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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de producción de esclareol

Campo técnico

La presente invención proporciona un procedimiento para producir esclareol, comprendiendo dicho procedimiento
poner en contacto un polipéptido particular que tiene actividad de esclareol sintasa con difosfato de labdenodiol 5
(LPP). En particular, dicho procedimiento se puede realizar in vitro o in vivo para producir esclareol, un compuesto 
muy útil en los campos de la perfumería y la condimentación. La presente invención también proporciona la 
secuencia de aminoácidos del polipéptido usado en el procedimiento. También son parte de la presente invención un 
ácido nucleico derivado de Salvia sclarea y que codifica el polipéptido de la invención, un vector de expresión que 
contiene dicho ácido nucleico, así como un organismo no humano o una célula transformados para albergar el 10
mismo ácido nucleico.

Técnica anterior

El esclareol es un miembro de la familia de los terpenoides o terpenos, que comprende un gran número de 
productos naturales. Los terpenos se encuentran en la mayoría de los organismos (microorganismos, animales y 
plantas). Estos compuestos están compuestos de cinco unidades de carbono denominadas unidades de isopreno y 15
se clasifican por el número de estas unidades presentes en su estructura. De ese modo, los monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos son terpenos que contienen 10, 15 y 20 átomos de carbono, respectivamente. Los 
diterpenos, por ejemplo, se encuentran ampliamente en el reino vegetal y se han descrito más de 2500 estructuras 
de diterpeno (Connolly y Hill, Dictionary of terpenoids, 1991, Chapman & Hall, Londres). Las moléculas de terpeno 
han sido de interés durante miles de años debido a sus propiedades de sabor y fragancia y sus efectos cosméticos, 20
medicinales y antimicrobianos. Los extractos de plantas obtenidos mediante diferentes medios tales como 
destilación con vapor o extracción con disolventes se usan como fuente de terpenos. Las moléculas de terpeno se 
usan a menudo como tales, pero en algunos casos se usan reacciones químicas para transformar los terpenos en 
otras moléculas de alto valor.

La producción biosintética de terpenos implica enzimas denominadas terpeno sintasa. Estas enzimas convierten un 25
precursor en uno o más productos de terpeno. En la mayoría de los casos, el precursor es un precursor de terpeno 
acíclico y, en particular, la mayoría de las diterpeno sintasas catalizan la ciclación del precursor acíclico pirofosfato 
de geranilgeranilo. No obstante, en algunos casos especiales, las terpeno sintasas catalizan la transformación de 
una molécula cíclica en uno o más productos de terpeno.

En la naturaleza se producen dos tipos de mecanismos de ciclación y están relacionados con dos tipos de diterpeno 30
sintasas que se puede clasificar en la clase I y la clase II de diterpeno sintasas (Wendt y Schulz, 1998, Structure. 
6(2):127-33). Para algunos diterpenos, el mecanismo de ciclación es similar al de los monoterpenos y 
sesquiterpenos ya que se inicia mediante la ionización de la función éster de difosfato de GGPP, seguido de la 
reacción del carbocatión el resultante con un doble enlace interno. Las diterpeno sintasas que catalizan este tipo de 
ciclación son diterpeno sintasas de clase I. El segundo modo de ciclación en la biosíntesis de los terpenos, 35
catalizado por las diterpeno sintasas de clase II, se inicia mediante la protonación del doble enlace terminal de 
GGPP y conduce, después de transposición interna y eliminación de protón, a un compuesto intermedio de difosfato 
de diterpeno cíclico.

Se han clonado los genes y los ADNc que codifican las diterpeno sintasas de cada una de las dos clases y se han 
caracterizado las enzimas recombinantes. La disponibilidad de los genes que codifican los diferentes tipos de 40
diterpeno sintasas proporciona información de las estructuras primarias de las enzimas. Algunos motivos de 
aminoácidos se conservan en las diterpeno sintasas y se relacionan con la ciclación dependiente de protonación o 
ionización. Se encuentra un motivo DDxxD en varias diterpeno sintasas de clase I. Dicho motivo esta implicado 
probablemente en la unión y la ionización del resto de difosfato. En las sintasas de clase II, se encuentra un motivo 
DxDD conservado, en el que el segundo resto de aspartato está implicado como donador de protones.45

El esclareol es una molécula de diterpeno de origen natural usada ampliamente como material de partida para la 
síntesis de moléculas de fragancia con notas de ámbar gris. Estas síntesis se desarrollaron para proporcionar una 
alternativa al ámbar gris, una sustancia cérea secretada por el intestino del cachalote. El ámbar gris es muy 
apreciado por su olor agradable y se ha usado históricamente como ingrediente de perfume. Debido a su alto precio 
y a la demanda creciente del ámbar gris, y particularmente debido a la protección de las especies de ballenas, se 50
han desarrollado síntesis químicas de constituyentes y moléculas de ámbar gris con carácter de ámbar gris. Entre 
estas moléculas, el sustituto más altamente apreciado para el ámbar gris es Ambrox® (marca registrada de 
Firmenich SA, Suiza). El material de partida usado con mayor frecuencia para la síntesis de Ambrox® es el 
diterpeno-diol esclareol.

Generalmente, el precio y la disponibilidad de los extractos naturales de plantas dependen de la abundancia, el 55
rendimiento de aceite y el origen geográfico de las plantas. Además, la disponibilidad y la cantidad de extractos 
naturales depende en gran medida del clima y otras condiciones locales que conducen a una variabilidad anual, que 
algunos años hace muy difícil o incluso imposible el uso de tales ingredientes en la perfumería de alta calidad. Por lo 
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tanto, sería una ventaja proporcionar una fuente de esclareol, que se encuentre menos sometida a fluctuaciones de 
disponibilidad y calidad. La síntesis química parecería ser una opción evidente a la preparación del esclareol. Sin 
embargo, dada su estructura altamente compleja, un procedimiento sintético económico para la preparación de 
esclareol aún es difícil. Por lo tanto, una ruta bioquímica que conduzca a la síntesis del esclareol sería de gran 
interés.5

La biosíntesis de terpenos en plantas y otros organismos se ha estudiado ampliamente y no se detalla 
adicionalmente en el presente documento, pero se hace referencia a Dewick, Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 181-222, 
que revisa el estado de la técnica de las rutas biosintéticas de terpenos.

En la actualidad se han identificado varias diterpeno sintasas. En particular, el documento de Patente US 7.238.514
desde la cierto número de diterpeno sintasas, los ácidos nucleicos que las codifican, así como organismos 10
unicelulares transformados para expresar cada una de estas sintasas junto con una GGPP sintasa, produciendo de 
ese modo diterpenos in vivo. No obstante, no se desvela específicamente en esa patente ningún procedimiento para 
la producción biosintética de esclareol que use un polipéptido que tenga una actividad de esclareol sintasa como se 
proporciona en el presente documento. Las secuencias de aminoácidos y nucleótidos desveladas en él son muy 
diferentes de las secuencias de la presente invención. Entre las diterpeno sintasas descritas en ese documento, lo 15
más cercano a los polipéptidos de la presente invención son un ARNm de Cucumis sativus para una ent-kaureno
sintasa designada mediante la SEC ID Nº: 389 en el documento de Patente US 7.238.514 y un ARNm de Cucurbita 
maxima para una ent-kaureno sintasa B designada por la SEC ID Nº: 395 en el documento de Patente US 7.238.514
y por el número de registro AAB39482.1. Estos polipéptidos y el de la invención solo comparten un 32 % de 
identidad. Además, no se hace ninguna sugerencia en este documento de la técnica anterior de que las diterpeno 20
sintasas descritas sean útiles para la producción de esclareol.

También se han descubierto en las bases de datos de secuencias terpeno sintasas que tienen cierto porcentaje de 
identidad de secuencia con las secuencias de la presente invención. No obstante, el porcentaje de identidad entre 
las diterpeno sintasas conocidas y los polipéptidos de la invención es muy bajo. Las sintasas más próximas a las de 
la invención son una terpenoide ciclasa de función indefinida (número de registro NCBI AAS98912) que tiene un 25
36 % de identidad con el polipéptido de la invención, una ent-kaureno sintasa de Cucumis sativus (número de 
registro BAB 19275) que tiene un 32 % de identidad con el polipéptido de la invención, una ent-cassadieno sintasa 
de Oryza sativa (número de registro ABH10734 y publicada en Xu, Wilderman, Morrone, Xu, Roy, Margis-Pinheiro, 
Upadhyaya, Coates y Peters, Functional characterization of the rice kaureno synthase-like gene family, 
Phytochemistry, 68(3), 2007, 312-326) que tiene un 32 % de identidad con el polipéptido de la invención y una ent-30
kaureno sintasa de Oryza sativa (número de registro AAQ72559 y publicada en Margis-Pinheiro, Zhou, Zhu, Dennis 
y Upadhyaya, Isolation and characterization of a DS-tagged rice (Oryza sativa L.) GA-responsive dwarf mutant 
defective in an early step of the gibberellins biosynthesis pathway, Plant Cell Rep., 23(12), 2005, 819-833) que tiene 
un 32 % de identidad con el polipéptido de la invención. La capacidad potencial de cualquiera de estas secuencias 
para catalizar la producción de esclareol nunca se menciona en la técnica anterior.35

Además de la diferencia entre las propias secuencias, también se ha de indicar que la estructura y las propiedades 
de ent-kaureno y ent-cassadieno son muy diferentes de las del esclareol. En particular, ent-kaureno es un diterpeno 
tricíclico que no contiene ningún grupo funcional alcohol, a diferencia del esclareol, que es un diol bicíclico. Además, 
ent-kaureno, que es un precursor de una hormona de planta reguladora del crecimiento, no tiene ningún uso en el 
campo de la perfumería ni de la condimentación, mientras que el esclareol tiene un gran interés en estos campos 40
técnicos, como se ha explicado anteriormente.

Un documento de la técnica anterior se refiere específicamente a una esclareol sintasa (Banthorpe, Brown y Morris, 
Partial purification of farnesyl pyrophosphate: Drimenol cyclase and geranylgeranyl pyrophosphate: Sclareol cyclase, 
using cell culture as a source of material, Phytochemistry 31, 1992, 3391-3395). En esta referencia, se identifica una 
proteína parcialmente purificada de Nicotiana glutinosa como una esclareol sintasa, pero no se da ninguna 45
indicación con respecto a la secuencia de aminoácidos de esa proteína, la secuencia de nucleótidos del ácido 
nucleico que la codifica o el uso de esa proteína en un procedimiento para la biosíntesis de esclareol in vitro o in 
vivo.

A pesar de los estudios exhaustivos de la ciclación de terpenos, el aislamiento y la caracterización de las enzimas es 
aún difícil, particularmente en plantas, debido a su baja abundancia, sus patrones de expresión a menudo 50
transitorios, y la complejidad de la purificación de los mismos a partir de las mezclas de resinas y compuestos 
fenólicos en los tejidos donde se expresan.

Es un objetivo de la presente invención proporcionar procedimientos para fabricar esclareol de forma económica, 
como se ha indicado anteriormente. Por lo tanto, la presente invención tiene el objetivo de producir diterpenos 
mientras se producen pocos desperdicios, se usa un procedimiento más eficaz de energía y recursos y mientras se 55
reduce la dependencia de combustibles fósiles. Es un objetivo adicional proporcionar enzimas capaces de sintetizar 
esclareol, que sean útiles como ingredientes de perfumería y/o aromas.
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Abreviaturas usadas

pb pares de bases
kb kilo bases
BSA albúmina en suero bovino
ADN ácido desoxirribonucleico5
ADNc ADN complementario
dT desoxi timina
dNTP desoxi nucleótido trifosfato
DTT ditiotreitol
GC cromatografía de gases10
GGPP pirofosfato de geranilgeranilo
IPTG isopropil-D-tiogalacto-piranósido
LB caldo de lisogenia
LPP difosfato del labdenodiol
MOPSO ácido 3-(N-morfolino)-2-hidroxipropanosulfónico15
MS espectrómetro de masas
ORF marco abierto de lectura
PCR reacción en cadena de la polimerasa
RMCE intercambio de casete mediado por recombinasa
RT-PCR reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa20
3'-/5'-RACE amplificación rápida 3' y 5' de los extremos de ADNc
ARN ácido ribonucleico
ARNm ácido ribonucleico mensajero
nt nucleótido
RNasa ribonucleasa25
RuBisCO ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
SDS-PAGE electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
SsLPPs difosfato de labdenodiol sintasa de Salvia sclarea
UTR región no traducida

Descripción de la invención30

La presente invención proporciona un procedimiento para producir biosintéticamente esclareol de forma económica, 
fiable y reproducible.

Por lo tanto, un objeto de la presente invención es un procedimiento para producir esclareol que comprende

a) poner en contacto difosfato de labdenodiol (LPP) con al menos un polipéptido que tiene una actividad de 
esclareol sintasa y que comprende una secuencia de aminoácidos al menos un 70 % idéntica con SEC ID Nº: 1; 35
y
b) opcionalmente, aislar el esclareol producido en la etapa a).

El procedimiento se puede realizar in vitro así como in vivo, como se explicará con mayor detalle posteriormente.

El esclareol y el LPP se definen mediante sus fórmulas que se representan en la Figura 1.

La invención también proporciona un polipéptido aislado que tiene una actividad de esclareol sintasa y que 40
comprende una secuencia de aminoácidos al menos un 70 % idéntica a la secuencia de aminoácidos completa de 
SEC ID Nº: 1.

La invención también proporciona un ácido nucleico aislado que codifica un polipéptido de la invención.

Como una "esclareol sintasa" o como un "polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa", los inventores 
pretenden indicar un polipéptido capaz de catalizar la síntesis de esclareol partiendo de (LPP). La capacidad de un 45
polipéptido para catalizar la síntesis de esclareol se puede confirmar mediante el rendimiento del ensayo enzimático 
que se detalla en los Ejemplos.

De acuerdo con la presente invención, los polipéptidos también pretenden incluir polipéptidos truncados con la 
condición de que mantengan su actividad de esclareol sintasa como se define en el presente documento y que 
comparten al menos el porcentaje definido de identidad con la secuencia de aminoácidos completa de SEC ID Nº: 1.50

De acuerdo con una realización preferente, el procedimiento para producir esclareol comprende poner en contacto 
LPP con un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende una secuencia de aminoácidos
al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al 
menos un 90 %, más preferentemente al menos un 95 % e incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica 
a SEC ID Nº: 1. De acuerdo con una realización más preferente, dicho polipéptido comprende la secuencia de 55
aminoácidos de SEC ID Nº: 1. En una realización incluso más preferente, dicho polipéptido consiste en SEC ID Nº: 
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1.

También se desvela en el presente documento una esclareol sintasa que es un polipéptido truncado que comprende 
una secuencia de aminoácidos al menos un 50 % idéntica a SEC ID Nº: 102. Preferentemente, el polipéptido 
comprende una secuencia de aminoácidos al menos un 55 %, preferentemente al menos un 60 %, preferentemente 
al menos un 65 %, preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al 5
menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al 
menos un 95 % e incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID Nº: 96. También se desvela en 
el presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID Nº: 96. También se 
desvela en el presente documento un polipéptido que consiste en SEC ID Nº: 96.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias peptídicas o nucleotídicas es función del número de restos de 10
aminoácido o ácido nucleico que son idénticos en las dos secuencias cuando se ha generado una alineación de 
estas dos secuencias. Los residuos idénticos se definen como los residuos que son iguales en las dos secuencias 
en una posición dada de la alineación. El porcentaje de identidad de secuencia, como se usa en el presente 
documento, se calcula a partir de la alineación óptima tomando el número de residuos idénticos entre las dos 
secuencias dividido por el número total de residuos en la secuencia más corta y multiplicando por 100. La alineación 15
óptima es la alineación en la que el porcentaje de identidad es el más alto posible. Se pueden introducir 
separaciones en una o ambas secuencias en una o más posiciones de la alineación para obtener la alineación 
óptima. En ese caso, estas separaciones se tienen en cuenta como restos no idénticos para el cálculo del porcentaje 
de la secuencia de identidad.

La alineación con fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoácidos o ácidos nucleicos se 20
puede conseguir mediante diversas formas usando programas de ordenador y, por ejemplo, programas de 
ordenador disponibles públicamente disponibles en la World Wide Web. Preferentemente, se puede usar el 
programa BLAST (Tatiana y col., FEMS Microbiol Lett., 1999, 174:247-250, 1999) ajustado en sus parámetros por 
defecto, disponible en el Centro Nacional para Información Biotecnológica (NCBI) en http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/BLAST/b12seq/wblast2.cgi, para obtener una alineación óptima de secuencias peptídicas o 25
nucleotídicas y para calcular el porcentaje de identidad de secuencia.

El polipéptido que se va a poner en contacto con LPP in vitro se puede obtener por extracción de cualquier 
organismo que lo exprese, usando tecnologías convencionales de extracción de proteínas o enzimas. Si el 
organismo hospedador es un organismo unicelular o una célula que libera el polipéptido de la invención en el medio 
de cultivo, el polipéptido se puede recoger simplemente del medio de cultivo, por ejemplo por centrifugación, seguido 30
opcionalmente por etapas de lavado y resuspensión en soluciones tampón adecuadas. Si el organismo o célula 
acumula el polipéptido dentro de sus células, el polipéptido se puede obtener por ruptura o lisis de las células y 
extracción adicional del polipéptido del lisato celular.

Los polipéptidos, en forma aislada o junto con otras proteínas, por ejemplo, en un extracto de proteína sin procesar
obtenido de células o microorganismos cultivados, se pueden suspender a continuación en una solución tampón a 35
un pH óptimo. Si fuera adecuado, se pueden añadir sales, DTT, BSA y otras clases de cofactores enzimáticos, con 
el fin de optimizar la actividad enzimática. Más adelante se describen condiciones apropiadas con mayor detalle en 
los Ejemplos.

A continuación se puede añadir LPP a la suspensión o solución, que a continuación se incuba a una temperatura 
óptima, por ejemplo entre 15 y 40 ºC, preferentemente entre 25 y 35 ºC, más preferentemente a 30 ºC. Después de 40
la incubación, el esclareol producido se puede aislar de la solución incubada mediante procedimientos de 
aislamiento convencionales, tales como extracción con disolventes y destilación, opcionalmente después de la 
retirada de polipéptidos de la solución.

Se puede obtener el LPP poniendo en contacto GGPP con una LPP sintasa aislada. Los Ejemplos 1 a 3 posteriores 
muestran un procedimiento para aislar un ADNc que codifica LPP sintasa de Salvia sclarea, un procedimiento para 45
la expresión heteróloga de dicho ADNc en E. coli, un procedimiento para la purificación de la LPP sintasa producida 
de ese modo y un procedimiento para la producción in vitro de LPP que usa la LPP sintasa aislada.

De acuerdo con otra realización preferente, el procedimiento para producir esclareol se realiza in vivo. En este caso, 
la etapa a) del procedimiento descrito anteriormente comprende cultivar un organismo o célula no humano capaz de 
producir LPP y transformado para expresar un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa y que 50
comprende una secuencia de aminoácidos al menos un 70 % idéntica a SEC ID Nº: 1 en condiciones que conduzcan 
a la producción de esclareol.

De acuerdo con una realización más preferente, el procedimiento comprende además, antes de la etapa a), 
transformar un organismo o célula no humano capaz de producir LPP con al menos un ácido nucleico que codifica 
un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende una secuencia de aminoácidos al 55
menos un 70 % idéntica a SEC ID Nº: 1, de modo que dicho organismo exprese dicho polipéptido.

De acuerdo con una realización preferente, el ácido nucleico usado para transformar el organismo o célula 
hospedador comprende una secuencia de nucleótidos al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, 
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preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 95 % e 
incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID Nº: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo 
con otra realización preferente, el ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID Nº: 2 o el 
complemento de la misma. De acuerdo con una realización más preferente, el ácido nucleico consiste en SEC ID Nº: 
2 o el complemento de la misma.5

En el presente documento también se desvela un ácido nucleico truncado que comprende una secuencia de 
nucleótidos al menos un 50 %, preferentemente al menos un 55 %, preferentemente al menos un 60 %, 
preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, 
preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 95 % e 
incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID Nº: 93 o el complemento de la misma. En el 10
presente documento también se desvela un ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID Nº: 
93 o el complemento de la misma. En el presente documento también se desvela un ácido nucleico que consiste en 
SEC ID Nº: 93 o el complemento de la misma.

Estas realizaciones de la invención son particularmente ventajosas dado que es posible realizar el procedimiento in 
vivo sin aislar previamente el polipéptido. La reacción se produce directamente dentro del organismo o célula 15
transformado para expresar dicho polipéptido.

Se pretende que el organismo o célula "exprese" un polipéptido, con la condición de que el organismo o célula se 
transforme para albergar el ácido nucleico que codifica dicho polipéptido, el ácido nucleico se transcriba a ARNm y el 
polipéptido se encuentre en el organismo o célula hospedador. El término "expresar" incluye "expresar 
heterólogamente" y "sobreexpresar", refiriéndose el último a los niveles de ARNm, polipéptido y/o actividad 20
enzimática sobre y por encima de lo que se mide en un organismo o célula no transformado. Una descripción más 
detallada de los procedimientos adecuados para transformar un organismo o célula no humano se describirá 
posteriormente en la parte de la memoria descriptiva que se dedica a tales organismos o células no humanos 
transformados como objetos específicos de la presente invención y en los Ejemplos.

Se pretende que el organismo o célula particular sea "capaz de producir LPP" cuando produce LPP de forma natural 25
o cuando no produce LPP de forma natural pero produce GGPP (o se transforma de ese modo) y se transforme para 
expresar una LPP sintasa, antes de la transformación con un ácido nucleico que codifica una esclareol sintasa o 
junto con dicho ácido nucleico. Los organismos o células transformados para producir una mayor cantidad de LPP 
que la del organismo o célula de origen natural también se incluyen en los "organismos o células capaces de 
producir LPP". De acuerdo con una realización preferente, el organismo acumula LPP de forma natural o se 30
transforma para acumular LPP.

Los procedimientos para transformar organismos de modo que expresen una LPP sintasa, pueden ser cualquier 
procedimiento conocido en la técnica para transformar un organismo hospedador. Tales procedimientos se exponen
con mayor detalle posteriormente y se da un ejemplo específico de la expresión de una LPP sintasa en E. coli en el 
Ejemplo 2. También se conocen en la técnica procedimientos para transformar un organismo para producir GGPP. 35
Tales procedimientos se pueden encontrar, por ejemplo, en Huang, Roessner, Croteau y Scott, Engineering 
Escherichia coli for the synthesis of taxadiene, a key intermediate in the biosynthesis of taxol, Bioorg Med Chem., 
9(9), 2001, 2237-2242.

Para realizar la invención in vivo, el organismo hospedador se cultiva en condiciones que conduzcan a la producción 
de esclareol. Por lo tanto, si el hospedador es una planta transgénica, se proporcionan condiciones de crecimiento 40
óptimo, tales como condiciones de luz, agua y nutrientes óptimas, por ejemplo. Si el hospedador es un organismo 
unicelular, las condiciones que conduzcan a la producción de esclareol pueden comprender la adición de factores 
adecuados al medio de cultivo del hospedador. Además, se puede seleccionar el medio de cultivo de modo que 
maximice la síntesis de esclareol. Se describen condiciones de cultivo óptimas de una forma más detallada en los 
siguientes Ejemplos.45

Algunos organismos no humanos adecuados para realizar el procedimiento de la invención in vivo pueden ser
cualquier organismo multicelular o unicelular no humano. En una realización preferente, el organismo no humano 
usado para realizar la invención in vivo es una planta, un procariota o un hongo.

Se puede usar cualquier planta, procariota u hongo para realizar el procedimiento de la invención in vivo. Algunas 
plantas particularmente útiles son las que producen de forma natural grandes cantidades de terpenos. En una 50
realización más preferente, la planta se selecciona entre la familia de Solanaceae, Poaceae, Brassicaceae,
Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae o Lamiaceae. Por ejemplo, la planta se selecciona entre los géneros Nicotiana,
Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza), Medicago (alfalfa), Gossypium (algodón), Artemisia, Salvia y
Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la especie de Nicotiana tabacum.

En una realización más preferente, el organismo no humano es un microorganismo. De acuerdo con una realización 55
incluso más preferente, dicho microorganismo es una bacteria o un hongo, y preferentemente dicho hongo es 
levadura. Más preferentemente, dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces cerevisiae.
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La mayoría de estos organismos no producen LPP de forma natural. Para que sean adecuados para realizar el 
procedimiento de la invención, estos organismos se tienen que transformar para producir dicho precursor. Se 
pueden transformar de ese modo antes de la modificación con el ácido nucleico que codifica el polipéptido que tiene 
una actividad de esclareol sintasa o simultáneamente, como se ha explicado anteriormente.

También se pueden usar células eucariotas superiores aisladas, en lugar de organismos completos, como 5
hospedadores para realizar el procedimiento de la invención in vivo. Algunas células eucariotas adecuadas pueden 
ser cualquier célula no humana, pero son preferentemente células de plantas.

De acuerdo con otra realización preferente, el polipéptido o el ácido nucleico usado en el procedimiento de 
cualquiera de las realizaciones anteriores deriva de Salvia sclarea.

Una herramienta importante para realizar el procedimiento de la invención es el propio polipéptido. Por lo tanto, es 10
otro objeto de la presente invención un polipéptido aislado que tiene una actividad de esclareol sintasa y que 
comprende una secuencia de aminoácidos al menos un 70 % idéntica a la secuencia de aminoácidos completa de 
SEC ID Nº: 1.

De acuerdo con una realización preferente, la esclareol sintasa comprende una secuencia de aminoácidos al menos 
un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 15
90 %, más preferentemente al menos un 95 % e incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID 
Nº: 1. De acuerdo con otra realización preferente, el polipéptido comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID Nº: 
1. De acuerdo con una realización más preferente, el polipéptido consiste en SEC ID Nº: 1.

De acuerdo con otra realización preferente de la invención, el polipéptido deriva de Salvia sclarea.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "esclareol sintasa" o "polipéptido que tiene una actividad de 20
esclareol sintasa" se refieren a un género de polipéptidos o fragmentos peptídicos que incluyen las secuencias de 
aminoácidos identificadas en el presente documento, así como polipéptidos truncados o variantes, con la condición 
de que mantengan su actividad de esclareol sintasa como se ha definido anteriormente y que compartan al menos el 
porcentaje definido de identidad con el correspondiente fragmento de SEC ID Nº: 1.

En el presente documento también se desvela una esclareol sintasa que comprende una secuencia de aminoácidos 25
al menos un 50 % idéntica a SEC ID Nº: 96. Preferentemente, la esclareol sintasa comprende una secuencia de 
aminoácidos al menos un 55 %, preferentemente al menos un 60 %, preferentemente al menos un 65 %, 
preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, 
preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 95 % e 
incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID Nº: 96. En el presente documento también se 30
desvela un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID Nº: 96. En el presente documento 
también se desvela un polipéptido que consiste en SEC ID Nº: 96.

Algunos ejemplos de polipéptidos variantes son proteínas de origen natural que resultan de sucesos alternados de 
corte y empalme de ARNm o de la escisión proteolítica de los polipéptidos descritos en el presente documento. 
Algunas variaciones atribuibles a la proteolisis incluyen, por ejemplo, diferencias en los extremos N- o C-terminal 35
después de la expresión en diferentes tipos de células hospedadoras, debido a la retirada proteolítica de uno o más 
aminoácidos terminales de los polipéptidos de la invención. Los polipéptidos codificados por un ácido nucleico 
obtenido por mutación de un ácido nucleico de la invención, como se describe posteriormente, también se incluyen 
en la invención.

El ácido nucleico que codifica el polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa, como se ha definido 40
anteriormente, es una herramienta necesaria para modificar organismos o células no humanos destinados a usarse 
cuando el procedimiento se realiza in vivo. Por lo tanto, es otro objeto de la invención un ácido nucleico que codifica 
un polipéptido como se define en cualquiera de las realizaciones anteriores.

De acuerdo con una realización preferente, el ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos al menos un 
75 %, preferentemente al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 85 %, más preferentemente al menos 45
un 90 %, más preferentemente al menos un 95 % e incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC 
ID Nº: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo con una realización más preferente, el ácido nucleico 
comprende una secuencia de nucleótidos idéntica a SEC ID Nº: 2 o el complemento de la misma. De acuerdo con 
una realización incluso más preferente, el ácido nucleico consiste en SEC ID Nº: 2 o el complemento de la misma.

De acuerdo con otra realización preferente de la invención, el ácido nucleico deriva de Salvia sclarea.50

Se puede definir que el ácido nucleico de la invención incluye polímeros de desoxirribonucleótido o ribonucleótido en 
forma mono o bicatenaria (ADN y/o ARN). Se debería entender que la expresión " secuencia de nucleótidos" 
comprende una molécula de polinucleótido o una molécula de oligonucleótido en forma de un fragmento separado o 
como un componente de un ácido nucleico mayor. Los ácidos nucleicos de la invención también incluyen ciertas 
secuencias de nucleótidos aisladas que incluyen las que están básicamente exentas de material endógeno 55
contaminante. El ácido nucleico de la invención puede estar truncado, con la condición de que codifique un 

E09706183
14-12-2015ES 2 556 221 T3

 



8

polipéptido incluido por la presente invención, como se ha descrito anteriormente. Algunos ácidos nucleicos 
truncados particularmente útiles son los ácidos nucleicos al menos un 70 % idénticos a SEC ID Nº: 93 o el 
complemento de la misma.

Los ácidos nucleicos obtenidos por mutaciones de SEC ID Nº: 2 o el complemento de la misma también están 
incluidos en la invención, con la condición de que compartan al menos el porcentaje de identidad definido con el 5
correspondiente fragmento de SEC ID Nº: 2 y que codifiquen polipéptidos que tengan una actividad de esclareol 
sintasa, como se ha definido anteriormente. Las mutaciones pueden ser cualquier clase de mutación de estos ácidos 
nucleicos, tales como mutaciones puntuales, mutaciones por supresión, mutaciones por inserción y/o mutaciones de 
desplazamiento de marco. Se pueden preparar ácidos nucleicos variantes con el fin de adaptar su secuencia de 
nucleótidos a un sistema de expresión específico. Por ejemplo, se conoce que los sistemas de expresión bacterianos 10
expresan de forma más eficaz los polipéptidos si los aminoácidos se codifican por un codón preferente. Debido a la 
degeneración del código genético, en el que más de un codón puede codificar el mismo aminoácido, múltiples 
secuencias de ADN pueden codificar el mismo polipéptido, estando incluidas en la invención todas estas secuencias 
de ADN.

En el presente documento también se desvela un ácido nucleico que es un ácido nucleico truncado que comprende 15
una secuencia de nucleótidos al menos un 50 %, preferentemente al menos un 55 %, preferentemente al menos un 
60 %, preferentemente al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, preferentemente al menos un 80 %, 
preferentemente al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 95 % e 
incluso más preferentemente al menos un 98 % idéntica a SEC ID Nº: 93 o el complemento de la misma. En el 
presente documento también se desvela un ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID Nº: 20
93 o el complemento de la misma. En el presente documento también se desvela un ácido nucleico que consiste en 
SEC ID Nº: 93 o el complemento de la misma.

Hablando en términos generales, el ácido nucleico de la invención se puede aislar usando un enfoque de 
secuenciación masivo en paralelo, que se desarrolla ampliamente en los Ejemplos 5 y 6. La primera etapa de este 
procedimiento es la secuenciación global de la librería de ADNc. En primer lugar, la librería de ADNc se fragmenta 25
por nebulización. A continuación, los fragmentos se amplifican mediante PCR y se realiza la reacción de 
secuenciación. Se obtienen secuencias cortas de 35 pases denominadas "lecturas". Las "lecturas" se reensamblan 
en secuencias contiguas ("contigs") usando un software con ajustes mínimos definidos de longitud y porcentaje de 
solapamiento. A continuación, se realiza una búsqueda en las "lecturas" y "contigs" para identidad de secuencia con 
enzimas conocidas del mismo tipo. En base a estas homologías, las "lecturas" y "contigs" se seleccionan y se usan 30
para sintetizar cebadores con el fin de realizar la amplificación por PCR de la esclareol sintasa de longitud completa.

Otra herramienta importante para transformar organismos o células hospedadores adecuados para realizar el 
procedimiento de la invención in vivo es un vector de expresión que comprende al menos un ácido nucleico de 
acuerdo con cualquier realización de la invención. Por lo tanto, tal vector es también un objeto de la presente 
invención.35

Un "vector de expresión", como se usa en el presente documento, incluye cualquier vector recombinante lineal o 
circular que incluye, pero no se limita a, vectores virales, bacteriófagos y plásmidos. El experto en la materia es 
capaz de seleccionar un vector adecuado de acuerdo con el sistema de expresión. En una realización, los vectores 
de expresión incluyen los ácidos nucleicos de la invención unidos operativamente al menos a una secuencia 
reguladora, que controla la transcripción, traducción, iniciación y terminación, tal como un promotor, operador o 40
potenciador transcripcional, o un sitio de unión ribosomal de ARNm y, opcionalmente, que incluye al menos un 
marcador de selección. Las secuencias de nucleótidos se "unen operativamente" cuando la secuencia reguladora se 
relaciona funcionalmente con el ácido nucleico de la invención.

Los vectores de expresión de la presente invención se pueden usar en los procedimientos para preparar un 
organismo y/o célula hospedador genéticamente transformado, en organismos y/o células hospedadores que 45
albergan los ácidos nucleicos de la invención y en los procedimientos para producir o fabricar polipéptidos que tienen 
una actividad de esclareol sintasa, como se desvela adicionalmente más adelante.

Los organismos y células no humanos recombinantes transformados para albergar al menos un ácido nucleico de la 
invención, de modo que expresen heterólogamente o sobreexpresen al menos un polipéptido de la invención, 
también son herramientas muy útiles para realizar el procedimiento de la invención. Por lo tanto, tales organismos y 50
células no humanos son otro objeto de la presente invención.

Algunos organismos no humanos de la invención pueden ser cualquier organismo multicelular o unicelular no 
humano. En una realización preferente, el organismo no humano de la invención es una planta, un procariota o un 
hongo. Dicho organismo puede ser cualquier planta, procariota u hongo. Algunas plantas particularmente útiles son 
las que producen de forma natural grandes cantidades de terpenos. En una realización más preferente, la planta se 55
selecciona entre la familia de Solanaceae, Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae o Lamiaceae. 
Por ejemplo, la planta se selecciona entre los géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum, Arabidopsis, Brassica (colza),
Medicago (alfalfa), Gossypium (algodón), Artemisia, Salvia y Mentha. Preferentemente, la planta pertenece a la 
especie de Nicotiana tabacum.
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En una realización más preferente, el organismo no humano es un microorganismo. De acuerdo con una realización 
incluso más preferente, dicho microorganismo es una bacteria o levadura y lo más preferentemente, dicha bacteria 
es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces cerevisiae.

También se pueden transformar células eucariotas superiores aisladas, en lugar de organismos completos. Aquí, por 
células eucariotas superiores, se pretende indicar cualquier célula eucariota no humana excepto células de levadura.5
Algunas células eucariotas superiores preferentes son células de plantas o células fúngicas.

El término "transformado" se refiere al hecho de que el hospedador se somete a ingeniería genética para 
comprender una, dos o más copias de cualquiera de los ácidos nucleicos de la invención. Preferentemente, el 
término "transformado" se refiere a hospedadores que expresan heterólogamente los polipéptidos de la invención,
así como sobreexpresan los mismos. Por lo tanto, en una realización, la presente invención proporciona un 10
organismo transformado, en el que el polipéptido de la invención se expresa en una cantidad mayor que en el mismo 
organismo no transformado de ese modo.

Existen varios procedimientos conocidos en la técnica para la creación de organismos o células hospedadores 
transgénicos tales como plantas, hongos, procariotas, o cultivos celulares de organismos eucariotas superiores. Se 
describen vectores de clonación y expresión apropiados para su uso con hospedadores bacterianos, fúngicos, de 15
levaduras, de plantas y de mamíferos, por ejemplo, en Pouwels y col., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985, 
Elsevier, Nueva York, y en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, 1989, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. Los vectores de clonación y expresión para plantas superiores y/o, en particular, células de 
plantas están disponibles para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Schardl y col., Gene 61: 1-11,1987.

Los procedimientos para transformar organismos o células hospedadores para albergar ácidos nucleicos 20
transgénicos, tales como los de la presente invención, son familiares para los expertos en la materia. Para la 
creación de plantas transgénicas, por ejemplo, los procedimientos actuales incluyen: electroporación de protoplastos 
de plantas, transformación mediada por liposomas, transformación mediada por Agrobacterium, transformación 
mediada por polietilenglicol, bombardeo de partículas, microinyección de células de plantas, y transformación 
usando virus.25

En una realización, el ADN transformado se integra en un cromosoma de un organismo y/o célula hospedador no 
humano de modo que dé como resultado un sistema recombinante estable. Se puede usar cualquier procedimiento 
de integración cromosómica conocido en la técnica en la práctica de la invención, que incluye, pero no se limita a, 
intercambio de casete mediado por recombinasa (RMCE), inserción cromosómica específica de sitio viral, 
adenovirus, e inyección pronuclear.30

Con el fin de realizar el procedimiento para producir esclareol in vitro, como se ha expuesto anteriormente en el 
presente documento, es muy ventajoso proporcionar un procedimiento para fabricar al menos un polipéptido que 
tenga una actividad de esclareol sintasa. Por lo tanto, la invención proporciona un procedimiento para producir al 
menos un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa que comprende

a) cultivar un organismo o célula no humano transformado con el vector de expresión de la invención, de modo 35
que albergue un ácido nucleico de acuerdo con la invención y exprese o sobreexprese un polipéptido codificado 
por dicho ácido nucleico y que tenga una actividad de esclareol sintasa;
b) aislar el polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa a partir del organismo o célula no humano 
cultivado en la etapa a).

De acuerdo con una realización preferente, dicho procedimiento comprende además, además de la etapa a), 40
transformar un organismo o célula hospedador no humano con al menos un vector de expresión de la invención, de 
modo que albergue al menos un ácido nucleico de acuerdo con la invención y exprese o sobreexprese menos un 
polipéptido codificado por dicho ácido nucleico.

La transformación y el cultivo del organismo o célula no humano se puede realizar como se ha descrito 
anteriormente para el procedimiento para la fabricación del esclareol in vivo. La etapa b) se puede realizar usando 45
cualquier técnica bien conocida en la técnica para aislar un polipéptido particular de un organismo o célula.

Una "variante de polipéptido", como se denomina en el presente documento, significa un polipéptido que tiene una 
actividad de esclareol sintasa y es básicamente homólogo a un polipéptido nativo, pero que tiene una secuencia de 
aminoácidos diferente de la codificada por cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos de la invención debido a 
una o más supresiones, inserciones o sustituciones.50

Las variantes pueden comprender secuencias sustituidas conservativamente, que significa que un resto de 
aminoácido dado se reemplaza por un resto que tiene características fisicoquímicas similares. Algunos ejemplos de 
sustituciones conservativas incluyen la sustitución de un resto alifático por otro, tal como Ile, Val, Leu, o Ala por otro, 
o sustituciones de un resto polar por otro, tal como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o Gln y Asn. Véase Zubay, 
Biochemistry, Addison-Wesley Pub. Co., (1983). Los efectos de tales sustituciones se pueden calcular usando 55
matrices de calificación de sustitución tales como PAM-120, PAM-200, y PAM-250 como se discute en Altschul, (J. 
Mol. Biol. 219:555-65, 1991). Se conocen bien otras de tales sustituciones conservativas, por ejemplo sustituciones 

E09706183
14-12-2015ES 2 556 221 T3

 



10

de regiones enteras que tienen características de hidrofobicidad similares.

También se incluyen en la invención variantes de péptidos de origen natural. Algunos ejemplos de tales variantes 
son proteínas que resultan de sucesos de corte y empalme de ARNm alternantes o de la escisión proteolítica de los 
polipéptidos descritos en el presente documento. Las variaciones atribuibles a la proteolisis incluyen, por ejemplo, 
diferencias en los extremos N-terminal o C-terminal tras la expresión de diferentes tipos de células hospedadoras, 5
debido a la retirada proteolítica de uno o más aminoácidos terminales de los polipéptidos codificados por las 
secuencias de la invención.

Se pueden usar variantes de los polipéptidos de la invención para obtener una mejora o una reducción deseada de 
la actividad enzimática, una modificación de la regioquímica o estereoquímica modificada, o una alteración de la 
utilización de sustrato o la distribución del producto. Además, las variantes se pueden preparar para que tengan al 10
menos una propiedad modificada, por ejemplo un aumento de afinidad por el sustrato, una mejora de la especificidad 
para la producción de uno o más compuestos deseados; una diferente distribución de producto, una diferente 
actividad enzimática, un aumento de la velocidad de la reacción de la enzima, una mayor actividad o estabilidad en 
un entorno específico (pH, temperatura, disolvente, etc.), o una mejora del nivel de expresión en un sistema de 
expresión deseado. Una variante o un mutante dirigido a sitio se puede preparar mediante cualquier procedimiento15
conocido en la técnica. Como se ha indicado anteriormente, la invención proporciona polipéptidos recombinantes y 
no recombinantes, aislados y purificados, tales como de Salvia sclarea. Las variantes y los derivados de polipéptidos 
nativos se pueden obtener por aislamiento de variantes de origen natural, o la secuencia de nucleótidos de las 
variantes, de líneas o especies de plantas diferentes o iguales, o mediante mutaciones de programación artificial de 
secuencias de nucleótidos que codifican las esclareol sintasas nativas. Las alteraciones de la secuencia de 20
aminoácidos nativa se pueden conseguir mediante cualquiera de cierto número de procedimientos convencionales.

Las variantes de polipéptidos que resultan de una fusión de secuencias de péptidos adicionales en los extremos 
amino y carboxilo terminales de los polipéptidos de la invención se pueden usar para mejorar la expresión de los 
polipéptidos, y pueden ser útiles en la purificación de la proteína o la mejora de la actividad enzimática del 
polipéptido en un entorno o sistema de expresión deseado. Tales secuencias de péptidos adicionales pueden ser 25
péptidos de señal, por ejemplo. Por lo tanto, la presente invención incluye variantes de los polipéptidos de la 
invención, tales como las obtenidas por fusión con otros oligo o polipéptidos y/o las que se unen a péptidos de señal.

Por lo tanto, en una realización, la presente invención proporciona un procedimiento para preparar un polipéptido 
variante que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende las etapas de:

(a) seleccionar un ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones expuestas anteriormente;30
(b) modificar el ácido nucleico seleccionado para obtener al menos un ácido nucleico mutante;
(c) transformar células u organismos unicelulares hospedadores con la secuencia de ácido nucleico mutante para 
expresar un polipéptido codificado por la secuencia de ácido nucleico mutante;
(d) analizar sistemáticamente el polipéptido para al menos una propiedad modificada; y,
(e) opcionalmente, si el polipéptido no tiene ninguna actividad de esclareol sintasa variante deseada, repetir las 35
etapas de procedimiento (a) a (d) hasta que se obtenga un polipéptido con una actividad de esclareol sintasa 
variante deseada;
(f) opcionalmente, si se identificó un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa variante deseada en 
la etapa d), aislar el correspondiente ácido nucleico mutante obtenido en la etapa (c).

En la etapa (b), se pueden crear un gran número de secuencias de ácido nucleico mutantes, por ejemplo mediante 40
mutagénesis aleatoria, mutagénesis específica de sitio, o barajado de ADN. Los procedimientos detallados del 
barajado génico se encuentran en Stemmer, DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: in vitro
recombination for molecular evolution. Proc Natl Acad Sci U S A., 1994, 91(22): 10747-1075. En resumen, el 
barajado de ADN se refiere a un procedimiento de recombinación aleatoria de secuencias conocidas in vitro, que 
implica al menos dos ácidos nucleicos seleccionados para recombinación. Por ejemplo, se pueden introducir 45
mutaciones en sitios particulares mediante síntesis de oligonucleótidos que contienen una secuencia mutante, 
flanqueados por sitios de restricción que permiten la ligadura a fragmentos de la secuencia nativa. Después de la 
ligadura, la secuencia reconstruida resultante codifica un análogo que tiene la inserción, sustitución, o supresión de 
aminoácido deseada. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de mutagénesis específicos de sitio 
dirigidos por oligonucleótidos para proporcionar un gen alterado en el que se pueden alterar codones 50
predeterminados por sustitución, supresión o inserción.

Por lo tanto, SEC ID Nº: 2 o 93 se pueden combinar con cualquier otro aminoácido que codifique diterpeno sintasa,
por ejemplo aislado de un organismo distinto de Salvia sclarea. De ese modo, se pueden obtener y separar ácidos 
nucleicos mutantes, que se pueden usar para transformar células hospedadoras de acuerdo con procedimientos 
convencionales, por ejemplo tales como los desvelados en los presentes Ejemplos.55

En la etapa (d), el polipéptido obtenido en la etapa (c) se analiza sistemáticamente para al menos una propiedad 
modificada, por ejemplo una actividad enzimática modificada deseada. Algunos ejemplos de actividades enzimáticas 
deseadas, para las que se puede analizar sistemáticamente un polipéptido expresado, incluyen aumento o reducción 
de la actividad enzimática, según se mide mediante el valor de KM o Vmax, modificación de la regioquímica o 
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estereoquímica y alteración del uso de sustrato o la distribución de producto. El análisis sistemático de la actividad 
enzimática se puede realizar de acuerdo con procedimientos familiares para los expertos en la materia y los 
desvelados en los presentes Ejemplos.

La etapa (e) proporciona la repetición de las etapas de procedimiento (a)-(d), que se pueden realizar 
preferentemente en paralelo. Por lo tanto, mediante la creación de un número considerable de ácidos nucleicos 5
mutantes, se pueden transformar numerosas células hospedadoras con diferentes ácidos nucleicos mutantes al 
mismo tiempo, permitiendo el análisis sistemático posterior de un elevado número de polipéptidos. De ese modo, se 
pueden aumentar las oportunidades de obtener un polipéptido variante deseado a discreción del experto en la 
materia.

Descripción de las figuras10

Figura 1: estructuras de los diversos compuestos citados en la memoria descriptiva.
Figura 2: biosíntesis putativa de esclareol a partir de LPP, que está catalizada por SsTps1132 (SEC ID Nº: 1).
Figura 3: alineación de secuencias de aminoácidos de fragmentos de tipo diterpeno sintasa de clase I con la 
secuencia del estemodeno sintasa de Oriza sativa (número de registro AAZ76733).
Figura 4: alineación de la secuencia de aminoácidos deducida de SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) y SsTps1137 (SEC 15
ID Nº: 86) con secuencias de aminoácidos de diterpeno sintasas seleccionadas de la base de datos.
Figura 5: alineación de secuencias de aminoácidos de SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) y 1132-2-5 (SEC ID Nº: 96) 
que se expresaron heterólogamente en E coli.
Figura 6: análisis por GC de los productos obtenidos después de la incubación de 1132 proteínas recombinantes 
diferentes con LPP. Los extractos de proteína sin procesar de E. coli que expresan las proteínas recombinantes 20
SsTps1132 y 1132-2-5 (SEC ID Nº: 1 y 96) se incubaron con LPP en un volumen final de 1 ml de MOPSO 50 mM
a pH 7 complementado con MgCl2 15 mM y DTT 1 mM.
Figura 7: análisis por GC-MS de los productos generados a partir de LPP mediante la proteína recombinante 
1132-2-5. (A) Cromatograma iónico total de los productos obtenidos a partir de la incubación de LPP con un 
extracto de proteínas sin procesar de E. coli transformado con pET101-1132-2-5 (SEC ID Nº: 93). (B) Espectro 25
de masas del pico para un tiempo de retención de 14,3. (C) Espectro de masas de un patrón de esclareol 
auténtico.
Figura 8: análisis por GC de los productos obtenidos después de incubación conjunta de las proteínas 
recombinantes SsTps1132 y 1132-2-5 (SEC ID Nº: 1 y 96) con la proteína recombinante SsLPPs3 (SEC ID Nº: 
24) en presencia de GGPP.30

Realizaciones específicas de la invención o Ejemplos

La invención se describirá a continuación con mayor detalle por medio de los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1

Aislamiento de los ADNc que codifican LPP sintasa de Salvia sclarea mediante un enfoque de PCR

A. Material de planta y extracción de ADN35

Se recogieron las yemas florales (1,5 a 2 cm de longitud, 1-2 días de edad) que desarrolla la Salvia sclarea en los 
campos de Bassins (Suiza) y se congelaron directamente en nitrógeno líquido.

Se extrajo ARN total usando el Reactivo de ARN de Plantas Concert™ de Invitrogen (Carlsbad, CA) y el ARNm se 
purificó mediante cromatografía de afinidad oligodT-celulosa usando el Kit de aislamiento de ARNm FastTrack® 2.0 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se construyó una librería de ADNc 40
usando el Kit de Amplificación de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA).

B. Reacciones en cadena de la polimerasa para la amplificación de los ADNc de diterpeno sintasas

Se realizó la PCR usando el cebador directo PCR DT3F (5'-GAYRTNGAYGAYACNGCNATGG-3' (SEC ID Nº: 3)) y 
el cebador inverso DT4R (5'-GTYTTNCCNAKCCANACRTCRYYT-3' (SEC ID Nº: 4)). La mezcla de PCR contenía
0,4 μM de cada cebador, 300 μM de cada dNTP, 5 µl de tampón de ADN polimerasa 10X HotStartTaq® (Qiagen),45
2 µl de ADNc diluido 100 veces, y 0,5 µl de ADN polimerasa HotStartTaq® en un volumen final de 50 µl. Las 
condiciones de ciclación fueron: 35 ciclos de 45 s a 94 ºC, 45 s a 50 ºC y 2 min a 72 ºC; y 10 min a 72 ºC. Los 
tamaños de los productos de PCR se evaluaron en un gel de agarosa al 1 %. Las bandas correspondientes al 
tamaño esperado se extrajeron del gel, se purificaron usando el Kit de Extracción de Gel QIAquick® (Qiagen) y se 
clonaron en el vector pCR®2.1-TOPO usando el Kit de clonación TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los 50
fragmentos de ADNc insertados se sometieron a continuación a secuenciación de ADN y la secuencia se comparó 
frente a la base de datos de proteínas no redundante de GenBank (NCBI) usando el algoritmo BLASTX (Altschul y 
col., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990). Se obtuvo una secuencia de 354 pb denominada FN23 (SEC ID Nº: 5). Este 
fragmento de ADN poseía el tamaño esperado y mostró homología de secuencia con diterpeno sintasas.

55
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C. Aislamiento de ADNc de longitud completa mediante amplificación rápida de los extremos del ADNc 
(RACE)

Se diseñaron los oligonucleótidos específicos para la secuencia FN23 (SEC ID Nº: 5): FN23-F1 (3'-GCACGGATAC-
GACGTCGATCCAAATGTAC-5' (SEC ID Nº: 6)), FN23-F2 (3'-GGGCTGCTCAACTAAGATTTCCAGGAG-5' (SEC ID 
Nº: 7)) y FN23-F3 (5'-GGGTGATATCCGACCACTTATTTGATGAG-5' (SEC ID Nº: 8)). Estos cebadores se usaron en 5
RT-PCR en combinación con cebadores de oligodT prolongados con una secuencia adaptadora (5'-
AATTCGGTACCCGGGATCC(T)17-3') (SEC ID Nº: 9). La composición de la mezcla de reacción de RT-PCR fue la 
siguiente: 10 µl de tampón 5X Qiagen OneStep RT-PCR, 400 µM de cada dNTP, 400 nM de cada cebador, 2 µl de 
Mezcla Enzimática Qiagen OneStep RT-PCR, 1 µl de Inhibidor de Ribonucleasa RNasin® (Promega Co., Madisson, 
WI) y 1250 ng de ARN total en un volumen final de 50 µl. Las condiciones del ciclado térmico fueron: 30 min a 50 ºC10
(transcripción inversa); 15 min a 95 ºC (activación de ADN polimerasa); 35 ciclos de 45 s a 94 ºC, 45 s a 50 ºC y 90 s
a 72 ºC; y 10 min a 72 ºC. Se realizó una segunda ronda de PCR usando los productos de RT-PCR como plantilla 
con el cebador adapterP (5'-AATTCGGTACCCGGGATCC-3' (SEC ID Nº: 10)) en combinación con cebadores 
específicos de FN23 iguales o anidados. Este enfoque de PCR proporcionó un fragmento de ADNc de 1271 pb
(FN30 (SEC ID Nº: 11)) que tenía una superposición perfecta de 192 pb con el fragmento FN23 (SEC ID Nº: 5) y que 15
contenía el extremo 3' incluyendo el codón de terminación y la secuencia no codificante 3' del ADNc 
correspondiente.
Para la amplificación del extremo 5' del ADNc, se diseñaron oligonucleótidos antisentido específicos para FN23: 
FN23-R1 (5'-CATGGCATCTTCAACCCCAGCTTTATCTCATC-3' (SEC ID Nº: 12)), FN23-R2 (5'-
GTGGTCGGATATCACCCATCTT-TCTTGAAGTCG-3' (SEC ID Nº: 13)), FN23-R3 (5'-20
CATTGGAGATGCAGACTCGACCGATTGACC-3' (SEC ID Nº: 14)). Estos cebadores se usaron para 5'RACE
usando la librería de ADNc de S. sclarea siguiendo el protocolo del Kit de Amplificación de ADNc Marathon™ 
(Clontech, Mountain View, CA). Las condiciones de ciclación térmica fueron las que siguen a continuación: 1 min a
94 ºC, 5 ciclos de 30 s a 94 ºC y 4 min a 72 ºC, 5 ciclos de 30 s a 94 ºC y 4 min a 70 ºC, 20 ciclos de 30 s a 94 ºC y 4 
min a 68 ºC. Esta 5'RACE proporcionó un fragmento de ADNc de 1449 pb (FN40 (SEC ID Nº: 15) que tenía una 25
superposición perfecta de 227 pb con FN23 (SEC ID Nº: 5). La comparación con secuencias de diterpeno sintasas 
conocidas reveló que el fragmento FN40 (SEC ID Nº: 15) contenía el codón de iniciación de traducción y una región 
no codificante de 87 pb. El ensamblaje de los tres fragmentos de ADNc (FN23, FN30 y FN40 (SEC ID Nº: 5, 11 y 15)
proporcionó una secuencia de ADNc de longitud completa (SaTpsl) de 2655 pb (SEC ID Nº: 16) con un marco 
abierto de lectura de 2355 pb que codifica una proteína de 785 restos (SEC ID Nº: 17).30

Ejemplo 2

Expresión heteróloga de la LPP sintasa de S. sclarea en E. coli

El pETDuet-1 (Novagen, Madison, WI), diseñado para la expresión con el control de un promotor T7, se usó para la 
expresión en células de E. coli. Para construir el plásmido de expresión, se amplificó el marco abierto de lectura de 
SaTps1 (SEC ID Nº: 16) mediante PCR a partir de la librería de ADNc con los cebadores directo e inverso SaTps-35
Nde (3'- TACTGACAT-ATGACTTCTGTAAATTTGAGCAGAGCACC-5' (SEC ID Nº: 18)) y SaTps-Kpn (3'-
TTGGTACCTCATACAACCG-GTCGAAAGAGTACTTTG-5' (SEC ID Nº: 19)) diseñados para introducir un sitio NdeI
inmediatamente antes del codón de inicio y un sitio KpnI después del codón de terminación. Dado que el marco 
abierto de lectura contiene un sitio NdeI en la posición 1614 del marco abierto de lectura, esta amplificación se 
realizó en dos etapas por PCR de extensión superpuesta (Horton y col., Gene 77, 61-68, 1989), usando los 40
cebadores SaTps-Nde (SEC ID Nº: 18) y SaTps-Kpn (SEC ID Nº: 19) en combinación con los cebadores Satps-
mut1f (5'- GTTGGAGTGGATCCACATGCAGGAATGGTAC-3' (SEC ID Nº: 20)) y Satps-mut1r (3'- GTACCAT-
TCCTGCATCTGGATCCACTCCAAC-5' (SEC ID Nº: 21)), diseñados para retirar el sitio NdeI sin alterar la secuencia 
de aminoácidos. El ADNc resultante se ligó en primer lugar en el plásmido PCR2.1-Topo usando el Kit de Clonación 
TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) y las secuencias de los insertos se verificaron antes de la subclonación como 45
fragmento NdeI-KpnI en el vector pETDuet-1.

El análisis de la secuencia de varios clones obtenidos mediante amplificación a partir de la librería de ADNc con los 
cebadores específicos SaTps1 mostró cierta variabilidad en varias posiciones de la secuencia de ADNc. Se 
identificaron siete posiciones, en las que se pueden encontrar dos aminoácidos diferentes. Se descubrió que una 
posición era la inserción de un resto de serina producido en algunos de los clones. Estas posiciones se enumeran en 50
la siguiente tabla.

Posiciones

(con respecto a la secuencia de aminoácidos)

Aminoácido

34 Ile o Thr

40 Phe o Leu

174 Gln o His

222 Gly o Asp

538 Gln o His
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(continuación)
Posiciones

(con respecto a la secuencia de aminoácidos)

Aminoácido

560 Arg o Leu

596 Asn o Lys

612 Inserción de una Ser

Estas variaciones parecieron producirse de una forma aleatoria en once clones diferentes secuenciados, lo que 
sugiere que están presentes al menos dos isoformas muy estrechamente relacionadas de una diterpeno sintasas en 
el genoma de S. sclarea y que el enfoque de amplificación de PCR condujo al barajado de las secuencias. Se 5
seleccionaron dos clones, SsLPPs3 (SEC ID Nº: 22) y SsLPPs9 (SEC ID Nº: 23) representativos de la variabilidad de 
secuencias, para los experimentos de expresión heteróloga y de caracterización enzimática.

Los plásmidos pETDuet-SsLPPs3 y pETDuet-SsLPPs9 se transfirieron a células de E. coli B121(DE3) (Novagen, 
Madison, WI). Se usaron colonias individuales de células transformadas para inocular 5 ml de medio LB. Después de 
5 a 6 horas de incubación a 37 ºC, los cultivos se transfirieron a una incubadora a 20 ºC y se dejaron 1 hora para 10
equilibrado. La expresión de la proteína se indujo a continuación mediante la adición de IPTG 1 mM y el cultivo se 
incubó durante una noche a 20 ºC. Al día siguiente, las células se recogieron por centrifugación, se suspendieron en 
0,1 volúmenes de MOPSO 50 mM a pH 7, glicerol al 10 % y se lisaron por sonicación. Los extractos se aclararon por 
centrifugación (30 min a 20.000 g), y los sobrenadantes que contenían las proteínas solubles se usaron para 
experimentos adicionales.15

Los extractos de proteína sin procesar de las células transformadas pETDuet-SsLPPs3 y pETDuet-SsLPPs9 se 
analizaron mediante SDS-PAGE y se compararon con los extractos de proteína obtenidos a partir de las células 
transformadas con el plásmido vacío pETDuet. Se detectaron claramente las proteínas recombinantes SsLPPs3 y
SsLPPs9 (SEC ID Nº: 24 y 25) y el peso molecular aparente se estimó en 90 kDa, un valor en concordancia con el 
peso molecular calculado de 83 kDa.20

Ejemplo 3

Purificación de la LPP sintasa de Salvia sclarea y actividades enzimáticas

Los plásmidos PCR2.1-Topo que contienen el ADNc de SsLPPs3 y SsLPPs9 (SEC ID Nº: 22 y 23) (Ejemplo 2) se 
digirieron con NdeI y SacI y los insertos se ligaron en el plásmido pET28a(+) (Novagen). Los plásmidos de expresión 
resultantes (pET28-SsLPPs3 y pET28-SsLPPs9) contienen los ADNc con una modificación en el extremo en la 25
posición 5' diseñada para expresar las proteínas con una marca de hexa-histidina N-terminal (marca de His). La 
purificación se realizó en condiciones nativas usando el Sistema de Purificación ProBond™ (Invitrogen) siguiendo el 
protocolo del fabricante excepto en que, para la elución, el imidazol se sustituyó con L-histidina para minimizar la 
inhibición de la enzima. Usando este enfoque, las enzimas recombinantes con "marca de His" en SsLPPs3 y 
SsLPPs9 (SEC ID Nº: 97 y 98) se pudieron purificar hasta una homogeneidad aparente.30

Las enzimas purificadas por afinidad se incubaron 12 horas a 30 ºC con GGPP 200 µM y DTT 1 mM en MOPSO a 
pH 7, glicerol al 10 %, DTT 1 mM. No se observó producto de diterpeno mediante la extracción del medio de 
incubación con pentano y análisis del extracto con GC o GC-MS. El tratamiento del mismo extracto con fosfatasa 
alcalina (Sigma, 6 unidades/ml), seguido por extracción con pentano y análisis de GC, mostró la formación de 
labdenodiol y demostró la formación enzimática de difosfato de labdenodiol (LPP) como único producto de GGPP 35
mediante la diterpeno sintasa recombinante.

El análisis de GC se realizó en un sistema 6890 Series GC de Agilent equipado con un detector de ionización a la 
llama usando un diámetro interno de 0,25 mm con columna de capilaridad SPB-1 de 30 m (Supelco, Bellefonte, PA). 
El gas vehículo era He a un flujo constante de 1,5 ml/min. La temperatura inicial del horno era de 100 ºC
(mantenimiento de 1 min) seguido por un gradiente de 10 ºC/min a 300 ºC. El análisis de GC-MS se realizó en las 40
mismas condiciones y los espectros se registraron en un detector de masas 5975 de Agilent.

Ejemplo 4

Enfoque de PCR para la clonación de homología de diterpeno sintasas de la clase I (esclareol sintasa) de S. sclarea.

La clonación y caracterización de SsLPPs3 (SEC ID Nº: 24) y SsLPPs9 (SEC ID Nº: 25), en los Ejemplos 1 a 3, 
sugieren que la biosíntesis del esclareol en S. sclarea implica a dos proteínas, la SsLPPs y una diterpeno sintasa de 45
la clase I, la esclareol sintasa, que cataliza la conversión de LPP en esclareol.

Un enfoque de PCR se usó en un primer intento para el aislamiento de secuencias de ADNc de diterpeno sintasas 
de la clase I. Se diseñaron oligonucleótidos basados en secuencias conservadas en diterpeno sintasas de plantas y 
especialmente en diterpeno sintasas que catalizan el ciclado de ésteres de difosfato C20 a través de un mecanismo 
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de ionización. Las secuencias con números de registro BAB19275, AAB39482, AAD30231, AAD34295, CAE05201, 
BAB12441, AAT49066, CAE05199, AAU05906, BAD17672, AAQ72565, AAL09965, AAK83563, AAS47691, 
AAS47690 y AAR13860, se seleccionaron a partir de las bases de datos de secuencias públicas 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Todas estas secuencias de proteínas corresponden a diterpeno sintasas de la clase I y 
contienen el motivo DDxxD (en el que x representa cualquier aminoácido) característico del mecanismo de ciclado 5
dependiente de ionización en terpeno sintasas. A partir de la alineación de estas secuencias, en primer lugar se
seleccionaron dos motivos conservados en la región N-terminal y se usaron para el diseño de oligonucleótidos 
sentido: YDT(A/S)WVA y (D/N)GSWG. En la secuencia de aminoácidos de la SsLPPs (SEC ID Nº: 24 y 25, Ejemplos 
1 a 3) estos dos motivos también estaban conservados, aunque con algunas diferencias para el primer motivo 
(YDTAVIA). Por lo tanto, la secuencia de SsLPPs también se tuvo en cuenta para el diseño de los oligonucleótidos 10
sentido. A partir del primer motivo, se diseñaron tres oligonucleótidos para cubrir todas las variaciones de las 
secuencias: DiTpsTB_F1, 5'-TATGATACNGCNGTNATDGC-3' (SEC ID Nº: 26); DiTpsTB_F2, 5'-TAT-
GACACGGCAGTGATCGC-3' (SEC ID Nº: 27); DiTpsTB_F3, 3'-TATGACACGGCAKKGRTNGC-5' (SEC ID Nº: 28). 
A partir del segundo motivo, se diseñaron dos oligonucleótidos: DiTpsTB_F4, 5'-
CAACTGGCTGATGGNTCNTGGGG-3' (SEC ID Nº: 29); DiTpsTB_F5, 5'-CAACTGGC'TGATGGCTCATGGGG-3'15
(SEC ID Nº: 30). El motivo DDxxD, localizado en la región C-terminal de las proteínas e implicado en la unión del 
resto de difosfato en el sitio activo, se usó para diseñar dos oligonucleótidos antisentido: DiTpsTB_R1, 5'-
GATCCTCCAACRTCRWARARRTCRTC-3' (SEC ID Nº: 31), DiTpsTB_R2, 5'-
GATCCTCCACGTCGWAGAAGTCGTC-3' (SEC ID Nº: 32).

Estos cebadores se usaron para amplificación de PCR a partir de una biblioteca de ADNc de Salvia sclarea20
(preparada como se ha descrito en el Ejemplo 1). Las PCR se realizaron usando la Mezcla de Polimerasa 2 
Advantage® (Clontech). Cada mezcla de PCR contenía, en un volumen total de 50 µl, 5 µl de tampón de PCR 2 
Advantage®, 200 µM de dNTPs, 200 nM de cada cebador de oligonucleótido, 5 µl de ADNc diluido 200 veces, 1 µl de 
Mezcla de Polimerasa 2 Advantage®. Para las amplificaciones se usaron las siguientes condiciones: 3 minutos de 
desnaturalización a 94 ºC; 15 ciclos de 1 minuto de desnaturalización a 94 ºC, 1 min de hibridación a 65 ºC para el 25
primer ciclo y menos un grado para cada ciclo siguiente, y 2 minutos de prolongación a 72 ºC; 20 ciclos de 1 minuto 
de desnaturalización a 94 ºC, 1 min de hibridación a 58 ºC y 2 minutos de prolongación a 72 ºC; y por último 
10 minutos de prolongación a 72 ºC. Se realizaron diferentes PCR con las posibles combinaciones de 
oligonucleótidos sentido y antisentido. Los amplicones se identificaron sistemáticamente para los tamaños 
esperados y para homología de secuencias con diterpeno sintasas. Desafortunadamente, usando este enfoque de 30
PCR, no se pudo obtener ninguna secuencia relacionada con diterpeno.

Ejemplo 5

Secuenciación en paralelo de forma masiva de una biblioteca de ADNc de flor de S. sclarea.

Dado que el enfoque clásico de clonación basado en homología no tuvo éxito en la clonación de la diterpeno sintasa 
de la clase I de S. sclarea, los inventores se comprometieron a usar un enfoque basado en la secuenciación global 35
de la biblioteca de ADNc. Los inventores usaron la tecnología de secuenciación en paralelo masiva de fragmentos 
pequeños de ADN desarrollada por Illumina (San Diego, California) para obtener información de secuencias de todos 
los transcritos (transcriptoma) presentes en las flores de Salvia sclarea. Esta técnica de secuenciación usa una 
química de secuenciación basada en terminador reversible y los aparatos de Estación de Agrupamiento y 
Secuenciador de Genoma desarrollados por Solexa e Illumina (www.illumina.com).40

La tecnología y el equipo se ajustaron en Fasteris SA (Ginebra, Suiza) y la preparación de las muestras de ADN y la 
secuenciación se realizaron en Fasteris SA. Una alícuota (1 µg) de la biblioteca de ADNc generada a partir de flores 
en desarrollo de S. sclarea usando el Kit de Amplificación de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA) 
(Ejemplo 1), se trató usando el Kit de Preparación de Muestra Genómica (Illumina). En resumen, el ADN se 
fragmenta mediante nebulización, los extremos se preparan para generar extremos romos, los adaptadores se ligan 45
a los extremos de los fragmentos de ADN y los fragmentos de ADN modificados con adaptador se amplifican con 
PCR. Después de controlar la calidad de la biblioteca mediante electroforesis en gel, la generación de los 
agrupamientos de ADN en la célula de flujo y la reacción de secuenciación se realiza en los equipos de Estación de 
Agrupamiento y Secuenciador de Genoma. Usando esta tecnología, se obtuvieron 1,9 millones de secuencias cortas 
(lecturas) de 35 bases.50

El software Edena (Dr David Hernandez, Genomic Research Laboratory, University of Geneva Hospitals, Ginebra, 
Suiza) se usó para reensamblar secuencias contiguas. Las cinco últimas bases se retiraron primero de cada lectura 
debido a las posibles incorporaciones erróneas debido a la menor fidelidad en los últimos ciclos del procedimiento de 
secuenciación. Los parámetros del software se ajustaron de modo que se permitiera una longitud mínima de 15 
bases para los solapamientos con identidad estricta (100 %). Se retuvieron las contigs (secuencias contiguas) con 55
una longitud de al menos 50 bases. En estas condiciones, se pudieron reconstituir 2054 contigs de 50 a 1330 bases 
de longitud.

Para evaluar la calidad del ensamblaje, se buscaron las contigs para identidad de secuencias con la secuencia de 
ADN de SsLPPs, las diterpeno sintasas de la clase II aisladas primero a partir de la biblioteca de ADNc de S. sclarea 
(SsLPPs3 (SEC ID Nº: 22), Ejemplo 2). Esta búsqueda se realizó usando el procedimiento BLASTn (Altschul y col., 60
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J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990). De forma sorprendente, solamente se encontraron 3 contigs con longitudes de 81, 
73 y 52 bases y solamente se habían usado cuarenta lecturas con el software Eland para generar estos contigs. La 
alineación con la secuencia de referencia de SsLPPs3 mostraba que los 3 contigs (SEC ID Nº: 33 a 35 cubrían 
solamente un 8,7 % de la secuencia de longitud completa aunque con una identidad de un 99 %).

En las bases de datos públicas se ha informado una información de secuencias limitadas para Salvia sclarea. La 5
única secuencia genética disponible en la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) era la secuencia de 
la subunidad grande de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) de Salvia sclarea (Nº de registro en NCBI 
Z37450). La búsqueda de las contigs para la identidad de ADN con esta secuencia de ADN de la RuBisCO de S. 
sclarea (Búsqueda con BLASTn) proporcionó dos contigs de 870 y 547 bases respectivamente (SEC ID Nº: 36 y 37). 
La alineación de las dos contigs con la secuencia de RuBisCO presentaba una cobertura de un 98 %: solamente 27 10
bases (entre las posiciones 858 y 884) de 1420 bases no estaban presentes en las contigs. Además esta cobertura 
casi completa, la identidad entre la secuencia de referencia y las contigs era de un 99,5 %, lo que representa una 
diferencia solamente de 7 nucleótidos.

A continuación, se buscaron todas las lecturas (datos no ensamblados) para identidad de secuencia con la 
secuencia de SsLPPs3 (SEC ID Nº: 22). El software Eland (Illumina) se usó para realizar esta búsqueda permitiendo 15
un máximo de 2 faltas de coincidencia con la secuencia de referencia. Se recuperó un total de 616 lecturas. La 
alineación de los fragmentos seleccionados con la secuencia de referencia revelaba que la secuencia de SsLPPs3 
(SEC ID Nº: 22) se cubría en la longitud completa con una cobertura ligeramente más elevada (más lecturas) hacia 
el extremo en la posición 3'. La misma manipulación con la secuencia de la RuBisCO mostraba que se obtenían 
1650 lecturas para esta secuencia. La cobertura de la secuencia de referencia con la estructura era mucho más 20
elevada para la RuBisCo que para SsLPPs3 (SEC ID Nº: 22). Para SsLPPs3 (SEC ID Nº: 22), se encontraron varias 
regiones pequeñas sin cobertura y regiones con ambigüedad de secuencia entre lecturas. Esta cobertura incompleta 
evita el reensamblaje completo y es ciertamente la razón para generar solamente unos pocos contigs muy 
pequeños.

El número de lecturas obtenido para un ADNc dado es proporcional a la abundancia de este ADNc. Por lo tanto, las 25
abundancias relativas se pueden calcular dividiendo el número de lecturas obtenidas para los ADNc dados entre sus 
longitudes totales. Al realizar este cálculo para la RuBisCO y SsLPPs3 (SEC ID Nº: 22) se proporcionaban valores 
de 1160 y 260 lecturas/kb respectivamente, lo que refleja una abundancia superior a 4,5 del ADNc de RuBisCO con 
respecto a los ADNc de SsLPPs. La RuBisCO es una enzima implicada en el metabolismo primario de plantas y que 
cataliza la fijación de carbono en el ciclo de Calvin. La abundancia relativamente más elevada de la RuBisCO refleja 30
una representación elevada de genes implicados en metabolismo primarios en comparación con genes implicados 
en el metabolismo secundario tales como la síntesis de diterpeno. El análisis de búsqueda con BLAST con las 
contigs mostraba que otras enzimas de los ciclos de Calvin (por ejemplo, fosfoglicerato quinasa, gliceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa) y metabolismo primario también se representaban de forma 
abundante en la biblioteca de ADNc usada en el presente documento. Por lo tanto, la codificación del ADNc para las 35
enzimas implicadas en el metabolismo secundario y en particular en la biosíntesis de diterpeno estaba en una 
abundancia demasiado baja para obtener una cobertura suficiente y un reensamblaje completo.

Ejemplo 6

Extracción de secuencias del tipo diterpeno sintasas de la clase I a partir de los datos de secuenciación.

El algoritmo Blast (Altschul y col., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990) se usó para buscar homología de las secuencias 40
de aminoácidos deducidas con secuencias de diterpeno sintasas de la clase I.

EN primer lugar se realizó una búsqueda de Blastx frente a una base de datos de proteínas con los 2054 contigs. 
Esta búsqueda proporcionó solamente un contig (contig1610, SEC ID Nº: 38) que presentaba homología de 
secuencia con diterpeno sintasas de la clase I. La secuencia de aminoácidos deducida a partir de este contig 
contenía el motivo DDxxD característico de ciclación de difosfatos de prenilo iniciado mediante ionización.45

A continuación se buscó una fracción de los datos sin procesar, que representa aproximadamente 3 x 105 lecturas 
para homología con diterpeno sintasas de la clase I. Las lecturas se buscaron usando el algoritmo tBlastn con cinco 
secuencias de aminoácidos seleccionadas de diterpeno sintasa de la clase I (números de registro en NCBI 
AAC39443, BAB19275, BAB12441, AAD34295, AAS98912). Esta búsqueda seleccionó 462 lecturas, que a 
continuación se profesaron usando el programa CAP (Huang, Genomics 14 (1), 18-25, 1992) para identificar 50
secuencias de solapamiento. Una pequeña porción de las lecturas se pudo ensamblar en contigs cortos de longitud 
máxima de 111 bases. Estos contigs, así como las lecturas aisladas restantes se usaron para búsqueda con Blastx 
frente a una base de datos de proteínas para confirmar su identidad con diterpeno sintasas de la clase I. Por último, 
se retuvieron 5 fragmentos de ADN (SEC ID Nº: 39 a 43).

Las secuencias de aminoácidos se dedujeron a partir de los fragmentos seleccionados (SEC ID Nº: 44 ha 48) y se 55
alinearon con secuencias de diterpeno sintasas de referencia, permitiendo su colocación relativa. La Figura 3 
muestra una alineación de estas secuencias con una secuencia de diterpeno sintasa de longitud completa, la 
estemodeno sintasa de Oriza sativa (Morrone y col., 2006; Nº de registro en NCBI AAZ76733) tomará como 
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referencia.

Ejemplo 7

Amplificación de PCR de los ADNc de diterpeno sintasas de la clase I de longitud completa.

Un conjunto de oligonucleótidos directos e inversos se dedujo de las secuencias de ADN relacionadas con las 
diterpeno sintasas seleccionadas a partir de la secuenciación de la biblioteca de ADNc de S. sclarea (Ejemplo 6). 5
Estos cebadores se usaron en combinación con cebadores adaptadores de ADNc en amplificaciones de PCR de tipo 
3'/5'RACE. Las amplificaciones se realizaron usando la biblioteca de ADNc de S. sclarea, preparada como se ha 
descrito en el Ejemplo 1, siguiendo el protocolo del Kit de amplificación de ADNc Marathon™ (Clontech, Mountain 
View, CA). Las condiciones de ciclado térmico fueron las que siguen a continuación: 1 min a 94 ºC, 5 ciclos de 
30 segundos a 94 ºC y 4 min a 72 ºC, 5 ciclos de 30 segundos a 94 ºC y 4 min a 70 ºC, 20 ciclos de 30 segundos a 10
94 ºC y 4 min a 68 ºC.

Usando el cebador Cont250-Fwd (SEC ID Nº: 49) se obtuvo una secuencia de ADN de 547 pb (1130Cont250, SEC 
ID Nº: 81). El análisis de la secuencia reveló que correspondía al extremo en la posición 5' de un ADNc de diterpeno 
sintasa y contenía 348 pb de la región de codificación. Con el cebador Cont147_fw1 (SEC ID Nº: 51) y Cont147_fw2 
(SEC ID Nº: 52) los inventores obtuvieron una secuencia de 1473 pb (1132Cont147, SEC ID Nº: 82) que contenía el 15
extremo en la posición 3' y 1293 pb de la región de codificación de un ADNc de diterpeno sintasa. El cebador 
Cont224_fw (SEC ID Nº: 57) proporcionó un fragmento de ADN de 207 pb (1137Cont224, SEC ID Nº: 83) que 
codificaba los 43 aminoácidos C-terminales de una diterpeno sintasa con una secuencia distinta de la de 
1132Cont147 (SEC ID Nº: 82). Los cebadores Cont147_rev1 (SEC ID Nº: 53) y Cont147_rev2 (SEC ID Nº: 54) 
permitían la amplificación de un fragmento de ADN de 464 pb (1134Cont147, SEC ID Nº: 84). El aminoácido 20
deducido mostraba homología con diterpeno sintasas pero la alineación con otras secuencias de diterpeno sintasas 
sugería que aún faltaban de 200 a 300 codones para alcanzar el extremo en la posición 5'. Todas las secuencias 
obtenidas con estas series de amplificación diferían de forma significativa de las secuencias de la SsLPPs aisladas 
previamente (SEC ID Nº: 22 y 23). La PCR con los otros cebadores deducidos de las secuencias de ADN 
relacionadas con diterpeno sintasas (cebadores cont224-rev (SEC ID Nº: 58), cont250-rev (SEC ID Nº: 50), cont33-25
fw1 (SEC ID Nº: 55) y cont33-rev (SEC ID Nº: 56)) no proporcionaba secuencias relacionadas con diterpeno sintasa.

A partir de la única secuencia que contenía una región de inicio de la traducción evidente de una diterpeno sintasa 
(1130count250, SEC ID Nº: 81), se dedujeron oligonucleótidos sentido a partir de la región sin traducir en la posición 
5' (UTR) (1130-fw1 (SEC ID Nº: 59) y 1130-fw2 (SEC ID Nº: 60) y a partir del extremo en la posición 5' del marco de 
lectura abierto (ORF) (1130-fw3, SEC ID Nº: 61). A partir de las dos secuencias que contenían la región de codón de 30
parada de dos diterpeno sintasas distintas (1132Cont147 (SEC ID Nº: 82) y 1137Cont224 (SEC ID Nº: 83)), se 
dedujeron cebadores de sentido inverso de cualquiera del UTR en la posición 3' (1132-rev1 (SEC ID Nº: 65) y 1137-
rev1 (SEC ID Nº: 62)) o del extremo en la posición 3' del marco de lectura abierto (1132-rev2 (SEC ID Nº: 64) y 
1137-rev2 (SEC ID Nº: 63)). La PCR se realizó con diferentes combinaciones de estos cebadores directos e 
inversos. La combinación de cebadores deducida de la secuencia de 1130Cont250 (SEC ID Nº: 81) con los 35
cebadores deducidos de la secuencia de 1137Cont224 (SEC ID Nº: 83) produjo un fragmento de 2388 pb (SEC ID 
Nº: 85) que codificaba una proteína de 795 aminoácidos (SsTps1137, SEC ID Nº: 86)). La comparación con 
secuencias publicadas presentaba homología es con diterpeno sintasas de la clase I y en particular con ent-kaureno 
sintasas B. La homología más elevada se produjo con una proteína sin caracterizar de Vitis vinifera (Nº de registro 
en NCBI CAO64942, identidad de un 59 %), una ent-kaureno sintasa de Cucumis sativus (Nº de registro en NCBI 40
BAB19275, identidad de un 54 %) y una ent-kaureno sintasa de Lactuca sativa (Nº de registro en NCBI BAB12441, 
identidad de un 54 %). La secuencia de aminoácidos de SsTps1137 (SEC ID Nº: 86) contenía un motivo DDFFD 
habitual en terpeno sintasas dependientes de ionización (clase I) y no contenía el motivo característico de la clase II.

La combinación de los mismos cebadores directos con los cebadores inversos deducidos del 1132Cont147 (SEC ID 
Nº: 82) no permitía la amplificación de ningún fragmento, lo que confirma que estas dos secuencias no surgen del 45
mismo ADNc. A continuación, se usó un enfoque de 5'RACE para identificar el extremo en la posición 5' del ORF 
correspondiente a la secuencia de 1132Cont147 (SEC ID Nº: 82). Usando los cebadores 1132_race1 (SEC ID Nº: 
67) y 1132_race2 (SEC ID Nº: 68), se obtuvo una secuencia de 536 pb (1132RACE, SEC ID Nº: 87) que tenía un 
solapamiento de 41 bases con el fragmento de 1132Cont147 (SEC ID Nº: 82). Este producto de RACE era idéntico 
al de la secuencia de 1134Cont147 obtenida previamente (SEC ID Nº: 84) y no se observaba extensión en el 50
extremo en la posición 5'. Como se ha observado previamente, esta secuencia tenía homología con diterpeno 
sintasas, pero parecía más corta en al menos 200 codones que todas las otras secuencias de diterpeno sintasas 
publicadas. Se realizaron experimentos de 5'RACE, para intentar prolongar la secuencia hacia el extremo en la 
posición 5' de la secuencia de 1132Cont147 (SEC ID Nº: 82) y para identificar el codón de inicio de la traducción 
verdadero. Se diseñaron varios conjuntos de oligonucleótidos (1132_race3 a 1132_race9, SEC ID Nº: 69 a 75) pero 55
no se obtuvo información de secuencia adicional. Esto condujo a los inventores a suponer que uno del codón de 
ATG en la secuencia de 1134Cont147 (SEC ID Nº: 84) era realmente el codón de inicio del gen correspondiente de 
la diterpeno sintasa. La secuencia de nucleótidos de esta supuesta diterpeno sintasa (denominada SsTps1132, SEC 
ID Nº: 2) se reconstituyó a partir de las secuencias de 1132Cont147 (SEC ID Nº: 82) y 1132RACE (SEC ID Nº: 87). 
Tomando el primer ATG, el ORF de 1728 pb de SsTps1132 (SEC ID Nº: 2) codificaba una proteína de 60
575 aminoácidos (SEC ID Nº: 1). Esta proteína contenía el motivo dependiente de ionización (DDFFD) y compartía 
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homología, aunque relativamente baja, con diterpeno sintasas publicadas; siendo la secuencia más cercana la de 
una terpeno sintasa de Nicotiana tabacum (Nº de registro en NCBI AAS98912), con una identidad de un 37 %.

De forma sorprendente, la identidad entre las proteínas SsTps1137 (SEC ID Nº: 86) y SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) era 
solamente de un 30 % y estas secuencias compartían solamente de un 21 a un 23 % de identidad con las SsLPPs 
de la clase II aisladas primero a partir de S. sclarea (SEC ID Nº: 24 y 25, Ejemplos 1-3). Una alineación de estas dos 5
proteínas con secuencias seleccionadas de diterpeno sintasas se presenta en la figura 4. La alineación muestra que 
SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) se trunca en el extremo N-terminal con 150 a 240 aminoácidos en comparación con las 
otras diterpeno sintasas. El procedimiento de ChloroP (Emanuelsson y col., Protein Science 8, 978-984, 1999; 
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) se usó para predecir la presencia de un péptido de tránsito de cloroplasto 
en cada secuencia de proteínas. Para SsTps1137 (SEC ID Nº: 86) y SsTps1132 (SEC ID Nº: 1), se predijeron 10
péptidos de tránsito de cloroplasto de 22 y 51 aminoácidos respectivamente, lo que argumenta una localización en el 
cloroplasto de ambas proteínas.

La búsqueda de todas las lecturas de secuencias idénticas a las secuencias de ADN de SsTps1137 (SEC ID Nº: 85) 
y SsTps1132 (SEC ID Nº: 2), proporciono solamente 24 lecturas para SsTps1137 y 425 lecturas para SsTps1132. 
Esta diferencia en el número de lecturas generado a partir de cada transcrito refleja una diferencia significativa en los 15
niveles de expresión. Basándose en el número relativo de lecturas obtenidas para cada transcrito, se puede calcular 
que el nivel de expresión de SsTps1132 (220 lecturas/Kb) era similar al nivel de expresión de SsLPPs (260 
lecturas/Kb) y que SsTps1137 se expresaba a un nivel mucho menor (10 lecturas/Kb). Con la suposición de que las 
enzimas que catalizan etapas en la misma ruta metabólica se expresan generalmente a un nivel similar, se puede 
especular que SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) en lugar de SsTps1137 (SEC ID Nº: 86) está implicado en la misma ruta 20
metabólica que las SsLPPs.

Los contigs generados con el software Edena (Ejemplo 5) que buscaron para secuencias de ADN idénticas a las 
secuencias de estas dos nuevas y supuestas diterpeno sintasas de la clase I. país de inicial para SsTps1137 (SEC 
ID Nº: 85) no se encontró ningún contig de acuerdo con el supuesto nivel de baja expresión de esta enzima. Para 
SsTps1132 (SEC ID Nº: 2), se encontraron 4 contigs. El contig1610 (SEC ID Nº: 38) identificado previamente y tres 25
contigs adicionales (de longitud de 53 a 96 pb) (SEC ID Nº: 88 a 90) no se identificaron previamente como fragmento 
de una diterpeno sintasa. La búsqueda de Blastx con estas tres secuencias no presentaba homología con 
secuencias de proteínas conocidas. El fallo para encontrar homología para estos contigs se debe a las cortas 
longitudes de estos fragmentos y a la baja homología de SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) con las diterpeno sintasas 
presentes en las bases de datos.30

La observación de una supresión N-terminal de SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) en comparación con las otras diterpeno 
sintasas también explica después por qué no tuvo éxito el enfoque de PCR usado en primer lugar. De hecho, los 
cebadores directos se diseñaron a partir de regiones conservadas presentes en los primeros 150 aminoácidos de 
diterpeno sintasas, una región ausente en SsTps1132 (SEC ID Nº: 1). La secuencia de SsTps1137 (SEC ID Nº: 86) 
contiene los motivos conservados usados para diseñar los cebadores y las secuencias de ADN correspondientes 35
son complementarias con las secuencias del cebador. Supuestamente, la amplificación de SsTps1137 (SEC ID Nº: 
85) no tuvo éxito en el enfoque de PCR debido a la baja abundancia de este transcrito.

Ejemplo 8

Expresión heteróloga de las diterpeno sintasas de la clase I de S. Sclarea en E. coli.

Para asignar una actividad enzimática a SsTps1137 (SEC ID Nº: 86) y SsTps1132 (SEC ID Nº: 1), las proteínas 40
recombinantes se expresaron en E. coli. Los ADNc de longitud completa se insertaron en el vector pet101/D-TOPO 
usando el Kit de Expresión Champion pET101 Directional TOPO.

Para cada enzima, se prepararon dos constructos: uno para expresar la proteína de longitud completa y uno para 
expresar una proteína truncada basándose en la predicción de péptido de tránsito de cloroplasto. Los marcos de 
lectura abiertos SsTps1137 (SEC ID Nº: 85) y SsTps1132 (SEC ID Nº: 2) de longitud completa se amplificaron a 45
partir de la biblioteca de ADNc usando los pares de cebadores 1137-start (SEC ID Nº: 78) con 1137-stop (SEC ID 
Nº: 80) y 1132-start1 (SEC ID Nº: 76) con 1132-stop (SEC ID Nº: 66) respectivamente. Los cebadores 1137_start2 
(SEC ID Nº: 79) y 1137_stop (SEC ID Nº: 80) se usaron para amplificar una versión truncada de 72 pb de 
SsTps1137 diseñada para expresar la proteína con 24 aminoácidos suprimidos en el extremo N-terminal. De la 
misma manera, los cebadores 1132_start2 (SEC ID Nº: 77) y 1132-parada (SEC ID Nº: 66) se usaron para preparar 50
una versión truncada de SsTps1132 diseñada para expresar la proteína con una supresión N-terminal de 50 
aminoácidos. Todas las amplificaciones de ADNc para la expresión de los constructos de expresión se realizaron 
usando Pfu ADN polimerasa (Promega), en un volumen final de 50 µl que contenía 5 µl de Pfu ADN polimerasa,
tampón 10X, cada dNTP a 200 µM, cada cebador directo e inverso a 0,4 µM, 2,9 unidades de Pfu ADN polimerasa y 
5 µl de ADNc diluido 100 veces (preparado como se describe en el presente documento en el Ejemplo 1 usando el 55
Kit de Amplificación de ADNc Marathon™ (Clontech)). Las condiciones de ciclado térmico fueron las que siguen a 
continuación: 1,5 min a 95 ºC; 30 ciclos de 45 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 58 ºC y 5 min a 72 ºC; y 10 min a 
72 ºC.
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Después de la ligadura en el vector pET101, se seleccionaron varios clones para cada constructo y se secuenciaron 
para asegurar que no se había introducido ninguna mutación durante la amplificación de PCR. Para SsTps1137, se 
seleccionaron los dos constructos 1137-B12 (SEC ID Nº: 91) y 1137-2-B12 (SEC ID Nº: 92) que contenían el ADNc 
de SsTps1137 respectivamente con y sin el péptido señal (que corresponde a secuencias de polipéptidos en las 
SEC ID Nº: 94 y 95). Para SsTps1132, se seleccionaron dos constructos: uno con la secuencia completa de 5
SsTps1132 (SEC ID Nº: 2) y un constructo sin péptido señal (1132-2-5, SEC ID Nº: 93). La alineación de las dos 
secuencias de aminoácidos (SEC ID Nº: 1 y 96) deducida de estos constructos se muestra en la figura 5.

Los plásmidos pET101-1137-B12, pET101-1137-2-B12, pET101-SsTps1132, y pET101-1132-2-5 se transfirieron en 
células B121(DE3) de E. Coli (Novagene, Madison, WI). Para inocular 5 ml de medio LB se usaron colonias 
individuales de células transformadas. Después de 5 a 6 horas de incubación a 37 ºC, los cultivos se transfirieron a 10
una incubadora a 20 ºC y se dejaron 1 hora para equilibrio. A continuación, la expresión de la proteína se indujo 
mediante la adición de IPTG 1 mM y el cultivo se incubó durante la noche a 20 ºC. Al día siguiente, las células se 
recogieron para centrifugación, se volvieron a suspender en 0,1 volúmenes de MOPSO 50 mM a pH 7, glicerol al 
10 % y se lisaron mediante sonicación. Los extractos se eliminaron mediante centrifugación (30 min a 20.000 g), y 
los sobrenadantes que contenían las proteínas solubles se usaron para experimentos adicionales. Los extractos de 15
proteína sin procesar se analizaron con SDS-PAGE y se compararon con extractos de proteína obtenidos de células 
transformadas con el plásmido pET101 vacío.

Ejemplo 9

Actividad enzimática de las diterpeno sintasas de la clase I de S. Sclarea recombinante en E coli.

Los extractos de proteína de E. coli sin procesar que contienen las proteínas recombinantes y se preparan como se 20
ha descrito en el Ejemplo 8 se usaron para la caracterización de las actividades enzimáticas. Los ensayos 
enzimáticos se realizaron como se ha descrito en el Ejemplo 3. Todos los ensayos se realizaron en MOPSO 50 mM
a pH 7, glicerol al 10 %, DTT 1 mM.

En primer lugar se evaluaron las actividades enzimáticas usando como sustrato cualquiera de GGPP o LPP, el 
producto de SsLPPs (SEC ID Nº: 22) y el supuesto compuesto intermedio en la biosíntesis de esclareol (Ejemplos 1 25
a 3). El GGPP se sintetizó como se describe en Keller y Thompson (J. Chromatogr 645 (1), 1993, 161-167) y el LPP 
se preparó esquemáticamente como se ha descrito en el Ejemplo 3. Los ensayos se realizaron en presencia de 10 a 
100 µM de sustrato, MgCl2 15 mM y de 0,1 a 0,5 mg de proteínas sin procesar en un volumen total de 1 ml. Los 
tubos se incubaron de 4 a 12 horas a 30 ºC y se extrajeron dos veces con un volumen de pentano. Después de 
concentración con un flujo de nitrógeno, los extractos se analizaron con GC y GC-MS (usando las condiciones que 30
se han descrito en el Ejemplo 3) y se compararon con los extractos del ensayo con proteínas de control (obtenidas 
de células transformadas con el plásmido vacío). Con el GGPP como sustrato, no se observó actividad con ninguna 
de las proteínas recombinantes (los datos no se muestran). Con el LPP como sustrato, no se observó actividad con 
los extractos de proteínas que contenían proteínas recombinantes de SsTps1137 pero con SsTps1132, la actividad 
se observó tanto con SsTps1132 como con 1132-2-5 (SEC ID Nº: 1 y 96) (Figura 6). Las enzimas también eran 35
activas en ausencia de MgCl2 y se observaron los mismos perfiles de producto con una actividad global 
aproximadamente igual. La identidad del producto se confirmó mediante concordancia de los tiempos de retención 
(Figura 6) y con el emparejamiento del espectro de masas con el espectro de un patrón auténtico (Figura 7). En 
todos los ensayos, se observó un solo pico de esclareol sin traza de producto adicional.

A continuación se realizaron ensayos con coincubación de las diterpeno sintasas de la clase II (SsLPPs3, SEC ID 40
Nº: 24; Ejemplos 1-3) y las diterpeno sintasas de la clase I (serie 1132, SEC ID Nº: 1 y 96). Los ensayos se 
realizaron en MOPSO 50 mM a pH 7, glicerol al 10 %, DTT 1 mM, GGPP 50 µM, con MgCl2 1 mM y en presencia de 
50 µl de los extractos de proteína sin procesar de E. coli que expresan los diferentes constructos. Por lo tanto, los 
ensayos en presencia de 50 µl de extractos de proteína sin procesar que contenían el SsLPPs3 (SEC ID Nº: 24) 
enzima recombinante y 50 µl de extractos que contenían SsTps1132 (SEC ID Nº: 1) o 1132-2-5 (SEC ID Nº: 96) Se 45
evaluaron para la producción de productos de diterpeno. La Figura 8 muestra los perfiles de GC de extractos de 
tales incubaciones en presencia de MgCl2. El esclareol se producía con ambos constructos de 1132 (SEC ID Nº: 1 y 
96) (Figura 8), un resultado coherente con el ensayo que se ha descrito anteriormente con LPP como sustrato. No se 
observó ninguna diferencia significativa cuando se omitía el MgCl2 de las incubaciones (los datos no se muestran).

En conclusión, la SsTps1132 (SEC ID Nº: 2) codifica la esclareol sintasa (SEC ID Nº: 1) y cataliza la conversión de 50
LPP en esclareol.

Listado de secuencias

<110> Firmenich SA

<120> Procedimiento para producir esclareol

<130> 726055

<160> 98
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<170> PatentIn versión 3,5

<210> 1
<211> 575
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 1
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<210> 2
<211> 1728
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 2
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<210> 3
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador directo

<220>
<221> misc_feature
<222> (6) .. (6)10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature
<222> (15) .. (15)
<223> n es a, c, g, o t15
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<220>
<221> misc_feature
<222> (18) .. (18)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 35

<210> 4
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Cebador inverso

<220>
<221> misc_feature
<222> (6) .. (6)15
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature
<222> (9) .. (9)
<223> n es a, c, g, o t20

<220>
<221> misc_feature
<222> (15) .. (15)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 425

<210> 5
<211> 354
<212> ADN
<213> Salvia sclarea30

<400> 5

<210> 6
<211> 29
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador diseñado específicamente para FN23
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<400> 6

<210> 7
<211> 27
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador diseñado específicamente para FN23

<400> 7

10

<210> 8
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador diseñado específicamente para FN23

<400> 8

<210> 9
<211> 3620
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia adaptadora para prolongar los cebadores oligodT

<400> 925

<210> 10
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador

<400> 10

<210> 1135
<211> 1271
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 11
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<210> 12
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador diseñado específicamente para FN23

<400> 12

<210> 1310
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador diseñado específicamente para FN2315
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<400> 13

<210> 14
<211> 30
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador diseñado específicamente para FN23

<400> 14

10

<210> 15
<211> 1449
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 1515
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<210> 16
<211> 2655
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 16
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<210> 17
<211> 785
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 17
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<210> 18
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 18

<210> 1910
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 19

<210> 20
<211> 31
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20

25

<210> 21
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador

<400> 21
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<210> 22
<211> 2358
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 225
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<210> 23
<211> 2355
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 23
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<210> 24
<211> 785
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5
<400> 24
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<210> 25
<211> 784
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 25
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<210> 26
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (9) .. (9)10
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature
<222> (12) .. (12)
<223> n es a, c, g, o t15

<220>
<221> misc_feature
<222> (15) .. (15)
<223> n es a, c, g, o t
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<400> 26

<210> 27
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27

10

<210> 28
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (18) .. (18)
<223> n es a, c, g, o t20

<400> 28

<210> 29
<211> 23
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature30
<222> (15) .. (15)
<223> n es a, c, g, o t

<220>
<221> misc_feature
<222> (18) .. (18)35
<223> n es a, c, g, o t

<400> 29

<210> 30
<211> 2340
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3045

<210> 31
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<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador5

<400> 31

<210> 32
<211> 25
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32

15

<210> 33
<211> 81
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 3320

<210> 34
<211> 73
<212> ADN
<213> Salvia sclarea25

<400> 34

<210> 35
<211> 52
<212> ADN30
<213> Salvia sclarea

<400> 35

<210> 36
<211> 85735
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 36
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<210> 37
<211> 540
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 37

<210> 38
<211> 60
<212> ADN10
<213> Salvia sclarea
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<400> 38

<210> 39
<211> 35
<212> ADN5
<213> Salvia sclarea

<400> 39

<210> 40
<211> 3510
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 40

<210> 4115
<211> 72
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 41

20

<210> 42
<211> 35
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 4225

<210> 43
<211> 35
<212> ADN
<213> Salvia sclarea30

<400> 43

<210> 44
<211> 11
<212> PRT35
<213> Salvia sclarea

<400> 44
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<210> 45
<211> 10
<212> PRT
<213> Salvia sclarea

<400> 455

<210> 46
<211> 24
<212> PRT
<213> Salvia sclarea10

<400> 46

<210> 47
<211> 11
<212> PRT15
<213> Salvia sclarea

<400> 47

<210> 48
<211> 1120
<212> PRT
<213> Salvia sclarea

<400> 48

<210> 4925
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador30

<400> 49

<210> 50
<211> 27
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 50

<210> 515
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 51

<210> 52
<211> 33
<212> ADN15
<213> Salvia sclarea

<400> 52

<210> 53
<211> 3220
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5325

<210> 54
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador

<400> 54

<210> 5535
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador40

<400> 55

<210> 56
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<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador5

<400> 56

<210> 57
<211> 33
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57

15

<210> 58
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador

<400> 58

<210> 59
<211> 2425
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5930

<210> 60
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Cebador

<400> 60

<210> 6140
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador45
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<400> 61

<210> 62
<211> 32
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62

10

<210> 63
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador

<400> 63

<210> 64
<211> 3220
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6425

<210> 65
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador

<400> 65

<210> 6635
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador40

<400> 66
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<210> 67
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 67

<210> 68
<211> 3210
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6815

<210> 69
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Cebador

<400> 69

<210> 7025
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador30

<400> 70

<210> 71
<211> 34
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71

40

<210> 72
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Cebador
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<400> 72

<210> 73
<211> 28
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 73

10

<210> 74
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador

<400> 74

<210> 75
<211> 2820
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 75

<210> 7625
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador30

<400> 76

<210> 77
<211> 33
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 77

40

<210> 78
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

E09706183
14-12-2015ES 2 556 221 T3

 



55

<220>
<223> Cebador

<400> 78

<210> 795
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 79

<210> 80
<211> 30
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 80

20

<210> 81
<211> 547
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 8125

<210> 82
<211> 1473
<212> ADN
<213> Salvia sclarea30

<400> 82
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<210> 83
<211> 207
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 83
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<210> 84
<211> 464
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 84

<210> 85
<211> 2388
<212> ADN10
<213> Salvia sclarea

<400> 85
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<210> 86
<211> 795
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 86
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<210> 87
<211> 536
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 875

<210> 88
<211> 95
<212> ADN
<213> Salvia sclarea10

<400> 88

<210> 89
<211> 55
<212> ADN15
<213> Salvia sclarea

<400> 89

<210> 90
<211> 5320
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 90

<210> 9125
<211> 2391
<212> ADN
<213> Salvia sclarea

<400> 91

30
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<210> 92
<211> 2316
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 92
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<210> 93
<211> 1578
<212> ADN
<213> Salvia sclarea5

<400> 93

ES 2 556 221 T3

 



68

<210> 94
<211> 795
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5
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<400> 94
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<210> 95
<211> 771
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 95
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<210> 96
<211> 525
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 96
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<210> 97
<211> 805
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 97
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<210> 98
<211> 804
<212> PRT
<213> Salvia sclarea5

<400> 98
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que tiene una actividad de esclareol sintasa y que comprende una secuencia de 
aminoácidos de al menos un 70 % de identidad con la secuencia de aminoácidos completa de SEC ID Nº: 1.

2. El polipéptido aislado de la reivindicación 1, que comprende una secuencia de aminoácidos de al menos un 80 %, 
más preferentemente al menos un 90 %, de identidad con SEC ID Nº: 1.5

3. El polipéptido aislado de la reivindicación 2, que comprende la secuencia de aminoácidos definida en SEC ID Nº:
1.

4. El polipéptido aislado de la reivindicación 3, que consiste en la secuencia de aminoácidos definida en SEC ID Nº:
1.

5. El polipéptido aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, derivado de Salvia Sclarea.10

6. Un ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. El ácido nucleico aislado de la reivindicación 6, que comprende una secuencia de nucleótidos de al menos un 
70 % de identidad con SEC ID Nº: 2 o el complemento de la misma.

8. El ácido nucleico aislado de la reivindicación 7, que comprende una secuencia de nucleótidos de al menos un 
80 %, preferentemente al menos un 90 %, de identidad con SEC ID Nº: 2 o el complemento de la misma.15

9. El ácido nucleico aislado de la reivindicación 8, que comprende una secuencia de nucleótidos idéntica a SEC ID 
Nº: 2 o el complemento de la misma.

10. El ácido nucleico aislado de la reivindicación 9, que consiste en la secuencia de nucleótidos definida en SEC ID 
Nº: 2 o en el complemento de la misma.

11. El ácido nucleico aislado de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, derivado de Salvia sclarea.20

12. Un vector de expresión que comprende el ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11.

13. El vector de expresión de la reivindicación 12, en la forma de un vector viral, un bacteriófago o un plásmido.

14. El vector de expresión de la reivindicación 12 o 13, que incluye el ácido nucleico de la invención unido 
operativamente al menos a una secuencia reguladora que controla la transcripción, traducción, iniciación o 
terminación, tal como un promotor, operador o potenciador transcripcional o un sitio de unión ribosomal de ARNm y, 25
opcionalmente, que incluye al menos un marcador de selección.

15. Un organismo no humano transformado con el vector de expresión de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14,
de modo que albergue el ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 y exprese o sobreexprese 
heterólogamente el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

16. El organismo no humano de la reivindicación 15, en el que dicho organismo no humano es una planta, un 30
procariota o un hongo.

17. El organismo no humano de la reivindicación 15, en el que dicho organismo no humano es un microorganismo.

18. El organismo no humano de la reivindicación 17, en el que dicho microorganismo es una bacteria o levadura.

19. El organismo no humano de la reivindicación 18, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es 
Saccharomyces cerevisiae.35

20. Una célula eucariota superior transformada con el vector de expresión de cualquiera de las reivindicaciones 12 a
14, de modo que albergue el ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 y exprese el polipéptido de 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

21. La célula eucariota superior de la reivindicación 20, en la que dicha célula eucariota superior es una célula de 
planta o una célula fúngica.40

22. Un procedimiento de producción de al menos un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa que 
comprende:

a) cultivar un organismo o célula no humano transformado con el vector de expresión de cualquiera de las 
reivindicaciones 12 a 14, de modo que albergue un ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 6 a 11 y exprese o sobreexprese un polipéptido codificado por dicho ácido nucleico y que tenga 45
una actividad de esclareol sintasa;
b) aislar los polipéptidos que tienen una actividad de esclareol sintasa del organismo o célula no humano 
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cultivado en la etapa a).

23. El procedimiento de la reivindicación 22, que comprende además, antes de la etapa a), transformar un 
organismo o célula hospedador no humano con el vector de expresión de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, 
de modo que albergue un ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 y exprese o 
sobreexprese el polipéptido codificado por dicho ácido nucleico.5

24. Un procedimiento de producción de un polipéptido variante que tiene una actividad de esclareol sintasa que 
comprende las etapas de:

a) seleccionar un ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11;
b) modificar el ácido nucleico seleccionado para obtener al menos un ácido nucleico mutante;
c) transformar las células o los organismos unicelulares hospedadores con la secuencia de ácido nucleico 10
mutante para expresar un polipéptido codificado por la secuencia de ácido nucleico mutante;
d) cribar sistemáticamente el polipéptido para al menos una propiedad modificada; y,
e) opcionalmente, si el polipéptido no tiene ninguna actividad de esclareol sintasa variante deseada, repetir las 
etapas de procedimiento (a) a (d) hasta que se obtenga un polipéptido con una actividad de esclareol sintasa 
variante deseada; opcionalmente, si se identificó un polipéptido que tiene una actividad de esclareol sintasa 15
variante deseada en la etapa d), aislar el correspondiente ácido nucleico mutante obtenido en la etapa (c).

25. Un procedimiento de producción de esclareol que comprende

a) poner en contacto difosfato de labdenodiol (LPP) con un polipéptido que tiene una actividad de esclareol 
sintasa y que comprende una secuencia de aminoácidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; 
y20
b) opcionalmente, aislar el esclareol producido en la etapa a).

26. El procedimiento de la reivindicación 25, en el que la etapa a) se realiza por cultivo de un organismo o célula no 
humano capaz de producir LPP y transformar para expresar dicho polipéptido en condiciones que conducen a la 
producción de esclareol.

27. El procedimiento de la reivindicación 26, que comprende además, antes de la etapa a), transformar el organismo 25
o célula no humano capaz de producir LPP con un ácido nucleico que codifica dicho polipéptido, de modo que dicho 
organismo exprese dicho polipéptido.

28. El procedimiento de la reivindicación 26 a 27, en el que dicho organismo no humano es una planta, un procariota 
o un hongo.

29. El procedimiento de la reivindicación 26 o 27, en el que dicho organismo no humano es un microorganismo.30

30. El procedimiento de la reivindicación 29, en el que dicho microorganismo es una bacteria o levadura.

31. El procedimiento de la reivindicación 30, en el que dicha bacteria es E. coli y dicha levadura es Saccharomyces 
cerevisiae.

32. El procedimiento de la reivindicación 26 o 27, en el que dicha célula no humana es una célula eucariota superior 
seleccionada entre células de planta o células fúngicas.35
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