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DESCRIPCIÓN

Identificación y caracterización del grupo de genes de biosíntesis de espinactina procedente de Saccharopolyspora 
spinosa productora de espinosina

Reivindicación de prioridad

Esta aplicación reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de los EE.UU. con nº de Serie 5
61/580.947, presentada el 28 de diciembre de 2011, titulada “IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
THE SPINACTIN BIOSYNTHESIS GENE CLUSTER FROM SPINOSYN-PRODUCING SACCHAROPOLYSPORA 
SPINOSA”.

Campo técnico

La presente descripción se refiere de forma general a métodos para producir espinosina con bajo contenido de 10
impurezas y a espinactina y su biosíntesis.

Antecedentes

Tal como se describe en la Patente de EE.UU. nº 5.362.634, el producto de fermentación A83543 es una familia de 
compuestos relacionados producidos por Saccharopolyspora spinosa. Los miembros conocidos de esta familia han 
sido referidos como factores o componentes, y a cada uno de ellos se le ha asignado una designación de letra 15
identificadora. Estos compuestos se denominan en la presente memoria espinosina A, B, etc. Los compuestos de 
espinosina son útiles para controlar arácnidos, nematodos e insectos, en particular, de las especies Lepidoptera y 
Diptera, son bastante benignos para el medioambiente y presentan un perfil toxicológico atractivo.

Los compuestos de espinosina producidos de forma natural consisten en un sistema de anillos 5,6,5-tricíclico, 
condensado con una lactona macrocíclica de 12 miembros, un azúcar neutro (rhamnosa) y un amino azúcar 20
(forosamina) (véase Kirst et al. (1991)). Si no está presente el amino azúcar, los compuestos han sido referidos 
como seudoaglicona de A, D, etc., y si el azúcar neutro no está presente, entonces los compuestos han sido 
referidos como seudoaglicona inversa de A, D, etc. Una nomenclatura más preferida es referirse a las 
seudoagliconas como espinosina A 17-Psa, espinosina D 17-Psa, etc., y a las seudoagliconas inversas como 
espinosina A 9-Psa, espinosina D 9-Psa, etc.25

Los compuestos de espinosina producidos de forma natural pueden ser producidos mediante fermentación a partir 
de cultivos NRRL 18395, 18537, 18538, 18539, 18719, 18720, 18743 y 18823. Estos cultivos han sido depositados y 
separados de la colección de reservas de cultivo del “Midwest Area Northern Regional Research Center”, del 
“Agricultural Research Service” del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, 1815 North University 
Street, Peoria, III., 61604. Pan et al (J. Bacteriology 2011, p. 3150-3151) describen el primer borrador de secuencia 30
genómica del tipo de cepa de Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395.

La Patente de EE.UU. nº 5.362.634 y la correspondiente Solicitud de Patente Europea nº 375316 A1 se refieren a 
las espinosinas A, B, C, D, E, F, G, H y J. Se dice que estos compuestos son producidos cultivando una cepa del 
nuevo microorganismo de Saccharopolyspora spinosa seleccionada entre NRRL 18395, NRRL 18537, NRRL 18538 
y NRRL 18539.35

La Patente WO 93/09126 se refiere a las espinosinas L, M, N, Q, R, S y T. En ella también se discuten dos cepas 
productoras de la espinosina J: NRRL 18719 y NRRL 18720, y una cepa que produce las espinosinas Q, R, S y T: 
NRRL 18823.

La Patente WO 94/20518 y la Patente de EE.UU. nº 5.670.486 se refieren a las espinosinas K, O, P, U, V, W e Y, y a 
derivados de las mismas. También se discute la cepa productora de espinosina K, NRRL 18743.40

La Patente WO 03/070908 describe una policétido sintasa de espinosina híbrida capaz de funcionar en 
Saccharopolyspora spinosa para producir una espinosina biológicamente activa. La policétido sintasa híbrida 
comprende un módulo de carga heterólogo asociado operativamente a una pluralidad de módulos extensores de 
Saccharopolyspora spinosa.

Uno de los retos para producir compuestos de espinosina surge del hecho de que se requiere un volumen de 45
fermentación muy grande para producir una cantidad muy pequeña de espinosinas. Es altamente deseable 
incrementar la eficiencia de la producción de espinosinas y de este modo mejorar la disponibilidad de las 
espinosinas, a la vez que se reducen sus costes.

Otro reto es la producción de compuestos de espinosina mediante métodos que reduzcan o eliminen impurezas, y 
que no presenten efectos negativos sobre los niveles de producción de espinosinas.50

Descripción

Un aspecto de la invención incluye un método para producir una cepa productora de espinosina de 
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Saccharopolyspora spinosa; método que comprende:

modificar una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que presenta una 
identidad de al menos 90% con respecto a SEQ ID NO: 1 mediante mutación de gen dentro de dicha secuencia 
de nucleótidos, de tal modo que el gen deja de expresar una proteína funcional; y de tal modo que la cepa 
mutada produce menos cantidad de un compuesto de Fórmula (I)5

que la producida en la cepa antes de la mutación del gen.

Dicha secuencia modificada puede dar como resultado una molécula de ácido nucleico que codifica una espinosina 
que sintetiza un policétido diferente de los policétidos sintetizados por una cepa productora de espinosina nativa. En 
una realización, la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO: 2. En una realización, la cepa productora de espinosina 10
produce espinosina J y L. En una realización, la mutación de la secuencia de nucleótidos comprende introducir una 
eliminación o un codón de parada.

Otro aspecto se refiere a una célula de la cepa productora de espinosina de S. spinosa obtenida mediante el método 
del aspecto anterior, en donde la célula comprende una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia 
de nucleótidos que tiene al menos un 90% de identidad con respecto a SEQ ID NO: 1 y que comprende una 15
mutación en un gen en dicha secuencia de nucleótidos, de tal forma que el gen deje de expresar una proteína 
funcional, y en donde la célula produce menos del compuesto de Fórmula (I) de lo que se producía en una célula de 
la misma cepa antes de la mutación del gen.

Otra realización incluye un método del aspecto anterior, que comprende:

(i) proporcionar una molécula de ácido nucleico que comprende el gen mutado ligado operativamente a al menos 20
una secuencia reguladora de la transcripción; en donde el gen es seleccionado del grupo que consiste en 
proteína de unión a sustrato de transportador ABC; permeasa de transportador ABC de aminoácido; 
transportador de resistencia a fármaco de la familia EmrB QacA; monooxigenasa; NRPS1; NRPS2; un gen 
localizado entre NRPS1 y NRPS2 en el genoma de S. spinosa; tiazolinil imida reductasa; tioesterasa; 
metiltransferasa; pabAB; un regulador transcripcional; Acil-CoA sintasa; N-metiltransferasa; piridoxamina 5’-25
fosfato oxidasa; 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa; y aminotransferasa;

(ii) introducir la molécula de ácido nucleico en una población de células receptoras de tal modo que la secuencia 
de nucleótidos se integra de forma estable en el genoma; en donde la célula mantiene la producción de 
espinosina; y

(iii) cribar la célula receptora en función de una producción reducida del compuesto de Fórmula (I) que se 30
producía en una célula de la misma cepa antes de la mutación del gen.

Determinadas realizaciones incluyen un método para producir una mezcla de espinosinas. El método incluye: 
proporcionar un cultivo de al menos un organismo de Saccharopolyspora spinosa que comprende un medio para 
alterar la biosíntesis de espinactina; cultivar al menos un organismo de S. spinosa en condiciones de fermentación; y 
obtener una mezcla de espinosinas a partir del cultivo de fermentación de S. spinosa. En otra realización, un método 35
para producir espinosinas incluye: proporcionar un organismo de Saccharopolyspora spinosa modificado preparado 
según el método anteriormente mencionado; y cultivar el organismo en condiciones de fermentación, produciendo de 
este modo al menos una espinosina.
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En la presente memoria también se describe un compuesto que tiene la fórmula (I):

o una sal o N-óxido del mismo. También se describe en la presente memoria un método para aislar el compuesto de 
fórmula (I) que incluye: cultivar una cepa de Saccharopolyspora spinosa, NRRL 18395, en condiciones de 
fermentación; obtener un material técnico que comprende metabolitos secundarios procedentes del cultivo de 5
fermentación de S. spinosa; formar una suspensión del material técnico en una disolución que comprende metanol y 
agua en cantidades iguales (1:1); y filtrar la suspensión, de tal modo que se forme un filtrado que comprende una 
cantidad enriquecida del compuesto; y separar a continuación el compuesto (I) de los factores de espinosina 
mediante cromatografía líquida preparativa.

Las anteriores características, y otras, serán más evidentes a partir de la siguiente descripción detallada de varias 10
realizaciones, que se realiza en referencia a las figuras acompañantes.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: incluye una representación de la estructura química de la espinactina.

Figura 2: incluye el diagrama de modelación molecular “Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot Program” (ORTEP) 
correspondiente a espinactina determinado a partir de datos de cristalografía de rayos X.15

Figura 3: incluye un mapa físico anotado del grupo de genes de espinactina putativo identificado a partir del contig 
261 de la secuencia genómica de la cepa NRRL 18395 de S. spinosa.

Figura 4: incluye una ilustración de contig 261 que consiste en el grupo de genes de espinactina putativo de la 
secuencia genómica de S. spinosa que se muestra en relación a los tres clones cósmidos identificados con sus 
respectivos insertos. Se muestra la localización del fragmento parcial de tiazolinil imida reductasa; que sirvió como 20
sonda en la estrategia de cribado.

Figura 5: incluye una ilustración del mapa de plásmido de pCR81GWITopo_aac(3)-attB.

Figura 6: incluye una ilustración de la eliminación de un fragmento de 7,6 kb del grupo de genes de espinactina en el 
clon de cósmido 4G15, que fue producida usando “Redirect Recombineering Technology™”.

Listado de secuencias25

Las secuencias de ácido nucleico incluidas en el listado de secuencias acompañante se muestran usando las 
abreviaturas estándar para las bases de nucleótidos, tal como se define en 37 C.F.R. § 1.822. Solo se muestra una 
cadena de cada secuencia de ácido nucleico, pero se entiende que la cadena complementaria está incluida en 
cualquier referencia a la cadena mostrada. En el listado de secuencias acompañante:

SEQ ID NO: 1, proporciona una secuencia de polinucleótido del contig 261 del genoma de S. spinosa;30

SEQ ID NO: 2, proporciona una secuencia de polinucleótido del gen NRPS1;

SEQ ID NO: 3, proporciona una secuencia de polinucleótido de la secuencia de nucleótidos de 412 pb que contiene 
un fragmento de la secuencia codificadora de tiazolinil imida reductasa;

SEQ ID NO: 4, proporciona una secuencia de polinucleótido de un cebador directo de amplificación por PCR;

SEQ ID NO: 5, proporciona una secuencia de polinucleótido de un cebador inverso de amplificación por PCR;35

SEQ ID NO: 6, proporciona una secuencia de polinucleótido de un fragmento que contiene el sitio de unión ϕC31 de 
actinófago (attB) de Streptomyces lividans. Los sitios enzimáticos de restricción BamHI y NdeI fueron añadidos en 
los extremos 5’ y 3’, respectivamente;
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SEQ ID NO: 7, proporciona una secuencia de polinucleótido de cebador2 directo, un cebador de amplificación por 
PCR;

SEQ ID NO: 8, proporciona una secuencia de polinucleótido de cebador2 inverso, un cebador de amplificación por 
PCR;

SEQ ID NO: 9, proporciona una secuencia de polinucleótido de plásmido pCR8/GWITOPO_aac(3)-attB;5

SEQ ID NO: 10, proporciona una secuencia de polinucleótido de cebador3 directo, un cebador de amplificación por 
PCR, las secuencias subrayadas se hibridan con la casete aac(3)-attB, las secuencias no subrayadas son del gen 
de tiazolinil imida reductasa;:

TCGACGGCCTGCTGCGCCGCATCCTCAACCAGCCGACAATGTAGGCTG GAGCTGCTTC;

SEQ ID NO: 11, proporciona una secuencia de polinucleótido de cebador3 inverso, un cebador de amplificación por 10
PCR, las secuencias subrayadas se hibridan con la casete aac(3)-attB, las secuencias no subrayadas son del gen 
de tiazolinil imida reductasa;:

AACGCACCGCGCAGGCGCTGCGCGACGGATGGTTGAACACATATGGTC GACATGCCCGC; y

SEQ ID NO: 12, proporciona una secuencia de polinucleótido de unión donde el gen de tiazolinil imida reductasa; fue 
eliminado del clon cósmido 4G15, según se confirmó mediante secuenciamiento de ADN.15

Modo(s) para llevar a cabo la invención

Los genes biosintéticos de espinosina y los ORFs relacionados fueron clonados y se determinó la secuencia de ADN 
de cada uno de ellos. Los genes y ORFs clonados se designan en la presente memoria como spnA, spnB, spnC, 
spnD, spnE, spnF, spnG, spnH, spnI, spnJ, spnK, spnL, spnM, spnN, spnO, spnQ, spnR, spnS, ORFL15, ORFL16, 
ORFR1, ORFR2, S. spinosa gtt, S. spinosa gdh, S. spinosa epi, y S. spinosa kre.20

La Saccharopolyspora spinosa produce una mezcla de nueve compuestos relacionados estrechamente, 
denominados colectivamente “espinosinas”. De esta mezcla, las espinosinas A y D, conocidas como spinosad, son 
los componentes principales y presentan la mayor actividad contra insectos diana claves. Las espinosinas J y L, dos 
de los componentes minoritarios de la mezcla de espinosinas, son los precursores del spinetoram, el insecticida de 
espinosina de segunda generación.25

El spinosad es un insecticida producido por Dow AgroSciences (Indianapolis, Ind.) que está compuesto 
principalmente por aproximadamente un 85% de espinosina A y aproximadamente un 15% de espinosina D. Las 
espinosinas A y D son productos naturales producidos mediante fermentación de Saccharopolyspora spinosa, tal 
como se describe en la Patente de EE.UU. nº 5.362.634. Spinosad es un ingrediente activo de varias formulaciones 
de insecticidas disponibles comercialmente en Dow AgroSciences, que incluyen los productos para control de 30
insectos TRACER™, SUCCESS™, SPINTOR™ y CONSERVE™. Por ejemplo, el producto TRACER está 
compuesto por entre aproximadamente 44% y aproximadamente 48% de Spinosad (p/v), o aproximadamente 4 
libras (1,81 kg) de Spinosad por galón (3,78 litros). Los compuestos de espinosina en formulaciones granulares y 
líquidas han establecido su utilidad para el control de arácnidos, nematodos e insectos, en particular las especies 
Lepidoptera, Thysanoptera y Diptera. Las espinosinas A y D también se denominan en la presente memoria 35
Espinosina A/D.

Spinetoram es una mezcla de 5,6-dihidro-3’-etoxi espinosina J (componente principal) y 3’-etoxi espinosina L 
producida por Dow AgroSciences. La mezcla se puede preparar etoxilando una mezcla de espinosina J y espinosina 
L, seguido de hidrogenación. El enlace doble 5,6 de la espinosina J y su 3’-etoxi es hidrogenado mucho más 
fácilmente que el de la espinosina L y su derivado 3’-etoxi, debido a impedimentos estéricos por el grupo metilo del 40
C-5 en la espinosina L y su derivado 3’-etoxi. Véase la Patente de EE.UU. nº 6.001.981. Las espinosina J y L 
también se denominan en la presente memoria Espinosina J/L.

También se pueden producir nuevas espinosinas mediante mutagénesis de los genes clonados, y sustitución de los 
genes mutados por sus contrapartidas no mutadas en un organismo productor de espinosinas. La mutagénesis 
puede implicar, por ejemplo: 1) eliminación o desactivación de un dominio de cetorreductasa, deshidratasa o enoil 45
reductasa (KR, DH o ER) de tal manera que una o más de dichas funciones es bloqueada y la cepa produce una 
espinosina que tiene un núcleo de lactona con un enlace doble, un grupo hidroxilo, o un grupo ceto que no está 
presente en el núcleo de la espinosina A (véase Donadio et al., 1993); 2) reemplazamiento de un dominio AT de tal 
modo que se incorpora un ácido carboxílico diferente en el núcleo lactona (véase Ruan et al., 1997); 3) adición de un 
dominio KR, DH o ER a un módulo PKS existente de tal modo que la cepa produce una espinosina que tiene un 50
núcleo lactona con un enlace saturado, un grupo hidroxilo, o un doble enlace que no está presente en el núcleo de la 
espinosina A; o 4) adición o sustracción de un módulo de PKS completo de tal modo que el núcleo lactona cíclico 
tiene un número mayor o menor de átomos de carbono. Se puede crear un PKS híbrido reemplazando el domino de 
carga de PKS de espinosina con carga de PKS heteróloga. Véase, p.ej., la Patente de EE.UU. nº 7.626.010. 
También se ha destacado que las espinosinas vía modificación de los azúcares que están unidos a la cadena 55
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principal de la lactona de espinosina pueden incluir modificaciones del resto rhamnosa y/o forosamina, o la unión de 
diferentes azúcares desoxi. El grupo de Salas en España demostró que se pueden producir nuevos compuestos de 
policétidos sustituyendo la molécula de azúcar existente por diferentes moléculas de azúcar. Rodriguez et al. J. Mol. 
Microbiol Biotechnol. 2000 Jul: 2(3): 271-6. Los ejemplos que se incluyen en la descripción ayudan a ilustrar el uso 
de la mutagénesis para producir una espinosina con funcionalidad modificada.5

El ADN de la región de grupo de genes de espinosina se puede usar como sonda de hibridación para identificar 
secuencias homólogas. De esta manera, el ADN clonado aquí podría usarse para localizar plásmidos adicionales en 
bibliotecas génicas de Saccharopolyspora spinosa que solapen con la región descrita en la presente memoria, pero 
que también contengan ADN no clonado previamente de regiones adyacentes del genoma de la Saccharopolyspora 
spinosa. Adicionalmente, se puede usar ADN de la región clonada en la presente memoria para identificar 10
secuencias no idénticas, aunque similares, en otros organismos. Las sondas de hibridación normalmente tienen una 
longitud de al menos 20 bases y están marcadas para permitir la detección.

Según una realización particular de la invención, un método para producir una cepa productora de espinosina 
comprende modificar una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al 
menos un 90% de identidad con respecto a SEQ ID NO: 1 mediante mutación de un gen de dicha secuencia de 15
nucleótidos, de tal forma que el gen deje de expresar una proteína funcional; y de tal forma que la cepa modificada 
produzca menos de un compuesto de Fórmula (I). Dicha secuencia mutada puede dar como resultado una molécula 
de ácido nucleico que codifica espinosina que sintetiza un policétido diferente al policétido sintetizado a partir de una 
cepa productora de espinosina nativa. La cepa productora de espinosina puede producir las espinosinas A y D, y en 
realizaciones particulares, puede producir las espinosinas J y L.20

Los términos “condiciones estrictas” o “hibridación en condiciones estrictas” se refieren a las condiciones en las que 
una sonda se hibridará preferencialmente a su subsecuencia diana, y en menor medida, o nada en absoluto, a otras 
secuencias. “Hibridación estricta” y “condiciones de lavado de hibridación estricta” en el contexto de experimentos de 
hibridación de ácido nucleico tales como las hibridaciones Southern y Northern son dependientes de la secuencia, y 
son diferentes bajo parámetros ambientales diferentes. Un extensa guía sobre la hibridación de ácidos nucleicos se 25
puede encontrar en Tijssen (1993) “Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology – Hybridization 
with Nucleic Acid Probes” parte I, capítulo 2, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid 
probe assays”, Elsevier, Nueva York. Generalmente, se selecciona una hibridación altamente estricta y condiciones 
de lavado altamente estrictas para que sean aproximadamente 5ºC inferiores al punto de fusión térmica (Tm) de la 
secuencia específica a una fuerza iónica y pH definidos. La Tm es la temperatura (para una fuerza iónica y un pH 30
definidos) a la cual el 50% de la secuencia diana se hibrida con una sonda perfectamente coincidente. Las 
condiciones muy estrictas se seleccionan para que sean iguales a la Tm de una sonda particular.

Un ejemplo de condiciones de hibridación estrictas para la hibridación de ácidos nucleicos complementarios que 
tienen más de 100 residuos complementarios en un filtro en un ensayo Southern o Northern es 50% de formamida 
con 1 mg de heparina a 42ºC, llevándose a cabo la hibridación durante una noche. Un ejemplo de condiciones de 35
lavado altamente estrictas es NaCl 0,15 M a 72ºC durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de condiciones 
de lavado estrictas es un lavado 0,2xSSC (tampón de cloruro sódico/citrato sódico) a 65ºC durante 15 minutos 
(véase Sambrook et al. (1989) “Molecular Cloning – A Laboratory Manual” (2ª ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY, para una descripción de tampón SSC). A menudo, un lavado altamente 
estricto viene precedido de un lavado poco estricto para eliminar la señal de sonda de fondo. Un ejemplo lavado 40
medio estricto para un dúplex de, p.ej., más de 100 nucleótidos, es 1xSSC a 45ºC durante 15 minutos. Un ejemplo 
de lavado poco estricto para un dúplex de, p.ej., más de 100 nucleótidos, es 4-6xSSC a 40ºC durante 15 minutos. En 
general, una ratio señal-ruido de 2x (o superior) respecto a la observada para una sonda no relacionada en el 
ensayo de hibridación particular indica la detección de una hibridación específica. Los ácidos nucleicos que no se 
hibridan unos a otros en condiciones de severidad siguen siendo sustancialmente idénticos si los polipéptidos que 45
codifican son sustancialmente idénticos. Esto se produce, p.ej., cuando se crea una copia de un ácido nucleico 
usando la degeneración de codón máxima permitida por el código genético.

También se describe en la presente memoria un polinucleótido aislado hibridizable en condiciones estrictas, 
preferiblemente en condiciones altamente estrictas, a un polinucleótido descrito en relación a la presente invención.

Tal como se usa en al presente memoria, el término “hibridar” pretende describir las condiciones de hibridación y de 50
lavado a las cuales secuencias de nucleótidos que son al menos aproximadamente un 50%, al menos 
aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 70%, más preferiblemente al menos aproximadamente un 
80%, incluso más preferiblemente al menos aproximadamente de un 85% a un 90%, lo más preferiblemente al 
menos un 95% homólogas entre ellas típicamente permanecen hibridadas unas a otras.

Otro ejemplo no limitante de condiciones de hibridación estrictas es la hibridación en 6x SSC a aproximadamente 55
45ºC, seguida de uno o más lavados en 1xSSC, 0,1% de SDS a 50ºC, preferiblemente a 55ºC, más preferiblemente 
a 50ºC e incluso más preferiblemente a 65ºC.

Las condiciones altamente estrictas pueden incluir incubaciones a 42ºC durante un periodo de varios días, tal como 
2-4 días, usando una sonda de ADN marcada, tal como sonda de ADN marcada con digoxigenina (DIG), seguido de 
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uno o más lavados en 2xSSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente y uno o más lavados en 0,5xSSC, 0,1% de 
SDS o 0,1xSSC, 0,1% de SDS a 65-68ºC. En particular, las condiciones altamente estrictas incluyen, por ejemplo, 
de 2h a 4 días de incubación a 42ºC usando sonda de ADN marcada con DIG (preparada, p.ej., usando un sistema 
de marcaje DIG; Roche Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim, Alemania) en una disolución tal como la disolución 
DigEasyHyb (Roche Diagnostics GmbH) con o sin 100 µg/mL de ADN de esperma de salmón, o una disolución que 5
comprende un 50% de formamida, 5xSSC (NaCl 150 mM, citrato trisódico 15 mM), dodecil sulfato sódico al 0,02%, 
0,1% de N-lauroilsarcosina y 2% de reactivo bloqueante (Roche Diagnostics GmbH), seguido de un lavado de los 
filtros dos veces durante entre 5 y 15 minutos en 2xSSC y 0,1% de SDS a temperatura ambiente, y después lavando 
dos veces durante 15-30 minutos en 0,5xSSC y 0,1% de SDS o 0,1xSSC y 0,1% de SDS a 65-68ºC.

En algunas realizaciones una molécula de ácido nucleico aislado que se hibrida en condiciones altamente estrictas a 10
una secuencia de nucleótidos de la invención puede corresponder a una molécula de ácido nucleico natural. Tal 
como se usa en la presente memoria, una molécula de ácido nucleico “natural” se refiere a una molécula de ARN o 
ADN que tiene una secuencia de nucleótidos que está presente en la naturaleza (p.ej., que codifica una proteína 
natural).

Un especialista sabrá qué condiciones aplicar para las condiciones de hibridación estrictas o altamente estrictas. En 15
la técnica se encuentran fácilmente disponibles guías adicionales en relación a dichas condiciones, por ejemplo, en 
Sambrook et al., 1989, “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel et al. 
(eds.), 1995, “Current Protocols in Molecular Biology”, (John Wiley & Sons, N.Y.).

“Polimorfismo funcional” tal como se usa en la presente memoria se refiere a un cambio en la secuencia de pares de 
bases de un gen que produce un cambio cualitativo o cuantitativo en la actividad de la proteína codificada por dicho 20
gen (p.ej., un cambio en la especificidad de la actividad; un cambio en el nivel de actividad). El término “polimorfismo 
funcional” incluye mutaciones, eliminaciones e inserciones.

En general, la etapa de detección del polimorfismo de interés se puede llevar a cabo tomando una muestra biológica 
que contiene el ADN de la fuente, y a continuación determinando la presencia o la ausencia de ADN que contiene el 
polimorfismo de interés en la muestra biológica.25

La determinación de la presencia o de la ausencia de ADN que codifica una mutación particular puede llevarse a 
cabo con una sonda de oligonucleótido marcada con un grupo detectable adecuado, y/o por medio de una reacción 
de amplificación tal como la reacción en cadena de polimerasa o la reacción en cadena de ligasa (el producto de 
dicha reacción de amplificación puede ser detectado a continuación con una sonda de oligonucleótido marcado o 
mediante una serie de técnicas adicionales). Además, la etapa de detección puede incluir la etapa de detectar si el 30
sujeto es heterocigoto u homocigoto para la mutación particular. Se conocen numerosos formatos de ensayo de 
sonda de oligonucleótido diferentes que pueden emplearse para llevar a cabo la presente invención. Véase, p.ej., la 
Patente de EE.UU. nº 4.302.204 a nombre de Wahl et al.; la Patente de EE.UU. nº 4.358.535 a nombre de Falkow et 
al.; la Patente de EE.UU. nº 4.563.419 a nombre de Ranki et al.; y la Patente de EE.UU. nº 4.994.373 a nombre de 
Stavrianopoulos et al.35

La amplificación de una secuencia de ácido nucleico diana seleccionada, o diana, se puede llevar a cabo mediante 
cualquier medio adecuado. Véase de forma general, Kwoh et al., Am. Biotechnol. Lab. 8, 14-25 (1990). Los ejemplos 
de técnicas de amplificación adecuadas incluyen, aunque sin limitación, reacción en cadena de polimerasa, reacción 
en cadena de ligasa, amplificación de desplazamiento de cadena (véase de forma general G. Walker et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 89, 392-396 (1992); G. Walker et al., Nucleic Acids Res. 20, 1691-1696 (1992)), amplificación 40
basada en transcripción (véase D. Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177 (1989)), replicación de 
secuencia auto-sostenida (o “3SR”) (véase J. Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1874-1878 (1990)), el 
sistema de replicasa Qβ (véase P. Lizardi et al., BioTechnology 6, 1197-1202 (1988)), amplificación basada en 
secuencia de ácido nucleico (o “NASBA”) (véase R. Lewis, Genetic Engineering News 12 (9), 1 (1992)), la reacción 
en cadena de reparación (o “RCR”) (véase R. Lewis, anterior), y la amplificación de ADN de boomerang (o “BDA”) 45
(véase R. Lewis, anterior). Generalmente se prefiere la reacción en cadena de polimerasa.

La reacción en cadena de polimerasa (PCR) se puede llevar a cabo de acuerdo a técnicas conocidas. Véanse, p.ej., 
las Patentes de EE.UU. nº 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159 y 4.965.188. En general, la PCR implica, en primer 
lugar, el tratamiento de una muestra de ácido nucleico (p.ej., en presencia de una ADN polimerasa termoestable) 
con un oligonucleótido cebador para cada cadena de la secuencia específica que se va a detectar en condiciones de 50
hibridación, de tal modo que se sintetiza un producto de extensión de cada cebador que es complementario a cada 
cadena de ácido nucleico, con los cebadores suficientemente complementarios a cada cadena de la secuencia 
específica para hibridarse con ella de tal modo que el producto de extension sintetizado a partir de cada cebador, 
cuando es separado de su complemento, puede servir como plantilla para la síntesis del producto de extensión del 
otro cebador, y a continuación tratar la muestra en condiciones de desnaturalización para separar los productos de 55
extensión del cebador de sus plantillas si la secuencia o secuencias a detectar están presentes. Estas etapas se 
repiten cíclicamente hasta que se obtiene el grado de amplificación deseado. La detección de la secuencia 
amplificada se puede llevar a cabo añadiendo al producto de reacción una sonda de oligonucleótido capaz de 
hibridarse al producto de reacción (p.ej., una sonda de oligonucleótido de la presente invención), portando la sonda 
una marca detectable, y a continuación detectando la marca según técnicas conocidas, o mediante visualización 60
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directa sobre un gel. Dichas sondas pueden tener una longitud de entre 5 y 500 nucleótidos, preferiblemente entre 5 
y 250, más preferiblemente entre 5 y 100 o entre 5 y 50 ácidos nucleicos. Cuando las condiciones de PCR permiten 
la amplificación de todos los tipos alélicos, los tipos pueden distinguirse mediante hibridación con una sonda 
específica alélica, mediante digestión con endonucleasa de restricción, mediante electroforesis o geles de gradiente 
desnaturalizante, o mediante otras técnicas.5

La reacción en cadena de ligasa (LCR) también se lleva a cabo de acuerdo a técnicas conocidas. Véase, p.ej., R. 
Weiss, Science 254, 1292 (1991). En general, la reacción se lleva a cabo con dos pares de sondas de 
oligonucleótido: un par se une a una cadena de la secuencia a detectar; el otro par se une a la otra cadena de la 
secuencia a detectar. Cada par junto solapa completamente con la cadena a la que corresponde. La reacción se 
lleva a cabo, en primer lugar, desnaturalizando (p.ej., separando) las cadenas de la secuencia a detectar, a 10
continuación haciendo reaccionar las cadenas con los dos pares de sondas de oligonucleótido en presencia de una 
ligasa termoestable de tal modo que cada par de sondas de oligonucleótido se ligan entre ellas, a continuación 
separando el producto de reacción, y después repitiendo cíclicamente el proceso hasta que la secuencia ha sido 
amplificada hasta el grado deseado. La detección se puede llevar a cabo entonces de un modo similar al descrito 
antes para la PCR.15

Los términos “homología” o “porcentaje de identidad” se usan en la presente memoria de forma intercambiable. Para 
el propósito de esta invención, se define en la presente memoria que a fin de determinar el porcentaje de identidad 
de dos secuencias de aminoácido o de dos secuencias de ácido nucleico, las secuencias son alineadas con fines de 
comparación óptima (p.ej., se deben introducir huecos en la secuencia de una primera secuencia de aminoácidos o 
de ácido nucleico para un alineamiento óptimo con una segunda secuencia de aminoácidos o ácido nucleico). A 20
continuación se comparan los residuos de aminoácido o los nucleótidos en las correspondientes posiciones de 
aminoácido o posiciones de nucleótido. Cuando una posición de la primera secuencia está ocupada por el mismo 
residuo de aminoácido o nucleótido que la posición correspondiente de la segunda secuencia, entonces las 
moléculas son idénticas en dicha posición. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es función del 
número de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % identidad = número de posiciones 25
idénticas/número total de posiciones (es decir, posiciones solapadasx100). Preferiblemente, las dos secuencias 
tienen la misma longitud.

El especialista será consciente del hecho de que existen disponibles varios programas de ordenador diferentes para 
determinar la homología entre dos secuencias. Por ejemplo, una comparación de secuencias y la determinación del 
porcentaje de identidad entre dos secuencias se pueden realizar usando un algoritmo matemático. En una 30
realización preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoácido se determina usando el 
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) que se ha incorporado al programa GAP del 
paquete de software GCG (disponible en internet en la página web de accelrys, más específicamente en 
http://www.accelrys.com), usando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 
10, 8, 6 ó 4, y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. El especialista apreciará que todos estos parámetros 35
diferentes darán lugar a resultados ligeramente diferentes, pero el porcentaje de identidad global de las dos 
secuencias no se alterado significativamente cuando se emplean algoritmos diferentes.

En otra realización, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleótidos se determina usando el
programa GAP del paquete de software GCG (disponible en internet en la página web de accelrys, más 
específicamente en http://www.accelrys.com), usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 40
60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. En otra realización, el porcentaje de identidad entre dos 
secuencias de aminoácido o de nucleótidos se determina usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4: 
11-17 (1989), que ha sido incorporado al programa ALIGN (versión 2.0) (disponible en internet en la página web de 
vega, más específicamente ALIGN-IGH Montpellier, o más específicamente en http://vega.igh.cnrs.fr/bin/align-
guess.cgi) usando una tabla de residuos de peso PAM120, un penalización de longitud de hueco de 12 y una 45
penalización de hueco de 4.

Las secuencias de ácido nucleico y de proteína descritas en la presente memoria en relación a la presente invención 
pueden usarse adicionalmente como “secuencia de consulta” para llevar a cabo una búsqueda en bases de datos 
públicas para, por ejemplo, identificar otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichas búsquedas se 
pueden llevar a cabo usando los programas BLASTN y BLASTX (versión 2.0) de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 50
215: 403-10. Las búsquedas de nucleótidos con BLAST se pueden llevar a cabo con el programa BLASTN, 
puntuación=100, longitud de palabra=12, para obtener secuencias de nucleótidos homólogas a las moléculas de 
ácido nucleico de la presente invención. Se pueden llevar a cabo búsquedas de proteínas BLAST con el programa 
BLASTX, puntuación=50, longitud de palabra=3, para obtener secuencias de aminoácidos homólogas a las 
moléculas de proteína de la presente invención. Para obtener alineamientos con huecos con fines comparativos, se 55
puede utilizar Gapped BLAST tal como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25 (17): 3389-3402. 
Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parámetros por defecto de los 
respectivos programas (p.ej., BLASTX y BLASTN). (Disponible en internet en la página web de ncbi, más 
específicamente en http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Otra realización puede incluir una célula de la cepa de S. spinosa productora de espinosinas obtenida mediante el 60
método de la presente invención mencionado anteriormente, donde la célula comprende una molécula de ácido 
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nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 90% de identidad con respecto a SEQ 
ID NO: 1 y que comprende una mutación en un gen dentro de dicha secuencia de nucleótido, de tal modo que el gen 
ya no expresa una proteína funcional, y en donde la célula produce menos del compuesto de Fórmula (I) de lo que 
se produce en una célula de la misma cepa antes de la mutación del gen. Un método alternativo también puede 
producir un policétido modificado que provoque la expresión de una molécula de ácido nucleico en una célula 5
hospedante, policétido que también puede ser purificado adicionalmente. En una realización particular, la 
modificación de una secuencia puede comprender mutar, eliminar, reemplazar o inactivar una secuencia de las 
siguientes maneras: proporcionando una biblioteca de ácidos nucleicos, ácidos nucleicos que comprenden uno o 
más segmentos de polinucleótido ligados operativamente a al menos una secuencia reguladora de la transcripción; 
introduciendo la biblioteca de ácidos nucleicos en una población de células receptoras o de orgánulos intracelulares 10
receptores, mediante lo cual dichos ácidos nucleicos desmontan la producción de espinactina a la vez que 
mantienen la producción de espinosina; e identificando al menos una célula receptora, orgánulo intracelular receptor 
u organismo que comprende una célula receptora, con un fenotipo deseado, controlando de este modo la cepa 
productora de espinosina. La mutación de la secuencia de nucleótidos puede incluir la introducción de una 
eliminación, una mutación o un codón de parada. La secuencia de nucleótidos puede estar comprendida en un gen 15
que puede ser seleccionado del grupo que consiste en: proteína de unión a sustrato de transportador ABC; 
permeasa de transportador ABC de aminoácido; transportador de resistencia a fármaco de la familia EmrB QacA; 
monooxigenasa; NRPS1; NRPS2; un gen localizado entre NRPS1 y NRPS2 en el genoma de S. spinosa; tiazolinil 
imida reductasa; tioesterasa; metiltransferasa; pabAB; un regulador transcripcional; Acil-CoA sintasa; N-
metiltransferasa; piridoxamina 5’-fosfato oxidasa; 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa; y aminotransferasa. La secuencia 20
de nucleótidos del gen de tiazolinil imida transferasa; puede ser al menos un 80% idéntica a SEQ ID NO: 3.

El organismo de S. spinosa modificado puede producir menos espinactina de la producida en el organismo de S. 
spinosa hospedante antes de la introducción del ácido nucleico, o puede no producir espinactina. En algunas 
realizaciones, el organismo de S. spinosa modificado puede producir: una cantidad de espinosina A que es 
sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina A producida en el organismo de S. spinosa hospedante antes 25
de la introducción del ácido nucleico; una cantidad de espinosina D que es sustancialmente idéntica a la cantidad de 
espinosina D producida en el organismo de S. spinosa hospedante antes de la introducción del ácido nucleico, y una 
cantidad de espinactina que es inferior a la cantidad de espinactina producida en el organismo de S. spinosa
hospedante antes de la introducción del ácido nucleico.

También se proporciona un organismo según el aspecto mencionado anteriormente en donde el organismo de S. 30
spinosa modificado produce:

una cantidad de espinosina A que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina A producida en el 
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introducción del ácido nucleico,
y
una cantidad de espinosina D que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina D producida en el 35
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introducción del ácido nucleico.

También se proporciona un método para producir espinosinas, método que comprende: cultivar el organismo de 
Saccharopolyspora spinosa modificado del aspecto mencionado anteriormente en condiciones de fermentación, 
produciendo así al menos una espinosina.

En una realización, el método comprende la obtención de una mezcla de espinosinas del cultivo de fermentación de 40
S. spinosa. La alteración de la biosíntesis de espinactina se puede lograr como se ha descrito en los aspectos 
mencionados anteriormente. La mezcla de espinosinas obtenida del cultivo de fermentación de S. spinosa puede 
incluir al menos una de espinosina A y espinosina D. La mezcla de espinosinas obtenida del cultivo de fermentación 
de S. spinosa puede no incluir nada de espinactina. En algunas realizaciones, el gen del grupo de genes de 
espinactina es un gen de tiazolinil imida reductasa;. Se puede producir un organismo de Saccharopolyspora spinosa45
modificado mediante el método. El organismo puede incluir un transgén implicado en la biosíntesis de espinosina. El 
organismo de S. spinosa modificado puede incluir un transgén implicado en la biosíntesis de espinosina que está 
integrado de forma estable en el ADN genómico del organismo en un sitio en donde el ácido nucleico fue integrado 
de forma estable.

Otra realización de la invención incluye un organismo de Saccharopolyspora spinosa modificado como se ha 50
descrito en el aspecto mencionado anteriormente, que comprende un medio para alterar la síntesis de espinactina, 
en donde el organismo es capaz de producir espinosina A y/o espinosina D sin producir una cantidad significativa de 
espinactina.

También se describe en la presente memoria un método para producir un organismo de Saccharopolyspora spinosa
modificado. El método incluye: proporcionar un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos en el 55
grupo de genes de biosíntesis de espinactina de la S. spinosa; mutar la secuencia de nucleótidos; e introducir el 
ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos en un organismo de S. spinosa hospedante, de tal 
manera que el ácido nucleico se integra de forma estable en el ADN genómico del organismo de S. spinosa
hospedante, produciendo con ello un organismo de S. spinosa modificado, en donde un gen del grupo de genes de 
biosíntesis de espinactina ya no expresa una proteína funcional.60
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En una realización adicional, un método de la presente invención para producir espinosinas incluye: proporcionar un 
organismo de Saccharopolyspora spinosa preparado según el método mencionado anteriormente; y cultivar el 
organismo en condiciones de fermentación, produciendo de este modo al menos una espinosina.

En la presente memoria también se describe un compuesto que tiene la fórmula (I):

5

o una sal o N-óxido del mismo. También se describe en la presente memoria un método para aislar el compuesto de 
fórmula (I) que incluye: cultivar una cepa de Saccharopolyspora spinosa, NRRL 18395, en condiciones de 
fermentación; obtener un material técnico que comprende metabolitos secundarios procedentes del cultivo de 
fermentación de S. spinosa; formar una suspensión del material técnico en una disolución que comprende metanol y 
agua en cantidades iguales (1:1); y filtrar la suspensión, de tal modo que se forme un filtrado que comprende una 10
cantidad enriquecida del compuesto.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas características y/o realizaciones particulares.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificación y caracterización de la molécula de espinactina procedente de S. spinosa

La espinactina es un compuesto que contiene azufre que se identificó en un cultivo de fermentación de S. spinosa. 15
La Figura 1 ilustra la estructura química de la espinactina. Esta estructura se determinó usando espectroscopía de 
RMN y se verificó mediante cristalografía de rayos X. Véase la Figura 2.

Un cultivo de fermentación de S. spinosa de la cepa NRRL 18395 fue propagado usando el protocolo de 
fermentación descrito en Strobel y Nakatsukasa (1993) J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 11(2): 121-7. Un análisis de 
cromatografía de líquidos identificó la presencia de un metabolito secundario no detectado previamente que 20
presenta un espectro UV característico, con λmax = 227 y 358 nm. El metabolito secundario se aisló usando el 
siguiente procedimiento. El material técnico (3 kg) procedente de un cultivo de fermentación de S. spinosa se puso 
en una suspensión en metanol/agua (1:1) y se filtró. Se observó que el filtrado contenía una cantidad enriquecida del 
metabolito secundario no detectado previamente. Dicho metabolito secundario fue separado del material de 
espinosina remanente mediante cromatografía líquida de fase inversa preparativa. Usando este método, se 25
obtuvieron 6 g de la nueva molécula, que contabilizó aproximadamente el 0,02% en masa del material técnico total. 
La nueva molécula, que se denominó espinactina, fue re-cristalizada en metanol/agua en forma de un sólido verde 
claro (p.f. 79ºC). La espectrometría de masas de impacto electrónico de sonda de alta resolución (EI/MS) indicó que 
la espinactina poseía la fórmula molecular de C20H28N4O3S2. El análisis de los espectros de 1H, 13C y de aumento sin 
distorsión por transferencia de polarización (DEPT) indicaron la presencia de un grupo de dimetilamina, una segunda 30
metilamina y un único grupo S-metilo. También fue evidente un anillo de benceno 1,2,4-tri-sustituido. El resto del 
espectro en cloroformo incluía multipletes complejos no de primer orden, que incluían efectos de acoplamiento 
virtual observados en espectros 2-D, producidos por los desplazamientos químicos coincidentes para 4-H y 5-H. De 
este modo, la estructura fue resuelta en metanol-d4, en donde el espectro fue de primer orden como se describe a 
continuación usando técnicas de RMN 2-D que incluyen COSY, HSQC y HMBC (ver la Tabla 1).35

Se identificaron fácilmente tres sistemas de espín en el espectro de 1H; se detectaron tres multipletes aromáticos 
entre 7,3 y 6,7 ppm, que indican un anillo de benceno 1,2,4-tri-sustituido que contiene sustituyentes de oxígeno o 
nitrógeno; otro sistema de espín de dos metilenos (un sustituido con oxígeno, y uno con nitrógeno) con una metina 
entre ambos, que también indicó una sustitución de nitrógeno; y un sistema de espín elongado que contenía tres 
metinas contiguas, con metilenos en los extremos. Ninguno de los multipletes resonó en un campo más elevado de 40
2,5 ppm, lo que indica un alto grado de sustitución de heteroátomos. Aparte de estos sistemas de espín, había tres 
singletes de metilo, que se demostró que eran un grupo dimetil amino, y otro grupo N-metilo, y un metil tioéter. La 
constante de acoplamiento entre dos de las metinas fue pequeña, lo que sugiere que los átomos de carbono no 
estaban conectados directamente. Estos dos átomos de carbono presentaron picos cruzados HMBC procedentes 
del grupo N-metilo, lo que indica que estaban a cualquiera de los lados de un nitrógeno terciario metilado.45

La molécula se construyó mediante un análisis extensivo de los experimentos HMBC. De esta manera, se identificó 
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un anillo de oxazolina con unión al anillo aromático en C-2. Se determinó que este anillo presentaba un grupo 
metileno unido a C-5, que se usó como palanca para ayudar en el montaje del sistema de anillo de 
diazabicilooctano. Este metileno (que resuena a 3,9 y 3,5 ppm) indicó picos cruzados con una de las metinas del 
sistema de espín extendido (63 ppm), y también a un carbonilo de amida a 172 ppm. Otros picos cruzados con este 
carbonilo procedían de otra metionina (4,1 ppm) y uno de los otros grupos metileno (que resuena a 3,5 y 3,2 ppm) 5
indicando un anillo de 6 miembros que contiene 2 átomos de nitrógeno. El hecho de este metileno estaban enlazado 
de vuelta con el anillo, fue determinado a través de la existencia de picos cruzados con ambas de las metinas 
conectadas con el átomo de nitrógeno metilado, el tioéter deducido por desplazamiento químico. El montaje del resto 
de la molécula se obtuvo fácilmente una vez determinado el sistema del anillo.

Tabla 1. Espectro de RMN de espinactina en MeOH.10

Nº 1H 13C Nº 1H 13C

2 - 167,8 14 3,15, dd (12,9, 4,3) 35,9

4 4,54, dd (8,7, 9,6) 71,3 2,79, dd (12,9, 4,3)

4,22, t (8,1) 15 2,15, s 16,0

5 4,65, m 65,8 16 2,40, s 40,0

6 3,86, dd (14,4, 7,0) 46,6 1’ - 154,0

3,53, dd (14,4, 4,5) 2’ - 111,4

8 4,02, ddd (10,6, 4,3, 4,3) 62,7 3’ 7,14, d (3,1) 114,1

9 5,11, dd (3,5, 1,6) 78,3 4’ - 145,7

11 4,09, dd (5,6, 1,3) 71,5 5’ 7,08, dd (9,0, 3,1) 122,9

12 - 172,7 6’ 6,90, d (9,0) 118,2

13 3,22, dd (5,8, 10,7) 34,5 NMe2 2,86, s 42,6

3,53, d (10,7)

Se usó un método de cristalografía de rayos X para validar la estructura de la molécula de espinactina. En la Figura 
2 se muestra un modelo ORTEP (Oak Ridge Thermal Ellipsoid Program) de la estructura. Se irradió un cristal 
individual de espinactina (PF 79ºC) de dimensiones 0,50 x 0,8 x 0,06 mm con radiación Mo Ka en un difractómetro 
de rayos X Nonius Kappa CCD (Bruker-Noninus, Madison, WI). Se recogieron un total de 7.801 reflexiones (de las 15
cuales 2.276 eran únicas). Los datos se refinaron y se resolvieron usando métodos estándar y utilizando programas 
de análisis de datos SHELXS97 y SIR97.

Ejemplo 2: Identificación y caracterización del grupo de genes de biosíntesis de espinactina.

En base a la semejanza estructural del resto 2-hidroxifeniloxazolina de la espinactina en comparación el resto 2-
hidroxifeniloxazolina de la micobactina A, se planteó la hipótesis de que ambas moléculas son producidas a través 20
de rutas biosintéticas similares. La implicación del grupo de genes de biosíntesis de micobactina A y del gen 
feniloxazolina sintasa mbtB (mbtB) en la biosíntesis del resto de 2-hidroxifeniloxazolina de la micobactina A ha sido 
caracterizada en Quadri et al. (1998) Chemistry & Biology 15: 631-45. La secuencia de aminoácidos del 
feniloxazolina sintasa mbtB (Número de acceso: ZP_06505539) del grupo de genes de micobactina de la cepa 
02_1987 de Mycobacterium tuberculosis se usó para cribar, in silico, la secuencia genómica obtenida de la cepa 25
natural de S. spinosa (NRRL 18395). La búsqueda BLAST resultante identificó la presencia de una secuencia génica 
putativa procedente del genoma de S. spinosa que codificaba una secuencia de aminoácidos con similitud con MbtB. 
El gen NRPS1 del genoma S. spinosa compartía aproximadamente un 46% de identidad a nivel de aminoácido con 
el gen mbtB del grupo de genes de M. tuberculosis. La identificación de este gen condujo a la posterior identificación 
de un grupo de genes de S. spinosa que contenía genes adicionales de los que se propone su implicación en la 30
biosíntesis de espinactina. Estas secuencias génicas procedentes del grupo de genes de espinactina fueron 
anotadas usando el programa de ordenador, FgenesB (Universidad de Cambridge, R.U.). La Figura 3 muestra una 
anotación de la secuencia de polinucleótidos para el contig 261, que contiene la secuencia del gen NRPS1
procedente de la secuencia genómica de S. spinosa, la secuencia de polinucleótido correspondiente al contig 261 se 
presenta como SEQ ID NO: 1. La secuencia de polinucleótido de NRPS1 se presenta como SEQ ID NO: 2.35

Ejemplo 3: Cribado e identificación de clones de cósmido que contienen el grupo de genes de espinactina 
procedente de una biblioteca de cósmidos genómica de S. spinosa
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Una biblioteca de cósmidos genómica de S. spinosa (Solicitud de Patente de EE.UU. nº 13/100202) se sometió a 
cribado para identificar clones de cósmido que contenían el gen de tiazolinil imida reductasa. El gen tiazolinil imida 
reductasa; está localizado por debajo del gen NRPS1, y se caracterizó como un miembro putativo del grupo de 
genes de espinactina que codifica una enzima que no es esencial para la biosíntesis de espinosina A/D. Este gen 
fue usado para identificar clones de cósmido que podrían ser modificado eliminando un fragmento de 7,6 kb que 5
contiene el grupo de genes de espinactina. Los clones de cósmido resultantes fueron usados a continuación para 
generar cepas de S. spinosa bloqueadas.

Un fragmento de 412 pb del gen de tiazolinil imida reductasa; fue preparado con un kit de marcaje de digoxigenina 
(DIG) de PCR. El fragmento de 412 pb (SEQ ID NO: 3) fue amplificado con PCR usando un cebador director (SEQ 
ID NO: 4) y un cebador inverso (SEQ ID NO: 5). La hibridación se completó a 42ºC en tampón de hibridación 10
suministrado comercialmente (Roche) durante una noche. Las membranas de nylon fueron lavadas en condiciones 
estrictas durante 5 minutos, dos veces en 2x SSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente y durante 15 minutos, dos 
veces en 0,1 x SSC, 0,1% de SDS a 68ºC. El marcaje quimioluminiscente y la detección se llevaron a cabo usando 
el kit “DIG Luminescent Detection Kit™” (Roche). Se identificaron tres clones de cósmido positivos (2C14, 3E11 y 
4G15) y se confirmaron mediante secuenciamiento final del inserto cósmido usando cebadores de secuenciamiento 15
T3 y T7. La Figura 4 resume los detalles de los tres clones de cósmido identificados y sus tamaños de inserto de 
fragmento respectivos y la localización correspondiente al contig 261 y al fragmento de 412 pb del gen de tiazolinil 
imida reductasa; de la secuencia genómica de S. spinosa.

Ejemplo 4: Construcción de una casete de gen de resistencia a apramicina con un sitio de unión attB para la 
eliminación parcial del grupo de genes de espinactina20

La construcción de una casete de apramicina-attB se completó clonando la secuencia de attB en una casete de gen 
de resistencia a apramacina. La síntesis de la secuencia del sitio de unión de actinófago ϕC31 de Streptomyces 
lividans (attB; Nº de acceso: X60952) se llevó a cabo por parte de un suministrador de servicios de una tercera parte 
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA). Para facilitar la clonación del fragmento de attB sintetizado, se 
añadieron sitios BamH1 y NdeI a los extremos 5’ y 3’, respectivamente (SEQ ID NO: 6). El vector que contenía la 25
secuencia de attB sintetizada se marcó como pIDTSMART.

El plásmido plantilla, pIJ773 (Nº de acceso: AX657063), que contiene la casete de gen de resistencia de apramicina, 
aac(3)-IV (Nº de acceso: X99313), y el oriT del plásmido RP4 (Nº de acceso: L27758), flanqueado por sitios FRT se 
amplificó con PCR usando un cebador2 directo (SEQ ID NO: 7) y un cebador2 inverso (SEQ ID NO: 8). El fragmento 
de PCR se clonó en el vector pCR8/GW/TOPO™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del 30
protocolo del fabricante, y se confirmó la presencia y la integridad de la casete de apramicina insertada mediante 
digestión de restricción y secuenciamiento.

El fragmento attB de pIDTSMART fue digerido con BamHI y NdeI y el fragmento de ADN de 300 pb resultante fue 
purificado en gel usando el kit “QIAquick Gel Extraction Kit™” (Qiagen, Valencia, CA). El fragmento attB purificado 
fue clonado en el vector pCRB/GW/TOPO™, que contenía la casete de gen de resistencia a apramicina en los sitios 35
de restricción NdeI y BamHI, usando técnicas estándar de biología molecular. La construcción de una nueva casete 
de gen de resistencia a apramicina que contiene un sitio de unión a attB se confirmó mediante digestión con 
enzimas de restricción y secuenciamiento. El mapa y la secuencia del plásmido construido pCR8/GW/TOPO_aac(3)-
attB se proporcionan en la Figura 5 (SEQ ID NO: 9).

Ejemplo 5: Generación de cepas de S. spinosa bloqueadas que contienen una eliminación parcial del grupo de 40
genes de espinactina

Se obtuvo una eliminación de 7,6 Kb del grupo de genes de espinactina atacando a la región de tiazolinil imida 
reductasa; con una casete de apramicina-attB usando la tecnología “Redirect Recombineering Technology™” (Gust 
et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100(4): 1541-6). Se diseñó un conjunto de cebadores para amplificar la 
casete de apramicina-attB usando el cebador3 directo (SEQ ID NO: 10) y el cebador3 inverso (SEQ ID NO: 11). 45
Estos cebadores fueron diseñados para contener secuencias 5’ que comparten homología con el grupo de genes de 
espinactina. El producto de PCR resultante fue integrado en el clon de cósmido 4G15 siguiendo el protocolo de 
“Redirect Recombineering”. Un bloqueo del grupo de genes de espinactina en el clon de cósmido 4G15 dio como 
resultado un doble cruce, en donde la casete de apramicina-attB reemplazó la secuencia de ADN nativa del clon de 
cósmido 4G15. La eliminación resultante fue confirmada mediante secuenciamiento de ADN de la región de unión. 50
La secuencia de nucleótidos de la unión, en la que se había eliminado el fragmento de 7,6 Kb del grupo de genes de 
espinactina, se proporciona como SEQ ID NO: 12.

El ADN de cósmido 4G15 fue aislado y transformado en una cepa donante de E. coli, la S17-1, y se usó en un 
experimento de conjugación con la cepa de S. spinosa NRRL 18538. La conjugación se completó siguiendo un 
protocolo que había sido modificado para incluir medio ISP4 (Matsushima et al. (1994) Gene 146(1): 39-45). Se 55
seleccionaron transconjugantes inundando las placas de medio de conjugación con apramicina (50 µg/mL) y ácido 
nalidíxico (25 µg/mL). Los transconjugantes procedentes de las placas de conjugación fueron parcheados en medio 
agar ISP2 suplementado con CaCl2 20 mM y apramicina (50 µg/mL) y ácido nalidíxico (25 µg/mL). Los bloqueos de 
doble cruce (resistentes a apramicina y sensibles a antibióticos de canamicina) fueron seleccionados en medio agar 
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ISP2 que contenía apramicina a una concentración de 50 µg/mL.

Se seleccionaron cinco cepas bloqueadas independientes (marcadas como 538-M2, 538-M4, 538-M6, 538-M7 y 
538-M10). Estas cepas bloqueadas fueron confirmadas molecularmente para la eliminación de 7,6 Kb del grupo de 
genes de espinactina mediante amplificación de PCR. Las reacciones de PCR produjeron un fragmento del tamaño 
esperado, lo que indicó que se había eliminado un fragmento de 7,6 Kb del genoma de la cepa de S. spinosa NRRL 5
18538 (ver la Figura 6). Habiendo confirmado las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 a través de ensayos 
fenotípicos y genotípicos, las cepas fueron propagadas como cultivos de fermentación en matraces agitados y se 
cuantificaron los títulos de producción de espinosina A y D.

Ejemplo 6: Producción de espinosina A y D y confirmación de la eliminación de producción de espinactina en las 
cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 1853810

Las cepas bloqueadas derivadas de la cepa de S. spinosa NRRL 18538, que fueron generadas para contener una 
eliminación parcial del grupo de genes de espinactina, fueron propagadas como cultivos de fermentación en matraz 
agitado de 6 días y de 10 días. Las cepas bloqueadas produjeron niveles de espinosina A y D comparables a las 
cepas de control que contenían un grupo de genes de espinactina intacto. Además, los niveles de espinactina en las 
cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 fueron indetectables o muy bajos. Estos resultados indican que la 15
eliminación del metabolito secundario, la espinactina, no afecta de forma negativa a la producción y biosíntesis de 
las espinosinas A y D.

Se analizaron extractos de metanol del caldo de fermentación procedente de la cepa de S. spinosa natural NRRL 
18538 y de las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 para determinar la producción de espinactina usando
un método de LC-UV-MS. Se completó el protocolo de extracción con metanol en el que una parte del caldo de 20
fermentación y tres partes de metanol fueron incubadas durante una noche a temperatura ambiente. Las muestras 
de los extractos de metanol fueron sometidas a cromatografía usando una columna Agilent Eclipse Plus C18 (100 x 
3 mm; 1,8 µm) a 40ºC eluída a 0,5 mL/min usando un gradiente lineal de A:B 50:50 (0 minutos) a 5:95 (12 minutos) 
donde A = acetato de amonio 25 mM y B = acetonitrilo-metanol (80:20). La espinactina, que eluyó a 
aproximadamente 8,8 minutos, fue detectada tanto por absorbancia de UV a 227 nm como por espectrometría de 25
masas de monitorización de ion seleccionado (SIM-MS), monitorizando el ion a m/z 437,2. Se llevó a cabo la 
cuantificación usando un método de patrón externo con curvas de calibración establecidas a partir de una muestra 
pura de espinactina. En la cepa de S. spinosa natural NRRL 18529 y en las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 
18538, se usó el método de UV para la cuantificación de la espinactina cuando estaba presente en concentraciones 
por encima de aproximadamente 2 mg/L, mientras que el método SIM-MS se usó cuando el compuesto estaba 30
presente en el rango de aproximadamente 0,02 – 2 mg/L.

Los títulos resultantes de espinosina A y D y de espinactina correspondientes al caldo de fermentación de la cepa 
natural de S. spinosa NRRL 18538 y de las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 se resumen en la Tabla 2. 
Estos datos demuestran que una eliminación génica parcial dentro del grupo de genes de espinactina no tuvo ningún 
efecto sobre el título de producción de espinosina en las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 en 35
comparación con la cepa natural de S. spinosa NRRL 18538.

Tabla 2: Sumario del análisis de HPLC de los extractos de metanol correspondientes a caldo de fermentación de 6 
días y de 10 días de la cepa natural de S. spinosa NRRL 18538, presentada como “538” y de las cepas bloqueadas 
de S. spinosa NRRL 18538, presentadas como “538-M2”, “538-M4”, “538-M6”, “538-M7” y “538-M10”.

Día Cepa
Título de compuesto (mg/L)

Espinosina A Espinosina D Total (Espinosina-A/D) Espinactina

6 538 232,05 23,70 255,75 0,23

6 538-M2 269,68 31,96 301,64 0,11

6 538-M4 222,17 26,41 248,58 0,00

6 538-M6 265,62 33,57 299,19 0,00

6 538-M7 233,58 29,75 263,43 0,00

6 538-M10 274,41 35,38 309,79 0,13

10 538 213,18 33,87 247,04 5,36

10 538-M2 186,93 27,03 213,95 0,14

10 538-M4 184,25 31,42 215,67 0,00
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10 538-M6 258,14 45,06 303,20 0,09

10 538-M7 239,61 43,79 283,40 0,00

10 538-M10 145,07 27,46 172,53 0,08

Se eliminó un fragmento de aproximadamente 7,6 kb de la secuencia codificadora del grupo de genes de biosíntesis 
de espinactina que incluye el gen de tiazolinil imida reductasa;, neutralizando con ello la producción de espinactina 
en la cepa de S. spinosa NRRL 18538. La posterior fermentación de las cepas bloqueadas dio como resultado la 
biosíntesis de las espinosinas A y D en niveles comparables a las cepas de control de S. spinosa. Por lo tanto, la 5
eliminación del fragmento de 7,6 kb del grupo de genes de biosíntesis de espinactina en la cepa NRRL 18538 de S. 
spinosa dio como resultado la eliminación del metabolito secundario, la espinactina, del cultivo de fermentación sin 
afectar de forma negativa a la producción y la biosíntesis de las espinosinas A y D.

Listado de secuencias

<110> Dow AgroSciences, LLC10
Palaniappan, Nadaraj
Lewer, Paul
Graupner, Paul R

<120> Identificación y caracterización del grupo de genes de biosíntesis de espinactina procedente de 
Saccharopolyspora spinosa productora de espinosina15

<130> 2971-P10917US (71553)

<160> 12

<170> PatentIn versión 3.4
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<210> 2
<211> 6942
<212> ADN
<213> Saccharopolyspora Spinosa5

<400> 2
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<210> 3
<211> 412
<212> ADN
<213> Saccharopolyspora Spinosa5

<400> 3
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<210> 4
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador directo de PCR

<400> 4
gtctacctcc aggcgttcct 20

<210> 510
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR15

<400> 5
aggtcgtgtc gatgaacagc 20

<210> 6
<211> 303
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótidos del sitio de unión a actinofago (attB) de Streptomyces lividans que contiene sitios 
BamHI y NdeI

<400> 625

<210> 7
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> Cebador 2 directo de PCR

<400> 7
tgtaggctgg agctgcttcg aa 22

<210> 835
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<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 2 inverso de PCR5

<400> 8
catatggata ttccggggat ccgtcgacc 29

<210> 9
<211> 4477
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de nucleótidos de plásmido pCR8 / GW / TOPO_aac (3) -attB

<400> 9

15
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<210> 10
<211> 58
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador 3 directo de PCR

<220>
<221> característica_misc
<222> (1)..(39)10
<223> Basado en la secuencia de cósmidos

<220>
<221> unión_cebador
<222> (40)..(58)
<223> Hibrida con casete aac (3) -attB15

<400> 10
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tcgacggcct gctgcgccgc atcctcaacc agccgacaat gtaggctgga gctgcttc 58

<210> 11
<211> 59
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador 3 inverso de PCR

<220>
<221> característica_misc
<222> (1)..(39)10
<223> Basado en la secuencia de cósmidos

<220>
<221> unión_cebador
<222> (40)..(59)
<223> Hibrida con casete aac (3) -attB15

<400> 11
aacgcaccgc gcaggcgctg cgcgacggat ggttgaacac atatggtcga catgcccgc 59

<210> 12
<211> 1738
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> Unión donde el gen de la tiazolinilimida reductasa se eliminó parcialmente dentro del clon del cósmido 4G15

<400> 12

25
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una cepa productora de espinosina de Saccharopolyspora spinosa; método que 
comprende:

modificar una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que presenta una 
identidad de al menos 90% con respecto a SEQ ID NO: 1 mediante mutación de un gen dentro de dicha 5
secuencia de nucleótidos, de tal modo que el gen deja de expresar una proteína funcional; y de tal modo que la 
cepa mutada produce menos cantidad de un compuesto de Fórmula (I)

que la producida en la cepa antes de la mutación del gen.

2. El método según la reivindicación 1, en donde la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO: 2.10

3. El método según la reivindicación 1, en donde la cepa productora de espinosina produce espinosina J y L.

4. El método según la reivindicación 1, en donde la mutación de la secuencia de nucleótidos comprende la 
introducción de una eliminación o de un codón de parada.

5. Una célula de la cepa productora de espinosina de S. spinosa obtenida mediante el método de la reivindicación 1 
ó 4, en donde la célula comprende una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos 15
que presenta una identidad de al menos 90% con respecto a SEQ ID NO: 1, y que comprende una mutación en un 
gen dentro de dicha secuencia de nucleótidos de tal modo que el gen deja de expresar una proteína funcional; y de 
tal modo que la cepa mutada produce menos cantidad de un compuesto de Fórmula (I) que la producida en una 
célula antes de la mutación del gen.

6. El método según la reivindicación 1, que comprende:20

(i) proporcionar una molécula de ácido nucleico que comprende el gen mutado ligado operativamente a al menos 
una secuencia reguladora de la transcripción; en donde el gen es seleccionado del grupo que consiste en:
proteína de unión a sustrato de transportador ABC; permeasa de transportador ABC de aminoácido; 
transportador de resistencia a fármaco de la familia EmrB QacA; monooxigenasa; NRPS1; NRPS2; un gen 
localizado entre NRPS1 y NRPS2 en el genoma de S. spinosa; tiazolinil imida reductasa; tioesterasa; 25
metiltransferasa; pabAB; un regulador transcripcional; Acil-CoA sintasa; N-metiltransferasa; piridoxamina 5’-
fosfato oxidasa; 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa; y aminotransferasa;

(ii) introducir la molécula de ácido nucleico en una población de células receptoras de tal modo que la secuencia 
de nucleótidos se integra de forma estable en el genoma; en donde la célula mantiene la producción de 
espinosina; y30

(iii) cribar la célula receptora en función de una producción reducida del compuesto de Fórmula (I) en relación 
con la que se producía en una célula de la misma cepa antes de la mutación del gen.

7. El método según la reivindicación 6, en donde la secuencia de nucleótidos tiene una identidad de al menos 90% 
con respecto a SEQ ID NO: 2; y en donde la molécula de nucleótido mutada es integrada de forma estable en el 
ADN genómico del organismo de S. spinosa hospedante.35

8. El método según la reivindicación 6, en donde el gen es el gen de tiazolinil imida reductasa y la mutación está 
comprendida en una secuencia que es idéntica en al menos el 80% con respecto a SEQ ID NO: 3.

9. Un organismo según la reivindicación 5, en donde el organismo de S. spinosa modificado produce:

una cantidad de espinosina A que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina A producida en el 
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introducción del ácido nucleico,40

y
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una cantidad de espinosina D que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina D producida en el 
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introducción del ácido nucleico.

10. Un método para producir espinosinas, método que comprende:

cultivar el organismo de Saccharopolyspora spinosa modificado de la reivindicación 9 en condiciones de 
fermentación, produciendo con ello al menos una espinosina.5

11. Un método según la reivindicación 6, en donde la introducción de la molécula de ácido nucleico en la célula 
desactiva la producción de un compuesto que tiene la fórmula (I) a la vez que mantiene la producción de espinosina.
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