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DESCRIPCIÓN 

Especies de levadura genéticamente modificadas, y procesos de fermentación que emplean levaduras 
genéticamente modificadas. 

Esta invención se realizó bajo en nº de contrato DE-FC07-021D14349 con el Departamento de Energía de EEUU. El 
gobierno de EEUU tiene ciertos derechos sobre esta invención. 5 
Esta solicitud reinvindica el beneficio de la solicitud provisional de EEUU nº 60/467.727, presentada el 2 de mayo de 
2003. 

Esta invención se refiere a ciertas especies de levadura géneticamente modificadas. 

Debido al agotamiento gradual de la materia prima del petróleo y del gas natural a nivel mundial, al deseo de parte 
de las naciones importadoras de petróleo de disminuir su dependencia de fuentes extranjeras de petróleo, y al deseo 10 
de establecer una base más sostenible para la economía, se están dedicando grandes esfuerzos a la producción de 
combustibles y de plásticos y productos químicos orgánicos procedentes de materias primas alternativas. Los 
procesos de fermentación ofrecen la posibilidad de producir una diversidad de combustibles y productos químicos a 
partir de fuentes de azúcares naturales. Por ejemplo, se produce etanol en cantidad significativa mediante la 
fermentación de la glucosa, de forma más tipica de la glucosa obtenida hidrolizando el almidón de maíz. Una 15 
especie de levadura, Saccharomyces cerevisiae, es un biocatalizador habitual para fermentar la glucosa en etanol. 

Estos azúcares representan una fuente de carbono relativamente cara. La biomasa, es decir, el hidrolizado de 
materia vegetal, ofrece la posibilidad de ser una fuente de carbono particularmente barata. La biomasa consiste 
principalmente en celulosa y hemicelulosa. La celulosa puede degradarse en azúcares de hexosa, generalmente 
glucosa. La mayoría de las levaduras, incluyendo S. cerevisiae, metabolizan los azúcares de hexosa con bastante 20 
eficacia. Por otra parte, la hemicelulosa es rica en azúcares de pentosa, tales como xilosa, de forma que una 
utilización eficaz del carbono requiere que estos azúcares de pentosa se metabolicen bien. Muy pocas levaduras 
metabolizan de forma eficaz la xilosa en etanol u otros productos de la fermentación deseables. Así, para 
aprovechar el potencial económico completo que ofrece la utilización de fuentes de carbono de biomasa es 
necesario proporcionar un biocatalizador que pueda convertir de modo eficaz la xilosa en productos de la 25 
fermentación deseables. 

Diversas bacterias son capaces de metabolizar la xilosa en productos de la fermentación, pero en general producen 
una mezcla de productos en lugar de un único producto predominante, tal como se desea habitualmente. Los 
subproductos habituales a veces son tóxicos para las bacterias. Aunque ciertas bacterias se han modificado 
metabólicamente para que realicen fermentaciones homoetanólicas, las bacterias tienden a tener una mala 30 
actuación en el duro entorno de los hidrolizados lignocelulósicos, que son una fuente habitual de sustratos ricos en 
xilosa. 

Se sabe que algunas especies de levadura, tales como S. cerevisiae, fermentan los azúcares de hexosa 
predominantemente en etanol en lugar de producir las mezclas de productos que generalmente producen las 
bacterias. Algunas levaduras tienen otras características que hacen que sean buenas candidatas para diversos tipos 35 
de procesos de fermentación, tales como resistencia a entornos de pH bajo, resistencia a ciertos coproductos de la 
fermentación, tales como ácido acético y furfural, y resistencia al propio etanol. 

La mayoría de las especies de levadura metabolizan la xilosa (si es que pueden metabolizarla) a través de una vía 
compleja, en la que la xilosa en primer lugar se reduce a xilitol a través de una enzima xilosa reductasa (XR). El 
xilitol entonces se oxida a xilulosa a través de una enzima xilitol deshidrogenasa (XDH). La xilulosa entonces se 40 
fosforila a través de una enzima XK. Esta vía funciona de manera ineficaz en especies de levadura porque introduce 
un desequilibrio redox en la célula. La etapa de xilosa a xilitol emplea NADH como cofactor, mientras que la etapa de 
xilitol a xilulosa emplea NADPH como cofactor. Deben producirse otros procesos para restablecer el desequilibrio 
redox dentro de la célula. Esto a menudo significa que el organismo no puede crecer de modo anaerobio sobre la 
xilosa ni sobre otro azúcar de pentosa. 45 
No obstante, se ha intentado introducir genes de XR y XDH exógenos en especies de levadura, tales como S. 
cerevisiae, para lograr la conversión de la xilosa en etanol. Véase, por ejemplo, la patente de EEUU nº 5.866.382, y 
los documentos WO 95/13362 y WO 97/42307. La levadura modificada no produce etanol de manera eficaz. 

Otros organismos pueden isomerizar la xilosa en xilulosa y después fosforilar la xilulosa en xilulosa 5-fosfato, que 
entonces se metaboliza aún más a través de la vía del carbono central de la célula. La isomerización es estimulada 50 
por una enzima catalítica, la xilosa isomerasa (XI), y la fosforilación es catalizada por una enzima xiluloquinasa (XK). 
Esta vía es habitual en bacterias pero relativamente rara en especies eucariotas, tales como levaduras. No crea el  
desequilibrio redox de la vía de xilosa a xilitol a xilulosa, y por tanto en principio es un mecanismo anaerobio más 
eficaz. Se sabe que un hongo anaerobio, Piromyces sp. E2 (ATCC 76762), posee un gen que expresa una enzima 
XI activa. 55 
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Sin embargo, ninguna especie de levadura de tipo salvaje o recombinante tiene la capacidad de producir de modo 
eficaz productos de la fermentación deseables a partir de la xilosa u otras materias primas de azúcares de pentosa. 
Un intento de introducir el gen XI de Piromyces s p. E2 en S. cerevisiae produjo un crecimiento muy lento sobre 
xilosa y no dio como resultado la producción de etanol divulgada. Véase Kuyper et al., “High-Level Functional 
Expression of a Fungal Xylose Isomerase: The Key to Efficient Ethanolic Fermentation of Xylose by Saccharomyces 5 
Cerevisiae?”, FEMS Yeast Research, 1574 (2003), 1-10, y el documento WO 03/062430A1. 

Por tanto, resulta muy deseable una especie de levadura que puede fermentar de modo eficaz la xilosa y otros 
azúcares de pentosa en un producto de la fermentación deseado. 

El documento WO 03/062430 A; Lönn, A. et al., Enzyme and Microbial Technology, vol. 32, 8 de abril de 2003, pp. 
567-573; y Träff, K.L. et al., Applied and Environmental Microbiology, vol. 67, nº 12, diciembre de 2001, pp. 5668-10 
5674, describen un S. cerevisiae modificado por la deleción de un gen de xilosa reductasa (GRE3) y que contiene un 
gen de xilosa isomerasa exógeno y un gen de xiluloquinasa exógeno. 

En un aspecto, la invención se refiere a una célula de levadura genéticamente modificada que tiene un genoma y un 
gen de xilosa isomerasa exógeno funcional, en la que el gen de xilosa isomerasa exógeno está unido operablemente 
a secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales en la célula de levadura, teniendo además la célula de 15 
levadura modificada una deleción o alteración de un gen de xilosa reductasa funcional nativo que produce una 
enzima que cataliza la conversión de xilosa a xilitol, y teniendo además la célula una deleción o alteración de un gen 
de piruvato descarboxilasa nativo. 

En un segundo aspecto, la invención se refiere a una célula de levadura genéticamente modificada del género 
Kluyveromyces, que tiene integrado en su genoma un gen de xilosa isomerasa exógeno funcional, en la que el gen 20 
de xilosa isomerasa exógeno está unido operablemente a secuencias promotoras y terminadoras que son 
funcionales en la célula de levadura, y teniendo además la célula una deleción o alteración de un gen de piruvato 
descarboxilasa nativo. 

En otro aspecto, la invención se refiere a una célula de levadura genéticamente modificada del género 
Kluyveromyces, Candida, Pichia, Brettanomyces o Pachysolen que tiene un genoma y un gen de xilosa isomerasa 25 
exógeno funcional, en la que el gen de xilosa isomerasa exógeno está unido operablemente a secuencias 
promotoras y terminadoras que son funcionales en la célula de levadura, y conteniendo además un gen de 
xiluloquinasa exógeno funcional unido operablemente a secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales 
en la célula de levadura, y teniendo además la célula una deleción o alteración de un gen de piruvato descarboxilasa 
nativo. 30 
En otro aspecto, esta invención es un proceso de fermentación en el que una célula de cualquiera de los aspectos 
anteriores se cultiva bajo condiciones de fermentación en un caldo de cultivo de fermentación que incluye xilosa. 

La figura 1 es un diagrama que muestra el plásmido pNC2. 

La figura 2 es un diagrama que muestra el plásmido pNC4. 

La figura 3 es un diagrama que muestra el plásmido pVR22. 35 
La figura 4 es un diagrama que muestra el plásmido pVR29. 

La figura 5 es un diagrama que muestra los plásmidos pBH5a y pBH5b. 

La figura 6 es un diagrama que muestra el ensamblaje del plásmido pVR78 a partir de los plásmidos pVR73 y 
pVR77. 

La figura 7 es un diagrama que muestra el plásmido pCM3. 40 
La figura 8 es un diagrama que muestra el plásmido pPS1. 

La figura 9 es un diagrama que muestra el plásmido pCM9. 

La figura 10 es un diagrama que muestra el plásmido pCM17. 

La figura 11 es un diagrama que muestra el plásmido pCM14. 

La figura 12 es un diagrama que muestra el plásmido pCM28. 45 
La figura 13 es un diagrama que muestra el plásmido pVR95. 

La figuras 14a y 14b son diagramas que muestran los plásmidos pCM18 y pCM19. 

La figura 15 es un diagrama que muestra los plásmidos pBSKura3Km y pBSDeltaUra3KM. 
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La figura 16 es un diagrama que muestra los plásmidos pVR52, pVR67 y pVR96. 

La figura 17 es un diagrama que muestra el plásmido pVR102. 

La figura 18 es un diagrama que muestra el plásmido pVR103. 

La figura 19 es un diagrama que muestra los plásmidos pVR65 y pVR104. 

La figura 20 es un diagrama que muestra el plásmido pCM21 y pCM23. 5 
La figura 21 es un diagrama que muestra el plásmido pCM29. 

La figura 22 es un diagrama que muestra el plásmido pVR113. 

La figura 23 es un diagrama que muestra el plásmido pCM31. 

La figura 24 es un diagrama que muestra el plásmido pVR118. 

La figura 25 es un diagrama que muestra el plásmido pCM52. 10 
La figura 26 es un diagrama que muestra el plásmido pCM55. 

La figura 27 es un diagrama que muestra el plásmido pCM58. 

La figura 28 es un diagrama que muestra el plásmido pMI409. 

La figura 30 es un diagrama que muestra el plásmido pMI410. 

La figura 31 es un diagrama que muestra el plásmido pMI412. 15 
La figura 32 es un diagrama que muestra el plásmido pMI403. 

La figura 33 es un diagrama que muestra el plásmido pMI417. 

La figura 34 es un diagrama que muestra el plásmido pMI425. 

La figura 35 es un diagrama que muestra el plásmido pSO91. 

La figura 36 es un diagrama que muestra el plásmido pSO99. 20 
La figura 37 es un diagrama que muestra el plásmido pSO89. 

La figura 38 es un diagrama que muestra el plásmido pSO96. 

La figura 39 es un diagrama que muestra el plásmido pSO57. 

La figura 40 es un diagrama que muestra el plásmido pCM48. 

La levadura genéticamente modificada de la invención se fabrica realizando ciertas modificaciones genéticas en una 25 
células de levadura hospedante. 

Una célula de levadura hospedante adecuada contiene al menos un gen nativo que produce una enzima activa que 
es capaz de catalizar la conversión de D-xilosa a xilitol. Estos genes pueden ser específicos para la reducción de 
xilosa → xilitol, o pueden ser no específicos (es decir, actúa sobre una variedad de azúcares de pentosa). Las 
enzimas producidas por estos genes se denominan de diversa manera con el número EC 1.1.1.21 y oficialmente 30 
alditol:NAD(P) 1-oxidorreductasa. La enzima codificada por estos genes en general tiene la siguiente actividad: D-
xilosa + NAD(P)H = xilitol + NAD+ (es decir, puede utilizar NADPH o NADH como cofactores redox, o ambos). Un 
gen que expresa la enzima xilosa reductasa se denomina en la presente un “gen de xilosa reductasa”, o un “gen 
XR”. En algunos casos, los genes XR específicos se denominan en la presente genes “XYL1”. 

El término “nativo” se emplea en la presente con respecto a materiales genéticos (por ejemplo, un gen, un promotor, 35 
un terminador) que se encuentra dentro del genoma (aparte de las mutaciones de un individuo a otro que no afecten 
a su función) de las células no modificadas de esa especie de levadura. 

Una célula de levadura hospedante capaz de convertir la D-xilosa a xilitol en general tendra la capacidad nativa para 
convertir también el xilitol en D-xilulosa. Esto se logra en general expresando una enzima xilitol deshidrogenasa 
(XDH) que es codificada por un gen denominado en la presente un “gen de xilitol deshidrogenasa” o un “gen de 40 
XDH”. Las enzimas codificadas por estos genes se denominan de diversa manera con el número EC 1.1.1.9, 
habitualmente xilitol deshidrogenasa, y sistemáticamente xilitol:NAD+ 2-oxidorreductasa (formadora de D-xilulosa). 
Estos genes en general tienen la siguiente actividad: xilitol + NAD(P)+ = D-xilulosa + NAD(P)H (aunque NAD+ es el 
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sustrato más preferido, algunos utilizan NADP+). Los genes XDH específicos se denominan en la presente genes 
“XYL2”. Una célula hospedante adecuada tiene uno o más genes nativos que producen una enzima aldosa 
reductasa o xilosa reductasa funcional, y una enzima XDH funcional. Una enzima es “funcional” en el contexto de 
esta invención si es capaz de desempeñar su papel habitual o previsto. Un gen es “funcional” en el contexto de la 
esta invención si expresa una enzima funcional. 5 
Otra célula de levadura hospedante adecuada tiene la capacidad de transportar la xilosa a través de su pared celular 
o membrana. 

Otra célula de levadura hospedante adecuada es la que crece de forma natural sobre la xilosa, tal como la que tenga 
una vía natural activa desde el xilulosa-5-fosfato al gliceraldehído-3-fosfato. En esta invención, se considera que la 
vía desde el xilulosa-5-fosfato al gliceraldehído-3-fosfato es activa si al menos 10% de los azúcares con base de 10 
glucosa son metabolizados por la célula de tipo salvaje a través de la vía de hexosa monofosfato. Preferiblemente, al 
menos 20%, más preferiblemente al menos 30%, en especial al menos 40% de la ribulosa-5-fosfato se metaboliza a 
través de esta vía. 

Las células hospedantes adecuadas incluyen, por ejemplo, células de levadura de los géneros Kluyveromyces, 
Candida, Pichia, Hansenula, Trichosporon, Brettanomyces, Pachysolen y Yamadazyma. Las especies de levadura 15 
de interés particular incluyen K. marxianus, K. lactis, K. thermotolerans, C. sonorensis, C. methanosorbosa, C. 
diddensiae, C. parapsilosis, C. naeodendra, C. balnkii, C. entomophila, C. scehatae, P. tannophilus y P. stipitis. Son 
ejemplos de células de levadura que crecen sobre la xilosa K. marxianus, C. sonorensis, C. scehatae, Pachysolen 
tannophilus y Pichia stipitis. Poseen una vía natural de xilulosa-5-fosfato a gliceraldehído-3-fosfato, unos genes de 
aldosa y/o xilosa reductasa funcionales naturales, unos genes de xilitol deshidrogenasa activos, y una capacidad 20 
natural para transportar xilosa a través de la pared celular o la membrana. Las células hospedantes preferidas 
incluyen las de las especies K. marxianus, K. lactis, K. thermotolerans, C. sonorensis y C. methanosorbosa. 

La célula hospedante puede contener modificaciones genéticas distintas de las que se describen de modo específico 
en la presente. Por ejemplo, la célula hospedante puede estar genéticamente modificada para producir (o para no 
producir) un tipo concreto de producto de la fermentación mediante la metabolización posterior del xilosa-5-fosfato 25 
y/o gliceraldehído-3-fosfato. Los ejemplos específicos de dichas modificaciones incluyen la deleción o alteración de 
un gen de piruvato descarboxilasa (PDC) nativo, y la inserción de genes exógenos, tales como un gen de L-lactato 
deshidrogenasa (L-LDH) o D-lactato deshidrogenasa (D-LDH). Los métodos para realizar modificaciones de este tipo 
se describen, por ejemplo, en los documentos WO 99/14335, WO 00/71738, WO 02/42471, WO 03/102201, WO 
03/102152 y WO 03/049525. Estas modificaciones pueden estar presentes en la célula hospedante antes de realizar 30 
más modificaciones de la célula hospedante según se describe en la presente, o pueden realizarse al mismo tiempo 
o después de realizar estas más modificaciones. 

Las células de levadura genéticamente modificadas de ciertos aspectos de la invención incluyen un gen de xilosa 
isomerasa (XI) exógeno funcional que preferiblemente se integra en el genoma de la célula hospedante. En este 
contexto, “exógeno” significa (1) que el gen XI no es nativo a la célula hospedante, (2) que el gen XI es nativo a la 35 
célula hospedante pero el genoma de la célula hospedante se ha modificado para proporcionar más copias 
funcionales del gen XI nativo, o (3) ambos (1) y (2). Los ejemplos de genes XI adecuados incluyen genes XI nativos 
a especies E2 de Piromyces E2 (tales como la secuencia del gen codificador de xyla de Piromyces sp. E2 en 
Genbank (nº de registro AJ249909)) y Cyllamyces aberensis, así como los obtenidos de otros hongos anaerobios. 
Las secuencias de nucleótidos para los genes XI de Piromyces sp. E2 y Cyllamyces aberensis se identifican como 40 
SEC ID NO:58 y 151, respectivamente. Las secuencias de aminoácidos deducidas para las proteínas producidas por 
estos genes XI se identifican como SEC ID NO:59 y 152, respectivamente. Un gen XI bacteriano adecuado es nativo 
a Bacteroides thetaiotaomicron. La secuencia de nucleótidos para este gen XI de B. thetaiotaomicron se identifica 
como SEC ID NO:162. La secuencia de aminoácidos deducida para la enzima producida por este gen se identifica 
como SEC ID NO:163. Los genes XI adecuados incluyen los que son al menos 60%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99% 45 
homólogos con SEC ID NO:58 o 151. Los genes XI adecuados incluyen los que codifican enzimas que son al menos 
60%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99% homólogas con SEC ID NO:59 o 152. Algunos genes de xilosa isomerasa 
adecuados no son más que 95% o no más que 90% homólogos con SEC ID NO:58, o codifican una enzima que no 
es más que 95% o no más que 90% homóloga con SEC ID NO:59. Otros genes de xilosa isomerasa adecuados son 
los genes de xilosa isomerasa bacterianos que son al menos 60%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99% homólogos con 50 
SEC ID NO:162 y/o producen una enzima que es al menos 60%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99% homóloga con SEC 
ID NO:163. 

El porcentaje de homología de las secuencias de aminoácidos puede calcularse de modo conveniente utilizando el 
programa informático BLAST versión 2.2.1 con los parámetros por defecto. Las secuencias que tienen una 
puntuación de coincidencias y una puntuación de positivos de al menos XX%, utilizando el algoritmo BLAST versión 55 
2.2.1 con los parámetros por defecto, se consideran al menos XX% homólogas. Los genes de xilosa isomerasa 
particularmente adecuados incluyen los que codifican una enzima que tiene una puntuación de coincidencias de al 
menos 60% comparada con SEC ID NO:163, una puntuación de coincidencias menor que 95% comparada con SEC 
ID NO:59, y una puntuación de positivos menor que 97% comparada con SEC ID NO:59. 
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El gen XI exógeno está bajo el control de un promotor y un terminador, siendo ambos funcionales en la célula de 
levadura modificada. Tal como se emplea en la presente, el término “promotor” se refiere a una secuencia no 
transcrita ubicada cadena arriba (es decir, 5’) al codón de inicio de la traducción de un gen estructural (en general en 
aproximadamente 1 a 1000 pb, preferiblemente 1-500 pb, en especial 1-100 pb) y que controla el inicio de la 
transcripción del gen estructural. De manera similar, el término “terminador” se refiere a una secuencia no transcrita 5 
ubicada cadena abajo (es decir, 3’) al codón de fin de la traducción de un gen estructural (en general en 
aproximadamente 1 a 1000 pb, de forma más típica 1-500 pares de bases, y en especial 1-100 pares de bases y que 
controla el fin de la transcripción del gen estructural. Un promotor o terminador está “unido operablemente” a un gen 
estructural si su posición en el genoma con relación a la del gen estructural es tal que el promotor o el terminador, 
cualquiera que sea el caso, realiza su función de control de la transcripción. 10 
Las secuencias promotoras y terminadoras pueden ser nativas a la célula de levadura o exógenas. También son 
útiles secuencias promotoras y terminadoras que son muy homólogas (es decir, 90% o más, en especial 95% o más, 
lo más preferiblemente 99% o más homólogas) en sus porciones funcionales con porciones funcionales de 
secuencias promotoras y terminadoras, respectivamente, que son nativas a la célula, en particular cuando la 
inserción del gen exógeno se dirige a un sitio específico en el genoma de la célula. 15 
Un promotor adecuado es al menos 90%, 95% o 99% homólogo con un promotor que es nativo a un gen de 
levadura. Un promotor más adecuado es al menos 90%, 95% o 99% homólogo con un promotor para un gen que es 
nativo de la célula hospedante. Los promotores particularmente útiles incluyen promotores para los genes de la 
piruvato descarboxilasa (PDC), fosfoglicerato quinasa (PGK), xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH) y 
factor potenciador de la transcripción-1 (TEF-1) de levaduras, en especial de los genes que son nativos a la célula 20 
hospedante. 

Un terminador adecuado es al menos 90%, 95% o 99% homólogo con un terminador que es nativo a un gen de 
levadura. El terminador puede ser es al menos 90%, 95% o 99% homólogo con un terminador para un gen que es 
nativo de la célula hospedante. Los terminadores particularmente útiles incluyen terminadores para los genes de la 
piruvato descarboxilasa (PDC), xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH) o iso-2-citocromo c (CYC) de 25 
levaduras, o un terminador de la familia de genes de la galactosa en levaduras, en particular el denominado 
terminador GAL10. Se ha demostrado que un terminador GAL10 de S. cerevisiae y un terminador CYC1 de S. 
cerevisiae son terminadores eficaces para genes XI exógenos en levaduras. 

El uso de promotores y terminadores nativos (a la célula hospedante), junto con las respectivas regiones 
flanqueantes cadena arriba y cadena abajo, puede permitir la integración dirigida del gen XI en loci específicos del 30 
genoma de la célula hospedante, y la integración simultánea del gen XI y la deleción de otro gen nativo tal como, por 
ejemplo, un gen XR, XDH o PDC. 

Puede estar presente una cola de poli-his(tidina) en el extremo 3’ del gen XI. En el siguiente ejemplo 3 se describe 
un método para ello. Sin embargo, la presencia de la cola de poli-his puede disminuir la actuación del gen XI. La cola 
de poli-his no es crítica para la invención y puede omitirse si se desea. 35 
El gen XI exógeno puede integrarse aleatoriamente en el genoma de la célula hospedante o insertarse en una o más 
ubicacaciones dirigidas. Los ejemplos de ubicaciones dirigidas incluyen los loci de un gen que está delecionado o 
alterado de forma deseable, tal como un gen XR, XDH o PDC. En algunas realizaciones, la integración del gen XI 
adyacente al sitio de un gen PDC nativo parece estar relacionada con una mejor actuación de la célula de levadura 
modificada para producir productos de la fermentación. La integración en el locus PDC puede realizarse con o sin 40 
deleción o alteración del gen PDC nativo, pero se prefiere mantener al gen PDC nativo intacto y funcional, en 
particular cuando un producto de la fermentación deseado es etanol u otro producto que sea un metabolito de 
piruvato. 

La integración dirigida puede lograrse diseñando un vector que tenga regiones que sean homólogas con los flancos 
cadena arriba (5’) y cadena abajo (3’) del gen diana. Cualquiera de estas regiones puede incluir una porción de la 45 
región codificadora del gen diana. El módulo de XI (que incluye promotores y terminadores asociados si son 
diferentes de los del gen diana) y los marcadores de selección (con promotores y terminadores asociados si son 
necesarios) residirán en el vector entre las regiones que son homólogas con los flancos cadena arriba y cadena 
abajo del gen diana. 

La célula de levadura genéticamente modificada puede contener una única copia o múltiples copias del gen XI 50 
exógeno. Si están presentes múltiples copias del gen XI exógeno, pueden estar presentes de 2 a 10 o más copias, 
tales como de aproximadamente 2-8 o de aproximadamente 2-5 copias. Pueden integrarse múltiples copias del gen 
XI exógeno en un único locus (y así son adyacentes entre sí), o en varios loci dentro del genoma de la célula 
hospedante. En una realización de particular interés se incorporan múltiples copias del gen XI exógeno en el locus, o 
adyacentes a este, de un gen PDC nativo, con o sin la deleción o alteración del gen PDC nativo. Es posible que 55 
diferentes genes XI exógenos estén bajo el control de diferentes tipos de promotores y/o terminadores. 

La actuación de la levadura modificada, en especial bajo condiciones anaerobias, mejora realizando una o más 
modificaciones adicionales en su genoma y/o seleccionando células hospedantes que tengan ciertas características. 
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Estas incluyen una o más de (1) baja actividad XR (u otra aldosa reductasa), (2) baja actividad XDH, y (3) 
sobreexpresión de XK. 

La célula hospedante pueden tener de forma natural o haber sido modificada para que tenga una baja actividad 
aldosa reductasa. Esta baja actividad aldosa reductasa, medida de una manera descrita en el siguiente ejemplo 4E, 
de forma adecuada es menor que 10 mU/mg o menor que 5 mU/mg. Si la célula hospedante contiene uno o más 5 
genes de aldosa reductasa que producen enzimas que catalizan la  conversión de xilosa a xilitol, de manera 
adecuada uno o más de estos genes se altera o deleciona. En general, el gen o genes seleccionados para la 
alteración o deleción son aquellos que son responsables, individual o colectivamente, de (1) al menos 40%, 
preferiblemente al menos 50% de la actividad de reducción de xilosa → xilitol de la célula hospedante, y/o (2) son 
genes XR, es decir, genes que codifican una enzima específica de la reducción de xilosa → xilitol. En general se 10 
prefiere delecionar o alterar al menos un gen XR. La deleción o la alteración preferiblemente logra al menos una 
reducción del 50% en la actividad enzimática, y más preferiblemente reduce la actividad xilosa reductasa hasta 
menos de 10 mU/mg o 5 mU/mg. 

“Delecionar o alterar” significa que la región codificadora completa del gen se elimina (deleción), o el gen o su región 
promotora y/o terminadora se modifica (tal como mediante deleción, inserción o mutación) de modo que el gen ya no 15 
produce una enzima activa o produce una enzima con una actividad muy reducida. La deleción o alteración puede 
realizarse por métodos de ingeniería genética, evolución forzada o mutagénesis y/o selección. En el caso del gen 
XR o de aldosa reductasa no específico, un método adecuado para ello es clonar las regiones flanqueantes cadena 
arriba y cadena abajo del gen (que puede incluir una porción de la región codificadora del gen), producir un vector 
que contenga los flancos clonados cadena arriba y cadena abajo, y transformar la célula hospedante con el vector. 20 
El vector puede contener otro material genético, tal como un gen marcador u otro gen que se inserte de modo 
deseable en el genoma de la célula hospedante en el locus del gen XR nativo o de aldosa no específico (tal como un 
gen XI, un gen XK, o un gen que permita a la célula producir un producto de la fermentación deseado, tal como un 
gen L- o D-LDH). 

Un método para delecionar el gen XR o de aldosa reductasa no específico es transformar la célula hospedante con 25 
un vector que contenga regiones que sean homólogas con los flancos cadena arriba (5’) y cadena abajo (3’) del gen 
diana. Estas secuencias flanqueantes pueden obtenerse, por ejemplo, amplificando las regiones apropiadas 
mediante PCR utilizando cebadores diseñados de forma apropiada y ADN genómico como molde. Cualquiera de 
estas dos regiones puede incluir una porción de la región codificadora del gen diana, aunque el vector no debe 
contener la porción funcional completa del gen. Estas secuencias flanqueantes son en general secuencias de al 30 
menos 50 pares de bases, o al menos 100 o al menos 500 pares de bases. Aunque en teoría no hay un límite 
superior para la longitud de la secuencia flanqueante, tiene una longitud de preferiblemente hasta aproximadamente 
4000 pares de bases, más preferiblemente hasta aproximadamente 1200 pares de bases. Las secuencias 
flanqueantes son cada una al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 98% y aún 
más preferiblemente al menos 99% homólogas con las correspondientes secuencias en el genoma de la célula. 35 
Estas secuencias flanqueantes pueden incluir las secuencias promotoras y terminadoras, respectivamente, del gen 
diana. El vector también puede contener uno o más módulos de marcadores de selección (con los promotores y 
terminadores asociados que sean necesarios) que están emplazados, de forma ventajosa, entre las regiones que 
son homólogas a los flancos cadena arriba y cadena abajo del gen diana. Este vector puede delecionar el gen diana 
en una recombinación homóloga, insertando el gen marcador de la selección en el locus del gen diana delecionado. 40 
El vector puede incluir, en lugar del módulo del marcador de selección o además de este, otro módulo de expresión, 
tal como un módulo de expresión de XI, y un módulo de L- o D-LDH, o un módulo de expresión de xiluloquinasa, 
todos los cuales pueden incluir promotores y terminadores asociados. También pueden diseñarse vectores que 
aprovechen acontecimientos de formación de bucles espontáneos, tales como los que se describen en el documento 
WO 03/102152. 45 
La célula hospedante puede tener de modo natural o puede haberse modificado para que tenga una baja actividad 
xilitol deshidrogenasa. Esta baja actividad de la enzima xilitol deshidrogenasa, medida de la manera descrita en el 
siguiente ejemplo 6B, de forma adecuada es menor que 2 mU/mg o menor que 1 mU/mg. Si la célula hospedante 
contiene uno o más genes de xilitol deshidrogenasa que produzca unas actividades mayores de xilitol 
deshidrogenasa, uno o más de estos genes se altera o deleciona de modo adecuado. La deleción o alteración del 50 
gen XDH puede realizarse de una manera análoga a la descrita anteriormente con respecto a la deleción o 
alteración de la aldosa reductasa. La deleción puede realizarse incorporando los flancos cadena arriba y cadena 
abajo del gen XDH en un vector de transformación, en lugar de los flancos del gen XR o de aldosa reductasa no 
específico. Al igual que anteriormente, el vector puede incluir uno o más módulos de marcadores de selección y/o 
uno o más módulos de expresión distintos. La deleción o alteración preferiblemente logra una reducción de al menos 55 
50% en la actividad enzimática, y más preferiblemente reduce la actividad xilitol deshidrogenasa hasta menos de 2 
mU/mg o 1 mU/mg. 

La célula modificada preferiblemente expresa una enzima xiluloquinasa que tiene una actividad de al menos 100 
mU/mg, tal como al menos 300 mU/mg o al menos 500 mU/mg, medida como se describe en el siguiente ejemplo 
5E. La enzima xiluloquinasa se denomina de diversa manera con el número EC 2.7.1.17 y sistemáticamente como 60 
ATP:D-xilulosa 5-fosfotransferasa. Su actividad en general es ATP + D-xilulosa = ADP + D-xilulosa 5-fosfato 
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xiluloquinasa (XK). Puede lograrse la sobreexpresión, por ejemplo, por evolución forzada (bajo condiciones que 
favorezcan la selección de mutantes que sobreexpresen la enzima), mutagénesis, o mediante la integración de uno 
o más genes de xiluloquinasa endógenos funcionales en el genoma de la célula hospedante. En este contexto, 
“exógeno” significa (1) que el gen XK no es nativo a la célula hospedante, (2) que el gen XK es nativo a la célula 
hospedante pero el genoma de la célula hospedante se ha modificado para proporcionar más copias funcionales del 5 
gen XK nativo, o (3) ambos (1) y (2). Los genes de xiluloquinasa adecuados incluyen genes de xiluloquinasa de 
levadura. Un ejemplo preferido de un gen XK adecuado es el gen XK de S. cerevisiae (ScXKS1). Una secuencia de 
nucleótidos para el gen ScXKS1 se identifica como SEC ID NO:83. La secuencia de aminoácidos deducida para las 
enzimas producidas por el gen ScXKS1 se identifica como SEC ID NO:84. Los genes XK adecuados incluyen los 
que son al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99% homólogos con SEC ID NO:83. Los genes XK adecuados 10 
incluyen los que codifican enzimas que son al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99% homólogas con SEC ID 
NO:84. Otros genes XK adecuados son nativos a K. marxianus o C. sonorensis, o son al menos 70%, 80%, 80%, 
95%, 98% o 99% homólogos con cualquiera de estos. 

El gen XK exógeno está bajo el control de un promotor y un terminador, siendo ambos funcionales en la célula de 
levadura modificada. Las secuencias promotoras y terminadoras adecuadas pueden ser nativas a la célula 15 
hospedante o mostrar una alta homología (es decir, una homología 90% o mayor, en especial 95% o mayor, lo más 
preferiblemente 99% o mayor) con un promotor o terminador nativo. Estos promotores o terminadores son 
particularmente útiles cuando el gen XK endógeno se dirige a un sitio específico en el genoma de la célula 
hospedante. Otros promotores y terminadores adecuados son nativos al organismo del cual se obtiene el gen XK, o 
muestran una alta homología similar con dichos promotores y/o terminadores nativos. Por ejemplo, los promotores y 20 
terminadores adecuados para el gen ScXKS1 identificados anteriormente incluyen promotores y terminadores para 
genes de S. cerevisiae. Los promotores y/o terminadores pueden ser nativos al gen XK particular, o pueden mostrar 
una alta homología similar con dichos promotores y/o terminadores. 

Los promotores particularmente útiles para el gen ScXKS1 incluyen los promotores de la piruvato descarboxilasa 
(PDC), fosfoglicerato quinasa (PGK), xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH), y factor potenciador de la 25 
transcripción-1 (TEF-1) de S. cerevisiae. Los terminadores particularmente útiles para el gen ScXKS1 incluyen los 
terminadores de la piruvato descarboxilasa (PDC), xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH) o iso-2-
citocromo c (CYC) de S. cerevisiae, o un terminador de la familia de genes de la galactosa en levaduras, en 
particular el denominado terminador GAL10. Se ha demostrado que un terminador GAL10 de S. cerevisiae y un 
terminador CYC1 de S. cerevisiae son terminadores eficaces para genes XI exógenos en levaduras. 30 
El gen XK exógeno puede integrarse aleatoriamente en el genoma de la célula hospedante o insertarse en una o 
más ubicacaciones dirigidas, utilizando métodos análogos a los que se emplean para insertar el gen XR, tal como se 
analizó anteriormente. Los ejemplos de ubicaciones dirigidas incluyen los loci de un gen que se deleciona o altera de 
forma deseable, tal como un gen XR, XDH o PDC. Igual que antes, la integración dirigida puede lograrse diseñando 
un vector que tenga regiones que sean homólogas con los flancos cadena arriba (5’) y cadena abajo (3’) del gen 35 
diana. Cualquiera de estas dos regiones puede incluir una porción de la región codificadora del gen diana. El módulo 
de XR (incluyendo promotores y terminadores asociados si son diferentes de los del gen diana) y los marcadores de 
selección (con promotores y terminadores asociados si son necesarios) residirán en el vector entre las regiones que 
son homólogas con los flancos cadena arriba y cadena abajo del gen diana. 

La célula de levadura genéticamente modificada puede contener una única copia o múltiples copias (tal como de 2 a 40 
10 o más copias, de 2 a 8, o de 2 a 5 copias) del gen XK exógeno. Pueden integrarse múltiples copias del gen XK 
exógeno en un único locus (y así seran adyacentes entre sí), o en varios loci dentro del genoma de la célula 
hospedante. Es posible que diferentes genes XK exógenos estén bajo el control de diferentes tipos de promotores 
y/o terminadores. 

Las células según la invención que tienen baja actividad xilulosa reductasa, baja actividad xilitol deshidrogenasa, y 45 
una actividad xiluloquinasa sobreexpresada son excelentes hospedantes para la selección de genes de xilosa 
isomerasa exógenos para su actividad en la célula hospedante. Estas modificaciones genéticas crean un entorno 
celular que tiende a favorecer la expresión de xilosa isomerasa, de modo que si cierto gen de hecho es activo, es 
menos probable que su actividad sea reprimida por el entorno celular y, por tanto, será mensurable en la célula. 

La modificación genética de la célula hospedante se logra en una o más etapas mediante el diseño y la construcción 50 
de vectores apropiados y la transformación de la célula hospedante con estos vectores. Pueden utilizarse métodos 
de transformación de electroporación y/o químicos (tales como basados en cloruro de calcio o acetato de litio). Los 
métodos para transformar cepas de levaduras se describen en los documentos WO 99/14335, WO 00/71738, WO 
02/42471, WO 03/102201, WO 03/102152, y WO 03/049525; estos métodos son aplicables en general a la 
transformación de células hospedantes según esta invención. El ADN utilizado en las transformaciones puede 55 
cortarse con enzimas de restricción concretas o utilizarse como ADN circular. 

Se han analizado de modo general anteriormente las estrategias generales para el diseño de vectores de 
transformación. A continuación se indican algunos diseños de vectores de transformación específicos, listándose los 
componentes en orden de lectura/transcripción. Todos pueden circularizarse o linealizarse. Todos pueden contener 
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sitios de restricción de diversos tipos para la linealización o la fragmentación. Los vectores también pueden contener 
una porción de esqueleto (tal como para la propagación en E. coli), que se obtiene de modo conveniente de vectores 
de levadura o bacterianos disponibles en el mercado. 

1. Región cadena arriba (5’) del gen XR de la célula hospedante; el módulo de expresión del marcador, la región 
cadena abajo (3’) del gen XR del hospedante. El módulo de expresión del marcador puede ser un módulo de 5 
expresión de resistencia a la higromicina, Ura3 o G418, con los promotores y terminadores necesarios. Un módulo 
de Ura3 puede ser un módulo de HisG-Ura3-HisG. Un módulo de G418 puede incluir el promotor ScPDC1 y el 
terminador ScGAL10. 

2. Igual que (1), con el módulo de XI (que incluye el promotor y el terminador unidos operablemente al gen) ubicado 
entre las regiones 5’ y 3’ del gen XR de la célula hospedante. El módulo de XI puede incluir un promotor que es 10 
nativo a la célula hospedante. El módulo de XI puede incluir un terminador ScCYC1 o ScGAL10. 

3. Igual que (1) o (2), con el módulo de XK (que incluye el promotor y el terminador unidos operablemente al gen) 
ubicado entre las regiones 5’ y 3’ del gen XR de la célula hospedante. El módulo de XK puede incluir un promotor 
que es nativo a la célula hospedante, o un promotor ScTEF1. El módulo de XI puede incluir un terminador ScCYC1 o 
ScGAL10. 15 
4. Región cadena arriba (5’) del gen XDH de la célula hospedante; el módulo de expresión del marcador, la región 
cadena abajo (3’) del gen XDH del hospedante. El módulo de expresión del marcador puede ser un módulo de 
expresión de resistencia a la higromicina, Ura3 o G418, con los promotores y terminadores necesarios. Un módulo 
de Ura3 puede ser un módulo de HisG-Ura3-HisG. Un módulo de G418 puede incluir el promotor ScPDC1 y el 
terminador ScGAL10. 20 
5. Igual que (4), con el módulo de XI (que incluye el promotor y el terminador unidos operablemente al gen) ubicado 
entre las regiones 5’ y 3’ del gen XR de la célula hospedante. El módulo de XI puede incluir un promotor que es 
nativo a la célula hospedante. El módulo de XI puede incluir un terminador ScCYC1 o ScGAL10. 

6. Igual que (4) o (5), con el módulo de XK (que incluye el promotor y el terminador unidos operablemente al gen) 
ubicado entre las regiones 5’ y 3’ del gen XR de la célula hospedante. El módulo de XK puede incluir un promotor 25 
que es nativo a la célula hospedante, o un promotor ScTEF1. El módulo de XI puede incluir un terminador ScCYC1 o 
ScGAL10. 

7. El módulo HisG-Ura3-HisG precedido o seguido de un módulo de XI o un módulo de XK. 

8. Un modulo de XI que incluye un promotor de K. marxianus o un promotor de C. sonorensis, estando el módulo de 
XI precedido o seguido por un módulo de expresión del marcador. El promotor de K. marxianus o C. sonorensis 30 
puede ser un promotor de PDC o PDK. El terminador en el módulo de XI puede ser un terminador de K. marxianus, 
C. sonorensis o S. cerevisiae, y puede ser de modo específico un terminador ScCYC1 o ScGAL10. El módulo de 
expresión del marcador puede ser un módulo de expresión de resistencia a la higromicina, Ura3 o G418, con los 
promotores y terminadores necesarios. Un módulo de Ura3 puede ser un módulo de hisG-Ura3-hisG. Un módulo de 
G418 puede incluir el promotor ScPDC1 y el terminador ScGAL10. El módulo de XI también puede incluir un modulo 35 
de XK (tal como se describe a continuación en 9), cadena arriba o cadena abajo del módulo de XI, y cadena arriba o 
cadena abajo del módulo de expresión del marcador. 

9. Un módulo de XK al que precede o sigue un módulo de expresión del marcador. El módulo de XK puede incluir un 
promotor de K. marxianus, un promotor de C. sonorensis, o un promotor de S. cerevisiae. El promotor del módulo de 
XK puede ser de modo específico un promotor de PDC o PGK de K. marxianus o C. sonorensis, o de PDC, PGC o 40 
TEF1 de S. cerevisiae. El terminador en el módulo de XK puede ser un terminador de K. marxianus, C. sonorensis o 
S. cerevisiae, y puede ser de modo específico un terminador ScCYC1 o ScGAL10. El módulo de expresión del 
marcador puede ser módulo de expresión de resistencia a la higromicina, Ura3 o G418, con los promotores y 
terminadores necesarios. Un módulo de Ura3 puede ser un módulo de hisG-Ura3-hisG. Un módulo de G418 puede 
incluir el promotor ScPDC1 y el terminador ScGAL10. 45 
10. Un módulo de XI, un módulo de XK o ambos, precedidos por una región cadena arriba (5’) de un gen XR de la 
célula hospedante; y seguido de una región cadena abajo (3’) de un gen XR del hospedante. Este vector puede 
incluir otros componentes entre las regiones cadena arriba y cadena abajo del gen XR. 

11. Un módulo de XI, un módulo de XK o ambos, precedidos por una región cadena arriba (5’) de un gen XDH de la 
célula hospedante; y seguido de una región cadena abajo (3’) de un gen XDH del hospedante. Este vector puede 50 
incluir otros componentes entre las regiones cadena arriba y cadena abajo del gen XDH. 

12. Cualquiera de los anteriores plásmidos que incluye además un sitio de autorreplicación que es activo en la célula 
hospedante. 

Los módulos de XI específicos útiles en los anteriores vectores incluyen el promotor de PDC1 (KmPDC1), el gen XI 
(según se describió anteriormente), y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o KmPDC1 de K. marxianus; el promotor de 55 
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PDC1 (CsPDC1), el gen XI, y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o CsPDC1 de C. sonorensis; y el promotor de PGK 
(CsPGK), el gen XI, y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o CsPDC1 de C. sonorensis. 

Los módulos de XK específicos en los anteriores vectores incluyen el promotor de PDC1 ( KmPDC1), el gen XK 
(cualquiera de los descritos anteriormente, pero en especial el gen ScXKS1), y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o 
KmPDC1 de K. marxianus; el promotor de PDC1 (CsPDC1), el gen XK, y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o 5 
CsPDC1 de C. sonorensis; el promotor de PGK (CsPGK), el gen XK, y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o CsPDC1 
de C. sonorensis; y el promotor de TEF-1 (ScTEF1), el gen XK, y el terminador ScCYC1, ScGAL10 o CsPDC1 de S. 
cerevisiae. 

Además de los genes de marcadores de selección específicos descritos anteriormente, los genes de marcadores de 
selección típicos codifican proteínas que (a) confieren resistencia a antibióticos o a otras toxinas, por ejemplo 10 
zeocina (gen de resistencia a la bleomicina ble de Streptoalloteichus hindustanus), G418 (gen de resistencia a la 
kanamicina de Tn903), higromicina (gen de resistencia a antibióticos de aminoglicósidos de E. coli), ampicilina, 
tetraciclina, o kanamicina para las células hospedantes; (b) complementan deficiencias auxotróficas de la célula, 
tales como deficiencia en el aminoácido leucina (gen Leu2 de K. marxianus) o deficiencia en uracilo (por ejemplo, 
gen Ura3 de K. marxianus o S. cerevisiae); (c) sumistran nutrientes críticos no disponibles de medios sencillos, o (d) 15 
confieren capacidad a la célula para que crezca en una fuente de carbono concreta. Un gel de xilosa isomerasa 
puede actuar de esta manera, permitiendo que se produzca la selección basándose en la capacidad para crecer en 
xilosa. 

Los transformantes que se han producido con éxito pueden seleccionarse de una manera conocida, aprovechando 
los atributos aportados por el gen marcador, o por otras características (tales como la capacidad para crecer en 20 
xilosa) aportadas por los genes insertados. La selección puede realizarse mediante análisis de PCR o de la 
transferencia Southern para confirmar que se han producido las inserciones y las deleciones deseadas, para 
confirmar el número de copias y para identificar el punto de integración de los genes en el genoma de la célula 
hospedante. La actividad de la enzima codificada por el gen insertado y/o la falta de actividad de la enzima 
codificada por el gen delecionado puede confirmarse utilizando métodos de ensayo conocidos. 25 
La célula de levadura genéticamente modificada de la invención que contiene el gen XI exógeno es útil para 
fermentar azúcares de pentosa para producir productos de la fermentación deseables, tales como etanol y ácido 
láctico. Pueden resultar necesarias ciertas modificaciones genéticas adicionales para que la célula de levadura 
pueda producir ciertos productos en rendimientos, titulaciones y/o productividad aceptables. Por ejemplo, puede ser 
necesaria la integración de un gen LDH exógeno y la deleción de genes PDC nativos para obtener altos 30 
rendimientos de ácido láctico, tal como se analizó anteriormente. 

En el proceso de fermentación de la invención, la célula de la invención se cultiva en un medio de fermentación que 
incluye un azúcar de pentosa. El azúcar de pentosa es preferiblemente xilosa, xilano u otro oligómero de xilosa. 
Estos azúcares son, de forma adecuada, hidrolizados de una biomasa que contiene hemicelulosa. El medio de 
fermentación puede contener también otros azúcares, de manera notable azúcares de hexosa, tales como dextrosa 35 
(glucosa), fructosa, oligómeros de glucosa, tales como maltosa, maltotriosa e isomaltotriosa, y panosa. En el caso de 
los azúcares oligoméricos puede resultar necesario añadir enzimas al caldo de fermentación para digerirlos para 
producir el correspondiente azúcar monomérico. 

El medio contendrá generalmente los nutrientes requeridos por la célula concreta, que incluyen una fuente de 
nitrógeno (tal como aminoácidos, proteínas, fuentes de nitrógeno inorgánico, tal como amoniaco o sales de amonio, 40 
y similares), y diversas vitaminas, minerales y similares. 

No se considera que otras condiciones de fermentación, tales como la temperatura, la densidad celular, la selección 
del sustrato o sustratos, la selección de nutrientes y similares, sean críticas para la invención, y en general se 
seleccionan para proporcionar un proceso barato. Las temperaturas durante la fase de crecimiento y durante la fase 
de producción pueden variar desde por encima de la temperatura de congelación del medio a aproximadamente 50 45 
ºC, aunque la temperatura óptima dependerá de alguna manera del microorganismo concreto. Una temperatura 
preferida, en particular durante la fase de producción, es de aproximadamente 30-45 ºC. Cuando la célula es una K. 
marxianus modificada puede tolerar unas temperaturas relativamente altas (tales como mayores que 40 ºC y hasta 
50 ºC, en especial hasta 45 ºC). Otra especie preferida de célula, C. sonorensis, puede tolerar temperaturas de 
hasta aproximadamente 40 ºC. Este intervalo de temperatura proporciona la posibilidad de realizar la fermentación a 50 
estas temperaturas altas (reduciendo así los costes de enfriamiento) sin una pérdida significativa de productividad. 
Otra ventaja que proporciona una buena tolerancia a altas temperaturas es que si la fermentación resulta 
contaminada por un microorganismo no deseado, en muchos casos el microorganismo no deseado pueden 
destruirse de modo selectivo calentando el medio de fermentación hasta 40 ºC o más, en especial 45 ºC o más, sin 
dañar significativamente las células deseadas de la invención. 55 
Durante la fase de producción, la concentración de células en el medio de fermentación generalmente está en el 
intervalo de aproximadamente 1-150, preferiblemente de aproximadamente 3-10, aún más preferiblemente de 
aproximadamente 3-6 g de células secas/litro de medio de fermentación. 
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La fermentación puede realizarse de forma aerobia, microaerobia, o anaerobia. Si se desea, la velocidad de 
captación de oxígeno específica puede utilizarse como control del proceso, según se describe en el documento WO 
03/102200. Una ventaja de la invención es que la célula genéticamente modificada en general fermentará la xilosa 
de modo anaerobio debido a la expresión del gen XI y otras modificaciones. 

Cuando el producto de la fermentación es un ácido, el medio puede tamponarse durante la fase de producción de la 5 
fermentación, de modo que se mantiene el pH en un intervalo de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 9,0, 
preferiblemente de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,0. Los agentes tamponantes adecuados son 
materiales básicos que neutralizan el ácido láctico a medida que se forma e incluyen, por ejemplo, hidróxido de 
calcio, carbonato de calcio, hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, carbonato de potasio, carbonato de sodio, 
carbonato de amonio, amoniaco, hidróxido de amonio y similares. En general, los agentes tamponantes que se han 10 
estado utilizando en los procesos de fermentación convencionales también resultan adecuados en la presente. Sin 
embargo, se encuentra dentro del alcance de la invención permitir que el pH del medio de fermentación disminuya 
desde un pH inicial que generalmente es de 6 o mayor, hasta por debajo del pKa del producto de la fermentación 
ácido, tal como en el intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 5, o en el intervalo de aproximadamente 
2,8 a aproximadamente 4,5. 15 
En una fermentación tamponada, los productos de la fermentación ácidos, tales como el ácido láctico, son 
neutralizados a medida que se forman en la correspondiente sal lactato. Por tanto, la recuperación del ácido implica 
la regeneración del ácido libre. Esto se realiza generalmente retirando las células y acidulando el caldo de 
fermentación con un ácido fuerte, tal como ácido sulfúrico. Se forma un subproducto salino (yeso en el caso en que 
una sal de calcio es el agente neutralizante, y el ácido sulfúrico es el agente acidulante), que se separa del ácido. 20 
Entonces se recupera el ácido mediante técnicas, tales como una extracción líquido-líquido, una destilación, una 
absorción, etc., como se describe en T.B. Vickroy, vol. 3, capítulo 38 de Comprehensive Biotechnology (ed. M. Moo-
Young), Pergamon, Oxford, 1985; R. Datta et al., FEMS Microbiol. Rev., 1995, 16:221-231; patentes de EEUU nº 
4.275.234, 4.771.001, 5.132.456, 5.420.304, 5.510.526, 5.641.406, y 5.831.122, y el documento WO 93/00440. 

El proceso de la invención puede realizarse de modo continuo, discontinuo, o en combinaciones de estos. 25 
Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar la invención, pero no pretenden limitar su alcance. Todas las 
partes y porcentajes son en peso a menos que se indique lo contrario. 

Ejemplo 1A: Construcción del plásmido que contiene el promotor de PGK1 de S. cerevisiae y el terminador 
Gal10 de S. cerevisiae (pNC2, figura 1); construcción del plásmido que contiene el promotor de PDC1 de S. 
cerevisiae y el terminador Gal10 de S. cerevisiae (pNC4, figura 2) 30 
La secuencia de nucleótidos del promotor de PGK1 de S. cerevisiae (ScPGK1) se identifica como SEC ID NO:1. 
Esta secuencia se obtiene como un fragmento de restricción a partir de un plásmido patentado denominado 
pBFY004. Como alternativa, puede obtenerse mediante una amplificación con PCR utilizando el ADN cromosómico 
de S. cerevisiae como molde, y cebadores diseñados basados en SEC ID NO:1. 

El terminador GAL10 de S. cerevisiae (ScGAL10) utilizado tiene la secuencia de nucleótidos identificada como SEC 35 
ID NO:2. Esta secuencia se obtiene como un fragmento de restricción a partir de un plásmido patentado denominado 
pBFY004. Como alternativa, puede obtenerse mediante una amplificación con PCR utilizando el ADN cromosómico 
de S. cerevisiae como molde, y cebadores diseñados basados en SEC ID NO:2. 

El promotor de PDC1 de S. cerevisiae (ScPDC1) se amplificó con PCR utilizando los cebadores identificados como 
SEC ID NO:3 y SEC ID NO:4, utilizando el ADN cromosómico de la cepa GY5098 de S. cerevisiae (ATCC 4005098) 40 
como molde. El termociclado se realizó con 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 56 ºC, y 1 minuto a 72 ºC, 
seguido de una incubación final de 7 minutos a 72 ºC, utilizando la ADN polimerasa PfuTurbo (Stratagene, Madison, 
WI). La secuencia de nucleótidos del promotor ScPDC1 se identifica como SEC ID NO:5. 

Se generó el plásmido pNC2 (figura 1) combinando el promotor ScPGK1 y el terminador ScGal10 sobre el vector de 
esqueleto pGEM5Z(+) (Promega, Wisconsin). El ScPGK1 y el ScGAL10 están separados en el vector resultante por 45 
una región de policonector con los sitios de restricción XbaI, EcoRI y BamHI para insertar genes concretos para ser 
expresados entre el promotor y el terminador de levadura. Un fragmento de restricción NotI de aproximadamente 1,2 
kpb formado por el promotor ScPGK1 y el terminador ScGAL10 con sitios de multiclonación se identifica como SEC 
ID NO:6. 

Se construyó el vector de expresión pNC4 que contiene un módulo de expresión en general de la misma manera, 50 
excepto que se utilizó el gen ScPDC1 en lugar del gen ScPGK1. El vector resultante (pNC4) se muestra en la figura 
2. Un fragmento de restricción NotI de aproximadamente 1,3 kpb formado por el promotor ScPDC1 y el terminador 
ScGAL10 con sitios de multiclonación se identifica como SEC ID NO:7. 

Ejemplo 1B: Inserción de un gen marcador de resistencia a G418 en pNC2 (ejemplo 1A, figura 1) para crear 
un plásmido en el que el gen G418 está unido operablemente con el promotor de PGK1 y el terminador 55 
ScGAL10 de S. cerevisiae (pVR22, figura 3) 
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El gen de resistencia a G418 se amplificó mediante PCR utilizando la polimerasa Pfu (Stratagene, Madison, WI) con 
los cebadores identificados como SEC ID NO:8 y SEC ID NO:9, utilizando el plásmido pPIC9K (Invitrogen, CA) como 
molde. El termociclado se realizó inicialmente incubando la mezcla de reacción durante 5 minutos a 95 ºC, seguido 
de 35 ciclos de 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 49 ºC, y 2 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación final 
durante 10 minutos a 72 ºC. El producto de la PCR se digirió con BamHI y XbaI, y se aisló un fragmento de 821 pb y 5 
se acopló a un fragmento BamHI-XbaI de aproximadamente 4303 pb de pNC2 (ejemplo 1A, figura 1). El plásmido 
resultante (pVR22, figura 3) tiene el promotor ScPGK1 y el terminador ScGAL10 unidos operablemente al gen de 
resistencia a G418. 

Ejemplo 1C: Inserción de un gen marcador de resistencia a G418 en pNC4 (ejemplo 1A, figura 2) para crear 
un plásmido en el que el gen G418 está unido operablemente al promotor de PDC1 y al terminador ScGAL10 10 
de S. cerevisiae (pVR29, figura 4) 

El gen de resistencia a G418 se amplificó mediante PCR utilizando la polimerasa Pfu (Stratagene, Madison, WI) con 
los cebadores identificados como SEC ID NO:8 y SEC ID NO:9, utilizando el plásmido pVR22 (ejemplo 1B, figura 3) 
como molde. El termociclado se realizó inicialmente incubando la mezcla de reacción durante 5 minutos a 95 ºC, 
seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 49 ºC, y 2 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación 15 
final durante 10 minutos a 72 ºC. El producto de la PCR se digirió con BamHI y XbaI, y se aisló un fragmento de 821 
pb y se acopló a un fragmento BamHI-XbaI de aproximadamente 4303 pb de pNC4 (ejemplo 1A, figura 2). El 
plásmido resultante, pVR29 (figura 4) contiene el promotor ScPDC1 y el terminador ScGAL10 unidos operablemente 
al gen de resistencia a G418. 

Ejemplo 1D: Construcción de un vector (pBH5b, figura 5) que contiene las secuencias flanqueantes 5’ y 3’ 20 
del gen PDC1 de K. marxianus, y el gen G418 bajo el control del promotor ScPDC1 y el terminador ScGAL10 

Un fragmento de ADN de 1254 pb inmediatamente cadena arriba del gen PDC1 de K. marxianus ( KmPDC1) se 
amplificó mediante PCR con los cebadores identificados como SEC ID NO:10 y SEC ID NO:11, utilizando el 
plásmido pSO21 (descrito en la solicitud de patente publicada de EEUU 2004/029256A1) como molde. El 
termociclado se realizó incubando inicialmente la mezcla de reacción durante 2 minutos a 94 ºC, después con 35 25 
ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC, y 1,5 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación final de 7 
minutos a 72 ºC. El producto de la PCR se separó en un gel de agarosa al 0,8% y se aisló un producto de 
aproximadamente 1254 pb. El producto de la PCR y el plásmido pVR29 (ejemplo 1C, figura 4) se digirieron ambos 
con KpnI y SbfI, y se acoplaron para producir un vector de aproximadamente 6315 pb denominado pBH5a (figura 5). 
El plásmido pBH5a contiene el gen de resistencia a G418 unido operablemente al promotor ScPDC1 y al terminador 30 
ScGAL10, y un fragmento de ADN de aproximadamente 1240 pb homólogo al ADN inmediatamente cadena arriba 
del gen KmPDC1. 

Un fragmento de ADN de 535 pb inmediatamente cadena abajo del gen KmPDC1 se amplificó mediante PCR con 
los cebadores identificados como SEC ID NO:12 y SEC ID NO:13, utilizando el plásmido pSO21 como molde. El 
termociclado se realizó incubando inicialmente la mezcla de reacción durante 2 minutos a 94 ºC, después con 35 35 
ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC, y 45 segundos a 72 ºC, seguido de una incubación final de 4 
minutos a 72 ºC. El producto de la PCR se separó en un gel de agarosa al 0,8% y se aisló un producto de 535 pb. El 
producto de la PCR se digirió con SbfI y MluI, y el fragmento de 529 resultante se acopló con el fragmento SbfI-MluI 
de pBH5a para producir el plásmido pBH5b (figura 5). El plásmido pBH5b contiene secuencias correspondientes a 
las que flanquean el gen KmPDC1, es decir, una secuencia flanqueante cadena arriba de aproximadamente 1,2 kpb 40 
y una secuencia flanqueante cadena abajo de ADN de aproximadamente 0,5 kpb, con un único sitio SbfI ubicado 
entre ellas. El plásmido pBH5b también contiene el marcador de resistencia a G418 unido operablemente al 
promotor ScPDC1 y al terminador ScGAL10. 

Ejemplo 1E: Construcción del vector que contiene un marcador de poli-his y el terminador CYC1 de S. 
cerevisiae (pVR73, figura 6); eliminación del gen marcador de la resistencia a G418 de pBH5b (ejemplo 1D, 45 
figura 5) para formar el vector pVR77 (figura 6) 

Se diseñaron los cebadores identificados como SEC ID NO:14 y SEC ID NO:15 basados en el vector pYES6CT 
(Invitrogen, CA) para la amplificación de bases que contienen un sitio de clonación múltiple, un marcador de poli-his, 
y un terminador CYC1 de S. cerevisiae (ScCYC1). Los cebadores introducen sitios SbfI y BsmBI en el producto. Las 
condiciones de la PCR fueron 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 55 ºC, y 1 minuto a 68 ºC, seguido de una 50 
incubación final a 68 ºC durante 10 minutos utilizando la ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen, CA). El producto 
de la PCR se purificó en columna, seguido de la adición de nucleótidos de adenina a los extremos 5’  de la clonación 
TA utilizando la ADN polimerasa Taq incubándose a 72 ºC durante 10 minutos. El producto de 507 pb entonces se 
clonó con TA en un vector de clonación de TA TOPOII (Invitrogen, CA), y se denominó pVR73 (figura 6). La inclusión 
del marcador de poli-his en este vector provoca que los genes clonados en el sitio SbfI exclusivo tengan el marcador 55 
de his condensado a la proteína expresada a partir de ese gen. Este marcaje de la proteína con el marcador de poli-
his permite una detección mediante transferencia Western relativamente rápida de la proteína utilizando el 
conjugado Ni-NTA (HRP) (Quiagen, EEUU) y para la purificación rápida del gen expresado utilizando columnas y 
resina quelante de Ni (Invitrogen, CA). 
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El plásmido pBH5b (ejemplo 1D, figura 5) se digirió con SphI, y un fragmento de aproximadamente 4,7 kpb que 
mantiene el promotor KmPDC1 y el terminador se volvió a acoplar consigo mismo para producir el plásmido pVR77 
(figura 6). Así se elimina el marcador de selección del antibiótico G418 de pBH5b. 

Ejemplo 1F: Construcción de un vector pVR78 (figura 6) que contiene la región flanqueante cadena arriba 
KmPDC1, un sitio de multiclonación, un marcador de poli-his, y el terminador ScCYC1 5 
El plásmido pVR73 (ejemplo 1E, figura 6) se digirió con las enzimas SbfI y BsmBI para liberar un fragmento de 504 
pb que contiene un sitio de multiclonación, un marcador de poli-his, y un terminador ScCYC1. El vector pVR77 se 
digirió utilizando las mismas enzimas para producir un fragmento de aproximadamente 4249 pb que contenía el 
esqueleto del vector y los flancos cadena arriba y cadena abajo de KmPDC1. Los dos fragmentos se acoplan para 
formar un plásmido de aproximadamente 4752 pb (pVR78, figura 6) que contiene el sitio de restricción SbfI exclusivo 10 
184 pb desde el marcador de poli-his. Este proceso elimina la mayor parte de la región flanqueante cadena abajo de 
KmPDC1 del plásmido pVR78. 

Ejemplo 1G: Modificación del plásmido pVR78 (ejemplo 1F, figura 6) para formar el plásmido pCM3 (figura 7) 
con una distancia reducida desde el sitio de restricción SbfI al marcador de poli-his para una mejor 
expresión génica 15 
Los cebadores identificados como SEC ID NO:16 y SEC ID NO:17 se diseñaron para amplificar la región completa 
del plásmido pVR78 del marcador de poli-his hasta el terminador ScCYC1. Los cebadores también tenían un sitio 
SbfI 5’ inmediatamente cadena arriba del marcador de poli-his y 3’ del sitio SapI. La reacción de PCR se realizó 
utilizando métodos convencionales. Las condiciones de PCR consistieron en una incubación inicial a 94 ºC durante 2 
minutos, seguido de 10 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 63 ºC, y 1 minuto a 68 ºC. A esto le siguieron 20 
20 ciclos más de 30 segundo a 94 ºC, 1 minuto a 68 ºC. La etapa final fue una incubación de 8 minutos a 68 ºC. La 
amplificación se realizó utilizando la ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen, CA). El producto de la PCR se digirió 
con las enzimas de restricción SbfI y SapI. Un fragmento de aproximadamente 3,9 kb obtenido mediante la digestión 
del plásmido pVR78 con las enzimas 5’SbfI y 3’SapI se acopló con el producto de la PCR. Este plásmido resultante 
se denominó pCM3 (figura 7). 25 
Ejemplo 1H: Construción de un plásmido (pPS1, figura 8) que contiene el gen de resistencia a la higromicina 
de E. coli bajo el control transcripcional del promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10 

El gen hph de E. coli que confiere resistencia a la higromicina B se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores 
identificados como SEC ID NO:18 y SEC ID NO:19, utilizando el plásmido pRLMex30 (Mach et al., 1994, Curr. 
Genet., 25, 567-570) como molde. El gen hgh también puede obtenerse utilizando los mismos cebadores con ADN 30 
cromosómico de E. coli como molde. El termociclado se realizó con 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 56 ºC, 
y 3 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación final de 7 minutos a 72 ºC utilizando la ADN polimerasa PfuTurbo 
(Stratagene, Madison, WI). El producto de la PCR se separó electoforéticamente en un gel de agarosa al 0,8% y se 
aisló un fragmento de 1026 pb. El fragmento de 1026 pb entonces se digirió con XbaI y BamHI y se acopló en el 
fragmento XbaI-BamHI de pNC4 (ejemplo 1A, figura 2) que contenía el promotor ScPDC1 y el terminador ScGAL10 35 
para producir el plásmido pPS1 (figura 8). 

Ejemplo 1I: Construcción de un vector (pCM9, figura 9) que contenía la región flanqueante cadena arriba de 
KmPDC1, un sitio de multiclonación, un marcador de poli-his, un terminador ScCYC1 (todos de pCM3, 
ejemplo 1G, figura 7) y el gen de resistencia a la higromicina de E. coli bajo el control transcripcional del 
promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10 (de pSI1, ejemplo 1H, figura 8) 40 
El plásmido pPS1 se digirió con SphI, y un fragmento de aproximadamente 2,2 kpb que contenía el gen hgh bajo el 
control del promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10 se acopló a pCM3 digerido con SphI. El plásmido resultante 
(pCM9, figura 9) contiene la región promotora KmPDC1, seguida de un unico sitio SbfI y del terminador ScCYC1 
para la futura expresión del gen de la xilosa isomerasa. Además, este módulo para la expresión génica está 
colocado justo al lado de un fragmento de aproximadamente 2,2 kpb que contiene el gen hph bajo el control del 45 
promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10 para la selección de los transformantes en levaduras. 

Ejemplo 2A: Reconstrucción del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces sp. E2 (PXYLA) basada en la 
secuencia disponible en GenBank 

El método utilizado para reconstruir el gen de la xilosa isomerasa de Piromyces sp. E2 (PXYLA) se adapta de “A 
method for synthesizing genes and cDNA’s by polymerase chain reaction”, de Alberto Di Donato et al., Analytical 50 
Biochemistry, 212, 291-293 (1993). Los cebadores purificados mediante PAGE se ordenan comenzando desde el 
centro del gen para ir reconstruyendo hacia afuera. Se mantienen los solapamientos de 14-16 pb para los conjuntos 
de cebadores. Cada cebador tiene una longitud de 60-70 pb. El gen se reconstruyó en 17 etapas. 

El protocolo de PCR que se siguió durante este método emplea la ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen, CA), y 
su tampón y MgSO4 según indica el fabricante. La etapa 1 se realiza utilizando los cebadores identificados como 55 
SEC ID NO:20 y SEC ID NO:21. Estos cebadores representan el centro de la secuencia génica. No se necesita 
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molde en la etapa 1, puesto que el apareamiento de los cebadores y su extensión formará el molde central sobre el 
cual se construirán las posteriores reacciones de PCR. El ciclado en la etapa 1 es de 20 ciclos a 94 ºC durante 1 
minuto, 54 ºC durante 1 minuto, y 68 ºC durante 2 minutos (añadiéndose 5 segundos más a cada ciclo sucesivo), 
seguido de una conservación a 4 ºC. 

En las etapas de reacción 2-17, se utilizó la ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen, CA), y su tampón y MgSO4 5 
según indica el fabricante. Se emplearon 2,5 µl de la mezcla de cada etapa como molde para cada etapa posterior 
(reacción de 50 µl). Los conjuntos de cebadores para cada reacción se describen en la tabla 1. El molde en cada 
caso fue de 5 µl de ADN de la etapa de reación anterior. El ciclado en las etapas 2-17 fue de 20 ciclos a 94 ºC 
durante 1 minuto, 46 ºC durante 1 minuto, y 68 ºC durante 2 minutos (añadiéndose 5 segundos más a cada ciclo 
sucesivo), seguido de una conservación a 4 ºC. 10 

Tabla 1 

Etapa de reacción nº SEC ID NO: 

1 20, 21 

2 22, 23 

3 24, 25 

4 26, 27 

5 28, 29 

6 30, 31 

7 32, 33 

8 34, 35 

9 36, 37 

10 38, 39 

11 40, 41 

12 42, 43 

13 44, 45 

14 46, 47 

15 48, 49 

16 50, 51 

17 52, 53 

 

Ejemplo 2B: Construcción del vector pCM17 (figura 10) que contiene el gen PXYLA reconstruido; 
mutagénesis dirigida específica de sitio para alterar las bases sobre el gen reconstruido para que coincida 
con la secuencia en la base de datos de GenBank 15 
Se construyó un plásmido que contenía el gen PXYLA reconstruido (ejemplo 2A) acoplando un fragmento de 
aproximadamente 1,314 kpb producido en la ronda final de la construcción, con un vector TOPOII (Invitrogen, CA). 
El gen PXYLA reconstruido se diferencia de la secuencia de GenBank en cinco bases. Cada una de estas 
diferencias se corrigió utilizando un kit de mutagénesis dirigida a múltiples sitios (Stratagene, CA), utilizando este 
plásmido como molde. Se emplearon tres cebadores mutagénicos 5’-fosforilados purificados por PAGE o HPLC, 20 
identificados como SEC ID NO:54, SEC ID NO:55 y SEC ID NO:56 para corregir cuatro de los errores. Los 
parámetros de ciclado térmico incluyen una etapa de desnaturalización de un minuto y una etapa de apareamiento 
de un minuto, seguido de una extensión de ocho minutos. Entonces se digirió la hebra parental formada durante la 
etapa de PCR añadiendo 1 µl de la enzima DpnI a la mezcla al final del termociclado. La mezcla se incubó durante 1 
hora a 37 ºC y después se utilizó para transformar células de E. coli XL10-Gold Ultracompetent suministradas con el 25 
kit. La mezcla se cultivó en placas con Luria-Bertani + ampicilina (LBA) y se incubó a 37 ºC durante la noche. 
Entonces se repitió el protocolo de mutagénesis dirigida a múltiples sitios para remediar el quinto error. Se 
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emplearon dos cebadores mutagénicos 5’-fosforilados purificados por PAGE o HPLC, identificados como SEC ID 
NO:57 y SEC ID NO:55. Dos transformantes se secuenciaron y mostraron 100% de homología con la secuencia de 
GenBank del gen PXYLA. Una de las construcciones se denominó pCM17 (figura 10). Las secuencias de 
nucleótidos y de aminoácidos del gen PXYLA reconstruidas se identifican como SEC ID NO:58 y SEC ID NO:59. 

Ejemplo 3A: Construcción del vector pCM14 (figura 11) que contiene el gen PXYLA bajo el control del 5 
promotor KmPDC1 y del terminador ScCYC1, y el gen de resistencia a la higromicina hph de E. coli bajo el 
control del promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10 

El gen PXYLA se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:60 y SEC ID 
NO:61, utilizando pCM17 (ejemplo 2B, figura 10) como molde. El termociclado se realizó con 35 ciclos de 30 
segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC, 1,5 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación final durante 8 minutos a 10 
72 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). El producto de la PCR se digirió con SbfI y se separó 
electoforéticamente en un gel de agarosa al 1,0%. Se aisló un producto de 1319 pb y se acopló a un fragmento de 
aproximadamente 6829 pb obtenido digiriendo pCM9 con SbfI, para construir un plásmido de aproximadamente 
8148 pb. Se empleó un cebador mutagénico identificado como SEC ID NO:62 para retirar un codón de fin que se 
había añadido involuntariamente en una posición inmediatamente cadena arriba del sitio SbfI, siguiendo el mismo 15 
protocolo que se describe en el ejemplo 2B, para crear un plásmido de aproximadamente 8148 pb (pCM14, figura 
11). 

El plásmido pCM14 contiene el gen PXYLA bajo el control del promotor KmPDC1 y del terminador ScCYC1, con una 
cola de poli-his en el extremo 3’ del gen. El plásmido también contiene el gen hph de E. coli bajo el control del 
promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10. 20 
Ejemplo 3B: Incorporación de un marcador de selección Ura3 en el plásmido pCM14 (ejemplo 3A, figura 11), 
con la deleción del módulo de expresión de hgh 

Alani et al., en “A method for gene disruption that allows repeated use of Ura3 selection in the construction of multiply 
disrupted yeast strains” (Genetics, 1987, 116, 541-545) han descrito un método de integración de genes o alteración 
de genes. Este método emplea una cepa de levadura auxotrófica para el uracilo y un módulo repetidor HisG-ScUra3-25 
HisG. Este módulo puede utilizarse como marcador de selección para introducir genes o para alterar genes con la 
ventaja de que el módulo de HisG se recombina consigo mismo en posteriores generaciones. Así, la célula de 
levadura pierde el gen ScUra3 durante el acontecimiento de recombinación y esta pérdida del gen ScUra3 
restablece la auxotrofía para el uracilo de la cepa de levadura para la posterior transformación con el mismo módulo. 

Se obtuvo un módulo HisG-ScUra3-HisG de Nancy DaSilva que está incorporado en un plásmido denominado 30 
pNADF11 (Nancy DaSilva, UC Irvine, California). El módulo HisG-ScUra3-HisG se aisló de pNADF11 digiriendo el 
plásmido con las enzimas BamHI y EcoRI y acoplando un fragmento de aproximadamente 3,8 kpb al plásmido 
digerido con BamHI y EcoRI pPUC19 (New England Biolabs, EEUU). El plásmido resultante se denominó pVR65 
(figura 19). 

El plásmido pCM14 (ejemplo 3A, figura 11) se digirió con AatII/SphI y se separó electroforéticamente en un gel al 35 
1%. Se aisló un fragmento de aproximadamente 5907 pb que contenía el módulo de PXYLA. El plásmido pVR65 se 
digirió con AatII/SphI y se separó electroforéticamente en un gel al 1%. Se aisló un fragmento de HisG-ScUra3-HisG 
de aproximadamente 4293 pb y se acopló a un fragmento de aproximadamente 5907 del plásmido pCM14, con los 
insertos aislados. El vector resultante se identificó como pCM28 (figura 12). Contiene el gen PXYLA (con el 
marcador de poli-his) bajo el control del promotor KmPDC1 y del terminador ScCYC1, y el módulo HisG-ScUra3-40 
HisG. El gen hph de E. coli y las porciones flanqueantes que estaban presentes en el plásmido pCM14 se eliminan 
de pCM28. 

Ejemplo 4A: Clonación del gen de la xilosa reductasa de Kluyveromyces marxianus ( KmXYL1) y flancos 
cadena arriba y cadena abajo 

Se ha determinado un fragmento de 410 pb de una región codificadora putativa de la xilosa reductasa de K. 45 
marxianus (KmXYL1) y aproximadamente 500 pb del promotor mediante la secuenciación parcial del genoma de un 
K. marxianus similar dentro del proyecto Génolevures (Genomic Exploration of the Hemiascomycetous Yeasts: 12. 
Kluyveromyces marxianus var. marxianus, Bertrand Llorente, Alain Malpertuy, Gaëlle Blandin, François Artiguenave, 
Patrick Wincker y Bernard Dujon, FEBS Letters, 487(1), pp. 71-75). Basándose en esta secuencia y en algunas de 
las secuencias conocidas de otros consensos de xilosa reductasa de levaduras, se diseñaron cebadores para aislar 50 
el promotor y la secuencia del gen KmXYL1 completo. Se empleó una estrategia de paseo genómico para obtener 
las secuencias cadena arriba y cadena abajo de una secuencia del gen KmXYL1 a partir de una cepa de tipo salvaje 
de K. marxianus. Se utilizó un kit de paseo genómico (BD Biosciences, Palo Alto, CA) para obtener la secuencia de 
los flancos cadena arriba y cadena abajo. El ADN genómico de K. marxianus se digirió con enzimas de restricción 
del kit de paseo genómico (Invitrogen, CA). Se empleó un banco genómico fabricado con los fragmentos, como 55 
molde para las reacciones de PCR. 

Se diseñaron cebadores de PCR identificados como SEC ID NO:63 y SEC ID NO:64 para que pasearan por el 
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extremo 5’ y el extremo 3’ para obtener el gen de la xilosa reductasa y las secuencias flanqueantes cadena 
arriba/cadena abajo. Estos cebadores se utilizaron para pasear junto  con los cebadores AP1 y AP2 del kit de paseo 
genómico (BD Biosciences, CA). Este conjunto de cebadores amplifica un fragmento de aproximadamente 2,5 kpb 
cadena arriba del gen. El fragmento se secuenció para revelar la secuencia de ADN desde los extremos finales de la 
región cadena arriba hacia el gen KmXYL1. De forma similar, se emplearon los cebadores identificados como SEC 5 
ID NO:65 y SEC ID NO:66 para pasear junto con los cebadores AP1 y AP2 del kit de paseo genómico. Estos 
amplificaron un fragmento de aproximadamente 1,8 kpb cadena abajo del gen KmXYL1. El fragmento se secuenció 
para revelar la secuencia de ADN desde los extremos finales de la region cadena abajo desde la xilosa reductasa. 

La información de secuencia obtenida del paseo genómico permitió el diseño de los cebadores identificados como 
SEC ID NO:67 y SEC ID NO:68. Estos cebadores se utilizan para reacciones de termociclado con 500 ng de ADN 10 
genómico de K. marxianus. El termociclado se realizó con 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 56 ºC, 3 minutos 
a 72 ºC, seguido de una incubación final de 7 minutos a 72 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). El 
producto de la PCR se separó electroforéticamente sobre un gel de agarosa al 0,8%. Se aisló un producto de 
aproximadamente 3,5 kpb y se acopló en el vector de clonación TOPO pCRII para producir el plásmido pVR95 
(figura 13). 15 
Ejemplo 4B: Construcción del plásmido pCM19 (figura 14b) que contiene los flancos cadena arriba y cadena 
abajo de KmXYL1, y el gen marcador de la resistencia a G418 bajo el control del promotor ScPDC1 y del 
terminador ScGAL10 

Se diseñaron los cebadores identificados como SEC ID NO:69 y SEC ID NO:70 para amplificar un fragmento de 
aproximadamente 1,3 kpb del plásmido pVR95 (ejemplo 4A, figura 13). Este fragmento incluye la región promotora 20 
del gen KmXYL1, así como aproximadamente 300 pb de la región codificadora del gen. Estos cebadores se 
utilizaron para reacciones de termociclado con 50 ng de ADN plasmídico de pVR95 (ejemplo 4A, figura 13). El 
termociclado se realizó con 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 53 ºC, 1 minuto a 68 ºC, y una incubación final 
de 8 minutos a 68 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). El producto de la PCR se separó 
electroforéticamente, se digirió con PstI y se acopló a pVR29 (ejemplo 1C, figura 4) que también se había digerido 25 
con PstI. El plásmido obtenido mediante este método se verificó para la orientación correcta del gen KmXYL1 y la 
región promotora en el vector pVR29. El plásmido se denominó pCM18 (figura 14a). 

Se diseñaron los cebadores identificados como SEC ID NO:71 y SEC ID NO:72 para amplificar un fragmento de 
aproximadamente 1,1 kpb del plásmido pVR95. Este fragmento incluye una región cadena abajo del gen KmXYL1, 
más allá de su terminador. Estos cebadores se utilizaron para reacciones de termociclado con 50 ng de ADN 30 
plasmídico de pVR95. El termociclado se realizó con 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 59 ºC, 1 minuto a 68 
ºC, y una incubación final de 8 minutos a 68 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). Los cebadores 
identificados como SEC ID NO:73 y SEC ID NO:74 se emplearon para reacciones de termociclado con 50 ng del 
primer producto de la PCR descrito anteriormente para amplificarlo. El termociclado se realizó con 30 ciclos de 1 
minuto a 94 ºC, 1 minuto a 45 ºC, 1 minuto a 68 ºC, y una incubación final de 8 minutos a 68 ºC utilizando la ADN 35 
polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). El producto de la PCR obtenido después del segundo termociclado se separó 
electroforéticamente, se digirió con ApaI y se acopló al plásmido pCM18 que también se había digerido con ApaI, 
para formar el vector pCM19 (figura 14b). El plásmido pCM19 contenía el flanco cadena abajo del gen KmXYL1 y el 
flanco cadena arriba del gen KmXYL1 (junto con aproximadamente 300 pb de la región codificadora del gen), 
separados por un módulo que contiene el gen G418 bajo el control del promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10. 40 
Se verificó la orientación correcta de la región cadena abajo de  KmXYL1 con respecto al gen de resistencia a G418. 

Ejemplo 4C: Construcción del auxótrofo para el uracilo de K. marxianus (CD683) sustituyendo un gen Ura3 
funcional por un gen no funcional 

El gen Ura3 de K. marxianus (KmUra3) se aisló utilizando el ADN genómico como molde y cebadores diseñados 
basándose en una secuencia de GenBank (nº de registro AF528508). Un fragmento de 804 pb se clonó en el vector 45 
pBluescript (Stratagene, Wisconsin) y pBSKura3Myra marcado (figura 15). 

Este plásmido se digirió con EcoRV y se aisló un fragmento de aproximadamente 4 kpb que tiene el gen KmUra3 sin 
un fragmento EcoRV, y se reacopló para formar el plásmido pBSDeltaUra3Km (figura 15). Este plásmido tiene un 
gen no funcional (DeltaUra3). El plásmido se digirió utilizando KpnI y NotI y se empleó para transformar una cepa de 
tipo salvaje de K. marxianus. Los transformantes se seleccionaron en placas 5-FOA. Las colonias que crecieron 50 
sobre estas placas se seleccionaron utilizando cebadores diseñados en la misma región del gen DeltaUra3. También 
se diseñaron cebadores para aislar el gen completo y estos fragmentos se secuenciaron para indicar que este nuevo 
gen DeltaUra3 no funcional más corto había reemplazado al gen KmUra3 nativo real en los transformantes. Las 
cepas que se había transformado con éxito se denominaron CD683. La cepa CD683 no crece en placas Sc-Ura, lo 
cual indica que es un auxótrofo para el uracilo. 55 
Ejemplo 4D: Generación de un mutante de K. marxianus (CD804) con el gen de la xilosa reductasa (KmXYL1) 
delecionado mediante la transformación de la cepa CD683 (ejemplo 4C) con el plásmido pCM19 (ejemplo 4B, 
figura 14b) 
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Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 5,2 kpb que contiene las regiones cadena arriba y cadena abajo del 
gen KmXYL1 con un módulo de expresión de resistencia a G418 entre ambas, mediante la digestión de pCM19 con 
PvuII. Se utilizó este fragmento para transformar la cepa CD683 de K. marxianus utilizando métodos de 
electroporación convencionales. Las células transformadas se recuperaron y se cultivaron en placas con extracto de 
levadura 10 g/l, peptona de levadura 20 g/l, glucosa 50 g/l (YPD) + G418 50 µg/ml, y se incubaron a 37 ºC durante 5 
48-96 horas. Se realizó una réplica del cultivo de 96 transformantes que crecían sobre YPD + G418 50 µg/ml sobre 
placas con YPX (extracto de levadura 10 g/l, peptona de levadura 20 g/l + xilosa 50 g/l) + G418 50 µg/ml. De los 96 
transformantes, 73 no crecieron en las placas con YPX + G418 50 µg/ml, lo cual confirma su incapacidad para 
utilizar la xilosa como fuente de carbono. Esta incapacidad indica que el gen KmXYL1 funcional ha sido delecionado 
y sustituido por el módulo de G418 en una recombinación homóloga. Los transformantes que no pueden utilizar 10 
xilosa como fuente de carbono se denominan CD804. 

La ausencia de un gen KmXYL1 funcional se verificó utilizando los cebadores de la PCR identificados como SEC ID 
NO:75 y SEC ID NO:76, que se diseñaron para amplificar mediante PCR el centro del gen KmXYL1. La presencia 
del gen G418 se verificó mediante PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:77 y SEC ID NO:78. 
Los resultados indican que el fragmento del gen de resistencia al G418 se había integrado en el locus del gen 15 
KmXYL1. Otra PCR empleando un conjunto de cebadores identificados como SEC ID NO:79 y SEC ID NO:80 
también confirma que el fragmento del gen de resistencia al G418 ha reemplazado al gen KmXYL1 nat ivo. Un 
análisis de la transferencia Southern también confirma que el gen de la xilosa reductasa ha sido eliminado de la 
cepa CD804. 

Ejemplo 4E: Ensayo de la actividad de la enzima xilosa reductasa para las cepas CD683 (ejemplo 4C) y 20 
CD804 (ejemplo 4D) 

Se inocularon distintos matraces de agitación amortiguados (capacidad de 250 ml) con las cepas CD683 (ejemplo 
4C) y CD804 (ejemplo 4D). Los matraces se incubaron a 35 ºC con agitación a 250 rpm y se cultivaron durante la 
noche. El medio consistió en extracto de levadura 20 g/l, peptona 10 g/l, y dextrosa 100 g/l. Después de 18 horas, 
las células se sedimentaron mediante centrifugación a 4000 g durante 5 minutos, se lavaron con tampón fosfato de 25 
sodio 100 mM, y se resuspendieron en 0,5 ml de tampón de ruptura. El tampón de ruptura consiste en tampón 
fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0), ditiotreitol 1 mM (DTT), 40 mg de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (disuelto 
en 500 µl de DMSO), y 4 comprimidos de cóctel de inhibidores de proteasas (Roche, CA) en un volumen de 200 ml. 
Las células se lisaron mecánicamente utilizando esferas de vidrio (Invitrogen, CA) y se centrifugaron a 14.000 g 
durante 15 minutos. El sobrenadante se retiró y se ensayó en una columna desaladora PD-10 según el protocolo del 30 
kit (Amersham Bioscience). La disolución de ensayo de la enzima XR consistió en tampón fosfato de sodio 100 mM 
(pH 7,0), NADPH 0,2 mM, D-xilosa 0,5 mM, en un volumen total de 1 ml, a la cual se le añadieron cantidades 
variables de la disolución enzimática, y se siguió la absorbancia a 340 nm. El uso del NADPH indica la actividad de 
la enzima reductasa. Se empleó una disolución de blanco sin xilosa para determinar la utilización de NADPH de 
fondo. 35 
Se determinaron las proteínas totales utilizando el reactivo Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton nº 
ADV01) con BSA como patrón. La actividad de la enzima xilosa reductasa de la cepa CD683, según indica el 
consumo de NADPH, fue de 13,7 mU/mg de proteína. El consumo de NAPDH de la cepa CD804 es coherente con 
una actividad xilosa reductasa de 4,4 mU/mg de proteína, en lugar de la actividad cero esperada. Esta utilización de 
NADPH por CD804 se atribuye a una enzima aldosa reductasa no específica que está realizando alguna conversión 40 
de xilosa a xilulosa. Las cepas CD683 y CD804 se cultivan una junto a la otra en placas YPX. La cepa CD804 no 
mostró crecimiento en estas placas tras 4 días, mientras que la cepa CD683 creció sin problemas en estas placas. 

Ejemplo 5A: Construcción del plásmido pVR67 (figura 16) que contiene un gen de xiluloquinasa de 
Saccharomyces cerevisiae (ScXKS1) 

Se obtuvieron células de S. cerevisiae de the American Type Culture Collection (ATCC nº de registro 38626) y se 45 
cultivaron bajo condiciones convencionales. Se extrajo el ADN genómico de S. cerevisiae utilizando metodologías 
convencionales. Se realizaron reacciones de amplificación con PCR utilizando la polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). 
Cada reacción contenía ADN genómico de S. cerevisiae a una concentración de 500 ng, cada uno de los cuatro 
dNTP (es decir, dATP, dGTP, dCTP y dTTP) a una concentración de 0,2 mM, y cada uno de los cebadores de la 
amplificación identificados como SEC ID NO:81 y SEC ID NO:82 a 1 µM. El ciclado se realizó mediante una 50 
incubación inicial durante 10 minutos a 94 ºC, seguido de 35 ciclos que consisten en 15 segundos a 94 ºC, 15 
segundos a 55 ºC, y 90 segundos a 68 ºC. Un fragmento de aproximadamente 1,8 kpb se purificó en gel utilizando 
procedimientos convencionales y se clonó en el vector de clonación TA (Invitrogen, CA). El plásmido resultante 
(pVR67, figura 16) se secuenció para verificar la secuencia del gen ScXKS1. El gen muestra una excelente 
homología con la secuencia conocida en GenBank (nº de registro X61377). La secuencia de nucleótidos del gen 55 
ScXKS1 se identifica como SEC ID NO:83. La secuencia de aminoácidos de la enzima codificada por este gen se 
identifica como SEC ID NO:84. 

Ejemplo 5B: Construcción del plásmido pVR52 (figura 16) que contiene el promotor de TEF1 de S. cerevisiae 
(ScTEF1) y el terminador ScGAL10 
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El promotor de TEF1 de S. cerevisiae (ScTEF1) se clonó del vector pTEFZeo (Invitrogen, CA). Se emplearon los 
cebadores identificados como SEC ID NO:85 y SEC ID NO:86 para amplificar el promotor ScTEF1 e insertar los 
sitios de restricción XbaI y SstI. El producto de la PCR y el plásmido pNC2 (ejemplo 1A, figura 1) se digirieron con 
las enzimas XbaI y SstI y se acoplaron para obtener el plásmido pVR52 (figura 16). 

Ejemplo 5C: Construcción del plásmido pVR103 (figura 18) que contiene el gen ScXKS1 bajo el control del 5 
promotor ScTEF1 y del terminador ScGAL10 

El plásmido pVR67 (ejemplo 5A, figura 16) se digirió con XbaI y BamHI. Un fragmento de aproximadamente 1,8 kpb 
que contiene el gen ScXKS1 se purificó en gel. El plásmido pVR52 (ejemplo 5B, figura 16) también se digirió con 
XbaI y BamHI, y el fragmento obtenido se acopló al fragmento de aproximadamente 1,8 kpb de pVR67 para formar 
el vector plasmídico pVR96 (figura 16). Este plásmido contiene el gen ScXKS1 bajo el control del promotor ScTEF1 10 
y del terminador ScGAL10. En este vector, el sitio de inicio ATG del gen ScXKS1 está a aproximadamente 130 pb 
del final del promotor ScTEF1. Para reducir esta distancia a aproximadamente 70-73 pb se diseñaron los cebadores 
identificados como SEC ID NO:87 y SEC ID NO:88 que pudiesen amplificar el promotor ScTEF1 del vector pTEFzeo 
con la distancia y los sitios de restricción correctos. Se empleó pTEFzeo (Invitrogen, CA) como molde. El 
termociclado se realizó con 30 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 57 ºC, y 30 segundos a 72 ºC, seguido 15 
de una incubación final de 4 minutos a 72 ºC utilizando el sistema de PCR Failsafe (Epicentre, Madison, WI). El 
producto de la PCR se separó en un gel de agarosa al 0,8% y se aisló un fragmento de 460 pb. Se realizó una 
segunda PCR para amplificar este fragmento utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:89 y SEC ID 
NO:90. El producto de la PCR se digirió con EcoRI y se acopló al plásmido pVR96 digerido con EcoRI (figura 16). El 
plásmido resultante (pVR102, figura 17) tiene dos promotores ScTEF1, y el segundo es el que controla el gen 20 
ScXKS1. La distancia entre el final del promotor y el ATG del gen es exactamente de 73 pb. El plásmido pVR102 se 
digirió con SphI y se acopló al pPUC19 digerido con SphI (New England Biolabs, EEUU). El plásmido resultante 
(pVR103, figura 18) se secuenció para verificar el gen ScXKS1 bajo el control del promotor ScTEF1 y del terminador 
ScGAL10. 

Ejemplo 5D: Construcción del plásmido pVR104 (figura 19) que contiene el módulo de expresión ScXKS1 (de 25 
pVR103, ejemplo 5C) junto con el módulo HisG-ScUra3-HisG (de pVR65, ejemplo 3B) 

El plásmido pVR65 (ejemplo 3B, figura 19) se digirió con SphI, y los extremos 5’-fosfato del vector linealizado se 
desfosforilaron utilizando fosfatasa alcalina de camarón (Roche Diagnostics, EEUU) seguiendo el protocolo del 
fabricante. 

El plásmido pVR103 (ejemplo 5C, figura 18) también se digirió con SphI, y un fragmento de 3,5 kpb que tiene el gen 30 
gen ScXKS1 bajo el control del promotor ScTEF1 y del terminador ScGAL10 se acopló al fragmento de pVR65 
linealizado para obtener el plásmido pVR104 (figura 19). 

Ejemplo 5E: Generación de un mutante de K. marxianus (CD805) que tiene una actividad del gen ScXKS1 
sobreexpresada y el gen de la xilosa reductasa delecionado por la cepa transformante CD804 (ejemplo 4D) 

Se empleó un fragmento PvuII de aproximadamente 6,8 kpb del plásmido pVR104 (ejemplo 5D, figura 19) para 35 
transformar la cepa CD804 (ejemplo 4D), utilizando métodos de electroporación convencionales. Las células 
transformadas se recuperaron en el medio YPD, se cultivaron en placa después de 4 horas sobre placas SC-Ura 
(Qbiogene, CA) y se incubaron a 37 ºC durante 48-72 horas. Los transformantes que crecieron sobre placas SC-Ura 
tras 72 horas se volvieron a sembrar en estrías sobre placas SC-Ura frescas. Los transformantes sembrados de 
nuevo en estrías se seleccionaron utilizando PCR de colonias. 40 
Una única colonia positiva de la cepa transformada se inoculó en 50 ml de medio YPD y se incubó durante la noche 
a 37 ºC con agitación a 200 rpm. Se cultivaron 10 µl sobre placas 5-FOA y se incubaron durante la noche a 37 ºC. 
Las colonias que crecieron fueron resistentes a 5-FOA y se prevé que han perdido su gen ScUra3 debido a la 
recombinación de las regiones HisG. Se realizó una PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:91 
y SEC ID NO:92 para amplificar una región de 700 pb para indicar un gen ScXKS1 intacto y aproximadamente 1 kb 45 
del gen HisG. Se diseñó un segundo conjunto de cebadores identificados como SEC ID NO:93 y SEC ID NO:94 para 
amplificar un producto de aproximadamente 1 kpb entre el ScXKS1 y el final del gen. Estos dos conjuntos de 
cebadores confirman que el gen ScXKS1 se ha integrado en el cromosoma de los transformantes y que el gen 
ScUra3 ha sido eliminado por la recombinación espontánea de la región HisG. Esta cepa se denominó CD805 y se 
volvió a ensayar para determinar si había una mayor actividad de proteína xiluloquinasa. 50 
Se diseñaron los cebadores identificados como SEC ID NO:91 y SEC ID NO:93 para amplificar un producto de 
aproximadamente 2,6 kpb entre el promotor ScTEF1 y el final del gen ScXKS1. Se diseñaron los cebadores 
identificados como SEC ID NO:92 y SEC ID NO:95 para amplificar un producto de aproximadamente 1,7 kpb entre el 
gen ScXKS1 y el inicio del fragmento. Estos dos conjuntos de cebadores confirman que el gen ScXKS1 se ha 
integrado en el cromosoma de la cepa CD805. 55 
Ensayo de la actividad xilulosaquinasa: Se inocularon diferentes matraces de agitación amortiguados (capacidad 
de 250 ml) con las cepas CD804 (ejemplo 4D) y CD805 (ejemplo 5E). Los matraces se colocaron a 35 ºC, se 
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agitaron a 250 rpm y se cultivaron durante la noche. El medio consistió en extracto de levadura 20 g/l, peptona 10 
g/l, y dextrosa 100 g/l. Después de 16 horas, las células se sedimentaron mediante centrifugación a 4000 g durante 
5 minutos, se lavaron con tampón fosfato de sodio 100 mM, y se resuspendieron en 0,5 ml de tampón de ruptura. El 
tampón de ruptura consiste en tampón fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0), DTT 1 mM, 40 mg de PMSF (disuelto en 
500 µl de DMSO), y 4 comprimidos de cóctel de inhibidores de proteasas (Roche) en un volumen de 200 ml. Las 5 
células se lisaron mecánicamente utilizando esferas de vidrio (Invitrogen, CA) y se centrifugaron a 14.000 g durante 
15 minutos. El sobrenadante se retiró y se ensayó en una columna desaladora PD-10 según el protocolo del kit 
(Amersham Bioscience). Se añadieron 10 µl de extracto a una mezcla de 80 µl de XuK equilibrada a 30 ºC (que 
contenía 61 mg de Na2ATP·3H2O, 10,0 ml de HEPES 0,1 M/KOH (pH 7,5), 1,2 ml de MgCl2 0,1 M (diluido hasta 16,0 
ml), y 10 µl  de xilulosa 20 mM para un volumen total de 100 ml. Se sustituye a la xilulosa por agua para el blanco. 10 
Las reacciones se terminan hirviendo durante dos minutos y transladándose a hielo. Se añadieron 900 µl de Hek2 
(HEPES 40 mM/KOH (pH 7,5), MgCl2 10 mM, PEP 2,5 mM, y NADH 0,2 mM) y se centrifugó a 14.000 g durante 10 
minutos. El sobrenadante se trasladó a una cubeta de espectrofotómetro, y se estableció la absorbancia en la línea 
de base a 340 nm inicial. Se añadieron 10 µl de una mezcla 1:1:1 de mioquinasa, piruvato quinasa, y lactato 
deshidrogenasa y se midió la absorbancia final. Se determinaron las proteínas totales utilizando el reactivo 15 
Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton nº ADV01) con BSA como patrón. La medición de la actividad 
xiluloquinasa para la cepa CD804 fue de 69,7 ± 8,0 mU/mg, mientras que para la cepa CD805 fue de 400,8 ± 102,7 
mU/mg, lo cual indica que CD805 tiene una actividad ScXKS1 sobreexpresada. 

Ejemplo 6A: Construcción del plásmido pCM23 (figura 20) que contiene los flancos cadena arriba y cadena 
abajo de un gen de xilitol deshidrogenasa de K. marxianus (KmXYL2), y un gen hgh de E. coli bajo el control 20 
del promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10 

Un fragmento de 988 pb que contiene la región promotora del gen de xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
(KmXYL2) se amplificó mediante PCR desde el genoma con los cebadores indicados como SEC ID NO:96 y SEC ID 
NO:97. El termociclado se realizó con 35 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 52 ºC, 1 min a 68 ºC, 
seguido de una incubación final durante 8 minutos a 68 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). El 25 
producto se clonó en un vector TOPOII (Invitrogen, CA). El plásmido pUC19 (New England Biolabs, EEUU) se digirió 
con EcoRI y se separó en un gel al 1,0%. Se aisló una banda de 2,686 kpb del plásmido pUC19 y se acoplo a un 
fragmento liberado del plásmido TOPOII mediante una digestión con EcoRI, creando un plásmido de 
aproximadamente 3,674 kpb denominado pCM20. 

Un fragmento que contiene la secuencia terminadora y la región cadena abajo de KmXYL2 se amplificó mediante 30 
PCR desde el genoma utilizando tres conjuntos de cebadores. El primer conjunto de cebadores se identifica como 
SEC ID NO:98 y SEC ID NO:99, que amplifica la región cadena abajo de interés. El termociclado se realizó con 35 
ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC, y 1 minuto a 68 ºC, seguido de una incubación final durante 8 
minutos a 68 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, CA). El segundo conjunto de cebadores se identifica 
como SEC ID NO:100 y SEC ID NO:101. Estos se utilizaron para introducir sitios SphI en ambos extremos utilizando 35 
2,5 µl del primer producto de la PCR como molde de ADN. El termociclado se realizó con 35 ciclos de 30 segundos a 
94 ºC, 30 segundos a 60 ºC, y 1 minuto a 68 ºC, seguido de una incubación final durante 8 minutos a 68 ºC 
utilizando la ADN polimerasa Pfx. El tercer conjunto de cebadores se identifica como SEC ID NO:102 y SEC ID 
NO:103. Estos amplifican el producto previo utilizando 2,5 µl de la segunda PCR. El termociclado se realizó con 35 
ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 47 ºC, y 1 minuto a 68 ºC, seguido de una incubación final durante 8 40 
minutos a 68 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx. El producto final se clonó en un vector TOPOII (Invitrogen, CA) y 
se digirió con SphI y se separó en un gel al 1,0%. Se aisló un fragmento de aproximadamente 1,008 kpb y se acopló 
en el plásmido pCM20 digerido con SphI (de antes) para formar un plásmido de aproximadamente 4,682 kpb 
denominado pCM21 (figura 20). 

El plásmido pCM21 se digirió con SacI/XbaI y se separó en un gel al 1,0%. Se aisló una banda de aproximadamente 45 
4,665 kpb y se acopló a una banda de aproximadamente 2,366 kpb aislada digiriendo el plásmido pPS1 (ejemplo 
1H, figura 8) con SacI/SpeI. El plásmido de aproximadamente 7,031 kpb resultante se denominó pCM23 (figura 20). 
Contiene los flancos cadena arriba y cadena abajo del gen KmXYL2, separados por un gen hph de E. coli bajo el 
control transcripcional del promotor ScPDC1 y del terminador ScGAL10. 

Ejemplo 6B: Generación de un mutante de K. marxianus (CD806) a partir de la cepa CD805 (ejemplo 5E) 50 
utilizando un fragmento del plásmido pCM23 (ejemplo 6A, figura 20) para delecionar el gen de xilitol 
deshidrogenasa 

Una única colonia de la cepa CD805 se tranformó con un fragmento procedente del plásmido pCM23 utilizando 
métodos de electroporación convencionales. Las células transformadas se recuperaron en medio YPD y se 
cultivaron después de 4 horas en placas con YPD + higromicina 150 µg/ml, y se incubaron a 37 ºC durante 48 horas. 55 
Ochenta y seis transformantes que crecieron en las placas de YPD + higromicina 150 µg/ml después de 48 horas se 
volvieron a sembrar en estrías sobre placas frescas de YPD + higromicina 150 µg/ml. Los transformantes se 
seleccionaron mediante PCR para la presencia de la xilitol deshidrogenasa nativa con los cebadores identificados 
como SEC ID NO:104 y SEC ID NO:105. El termociclado se realizó con un ciclo inicial de 10 minutos a 94 ºC, 35 
ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 50 ºC, 1 minuto a 72 ºC, seguido de una incubación final durante 8 60 
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minutos a 72 ºC utilizando la enzima Failsafe (Epicentre, Wisconsin). Un producto de la PCR de 1064 pb indica un 
gen de xilitol deshidrogenasa intacto. Quince transformantes no produjeron el producto esperado, lo cual indica que 
el gen de la xilitol deshidrogenasa se ha delecionado con éxito de estos 15 transformantes. 

Estos 15 transformantes se seleccionaron mediante PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID 
NO:106 y SEC ID NO:107. Este conjunto de cebadores se diseñó para amplificar con PCR los extremos 5’. Un 5 
resultado positivo (fragmento de aproximadamente 1,5 kpb) indica que el fragmento del gen de resistencia a la 
higromicina sustituye al gen KmXYL2 en el cromosoma de los transformantes en un entrecruzamiento 5’. Se diseñó 
un tercer conjunto de cebadores identificados como SEC ID NO:108 y SEC ID NO:109 para amplificar con PCR los 
extremos 3’. Un producto de aproximadamente 1 kpb indica que el fragmento del gen de resistencia a la higromicina 
sustituye al gen KmXYL2 en el cromosoma de los transformantes en un entrecruzamiento 3’. De los 15 10 
transformantes, dos mostraron una bandas que se corresponden con ambos productos de la PCR. Uno de estos es 
la cepa marcada CD806. La cepa CD806 tiene actividad del gen ScXKS1 sobreexpresada, y genes de la xilosa 
deshidrogenasa (KmXYL2) y de la xilosa reductasa (KmXYL1) delecionados. 

Ensayo de la actividad xilitol deshidrogenasa: Se inocularon diferentes matraces de agitación amortiguados 
(capacidad de 250 ml) con las cepas CD805 (ejemplo 5E) y CD806 (ejemplo 6B). Los matraces se colocaron a 33 15 
ºC, se agitaron a 250 rpm y se cultivaron durante la noche. El medio consistió en extracto de levadura 20 g/l, 
peptona 10 g/l, y dextrosa 100 g/l. Después de 16 horas, las células se sedimentaron mediante centrifugación a 
4000 g durante 5 minutos, se lavaron con tampón fosfato de sodio 100 mM, y se resuspendieron en 0,5 ml de 
tampón de ruptura. El tampón de ruptura consiste en tampón fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0), DTT 1 mM, 40 mg 
de PMSF (disuelto en 500 µl de DMSO), y 4 comprimidos de cóctel de inhibidores de proteasas (Roche) en un 20 
volumen de 200 ml. Las células se lisaron mecánicamente utilizando esferas de vidrio (Invitrogen, CA) y se 
centrifugaron a 14.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante se retiró y se ensayó en una columna desaladora PD-
10 según el protocolo del kit (Amersham Bioscience). Se añadió la muestra a la disolución de ensayo que consistía 
en tampón fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0), NADH 0,2 mM, y xilulosa 20 mM. Se siguió la absorbancia a 340 nm. 
Se determinaron las proteínas totales utilizando el reactivo Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton nº 25 
ADV01) con BSA como patrón. El análisis enzimático de la cepa CD805 (ejemplo 5E) produjo una actividad 
enzimática de 14,5 ± 1,6 mU/mg, mientras que la actividad de la cepa CD806 fue de 0,0 ± 0,1 mU/mg. Estos 
resultados indican que la actividad de la enzima xilitol deshidrogenasa se ha delecionado en la cepa CD806. 

Ejemplo 7A: Generación de un mutante de K. marxianus (CD882) que tiene el gen PXYLA exógeno, una 
actividad del gen ScXCS1 sobreexpresada, y deleciones de los genes KmXYL1 y KmXYL2 mediante la 30 
transformación de la cepa CD806 (ejemplo 6B) con el plásmido pCM28  (ejemplo 3B, figura 12) 

Una única colonia de la cepa CD806 se transformó con el plásmido pCM28 digerido con NaeI utilizando métodos de 
electroporación convencionales. Los transformantes se cultivaron a 37 ºC durante la noche, y se sembraron en 
estrías en cinco placas Sc-Ura idénticas para la selección. La presencia del gen PXYLA se verificó mediante PCR 
utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:110 y SEC ID NO:111. El transformante resultante 35 
(denominado CD882) contiene el gen PXYLA reconstruido, una actividad del gen ScXCS1 sobreexpresada, y 
deleciones de los genes KmXYL1 y KmXYL2. 

Ejemplo 7B: Análisis enzimático y de la transferencia Western de la cepa CD882 (ejemplo 7A) 

Las proteínas de CD882 se purificaron en columna utilizando la resina quelante de Ni2+ Probond (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, EEUU) que se une a la cola de poli-his 6X. Se empleó una sonda conjugada Ni-NTA-HRP (Qiagen, 40 
Valencia, CA, EEUU) para la detección directa de proteínas marcadas. El análisis de la transferencia Western de las 
fracciones recogidas durante la purificación también confirma la presencia de la proteína XI en la cepa CD882. Las 
mediciones de la actividad enzimática se realizaron según el método descrito en “The Streptomyces rubiginosus 
xylose isomerase is misfolded when expressed in Saccharomyces cerevisiae”, Gardonyl et al., 2003. La evaluación 
confirma la actividad xilosa isomerasa en la misma fracción en la que se detecta la cola de poli-his 6X del gen 45 
PXYLA mediante el análisis de la transferencia Western en la cepa CD882. 

Ejemplo 8A: Construcción del plásmido (pCM29, figura 21) que contiene el gen PXYLA reconstruido con el 
codón de fin que evita la codificación de la cola de poli-his 

El gen PXYLA reconstruido (ejemplo 2A) se amplificó con PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID 
NO:112 y SEC ID NO:113 empleando pCM17 (ejemplo 2B, figura 10) como molde. El termociclado se realizó con 35 50 
ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC, 1,5 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación final durante 8 
minutos a 72 ºC utilizando la ADN polimerasa Pfx. El producto de la PCR se digirió con SbfI y se separó 
electroforéticamente en un gel de agarosa al 1,0%. Se aisló un producto de 1319 pb y se acopló a un fragmento de 
6829 pb obtenido digiriendo el plásmido pCM9 (ejemplo 1I, figura 9) con SbfI para construir un plásmido de 
aproximadamente 8148 pb (pCM29, figura 21). El plásmido contenía el gen PXYLA con una cola poli-his inoperable, 55 
bajo el control del promotor KmPCD1 y del terminador ScCYC1, y el módulo de expresión de hph de E. coli. 

Ejemplo 8B: Generación de una cepa mutante de K. marxianus (CD861) que contiene el gen PXYLA no 
marcado con his, una actividad del gen ScXKS1 sobreexpresada, y los genes de la xilosa deshidrogenasa y 
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de la xilosa reductasa delecionados, mediante la transformación de la cepa CD806 (ejemplo 6B) con el 
plásmido pCM29 (ejemplo 8A, figura 21) 

Se empleó un fragmento PvuII/SphI de 3,192 kb obtenido digiriendo pCM29 para transformar la cepa CD806, 
utilizando métodos de electroporación convencionales. Las células transformadas se recuperaron en medio YPD y 
se cultivaron después de 6 horas en YPX + G418 300 µg/ml + higromicina 150 µg/ml (pH 7,0). Después de 5 días a 5 
30 ºC habían crecido varios cientos de pequeñas colonias y una colonia grande. La colonia grande se denominó 
CD861. 

Se realizó un paseo genómico en la cepa CD861 para determinar cómo se ha integrado el gen PXYLA. Se descubrió 
que el gen PXYLA se había integrado con más de una copia inmediatamente cadena debajo de la región promotora 
del gen PDC nativo. Una copia estaba bajo el control de una región promotora KmPDC1 de aproximadamente 1236 10 
pb, presente en el plásmido pCM29, que incluye aproximadamente 142 pb de un gen cadena arriba, y el terminador 
ScCYC1. Otra copia estaba inmediatamente cadena debajo de este terminador ScCYC1, e incluye un promotor de 
1026 pb que tiene la misma longitud que el promotor KmPDC1 nativo. A este promotor le falta la región de 142 pb 
del gen cadena arriba y también aproximadamente 68 pb en el extremo 5’, comparado con el promotor en pCM29 y 
la primera copia. La segunda copia también está bajo el control de un terminador ScCYC1. Inmediatamente cadena 15 
debajo de este segundo terminador ScCYC1 está el promotor KmPDC1 nativo de 1026 pb, seguido del gen 
KmPDC1 nativo. 

Ejemplo 8C: Análisis enzimático de xilosa isomerasa, xilosa reductasa, xilitol deshidrogenasa y 
xiluloquinasa de CD861 (ejemplo 8B) 

Se inocularon diferentes matraces de agitación amortiguados (capacidad de 250 ml) con CD806 (ejemplo 6B) y 20 
CD861 (ejemplo 8B). Los matraces se incubaron a 30 ºC, y se cultivaron durante la noche con agitación a 250 rpm. 
El medio consistió en extracto de levadura 20 g/l, peptona 10 g/l, y dextrosa 100 g/l, suplementado con G418 300 
µg/ml e higromicina 150 µg/ml. Las células se lisaron utilizando una disolución Y-PER (Pierce-Rockford, IL), seguido 
de una desalación utilizando columnas PD-10 (Amersham Biosciencies, Piscataway, NJ). Una disolución de ensayo 
que consistía en TES-NaOH 100 mM, xilosa 250 mM, MgCl2 10 mM, NADH 0,6 mM, 1 U de SDH (Sigma) (pH 7,0) 25 
se llevó a 1,0 ml con la adición de 100 µl del extracto celular. Se determinó la actividad xilosa isomerasa utilizando 
un blanco con la misma disolución de ensayo, solo que sin xilosa. La actividad xilosa isomerasa para la cepa CD806 
fue cero, mientras que para la cepa CD861 fue de 1,07 ± 0,21 U/mg del extracto bruto. Esto verifica que la cepa 
CD861 contiene un gen de xilosa isomerasa funcionando. 

También se realizaron ensayos de xilosa reductasa, xilitol deshidrogenasa y xiluloquinasa para verificar la 30 
actividad/pérdida de actividad en la cepa final. La cepa CD861 (ejemplo 8B) y la cepa CD683 (ejemplo 4C) se 
cultivaron por separado durante la noche en medio que consistía en extracto de levadura 20 g/l, peptona 10 g/l, y 
dextrosa 100 g/l (suplementado con G418 300 µg/ml e higromicina 150 µg/ml para la cepa CD861). Las células se 
lisaron utilizando la disolución Y-PER. Se determinaron las proteínas totales utilizando el reactivo Advanced Protein 
Assay Reagent (Cytoskeleton nº ADV01) con BSA como patrón. La actividad de la enzima xilosa reductasa de la 35 
cepa CD861 fue de 260 ± 41,8 mU/ml frente a 516,5 ± 10,6 mU/ml en la cepa CD683. La reducción en 
aproximadamente 50% de la actividad indica la deleción del gen de la xilosa reductasa, atribuyéndose la actividad 
medida a una enzima aldosa reductasa no específica que realiza algo de conversión de xilosa a xilulosa. La 
actividad de la enzima xilitol deshidrogenasa fue de 12,4 ± 4,4 mU/ml para la cepa CD861 frente a 110,4 ± 7,2 
mU/ml para la cepa CD683. La actividad de la enzima xiluloquinasa fue de 370,5 ± 147,6 mU/ml para la cepa CD861 40 
frente a 44,8 ± 8,2 mU/ml para la cepa CD683. 

Ejemplo 8D: Análisis cinético del gen PXYLA en la cepa CD861 (ejemplo 8B) 

Una única colonia de la cepa CD861 se inoculó para un crecimiento durante la noche en medio que consistía en 
extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, y dextrosa 100 g/l. Las células se recolectaron mediante centrifugación, 
se lavaron una vez con 10 ml de fosfato de sodio 100 mM, PMSF 1 mM (pH 7,0), y se volvieron a centrifugar. A esto 45 
se le añadieron 2 ml de disolución Y-PER, se resuspendió con cuidado y la disolución celular se incubó a 
temperatura ambiente durante 30 minutos con agitación intermitente. Las células se sedimentaron mediante 
centrifugación y el sobrenadante se desaló utilizando columnas PD-10 (Amersham Biosciences). Se realizaron 
ensayos enzimáticos como se describe en el ejemplo 8C, siendo la única diferencia que se cambia el sustrato a 
xilosa 0,05-10 mM. Se obtuvieron la Km y la Vmax a partir de gráficas de Michaelis-Menten, que produjeron una 50 
correspondiente Vmax de aproximadamente 1,8 con una correspondiente Km de xilosa 2,2 mM. Una gráfica de 
Linweaver-Burk produjo una correspondiente Vmax de aproximadamente 1,0 con una correspondiente Km de xilosa 
1,2 mM. 

Ejemplo 8E: Estudios de inhibición de la actividad PXYLA en la cepa CD861 (ejemplo 8B) utilizando xilitol 

La cepa CD861 se cultivó en medio de xilosa que contenía diversas concentraciones de xilitol, un inhibidor de la 55 
xilosa isomerasa conocido. La Km para la enzima xilosa isomerasa se duplica cuando los niveles de xilitol aumentan 
de 0 a 0,25 mM, y vuelven a duplicarse cuando los  niveles de xilitol aumentan hasta 0,50 mM. 
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Ejemplo 8F: Tolerancia al pH del gen PXYLA en la cepa CD861 (ejemplo 8B) 

Se inoculó una única colonia de CD861 para el crecimiento  durante la noche en medio que consistía en extracto de 
levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, y dextrosa 100 g/l. Las células se recolectaron mediante centrifugación, se lavaron 
una vez con 10 ml de fosfato de sodio 100 mM, PMSF 1 mM (pH 7,0), y se volvieron a centrifugar. A esto se le 
añadieron 2 ml de disolución Y-PER, se resuspendió con cuidado y la disolución celular se incubó a temperatura 5 
ambiente durante 30 minutos con agitación intermitente. Las disoluciones de ensayo de duplicación consistieron en 
TES-NaOH 100 mM, MgCl2 10 mM, NADH 0,6 mM, xilosa 250 mM y 1 U de SDH, respectivamente, ajustadas a pH 
7,0, 6,6, 5,9, 4,6 y 3,8 utilizando ácido láctico 5 M (Sigma, EEUU) en un volumen de 900 µl. A esto se le añadieron 
100 µl de la enzima o de una dilución de esta hasta un volumen final de 1 ml. La actividad enzimática se midió como 
en el ejemplo 8C. La actividad óptima se obtuvo a pH 6,5. A pH 5,9, la proteína mantiene 45% de la actividad 10 
máxima. 

Ejemplo 9A: Caracterización con matraces de agitación microaerobios de las cepas CD806 (ejemplo 6B), 
CD861 (ejemplo 8B) y CD882 (ejemplo 7A) 

Se inocularon por separado colonias individuales de las cepas CD806, CD861 y CD882 para un crecimiento durante 
la noche en 100 ml de medio que consistía en extracto de levadura 20 g/l, peptona 10 g/l, y dextrosa 100 g/l, 15 
suplementado con G418 300 µg/ml e higromicina 300 µg/ml. Se determinó el peso seco celular y se centrifugó el 
volumen apropiado de medio para 2 gramos de peso seco celular (gcdw) y se resuspendió en 50 ml de medio que 
consistía en peptona de levadura 20 g/l, extracto de levadura 10 g/l, xilosa 50 g/l y MgCl2 10 mM, a pH 7,0. Las 
células se colocaron en un matraz de agitación amortiguado de 250 ml y se colocaron a 30 ºC con agitación de 70 
rpm. La cepa CD806 produce xilitol 0,7 g/l como único producto. La cepa CD882 produce xilitol 3,8 g/l, así como 20 
acetato 0,4 g/ml como únicos productos mensurables. La cepa CD861 produce etanol 13,5 g/l, xilitol 0,4 g/l y 
pequeñas cantidades de glicerol, acetato, y succínico (<2 g/l total). 

Ejemplo 9B: Caracterización con matraces de agitación de tubo de CD806 (ejemplo 6B), CD861 (ejemplo 8B) 
y CD882 (ejemplo 7A) 

Se inocularon por separado colonias individuales de las cepas CD806, CD861 y CD882 para un crecimiento durante 25 
la noche en 100 ml de medio que consistía en extracto de levadura 20 g/l, peptona 10 g/l, y dextrosa 100 g/l, 
suplementado con G418 300 µg/ml e higromicina 300 µg/ml. Se centrifugaron 50 ml del crecimiento durante la noche 
de cada cepa, después se resuspendió en 25 ml de medio de producción que consistía en peptona de levadura 20 
g/l, extracto de levadura 10 g/l, xilosa 50 g/l y MgCl2 10 mM, a pH 7. Se añadió una parte alícuota de 1 ml de la 
resuspensión celular a 45 ml de medio de producción en un tubo Falcon de 50 ml, y se tomó la DO inicial (véase el 30 
apéndice para los valores de DO). Esto se repitió varias veces para asegurar la recogida de las suficientes muestras 
a lo largo del experimento. Los tubos entonces se colocaron en condiciones de producción, 33 ºC y 200 rpm. La 
cepa CD861 produce etanol 21 g/l y mostró una productividad volumétrica de 0,3 g/l-hr en estas condiciones. La 
cepa CD806 no consumió la xilosa. La cepas CD861 y CD882 fueron ambas capaces de un crecimiento anaerobio. 

Ejemplo 10A: Construcción del plásmido pVR113 (figura 22) que contenía el gen de la L-lactato 35 
deshidrogenasa de L. helveticus (LhLDH) bajo el control del promotor ScPGK y del terminador ScGAL10, y el 
gen ScUra3 sin las repeticiones His flanqueantes 

Se realizó una PCR utilizando el plásmido pCM28 (ejemplo 3B, figura 12) como molde y los cebadores identificados 
como SEC ID NO:114 y SEC ID NO:115, para introducir sitios SphI mientras que se eliminan las repeticiones HisG 
flanqueantes. El termociclado se realizó con un ciclo inicial de 10 minutos a 94 ºC, seguido de 35 ciclos de 30 40 
segundos a 94 ºC, 30 segundos a 45 ºC, 1,4 minutos a 72 ºC, seguido de una incubación final durante 8 minutos a 
72 ºC utilizando la enzima ADN polimerasa Taq (Qiagen, EEUU). El plásmido resultante se digirió con SphI para 
obtener un fragmento de aproximadamente 1,45 kpb que contiene el gen ScUra3 sin las repeticiones HisG 
flanqueantes. 

Un plásmido (identificado como pVR39 en la figura 6 y el ejemplo 1E del documento WO 03/102152A1) que contiene 45 
el gen de la lactato deshidrogenasa de L. helveticus (LhLDH) bajo el control del promotor ScPGK y del terminador 
ScGAL10, y el gen marcador de la resistencia a G418 bajo el control del promotor ScPGK y del terminador 
ScGAL10, se digirió con SphI para crear un fragmento de aproximadamente 5,16 kpb. Este fragmento de 
aproximadamente 5,16 kpb se acopló al fragmento de aproximadamente 1,45 kpb anterior para formar un plásmido  
de aproximadamente 6,61 kpb (pVR113, figura 22). 50 
Ejemplo 10B: Generación de una cepa mutante de K. marxianus (CD896) que contiene el gen de la lactato 
deshidrogenasa exógeno, el gen PXYLA no marcado con his, una actividad del gen ScXKS1 sobreexpresada, 
y genes de la xilosa deshidrogenasa y de la xilosa reductasa delecionados, mediante la transformación de la 
cepa CD861 (ejemplo 8B) con el plásmido pVR113 (ejemplo 10A, figura 22) 

Una única colonia de la cepa CD861 se transformó con el plásmido pVR113 utilizando métodos de electroporación 55 
convencionales. Las células transformadas se recuperaron en YPD durante 4 horas, seguido de un cultivo en placas 
Sc-Ura. Se seleccionó un transformante positivo (cepa CD896) mediante selección con PCR para el módulo 
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LhLDH/ScUra3. El transformante produjo unos resultados positivos en la PCR con cebadores de xilosa isomerasa y 
xiluloquinasa, y también negativos con cebadores de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa. 

Ejemplo 10C: Caracterización con matraces de agitación de la cepa CD896 (ejemplo 10B) 

Se inoculó una única colonia de la cepa CD896 (ejemplo 10B) en 50 ml de YPD (extracto de levadura 10 g/l, peptona 
20 g/l, y glucosa 100 g/l en un matraz de agitación amortiguado de 250 ml) y se cultivó durante 16 horas a 250 rpm y 5 
37 ºC. A partir de este cultivo se inocularon 3 gcdw en YP (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l) con xilosa 50 
g/l y CaCO3 23 g/l en matraces de agitación (microaerobios) y botellas de vidrio de 250 ml (anaerobias). Los 
matraces se incubaron a 42 ºC y se retiraron muestras para la HPLC a intervalos aleatorios. La fermentación de la 
cepa CD896 bajo condiciones microaerobias produjo una titulación de ácido L-láctico de 39 g/l y rendimientos de 
77%-79% sobre la xilosa consumida. La productividad volumétrica del ácido L-láctico producido fue de 1 g/l/hr, 10 
mientras que la velocidad de consumo inicial de xilosa fue de entre 1,0 y 1,4 g/l/hr. La fermentación de la cepa 
CD896 sobre YP + xilosa 50 g/l + carbonato de calcio 23 g/l bajo condiciones de producción anaerobias produjo 
ácido L-láctico 10 g/l en las primeras 24 horas, tras lo cual el consumo de xilosa se detuvo. 

Ejemplo 11A: Construcción de plásmidos duplicados que contienen el gen PXYLA reconstruido con la cola 
de poli-his codificada (pCM31, figura 23) y sin la cola de poli-his codificada (pVR118, figura 24), junto con el 15 
gen ScUra3 sin las repeticiones His flanqueantes 

Este experimento se diseñó para aclarar el efecto del marcador de poli-his sobre la actividad del gen PXYLA 
reconstruido. Se digirieron 5 µg de pCM14 (ejemplo 3A, figura 11) con SphI y se separaron electroforéticamente 
sobre un gel de agarosa al 1,0%. Se aisló un producto de aproximadamente 5889 pb y se acopló a un fragmento de 
1450 pb obtenido digiriendo el plásmido pVR113 (ejemplo 10A, figura 22) con SphI, para formar un plásmido de 20 
aproximadamente 7339 pb (pCM31, figura 23). El plásmido pCM31 contiene el gen PXYLA con la cola de poli-his y 
bajo el control del promotor KmPDC1 y del terminador ScCYC1, y el módulo de expresión ScUra3. Por otra parte, se 
digirieron 5 µg del plásmido pCM29 (ejemplo 8A, figura 21) con SphI, y se separaron electroforéticamente sobre un 
gel de agarosa al 1,0%. Se aisló un producto de aproximadamente 5892 pb y se acopló a un fragmento de 1450 pb 
obtenido digiriendo el plásmido pVR113 con SphI para formar un plásmido de aproximadamente 7352 pb (pVR118, 25 
figura 24). El plásmido pVR118 es similar al plásmido pCM31 pero contiene un codón de fin que evita la codificación 
de la cola de poli-his. 

Ejemplo 11B: Generación de cepas mutantes de K. marxianus que contienen el gen PXYLA reconstruido con 
el marcador de poli-his (CD929) y sin el marcador de poli-his (CD931), junto con el gen ScUra3 sin las 
repeticiones His flanqueantes, mediante la transformación de la cepa CD806 (ejemplo 6B) con los plásmidos 30 
pCM31 (ejemplo 11A, figura 23) y pVR118 (ejemplo 11A, figura 24) 

Una única colonia de la cepa CD806 de K. marxianus (ejemplo 6B) se transformó con el plásmido pCM31 utilizando 
métodos de electroporación convencionales. Las células transformadas se recuperaron del medio YPD y se 
cultivaron después de 4 horas sobre placas Sc-Ura. Se verificó mediante PCR que dos transformantes contenían el 
gen PXYLA reconstruido (con el marcador poli-his codificado) y que sobreexpresaban el gen ScXKS1, y también se 35 
confirmaron las deleciones de los genes KmXYL1 y KmXYL2. Uno de estos transformantes se denominó cepa 
CD929. 

La cepa CD806 de K. marxianus se transformó con el plásmido pVR118 utilizando métodos de electroporación 
convencionales. Un transformante, que mediante PCR se verificó que contenía el gen PXYLA reconstruido (sin el 
marcador de poli-his codificado) y que sobreexpresaba el gen ScXKS1, y que tenía las deleciones de los genes 40 
KmXYL1 y KmXYL2, se denominó cepa CD931. 

Un paseo genómico de la cepa CD931 demuestra que el gen PXYLA se había integrado dos veces, de la misma 
manera en que se describió para la cepa CD861 (ejemplo 8B). 

Ejemplo 11C: Caracterizaciones con matraces de agitación de las cepas CD929 y CD931 (ejemplo 11B) 

Se inocularon por separado colonias individuales de CD929 y CD931 (ejemplo 11B) en 100 ml de extracto de 45 
levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, glucosa 70 g/l, G418 300 µg/ml + higromicina 150 µg/ml en un matraz de agitación 
amortiguado de 250 ml. Los cultivos se incubaron durante la noche a 35 ºC con 250 rpm. Las células se inocularon 
en tubos Falcon de 50 ml que contenían 45 ml de medio de producción (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, 
xilosa 50 g/l, Tes-NaOH 100 mM, MgCl2 10 mM, pH 7,0) hasta una DO de 0,2. Los tubos se colocaron a 37 ºC y 250 
rpm, se tomaron muestras a intervalos aleatorios y se analizaron mediante HPLC. La cepa CD929 produjo EtOH 1,7 50 
g/l y acumuló xilosa 1,1 g/l. La cepa CD931 produjo EtOH 15,2 g/l y acumuló xilulosa a 4,5 g/l. La actuación relativa 
de estas cepas indica que la formación de etanol es aproximadamente nueve veces mayor cuando el gen de la 
xilosa isomerasa no contiene el marcador de poli-his. De forma similar, la formación de xilulosa aumenta en cuatro 
veces cuando la cola de poli-his está ausente. 

Ejemplo 12A: Reinserción del gen KmXYL2 en la cepa CD861 (ejemplo 8B) mediante la transformación con el 55 
plásmido pCM52 (figura 25); evaluaciones con matraces de agitación de los transformantes resultantes 
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El gen KmXYL2, junto con 982 pb del flanco 5’ y 200 pb del flanco 3’ se amplificó a partir de ADN genómico de una 
cepa de K. marxianus de tipo salvaje, utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:116 y SEC ID NO:117. 
Estos cebadores introducen sitios de restricción SacII. El producto de la PCR resultante se digirió con SacII y se 
acopló a un plásmido tratado con fosfatasa alcalina de camarón digerido de modo similar pVR113 (ejemplo 10A, 
figura 22). El plásmido resultante se denominó pCM52 (figura 25). Se utilizaron los cebadores identificados como 5 
SEC ID NO:118 y SEC ID NO:119 para seleccionar pCM52. El gen KxXYL2 amplificado se secuenció y se descubrió 
que contenía dos errores, uno de los cuales es silencioso y el otro provoca un cambio del aminoácido 85V→I. 

El plásmido pCM52 se digirió con PvuII y se transformó en la cepa CD861 (ejemplo 8B) utilizando métodos de 
electroporación convencionales. Los transformantes se cultivaron en placas Sc-Ura y se incubaron a 37 ºC. Se 
utilizaron los cebadores identificados como SEC ID NO:104 y SEC ID NO:105 para amplificar la región codificadora 10 
del gen KmXYL2. Se utilizaron los cebadores identificados como SEC ID NO:120 y SEC ID NO:121 para amplificar 
la región que contiene el gen ScUra3 a través del flanco 5’ y hacia la región codificadora del gen KmXYL2. Cinco 
transformantes positivos para ambas bandas y que muestran actividad KmXDH (transformantes XDH+) se utilizaron 
para el análisis con matraces de agitación. La actividad KmXDH de los transformantes XDH+ demostró que los 
errores introducidos en el gen no destruían la actividad. 15 
Se obtuvieron aislados de cada uno de los cinco transformantes XDH+ haciendo dos transferencias en placas YPX. 
Los aislados entonces se inocularon en medio YPX (pH 6,5) y se incubaron durante la noche a 35 ºC. Se 
recolectaron 2 gcdw de cada uno mediante centrifugación y se resuspendieron en 50 ml de extracto de levadura 10 
g/l, peptona 20 g/l, xilosa 50 g/l, MgCl2 10 mM, y CaCO3 7,5 g/l. Los matraces se pusieron en producción a 35 ºC y 
agitación a 70 rpm. La cepa CD861 (ejemplo 8B) se cultiva de modo similar, para comparar el efecto de la 20 
reinserción de KmXYL2. 

La cepa CD861 tiene una productividad volumétrica de 0,46 g/l-hr y una velocidad de consumo de xilosa de 1,47 g/l-
hr. Los cinco transformantes XDH+ tienen una media de 70% de menor productividad y 65% de menor consumo de 
xilosa. Después de aproximadamente 48 horas, la cepa CD861 produjo etanol aproximadamente 14 g/l y xilitol 
aproximadamente 4,7 g/l, mientras que los cinco transformantes XDH+ produjeron etanol aproximadamente 2,8-6,3 25 
g/l y xilitol 1,2-2,2 g/l. Todos los transformantes XDH+ menos uno dejaron de producir etanol después de 
aproximadamente 40 horas, aunque continuaron consumiendo xilosa de modo lineal pasadas 40 horas. 

Las células tomadas al comienzo de la producción y después de 67 horas de producción se lisaron y se realizó la 
cuantificación de las proteínas utilizando el reactivo Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton-EEUU). Se 
preparó una disolución 10X añadiendo 2,355 ml de tampón fosfato de sodio 1 M (pH 7,0) a 5 mg de β-NADH 30 
(Sigma), finalizando con una concentración final de NADH de 1,5 mM. Se añade agua hasta un volumen de 950 µl 
(menos volumen de muestra). Entonces se añade el extracto sin células y se sigue la absorbancia a 340 nm durante 
varios minutos para determinar el fondo. Entonces se añaden 50 µl de xilulosa 0,4 M y se sigue la absorbancia a 340 
nm para determinar la actividad XDH. La actividad XDH para los cinco transformantes XDH+ tomados al principio de 
la producción varía de 287-374 mU/mg. Después de 67 horas de producción, las actividades de XDH varían de 62-35 
86 mU/mg. La actividad XDH para la cepa CD861 fue de 16 mU/mg al principio de la producción, y de 3 mU/mg 
después de 67 horas de producción. 

Ejemplo 12B: Deleción del gen ScXKS1 de la cepa CD861 (ejemplo 8B) mediante la transformación con el 
plásmido pCM28 (ejemplo 3B, figura 12); evaluaciones con matraces de agitación de los transformantes 
resultantes 40 
El plásmido pCM28 se linealizó por separado con NaeI y PvuII y se transformó en la cepa CD861 utilizando métodos 
de electroporación convencionales. Las células se recuperaron en YPD durante 3 horas, seguido de un cultivo en 
placa en medio de exclusión Sc-Ura. Treinta y dos colonias se volvieron a sembrar en estrías sobre placas por 
duplicado. Se realizó con ellas una selección con PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:122 y 
SEC ID NO:123 para amplificar la región codificadora del gen ScXKS1. Se inocularon 6 colonias que no produjeron 45 
la banda (esto indica la ausencia del gen ScXKS1) durante la noche en YPD para permitir la formación de un bucle 
en el gen ScUra3, y se cultivaron en placas FOA para seleccionar aquellas en las que se produjo el acontecimiento 
de formación de bucle. Las colonias que surgieron se volvieron a sembrar en estrías en YPD para seleccionar 
aislados de colonias individuales. Un aislado de cada transformación se seleccionó utilizando los anteriores 
cebadores, y también para la presencia de los genes PXYLA, KmXYL1 y KmXYL2. Se realizó otra selección con 50 
PCR para seleccionar un acontecimiento de doble entrecruzamiento, en el que el módulo de ScXKS1 se reemplaza 
por el módulo de PXYLA del plásmido pCM28. Los seis aislados fueron positivos para PXYLA y negativos para los 
genes KmXYL1, KmXYL2 y ScXKS1. Uno de estos se denominó CD1065 y se utilizó en la evaluación con matraces 
de agitación. 

Las cepas CD1065 y CD861 se inocularon por separado en matraces de agitación de 250 ml que contenían 50 ml de 55 
YPD, y se incubaron durante la noche a 37 ºC y 250 rpm. Las células se recolectaron y se inocularon 4 gcdw en 50 
ml de YPX. El matraz se incubó a 35 ºC y se agitó a 70 rpm. Se extrajeron muestras cada cierto tiempo para 
controlar la actividad de fermentación. La cepa CD1065 muestra un retraso de 10-20 horas durante el cual consume 
xilosa muy lentamente. Esto se atribuye a la represión por glucosa de los genes de xiluloquinasa nativos. Después 
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de este periodo de inducción, la velocidad de consumo de xilosa aumenta, y la cepa CD1065 produce etanol 
aproximadamente 13 g/l después de 65 horas. La cepa CD861 produce etanol con mucha más rapidez, produciendo 
etanol aproximadamente 18 g/l después de aproximadamente 20 horas. La cepa CD1065 produce xilulosa 
aproximadamente 3,7 g/l después de aproximadamente 20 horas, pero la concentración de xilulosa disminuye 
después gradualmente. La actividad xiluloquinasa es de aproximadamente 0 para la cepa CD1065 y de 5 
aproximadamente 417 mU/mg para la cepa CD861. Las velocidades de consumo de xilosa para la cepa CD861 son 
aproximadamente el doble que las de la cepa CD1065. La actividad xilosa isomerasa es de aproximadamente 0,96 
U/mg para la cepa CD1064, y de aproximadamente 1,79 U/mg para la cepa CD861. Estos resultados indican que la 
sobreexpresión de la xiluloquinasa mejora significativamente las velocidades de utilización de xilosa y de producción 
de etanol bajo estas condiciones. 10 
Se retiraron células de las cepas CD861 y CD1065 tras la fase de producción, se sembraron en estrías en placas de 
YPX y se colocaron en una frasco anaerobio. Ambas crecieron de una manera comparable. 

Ejemplo 12C: Reinserción del gen KmXYL1 en la cepa CD861 (ejemplo 8B) mediante la transformación con el 
plásmido pCM55 (figura 26); evaluaciones con matraces de agitación de los transformantes resultantes 

El gen KmXYL1, junto con 890 pb del flanco 5’ y 414 pb del flanco 3’, se amplificó a partir de ADN genómico de una 15 
cepa de K. marxianus de tipo salvaje, utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:124 y SEC ID NO:125. 
Estos cebadores introducen sitios de restricción SacII. El producto resultante de la PCR se digirió con SacII y se 
acopló a un plásmido tratado con fosfatasa alcalina de camarón digerido de modo similar pVR113 (ejemplo 10A, 
figura 22). El plásmido resultante se denominó pCM55 (figura 26). Se utilizaron los cebadores identificados como 
SEC ID NO:118 y SEC ID NO:126 para seleccionar el plásmido pCM55, y se empleó un cartografiado de restricción 20 
con BstBI y SbfI para confirmar la orientación. El gen KmXYL1 amplificado se secuenció y se descubrió que contenía 
tres errores, uno de los cuales es silencioso y los otros provocan cambios de los aminoácidos 71V→A, 112Y→H y 
302I→V. 

El plásmido pCM55 se digirió con PvuII y se transformó en la cepa CD861 (ejemplo 8B) utilizando métodos de 
electroporación convencionales. Los transformantes se cultivaron en placas Sc-Ura y se incubaron a 37 ºC. Se 25 
utilizaron los cebadores identificados como SEC ID NO:127 y SEC ID NO:128 para amplificar la región codificadora 
del gen KmXYL1, y se emplearon los cebadores identificados como SEC ID NO:121 y SEC ID NO:129 para 
amplificar la región que contiene el gen ScUra3 a través del flanco 3’ y hacia la región codificadora del gen KmXYL1. 
Seis transformantes positivos para ambas bandas (transformantes XR+) se utilizaron para el análisis con matraces 
de agitación. 30 
Se obtuvieron aislados de cada uno de los cinco transformantes XR+ volviendo a sembrar en estrías desde medio 
mínimo a YPD. Los aislados entonces se volvieron a sembrar en estrías en YPX + G418 300 µg/ml + higromicina 
300 µg/ml antes de la inoculación en medio YPX. Estos transformantes entonces se inocularon en medio que 
contenía extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, xilosa 50 g/l (pH 6,5), y se incubaron a 35 ºC durante 48 horas. 
Se recolectó 1 gcdw de cada uno mediante centrifugación y se resuspendieron en 50 ml de extracto de levadura 10 35 
g/l, peptona 20 g/l, xilosa 50 g/l, MgCl2 10 mM, y CaCO3 7,5 g/l. Los matraces se pusieron en producción a 35 ºC y 
agitación a 70 rpm. La cepa CD861 (ejemplo 8B) se cultiva de modo similar, utilizando 2 gcdw, para comparar el 
efecto de la reinserción de KmXYL1. 

La cepa CD861 tiene una productividad volumétrica de 0,79 g/l-hr y una velocidad de consumo de xilosa de 2,02 g/l-
hr (basándose en 2 gcdw). Cinco transformantes XR+ muestran un retraso de aproximadamente 20-50 horas, y 40 
después mostraron unas productividades volumétricas que varían de 0,05-0,13 g/l-hr y unas velocidades de 
consumo de xilosa de 0,45-0,67g/l-hr. Los rendimientos de etanol de estos cinco transformantes XR+ fueron de 18-
33%, comparado con 51% para la cepa CD861. 

Las células tomadas al comienzo de la producción y después de 67 horas de producción se lisaron y se realizó la 
cuantificación de las proteínas utilizando el reactivo Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton-EEUU). Se 45 
añadieron 100 µl de una dilución del extracto celular a una parte alícuota de 900 µl de una disolución de fosfato de 
odio 100 mM, D-xilosa 0,5 M y NADPH 0,2 mM equilibrada a 37 ºC. Se sigue la absorbancia para determinar la 
actividad KmXYL1. Cinco de las cepas XR+ tenían actividades XR en el intervalo de aproximadamente 34-86 
mU/mg. La actividad KmXYL1 de estos cinco transformantes XR+ mostró que los errores introducidos en el gen no 
destruían su actividad. La actividad KmXYL1 de la cepa CD861 es aproximadamente 4 mU/mg. 50 
El sexto transformante XR+ muestra una actividad KmXYL1 de 19,5 mU/mg, mucho menor que los otros. Así, se 
parece a la cepa CD861 mucho más que los otros. Esta sexta cepa XR+ tiene una actuación similar a CD861 en el 
cultivo en matraz de agitación (después de un periodo de retraso inicial) y produce aproximadamente 13,8 g/l de 
etanol después de aproximadamente 51,5 horas. 

Estos resultados demuestran que la actividad XR nativa tiene una efecto adverso sobre la capacidad de estas cepas 55 
para fermentar la xilosa a etanol bajo estas condiciones. 

Ejemplo 12D: Reinserción de los genes KmXYX1 y KmXYL2 en la cepa CD861 (ejemplo 8B) mediante la 
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transformación con el plásmido pCM58 (figura 27); evaluaciones con matraces de agitación de los 
transformantes resultantes 

Se construye un plásmido de la misma manera que se describe para el plásmido pCM52 (ejemplo 12A, figura 25), 
excepto que los flancos del gen KmXYL2 están orientados en dirección opuesta a la del plásmido pCM52.  Este 
plásmido se denomina pCM53. El gen KmXYL2 en el plásmido pCM53 se secuencia y se descubre que contiene 5 
cuatro errores, tres de los cuales son silenciosos y el otro equivale a una mutación del aminoácido 260I→V. 

El gen KmXYL1, junto con una región del flanco 5’ y una región del flanco 3’, se amplificó a partir de ADN genómico 
de una cepa de K. marxianus de tipo salvaje, utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:130 y SEC ID 
NO:131. Estos cebadores introducen sitios de restricción SacI y NotI. El producto resultante de la PCR se digirió con 
SacII y NotI, y se acopló a un plásmido digerido de modo similar pCM53. El plásmido resultante se denominó pCM58 10 
(figura 27). Se utilizaron los cebadores identificados como SEC ID NO:66 y SEC ID NO:119 para seleccionar el 
plásmido pCM58, y se empleó un cartografiado de restricción con ScaI y XmnI para confirmar la orientación. El gen 
KmXYL1 amplificado se secuenció y se descubrió que contenía dos errores, uno de los cuales es silencioso y el otro 
provoca un cambio del aminoácido 71V→A. 

El plásmido pCM58 se digirió con PvuII y se transformó en la cepa CD861 (ejemplo 8B) utilizando métodos de 15 
electroporación convencionales. Los transformantes se cultivaron en placas Sc-Ura y se incubaron a 37 ºC. Se 
utilizaron los cebadores identificados como SEC ID NO:132 y SEC ID NO:133 para amplificar la región codificadora 
del gen KmXYL1, y se emplearon los cebadores identificados como SEC ID NO:134 y SEC ID NO:105 para 
amplificar la región que contiene el gen KmXYL2 y los flancos. Cinco transformantes positivos para ambas bandas 
se utilizaron para su posterior análisis. 20 
Los cinco transformantes seleccionados se inocularon en un medio líquido que contenía extracto de levadura 10 g/l, 
peptona 20 g/l, xilosa 50 g/l (pH 6,5), y se incubaron a 35 ºC durante 48 horas. Se recolectaron 4 gcdw de cada uno 
mediante centrifugación de cada uno y se resuspendieron en 50 ml de extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, 
xilosa 50 g/l, MgCl2 10 mM, y CaCO3 7,5 g/l. Los matraces se pusieron en producción a 35 ºC y agitación a 70 rpm. 
La cepa CD861 (ejemplo 8B) se cultiva de modo similar, para comparar el efecto de la reinserción de KmXYL1 y 25 
KmXYL2. 

La cepa CD861 consume fundamentalmente toda la xilosa en 30 horas, produciendo etanol 16,1 g/l en ese tiempo. 
El rendimiento de etanol para la cepa CD861 fue de 67%. Los cinco transformantes XR+, XDH+ consumían xilosa 
mucho más lentamente, y producen unos rendimientos medios de etanol de aproximadamente 16%. La cepa CD861 
produce un rendimiento de xilitol del 10% pero los cinco transformantes tienen una media de rendimiento de xilitol 30 
del 56%. La actividad xilosa reductasa para la cepa CD861 fue de aproximadamente 2 mU/mg, mientras que varía 
de 126-425 mU/mg en los transformantes, después de 73,5 horas de cultivo. La actividad xilitol deshidrogenasa en la 
cepa CD861 fue de cero, pero varía de 21 a 98 mU/mg en los transformantes después de 73,5 horas de cultivo. El 
aumento en las actividades de estas enzimas indica que los genes KmXYL1 y KmXYL2 reinsertados son funcionales 
en los cinco transformantes. La actividad xilosa isomerasa fue mayor en la cepa CD861 (aproximadamente 131 35 
mU/mg) que en los cinco transformantes (aproximadamente 26-45 mU/mg). Sin embargo, el xilitol que estaba 
presente puede haber inhibido la actividad xilosa isomerasa en los cinco transformantes XR+, XDH+, dando como 
resultado un valor artificialmente bajo. 

Estos datos también indican que la deleción o la alteración de la vía de la aldosa reductasa/xilitol deshidrogenasa es 
beneficiosa en las cepas que tienen un gen de xilosa isomerasa exógeno, bajo estas condiciones de fermentación. 40 
Ejemplo 13A: Construcción del plásmido dirigido a XDH pMI410 (figura 29) para la transformación de 
Candida sonorensis 

Se obtuvo el ADN genómico de C. sonorensis (ATCC nº de registro 32109) según se describe en el documento WO 
03/049525. 

Una porción del banco lambda de C. sonorensis descrito en el documento WO 03/049525 se seleccionó utilizando el 45 
gen XYL2 de Pichia stipitis (Kötter et al., 1990, Curr. Genet., 18:493-500) como sonda. El gen XYL2 se marcó con 
32P-dCTP utilizando el kit de marcaje de cebado aleatorio (Boehringer Mannheim). La hibridación se realizó mediante 
una incubación durante la noche a 55 ºC en una disolución que contenía 6x SSC, 5x disolución de Denhardt, SDS al 
0,5%, ADN de esperma de arenque desnaturalizado 100 g/ml. Los filtros se lavaron después de la hibridación a 
temperatura ambiente en una disolución de 2x SSC durante 5 min y se repitió, seguido de un lavado a 55 ºC en 2x 50 
SSC-SDS al 0,1%  durante 30 minutos. Esto produjo el aislamiento de los clones de hibridación que contenían el 
gen de la xilitol deshidrogenasa de C. sonorensis (CsXDH). 

La región 5’ del gen CsXDH se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:135 
y SEC ID NO:136, y se empleó el gen CsXDH como molde. El producto de la PCR se cortó con SacI y SalI para 
producir un fragmento de 642 pb que se aisló en gel. 55 
El plásmido pMI281 se preparó cortando el plásmido pMI278 (descrito en la figura 14 del documento WO 03/049525) 
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con XbaI, y circularizando el fragmento de 4976 pb obtenido. El anterior fragmento de 642 pb se acopló a un 
fragmento de 4965 pb obtenido digiriendo el plásmido pMI281 con SacI y SalI. El plásmido resultante se denominó 
pMI409 (figura 28). 

La región 3’ del gen CsXDH se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:137 
y SEC ID NO:138, y el mismo clon del banco lambda como molde. El producto de la PCR se cortó con NotI y ApaI. 5 
Un fragmento de 457 pb se aisló en gel y se acopló a un fragmento de 5551 pb obtenido digiriendo el plásmido 
pMI409  con NotI y ApaI. El plásmido resultante se denominó pMI410 (figura 29). 

Ejemplo 13B: Construcción del plásmido dirigido a XR pMI412 (figura 31) para la transformación de C. 
sonorensis 

Un homólogo de secuencia de la xilosa reductasa se amplificó mediante PCR utilizando los oligonucleótidos 10 
identificados como SEC ID NO:139 y SEC ID NO:140, y ADN genómico de C. sonorensis como molde. Los 
oligonucleótidos se diseñaron basándose en las secuencias conservadas que se encuentran en secuencias fúngicas 
conocidas de xilosa reductasa y aldosa reductasa. El producto de la PCR de 700 pb se marcó y se utilizó como 
sonda para el aislamiento de clones lambda CsXR genómicos del banco genómico de modo similar al descrito en el 
documento WO 03/049525. 15 
La región 5’ del gen de la xilosa reductasa de C. sonorensis ( CsXR) se amplificó mediante PCR utilizando los 
cebadores identificados como SEC ID NO:141 y SEC ID NO:142. Se empleó como molde una porción del clon del 
banco lambda de C. sonorensis descrito en el documento WO 03/049525 que contiene el gen CsXR. El producto de 
la PCR se cortó con SacI y SalI. Un fragmento de 526 pb se aisló en gel y se acopló a un fragmento de 4965 pb 
obtenido digiriendo el plásmido pMI281 con SacI y SalI. El plásmido resultante se denominó pMI411 (figura 30). 20 
La región 3’ del gen CsXR se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:143 y 
SEC ID NO:144, y el mismo clon del banco lambda como molde. El producto de la PCR se cortó con NotI y ApaI. Un 
fragmento de 591 pb se aisló en gel y se acopló a un fragmento de 5435 pb obtenido digiriendo el plásmido pMI411  
con NotI y ApaI. El plásmido resultante se denominó pMI412 (figura 31). 

Ejemplo 13C: Construcción del plásmido de expresión de PXYLA pMI417 (figura 33) para la inserción 25 
simultánea de PXYLA y la deleción de CsXR en C. sonorensis 

El gen PXYLA desde ATG hasta el sitio único AgeI se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores identificados 
como SEC ID NO:145 y SEC ID NO:146, y pCM29 (ejemplo 8A, figura 21) como molde. El producto de la PCR se 
cortó con AgeI y KpnI, y se aisló en gel un fragmento de 453 pb. El plásmido pCM29 se cortó con AgeI. Un 
fragmento de 8151 pb se aisló en gel y se digirió parcialmente con KpnI. El fragmento de 6501 pb resultante se aisló 30 
en gel y se acopló al fragmento de la PCR de 453 pb. El plásmido se denominó pMI400. 

El plásmido pMI278 se cortó con BamHI, se rellenó con la enzima Klenow y se digirió parcialmente con XbaI. El 
fragmento de 6675 pb resultante se aisló en gel. El plásmido pMI400 se cortó con SbfI, se formaron extremos romos 
con T4 polimerasa, y se cortó con XbaI. El fragmento de 1358 pb resultante se aisló en gel y se acopló al fragmento 
de 6675 pb de pMI278 para formar el plásmido pMI403 (figura 32). 35 
El plásmido pMI412 (ejemplo 13B, figura 31) se cortó con SalI y NotI. Se aisló un fragmento de 4037 pb y se acopló 
con un fragmento de 5042 pb obtenido digiriendo pMI403 con SalI y NotI. El plásmido resultante se denominó 
pMI417 (figura 33). El plásmido pMI417 contiene el gen PXYLA y un gen marcador de G418 con regiones 
promotoras y terminadoras asociadas entre las regiones cadena arriba y cadena abajo del gen CsXR. El gen PXYLA 
está bajo el control del promotor de PGK de C. sonorensis y del terminador ScGAL10. 40 
Ejemplo 13D: Construcción del plásmido de expresión de ScXKS1 pMI425 (figura 34) para la inserción 
simultánea de ScXKS1 y la deleción de CsXDH en la transformación  de C. sonorensis 

La región 5’ de ScXKS1 desde ATG hasta el único sitio BglII se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores 
identificados como SEC ID NO:147 y SEC ID NO:148, y pVR103 (ejemplo 5C, figura 18) como molde. El producto de 
la PCR se cortó con NotI y BglII, y se aisló en gel un fragmento de 267 pb. El plásmido pVR103 (ejemplo 5C, figura 45 
18) se cortó con NotI y BglII. Se obtuvo un fragmento de 4633 pb y se acopló al fragmento de PCR de 267 pb. El 
plásmido se denominó pMI406. 

El plásmido pMI403 (ejemplo 13C, figura 32) se cortó con EcoNI, se rellenó utilizando la enzima Klenow y se cortó 
con SalI. Se aisla en gel un fragmento de 6505 pb. El plásmido pMI271 (descrito en la figura 7 del documento WO 
03/049525) se cortó con BamHI, se rellenó utilizando la enzima Klenow y se cortó con SalI. El fragmento de 1666 pb 50 
resultante se aisla en gel y se acopla al fragmento de 6505 pb. El plásmido resultante se denomina pMI423. 

El plásmido pMI410 (ejemplo 13A, figura 29) y el plásmido pMI406 se digirieron cada uno con XbaI, se 
desfosforilaron utilizando fosfatasa alcalina intestinal de ternera, y se cortaron con BamHI. Se aislaron en gel 
fragmentos de 5032 pb y 1814 pb. El plásmido pMI423 se digirió con XbaI, y el fragmento de 2817 pb resultante se 
aisló en gel. Los tres fragmentos se acoplaron y el plásmido resultante se denominó pMI425 (figura 34). El plásmido 55 

E04751126
05-07-2012

 



28 
 

pMI425 contiene una porción de la región promotora del gen CsXDH, un gen hph con regiones promotoras y 
terminadoras asociadas, el gen ScXKS1 bajo el control de un promotor de PGK de C. sonorensis y de un terminador 
ScGAL10, seguido de una porción de la región terminadora para el gen CsXDH. 

Ejemplo 13E: Generación de cepas mutantes de C. sonorensis (Cs/T -1, Cs/T-25, SC/T-34 y Cs/T-51) que 
contienen los genes reconstruidos PXYLA y ScXKS1 5 
Los plásmidos pMI417 (ejemplo 13C, figura 33) y pMI425 (ejemplo 13D, figura 34) se emplean para transformar una 
colonia de C. sonorensis utilizando métodos químicos similares a los descritos en el documento WO 03/049525. Las 
células transformadas se cultivan en YPD + G418 200 µg/ml o YPD + higromicina 200 µg/ml y G418 200 µg/ml. Un 
análisis con sondas de PXYLA y ScXKS1 confirma la presencia de cepas como sigue: 

- Cepa Cs/T-1: 1 copia de PXYLA y 1 copia de ScXKS1 10 
- Cepa Cs/T-25: 1 copia de PXYLA y 2 copias de ScXKS1 

- Cepa Cs/T-51: 2 copias de PXYLA y 1 copia de ScXKS1 

- Cepa Cs/T-34: 2 copias de PXYLA y 2 copias de ScXKS1 

Ejemplo 13F: Generación de cepas mutantes de C. sonorensis (Cs/417-201, -206, -208 y -214) que contienen 
el gen PXYLA reconstruido con y sin una deleción del gen CsXR mediante una transformación con el 15 
plásmido pMI417 (ejemplo 13C, figura 33) 

El plásmido pMI417 se digiere con SacI y ApaI y se utiliza para tranformar una colonia de C. sonorensis ut ilizando 
métodos químicos similares a los descritos en el documento WO 03/049525. Las células transformadas se cultivaron 
en YPD + G418 200 µg/ml. Un análisis de PCR identifica a las colonias que tienen el gen PXYLA y la deleción de 
CsXR. Un análisis de la transferencia Southern confirma que la cepa denominada Cs/417-206 contiene una copia 20 
del gen PXYLA, mientras que la cepa denominada Cs/417-214 contiene dos copias del gen PXYLAK, además de la 
deleción de CsXR. La cepa Cs/417-201 contiene dos copias del gen PXYLA pero no la deleción de CsXR. La cepa 
Cs/417-208 contiene una única copia del gen PXYLA y no tiene la deleción de CsXR. 

Ejemplo 13G: Generación de cepas mutantes de C. sonorensis (Cs/417 -214/425A y Cs/417-214/425B) que 
contienen el gen PXYLA reconstruido, un gen ScXKS1, una deleción del CsXR, y con (A) y sin (B) la deleción 25 
del gen CsXDH, mediante la transformación de Cs/417-214 (ejemplo 13F) con el plásmido pMI425 (ejemplo 
13D, figura 34) 

El plásmido pMI425 se digiere con PmeI y PspOMI y se utiliza para tranformar la cepa Cs/417-214 utilizando 
métodos químicos similares a los descritos en el documento WO 03/049525. Las células transformadas se cultivaron 
en YPD + higromicina 200 µg/ml, o en YPD + higromicina 200 µg/ml + G418 200 µg/ml. Se emplea un análisis de 30 
PCR y de la transferencia Southern para identificar las colonias que contienen el gen ScXKS1 y para determinar si 
se ha producido la deleción del gen CsXDH. Una cepa que tiene dos copias del gen PXYLA reconstruido, una copia 
del gen ScXKS1, una deleción del gen CsXR, y una deleción del gen CsXDH se denomina Cs/417-214/425A. Una 
cepa que tiene dos copias del gen PXYLA reconstruido, una copia del gen ScXKS1, una deleción del gen CsXR pero 
no tiene deleción del gen CsXDH se denomina Cs/417-214/425B. 35 
Ejemplo 13H: Generación de una cepa mutante de C. sonorensis (C29/403 -7) que contiene el gen PXYLA 
reconstruido y un gen de lactato deshidrogenasa (LDH) funcional mediante la transformación con el 
plásmido pMI403 (ejemplo 13C, figura 32) 

Se utilizó el plásmido pMI403 para transformar una cepa de C. sonorensis mutante que se corresponde con la 
identificada como cepa 246-27 en el documento WO 03/049525, utilizando métodos químicos similares a los 40 
descritos en él. La cepa 246-27 contiene un gen de lactato deshidrogenasa (LDH) exógeno funcional. Las células 
transformadas se cultivaron en YPD + G418 200 µg/ml. Una cepa que muestra actividad XI 70 mU/mg se denomina 
C29/403-7. Aparentemente contiene múltiples copias del gen PXYLA, bajo el control del promotor CsPGK y del 
terminador ScGAL10. Además, la cepa C29/403-7 contiene el gen de lactato deshidrogenasa funcional. 

Ejemplo 13I: Generación de una cepa mutante de C. sonorensis (C29/403-7/425) que contiene el gen PXYLA 45 
reconstruido, el gen ScXKS1 y un gen LDH funcional, mediante la transformación de la cepa C29/403-7 
(ejemplo 13H) con el plásmido pMI425 (ejemplo 13D, figura 34) 

El plásmido pMI425 se digirió con SalI y NotI y se empleó para transformar la cepa C29/403-7 (ejemplo 13H) 
utilizando métodos químicos similares a los descritos en el documento WO 03/049525. Las células transformadas se 
se cultivaron en YPD + higromicina 200 µg/ml, y en YPD + higromicina 200 µg/ml + G418 200 µg/ml. Se emplea un 50 
análisis de PCR y de la transferencia Southern para identificar los transformantes que contienen los genes PXYLA y 
ScXKS1, que se denominan colectivamente C29/403-7/425. La cepa C29/403-7/425 contiene el gen de la lactato 
deshidrogenasa funcional. 
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Ejemplo 13J: Generación de cepas mutantes de C. sonorensis (C29/417-4 y C29/417-9) que contiene el gen 
PXYLA reconstruido y una deleción del gen CsXR 

El plásmido pMI417 (figura 13C, figura 33) se digiere con SacI y ApaI y se emplea para transformar una cepa 
mutante de C. sonorensis que se corresponde con la identificada como la cepa 246-27 en el documento WO 
03/049525, utilizando métodos químicos similares a los descritos en él. Las células transformadas se cultivaron en 5 
YPD + G418 200 µg/ml. Un análisis de PCR identifica a las colonias que tienen el gen PXYLA y la deleción de CsXR. 
Un análisis de la transferencia Southern confirma que una cepa mutante denominada C29/417-9 contiene una copia 
del gen PXYLA, y una cepa mutante denominada C29/417-9 contiene dos copias del gen PXYLA, además de la 
deleción de CsXR.  

Ejemplo 13K: Generación de cepas mutantes de C. sonorensis que contienen el gen PXYLA reconstruido, el 10 
gen ScXKS1, un gen LDH, una deleción del gen CsXR y con (C29/417-9/425-11) y sin (C29/417-9/425-9) la 
deleción del gen CsXDH, mediante la transformación de la cepa C29/417-9 (ejemplo 13J) con el plásmido 
pMI425 (ejemplo 13D, figura 34) 

El plásmido pMI425 se digirió con PmeI y ApaI y se empleó para transformar la cepa C29/417-9 (ejemplo 13J) 
utilizando métodos químicos similares a los descritos en el documento WO 03/049525. Las células transformadas se 15 
cultivaron en YPD + higromicina 200 µg/ml. Un análisis de PCR identifica las colonias que tienen el gen ScXKS1 y 
las que también contienen la deleción de CsXDH. Los transformantes con y sin la deleciónde CsXDH se denominan 
C29/417-9/425-11 y C29/417-9/425-9, respectivamente. 

Ejemplo 14: Caracterización con matraces de agitación de las cepas de C. sonorensis de los ejemplos 13E-
13K 20 
La siguiente tabla resume las cepas seleccionadas para las caracterizaciones con matraces de agitación, e indica 
las actividades xilosa isomerasa y xiluloquinasa. 

Cepas que producen etanol 

Denominación de la cepa Ej. nº XI1 XK2 XR3 XDH4 Actividad XI (mU/mg) Actividad XK (mU/mg) 

Cs/T-1 13E 1 1 + + 170 840 

Cs/T-25 13E 1 2 + + 40 1060 

Cs/T-34 13E 2 2 + + 50 1600 

Cs/T-51 13E 2 1 + + 80 730 

Cs/417-214 13F 2 0 - + 70 70 

Cs/417-206 13F 1 0 - + 30 140 

Cs/417-201 13F 2 0 + + 60 100 

Cs/417-208 13F 1 0 + + 60 120 

Cs/417-214/425A 13G 2 1 - - 50 1440 

Cs/417-214/425B 13G 2 1 - + 50 860 

 

Cepas que producen ácido láctico (todas contiene LDH exógeno) 25 
Denominación de la cepa Ej. nº XI1 XK2 XR3 XDH4 Actividad XI (mU/mg) Actividad XK (mU/mg) 

C29/403-7 13H 2 0 + + 90 N.D.5 

C29/403-7/425 13I 2 1 + + 90 N.D. 

C29/417-4 13J 1 0 - + 20 250 

C29/417-9 13J 2 0 - + 30 150 

C29/417-9/425-11 13K 2 1 - - 50 960 
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C29/417-9/425-9 13K 2 1 - + 30 920 

Notas a las anteriores tablas: XI1 = gen PXYLA; XK2 = gen ScXKS1; XR3 = gen de la xilosa reductasa nativo; XDH4 = 
gen de la xilitol dehidrogenasa nativo. Los números indican el nº de copias integradas del gen. “+” indica que el gen 
nativo está intacto; “-“ indica una deleción del gen nativo. N.D.5: no determinado. 

Se determinaron las actividades xiluloquinasa y xilosa isomerasa para estas muestras como sigue. 

Las muestras (5-10 ml) se centrifugaron y se lavaron una vez con tampón fosfato de sodio 100 mM, pH 7,0. Después 5 
de lavar, las muestras se resuspendieron en reactivo de extracción de proteínas de levadura Y-PER (Pierce, 
Rockford, IL) que contenía inhibidores de proteasas (Complete Mini, sin EDTA, Roche). Después de 20 minutos de 
incubación a temperatura ambiente, las células se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos a +4 ºC. Se 
recogieron muestras de sobrenadante para la medición de las actividades. 

Se determinó la actividad xiluloquinasa mediante un protocolo en dos etapas. En la etapa 1, la reacción contenía 10 
HEPES 50 mM/KOH, pH 7,5, ATP 5 mM, MgCl2 6 mM, y xilulosa 20 mM. La reacción de fondo se determinó 
añadiendo agua en lugar de xilosa. Después de añadir la muestra de enzima, las reacciones se incubaron a 30 ºC 
durante 0 y 240 segundos. Después de la incubación, las reacciones se detuvieron mediante su incubación a 95 ºC 
durante 5 min. Después de que la reacción se detuviese se añadió HEPES 40 mM/KOH, pH 7,5, MgCl2 10 mM, PEP 
2,5 mM, y NADH 0,2 mM a la reacción y se midió la absorbancia a 340 nm. Después de medir la absorbancia inicial 15 
se añadió una mezcla de mioquinasa, piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa. Esta reacción se incubó durante 1 
hora más y se midió la absorbancia 340 nm. La actividad xiluloquinasa se calculó a partir de la producción de ADP 
durante los ensayos. 

Se determinó la actividad xilosa isomerasa controlando la oxidación del NADH a 340 nm a 30 ºC. La reacción 
contiene (además de la muestra) TES 100 mM-NaOH, pH 7,0, xilosa 250 mM, MgCl2 10 mM, NADH 0,6 mM, y 20 
sorbitol deshidrogenasa 2,5 U. El fondo se detectó midiendo la actividad sin xilosa. El ensayo de xilosa isomerasa se 
realizó en un analizador automático Cobas Mira (Roche). 

Se determinaron las concentraciones de proteínas con el método de Lowry (Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, 
A.L., y Randall, R.J. (1951), Protein measurement with the Folin phenol reagent, J. Biol. Chem., 193:265-275). Se 
empleó albúmina de suero bovino (Sigma) como patrón de proteínas. 25 
Ejemplo 14A: Caracterizaciones con matraces de agitación microaerobios de C. sonorensis de tipo salvaje y 
de las cepas Cs/T-1, -25, -34, -51 (ejemplo 13E), Cs/417-201, -206, -208, -214 (ejemplo 13F), y Cs/417-214/425A 
y -B (ejemplo 13G) 

Se inocularon 50 ml de YP (extracto de levadura 10 g/l y peptona 20 g/l) + glucosa al 5% + MgCl2 10 mM en 
matraces de 250 ml con células cultivadas en placas de YPD y se incubó durante la noche a 250 rpm agitando a 30 30 
ºC. Se retiró una parte alícuota de 5 ml para los ensayos de XI, XK y proteínas. Se midió la DO600 y se recogió una 
cantidad de células equivalente a DO600 = 12 (que corresponde a 4 g/l de peso seco celular) (DO600 = 40 para las 
cepas Cs/417-214/425A y -B) en 50 ml mediante centrifugación, y se resuspendió en 50 ml de YP + xilosa al 5% + 
MgCl2 10 mM. Las células resuspendidas se trasladaron a un matraz de 250 ml que contenía 1,2 g de CaCO3. Los 
cultivos se incubaron a 30 ºC con agitación a 100 rpm. Se recogieron a diario muestras para HPLC (para medir el 35 
consumo de xilosa, y la producción de etanol, xilitol, acetato y xilulosa) y mediciones de DO600. La fermentación se 
realizó a aproximadamente 11 días. 

Las cepas Cs/T-1, -25, -34, -51 y Cs/417-214/425A y -B producen etanol 2-5 g/l, siendo el xilitol el principal producto 
para estas cepas. La cepa de C. sonorensis de tipo salvaje y las cepas Cs/417-201, -206, -208 y -214 no produjeron 
etanol bajo condiciones microaerobias. Esto indica que tanto la xilosa isomerasa como la xiluloquinasa son 40 
necesarias para la producción de etanol bajo condiciones microaerobias. Todas las cepas XR+ también producen 
acetato. 

Las cepas Cs/417-201, -206, -208, -214, y Cs/417-214/425B consumen xilosa lentamente y no se produjo etanol, 
xilitol ni acetato bajo estas condiciones microaerobias. La cepa Cs/417-201/425A también consume xilosa 
lentamente y produce algo de xilitol. En el día 11, las cepas Cs/417-206 y Cs/417-214 producen 0,7 y 1,2 g/l de 45 
xilulosa, respectivamente. Esto sugiere que bajo estas condiciones microaerobias la xilulosa se acumula en las 
cepas XI+ que no tenían sobreexpresión de XK, y que la cantidad de acumulación de xilulosa depende del nivel de 
actividad XI. 

Ejemplo 14B: Caracterizaciones con matraces de agitación anaerobios de C. sonorensis de tipo salvaje y de 
las cepas Cs/T-25, -34 (ejemplo 13E), Cs/417-201, -214 (ejemplo 13F), y Cs/417-214/425A y -B (ejemplo 13G) 50 
Se inocularon 50 ml de YP + glucosa al 5% + MgCl2 10 mM en matraces de 250 ml con células cultivadas en placas 
de YPD y se incubó durante la noche a 250 rpm agitando a 30 ºC. Se retiró una parte alícuota de 5 ml para los 
ensayos de XI, XK y proteínas. Se midió la DO600 y se recogió una cantidad de células equivalente a DO600 = 12 (que 
corresponde a 4 g/l de peso seco celular) (DO600 = 40 para las cepas Cs/417-214/425A y -B) en 50 ml mediante 
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centrifugación, y se resuspendió en 50 ml de YP + xilosa al 5% + MgCl2 10 mM + CaCO3 24 g/l. Los cultivos se 
incubaron a 30 ºC con agitación a 100 rpm en matraces de agitación de 100 ml sellados con sellos para agua. Se 
tomaron muestras del cultivo. Se recogieron muestras periódicamente para HPLC (para medir el consumo de xilosa, 
y la producción de etanol, xilitol, acetato y xilulosa) y mediciones de DO600. El cultivo continuó durante 15 días. 

Las cepas Cs/T-25 y -34 producen etanol 2 g/l durante los primeros 8 días de incubación, mientras que la cepa de C. 5 
sonorensis de tipo salvaje no produce etanol detectable. Las cepas Cs/417-201 y -214 tampoco produjeron etanol 
bajo estas condiciones, lo cual indica que son necesarios ambos genes de xilosa isomerasa y xiluloquinasa para 
obtener la capacidad de fermentación anaerobia sobre la xilosa en estas cepas. 

La cepa Cs/417-214/425A produce etanol aproximadamente 13 g/l después de 4 días, y etanol aproximadamente 25 
g/l después de 11 días. El rendimientode xilosa a etanol fue de aproximadamente 55% después de 4 días, y de 53% 10 
después de 11 días. El consumo de xilosa fue de 22-23 g/l después de 4 días y de 48-49 g/l después de 11 días. La 
cepa Cs/417-214/425B consume aproximadamente 16 g/l de xilosa en 4 días y produce etanol 7 g/l. Esto indica que 
en estas cepas, la alteración de la vía de XR/XDH nativa, combinado con la sobreexpresión de XK y la expresión del 
gen XI exógeno, es importante para lograr una buena producción de etanol. Se observa que la alteración de ambos 
genes CsXR y CsXDH proporciona la mejor producción de etanol bajo condiones anaerobias. 15 
Ejemplo 14C: Caracterizaciones con matraces de agitación microaerobios de la cepa mutante de C. 
sonorensis que produce LDH 246-27 y de las cepas C29/403-7 (ejemplo 13H) y C29/403-7/425 (ejemplo 13I) 

Se realizaron cultivos en matraces de agitación microaerobios para cada una de estas tres cepas, utilizando las 
condiciones generales descritas en el ejemplo 14A, excepto que también se controló la producción de lactato. 

Bajo estas condiciones microaerobias, la cepa 246-27 y la cepa C29/403-7 consumen xilosa a aproximadamente 0,5 20 
g/l/hr y todas produjeron ácido láctico a aproximadamente 0,4 g/l/hr. La cepa C29/403-7/425 produjo 
aproximadamente 10-15% más ácido láctico y aproximadamente 10-15% menos de xilitol que la cepa C29/403-7 
bajo estas condiciones. La cepa C29/403-7 produce más xilulosa que las otras, lo cual sugiere que la xilulosa se 
acumula en esta cepa debido a la actividad xilosa isomerasa. 

Al final de los cultivos, se siembran en estrías células de cada matraz en placas de YP + xilosa y de YP + glucosa, y 25 
se incuba en frascos anaerobios durante 9 días. Ninguna creció de modo anaerobio, pero todas crecieron de modo 
aerobio en medio de xilosa y glucosa. 

Ejemplo 14D: Caracterizaciones con matraces de agitación anaerobios de la cepa mutante de C. sonorensis 
productora de LDH 246-27 y de las cepas C29/403-7 (ejemplo 13H), C29/403-7/425 (ejemplo 13I) y C29/417-9 
(ejemplo 13J) 30 
Se realizaron cultivos en matraces de agitación anaerobios para cada una de estas tres cepas, utilizando las 
condiciones generales descritas en el ejemplo 14B, excepto que también se controló la producción de lactato. 

Todas las cepas consumían xilosa a una velocidad de aproximadamente 0,1 g/l/hr. Las cepas 246-7, C29/403-7, 
C29/403-7/425 y C29/417-9 producen 4,1, 4,8, 6,4 y 3,0 g/l de ácido láctico, 0,3, 0,45, 0,3 y 0,3 g/l de xilitol, y 0,3, 
1,45, 0,9 y 0,85 g/l de xilulosa, respectivamente, después de 141 horas. Bajo estas condiciones, la sobreexpresión 35 
de la enzima xiluloquinasa conduce a una mejor producción de ácido láctico. Las cepas que sobreexpresan la xilosa 
isomerasa pero sin sobreexpresar la xiluloquinasa acumulan xilulosa, lo cual indica que el gen de la xilosa isomerasa 
es activo. 

Ejemplo 14E: Caracterizaciones con matraces de agitación microaerobios de la cepa mutante de C. 
sonorensis productora de LDH 246-27 y de las cepas C29/417-4 y -9 (ejemplo 13J), C29/417-9/425-9 y -11 40 
(ejemplo 13K) 

Se realizaron cultivos en matraces de agitación microaerobios para cada una de estas tres cepas, utilizando las 
condiciones generales descritas en el ejemplo 14C. Los cultivos continuaron durante 7 días. 

Bajo estas condiciones microaerobias, la cepa 246-27 consume xilosa con más rapidez que las otras cepas. Las 
cepas C29/417-4, C20/417-425-9 y -11 produjeron ácido láctico aproximadamente 2-5 g/l después de 7 días, tras lo 45 
cual siguió habiendo xilosa residual 25-35 g/l. La capacidad de la cepa C29/417-9/425-11 para producir ácido láctico 
confirma que la vía de la xilosa isomerasa y xiluloquinasa es operativa en estas cepas. La cepa C29/417-9/425-11 
consume xilosa ligeramente más rápido que la cepa C29/417-9/425-9, pero también acumula xilitol 1-2 g/l. 

Ejemplo 14F: Caracterizaciones con matraces de agitación anaerobios de las cepas mutantes de C. 
sonorensis productoras de LDH C29/417-9 (ejemplo 13J), C29/417-9/245-9 y -11 (ejemplo 13K) 50 
Se realizaron cultivos en matraces de agitación anaerobios para cada una de estas tres cepas, utilizando las 
condiciones generales descritas en el ejemplo 14D. 

Las cepas C29/417-9, C29/417-9/425-9 y C29/417-9/425-11 producen ácido láctico 4,4, 6,2 y 24,4 g/l después de 
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146 horas. El rendimiento de ácido láctico sobre la xilosa fue de 0,40, 0,70 y 0,95 g/g, respectivamente, para estas 
cepas. Las cepas C29/417-9/425-9 y -11 no produjeron xilitol, mientras que la cepa C29/417-9 produjo xilitol 2,7 g/l. 
Bajo estas condiciones, la sobreexpresión de la enzima xiluloquinasa conduce a una mejor producción de ácido 
láctico. Esto indica que, en estas cepas, la alteración de la vía de xilosa reductasa/xilitol deshidrogenasa nativa, 
combinado con la sobreexpresión de xiluloquinasa y xilosa isomerasa exógena, proporciona una buena producción 5 
de ácido láctico. Se demuestra que la alteración de ambos genes CsXR y CsXDH proporciona la mejor producción 
bajo condiciones anaerobias. 

Ejemplo 15A: Generación de cepas mutantes de K. marxianus (CD1103 y CD1106) que contiene el gen de la 
xilosa isomerasa de Cyllamyces aberensis (CaXYLA) 

El ADN de Cyllamyces aberensis (aislado ffew1 de vaca, Reino Unido) se obtuvo de Gareth Wyn Griffith, Institute of 10 
Biological Sciences, University of Wales, Aberystwyth, Ceredigion SY23 3DA, Gran Bretaña. Se realizaron 
reacciones de PCR utilizando este ADN como molde, utilizando 0,5 µM del cebador sentido identificado como SEC 
ID NO:149, y 0,5 µM del cebador antisentido identificado como SEC ID NO:150, tampón Phusion HF y 0,2 mM de 
cada dNTP. En esta construcción, la primera metionina codificada detectada en el extremo 5’ de la secuencia del 
gen actúa como metionina de inicio, y se incluyó un codón de fin dentro de marco además de sitios de restricción 15 
SbfI. Antes de una desnaturalización de 3 minutos se añadieron 2 U de polimerasa Phusion (Finnzymes Oy, Espoo, 
Finlandia). La reacción se cicló 35 veces como sigue: 10 segundos a 98 ºC, 30 segundos a 45 ºC, y 1 minuto a 72 ºC 
con una extensión final de 8 minutos a 72 ºC. Se obtuvo un fragmento de PCR de 1346 pb y se acopló a un plásmido 
TOPO con el kit de clonación TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se secuenció. El gen de la xilosa isomerasa de 
C. aberensis ( CaXYLA) tiene la secuencia de nucleótidos identificada como SEC ID NO:151. La secuencia de 20 
aminoácidos deducida para la proteína codificada por este gen se indica en SEC ID NO:152. 

El ADN genómico de K. marxianus se obtuvo de una cepa de K. marxianus de tipo salvaje similar a la descrita 
anteriormente. Se aisló el gen Ura3 de K. marxianus ( KmURA3) más aproximadamente 750 pb de la región 
promotora de Ura3 y aproximadamente 250 pb hacia la región del terminador de Ura3 con un protocolo convencional 
utilizando la polimerasa Failsafe Polymerase (Epicenter), con el ADN genómico como molde y los cebadores 25 
identificados como SEC ID NO:153 y SEC ID NO:154. Las condiciones de la PCR fueron 5 minutos a 95 ºC, 15 
ciclos de 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 55 ºC, y 2 minutos a 68 ºC, seguido de 25 ciclos de 30 segundos a 95 
ºC y 2,5 minutos a 68 ºC, terminando con un ciclo de generación de extremos romos de 68 ºC durante 8 minutos. El 
producto resultante de la PCR de aproximadamente 1,8 kb se clonó en el vector pCR-XL-TOPO (Invitrogen) y se 
secuenció para su verificación. El plásmido resultante se denominó pSO90. La secuencia de nucleótidos del gen 30 
KmURA3 clonado se indica como SEC ID NO:155. El plásmido pSO90 se digiere con SphI y la región de KmURA3 
de aproximadamente 1,8 kpb se aisla en gel y se acopla en un fragmento de aproximadamente 4570 pb tratado con 
fosfatasa alcalina de camarón y digerido de modo similar del plásmido pCM9 (ejemplo 1I, figura 9). El plásmido 
resultante (pSO91, figura 35) contiene el gen de selección KmURA3, el promotor KmPDC1, un sitio SbfI, y el 
terminador ScCYC1. 35 
El plásmido que contiene CaXYLA anterior se digirió y se aisla en gel un fragmento de aproximadamente 1,4 kpb 
que contiene el gen CaXYLA. El plásmido pSO91 se digirió de forma similar y se trató con fosfatasa alcalina de 
camarón para obtener un fragmento de 6376 pb. Estos fragmentos se acoplaron con ligasa de T4 HC (Invitrogen) 
para formar un plásmido (pSO99, figura 36) que contiene un gen de selección KmURA3 y el gen CaXYLA bajo el 
control del promotor KmPDC1, y del terminador ScCYC1. 40 
Se cultiva una colonia de K. marxianus que corresponde a CD806 (ejemplo 6B). Se sedimentan mediante 
centrifugación 20 ml de células y se transforman con el plásmido pSO99 utilizando métodos de electroporación 
convencionales, después de la digestión del plásmido con AatII y BsmBI (sin limpiar). Se cultivaron 100 µl de células 
sobre placas SC-Ura y se dejaron crecer a 37 ºC hasta que se formaron colonias. Las colonias se sembraron en 
estrías sobre placas secundarias Sc-Ura, mostrando todas crecimiento. Los transformantes se seleccionaron 45 
mediante PCR para detectar la presencia del gen KmURA3 intacto (insertado con el plásmido pSO19) con los 
cebadores identificados como SEC ID NO:156 y SEC ID NO:157, y también para una región interna del gen CaXYLA 
utilizando cebadores identificados como SEC ID NO:158 y SEC ID NO:159. CD1103 contiene el gen CaXYLA, un 
gen KmURA3 intacto, y un gen KmURA3 alterado. CD1106 contiene el gen CaXYLA, y el gen KmURA3 alterado. 

Ejemplo 15B: Fermentación anaerobia con las cepas CD1103 y CD1106 (ejemplo 15A) 50 
Se inocularon por separado matraces de agitación amortiguados que contenían 100 ml de medio (extracto de 
levadura 20 g/l, peptona 10 g/l, glucosa 100 g/l) con las cepas CD1103 y CD1106 y se incubaron durante la noche a 
35 ºC y con agitación a 250 rpm. Las células se recolectaron después de aproximadamente 14 horas, y se añadieron 
4 g/l en peso seco celular de cada cepa a distintos tubos con tapón roscado Falcon de 50 ml que contenían 45 ml de 
peptona de levadura, D-xilosa 50 g/l, CaCO3 7,5 g/l, y MgCl2 10 mM. Los tubos se cultivaron de modo anaerobio 55 
durante 65 horas a 30 ºC con agitación a 70 rpm. La cepa CD1103 produce más de 9 g/l de etanol, y la cepa 
CD1106 produce más de 7 g/l de etanol en el mismo tiempo. Se determinó la actividad XI lisando las células 
tomadas de la fase de crecimiento. Se midió la actividad XI y se descubrió que era de aproximadamente 83 mU/mg 
para cada una de las cepas CD1130 y CD1106. 
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Ejemplo 16A: Clonación del gen de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron (BtXYLA) (pSO89, figura 37) 

El ADN genómico de Bacteroides thetaiotaomicron se obtuvo de la Universidad de Washingon (St. Louis, MO), 
Departamento de Biología Molecular y Farmacología. El gen BtXYLA se aisló con un protocolo convencional 
utilizando la polimerasa Pfx Polymerase (Stratagene), con el ADN genómico como molde y los cebadores 
identificados como SEC ID NO:160 y SEC ID NO:161. Las condiciones de la PCR fueron de 95 ºC durante 3 5 
minutos; 15 ciclos de 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 60 ºC, y 2 minutos a 68 ºC, seguido d e 20 ciclos de 30 
segundos a 95 ºC, y 2,5 minutos a 68 ºC, terminando con un ciclo de generación de extremos romos de 68 ºC 
durante 8 minutos. El producto resultante de la PCR de aproximadamente 1,4 kb se clonó en el vector pCR-XL-
TOPO (Invitrogen) y se secuenció para su verificación. El plásmido resultante se denominó pSO89 (figura 37). Las 
secuencias de nucleótidos y de aminoácidos deducida del gen BtXYLA clonado aparecen en SEC ID NO:162 y SEC 10 
ID NO:163, respectivamente. 

Ejemplo 16B: Creación de un plásmido que contiene los genes de selección BtXYLA y KmURA3 (pSO96, 
figura 38) 

El gen BtXYLA de aproximadamente 1,4 kb se extrajo en gel del plásmido pSO89 después de una digestión con SbfI 
y se acopló a un fragmento de 6376 pb digerido de modo similar del plásmido pSO91 (ejemplo 16A, figura 35). El 15 
plásmido resultante (pSO96, figura 38) contiene el gen de selección KmURA3, el gen BtXYLA bajo el control del 
promotor KmPDC1 y del terminador ScCYC1. 

Ejemplo 16C: Creación de mutantes de K. marxianus (CD1089-1096) mediante la transformación de una cepa 
que corresponde a CD806 (ejemplo 6B) con el plásmido pSO96 (ejemplo 16B, figura 38) 

Se cultiva una colonia de K. marxianus que corresponde a CD806 (ejemplo 6B). Se sedimentan mediante 20 
centrifugación 20 ml de células y se transforman con el plásmido pSO96 utilizando métodos de electroporación 
convencionales. El plásmido pSO96 se digiere con AatII y BsmBI antes de la integración. Se cultivaron 100 µl de 
células en placas Sc-Ura y se dejaron crecer a 37 ºC hasta que formaron colonias. Las colonias se sembraron en 
estrías en placas secundarias de SC-Ura. Los transformantes se seleccionaron mediante PCR para detectar la 
presencia del gen KmURA3 intacto con los cebadores identificados como SEC ID NO:156 y SEC ID NO:157. Se 25 
realiza una selección con PCR para una región de aproximadamente 450 pb cadena arriba del codón de fin BtXYLA 
y justo dentro del terminador ScCYC1 con los cebadores identificados como SEC ID NO:164 y SEC ID NO:165. De 
los transformantes positivos al gen BtXYLA y KmURA3 nativo se seleccionaron ocho y se denominaron CD1089-
1096, respectivamente. 

Para la determinación de la actividad xilosa isomerasa, las cepas se cultivaron a 30 ºC, a 250 rpm durante 30 
aproximadamente 14 horas en YPD (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, dextrosa 100 g/l). Las células se 
lisaron según el protocolo para Y-PER (Pierce nº 78990). Se determinó la proteína total utilizando el reactivo 
Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton nº ADV01) con BSA como patrón. La actividad de la enzima xilosa 
reductasa de las cepas CD806 y CD1089-1096 es la siguiente: 

Cepa Actividad XI (mU/mg) 

CD806 (ejemplo 6B) 0 

CD1089 143 ± 13 

CD1090 48 ± 1 

CD1091 41 ± 6 

CD1092 108 ± 21 

CD1093 45 

CD1094 74 ± 29 

CD1095 10 ± 13 

CD1096 87 ± 34 

 35 
Las mayores actividades de CD1089 y CD1092 pueden ser debidas a la integración de múltiples copias del gen 
BtXYLA o a un sitio preferido de integración. 

Ejemplo 16D: Caracterización con matraces de agitación de las cepas CD1089-1096 (ejemplo 16C) 
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Se inocularon por separado colonias individuales de las cepas CD806 y CD1089-1096 para el crecimiento en 100 ml 
de medio que consistía en extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, y dextrosa 100 g/l. Las células se cultivaron 
durante 14 horas a 30 ºC, tras lo cual las células se recogieron y se determinó el peso seco celular. Se añaden 1,4 
g/l de peso seco celular de cada cultivo a distintos tubos Falcon de 50 ml que contienen extracto de levadura 10 g/l, 
peptona 20 g/l, D-xilosa 50 g/l, CaCO3 7,5 g/l, y MgCl2 10 mM. Estos cultivos se incubaron a 30 ºC con agitación a 70 5 
rpm. Se tomaron muestras del caldo de cultivo para un análisis de HPLC aproximadamente cada 24 horas. Después 
de 72 horas, los resultados de esta fermentación anaerobia fueron como se muestra en la siguiente tabla: 

Cepa  Xilosa consumida (g) Etanol producido (g) Xilitol producido (g) 

CD806 (ejemplo 6B) aprox. 2,5 aprox. 0,4 aprox. 0 

CD1089 aprox. 19,6 aprox. 7,3 aprox. 1,45 

CD1090 aprox. 10,7 aprox. 4,0 aprox. 0,9 

CD1091 aprox. 11,0 aprox. 4,15 aprox. 0,9 

CD1092 aprox. 16,55 aprox. 6,2 aprox. 1,1 

CD1093 aprox. 7,5 aprox. 4,1 aprox. 0,9 

CD1094 aprox. 9,6 aprox. 3,7 aprox. 0,9 

CD1095 aprox. 1,7 0 0 

CD1096 aprox. 9,45 aprox. 3,95 aprox. 0,9 

 

En los estudios de fermentación con matraces de agitación microaerobios, las cepas CD1089 y CD1092 produjeron 
hasta aproximadamente 1 gramo de etanol después de aproximadamente 7 horas de fermentación a 30 ºC y 70 rpm. 10 
Las cepas CD1089-1096 se cultivaron en placas YPX al final de un cultivo con xilosa con bajo contenido en oxígeno 
y se colocaron en una cámara anaerobia durante dos días. Todas las cepas excepto CD1095 mostraron crecimiento 
anaerobio en estas condiciones, siendo las cepas CD1089 y CD1092 las que muestran el mayor crecimiento 
anaerobio. 

Ejemplo 17: Fermentación en matraces de agitación de las cepas CD804 (ejemplo 4D), CD805 (ejemplo 5E) y 15 
CD806 (ejemplo 6B) en medio con xilosa y una enzima glucosa isomerasa comercial añadida de modo 
externo 

Las cepas CD804, CD805 y CD806 se inocularon por separado a una DO600 de 0,1 en placas de agar YPD y se 
cultivaron durante 16 horas a 33 ºC con 250 rpm, en matraces de agitación amortiguados de 250 ml que contenían 
50 ml de YPD suplementado con G418 50 µg/ml. Después de determinar que en cada matraz había glucosa residual 20 
y que por consiguiente las células estaban en la fase de crecimiento exponencial, se recolectaron equivalentes de 
0,5 g/l de peso seco celular de cada cepa mediante centrifugación y se resuspendieron por separado en matraces 
de agitación amortiguados de 250 ml que contenían 47,5 ml de YP suplementado con D-xilosa 50 g/l. Se añadieron 
2,5 ml de glucosa isomerasa (Gensweet SGI, Genencor Inc., CA) (también conocida como xilosa isomerasa) a los 
matraces de agitación y los cultivos se cultivaron a 33 ºC con 70 rpm. Para los controles se resuspendieron por 25 
separado equivalentes de 0,5 g/l de peso seco celular de cada una de las cepas CD804, CD805 y CD806 en 
matraces de agitación amortiguados de 250 ml que contenían 50 ml de YP suplementado con D-xilosa 50 g/l sin 
glucosa isomerasa. Estos matraces de agitación también se incubaron a 33 ºC con 70 rpm. Se extrajeron muestras a 
diversos intervalos de tiempo y las células se retiraron mediante filtración. El sobrenadante del cultivo se analizó 
para la xilosa, el xilitol y el etanol mediante métodos de HPLC. 30 
Después de 25 horas, la cepa CD804 (ejemplo 4D) había consumido D-xilosa 15 g/l y había producido 
aproximadamente 4,7 g/l de xilitol y 1 g/l de etanol en el matraz que contenía la glucosa isomerasa. En contraste, las 
cepas CD805 (ejemplo 5C) y CD806 (ejemplo 6B) consumieron cada una D-xilosa 25 g/l en presencia de glucosa 
isomerasa. La cepa CD805 produjo en este tiempo aproximadamente 1,9 g/l de xilitol y 7,1 g/l de etanol. La cepa 
CD806 produjo en este tiempo aproximadamente 1,8 g/l de xilitol y 6,8 g/l de etanol. Parece que la xilulosa es 35 
consumida por las cepas a tasas muy altas, algo que no se observa en S. cerevisiae. La vía de pentosa fosfato no 
oxidativa controla la velocidad de fermentación de la xilulosa pero no de la xilosa en S. cerevisiea TMB3001 (FEM 
Yeast Res., agosto de 2002, 2(3):277-282, Johansson, B., Hahn-Hagerdal, B.). Sin la adición de glucosa isomerasa, 
las cepas CD804, CD805 y CD806 consumieron xilosa muy lentamente. 

Ejemplo 18: Transformación de la cepa que corresponde a CD806 (ejemplo 6B) con el plásmido 40 
autorreplicante pCM48 (figura 40) para introducir el gen PXYLA; cultivo de las cepas resultantes 
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Un módulo que contenía el promotor KmPDC1, el gen PXYLA y el terminador ScCYC1 se amplificó mediante PCR 
utilizando los cebadores identificados como SEC ID NO:166 y SEC ID NO:167, utilizando el plásmido pCM29 
(ejemplo 8A, figura 21) como molde. Estos cebadores se diseñaron para incorporar sitios de restricción PacI y MluI. 
Las condiciones de termociclado fueron una incubación inicial de 94 ºC durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 
94 ºC durante 30 segundos, 50 ºC durante 30 segundos, y 70 ºC durante 3 minutos. A esto le siguió una incubación 5 
final a 70 ºC durante 8 minutos. El producto se digirió con las anteriores enzimas de restricción y el fragmento de 
2,804 kpb obtenido se acopló a un fragmento obtenido digiriendo de forma similar un plásmido denominado pSO57 
(figura 39) (que contiene un sitio de autorreplicación pKD1) para producir el plásmido pCM48 (figura 40). Se realizó 
un cartografiado de restricción de los transformantes utilizando EcoRI y SbfI, y se utilizaron los dos para la 
secuenciación. Se secuenció la región codificadora completa del gen PXYLA y se verificó que era idéntica en ambos 10 
transformantes que la secuencia en el plásmido pCM29. 

Se transformaron 2 µg del plásmido sin digerir pCM48 en una cepa que corresponde a CD806 (ejemplo 6B) 
utilizando métodos de electroporación convencionales. Las células se recuperaron durante cuatros horas en YPX, se 
cultivaron en placas de YPX que contenían G418 300 µg/ml e higromicina 150 µg/ml y se incubaron a 37 ºC durante 
2 días. Esto produjo un gran número de transformantes. Varios transformantes se volvieron a sembrar en estrías en 15 
placas idénticas y se incubaron a 37 ºC durante varios días. Se seleccionaron cuatro transformantes y se inocularon 
en aproximadamente 100 ml de YPX en un matraz de agitación amortiguado de 250 ml y se incubaron a 37 ºC con 
250 rpm de agitación. Se incluyó la cepa CD861 y se preparó la biomasa de la misma manera. Después de 17 
horas, se inocularon 2 gcdw de cada uno en distintos matraces de agitación amortiguados de 250 ml que contenían 
50 ml de medio (extracto de levadura 10 g/l, peptona de levadura 20 g/l, xilosa 50 g/l, CaCO3 7,5 g/l, MgCl2 10 mM, y 20 
pH 7,0). Los cuatro transformantes produjeron aproximadamente 9-12,3 g/l de etanol después de aproximadamente 
40 horas. La cepa de origen no produjo etanol. 

Se recolectaron 10 ml del cultivo durante la noche mediante centrifugación y se llevaron a los ensayos enzimáticos. 
Las actividades xilosa isomerasa para los cuatro transformantes varían de 456 a 531 mU/mg. 

25 
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E04751126
05-07-2012

 



62 
 

 
<400> 87 

 
 
<210> 88 5 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador de amplificación para el promotor de TEF1 de S. cerevisiae 
 
<400> 88 

 
 15 
<210> 89 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador de amplificación para el promotor de TEF1 de S. cerevisiae 
 
<400> 89 

 25 
 
<210> 90 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación para el promotor de TEF1 de S. cerevisiae 
 
<400> 90 35 

 
 
<210> 91 
<211> 27 
<212> ADN 40 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen HisG/S. cerevisiae 
 45 
<400> 91 

 
 
<210> 92 
<211> 20 50 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen HisG/S. cerevisiae 55 
 
<400> 92 

 
 
<210> 93 60 
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<211> 18 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador de amplificación del gen HisG/S. cerevisiae 
 
<400> 93 

 
 10 
<210> 94 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen HisG/S. cerevisiae 
 
<400> 94 

 20 
 
<210> 95 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de xilulosaquinasa de S. cerevisiae 
 
<400> 95 30 

 
 
<210> 96 
<211> 40 
<212> ADN 35 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 40 
<400> 96 

 
 
<210> 97 
<211> 40 45 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 50 
 
<400> 97 

 
 
<210> 98 55 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 60 
<223> Cebador de amplificación del terminador de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
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<400> 98 

 
 
<210> 99 5 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador de amplificación del terminador de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 99 

 
 15 
<210> 100 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del terminador de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 100 

 25 
 
<210> 101 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del terminador de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 101 35 

 
 
<210> 102 
<211> 20 
<212> ADN 40 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del terminador de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 45 
<400> 102 

 
 
<210> 103 
<211> 20 50 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del terminador de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 55 
 
<400> 103 

 
 
<210> 104 60 
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<211> 25 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 104 

 
 10 
<210> 105 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 105 

 20 
 
<210> 106 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de higromicina 
 
<400> 106 30 

 
 
<210> 107 
<211> 25 
<212> ADN 35 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de higromicina 
 40 
<400> 107 

 
 
<210> 108 
<211> 25 45 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de higromicina 50 
 
<400> 108 

 
 
<210> 109 55 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 60 
<223> Cebador de amplificación del gen de higromicina 
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<400> 109 

 
 
<210> 110 5 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces 
 
<400> 110 

 
 15 
<210> 111 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces 
 
<400> 111 

 25 
 
<210> 112 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces 
 
<400> 112 35 

 
 
<210> 113 
<211> 44 
<212> ADN 40 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces 
 45 
<400> 113 

 
 
<210> 114 
<211> 33 50 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la lactato deshidrogenasa de L. helveticus 55 
 
<400> 114 

 
 
<210> 115 60 
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<211> 23 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador de amplificación del gen de la lactato deshidrogenasa de L. helveticus 
 
<400> 115 

 
 10 
<210> 116 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 116 

 20 
 
<210> 117 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 
<400> 117 30 

 
 
<210> 118 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 40 
<400> 118 

 
<210> 119 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilitol deshidrogenasa de K. marxianus 
 50 
<400> 119 

 
 
<210> 120 
<211> 28 55 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen Ura3 60 

 



68 
 

 
<400> 120 

 
 
<210> 121 5 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador de amplificación del gen Ura3 
 
<400> 121 

 
 15 
<210> 122 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de xiluloquinasa de S. cerevisiae 
 
<400> 122 

 25 
 
<210> 123 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de xiluloquinasa de S. cerevisiae 
 
<400> 123 35 

 
 
<210> 124 
<211> 36 
<212> ADN 40 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 
 45 
<400> 124 

 
 
<210> 125 
<211> 36 50 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 55 
 
<400> 125 

 
 
<210> 126 60 
<211> 20 

 



69 
 

<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 5 
 
<400> 126 

 
 
<210> 127 10 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 
 
<400> 127 

 
 20 
<210> 128 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 
 
<400> 128 

 30 
 
<210> 129 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen Ura3 
 
<400> 129 40 

 
 
<210> 130 
<211> 37 
<212> ADN 45 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 
 50 
<400> 130 

 
 
<210> 131 
<211> 38 55 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 60 
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<400> 131 

 
 
<210> 132 
<211> 20 5 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 10 
 
<400> 132 

 
 
<210> 133 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 
 
<400> 133 

 
 25 
<210> 134 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa reductasa de K. marxianus 
 
<400> 134 

 35 
 
<210> 135 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del flanco 5’ del gen de la xilitol deshidrogenasa de C. sonorensis 
 
<400> 135 45 

 
 
<210> 136 
<211> 40 
<212> ADN 50 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del flanco 5’ del gen de la xilitol deshidrogenasa de C. sonorensis 
 55 
<400> 136 

 
 
<210> 137 
<211> 39 60 
<212> ADN 
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<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del flanco 3’ del gen de la xilitol deshidrogenasa de C. sonorensis 
 5 
<400> 137 

 
 
<210> 138 
<211> 37 10 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del flanco 3’ del gen de la xilitol deshidrogenasa de C. sonorensis 15 
 
<400> 138 

 
 
<210> 139 20 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador de amplificación de la xilosa reductasa de C. sonorensis 
 
<220> 
<221> característica_misc 
<223> D =A/G/T; R = A/G; Y = C/T; W = A/T 30 
 
<400> 139 

 
 
<210> 140 35 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 40 
<223> Cebador de amplificación de la xilosa reductasa de C. sonorensis 
 
<220> 
<221> característica_misc 
<223> D =A/G/T; K = G/T; Y = C/T; W = A/T; R = A/G 45 
 
<400> 140 

 
 
<210> 141 50 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 55 
<223> Cebador de amplificación del flanco 5’ de la xilosa reductasa de C. sonorensis 
 
<400> 141 

 
 60 
<210> 142 
<211> 41 
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<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del flanco 5’ de la xilosa reductasa de C. sonorensis 5 
 
<400> 142 

     41 
 
<210> 143 10 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador de amplificación del flanco 3’ de la xilosa reductasa de C. sonorensis 
 
<400> 143 

 
 20 
<210> 144 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del flanco 3’ de la xilosa reductasa de C. sonorensis 
 
<400> 144 

 30 
 
<210> 145 
<211> 76 
<212> ADN 
<213> artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces 
 
<400> 145 40 

 
 
<210> 146 
<211> 53 
<212> ADN 45 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de Piromyces 
 50 
<400> 146 

 
 
<210> 147 
<211> 53 55 
<212> ADN 
<213> artificial 
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<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de xiluloquinasa de S. cerevisiae 
 
<400> 147 

 5 
 
<210> 148 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de xiluloquinasa de S. cerevisiae 
 
<400> 148 15 

 
 
<210> 149 
<211> 49 
<212> ADN 20 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de C. aberensis 
 25 
<220> 
<221> característica_misc 
<223> Y = C/T; M = A/C; R = A/G; S = G/C 
 
<400> 149 30 

 
 
<210> 150 
<211> 47 
<212> ADN 35 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplificación del gen de la xilosa isomerasa de C. aberensis 
 40 
<400> 150 

 
 
<210> 151 
<211> 1314 45 
<212> ADN 
<213> Cyllamyces aberensis 
 
<400> 151 
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<210> 152 
<211> 437 
<212> PRT 5 
<213> Cyllamyces aberensis 
 
<400> 152 
 

10 
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<210> 153 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador de aislamiento de Ura3 de K. marxianus 
 
<400> 153 10 

 
 
<210> 154 
<211> 39 
<212> ADN 15 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de aislamiento de Ura3 de K. marxianus 
 20 
<400> 154 

 
 
<210> 155 
<211> 1805 25 
<212> ADN 
<213> Kluyveromyces marxianus 
 
<400> 155 
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<210> 156 
<211> 22 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de selección del gen Ura3 de K. marxianus 
 10 
<400> 156 

 
 
<210> 157 
<211> 22 15 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de selección del gen Ura3 de K. marxianus 20 
 
<400> 157 

 
 
<210> 158 25 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador de selección interno del gen de la xilosa isomerasa de C. aberensis 
 
<400> 158 

 
 35 
<210> 159 
<211> 22 

 



80 
 

<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de selección interno del gen de la xilosa isomerasa de C. aberensis 5 
 
<400> 159 

 
 
<210> 160 10 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador de aislamiento del gen de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron 
 
<400> 160 

 
 20 
<210> 161 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador de aislamiento del gen de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron 
 
<400> 161 

 30 
 
<210> 162 
<211> 1317 
<212> ADN 
<213> Bacteroides thetaiotaomicron 35 
 
<400> 162 
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 5 
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<210> 163 
<211> 438 
<212> PRT 
<213> Bacteroides thetaiotaomicron 5 
 
<400> 163 
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<210> 164 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador de selección del gen de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron 
 
<400> 164 10 

 
 
<210> 165 
<211> 21 
<212> ADN 15 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de selección del gen de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron 
 20 
<400> 165 

 
 
<210> 166 
<211> 32 25 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de amplicación con promotor de PDC de K. marxianus, xilosa isomerasa de Piromyces, y terminador 30 
CYC1 de S. cerevisiae 
 
<400> 166 

 
 35 
<210> 167 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador de amplicación con promotor de PDC de K. marxianus, xilosa isomerasa de Piromyces, y terminador 
CYC1 de S. cerevisiae 
 
<400> 167 45 
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REIVINDICACIONES 

1.- Una célula de levadura genéticamente modificada que tiene un genoma y un gen de xilosa isomerasa exógeno 
funcional, en la que el gen de xilosa isomerasa exógeno está unido operablemente a secuencias promotoras y 
terminadoras que son funcionales en la célula de levadura, teniendo la célula de levadura modificada también una 
deleción o alteración de un gen de xilosa reductasa funcional nativo que produce una enzima que cataliza la 5 
conversión de la xilosa en xilitol, y teniendo la célula también una deleción o alteración de un gen de piruvato 
descarboxilasa nativo. 

2.- La célula de levadura genéticamente modificada de la reivindicación 1, que contiene un gen de xiluloquinasa 
exógeno funcional unido operablemente a secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales en la célula 
de levadura. 10 

3.- Una célula de levadura genéticamente modificada del género Kluyveromyces, que tiene intregrado en su genoma 
un gen de xilosa isomerasa exógeno funcional, en la que el gen de xilosa isomerasa exógeno está unido 
operablemente a secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales en la célula de levadura, y en la que la 
célula tiene también una deleción o alteración de un gen de piruvato descarboxilasa nativo. 

4.- Una célula de levadura genéticamente modificada del género Kluyveromyces, Candida, Pichia, Brettanomyces o 15 
Pachysolen que tiene un genoma y un gen de xilosa isomerasa exógeno funcional, en la que el gen de xilosa 
isomerasa exógeno está unido operablemente a secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales en la 
célula de levadura, y que contiene también un gen de xiluloquinasa exógeno funcional unido operablemente a 
secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales en la célula de levadura, en la que la célula tiene 
también una deleción o alteración de un gen de piruvato descarboxilasa nativo. 20 

5.- La célula de levadura genéticamente modificada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene 
también integrado en su genoma un gen de lactato deshidrogenasa exógeno funcional, en la que el gen de lactato 
deshidrogenasa exógeno está unido operablemente a secuencias promotoras y terminadoras que son funcionales 
en la célula de levadura. 

6.- Un proceso de fermentación en el que una célula de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 se cultiva bajo 25 
condiciones de fermentación en un caldo de cultivo de fermentación que incluye xilosa. 

7.- Una célula de levadura genéticamente modificada que tiene un gen de xilosa isomerasa exógeno funcional 
integrado en su genoma, teniendo dicha célula una actividad xiluloquinasa de al menos 100 mU/mg, y teniendo una 
deleción o alteración de un gen de xilitol deshidrogenasa. 

8.- La célula de levadura genéticamente modificada de la reivindicación 7, que tiene una actividad xilitol 30 
deshidrogenasa no mayor que 2 mU/mg. 

9.- La célula de levadura genéticamente modificada de la reivindicación 7 u 8, que tiene también una actividad xilosa 
reductasa no mayor que 10 mU/mg. 
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