían los casetes para la inactivación de sfaB y 
sfaC y dieron como resultado las cepas mutantes TL3003 y TL3004, respectivamente. Para el resto, se acortó el 
tamaño de los insertos cortando los cósmidos recombinantes con enzimas de restricción tal como se muestra en la 
tabla 3. Los fragmentos de ADN resultantes se subclonaron en pKC5201 que se deriva de pKC1139 sustituyendo el 15 
acc(3)IV por el gen de resistencia a neomicina de supercos1 para dar los plásmidos enumerados en la tabla 3. Estos 
plásmidos dieron como resultado la incorporación de las mutaciones deseadas y a las cepas mutantes se les dieron 
los nombres designados mostrados en la tabla 3; de manera que la cepa Streptomyces sp. TL3002 tiene sfaA 
sustituido por el casete de resistencia que contiene acc(3)IV, Streptomyces sp. TL3005 tiene sfaJ sustituido por el 
casete de resistencia que contiene acc(3)IV, Streptomyces sp. TL3006 tiene sfaL sustituido por el casete de 20 
resistencia que contiene acc(3)IV, Streptomyces sp. TL3007 tiene sfaM sustituido por el casete de resistencia que 
contiene acc(3)IV, Streptomyces sp. TL3008 tiene sfaN sustituido por el casete de resistencia que contiene acc(3)IV 
y Streptomyces sp. TL3009 tiene sfaP sustituido por el casete de resistencia que contiene acc(3)IV. 
 

Tabla 3: Los plásmidos y cósmidos recombinantes 25 
 

Mutante 
generado 

Gen 
diana 

Cósmido Cósmidos 
recombinantes 

Enzima para 
acortar el tamaño 

Tamaño de fragmentos 
tras digestión (kb) 

Nombre de 
plásmido 

TL3002 sfaA pTL3106 pTL3112 Bg/II 8 pTL3123 
TL3003 sfaB pTL3106 pTL3113 N.A. N.A. N.A. 
TL3004 sfaC pTL3106 pTL3114 N.A. N.A. N.A. 
TL3005 sfaJ pTL3102 pTL3115 Bg/IIlEcoRI 11 pTL3124 

TL3006 sfaL pTL3102 pTL3116 EcoRI 10 pTL3125 
TL3007 sfaM pTL3102 pTL3117 EcoRI 11 pTL3126 
TL3008 sfaN pTL3102 pTL3118 EcoRI 10,5 pTL3127 
TL3009 sfaP pTL3102 pTL3119 EcoRI 9,5 pTL3128 

 
En primer lugar se transforman plásmidos o cósmidos para la transformación de Streptomyces en E. coli s17-1 y 
luego se conjugan en Streptomyces tal como se describió en el ejemplo 9 anteriormente. Se homogeneízan los 
conjugantes resistentes a aparamicina y se siembran en línea sobre medios de agar ISP-4 complementados con 30 
ampramicina 50 µg/ml y se cultivan a 37ºC hasta que se lograron colonias que crecieron bien. Se usó una serie de 
clones individuales de cada una para inocular 3 ml de caldo TSB complementado con apramicina 30 µg/ml agitando 
a 250 rpm a 37ºC durante cuatro días. Se extendieron 100 µl de cultivo sobre agar ISP-4 a 37ºC durante 2-3 días 
para inducir el segundo acontecimiento de cruzamiento. Se sembraron en placa colonias individuales con y sin 
neomicina para determinar la pérdida de la estructura principal del plásmido. La sensibilidad a neomicina indicó 35 
pérdida de la secuencia del plásmido y se analizaron colonias con ese fenotipo mediante PCR para confirmar que se 
había logrado la sustitución del gen diana por el casete de ADN. A las cepas mutantes finales se les dieron los 
nombres de cepa indicados en la tabla 3. 
 
Ejemplo 13: Generación de cepas Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) modificadas por ingeniería que dan 40 
como resultado deleción génica de sfaR 
 
Se digirió el cósmido pTL3102 con Bg/II y KpnI. Se clonó el fragmento de ADN de 4,7 kpb resultante en pSP72 
digerido con Bg/II / KpnI para crear pTL3132. Se eliminó un fragmento de ADN interno de 674 pb de pTL3132 
mediante digestión con Eco72I y se autoligó el vector para crear pTL3133. Se clonó el fragmento de BglII y HindIII 45 
de pTL3133 en pKC1139 digerido con BamHI / HindIII para producir pTL3129, que se usó para modificar por 
ingeniería la deleción génica de sfaR. 
 
Se llevó a cabo la generación de la cepa recombinante doble deseada usando procedimientos similares a los 
descritos anteriormente. Se usó E. coli S17-1/pTL3129 para transformar Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) 50 
mediante conjugación. Se homogeneizaron los conjugantes resistentes a apramicina y se sembraron en línea sobre 
medios de agar ISP-4 complementados con ampramicina 50 µg/ml y se cultivaron a 37ºC hasta que se lograron 
colonias que crecieron bien. Se usó una serie de clones individuales de cada una para inocular 3 ml de caldo TSB 
complementado con apramicina 30 µg/ml agitando a 250 rpm a 37ºC durante cuatro días. Se extendieron 100 µl de 
cultivo sobre agar ISP-4 a 37ºC durante 2-3 días para inducir el segundo acontecimiento de cruzamiento. Tras 55 
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inducir la recombinación de cruzamiento doble a 37ºC, se escogen las colonias con fenotipo negativo para 
apramicina para la conformación del genotipo mediante PCR. El producto de PCR deseado es diferente en 
aproximadamente 700 pb del patrón de tipo natural de 1,4 kpb. La cepa final que se delecionó en sfaR se denominó 
Streptomyces sp. TL3010. 
 5 
Ejemplo 14: Generación de mutantes de DH en cada uno de los 4 dominios DH de sfaH 
 
Los cuatro dominios DH de sfaH están contenidos dentro de los módulos de PKS 7, 8, 10 y 11. Tal como se describe 
en el texto de patente anterior, la actividad de un dominio DH puede eliminarse mediante mutagénesis dirigida al 
sitio para alterar la histidina de sitio activo por un aminoácido apolar. Esto se llevó a cabo para los cuatro dominios 10 
DH de los módulos 7, 8, 10 y 11 amplificando 2 brazos para cada DH usando los cebadores expuestos en la tabla 4 
a continuación. 
 
Tabla 4: 

 15 
 cebadores SEQ ID NO secuencia 
Brazo izquierdo de 
DH (módulo 7) 

105A-2 
 
 
105C-2 

SEQ ID NO: 48 
 
 
SEQ ID NO: 49 

 

 
Brazo derecho de 
DH (módulo 7) 

105B-2 
 
 
105D-2 

SEQ ID NO: 50 
 
 
SEQ ID NO: 51 

 

 
Brazo izquierdo de 
DH (módulo 8) 

106A-2 
 
 
106C-2 

SEQ ID NO: 52 
 
 
SEQ ID NO: 53 

 

 
Brazo derecho de 
DH (módulo 8) 

106B-2 
 
 
106D-2 

SEQ ID NO: 54 
 
 
SEQ ID NO: 55 

 

 
Brazo izquierdo de 
DH mód. 10 

107A 
 
 
107C 

SEQ ID NO: 56 
 
 
SEQ ID NO: 57 

 

 
Brazo derecho de 
DH (módulo 10) 

107B 
 
107D 

SEQ ID NO: 58 
 
SEQ ID NO: 59  

 
Brazo izquierdo de 
DH (módulo 11) 

108A 
 
 
108C 

SEQ ID NO: 60 
 
 
SEQ ID NO: 61 
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Brazo derecho de 
DH (módulo 11) 

108B 
 
 
108D 

SEQ ID NO: 62 
 
 
SEQ ID NO: 63 

 

 
 

Por tanto, para generar la secuencia apropiada para mutar el DH de módulo 7, se amplificó el brazo izquierdo con 
los cebadores 105A-2 y 105C-2 y se clonó el fragmento de ADN de 1,2 kpb resultante en pANT841 para dar 01-44-1 
y se amplificó el brazo derecho con los cebadores 105B-2 y 105D-2 y se clonó el fragmento de ADN de 1,2 kpb 
resultante se clonó en pANT841 (Genbank: AF438749) para dar 01-44-2. 5 
 
Para generar la secuencia apropiada para mutar el DH de módulo 8, se amplificó el brazo izquierdo con los 
cebadores 106A-2 y 106C-2 y se clonó el fragmento de ADN de 1 kpb resultante en pANT841 para dar 01-44-3 y se 
amplificó el brazo derecho con los cebadores 106B-2 y 106D-2 y se clonó el fragmento de ADN de 1 kpb resultante 
en pANT841 para dar 01-44-4. 10 
 
Para generar la secuencia apropiada para mutar el DH de módulo 10, se amplificó el brazo izquierdo con los 
cebadores 107A y 107C y se clonó el fragmento de ADN de 1 kpb resultante en pTLV1 para dar 01-28-1 y se 
amplificó el brazo derecho con los cebadores 107B y 107D y se clonó el fragmento de ADN de 1 kpb resultante en 
pTLV1 para dar 01-28-2. 15 
 
Para generar la secuencia apropiada para mutar el DH de módulo 11, se amplificó el brazo izquierdo con los 
cebadores 108A y 108C y se clonó el fragmento de ADN de 1 kpb resultante en pTLV1 para dar 01-28-3 y se 
amplificó el brazo derecho con los cebadores 108B y 108D y se clonó el fragmento de ADN de 1 kpb resultante en 
pTLV1 para dar 01-28-4. 20 
 
La construcción del plásmido final para cada mutación diana conlleva el ligamiento de tres fragmentos. Se digirieron 
los plásmidos que contenían los fragmentos de PCR que portaban las regiones de homología izquierda y derecha 
diana, con enzimas de restricción apropiadas y se ligaron en el vector pKC1139 digerido de manera apropiada 
(BamHI/KpnI para 105AC, Kpnl/Hindlll para 105BD, Bam-HI/EcoRI para 106AC, EcoRI/HindIII para 106BD, 25 
EcoRI/SpeI para 107AC, HindIII/SpeI para 107BD, EcoRI/SpeI para 108AC, Hindlll/Spel para 108BD). Se usaron 
reacciones de ligamiento para transformar E. coli DH5α. Se analizó el ADN de plásmido mediante digestiones de 
restricción. En primer lugar se transforman los plásmidos finales para realizar los acontecimientos de cruzamiento 
doble para la transformación de Streptomyces en E. coli s17-1 y luego se conjugan en Streptomyces tal como se 
describió en el ejemplo 9 anterior. Se homogeneizaron los conjugantes resistentes a aparamicina y se sembraron en 30 
línea sobre medios de agar ISP-4 complementados con ampramicina 50 µg/ml y se cultivaron a 37ºC hasta que se 
lograron colonias que crecieron bien. Se usó una serie de clones individuales de cada una para inocular 3 ml de 
caldo TSB complementado con apramicina 30 µg/ml agitando a 250 rpm a 37ºC durante cuatro días. Se extendieron 
100 µl de cultivo sobre agar ISP-4 a 37ºC durante 2-3 días para inducir el segundo acontecimiento de cruzamiento. 
Se sembraron en placa colonias individuales +/- apramicina para determinar la pérdida de la estructura principal del 35 
plásmido. La sensibilidad a ampramicina indicó pérdida de la secuencia del plásmido y se analizaron colonias con 
ese fenotipo mediante PCR seguido por digestión con enzimas de restricción del fragmento amplificado en cada 
caso para confirmar la mutación de dominios DH. La digestión con enzimas de restricción de los productos de PCR 
de estos mutantes de DH proporciona dos fragmentos debido al sitio de restricción que se introduce junto con la 
mutación, lo que es contrario al de tipo natural. Se hicieron crecer las cepas en condiciones de fermentación 40 
convencionales descritas anteriormente, y se observó que producen los productos deseados (véase la figura 6). 
 
Ejemplo 15: Caracterización de SfaR como reductasa/carboxilasa específica de ruta 
 
Para validar el papel fundamental de SfaR para el suministro de elementos estructurales poco habituales en la ruta 45 
propuesta, en primer lugar se inactivó sfaR mediante deleción en marco. El mutante resultante perdió por completo 
la capacidad para producir SFA, lo que sugiere que funciona como homólogo de ccr específico de ruta esencial para 
la biosíntesis de SFA (véase el ejemplo 16). En segundo lugar, se expresó de manera heteróloga y se purificó el 
SfaR con etiqueta de 6 x His N-terminal hasta cerca de la homogeneidad para estudios in vitro. Tal como se 
esperaba, en presencia de NADPH y bicarbonato, crotonil-S-CoA (figura 7, 4) se convirtió eficientemente por SfaR 50 
en el producto mayoritario etilmalonil-S-CoA (figura 7, 5) junto con el producto de derivación butiril-S-CoA (figura 7, 
7). Omitiendo el bicarbonato en la mezcla de reacción, se redujo en consecuencia el crotonil-S-CoA para dar butiril-
S-CoA. Para crotonil-S-CoA, Km = 8,4 x 10-4 M, Kcat = 6,8 x 10-3/min y Km/Kcat = 1,2 x 10-1 M.min. Para excluir la 
posibilidad de que la reacción se produzca directamente en el ACP, se expresó SfaO y se purificó como derivado 
con cola de 6 x His N-terminal. Los intentos con crotonil-S-SfaO como sustrato no pudieron detectar ninguna 55 
actividad de SfaR, proporcionando la evidencia de que SfaR porta las actividades en el crotonil-S-CoA basado en 
CoA más que en el crotonil-S-SfaO basado en ACP (figura 7, 3). En tercer lugar, para detectar la flexibilidad de 
sustrato de SfaR, se sintetizó el sustrato de 5 carbonos pentenil-S-CoA. De manera intrigante, en las condiciones 
con y sin bicarbonato, SfaR realizó la reducción y carboxilación reductora en pentenil-S-CoA (figura 7, 8) 
rápidamente para generar pentanoil-S-CoA y propilmalonil-CoA (figura 7, 10), respectivamente, mostrando 60 
eficiencias comparables a las actividades en el sustrato de 4 carbonos, crotonil-S-CoA. En las condiciones usadas, 
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la carboxilación reductora tuvo lugar demasiado rápido como para medirse para el análisis cinético; y para pentenil-
S-CoA en la producción de manera reductora de pentanoil-S-CoA, los valores de Km, Kcat y Km/Kcat fueron de 1,4 x 
10-3 M, 4,2 x 10-2/min y = 3,4 x 10-2 M.min, respectivamente. 
 
Ejemplo 16: Generación de cepas Streptomyces sp A92-309110 (S. flaveolus) modificadas por ingeniería que dan 5 
como resultado deleción génica de sfaK y producción de compuestos novedosos 
 
Se lleva a cabo PCR usando ADN genómico o ADN de cósmido como molde, y los pares de cebadores sfaK-L-for 
(SEQ ID: 64) y sfaK-L-rev (SEQ ID: 65) para generar un producto de PCR (denominado SfaK-L), y sfaK-R-for (SEQ 
ID: 66) y SfaK-R-rev (SEQ ID: 67) para generar el otro (denominado sfaK-R). Se aíslan estos productos de PCR, y 10 
luego se digieren con enzimas de restricción (sfaK-L con EcoRI y BamHI, y sfaK-R con BamHI y HindIII), después se 
ligan en pKC1139 digerido previamente con EcoRI y Hindlll. Se aísla el plásmido psfaKKO. 
 
Se lleva a cabo la generación de la cepa recombinante doble deseada usando procedimientos similares a los 
descritos en los ejemplos anteriores. Se usa E. coli S17-1/psfaKKO para transformar Streptomyces sp A92-309110 15 
(S. flaveolus) mediante conjugación. Se homogeneízan los conjugantes resistentes a apramicina y se siembran en 
línea sobre medios de agar ISP-4 complementados con ampramicina 50 µg/ml y se cultivan a 37ºC hasta que se 
logran colonias que han crecido bien. Se usa una serie de clones individuales de cada una para inocular 3 ml de 
caldo TSB complementado con apramicina 30 µg/ml agitando a 250 rpm a 37ºC durante cuatro días. Se extienden 
100 µl de cultivo sobre agar ISP-4 a 37ºC durante 2-3 días para inducir el segundo acontecimiento de cruzamiento. 20 
Tras inducir la recombinación de cruzamiento doble a 37ºC, se escogen colonias con fenotipo negativo para 
apramicina para la confirmación del genotipo mediante PCR. El producto de PCR deseado es diferente en 
aproximadamente 1700 pb del patrón de tipo natural. La cepa final que se deleciona en sfaK se denomina 
Streptomyces sp. sfaKKO. 
 25 
Se hace crecer Streptomyces sp. sfaKKO en condiciones de fermentación convencionales descritas anteriormente. 
Se observa que el caldo de fermentación contiene un nuevo pico correspondiente a una sangliferina con un peso 
molecular de 1034,3, que se supone que es el producto sangliferina X. Se aíslan los productos usando métodos 
convencionales. 
 30 
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<170> Patent In versión 3.3 
 
<210> 1 
<211> 118372 
<212> ADN 55 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 146 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 2 
 

 10 
 
<210> 3 
<211> 155 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 15 
 
<400> 3 

ES 2 556 211 T3
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<210> 4 
<211> 276 5 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 4 
 10 

ES 2 556 211 T3
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<210> 5 
<211> 446 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 5 
 

 10 

ES 2 556 211 T3
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<210> 6 

ES 2 556 211 T3
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<211> 231 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 6 5 
 

 
 
<210> 7 10 
<211> 3609 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 7 15 
 

ES 2 556 211 T3
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<210> 8 
<211> 2217 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 8 
 

ES 2 556 211 T3
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<210> 9 
<211> 4206 

ES 2 556 211 T3

 



91 

<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 9 
 5 
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<210> 10 
<211> 3628 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 10 
 

ES 2 556 211 T3
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ES 2 556 211 T3

 



101 
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<210> 11 
<211> 8301 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 11 
 

ES 2 556 211 T3
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110 
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<210> 12 

ES 2 556 211 T3

 



127 

<211> 3405 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 12 5 
 

ES 2 556 211 T3
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<210> 13 
<211> 388 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 13 
 

ES 2 556 211 T3
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<210> 14 
<211> 1515 5 

ES 2 556 211 T3

 



137 

<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 14 
 5 

ES 2 556 211 T3
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140 

 
 
<210> 15 
<211> 425 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 15 
 

 10 

ES 2 556 211 T3

 



141 

 

 
 
<210> 16 
<211> 239 5 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 16 
 10 

ES 2 556 211 T3
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<210> 17 
<211> 340 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 17 
 

ES 2 556 211 T3
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<210> 18 
<211> 84 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 5 
 
<400> 18 
 

ES 2 556 211 T3

 



144 

 
 
<210> 19 
<211> 616 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 19 
 

ES 2 556 211 T3

 



145 
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<210> 20 
<211> 259 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 20 
 

ES 2 556 211 T3
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<210> 21 
<211> 453 5 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 21 
 10 
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149 

 
 
<210> 22 
<211> 71 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 

 
 
<400> 22 10 
 
<210> 23 
<211> 178 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 15 
 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 152 5 
<212> PRT 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 24 
 10 

 
 
<210> 25 
<211> 144 
<212> PRT 15 
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<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 25 
 

5 

 
 
<210> 26 
<211> 32 
<212> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 10 
 
<400> 26 
aggaattcat ggcctcckcs rtsaactaca ay     32 
 
<210> 27 15 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 27 20 
tcggatccgc cgaagttsgt ctcrwabccc ca     32 
 
<210> 28 
<211> 31 
<212> ADN 25 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 28 
aggaattcga catcgacats gtbwtcgagc a     31 
 30 
<210> 29 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 35 
<400> 29 
tcggatccga tgatgcgctt swsbkdcatc ca     32 
 
<210> 30 
<211> 59 40 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 30 
ctcgaccggt actgggccaa cgtggtggcc ggtgtcgaca ttccggggat ccgtcgacc  59 45 
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<210> 31 
<211> 58 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 5 
 
<400> 31 
ggccagttcg cgcaggaagg cccgtacgcc gtcgtccggt gtaggctgga gctgcttc  58 
 
<210> 32 10 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 32 15 
gtggaaatcg gctcgggcgc gcccgaatta accgcgtcga ttccggggat ccgtcgacc  59 
 
<210> 33 
<211> 58 
<212> ADN 20 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 33 
aatggatgta tcgtcgcagg acgcccagaa ttcacctgct gtaggctgga gctgcttc  58 
 25 
<210> 34 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 30 
<400> 34 
gcgcagcaga gcccggaatc agaagtactg gacgtcacca ttccggggat ccgtcgacc  59 
 
<210> 35 
<211> 58 35 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 35 
ggcgatctcg cccgcgcgga ccgccaccat ggacagcagt gtaggctgga gctgcttc  58 40 
 
<210> 36 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 45 
 
<400> 36 
gaggattgcg acggcgtcgt cctggcgttt ctgcgacaca ttccggggat ccgtcgacc  59 
 
<210> 37 50 
<211> 58 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 37 55 
ctcctcgtcg gcttcggtga gtccgcggtc gcgcatcact gtaggctgga gctgcttc  58 
 
<210> 38 
<211> 59 
<212> ADN 60 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 38 
gggccgcagg acaggtccgg cggcccggtg cgcggcgaga ttccggggat ccgtcgacc  59 
 65 
<210> 39 
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<211> 58 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 39 5 
cgcgccggag aacagcggga agtaggtgtc gaggtcgtct gtaggctgga gctgcttc  58 
 
<210> 40 
<211> 59 
<212> ADN 10 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 40 
ggccggcccc ggagccctgg gcgccgccct gcgttcggga ttccggggat ccgtcgacc  59 
 15 
<210> 41 
<211> 58 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 20 
<400> 41 
gctctccacg gaggcgctca ccgcggcgac ggcggcctct gtaggctgga gctgcttc  58 
 
<210> 42 
<211> 59 25 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 42 
gcggtcgtga ccggatcgtc ccgcggcatc ggcgcggcca ttccggggat ccgtcgacc  59 30 
 
<210> 43 
<211> 58 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 35 
 
<400> 43 
cacgccgtcg gcggtccagc cgccgtcgaa gcgcagggtt gtaggctgga gctgcttc  58 
 
<210> 44 40 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 44 45 
cttcggcgtc ctcgcgctcg cccacgccct cggcgatcca ttccggggat ccgtcgacc  59 
 
<210> 45 
<211> 58 
<212> ADN 50 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 45 
gtgcatgccg atggacaggc ccgcgagcgc gaccacgtct gtaggctgga gctgcttc  58 
 55 
<210> 46 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 60 
<400> 46 
gacgacctcg cgcggcaccg gtccgtcgtc caggcgatga ttccggggat ccgtcgacc  59 
 
<210> 47 
<211> 58 65 
<212> ADN 
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<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 47 
catctcgatg ccgccccggt cgtgcggcag gctgaagtct gtaggctgga gctgcttc  58 
 5 
<210> 48 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 10 
<400> 48 
tttggatcct acaccggcca gggcgccc      28 
 
<210> 49 
<211> 40 15 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 49 
tttggtaccg aggacgctag cgtcggccag ccaggggtgc    40 20 
 
<210> 50 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 25 
 
<400> 50 
tttaagctta gcacccgtgc caccggtcac      30 
 
<210> 51 30 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 51 35 
gctagcgtcc tcggtacccc ggtgctcccc ggcacc     36 
 
<210> 52 
<211> 29 
<212> ADN 40 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 52 
tttggatccg gtgttgtggg cggtgatgg      29 
 45 
<210> 53 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 50 
<400> 53 
tttgaattcg gcgagtacta cggcatcggc cgtccaggcg gc    42 
 
<210> 54 
<211> 28 55 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 54 
tttaagcttg cacgacgtgg ccgaagcg      28 60 
 
<210> 55 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 65 
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<400> 55 
tttgaattcg ccgtagtact cgccaccacc ctgctgcccg gc    42 
 
<210> 56 
<211> 30 5 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 56 
tttgaattcg ggtggtccgg agctggatcg      30 10 
 
<210> 57 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 15 
 
<400> 57 
cggcagcagg gcagggacta gtatggcggc     30 
 
<210> 58 20 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 58 25 
tttaagcttg gtgctcggac tgggcggagc      30 
 
<210> 59 
<211> 30 
<212> ADN 30 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 59 
gccgccatac tagtccctgc cctgctgccg      30 
 35 
<210> 60 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 40 
<400> 60 
tttgaattcc gacgacaccg gatacgggc      29 
 
<210> 61 
<211> 30 45 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 61 
cggcagcagg acggtgacta gtacggtggc     30 50 
 
<210> 62 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 55 
 
<400> 62 
tttaagcttc cacccatgtc tgcaccagg      29 
 
<210> 63 60 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 63 65 
gccaccgtac tagtcaccgt       20 
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<210> 64 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 5 
 
<400> 64 
atgaattcgt ggcggtcgtc ggcatggcct g      31 
 
<210> 65 10 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 65 15 
atggatcccc tcggtgccgc ggaacaggag c     31 
 
<210> 66 
<211> 32 
<212> ADN 20 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 
<400> 66 
atggatccgg cgatgaccga ctggctcgcc ac     32 
 25 
<210> 67 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Streptomyces flaveolus (Streptomyces sp. (DSM 9954)) 
 30 
<400> 67 
ataagcttgg tccccgacgg tgagcagcac c     31 

ES 2 556 211 T3

 



157 

REIVINDICACIONES 
 

1. Molécula nucleica aislada, que comprende: 
 
(a) el ácido nucleico de agrupación de genes de biosíntesis de sangliferina A que comprende SEQ ID No. 1; 5 
 
(b) un ácido nucleico que tiene al menos el 80% de identidad de secuencia con el ácido nucleico de (a) y 
que codifica para polipéptidos que tienen las mismas actividades enzimáticas y reguladoras para producir 
un policétido o una unidad iniciadora de policétido que los codificados por el ácido nucleico de (a); o 
 10 
(c) un ácido nucleico que codifica para uno o más polipéptidos que tienen al menos el 80% de identidad de 
secuencia de aminoácidos con uno o más polipéptidos codificados por el ácido nucleico de (a) y que 
codifica para uno o más polipéptidos que tienen una o más de las actividades enzimáticas o reguladoras 
necesarias para producir un policétido o un precursor o unidad iniciadora de policétido, en la que los 
polipéptidos tienen una cualquiera de SEQ ID No. 2-25. 15 
 

2. Ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1, 
en el que uno o más genes de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora seleccionados de sfaA que son 
los residuos 17024-17854 de SEQ ID No. 1, sfaB que son los residuos 17851-19191 de SEQ ID No. 1, sfaJ 
que son los residuos 96225-97391 de SEQ ID No. 1, sfaM que son los residuos 103210-103929 de SEQ ID 20 
No. 1, sfaN que son los residuos 104001-105023 de SEQ ID No. 1, sfaP que son los residuos 105366-
107216 de SEQ ID No. 1, sfaQ que son los residuos 107366-108145 de SEQ ID No. 1, sfaL que son los 
residuos 101936-103213 de SEQ ID No. 1 y sfaO que son los residuos 105091-105345 de SEQ ID No. 1, 
se han delecionado o modificado de modo que se disminuye su actividad o modificado o sustituido de modo 
que se altera su especificidad de sustrato. 25 
 

3. Ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 
en el que uno o más genes de PKS seleccionados de sfaE que son los residuos 30707-37360 de SEQ ID 
No. 1, sfaF que son los residuos 37394-50014 de SEQ ID No. 1, sfaG que son los residuos 50017-60903 de 
SEQ ID No. 1, sfaH que son los residuos 60918-85823 de SEQ ID No. 1 y sfaI que son los residuos 85823-30 
96040 de SEQ ID No. 1, se han modificado mediante lo cual se han delecionado uno o más dominios o 
módulos, mutado de modo que una función enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de modo que 
tiene una funcionalidad alterada o sustituido mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado 
uno o más dominios o módulos no nativos. 
 35 

4. Ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 
en el que el gen de NRPS sfaD que son los residuos 19885-30714 de SEQ ID No. 1 se ha modificado 
mediante lo cual se han delecionado uno o más dominios o módulos, mutado de modo que una función 
enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de modo que tiene una funcionalidad alterada o sustituido 
mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado uno o más dominios o módulos no nativos. 40 
 

5. Ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 
en el que gen regulador sfaC que son los residuos 19193-19888 de SEQ ID No. 1 se ha modificado de 
modo que se aumenta o disminuye su actividad, o se deleciona. 
 45 

6. Ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido que comprende SEQ ID No. 1 
en el que el gen de PKS iterativa sfaK que son los residuos 97396-101943 de SEQ ID No. 1 se ha 
modificado mediante lo cual se han delecionado uno o más dominios, mutado de modo que una función 
enzimática se vuelve inactiva o menos activa o de modo que tiene una funcionalidad alterada o sustituido 
mediante una sustitución o mediante lo cual se han insertado uno o más dominios o módulos no nativos. 50 
 

7. Ácido nucleico de agrupación de genes de producción de policétido híbrido según la reivindicación 2, en el 
que sfaA que son los residuos 17024-17854 de SEQ ID No. 1, y opcionalmente uno o más de otros genes 
de biosíntesis de precursor o unidad iniciadora seleccionados de sfaB que son los residuos 17851-19191 de 
SEQ ID No. 1, sfaJ que son los residuos 96225-97391 de SEQ ID No. 1, sfaM que son los residuos 103210-55 
103929 de SEQ ID No. 1, sfaN que son los residuos 104001-105023 de SEQ ID No. 1, sfaP que son los 
residuos 105366-107216 de SEQ ID No. 1, sfaQ que son los residuos 107366-108145 de SEQ ID No. 1, 
sfaL que son los residuos 101936-103213 de SEQ ID No. 1 y sfaO que son los residuos 105091-105345 de 
SEQ ID No. 1, se han delecionado o modificado de modo que se disminuye su actividad o modificado o 
sustituido de modo que se altera su especificidad de sustrato. 60 
 

8. Polipéptido o pluralidad de polipéptidos codificados por un ácido nucleico según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 7 que es un ADN. 
 

9. Policétido sintasa codificada por un ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que 65 
es un ADN y que codifica para una o más proteínas de biosíntesis de policétido. 
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10. Vector que comprende un ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que es un ADN 

junto con uno o más promotores u otros elementos reguladores. 
 

11. Célula huésped transformada con un vector según la reivindicación 10. 5 
 

12. Célula huésped según la reivindicación 11, célula huésped que no produce de manera natural sangliferina 
A. 
 

13. Método para producir un policétido, que comprende cultivar una célula huésped transformada según la 10 
reivindicación 11 o la reivindicación 12. 
 

14. Proteína híbrida codificada por un ácido nucleico o agrupación de genes modular según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 7, en la que al menos un dominio o módulo o gen no es nativo para la agrupación de 
genes de biosíntesis de sangliferina A. 15 
 

15. Cepa modificada por ingeniería que comprende cepa productora de sangliferina A en la que sfaA que son 
los residuos 17024-17854 de SEQ ID No. 1 y opcionalmente uno o más de otros genes de biosíntesis de 
precursor o unidad iniciadora seleccionados de sfaB que son los residuos 17851-19191 de SEQ ID No. 1, 
sfaJ que son los residuos 96225-97391 de SEQ ID No. 1, sfaM que son los residuos 103210-103929 de 20 
SEQ ID No. 1, sfaN que son los residuos 104001-105023 de SEQ ID No. 1, sfaP que son los residuos 
105366-107216 de SEQ ID No. 1, sfaQ que son los residuos 107366-108145 de SEQ ID No. 1, sfaL que 
son los residuos 101936-103213 de SEQ ID No. 1 y sfaO que son los residuos 105091-105345 de SEQ ID 
No. 1, se han delecionado o modificado de modo que se disminuye su actividad o modificado o sustituido 
de modo que se altera su especificidad de sustrato, en la que la cepa codifica para la producción de 25 
sangliferina A o un análogo de la misma. 
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