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DESCRIPCIÓN

Bacterias recombinantes que poseen la capacidad de metabolizar sacarosa

Campo de la invención

La invención se refiere a los campos de la microbiología y la biología molecular. Más específicamente, bacterias 
recombinantes que poseen la capacidad de usar sacarosa como una fuente de carbono y métodos de utilización de 5
dichas bacterias recombinantes para producir productos como glicerol y productos derivados del glicerol.

Antecedentes de la invención

Muchos microorganismos comerciales útiles usan glucosa como su fuente principal de carbohidratos. Sin embargo, 
una desventaja del uso de glucosa por microorganismos desarrollados para la producción de productos 
comercialmente deseables es el alto coste de glucosa. El uso de sacarosa y materias primas mixtas que contienen 10
sacarosa y otros azúcares como fuente de carbohidratos para sistemas microbianos de producción sería más 
deseable comercialmente porque estos materiales normalmente están inmediatamente disponibles a un bajo coste.

Un microorganismo de producción puede funcionar más eficientemente cuando puede usar cualquier sacarosa 
presente en una materia prima mixta. Por lo tanto, cuando un microorganismo de producción no tiene la capacidad 
de usar eficientemente sacarosa como una fuente principal de carbono no puede operar tan eficientemente. Por 15
ejemplo, las células bacterianas típicamente presentan un uso preferencial de azúcar, siendo la glucosa la más 
preferida. En medios artificiales que contienen mezclas de azúcares, la glucosa típicamente se metaboliza en su 
totalidad por delante de otros azúcares. Además, muchas bacterias carecen de la capacidad de usar sacarosa. Por 
ejemplo, menos de un 50% de las cepas de Escherichia coli (E. Coli) poseen la capacidad de usar sacarosa. Por 
consiguiente, cuando un microorganismo de producción no puede usar sacarosa como una fuente de carbohidratos, 20
es deseable modificar genéticamente el microorganismo de modo que pueda usar sacarosa.

Se han descrito bacterias recombinantes que han sido modificadas genéticamente para usar sacarosa mediante 
incorporación de genes que utilizan sacarosa. Por ejemplo, Livshits et al. (Patente de EE.UU. Nº 6.960.455) describe 
la producción de aminoácidos usando cepas de Escherichia coli que contienen genes que codifican una vía 
metabólica para el uso de glucosa. Adicionalmente, Olson et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 74:1031-1040, 2007) 25
describe cepas de Escherichia coli que llevan genes responsables de la degradación de la sacarosa, lo que produce 
L-tirosina o L-fenilalanina usando sacarosa como fuente de carbono.

Además, WO 2010/051849 describe la producción de 1,2-propanodiol usando cepas de Escherichia coli que 
contienen genes para el uso de sacarosa.

Sin embargo, existe una necesidad de cepas bacterianas que sean modificadas genéticamente para usar sacarosa30
usando nuevos genes de uso de sacarosa y que tengan una mejorada capacidad de usar sacarosa. Adicionalmente, 
existe una necesidad de cepas bacterianas que sean capaces de producir glicerol y productos derivados del glicerol 
usando sacarosa como fuente de carbono.

Compendio de la invención

En una realización, la invención proporciona una bacteria recombinante que comprende en su genoma o en al 35
menos una construcción recombinante:

(a) una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de 
sacarosa, teniendo el polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento 
Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoácidos según se establece en SEQ ID NO: 24; y

(b) una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa, 40
teniendo el polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento Clustal V, 
cuando se compara con una secuencia de aminoácidos según se establece en SEQ ID NO: 26;

en donde (a) y (b) están cada una unida operativamente al mismo o diferente promotor en el que además dicha 
bacteria recombinante es capaz de metabolizar sacarosa.

En una realización, la bacteria recombinante produce 1,3-propanodiol, glicerol, y/o ácido 3-hidroxipropiónico.45

En otra realización, la invención proporciona un proceso de producción de glicerol, 1,3-propanodiol y/o ácido 3-
hidroxipropiónico a partir de sacarosa que comprende:

a) cultivar la bacteria recombinante que produce 1,3-propanodiol, glicerol, y/o ácido 3-hidroxipropiónico, descrita
en esta memoria, en presencia de sacarosa; y

b) opcionalmente, recuperar el glicerol, 1,3-propanodiol, y/o ácido 3-hidroxipropiónico producidos.50
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Breve descripción de secuencias

Las siguientes secuencias se ajustan a 37 C.F.R. 1.821 1.825 (“Requisitos para Solicitudes de Patentes que 
Contienen Descripción de Secuencias de Nucleótidos y/o Aminoácidos- las Reglas de Secuencia”) y de acuerdo con 
la Organización Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) Norma ST.25 (2009) y los requerimientos de listados de 
secuencias de la EPO y PTC (Reglas 5.2 y 49.5(a bis), y la Sección 208 y el Anexo C de las Instrucciones 5
Administrativas). Los símbolos y formato usados para los datos de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos 
cumplen las reglas representadas en 37 C.F.R. § 1.822.

Tabla A

Compendio de números SEQ ID de genes y proteínas 

Gen Secuencia codificadora SEQ ID NO: Proteína codificada SEQ ID NO:

GPD1 de Saccharomyces cerevisiae 1 2

GPD2 de Saccharomyces cerevisiae 3 4

GPP1 de accharomyces cerevisiae 5 6

GPP2 de Saccharomyces cerevisiae 7 8

dhaB1 de Klebsiella pneumoniae 9 10

dhaB2 de Klebsiella pneumoniae 11 12

dhaB3 de Klebsiella pneumoniae 13 14

aldB de Escherichia coli 15 16

aldA de Escherichia coli 17 18

aldH de Escherichia coli 19 20

galP de Escherichia coli 21 22

lac Y de Pseudomonas fluorescens Pf5 23 24

scrB de Pseudomonas fluorescens Pf5 25 26

cscB de Escherichia coli EC3132 27 28

cscA de Escherichia coli EC3132 29 30

scrK de Agrobacterium tumefaciens 31 32

scrK de Streptococcus mutans 33 34

scrK de Escherichia coli 35 36

scrK de Klebsiella pneumoniae 37 38

cscK de Escherichia coli 39 40

cscK de Enterococcus faecalis 41 42

HXK1 de Saccharomyces cerevisiae 43 44

HXK2 de Saccharomyces cerevisiae 45 46

dhaT de Klebsiella pneumoniae 47 48

dhaX de Klebsiella pneumoniae 49 50

SEQ ID NO: 51 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pSYCO101.

SEQ ID NO: 52 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pSYCO103.10

SEQ ID NO: 53 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pSYCO106.

SEQ ID NO: 54 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pSYCO109.

SEQ ID NO: 55 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pSYCO400/AGRO.

SEQ ID NOs: 56-61 son las secuencias de nucleótidos de los iniciadores usados en los Ejemplos de la presente 
memoria.15

Descripción detallada

La descripción de cada referencia representada en esta memoria se incorpora aquí por referencia en su totalidad.
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Como se usa aquí y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares “uno/a” y “el/la” incluyen referencia al 
plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Así, por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye 
una o más células y equivalentes de la misma conocidas por los expertos en la materia, y así sucesivamente.

En el contexto de esta descripción, se usan un número de términos y abreviaturas. Se proporcionan las siguientes 
definiciones.5

“Marco abierto de lectura” se abrevia como “ORF”

“Reacción en cadena de la polimerasa” se abrevia como “PCR”.

“Colección de cultivos tipo de EE.UU:” se abrevia como “ATCC”.

El término “bacteria recombinante productora de glicerol” se refiere a una bacteria que ha sido modificada 
genéticamente para ser capaz de producir glicerol y/o productos derivados del glicerol.10

El término “polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa” se refiere a un polipéptido que es capaz de 
mediar en el transporte de sacarosa dentro de las células microbianas.

El término “polipéptido que tiene actividad fructoquinasa” se refiere a un polipéptido que tiene la capacidad de 
catalizar la conversión de D-fructosa + ATP en fructosa-fosfato + ADP. Distintivo de la fructoquinasa es EC 2.7.1.4. 
Las enzimas que tienen alguna capacidad de fosforilar la fructosa, sin importar si esta actividad es su actividad 15
predominante, pueden designarse como fructoquinasas. Abreviaturas usadas para los genes que codifican 
fructoquinasas y proteínas que tienen actividad fructoquinasa incluyen, por ejemplo, “Frk”, “scrK”, “cscK” “Fk”, y 
“KHK”. La fructoquinasa está codificada por el gen scrK en Agrobacterium tumefaciens y Streptococcus mutans; y 
por el gen cscK en ciertas cepas de Escherichia coli.

El término “polipéptido que tiene actividad sacarosa hidrolasa” se refiere a un polipéptido que tiene la capacidad de 20
catalizar la hidrólisis de sacarosa para producir glucosa y fructosa. Tales polipéptidos se designan a menudo como
“invertasas” o “-fructofuranosidasas”.

Los términos “derivados de glicerol” y “productos derivados del glicerol” se usan de manera intercambiable en esta
memoria y se refieren a un compuesto que es sintetizado a partir del glicerol o en una vía que incluye glicerol. 
Ejemplos de tales productos incluyen ácido 3-hidroxipropiónico, metilglioxal, 1,2-propanodiol, y 1,3-propanodiol.25

El término “producto microbiano” se refiere a un producto que es producido por microbios, esto es, el resultado de un 
microorganismo que metaboliza una sustancia. El producto puede ser producido de forma natural por el 
microorganismo, o el microorganismo puede ser modificado genéticamente para producir el producto.

El término “sistema fosfoenolpiruvato-azúcar fosfotransferasa”, sistema “PTS”, y “PTS” se usan de manera 
intercambiable en esta memoria y se refieren al sistema de captura de azúcar dependiente de fosfoenolpiruvato.30

Los términos “proteína fosfotransportadora HPr” y “PtsH” se refieren a la proteína fosfotransportadora codificada por 
ptsH en E. Coli. Los términos “fosfoenolpiruvato-proteína fosfotransferasa” y “Ptsl” se refieren a la fosfotransferasa, 
EC 2.7.3.9, codificada por ptsl en E. Coli. Los términos “componente glucosa-específico IIA”, y “Crr” se refieren a 
enzimas designadas como EC 2.7.1.69, codificadas por crr en E.coli. PtsH, Ptsl, y Crr comprenden el sistema PTS.

El término ”PTS menos” se refiere a microorganismos que no contienen un sistema PTS en su estado nativo o un 35
microorganismo en el cual el sistema PTS ha sido inactivado a través de la inactivación de un gen PTS.

Los términos “glicerol-3-fosfato deshidrogenasa” y “G3PDH” se refieren a un polipéptido responsable de una 
actividad enzimática que cataliza la conversión de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en glicerol 3-fosfato (G3P). In 
vivo el G3PDH puede ser dependiente de NAD o NADP. Cuando se hace referencia específicamente a un cofactor 
específico glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, se usarán los términos “glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente 40
de NAD” y “glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP”. Como es generalmente el caso, las glicerol-3-
fosfato deshidrogenasas dependientes de NAD y dependientes de NADP son capaces de utilizar de manera 
intercambiable NAD y NADP (por ejemplo por la enzima codificada por gpsA), los términos glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa dependiente de NAD y dependiente de NADP se utilizaran de manera intercambiable. La enzima 
dependiente de NAD (EC 1.1.1.8) es codificada, por ejemplo, por varios genes incluyendo GPD1, también 45
denominado en esta memoria como DAR1 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:1; secuencia de 
proteína codificada representada en SEQ ID NO:2), o GPD2 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:3; 
secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID NO:4), o GPD3. La enzima dependiente de NADP (EC 
1.1.1.94) está codificada, por ejemplo, por gpsA.

Los términos “glicerol 3-fosfatasa”, “sn-glicerol 3-fosfatasa”, “D,L-glicerol fosfatasa”, y “G3P fosfatasa” se refieren a 50
un polipéptido que tiene una actividad enzimática que es capaz de catalizar la conversión de glicerol 3-fosfato y agua
en glicerol y fosfato inorgánico. La G3P fosfatasa está codificada, por ejemplo, por GPP1 (secuencia codificadora
representada en SEQ ID NO:5; secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID NO:6), o GPP2 
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(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:7; secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID 
NO:8).

El término “glicerol deshidratasa” o “enzima deshidratasa” se refiere a un polipéptido que tiene actividad enzimática 
que es capaz de catalizar la conversión de una molécula de glicerol al producto, 3-hidroxipropionaldehído (3-HPA).

Para los fines de la presente invención las enzimas deshidratasas incluyen una glicerol deshidratasa (EC 4.2.1.30) y 5
una diol deshidratasa (EC 4.2.1.28) que tienen sustratos preferidos de glicerol y 1,2-propanodiol, respectivamente. 
Se han identificado los genes para las enzimas deshidratasas en Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, 
Clostridium pasteurianum, Salmonella typhimurium, Klebsiella oxytoca, y Lactobacillus reuteri, entre otros. En cada 
caso, la deshidratasa está compuesta por tres subunidades: la grande o subunidad “”, la mediana o subunidad “” y 
la pequeña o subunidad “”. Los genes están también descritos en, por ejemplo, Daniel et al. (FEMS Microbiol Rev. 10
22, 553 (1999)) y Toraya y Mori (J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999)). Los genes que codifican la subunidad grande o 
“” (alfa) de la glicerol deshidratasa incluyen dhaB1, (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:9; 
secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID NO:10), gldA y dhaB; genes que codifican la subunidad 
mediana o “” (beta) incluyen dhaB2 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:11; secuencia de proteína 
codificada representada en SEQ ID NO:12), gldB y dhaC; genes que codifican la subunidad “” (gamma) incluyen 15
dhaB3 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:13; secuencia de proteína codificada representada en 
SEQ ID NO:14), gldC y dhaE. Otros genes que codifican la subunidad grande o “” de la diol deshidratasa incluyen 
pduC y pddA; otros genes que codifican la subunidad mediana o “” incluyen pduD y pddB; y otros genes que 
codifican la subunidad pequeña o “” incluyen pduE y pddC.

Las glicerol y diol deshidratasas están sujetas a un mecanismo basado en la inactivación suicida por glicerol y 20
algunos otros sustratos (Daniel et al. FEMS Microbiol Rev. 22, 553 (1999)). El término “factor de reactivación de 
deshidratasa” se refiere a aquellas proteínas responsables de reactivar la actividad deshidratasa. Los términos 
“actividad de reactivación de deshidratasa”, “reactivación de la actividad deshidratasa” y “degeneración de la 
actividad deshidratasa” se usan de manera intercambiable y se refieren al fenómeno de convertir una deshidratasa 
incapaz de catálisis de una reacción a una capaz de catálisis de una reacción o al fenómeno de inhibición de la 25
inactivación de una deshidratasa o al fenómeno de extensión de la vida media útil de la enzima deshidratasa in vivo. 
Se han identificado dos proteínas que están implicadas como el factor de reactivación de deshidratasa (mírese, p. 
ej.; Patente de EE.UU. Nº 6.013.494 y referencias en ella; Daniel et al., supra; Toraya and Mori, J. Biol. Chem. 274, 
3372 (1999); y Tobimatsu et al., J. Bacteriol. 181, 4110 (1999)). Genes que codifican una de las proteínas incluyen, 
por ejemplo, orfZ, dhaB4, gdrA, pduG y ddrA. Genes que codifican la segunda de las dos proteínas incluyen, por 30
ejemplo, orfX, orf2b, gdrB, pduH y ddrB.

Los términos “1,3-propanodiol oxidoreductasa”, “1,3-propanodiol deshidrogenasa” y “DhaT” se usan de manera 
intercambiable en esta memoria y se refieren a el(los) polipéptido(s) que tienen una actividad enzimática que es 
capaz de catalizar la interconversión de 3-HPA y 1,3-propanodiol siempre y cuando el(los) gene(s) que codifican tal 
actividad se encuentra que está físicamente o transcripcionalmente ligado(s) a una enzima deshidratasa en su 35
configuración natural (esto es, tipo silvestre); por ejemplo, el gen se encuentra dentro del regulon dha era el caso de 
dhaT de Klebsiella pneumoniae. Genes que codifican una 1,3-propanodiol oxidoreductasa incluyen, pero no se 
limitan a, dhaT, de Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, y Clostridium pasteurianum. Cada uno de estos 
genes codifica un polipéptido que pertenece a la familia del tipo III de las alcohol deshidrogenasas, las cuales 
exhiben un motivo conservado de unión a hierro, y tiene una preferencia por NAD

+
/NADH ligado a la interconversión 40

de 3-HPA y 1,3-propanodiol (Jhonson and Lin, J. Bacteriol. 169, 2050 (1987); Daniel et al., J. Bacteriol. 177, 2151 
(1995); y Leurs et al., FEMS Microbiol. Lett. 154, 337 (1997)). Enzimas con propiedades físicas similares se han 
aislado de Lactobacillus brevis y Lactobacillus buchneri (Veiga da Dunha y Foster, Appl. Environ. Microbiol. 58, 2005 
(1992)).

El término “regulon dha” se refiere a un conjunto de polinucleótidos asociados o marcos abiertos de lectura que 45
codifican polipéptidos que tienen varias actividades biológicas, incluyendo pero no limitado a una actividad 
deshidratasa, una actividad de reactivación, y una 1,3-propanodiol oxidoreductasa. Típicamente un regulon dha
comprende los marcos de lectura dar, orfY, dhaT, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3, y orfZ como se describe en la 
Patente de EE.UU. Nº 7.471.558.

Los términos “aldehído deshidrogenasa” y “Ald” se refieren a un polipéptido que cataliza la conversión de un 50
aldehído en un ácido carboxílico. Las aldehído deshidrogenasas pueden usar un cofactor redox como NAD, NADP, 
FAD, o PQQ. Distintivo de aldehído deshidrogenasas es EC 1.2.1.3. (dependiente de NAD); EC 1.2.1.4. 
(dependiente de NADP); EC 1.2.99.3. (dependiente de PQQ); o EC 1.2.99.7. (dependiente de FAD). Un ejemplo de 
una aldehído deshidrogenasa dependiente de NADP es AldB (SEQ ID NO:16) codificada por el gen aldB de E. Coli 
(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:15). Ejemplos de aldehído deshidrogenasas dependientes de 55
NAD incluyen AldA (SEQ ID NO: 18), codificado por el gen aldA de E. Coli (secuencia codificadora representada en 
SEQ ID NO:17); y AldH (SEQ ID NO: 20), codificado por el gen aldH de E. Coli (secuencia codificadora representada
en SEQ ID NO:19).
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Los términos “glucoquinasa” y “Glk” se usan de manera intercambiable en esta memoria y se refieren a una proteína 
que cataliza la conversión de D-glucosa + ATP en glucosa 6-fosfato + ADP. Distintivo de glucoquinasa es EC 
2.7.1.2. Glucoquinasa está codificada por glken E. Coli.

Los términos “fosfoenolpiruvato carboxilasa” y “Ppc” se usan de manera intercambiable en esta memoria y se 
refieren a una proteína que cataliza la conversión de fosfoenolpiruvato + H2O + CO2 en fosfato + ácido oxalacético. 5
Distintivo de fosfoenolpiruvato carboxilasa es EC 4.1.1.31. La fosfoenolpiruvato carboxilasa está codificada por ppc
en E. Coli.

Los términos “gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa” y “GapA” se usan de forma intercambiable en esta memoria
y se refieren a una proteína que tiene una actividad enzimática capaz de catalizar la conversión de gliceraldehído-3-
fosfato + fosfato + NAD+ en 3-fosfo-D-glicerol-fosfato + NADH + H+. Distintivo de la gliceraldehído-3-fosfato 10
dehidrogenasa es EC 1.2.1.12. La gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa está codificada por gapA en E. Coli.

Los términos “proteína control de respiración aeróbica” y “ArcA” se usan de modo intercambiable en esta memoria y 
se refieren a una proteína reguladora global. La proteína control de respiración aeróbica está codificada por ArcA en 
E. Coli.

Los términos “metilglioxal sintasa” y “MgsA” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a una 15
proteína que tiene una actividad enzimática capaz de catalizar la conversión de dihidroxiacetona fosfato en 
metilglioxal + fosfato. Distintivo de la metilglioxal sintasa es EC 4.2.3.3. La metilglioxal sintasa está codificada por 
mgsA en E. Coli.

Los términos “fosfogluconato deshidratasa” y “Edd” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a 
una proteína que tiene una actividad enzimática capaz de catalizar la conversión de 6-fosfo-gluconato en 2-ceto-3-20
deoxi-6-fosfo-gluconato + H2O. Distintivo de la fosfogluconato deshidratasa es EC 4.2.1.12. La fosfogluconato 
deshidratasa está codificada por edd en E. Coli.

El término “YciK” se refiere a una supuesta enzima codifica por yciK que está traduccionalmente acoplada a btuR, el 
gen que codifica Cob(I)alamina adenosiltransferasa en E. Coli.

El término “cob(I)alamina adenosiltransferasa” se refiere a una enzima capaz de transferir una fracción 25
deoxiadenosilo a partir del ATP a un corrinoide reducido. Distintivo de la cob(I)alamina adenosiltransferasa es EC 
2.5.1.17. La cob(I)alamina adenosiltransferasa está codificada por el gen “btuR” en E. Coli, “cobA” en Salmonella 
typhimurium, y “cobO” en Pseudomonas denitrificans.

Los términos de “galactosa-protón sym-transportador” y “GalP” se usan de forma intercambiable en esta memoria y 
se refieren a una proteína que tiene una actividad enzimática capaz de transportar un azúcar y un protón desde el 30
periplasma hacia el citoplasma. La D-glucosa es el sustrato preferido del GalP. El galactosa-protón sym-
transportador está codificado por galP en Escherichia Coli (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 21, 
secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID NO: 22).

El término “actividad catalítica no específica” se refiere al(los) polipéptido(s) que tienen una actividad enzimática 
capaz de catalizar la interconversión de 3-HPA y 1,3-propanodiol y excluye específicamente a 1,3-propanodiol 35
oxidoreductasa(s). Normalmente estas enzimas son alcohol deshidrogenasas. Tales enzimas pueden utilizar 
cofactores distintos de NAD

+
/NADH, incluyendo pero no limitados a flavinas como FAD o FMN. Se encontró un gen 

para una alcohol deshidrogenasa no específica (yqhD), por ejemplo, que estaba codificado endógenamente y 
funcionalmente expresado en cepas de E. Coli K-12.

Los términos “promotor GI largo 1.6”, “promotor GI corto/largo 1.2”, y “promotor GI largo 1.5” se refieren a 40
polinucleótidos o fragmentos que contienen un promotor del gen de la glucosa isomerasa de Streptomyces lividans
como se describe en la Patente de EE.UU. Nº 7.132.527. Estos fragmentos promotores incluyen una mutación que 
disminuye sus actividades comparado con el promotor de la glucosa isomerasa de Streptomyces lividans de tipo 
silvestre.

Los términos “función” y “función enzimática” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a una 45
la actividad catalítica de una enzima de alterar la velocidad a la que ocurre una reacción química específica sin ser 
ella misma consumida por la reacción. Se entiende que tal actividad puede aplicarse a una reacción en el equilibrio 
donde la producción de cualquier producto o sustrato puede llevarse a cabo bajo condiciones adecuadas.

Los términos de “polipéptido” y “proteína” se usan de manera intercambiable en esta memoria.

Los términos “sustrato de carbono” y “fuente de carbono” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se 50
refieren a una fuente de carbono capaz de ser metabolizada por la bacteria recombinante descrita en esta memoria
y, particularmente, fuentes de carbono que comprenden sacarosa. La fuente de carbono puede además comprender 
otros monosacáridos, disacáridos, oligosacáridos; o polisacáridos.
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Los términos “célula huésped” y “bacteria huésped” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a 
una bacteria capaz de recibir genes exógenos o heterólogos y capaz de expresar estos genes para producir un 
producto genético activo.

El término “microorganismo de producción” como se usa en esta memoria se refiere a un microorganismo, que 
incluye, pero no se limita a, aquellos que son recombinantes, usados para crear un producto específico como 1,3-5
propanodiol, glicerol, ácido 3-hidroxipropiónico, ácidos grasos poliinsaturados, y similares.

Como se usa en esta memoria, “ácido nucleico” significa un polinucleótido e incluye un polímero de bases de 
desoxiribonucleótidos o ribonucleótidos de cadena sencilla o doble. Los ácidos nucleicos también pueden incluir 
fragmentos y nucleótidos modificados. Así, los términos “polinucleótido”, “secuencia de ácido nucleico”, “secuencia 
de nucleótidos” o “fragmento de ácido nucleico” se usan de manera intercambiable en esta memoria y se refieren a 10
polímeros de RNA o DNA que es de cadena sencilla o doble, opcionalmente que contiene bases de nucleótidos no 
naturales o alteradas. Los nucleótidos (usualmente encontrados en su forma 5’-monofosfato) son denominados 
mediante su sola designación de la letra de la siguiente manera: “A” para adenilato o deoxiadenilato (para RNA o 
DNA, respectivamente), “C” para citidilato o deoxicitidilato, “G” para guanilato o deoxiguanilato, “U” para uridilato, “T” 
para deoxitimidilato, “R” para purinas (A o G), “Y” para pirimidinas (C oT), “K” para G o T, “H” para A o C o T, “I” para 15
inosina, y “N” para cualquier nucleótido.

Un polinucleótido puede ser un polímero de RNA o DNA que es de cadena encilla o doble, que opcionalmente 
contiene bases de nucleótidos sintéticas, no naturales o alteradas. Un polinucleótido en forma de polímero de DNA 
puede estar compuesto de una o más segmentos de cDNA, DNA genómico, DNA sintético o mezclas de los mismos.

“Gen” se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína específica, y que puede referirse a la 20
región codificadora solo o puede incluir secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5’ no codificadoras) y a 
continuación (secuencias 3’ no codificadoras) de la secuencia codificadora. “Gen nativo” se refieren a un gen tal 
como se encuentran en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. “Gen quimérico” se refiere a cualquier 
gen que no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas 
en la naturaleza. En consecuencia, un gen quimérico comprende secuencias reguladoras y secuencias codificadoras 25
que se derivan de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificadores derivadas de la misma 
fuente, pero organizadas de forma diferente a cómo se encuentra en la naturaleza. “Gen endógeno” se refiere a un 
gen nativo en su localización natural en el genoma de un organismo. Un gen “exógeno” se refiere a un gen que se 
introduce dentro del organismo huésped mediante transferencia génica. Los genes exógenos pueden comprender 
genes insertados dentro de un organismo no-nativo, genes introducidos dentro de una nueva localización dentro del 30
huésped nativo, o genes quiméricos.

El término “secuencia de nucleótidos nativa” se refiere a una secuencia de nucleótidos que se encuentra 
normalmente en el microorganismo huésped.

El término “secuencia de nucleótidos no nativa” se refiere a una secuencia de nucleótidos que no se encuentra 
normalmente en el microorganismo huésped.35

El término “polipéptido nativo” se refiere a un polipéptido que se encuentra normalmente en el microorganismo 
huésped.

El término “polipéptido no nativo” se refiere a un polipéptido que no se encuentra normalmente en el microorganismo 
huésped.

Los términos “encriptación” y “codificación” se usan de modo intercambiable en esta memoria y se refieren al 40
proceso mediante el cual un gen, a través de mecanismos de transcripción y traducción, genera una secuencia de 
aminoácidos.

El término “secuencia codificadora” se refiere a una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de 
aminoácidos específica.

Las “secuencias reguladoras adecuadas” se refieren a secuencias de nucleótidos localizadas corriente arriba 45
(secuencias 5’ no-codificadoras), dentro de, o corriente abajo (secuencias 3’ no-codificadoras) de una secuencia 
codificadora, y que influencia la transcripción, procesamiento o estabilidad del RNA, o la traducción de la secuencia 
codificadora asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, potenciadores, silenciadores, 
secuencia líder no traducida 5’ (p. ej. entre el sitio de comienzo de la transcripción y el codón de iniciación de la 
traducción), intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilación, sitios de procesamiento de RNA, sitios de 50
unión efectores y estructuras de horquilla.

El término “casete de expresión” se refiere a un fragmento de DNA que comprende la secuencia codificadora de un 
gen seleccionado y las secuencias reguladoras que preceden (secuencias no-codificadoras 5’) y que siguen 
(secuencias no-codificadoras 3’) a la secuencia codificadora que se requieren para la expresión del producto del gen 
seleccionado. Así, un casete de expresión está compuesto típicamente de: 1) una secuencia promotora; 2) una 55
secuencia codificadora (esto es, ORF) y, 3) una región 3’ no traducida (p. ej. un terminador) que, en eucariotas, 
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normalmente contiene un sitio de poliadenilación. El (los) casete(s) de expresión normalmente está incluido dentro 
de un vector, para facilitar el clonaje y la transformación. Diferentes organismos, incluyendo bacterias, levaduras, y 
hongos, se pueden transformar con diferentes casetes de expresión siempre y cuando se usen las secuencias 
reguladoras correctas para cada huésped.

“Transformación” se refiere a la transferencia de una molécula de ácido nucleico en un organismo, dando como 5
resultado una herencia genéticamente estable. La molécula de ácido nucleico puede ser un plásmido que se replica 
autónomamente, por ejemplo, o que puede integrarse en el genoma del organismo huésped. Los organismos 
huésped transformados con los fragmentos del ácido nucleico se refieren como organismos “recombinantes” o 
“transformados” o “transformantes”. “Transformación estable” se refiere a la transferencia de una fragmento de ácido 
nucleico en el genoma de un organismo huésped, que incluye tanto genomas nucleares como organulares, dando 10
como resultado una herencia genéticamente estable. Por el contrario, “transformación transitoria” se refiere a la 
transferencia de un fragmento de ácido nucleico dentro del núcleo, u orgánulo que contiene DNA, de un huésped 
que da como resultado la expresión génica sin integración o herencia estable.

“Degeneración de codón” se refiere a la naturaleza en el código genético que permite variación de la secuencia de 
nucleótido sin afectar a la secuencia de aminoácidos de un polipéptido codificado. El artesano experto es muy 15
consciente del “sesgo de codón” exhibido por una célula huésped específica en el uso de codones de nucleótidos 
para especificar un aminoácido dado. Por lo tanto, cuando se sintetiza un gen para mejorar la expresión en una 
célula huésped, es deseable para modificar genéticamente el gen tal que su frecuencia de uso de codón se acerque 
a la frecuencia del uso de codón preferido de la célula huésped.

Los términos “sub fragmento que es funcionalmente equivalente” y “sub fragmento funcionalmente equivalente” se 20
usan de manera intercambiable en esta memoria. Estos términos se refieren a una porción o sub secuencia de un 
fragmento de ácido nucleico aislado en el que se retiene la capacidad de alterar la expresión génica o producir un 
cierto tipo de fenotipo sin importar si el fragmento o sub fragmento codifica una enzima activa. Los genes quiméricos 
se pueden designar para su uso en la supresión mediante la ligación de un fragmento de ácido nucleico o sub
fragmento del mismo, sin importar si codifica una enzima activa, en la orientación en el sentido o en el antisentido en 25
relación a la secuencia promotora.

El término “dominio conservado” o “motivo” quiere decir un conjunto de aminoácidos conservados en posiciones 
específicas a lo largo de la secuencia alineada de proteínas evolutivamente relacionadas. Mientras los aminoácidos 
pueden variar en otras posiciones entre proteínas homólogas, los aminoácidos que están altamente conservados en 
posiciones específicas indican aminoácidos que son esenciales en la estructura, la estabilidad, o la actividad de una 30
proteína.

El término “substancialmente similar” y “corresponde substancialmente” se usan de manera intercambiable en esta
memoria. Se refieren a fragmentos de ácido nucleico donde cambios en uno o más bases de nucleótidos no afectan 
a la capacidad del fragmento de ácido nucleico para mediar en la expresión génica o de producir un cierto fenotipo. 
Estos términos se refieren a modificaciones de los fragmentos de ácidos nucleicos de la presente invención como 35
supresión o inserción de uno o más nucleótidos que no alteran substancialmente las propiedades funcionales del 
fragmento de ácido nucleico resultante en relación al fragmento no modificado inicial. Por lo tanto, se entiende, como 
los expertos en la técnica apreciarán, que la invención engloba más que las secuencias específicas ilustrativas. 
Además, el artesano experto identifica que secuencias de ácidos nucleicos substancialmente similares se definen 
también mediante su capacidad de hibridar (bajo condiciones moderadamente estrictas, p. ej. SSC (citrato sódico 40
estándar) 0,5X, SDS (dodecilsulfato sódico) 0,1%, 60º C) con las secuencias ilustradas en esta memoria, o con 
cualquier porción de la secuencia de nucleótidos descrita en esta memoria y que son funcionalmente equivalentes a 
cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos descritas en esta memoria. Las condiciones de astringencia se 
pueden ajustar a la pantalla para fragmentos moderadamente similares, como secuencias homólogas de organismos 
alejados, con fragmentos altamente similares, como genes que duplican enzimas funcionales a partir de organismos 45
estrechamente relacionados. Los lavados después de la hibridación determinan las condiciones de astringencia.

El término “hibrida selectivamente” incluye la referencia a la hibridación, bajo condiciones de hibridación 
astringentes, de una secuencia de ácido nucleico con una secuencia diana de ácido nucleico específica a un mayor 
grado detectable (p. ej. al menos dos veces más de fondo) que su hibridación a secuencias de ácidos nucleico no-
diana y a la exclusión substancial de ácidos nucleicos no-diana. Secuencias que hibridan selectivamente son 50
secuencias de dos nucleótidos en donde el complemento de una de las secuencias de nucleótidos tiene típicamente 
alrededor de 80% de identidad de secuencia, o 90% de identidad de secuencia, hasta e incluyendo 100% de 
identidad de secuencia (esto es, totalmente complementaria) a la otra secuencia de nucleótidos.

El término “condiciones astringentes” o “condiciones de hibridación astringentes” incluye la referencia a condiciones 
bajo las que una sonda hibridará selectivamente con su secuencia diana. Las sondas son secuencias de ácido 55
nucleico de cadena sencilla que son complementarias a las secuencias de ácido nucleico a detectar. Las sondas son 
“hibridables” con la secuencia de ácido nucleico a detectar. Generalmente, una sonda tiene menos de 
aproximadamente 1.000 nucleótidos de longitud, opcionalmente menor de 500 nucleótidos de longitud.
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Están bien definidos los métodos de hibridación. Típicamente, la sonda y la muestra se mezclan bajo condiciones 
que permitirán la hibridación del ácido nucleico. Esto implica poner en contacto la sonda y la muestra en la presencia 
de una sal inorgánica u orgánica bajo la concentración y condiciones de temperatura apropiadas. Se puede añadir 
opcionalmente un agente caotrópico. La hibridación de ácidos nucleicos se adapta a una variedad de formatos de 
ensayo. Uno de los mas apropiados es el formato de ensayo sándwich. Un componente primario de un ensayo tipo 5
sándwich es un soporte sólido. El soporte sólido se ha adsorbido a él o se ha acoplado covalentemente a él una 
sonda de ácido nucleico inmovilizada que está sin marcar y complementaria a una porción de la secuencia.

Las condiciones astringentes son dependientes de la secuencia y serán diferentes en diferentes circunstancias. 
Mediante el control de la astringencia de la hibridación y/o condiciones de lavado, se pueden identificar secuencias 
diana que son 100% complementarias a la sonda (sondeo homólogo). Alternativamente, las condiciones de 10
astringencia se pueden ajustar para permitir alguna discordancia en secuencias de manera que se detectan 
menores grados de similitud (sondeo heterólogo).

Típicamente, las condiciones astringentes serán aquellas en las que la concentración de sal es menor que 
aproximadamente ión Na 1,5 M, típicamente alrededor de 0,01 hasta 1,0 M de concentración de ión Na (u otras 
sales) a un de pH 7,0 hasta 8,3 y la temperatura es al menos alrededor de 30º C para sondas cortas )p. ej., de 10 a 15
50 nucleótidos) y al menos 60º C para sondas largas (p. ej., mayor de 50 nucleótidos). Se pueden alcanzar 
condiciones astringentes con la adición de agentes desestabilizantes como formamida. Condiciones ilustrativas de 
baja astringencia incluyen hibridación con una solución tampón formamida desde el 30 hasta 35%, NaCl 1 M, SDS 
1% (dodecilsulfato sódico) a 37º C, y un lavado con SSC desde 1X hasta 2X (SSC 20X = NaCl 3,0 M/citrato trisódico 
0,3 M) de 50 hasta 55º C. Condiciones ilustrativas de moderada astringencia incluyen hibridación en formamida 20
desde el 40% hasta el 45%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37º C, y un lavado con SSC desde 0,5X hasta 1X desde 55º hasta 
60º C. Condiciones ilustrativas de alta astringencia incluyen hibridación en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 
37º C, y un lavado con SSC desde 0,1X desde 60º hasta 65º C.

La especificidad es típicamente la función de los lavados después de la hibridación, siendo los factores críticos la 
fuerza iónica y la temperatura de la solución de lavado final. Para híbridos DNA-DNA, el punto de fusión térmico (Tm) 25
se puede aproximar a partir de la ecuación de Meinkoth et al., Anal. Biochem. 138: 267-284 (1984): Tm = 81,5 º C + 
16,6 (logM) + 0,41 (% GC) – 0,61 (% form) – 500/L; donde M es la molaridad de los cationes monovalentes, % GC 
es el porcentaje de nucleótidos de guanosina y citosina en el DNA, % form es el porcentaje de formamida en la 
solución de hibridación, y L es la longitud del híbrido en pares de bases. La Tm es la temperatura (bajo fuerza iónica 
y pH definidos) al cual hibrida un 50% de una secuencia diana complementaria con una sonda perfectamente 30
apareada. La Tm se reduce en alrededor de 1º C para cada 1% de desemparejamiento; así, se pueden ajustar Tm, 
hibridación y/o condiciones de lavado para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se 
buscan secuencias con una identidad > 90%, la Tm puede descender 10º C. Generalmente, se seleccionan 
condiciones de astringencia que sean alrededor de 5º C menor que la Tm para una secuencia determinada y su 
complementaria a una fuerza iónica y pH definidos. Sin embargo, condiciones de astringencia severas pueden 35
utilizar una hibridación y/o lavados a 1, 2, 3, o 4º C menos que la Tm; condiciones de astringencia moderadas 
pueden utilizar una hibridación y/o lavados a 6, 7, 8, 9, o 10º C menos que la Tm; condiciones de astringencia baja 
pueden utilizar una hibridación y/o lavados a 11, 12, 13, 14, 15 o 20º C menos que la Tm. Utilizando la ecuación, las 
composiciones de hibridación y lavado, y Tm deseada, los expertos entenderán que las variaciones en la 
astringencia de hibridación y/o condiciones de lavado se describen inherentemente. Si el grado de 40
desemparejamiento deseado da lugar a una Tm de menos de 45º C (solución acuosa) o 32º C (solución de 
formamida) es preferible incrementar la concentración de SSC para que se pueda usar una mayor temperatura. Se 
encuentra una extensa guía de la hibridación de ácidos nucleicos en Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry 
and Molecular Biology—Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part I, Chapter 2 “Overview of principles of 
hybridization and the strategy of nucleica cid probe assays”, Elsevier, New York (1993); y Current Protocols in 45
Molecular Biology, Chapter 2, Ausubel et al., Eds., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (1995). Se 
pueden aplicar condiciones de hibridación y de lavado durante al menos 10, 30, 60, 90, 120, 0 240 minutos.

“Identidad de secuencia” o “identidad” en el contexto de secuencias de ácido nucleico o polipéptido se refiere a 
bases de ácido nucleico o restos de aminoácidos en dos secuencias que son las mismas cuando se alinean para 
una correspondencia máxima sobre una ventana de comparación especificada.50

Así, el “porcentaje de identidad de secuencia” se refiere al valor determinado mediante comparación de dos 
secuencias óptimamente alineadas sobre una ventana de comparación, en donde la porción de secuencia de 
polinucleótido o polipéptido en la ventana de comparación puede comprender adiciones o supresiones (esto es, 
huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o supresiones) para un 
alineamiento óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las 55
cuales aparece la base de ácido nucleico o el resto de aminoácido idénticos en ambas secuencias para dar el 
número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones coincidentes por el número total de 
posiciones en la ventana de comparación y multiplicando los resultados por 100 para dar el porcentaje de identidad 
de secuencia. Ejemplos útiles de porcentajes de identidad de secuencia incluyen, pero no se limitan a, 50%, 55%, 
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95%, o cualquier porcentaje entero desde 50% hasta 100%. Estas 60
identidades se pueden determinar usando cualquiera de los programas descritos en esta memoria.
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Alineamientos de secuencia y porcentaje de identidad o cálculos similares pueden determinarse usando una 
variedad de métodos de comparación diseñados para detectar secuencias homólogas incluyendo, pero no limitados 
a, el programa MegAlignTM de LASERGENE computación bioinformática privada (DNASTAR Inc., Madison, WI). 
Dentro del contexto de esta aplicación se entiende que donde se usa el software de análisis de secuencia para el 
análisis, que los resultados del análisis se basarán en los “valores por defecto” del programa de referencia, a menos 5
que se especifique lo contrario. Como se usa aquí los “valores por defecto” significarán cualquier conjunto de valores 
o parámetros que originalmente se cargan con el software cuando se inicializa la primera vez.

El “método de alineamiento Clustal V” corresponde al método de alineamiento designado como Clustal V (descrito 
por Higgins and Sharp, CABIOS. 5: 151-153 (1989); Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci. 8: 189-191 (1992)) y 
establecido en el programa MegAlignTM de LASERGENE computación bioinformática privada (DNASTAR Inc., 10
Madison, WI). Para alineamientos múltiples, los valores por defecto corresponden a PENALIZACIÓN POR HUECO
(GAP PENALTY)= 10 y PENALIZACIÓN POR LONGITUD DE HUECO (GAP LENGTH PENALTY) = 10. Parámetros 
por defecto para alineamientos de pares de bases y cálculo de porcentaje de identidad de secuencias de proteínas 
usando el método Clustal V son KTUPLE= 1, GAP PENALTY= 3, WINDOW (VENTANA)= 5 y DIAGONALS SALVED 
(DIAGONALES GUARDADAS) = 5. Para ácidos nucleicos estos parámetros son KTUPLE= 2, GAP PENALTY= 5, 15
WINDOW (VENTANA)= 4 y DIAGONALS SALVED (DIAGONALES GUARDADAS)= 4. Tras el alineamiento de las 
secuencias usando el programa Clustal V, es posible obtener un “porcentaje de identidad” mediante la visualización 
de la tabla de las “distancias de secuencia” en el mismo programa.

El “método de alineamiento Clustal W” corresponde al método de alineamiento designado Clustal W (descrito por 
Higgins and Sharp, supra; Higgins, D.G. et al., supra) y establecido en el programa MegAlignTM v6.1 de 20
LASERGENE computación bioinformática privada (DNASTAR Inc., Madison, WI). Parámetros por defecto para 
alineamiento múltiple corresponden a GAP PENALTY= 10, GAP LENGTH PENALTY= 0,2, Delay Divergen Seqs 
(%)= 30, DNA Transition Weight= 0,5, Protein Weight Matrix= Gonnet Series, DNA Weight Matrix= IUB. Tras el 
alineamiento de secuencias usando el programa de Clustal W es posible obtener un “porcentaje de identidad” 
mediante la visualización de la tabla de las “distancias de secuencia” en el mismo programa.25

El “método de alineamiento BLASTN” es un algoritmo proporcionado por el National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) para comparar secuencias de nucleótidos usando parámetros por defecto.

Se entiende bien por un experto en la técnica que son útiles muchos niveles de identidad de secuencia para 
identificar polipéptidos, de otras especies, en donde tales polipéptidos tienen la misma o similar función o actividad. 
Ejemplos útiles de porcentajes de identidad incluyen, pero no se limitan a, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 30
85%, 90%, o 95%, o cualquier porcentaje entero desde 50% hasta 100%. Ciertamente, puede ser útil cualquier 
identidad de aminoácidos entera desde 50% hasta 100% en la descripción de la presente invención, como 51%, 
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. También, de interés es cualquier complementariedad de longitud 35
completa o parcial de este fragmento de nucleótidos aislado.

Así, la descripción abarcaba más que las secuencias de nucleótidos específicas ejemplo descritas en esta memoria. 
Por ejemplo, se contemplan las alteraciones en la secuencia génica que refleja la degeneración del código genético. 
También, es bien conocido en la técnica que es bien común que las alteraciones en un gen que dan como resultado 
la producción de un aminoácido químicamente equivalente en un sitio dado, no afectan a las propiedades 40
funcionales de la proteína codificada. Se definen las sustituciones para la exposición aquí como intercambios en uno 
de los cinco grupos siguientes:

1. Restos alifáticos pequeños, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);

2. Restos polares, negativamente cargados y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Glen;

3. Restos polares, positivamente cargados : His, Arg, Lys;45

4. Restos alifáticos grandes no polares: Met, Leu, Ile, Val (Cys);

5. Restos aromáticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

Así, un codón para el aminoácido alanina, un aminoácido hidrofóbico, se puede sustituir por un codón que codifica 
otros restos menos hidrofóbicos (como glicina) o un resto más hidrofóbico (como valina, leucina, o isoleucina). De 
modo similar, los cambios que dan como resultado la sustitución de un resto negativamente cargado por otro (como 50
ácido aspártico o ácido glutámico) o un resto positivamente cargados por otro (como lisina o arginina) también se 
puede esperar que produzca un producto funcionalmente equivalente. En muchos casos, los cambios de nucleótidos 
que dan como resultado una alteración de las porciones terminales N-terminal y C-terminal de la molécula de 
proteína tampoco se espera que altere la actividad de la proteína.

Cada una de las modificaciones propuestas está bien dentro de la experiencia rutinaria de la técnica, como es la 55
determinación de la actividad biológica de los productos codificados. Además, el experto en la técnica reconoce que 
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las secuencias sustancialmente similares también se definen por su capacidad de hibridar bajo condiciones 
astringentes, como se define anteriormente.

Fragmentos de ácidos nucleicos preferidos sustancialmente similares son aquellos fragmentos de ácidos nucleicos 
cuyas secuencias de nucleótidos son al menos un 70% idénticas a la secuencia de nucleótidos de los fragmentos de 
ácidos nucleicos que se citan en esta memoria. Fragmentos de ácidos nucleicos más preferidos son al menos un 5
90% idénticos a la secuencia de nucleótidos de los fragmentos de ácidos nucleicos que se citan en esta memoria.
Los más preferidos son fragmentos de ácidos nucleicos que son al menos un 95% idénticos a la secuencia de 
nucleótidos de los fragmentos de ácidos nucleicos que se citan en esta memoria.

Una “porción sustancial” de una secuencia de aminoácido o de un nucleótido es aquella porción que comprende 
suficiente secuencia de aminoácidos de un polipéptido o la secuencia de nucleótidos de un gen para supuestamente 10
identificar ese polipéptido o gen, ya sea mediante evaluación manual de las secuencias por un experto en la técnica, 
o mediante una comparación de secuencia automatizada por ordenador ye identificación usando algoritmos como 
BLAST, (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul, S. F., et al., J. Mol. Biol., 215: 403-410 (1993)). En general, 
una secuencia de 10 o más aminoácidos contiguos o treinta o más nucleótidos son necesarios para supuestamente 
identificar un polipéptido o secuencia de ácido nucleico como homóloga a una proteína o gen conocidos. Además, 15
con respecto a secuencias de nucleótidos, sondas de oligonucleótidos específicas del gen que comprenden 20-30 
nucleótidos contiguos se pueden usar en métodos de identificación de genes dependientes de secuencia (p. ej. 
Hibridación de Southern) e aislamiento (p. ej. hibridación in situ de colonias bacterianas o placas de bacteriófagos). 
Además, se pueden usar oligonucleótidos cortos de 12-15 pares de bases como cebadores de amplificación en PCR 
con el fin de obtener un fragmento de ácido nucleico concreto que comprende los cebadores. En consecuencia, una 20
“porción sustancial” de una secuencia de nucleótidos comprende suficiente secuencia para identificar y/o aislar 
específicamente un fragmento de ácido nucleico que comprende la secuencia. La presente memoria descriptiva 
enseña las secuencias de aminoácidos y nucleótidos completas que codifican proteínas concretas. El experto en la 
materia, teniendo el beneficio de las secuencias como se informa en la presente memoria, puede ahora usar todas o 
porciones sustanciales de las secuencias descritas para los propósitos conocidos por los expertos en este arte.25

El término “complementario” describe la relación entre dos secuencias de bases de nucleótidos que son capaces de 
apareamiento de bases tipo Watson-Crick cuando se alinean en una orientación antiparalela. Por ejemplo, con 
respecto al DNA, la adenosina es capaz de aparearse con la timina, y la citosina es capaz de aparearse con la 
guanina. Por consiguiente, la presente invención puede hacer uso de moléculas de ácido nucleico aisladas que son 
complementarias a las secuencias completas como se informa en el Listado de Secuencias que acompaña y la 30
especificación al igual que aquellas secuencias de ácidos nucleicos sustancialmente similares.

El término “aislado” se refiere a un polipéptido o secuencia de nucleótidos que se retira de al menos un componente 
con el cual está naturalmente asociado.

“Promotor” se refiere a una secuencia de DNA capaz de controlar la expresión de una secuencia codificadora o RNA 
funcional. La secuencia promotora consiste en elementos proximales y más distales corriente arriba, los últimos 35
elementos se refieren a menudo a potenciadores. Por consiguiente, un “potenciador” es una secuencia de DNA que 
puede estimular la actividad promotora, y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterólogo 
insertado para aumentar el nivel o la especificidad de tejido de un promotor. Los promotores se pueden derivar en su 
totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de diferentes elementos derivados de distintos promotores que se 
encuentran en la naturaleza, o incluso que comprenden segmentos sintéticos de DNA. Se entenderá por los 40
expertos en la técnica que distintos promotores pueden dirigir la expresión de un gen en distintos tipos de tejidos o 
células, o a distintas etapas de desarrollo, o en respuesta a distintas condiciones ambientales. Se reconoce, además 
que en la mayoría de los casos los límites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido completamente, 
fragmentos con alguna variación podrían tener una actividad promotora idéntica. Los promotores que causan que un 
gen se exprese en la mayoría de tipos celulares se denominan comúnmente “promotores constitutivos”.45

“Secuencias 3’ no codificadoras”, “terminador de la transcripción” y “secuencias de terminación” se usan de manera 
intercambiable en esta memoria y se refieren a secuencias de DNA localizadas corriente debajo de una secuencia 
codificadora, incluyendo secuencias de reconocimiento de poliadenilación y otras secuencias que codifican señales 
reguladoras capaces de afectar al procesamiento de RNA o la expresión génica. La señal de poliadenilación 
usualmente se caracteriza por afectar a la adición de extensiones de ácido poliadenílico en el extremo 3’ del RNA 50
precursor.

El término “ligado operativamente” se refiere a la asociación de secuencias de ácidos nucleicos a un fragmento 
único de ácido nucleico de manera que la función de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor está 
operativamente ligado a una secuencia codificadora cuando es capaz de afectar a la expresión de esa secuencia 
codificadora (esto es, la secuencia codificadora está bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias 55
codificadoras pueden ligarse operativamente a secuencias reguladoras en una orientación sentido o antisentido. En 
otro ejemplo, las regiones complementarias de RNA pueden estar ligadas operativamente, ya sea directa o 
indirectamente, 5’ al mRNA diana, o 3’ al mRNA diana, o dentro del mRNA diana, o una primera región 
complementaria es 5’ y su complemento es 3’ para el mRNA diana.
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Las técnicas estándar de DNA recombinante y clonación molecular usadas en esta memoria se conocen bien en la 
técnica y se describen más completamente en Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989). Los métodos de transformación 
se conocen bien por aquellos expertos en la técnica y se describen más adelante en esta memoria.

“PCR” o “reacción en cadena de la polimerasa” es una técnica para la síntesis de grandes cantidades de segmentos 5
específicos DNA y consiste en una serie de ciclos repetitivos (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT). 
Típicamente, el DNA de doble cadena se desnaturaliza con calor, los dos cebadores complementarios al extremo 3’ 
del segmento diana se alinean a baja temperatura y se elongan a temperatura intermedia. Un conjunto de estos 
pasos consecutivos se conoce como un “ciclo”.

Un “plásmido” o un “vector” es un elemento extra cromosómico que a menudo lleva genes que no son parte del 10
metabolismo central de la célula, y usualmente en forma de fragmentos circulares de doble cadena. Tales elementos 
pueden ser secuencias que se replican autónomamente, secuencias que se integran en el genoma, fagos, o 
secuencias de nucleótidos, lineales o circulares, de DNA o RNA de cadena sencilla o doble, derivados de cualquier 
fuente, en la que un número de secuencias de nucleótidos se han unido o recombinado en una única construcción 
que es capaz de introducir un(os) casete(s) de expresión dentro de una célula.15

El término “alterado genéticamente” se refiere al proceso de intercambio de material hereditario mediante ingeniería 
genético, transformación y/o mutación.

El término “recombinante” se refiere a una combinación artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro 
modo, p. ej. mediante síntesis química o por la manipulación de segmentos aislados de ácidos nucleicos mediante 
técnicas de ingeniería genética. “Recombinante” también incluye la referencia a una célula o vector, que ha sido 20
modificado mediante la introducción de un ácido nucleico heterólogo o una célula derivada de una célula así 
modificada, pero no abarca la alteración de la célula o vector por eventos naturales que ocurren (p. ej. mutación 
espontánea, transformación natural, transducción natural, transposición natural) como los que ocurren sin la 
intervención humana deliberada.

Los términos “producto de construcción recombinante”, “producto de construcción de expresión”, “producto de 25
construcción quimérico”, “producto de construcción”, y “producto de construcción de DNA recombinante”, se usan de 
forma intercambiable en esta memoria. Un producto de construcción recombinante comprende una combinación 
artificial de fragmentos de ácido nucleico, p. ej. secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas 
en la naturaleza. Por ejemplo, un producto de construcción recombinante puede comprender secuencias 
reguladoras y secuencias codificadoras que se derivan de distintas fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias 30
codificadoras derivadas de la misma fuente, pero reorganizadas de una manera diferente que la encontrada en la 
naturaleza. Tal construcción se puede utilizar por si misma o se puede usar en conjunto con un vector. Si se usa un 
vector, entonces la elección de un vector depende del método que se utilizará para transformar las células huésped 
como es bien sabido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un vector plasmídico. El experto en 
la materia es muy consciente de los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector para transformar 35
con éxito, seleccionar y propagar las células huésped que comprenden cualquiera de los fragmentos de ácidos 
nucleicos aislados descritos en esta memoria. El experto en la materia también reconocerá que los eventos 
independientes de transformación pueden dar como resultado diferentes niveles y patrones de expresión (Jones et 
al., EMBO J. 4: 2411-2418 (1985); De Almeida et al., Mol. Gen. Genetics 218: 78-86 (1989)), y de esta forma que los 
eventos múltiples pueden necesitar ser examinados con el fin de obtener líneas que muestran el nivel de expresión y 40
patrón deseados. Tal selección puede realizarse mediante análisis de Southern de DNA, análisis de Northern de la 
expresión de mRNA, análisis por inmunoelectrotransferencia de la expresión de proteína, o análisis fenotípico, entre 
otros.

El término “expresión“, como se usa aquí, se refiere a la producción de un producto final funcional (p. ej. un mRNA o 
una proteína [ya sea precursora o madura]).45

El término “introducido” significa aportar un ácido nucleico (p. ej. producto de construcción de expresión) o proteína 
dentro de una célula. Introducido incluye la referencia a la incorporación de un ácido nucleico dentro de una célula 
eucariota o procariota donde el ácido nucleico puede ser incorporado dentro del genoma de la célula, e incluye 
referencia al suministro transitorio de un ácido nucleico o proteína a la célula. Introducido incluye referencia a 
métodos de transformación estables o transitorios, así como cruce sexual. Por tanto, “introducido” en el contexto de 50
insertar un fragmento de ácido nucleico (p. ej. un producto de construcción recombinante/ producto de construcción
de expresión) dentro de una célula, significa “transfección” o “transformación” o “transducción” e incluye referencia a 
la incorporación de un fragmento de ácido nucleico dentro de una célula eucariota o procariota donde el fragmento 
de ácido nucleico se puede incorporar dentro del genoma de la célula (p. ej. cromosoma, plásmido, plasto o DNA 
mitocondrial), convertido en un replicón autónomo, o expresado transitoriamente (p. ej. mRNA transfectado).55

El término “homólogo” se refiere a proteínas o polipéptidos de origen evolutivo común con función catalítica similar. 
La invención puede incluir bacterias que producen proteínas homólogas mediante tecnología recombinante.
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Descritas en la presente memoria están las bacterias recombinantes que han sido diseñadas para usar sacarosa 
usando nuevos genes de utilización de sacarosa de Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens). Específicamente, 
las bacterias recombinantes descritas en esta memoria comprenden en su genoma o en al menos un producto de 
construcción recombinante: una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que posee actividad 
transportadora de sacarosa, el polipéptido que tiene al menos una identidad de secuencia del 95%, según un 5
método de alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoácidos según se establece en 
SEQ ID NO: 24; y una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que posee actividad hidrolasa de 
sacarosa, el polipéptido que tiene al menos una identidad de secuencia del 95%, según un método de alineamiento 
Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoácidos según se establece en SEQ ID NO: 26. Las 
secuencias de nucleótidos están cada una ligadas operativamente al mismo o a diferente promotor. En algunas 10
realizaciones, las bacterias recombinantes son capaces de metabolizar sacarosa para producir glicerol y/o productos 
derivados del glicerol.

Bacterias huésped adecuadas para usar en la construcción de las bacterias recombinantes descritas en esta 
memoria incluyen, pero no están limitadas a, organismos del género: Escherichia, Streptococcus, Agrobacterium,
Bacillus, Corynebacterium, Lacto-bacillus, Clostridium, Gluconobacter, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, 15
Aerobacter, Methylobacter, Salmonella, Streptomyces, y Pseudomonas.

En una realización, la bacteria huésped se selecciona del género: Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, y Aerobacter.

En otra realización, la bacteria huésped es Escherichia coli.

En algunas realizaciones, la bacteria huésped es PTS menos. En estas realizaciones, la bacteria huésped es PTS 
menos en su estado nativo, o puede dar PTS menos a través de la inactivación de un gen PTS como se describe 20
debajo.

En producción de microorganismos, es deseable algunas veces desligar el transporte de azúcares y el uso de 
fosfoenolpiruvato (PEP) para la fosforilación de los azúcares transportados.

El término “regulación a la baja” se refiere a la reducción en, o abolición de, la actividad de la(s) proteína(s) activa(s), 
en comparación con la actividad de la(s) proteína(s) salvaje(s). Las PTS pueden ser inactivadas (dando como 25
resultado un organismo “PTS menos”) mediante regulación a la baja de la expresión de uno o más de los genes 
endógenos que codifican proteínas requeridas en este tipo de transporte. La regulación a la baja ocurre típicamente 
cuando uno o más de estos genes tiene una “ruptura”, refiriéndose a una inserción, supresión, o mutación dirigida 
dentro de una porción de ese gen, que da como resultado, ya sea un gen completo knockout como el gen de tal 
manera que se elimina el gen del genoma y no se traduce ninguna proteína, o una proteína que se ha traducido de 30
tal manera que tiene una inserción, supresión, sustitución de aminoácido u otra mutación dirigida. La localización de 
la interrupción en la proteína puede ser, por ejemplo, dentro de la porción N-terminal de la proteína o dentro de la 
porción C-terminal de la proteína. La proteína interrumpida tendrá actividad disminuida con respecto a la proteína 
que no ha sido interrumpida, y puede ser no-funcional. La regulación a la baja que da como resultado una baja o 
ausente expresión de la proteína, también podría resultar mediante manipulación de las secuencias reguladoras, 35
factores de transcripción y traducción y/o vías de transducción de señales o mediante el uso de sentido, antisentido 
o tecnología del RNAi, etc.

Los polipéptidos transportadores de sacarosa son polipéptidos que son capaces de mediar en el transporte de 
sacarosa dentro de las células microbianas. Los péptidos transportadores de sacarosa son conocidos en la técnica, 
por ejemplo el polipéptido CscB de la cepa salvaje EC3132 de E. Coli (establecido en SEQ ID NO:28), codificado por 40
el gen cscB (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:27), como se describe por Jahreis et al. (J. 
Bacteriol. 184: 5307-5316, 2002). El gen lac Y de Pseudomonas fluorescens Pf5 ATCC® BAA-477 (secuencia 
codificadora representada en SEQ ID NO: 23) codifica un polipéptido (establecido en SEQ ID NO: 24) que es un 
41% idéntico a la conocida proteína transportadora de sacarosa CscB, de la cepa EC3132 de Escherichia coli. Sin 
embargo, no hay actividad conocida demostrada para este polipéptido.45

En otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de 
sacarosa tiene al menos un 95% de identidad de secuencia, según el método de alineamiento BLASTN, cuando se 
compara con una secuencia de nucleótidos como la representada en SEQ ID NO: 23.

En otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad transportadora de sacarosa 
tiene una secuencia de nucleótidos representada en SEQ ID NO: 23.50

En otra realización, el polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa tiene al menos un 95% de 
identidad de secuencia, según el método de alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de 
aminoácidos como la representada en SEQ ID NO: 24.

En otra realización, el polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa tiene una secuencia de 
aminoácidos representada en SEQ ID NO: 24.55
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Los polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa tienen la capacidad de catalizar la hidrólisis de sacarosa 
a los productos fructosa y glucosa. Son conocidos los polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa, e 
incluyen, CscA de la cepa salvaje EC3132 de E. Coli (establecido en SEQ ID NO: 30), codificado por el gen cscA
(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 29), como se describe en Jahreis et al. (J. Bacteriol. 184: 
5307-5316, 2002). El gen scrB de Pseudomonas fluorescens Pf5 ATCC® BAA-477 (secuencia codificadora 5
representada en SEQ ID NO: 25) codifica un polipéptido (establecido en SEQ ID NO: 26) que es un 47% idéntico a 
la conocida hidrolasa de sacarosa CscA, de la cepa EC3132 de Escherichia coli. Sin embargo, no hay actividad 
conocida demostrada para este polipéptido.

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa 
tiene al menos una identidad de secuencia del 95%, según un método de alineamiento BLASTN, cuando se 10
compara con una secuencia de nucleótidos según se establece en SEQ ID NO: 25.

En otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa 
tiene una secuencia de nucleótidos representada en SEQ ID NO: 25.

En una realización, el polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa tiene al menos una identidad de 
secuencia del 95%, según un método de alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de 15
aminoácidos según se establece en SEQ ID NO: 26.

En otra realización, el polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa tiene una secuencia de aminoácidos 
representada en SEQ ID NO: 26.

Las bacterias recombinantes descritas en esta memoria pueden comprender además en sus genomas o en al 
menos un producto de construcción recombinante, una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que 20
tiene actividad fructoquinasa para permitir a las bacterias utilizar la fructosa producida por la hidrólisis de sacarosa. 
Los polipéptidos que tienen actividad fructoquinasa incluyen fructoquinasas (designadas EC 2.7.1.4) y varias hexosa 
quinasas que tienen actividad de fosforilar fructosa (EC 2.7.1.3. y EC 2.7.1.1). La actividad fosforiladora de fructosa 
puede ser exhibida por hexoquinasas y cetohexoquinasas. Los genes representativos que codifican polipéptidos de 
una variedad de microorganismos, que se pueden usar para construir las bacterias recombinantes descritas en esta 25
memoria están enumerados en la Tabla 1. Un experto en la técnica conocerá esas proteínas que son 
sustancialmente similares a la proteína que es capaz de fosforilar fructosa (como codificadas por los genes 
enumerados en la Tabla 1) que también se pueden usar.

Tabla 1

Secuencias que Codifican Enzimas con Actividad Fructoquinasa30

Fuente Nombre del gen Número EC SEQ ID NO: de 
Nucleótido

SEQ ID NO: de 
Proteína

Agrobacterium tumefaciens scrK (fructoquinasa) 2.7.1.4 31 32

Streptococcus mutans scrK (fructoquinasa) 2.7.1.4 33 34

Escherichia coli scrK (fructoquinasa) 2.7.1.4 35 36

Klebsiella pneumoniae scrK (fructoquinasa) 2.7.1.4 37 38

Escherichia coli cscK (fructoquinasa) 2.7.1.4 39 40

Enterococcus faecalis cscK (fructoquinasa) 2.7.1.4 41 42

Saccharomyces cerevisiae HXK1 (hexoquinasa) 2.7.1.1 43 44

Saccharomyces cerevisiae HXK2 (hexoquinasa) 2.7.1.1 45 46

En una realización, el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa tiene al menos una identidad de secuencia del 
95%, según un método de alineamiento Clustal V, con una secuencia de aminoácidos según se establece en SEQ 
ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, o 
SEQ ID NO: 46..

En otra realización, el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa tiene una secuencia de aminoácidos 35
representada en SEQ ID NO: 40.

Las secuencias codificadoras de los genes que codifican polipéptidos que tienen actividad transportadora de 
sacarosa y polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa se pueden usar para aislar secuencias de 
nucleótidos que codifican polipéptidos homólogos de la misma o de otras especies microbianas. Por ejemplo, se 
pueden identificar homólogos de los genes usando software de análisis de secuencia, como BLASTN, para buscar 40
bases de datos de secuencias de ácidos nucleicos públicamente disponibles. Además, el aislamiento de genes 
homólogos usando protocolos dependientes de secuencia se conoce bien en la técnica. Ejemplos de protocolos 
dependientes de secuencia incluyen, pero no se limitan a, métodos de hibridación de ácidos nucleicos, y métodos de 
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amplificación de DNA y RNA como se ejemplifica mediante varios usos de tecnologías de amplificación de ácidos 
nucleicos (p. ej. reacción en cadena de la polimerasa (PCR), Mullis et al., Patente de EE.UU. Nº 4.683.202; reacción 
en cadena de la ligasa (LCR), Tabor, S. Et al., Proc. Acad. Sci. USA 82, 1074, 1985); o amplificación por 
desplazamiento de cadena (SDA), Walker, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89: 392, (1992)). Por ejemplo, la 
secuencia de nucleótidos que codifica los polipéptidos descritos arriba se pueden emplear como una sonda de 5
hibridación para la identificación de homólogos.

Uno con experiencia ordinaria en la técnica aprecia que aquellos genes que codifican estos polipéptidos aislados de 
otras fuentes se pueden usar en las bacterias recombinantes descritas en esta memoria. Además, se pueden hacer 
variaciones en las secuencias de nucleótidos que codifican los polipéptidos sin afectar a la secuencia de 
aminoácidos del polipéptido codificado debido a la degeneración de codón, y esas sustituciones de aminoácidos, 10
supresiones o adiciones que producen una proteína sustancialmente similar se pueden incluir en la proteína 
codificada.

Las secuencias de nucleótidos que codifican los polipéptidos que tienen actividad transportadora de sacarosa y los 
polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa se pueden aislar usando PCR (véase, p. ej. Patente de 
EE.UU. Nº 4.683.202) y cebadores diseñados para unirse a la secuencia deseada, por ejemplo como se describe en 15
el Ejemplo 1 de la presente memoria. Se conocen bien otros métodos de aislamiento de genes por uno experto en la 
técnica tal como usando cebadores degenerados o hibridación con sonda heteróloga. Las secuencias de nucleótidos 
se pueden sintetizar químicamente o adquirirse comercialmente de vendedores como DNA2.0 Inc. (Menlo Park, CA).

La expresión de los polipéptidos puede efectuarse usando unos de los muchos métodos conocidos por un experto 
en la técnica. Poe ejemplo, las secuencias de nucleótidos que codifican los polipéptidos descritos más arriba se 20
pueden introducir dentro de la bacteria en al menos un plásmido multicopia, o mediante la integración de una o más 
copias de las secuencias codificadoras dentro del genoma huésped. Las secuencias de nucleótidos que codifican los 
polipéptidos se pueden introducir dentro de la bacteria huésped separadamente (p. ej. en plásmidos separados) o en 
cualquier combinación (p. ej., en un único plásmido, como se describe en los Ejemplos de la presente memoria.

Las regiones codificadoras introducidas que son ya sea en un(os) plásmido(s) o en el genoma, se pueden expresar 25
a partir de al menos un promotor altamente activo. Una región codificadora integrada puede ser introducida ya sea 
como parte de un gen quimérico que tiene su propio promotor, o ser integrada adyacente a un promotor altamente 
activo que es endógeno al genoma o en un operón altamente expresado. Promotores adecuados incluyen, pero no 
se limitan a, CYC1, HIS3, GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO, y lac, ara, 
tet, trp, IPL, IPR, T7, tac, y trc (útiles para la expresión en Escherichia coli) así como los promotores amy, apr, npr y 30
varios promotores de fagos útiles para la expresión en Bacillus. El promotor puede también ser el promotor de la 
glucosa isomerasa de Streptomyces lividans o un variante del mismo, descrito por Payne et al. (Patente de EE.UU.
Nº 7.132.527).

En una realización, las bacterias recombinantes descritas en esta memoria son capaces de producir glicerol. Se 
conocen procesos biológicos para la preparación de glicerol usando carbohidratos o azúcares en levaduras y en 35
algunas bacterias, otros hongos, y algas. Ambas, bacterias y levaduras, producen glicerol mediante la conversión de 
glucosa u otros carbohidratos a través de la vía de la fructosa-1,6-bifosfato en la glicolisis. En el método de 
producción de glicerol descrito en esta memoria, las bacterias huésped se pueden usar para que naturalmente 
produzcan glicerol. Además, las bacterias se pueden modificar genéticamente para la producción de glicerol y 
derivados de glicerol. La capacidad de producción de glicerol a partir de una variedad de sustratos se puede 40
proporcionar a través de la expresión de las actividades enzimáticas glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y/o 
glicerol-3-fosfatasa como se describe en la Patente de EE.UU. Nº 7.005.291. Genes que codifican estas proteínas 
que se pueden usar para expresar las actividades enzimáticas en una bacteria huésped están descritos en la 
Patente de EE.UU. Nº 7.005.291. Ejemplos adecuados de genes que codifican polipéptidos que tienen actividad 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa incluyen, pero no se limitan a, GPD1 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia 45
codificadora representada en SEQ ID NO: 1, secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID NO: 2) y 
GPD2 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 3, secuencia de proteína 
codificada representada en SEQ ID NO: 4). Ejemplos adecuados de genes que codifican polipéptidos que tienen 
actividad glicerol-3-fosfatasa incluyen, pero no se limitan a, GPP1 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia 
codificadora representada en SEQ ID NO: 5, secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID NO: 6) y 50
GPP2 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 7, secuencia de proteína 
representada en SEQ ID NO: 8).

El aumento de la producción de glicerol se puede lograr a través de la reducción de la expresión de genes 
endógenos diana. La regulación a la baja de los genes endógenos que codifican las actividades de glicerol quinasa y 
de glicerol deshidrogenasa mejora aún más la producción de glicerol como se describe en la Patente de EE.UU. Nº55
7.005.291. El aumento de la canalización de carbono a glicerol puede llevarse a cabo mediante la reducción de la 
expresión del gen endógeno que codifica la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, como se describe en la Patente 
EE.UU. Nº 7.371.558. La regulación a la baja puede llevarse a cabo usando cualquier método conocido en la 
técnica, por ejemplo, los métodos descritos más arriba para la regulación a la baja de genes del sistema PTS.
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El glicerol proporciona un sustrato para la producción microbiana de productos útiles. Ejemplos de tales productos, 
esto es, derivados de glicerol incluyen, pero no se limitan a, ácido 3-hidroxipropiónico, metilglioxal, 1,2-propanodiol, y 
1,3-propanodiol.

En otra realización, las bacterias recombinantes descritas en esta memoria son capaces de producir 1,3-
propanodiol. El derivado de glicerol 1,3-propanodiol el un monómero que tiene potencial utilidad en la producción de 5
fibras de poliéster y la fabricación de poliuretanos y compuestos cíclicos. El 1,3-propanodiol se puede producir por 
un único microorganismo mediante la bioconversión de un sustrato de carbono distinto de glicerol o dihidroxiacetona, 
como se describe en la Patente de EE.UU. Nº 5.686.276. En esta bioconversión, el glicerol se produce a partir del 
sustrato de carbono, como se describió anteriormente. El glicerol es convertido al intermedio 3-
hidroxipropionaldehído por la enzima deshidratasa, que puede ser codificada por la bacteria huésped o puede ser 10
introducida dentro del huésped por recombinación. La deshidratasa puede ser glicerol deshidratasa (E.C. 4.2.1.30), 
diol deshidratasa (E.C. 4.2.1.28) o cualquier otra enzima capaz de catalizar esta conversión. Un ejemplo adecuado 
de genes que codifican las subunidades “” (alfa), “” (beta), y “” (gamma) de la glicerol deshidratasa incluyen, pero 
no se limitan a, dhaB1 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 9), dhaB2 (secuencia codificadora 
representada en SEQ ID NO: 11), dhaB3 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 13), 15
respectivamente, de Klebsiella pneumoniae. La conversión ulterior de 3-hidroxipropionaldehído en 1,3-propanodiol 
puede ser catalizada por la 1,3-propanodiol deshidogenasa (E.C. 1.1.1.202) u otras alcohol deshidrogenasas. Un 
ejemplo adecuado de un gen que codifica una 1,3-propanodiol deshidrogenasa es dha T de Klebsiella pneumoniae
(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 47, secuencia de proteína codificada representada en SEQ ID 
NO: 48).20

Las bacterias pueden ser diseñadas de manera recombinante para proporcionar una producción más eficiente de 
glicerol y del derivado de glicerol 1,3-propanodiol. Por ejemplo, la Patente de EE.UU. Nº 7.005.291 describe 
microorganismos transformados y un método para la producción de glicerol y 1,3-propanodiol con ventajas derivadas 
de expresar actividades endógenas de uno o ambas, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y glicerol-3-fosfato fosfatasa, 
mientras que la interrupción de una o ambas de las actividades endógenas al tiempo que se interrumpe una o 25
ambas de las actividades endógenas de glicerol quinasa y glicerol deshidrogenasa.

La Patente de EE.UU. Nº 6.013.494 describe un proceso para la producción de 1,3-propanodiol, usando un único 
microorganismo que comprende glicerol-3-fosfato deshidrogenasas, glicerol-3-fosfato fosfatasa, deshidratasa, y 1,3-
propanodiol oxidoreductasa (p.ej. dhaT). La Patente de EE.UU. Nº 6.136.576 describe un método para la producción 
de 1,3-propanodiol, que comprende un microorganismo recombinante que comprende además deshidratasa y 30
proteína X (más tarde identificado como un péptido factor de reactivación de la deshidratasa).

La Patente de EE.UU. Nº 6.514.733 describe una mejora del proceso donde se produce un aumento significativo en 
el título (gramos de producto por litro) en virtud de una actividad catalítica no específica (distinguida de 1,3-
propanodiol oxidoreductasa codificada por dha T) para convertir 3-hidroxipropionaldehído en 1.3-propanodiol. 
Además, la Patente de EE.UU. Nº 7.132.527 describe vectores y plásmidos útiles para la producción de 1,3-35
propanodiol.

Se puede lograr un aumento en la producción de 1,3-propanodiol mediante modificaciones adicionales a una 
bacteria huésped, incluyendo regulación a la baja de la expresión de algunos genes diana y regulación al alza, 
expresión de otros genes diana, como se describe en la Patente de EE.UU. Nº 7.371.558. Para la utilización de 
glucosa como fuente de carbono en un huésped PTS menos se puede aumentar la expresión de la actividad 40
glucoquinasa.

Genes adicionales cuya expresión aumentada o sobre regulada incrementa la producción de 1,3-propanodiol 
incluyen genes que codifican:

 fosfoenolpiruvato carboxilasa típicamente caracterizada como EC 4.1.1.31

 cob(I)alamina adenosiltransferasa, típicamente caracterizada como EC 2.5.1.1745

 actividad catalítica no específica que es suficiente para catalizar la interconversión de 3-HPA y 1,3-propanodiol, y 
excluye específicamente 1,3-propanodiol oxidoreductasa(s), típicamente estas enzimas son alcohol 
deshidrogenasas

Genes cuya expresión reducida o sub regulada incrementa la producción de 1,3-propanodiol incluyen genes que 
codifican:50

 proteína de control de la respiración aeróbica

 metilglioxal sintasa

 acetato quinasa

 fosfotransacetilasa
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 aldehído deshidrogenasa A

 aldehído deshidrogenasa B

 triosafosfato isomerasa

 fosfogluconato deshidratasa

En otra realización, las bacterias recombinantes descritas en esta memoria son capaces de producir ácido 3-5
hidroxipropiónico. El ácido 3-hidroxipropiónico tiene utilidad en la síntesis de la especialidad y se puede convertir en 
intermedios comercialmente importantes por la técnica conocida en la industria química, p. ej., ácido acrílico por 
deshidratación, ácido malónico por oxidación, ésteres por reacciones de esterificación con alcoholes, y 1,3-
propanodiol por reducción. El ácido 3-hidroxipropiónico se puede producir biológicamente a partir de una fuente 
fermentable de carbono por un único microorganismo, como se describe en tramitación con la presente y de 10
propiedad común de EE.UU., solicitud de patente Nº 12/815461. En una ruta biosintética representativa, un sustrato 
de carbono es convertido en 3-hidroxipropionaldehído, como se describe más arriba para la producción de 1,3-
propanodio. El 3-hidroxipropionaldehído es convertido en ácido 3-hidroxipropiónico por una aldehído 
deshidrogenasa. Ejemplos adecuados de aldehído deshidrogenasas incluyen, pero no se limitan a, AldB (SEQ ID 
NO: 16), codificada por el gen de E. Coli aldB (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 15); AldA (SEQ 15
ID NO: 18), codificada por el gen de E. Coli aldA (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 17); y AldH 
(SEQ ID NO: 20), codificada por el gen de E. Coli aldH (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 19).

Muchas de las modificaciones descritas más arriba para mejorar la producción de 1,3-propanodiol por una bacteria 
recombinante se pueden hacer también para mejorar la producción de ácido 3-hidroxipropiónico. Por ejemplo, la 
eliminación de la glicerol quinasa previene que el glicerol, formado a partir de G3P por la acción de la G3P fosfatasa, 20
sea reconvertido en G3P a expensas de ATP. También, la eliminación de la glicerol deshidrogenasa (por ejemplo, 
gldA) previene que el glicerol, formado a partir de DHAP por la acción de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 
dependiente de NAD, de ser convertido en hidroxiacetona. Las mutaciones se pueden dirigir hacia un gen estructural 
con el fin de perjudicar o mejorar la actividad de una actividad enzimática o se puede dirigir hacia un gen regulador, 
incluyendo regiones promotoras y sitios de unión a ribosomas, con el fin de modular el nivel de expresión de una 25
actividad enzimática.

La regulación al alza o regulación a la baja se puede lograr mediante una variedad de métodos que son conocidos 
por aquellos expertos en la técnica. Se entiende bien que la regulación al alza o regulación a la baja de un gen se 
refiere a una alteración en el nivel de actividad presente en la célula que se deriva de la proteína codificada por ese 
gen en relación al nivel de control de la actividad, por ejemplo, por la actividad de la proteína codificada por el gen 30
salvaje (o no alterado) correspondiente.

Genes específicos involucrados en una vía enzimática pueden ser sobre regulados para incrementar la actividad de 
su(s) función(es) codificada(s). Por ejemplo, se pueden introducir copias adicionales de genes seleccionados dentro 
de la célula huésped o plásmidos multicopia como pBR322. Tales genes se pueden integrar dentro del cromosoma 
con secuencias reguladoras apropiadas que dan como resultado una actividad incrementada de sus funciones 35
codificadas. Los genes diana se pueden modificar con el fin de estar bajo el control de promotores no nativos o 
promotores nativos alterados. Se pueden alterar los promotores endógenos in vivo mediante mutación, supresión y/o 
sustitución.

Alternativamente, puede ser útil reducir o eliminar la expresión de ciertos genes en relación a un nivel de actividad 
dado. Se conocen los métodos de sub regular (interrupción) genes por aquellos expertos en la materia.40

Puede ocurrir regulación a la baja mediante supresión, inserción, o alteración de las regiones codificadoras y/o 
reguladoras (promotor). Se pueden obtener sub regulaciones específicas mediante mutación aleatoria seguido de 
chequeo o selección, o, donde se conoce la secuencia del gen, mediante intervención directa por métodos de 
biología molecular conocidos por aquellos expertos en la técnica. Un método útil en particular, pero no exclusivo, 
para efectuar regulación a la baja es alterar la fuerza del promotor.45

Además, la regulación a la baja de una expresión génica se puede usar para ya sea prevenir la expresión de la 
proteína de interés o para dar como resultado la expresión de una proteína que es no funcional. Esto se puede 
lograr por ejemplo, por 1) suprimiendo las regiones codificadoras y/o regiones reguladoras (promotoras), 2) 
insertando secuencias de ácidos nucleicos exógenas dentro de las regiones codificadoras y/o regiones reguladoras 
(promotoras), y 3) alterando las regiones codificadoras y/o regiones reguladoras (promotoras) (por ejemplo, 50
haciendo cambios de pares de bases). Se pueden obtener interrupciones específicas mediante mutación aleatoria 
seguido de chequeo o selección, o, en casos donde se conocen las secuencias génicas, se pueden obtener 
interrupciones específicas mediante intervención directa usando métodos de biología molecular conocidos por 
aquellos expertos en la técnica. Un método útil en particular es la supresión de cantidades significativas de regiones 
codificadoras y/o regiones reguladoras (promotoras).55

Se conocen métodos de alterar la expresión de proteína recombinante por aquellos expertos en la técnica, y se 
tratan en parte en Baneyx, Curr. Opin. Biotechnol. (1999) 10: 411; Ross, et al., J. Bacteriol. (1998) 180: 5375; 
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deHasefh, et al., J. Bacteriol. (1998) 180: 3019; Smolke and Keasling, Biotechnol. Bioeng. (2002) 80: 762; Swartz, 
Curr. Opin. Biotech. (2009) 12: 195; y Ma, et al., J. Bacteriol. (2002) 184: 5733.

Se pueden construir bacterias recombinantes que contienen cambios en la expresión de genes para metabolizar 
sacarosa en la producción de productos microbianos incluyendo glicerol y derivados de glicerol, como se describe 
más arriba, usando técnicas bien conocidas en la técnica, algunas de las cuales están ejemplificadas en los 5
Ejemplos en esta memoria.

Se puede lograr la construcción de bacterias recombinantes descritas en esta memoria usando una variedad de 
vectores y casetes de transformación y expresión adecuados para el clonaje, transformación y expresión de 
regiones codificadoras que confieren la capacidad de utilizar sacarosa en la producción de glicerol y sus derivados 
en un microorganismo adecuado. Vectores adecuados son aquellos que son compatibles con el que emplea la 10
bacteria. Los vectores adecuados se pueden derivar, por ejemplo, de una bacteria, un virus (como el bacterófago T7 
o un fago derivado de M-13), un cósmido, una levadura o una planta. Se conocen los protocolos de obtención y 
utilización de tales vectores por aquellos expertos en la técnica (Sambrook et al., supra).

Son numerosas y familiares las regiones de control de iniciación, o promotores, que son útiles para conducir la 
expresión de las regiones codificadoras para la presente invención en la bacteria huésped deseada para aquellos 15
expertos en la técnica. Virtualmente, cualquier promotor capaz de conducir la expresión es adecuado para su uso en 
esta memoria. Por ejemplo, se puede usar cualquiera de los promotores enumerados más arriba.

Las regiones de control de la terminación se pueden derivar de varios genes nativos a los huéspedes preferidos. 
Opcionalmente, puede ser innecesario un sitio de terminación; sin embargo, es lo más preferido si está incluido.

Para una expresión efectiva de los polipéptidos presentes, las secuencias de nucleótidos que codifican los 20
polipéptidos están ligados operativamente a través de codones de iniciación a regiones control de la expresión 
seleccionadas de tal manera que la expresión da como resultado la formación del RNA mensajero apropiado.

Particularmente útiles son los vectores pSYCO101, pSYCO103, pSYCO106, y pSYCO109, descritos en la Patente 
de EE.UU. Nº 7.371.558, y pSYCO400/AGRO, descrito en la Patente de EE.UU. Nº 7.524.660. Los elementos 
esenciales de estos vectores se derivan del regulón dha aislado de Klebsiella pneumoniae y de Saccharomyces25
cerevisiae. Cada vector contiene los marcos abiertos de lectura dhaB1, dhaB2, dhaB3, dhaX (secuencia codificadora 
representada en SEQ ID NO: 49; secuencia del polipéptido codificado establecido en SEQ ID NO: 50), orfX, DAR1, y 
GPP2 organizados en tres operones diferentes. Las secuencias de nucleótidos de pSYCO101, pSYCO103, 
pSYCO106, pSYCO109, y pSYCO400/AGRO están representadas en SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 
53, SEQ ID NO: 54, y SEQ ID NO: 55, respectivamente. Las diferencias entre los vectores están ilustradas en el 30
siguiente cuadro [el prefijo “p-“ indica un promotor; los marcos abiertos de lectura contenidos entre cada “()” 
representan la composición de un operón]:

pSYCO101 (SEQ ID NO: 51):

p-tcr (Dar1_GPP2) en orientación opuesta comparado con los otros dos operones de vía,

p-1.6 largo GI (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y35

p-1.6 largo GI (orfY_orfX_orfW)

pSYCO103 (SEQ ID NO: 52):

p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientación comparado con los otros dos operones de vía,

p-1.5 largo GI (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1.5 largo GI (orfY_orfX_orfW)40

pSYCO106 (SEQ ID NO: 53):

p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientación comparado con los otros dos operones de vía,

p-1.6 largo GI (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1.6 largo GI (orfY_orfX_orfW)

pSYCO109 (SEQ ID NO: 54):45

p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientación comparado con los otros dos operones de vía,

p-1.6 largo GI (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1.6 largo GI (orfY_orfX)
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pSYCO400/AGRO (SEQ ID NO: 55):

p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientación comparado con los otros dos operones de vía,

p-1.6 largo GI (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1.6 largo GI (orfY_orfX)

p-1.20 corto/largo GI (srcK) orientación opuesta comparado con los otros operones de vía.5

Una vez que se construyen los casetes de expresión adecuados, se usan para transformar bacterias huésped 
apropiadas. Se puede llevar a cabo la introducción del casete que contiene las regiones codificadoras dentro de la 
bacteria huésped por procedimientos conocidos como mediante transformación (p.ej. usando células 
permeabilizadas con calcio, o electroporación) o mediante transfección usando un fago virus recombinante 
(Sambrook et al., supra). Los casetes de expresión se pueden mantener en un plásmido estable en una célula 10
huésped. Además, los casetes de expresión se pueden integrar dentro del genoma de la bacteria huésped a través 
de recombinación homóloga o aleatoria usando vectores y métodos bien conocidos por aquellos expertos en la 
técnica. Se pueden usar también sistemas de recombinación específica de sitio para la integración genómica de 
casetes de expresión.

Además de las células ejemplificadas, se pueden usar las células que tienen mutaciones únicas o múltiples15
designadas específicamente para aumentar la producción de productos microbianos incluyendo glicerol y/o sus 
derivados. Las células que normalmente desvían una materia prima de carbono en vías no productivas, o que 
exhiben represión de catabolitos significativa se pueden mutar para evitar estas deficiencias fenotípicas.

Métodos de creación de mutantes son comunes y bien conocidos en la técnica. Se presenta un resumen de algunos 
métodos en la Patente de EE.UU. Nº 7.371.558. Están bien documentados en la técnica los métodos específicos de 20
creación de mutantes usando radiación o agentes químicos. Véase, por ejemplo, Thomas D. Brock en Biotecnology: 
A Textbook of Industrial Microbiology, Second Edition (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA., o 
Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol. 36, 227 (1992).

Tras haber ocurrido la mutagénesis, los mutantes que tienen el fenotipo deseado se pueden seleccionar mediante 
una variedad de métodos. El cheque aleatorio es el más común donde las células mutagenizadas se seleccionan por 25
la capacidad de producir el producto o intermedio deseado. Alternativamente, el aislamiento selectivo de mutantes 
se puede llevar a cabo mediante crecimiento de una población mutagenizada en medio selectivo donde solamente 
pueden desarrollarse las colonias resistentes. Los métodos de selección de mutantes están altamente desarrollados 
y bien conocidos en la técnica de la microbiología industrial. Véase, por ejemplo, Brock, Supra; DeMancilha et al., 
Food Chem. 14, 313 (1984).30

Los medios de fermentación en la presente invención comprenden sacarosa como sustrato de carbono. También 
pueden estar presentes otros sustratos de carbono como glucosa y fructosa.

Además del sustrato de carbono, un medio adecuado de fermentación contiene, por ejemplo, minerales adecuados, 
sales, cofactores, tampones y otros componentes, conocidos por aquellos expertos en la técnica, adecuados para el 
crecimiento de los cultivos y la promoción de la vía enzimática necesaria para la producción de glicerol y sus 35
derivados, por ejemplo 1,3-propanodiol. Se prestará especial atención a las sales de Co(II) y/o vitamina B12 o 
precursores de las mismas en la producción de 1,3-propanodiol.

La adenosil-cobalamina (coenzima B12) es un factor importante para la actividad deshidratasa. La síntesis de la 
coenzima B12 se encuentra en procariotas, algunas de los cuales son capaces de sintetizar el compuesto de novo, 
por ejemplo, Escherichia blattae, especies de Klebsiella, especies de Citrobacter, y especies de Clostridium, 40
mientras otras pueden realizar reacciones parciales. E. Coli, por ejemplo, no puede fabricar la estructura de anillo de 
corrina, pero es capaz de catalizar la conversión de cobinamida al corrinoide y puede introducir el grupo 5’-
deoxiadenosilo. Así, se sabe en la técnica que se necesita proporcionar un precursor de la coenzima B12, como la 
vitamina B12, en las fermentaciones de E. coli. Se puede añadir continuamente vitamina B12 a las fermentaciones de 
E. coli a una velocidad constante o en etapas como para coincidir con la generación de masa celular, o se puede 45
añadir en adiciones únicas o múltiples de bolos.

Aunque la vitamina B12 se añade a la E. coli transformada descrita más arriba en esta memoria, se contempla que 
otras bacterias, capaces de biosintetizar de novo vitamina B12 también serán células productoras adecuadas y la 
adición de vitamina B12 a estas bacterias será innecesaria.

Típicamente las células bacterianas se crecen de 25 a 40º C en el medio apropiado conteniendo sacarosa. Ejemplos 50
de medios adecuados de crecimiento para su uso en esta memoria son medios comunes comercialmente 
preparados como caldo Luria Bertani (LB), caldo Sabouraud Dextrosa (SD) o caldo medio de levadura (YM). Se 
pueden también usar otros medios de crecimiento definidos o sintéticos, y el medio apropiado particular de 
crecimiento será conocido por alguien experto en la técnica de microbiología o ciencia de la fermentación. El uso de 
agentes conocidos para modular la represión de catabolitos directamente o indirectamente, p. ej., adenosina 2’:3’-55
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monofosfato cíclica, se puede incorporar en los medios de reacción. De manera similar, el uso de agentes conocidos 
para modular las actividades enzimáticas (p. ej., metil viológeno) que conduce al aumento de la producción de 1,3-
propanodiol se puede usar en conjunción con o como una alternativa a la manipulación genética con cepas 
productoras de 1,3-propanodiol.

Los intervalos de pH adecuados para la fermentación están entre pH 5,0 y pH 9,0, donde el pH 6,0 hasta pH 8,0 es 5
típico como condición inicial.

Las reacciones se pueden llevar a cabo bajo condiciones aeróbicas, anóxicas, o anaeróbicas dependiendo de los 
requerimientos de la bacteria recombinante. Se pueden llevar a cabo fermentaciones de lotes alimentados con 
alimentación de carbono, por ejemplo, sustrato de carbono, limitado o en exceso.

La fermentación en lotes es un método comúnmente usado. La fermentación clásica en lote es un sistema cerrado 10
donde la composición del medio se establece al principio de la fermentación y no está sujeta a alteraciones 
artificiales durante la fermentación. Así, al principio de la fermentación, se inocula el medio con la bacteria deseada y 
se permite que ocurra la fermentación no añadiendo nada al sistema. Típicamente, sin embargo, la fermentación “en 
lote” es lote con respecto a la adición de la fuente de carbono, se hacen intentos a menudo en controlar factores 
como el pH y la concentración de oxígeno. En sistemas en lotes, las composiciones de metabolitos y biomasa del 15
sistema cambian constantemente hasta el tiempo que se para la fermentación. Dentro de los cultivos en lote, las 
células se moderan a través de una fase estática de latencia hasta una fase logarítmica de alto crecimiento y 
finalmente hasta una fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento se disminuye o se detiene. Las células en 
fase logarítmica son generalmente responsables de la mayor producción del producto final o intermedio.

Una variación del sistema en lote estándar es el sistema Fed-Batch. Los procesos de fermentación Fed_batch son 20
también adecuados para su uso en esta memoria y comprenden un sistema en lote típico con la excepción de que el 
sustrato se añade en incrementos según progrese la fermentación. Los sistemas Fed-Batch son útiles cuando la 
represión por catabolito es apta para inhibir el metabolismo de las células y donde es deseable tener cantidades 
limitadas de sustrato en el medio. Es difícil la medida de la concentración actual de sustrato en sistemas Fed-Batch y 
por consiguiente se estima en base a los cambios de factores medibles como el pH, oxígeno disuelto y la presión 25
parcial de los gases de deshecho como el CO2. Las fermentaciones en lote son comunes y bien conocidas en la 
técnica y se pueden encontrar ejemplos en Brock, supra.

La fermentación continua es un sistema abierto donde se añade un medio de fermentación definido continuamente a 
un bioreactor y se elimina simultáneamente una cantidad igual de medio para el procesamiento. La fermentación 
continua mantiene generalmente los cultivos a una densidad constante alta donde las células están ante todo en 30
fase logarítmica de crecimiento. 

La fermentación continua permite la modulación de un factor o cualquier número de factores que afectan al 
crecimiento celular o a la concentración del producto final. Por ejemplo, un método mantendrá un nutriente limitante 
como la fuente de carbono o el nivel de nitrógeno a una velocidad fija y permitirá moderar todos los otros 
parámetros. En otros sistemas, se pueden alterar continuamente un número de factores que afectan al crecimiento 35
mientras la concentración celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas continuos 
se esfuerzan por mantener las condiciones de crecimiento en estado estacionario, y así la pérdida de células 
durante la extracción de medio se debe equilibrar con la velocidad de crecimiento celular en la fermentación. Se 
conocen bien en la técnica de la microbiología industrial los métodos de modulación de nutrientes y factores de 
crecimiento para procesos de fermentación continuos así como también técnicas para maximizar la velocidad de 40
formación del producto y se detallan una variedad de métodos por Brock, supra.

Se contempla que la presente invención se puede practicar usando procesos en lotes, en fed-batch o continuos y 
que cualquier modo conocido de fermentación sería adecuado. Además, se contempla que las células pueden ser 
inmovilizadas en un sustrato como catalizadores de células enteras y sometidas a condiciones de fermentación para 
la producción de glicerol y derivador de glicerol, como el 1,3-propanodiol.45

En una realización, se proporciona un proceso para hacer glicerol, 1,3-propanodiol, y/o ácido 3-hidroxipropiónico a 
partir de sacarosa. El proceso comprende las etapas de cultivar la bacteria, como se describe más arriba, en 
presencia de sacarosa, y recuperar opcionalmente el glicerol, 1,3-propanodiol, y/o ácido 3-hidroxipropiónico 
producidos. El producto se puede recuperar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los sólidos se 
pueden retirar del medio de fermentación mediante centrifugación, filtración, decantación, o en vivo. Luego, se 50
puede aislar el producto del medio de fermentación, que ha sido tratado para retirar los sólidos como se describe 
arriba, usando métodos como la destilación, extracción líquido-líquido, o separación basada en membrana.

Ejemplos

La presente invención se define además en los siguientes Ejemplos. Se ha de entender que estos Ejemplos, aunque 
indican realizaciones preferidas de la invención, se dan a modo solamente de ilustración. De la discusión anterior y 55
estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las características esenciales en esta invención, y sin 
apartarse del espíritu y alcance de la misma, puede hacer diversos cambios y modificaciones para adaptarlas a 
diversos usos y condiciones.
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Métodos Generales

Son bien conocidas en la técnica las técnicas estándar de DNA recombinante y de clonaje molecular descritas en los 
Ejemplos y se describen por Sambrock, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual; 
Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, (1989) (Maniatis) y por T. J. Silhavy, M. L. Bennan, y L.W. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1984) y por 5
Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, pub. By Greene Publishing Assoc. and Wiley-
Interscience (1987).

El significado de las abreviaturas es como sigue: “sec” significa segundo(s), “min” significa minuto(s), “h” significa 
hora(s), “nm” significa nanómetros, “L” significa microlitro(s), “mL” significa mililitro(s), “L” significa litro(s), “mM” 
significa milimolar, “M” significa molar, “g” significa gramo(s), “g” significa microgramo(s), “bp” significa par(es) de 10
base(s), “kbp” significa kilopar(es) de base(s), “rpm” significa revoluciones por minuto, “ATCC” significa American 
Type Culture Collection, Manassas, VA.

Medios y condiciones de cultivo

Son bien conocidos en la técnica los materiales métodos adecuados para el mantenimiento y crecimiento de los 
cultivos celulares. Las técnicas adecuadas para su uso en los siguientes Ejemplos se pueden encontrar como la 15
representada en Manual of Methods for General Bacteriology (Phillipp Gerhardt, R.G.E. Murray, Ralph N. Costillow, 
Eugene W. Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg and G. Briggs Philips, eds.), American Society for Microbiology, 
Washington, DC. (1994)) o por Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Second 
Edition, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA (1989). Todos los reactivos, enzimas de restricción y materiales 
descritos para el cultivo y el mantenimiento de las células bacterianas se pueden obtener de Aldrich Chemicals 20
(Milwaukee, WI), BD Diagnostics Sytems (Sparks, MD), Life Technologies (Rockville, MD), New England Biolabs 
(Beverly, MA), o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), a menos que se especifique lo contrario.

El medio LB (Luria Bertani) contiene los siguientes por litro de medio: Bacto-triptona (10 g), extracto Bacto-levadura 
(5 g), y NaCl (10 g). Se añadieron los suplementos como se describe en los Ejemplos siguientes. Todas las 
adiciones fueron pre-esterilizadas antes de que fueran añadidas al medio.25

Técnicas de Biología Molecular:

Las digestiones con enzimas de restricción, ligaciones, transformaciones, y métodos para electroforesis en geles de 
agarosa se realizaron como se describe en Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Las técnicas de las reacciones en cadena de la polimerasa 
(PCR) fueron encontrados en White, B., PCR Protocols: Current Methods and Applicatons, Volume 15 (1993), 30
Humana Press Inc., New York, NY.

Ejemplo 1

E. coli Recombinante que Contiene Supuestos Genes del Metabolismo de Sacarosa

El propósito de este Ejemplo fue el de construir una cepa de E. coli recombinante que contenía supuestos genes del 
metabolismo de sacarosa de Pseudomonas fluorescens Pf5 (ATCC® BAA-477), y que tenía la capacidad de 35
producir 1,3-propanodiol (PDO) a partir de sacarosa.

Los genes de P. fluorescens Pf5 lacY (SEQ ID NO: 23) y scrB (SEQ ID NO: 25), que son genes adyacentes, y la 
región promotora corriente arriba del gen de Pf5 lacY se obtuvieron mediante amplificación por PCR usando una
polimerasa de alta fidelidad, PhusionTM Flash (Finnzymes Oy, Espoo, Finland) usando las siguientes condiciones: 
98º C/10 sec; 30 ciclos de 98º C/1 sec, 63º C/30 sec, y 72º C/30 sec; y luego 72º C/5 min usando DNA genómico de 40
P. Fluorescens Pf5 como molde y los cebadores establecidos en SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57.

Se añadió un nucleótido de adenosina (“A”) a los extremos 3’ del producto de PCR de 3.063 bp con Taq polimerasa 
durante 10 min a 72º C. El producto de PCR se clonó en pBAD-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo el 
protocolo del comerciante. Tras la transformación de la cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen) con selección de 
resistencia a ampicilina, se aisló el plásmido de DNA. La presencia del DNA insertado se verificó mediante análisis 45
de secuencia de DNA. Un plásmido, llamado “pBAD-TOPO Pf5 cscB&A 3-5”, se transformó en una cepa de E. coli
TTab pSYCO400/AGRO para generar la cepa PDO2241. Un plásmido de control sin inserto de DNA, llamado 
“pBAD-TOPO ctl 3-8”, se transformó también en la cepa de de E. coli TTab pSYCO400/AGRO para generar la cepa 
PDO2242.

La cepa de E. coli TTab pSYCO400/AGRO, una cepa PTS menos, se construyó como sigue. La cepa TTab se 50
generó por supresión del gen aldB de la cepa TT aldA, descrita en la Patente de EE.UU. Nº 7.371.558 (Ejemplo 17). 
Brevemente, se hizo una supresión de aldB mediante reemplazamiento en primer lugar de la región codificadora de 
1,5 kbp de aldB en la cepa de E. coli MG1655 con el casete FRT-CmR-FRT del plásmido pKD3 (Datsenko and 
Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-6645, 2000). Se amplificó un casete de reemplazamiento con la pareja 
de cebadores SEQ ID NO: 58 y SEQ ID NO: 59 usando pKD3 como molde. El cebador SEQ ID NO: 58 contiene 80 55
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bp de homología al extremo 5’ terminal de aldB y 20 bp de homología con pKD3. El cebador SEQ ID NO: 59 
contiene 80 bp de homología al extremo 3’ terminal de aldB y 20 bp de homología con pKD3. Los productos de PCR 
se purificaron por gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46 (Patente de EE.UU. Nº 
7.371.558). Las cepas recombinantes se seleccionaron en placas de LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La 
supresión del gen aldB se confirmó mediante PCR, usando la pareja de cebadores SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 5
61. La cepa salvaje dio un producto de PCR de 1,5 kbp mientras la bacteria recombinante dio un producto de PCR 
característico de 1,1 kbp. Se preparó un lisado de P1 y se usó para mover la mutación a la cepa TT aldA para formar 
la cepa TT aldAaldB::Cm. Se chequeó un clon resistente a cloranfenicol mediante PCR genómica con la pareja de 
cebadores SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61 para asegurase de que la mutación estaba presente. El marcador de 
resistencia a cloranfenicol se eliminó usando la recombinasa FLP (Datsenko and Wanner, supra) para crear TTab. 10
La cepa TTab se transformó entonces con pSYCO400/AGRO (representada en SEQ ID NO: 55), descrita en la 
Patente de EE.UU. Nº. 7.524.660 (Ejemplo 4), para generar la cepa TTab pSYCO400/AGRO.

Como se describe en las referencias citadas, la cepa TTab es un derivado de la cepa de E. coli FM5 (ATCC® Nº. 
53911) que contiene las siguientes modificaciones:

supresión de los genes glpK, gldA, ptsHI, crr, edd, arcA, mgsA, qor, ackA, pta, aldA y aldB15

regulación al alza de los genes galP, glk, byuR, ppc, y yqhD; y

regulación a la baja del gen gapA. 

El plásmido pSYCO400/AGRO contiene genes que codifican una vía de producción de glicerol (DAR1 y GPP2) y 
genes que codifican una glicerol deshidratasa y un factor de reactivación asociado (dhaB123, dhaX, orfX, orfY), así 
como también un gen que codifica la fructoquinasa (scrK).20

Ejemplo 2

Producción de 1,3-Propanodiol a partir de Sacarosa

El propósito de este Ejemplo fue el de demostrar que una cepa de E. coli que comprende los supuestos genes del 
metabolismo de sacarosa de Pseudomonas fluorescens Pf5 (ATCC® BAA-477) era capaz de metabolizar sacarosa y 
producir 1,3-propanodiol (PDO) y glicerol.25

Las cepas de E. coli PDO2241 y PDO2242, descritas en el Ejemplo 1, se crecieron toda la noche en L-Broth, Miller’s 
Modification (Teknova, Half Moon Bay, CA) suplementado con 100 mg/l de espectinomicina y 100 mg/L de ampicilina 
a 33ºC. Estas cultivos se usaron para inocular matraces de agitación a una densidad óptica de 0,01 unidades 
medida a 550 nm en medio mínimo MOPS (Teknova, Half Moon Bay, CA) suplementado con 11 g/L de glucosa. Se 
añadió vitamina B12 al medio a una concentración de 0,1 mg/L. Los cultivos se incubaron a 34º C con agitación (225 30
rpm) durante 24 horas, después de tal tiempo se determinaron las concentraciones de sacarosa, glicerol y 1,3-
propanodiol (PDO) en el caldo mediante cromatografía líquida de alto rendimiento.

La separación cromatográfica se llevó a cabo usando una columna Aminex HPX-87P (Bio-Rad, Hercules, CA) con 
una fase móvil isocrática de agua destilada-desionizada a un flujo de 0,5 mL/min y una temperatura de columna de 
85º C. Los compuestos eluidos se cuantificaron mediante detección por índice de refracción con una curva estándar 35
preparada con compuestos puros adquiridos comercialmente disueltos a concentraciones conocidas en medio 
mínimo MOPS. Los tiempos de retención fueron sacarosa a 12,2 min, 1,3-propanodiol a 17,9 min, glicerol a 23,6 
min.

La cepa de E. coli PDO2241 con los supuestos genes del metabolismo de sacarosa de P. fluorescens Pf5 
metabolizó toda la sacarosa in el medio (0 g/L residual) y produjo 2,55 g/L de PDO y 2,83 g/L de glicerol. La cepa 40
control PDO2242 fue incapaz de metabolizar sacarosa (10,7 g/L residual) y produjo PDO sólo insignificante (0,06 
g/L) y glicerol (0,01 g/L) bajo estas condiciones.

Ejemplo 3

E. coli Recombinante que Contiene los Supuestos Genes del Metabolismo de Sacarosa

El propósito de este Ejemplo fue el de construir una cepa recombinante de E. coli que contuviera los genes del 45
metabolismo de sacarosa clonados de P. fluorescens Pf5.

El plásmido pBAD-TOPO Pf5 cscB&A 3-5, descrito en el Ejemplo 1 se transformó en la cepa de E. coli FM5 (ATCC® 
53911) para generar la cepa PDO2355. También se transformó un plásmido control sin inserto de DNA, pBAD-
TOPO ctl 3-8 en la cepa FM5 de E. coli para generar la cepa PDO2350.

Las cepas de E. coli PDO2355 y PDO2350 se crecieron durante toda la noche en medio LB (Luria Bertani) que 50
contenía 100 g/mL de ampicilina a 37º C. El siguiente día, se diluyeron estos cultivos a 1:50 en medio LB que 
contenía ampicilina a 100 g/mL y se crecieron a 37º C durante 4 horas. Estos cultivos en fase logarítmica se 
diluyeron 1:100 en pocillos de placas Bioscreen-C (instrumento y placas adquiridas de Growth Curves USA, 

E11785556
04-11-2015ES 2 552 317 T3

 



23

Piscataway, CA) con medio mínimo MOPS (Teknova, Half Moon Bay, CA) conteniendo sacarosa a 10 g/L. Los 
cultivos se crecieron a 37º C por triplicado con agitación continua. Se monitorizó la densidad óptica. A 20 horas tras 
la inoculación, la densidad óptica de la PDO2355 era de 0,584+/-0,004, mientras la densidad óptica de la PDO2350 
era de 0,065 +/- 0,004. Estos resultados demuestran que la cepa control es incapaz de crecer con sacarosa como 
única fuente de carbono, mientras que la cepa que expresa P. fluorescens Pf5 lacY y scrB era capaz de crecer con 5
sacarosa como única fuente de carbono.

Listado de Secuencias

<110> E.I. du Pont de Nemours and Co.
Van Dyk, Tina

<120> Bacterias recombinantes que poseen la capacidad de metabolizar sacarosa10
<130> CL5285 USNA
<160> 61

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 117615
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 1

<210> 220
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<211> 391
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 2

5
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<210> 3
<211> 1323
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 3
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<210> 4
<211> 440
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 4
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<210> 5
<211> 816
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 5

<210> 6
<211> 271
<212> PRT10
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 6
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<210> 7
<211> 753
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 7

<210> 8
<211> 250
<212> PRT10
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 8
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<210> 9
<211> 1668
<212> DNA
<213> Klebsiella pneumoniae5

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1668)

<400> 9

10
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<210> 10
<211> 555
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 10

E11785556
04-11-2015ES 2 552 317 T3

 



35

E11785556
04-11-2015ES 2 552 317 T3

 



36

<210> 11
<211> 585
<212> DNA
<213> Klebsiella pneumoniae5

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(585)

<400> 11
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<210> 12
<211> 194
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 12
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<210> 13
<211> 426
<212> DNA
<213> Klebsiella pneumoniae5

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(426)

<400> 13
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<210> 14
<211> 141
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 14

<210> 15
<211> 1539
<212> DNA10
<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1539)

<400> 1515
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<210> 16
<211> 512
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 16
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<210> 17
<211> 1440
<212> DNA
<213> Escherichia coli5

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1440)

<400> 17
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<210> 18
<211> 479
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 18
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<210> 19
<211> 1488
<212> DNA
<213> Escherichia coli5

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1488)

<400> 19
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<210> 20
<211> 495
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 20
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<210> 21
<211> 1395
<212> DNA
<213> Escherichia coli5

<400> 21
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<210> 22
<211> 464
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 22

E11785556
04-11-2015ES 2 552 317 T3

 



54

E11785556
04-11-2015ES 2 552 317 T3

 



55

<210> 23
<211> 1290
<212> DNA
<213> Pseudomonas fluorescens5
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<210> 24
<211> 429
<212> PRT
<213> Pseudomonas fluorescens5
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<210> 25
<211> 1476
<212> DNA
<213> Pseudomonas fluorescens5

<400> 25

<210> 26
<211> 491
<212> PRT10
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<213> Pseudomonas fluorescens

<400> 26
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<210> 27
<211> 1248
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 275

<210> 28
<211> 415
<212> PRT
<213> Escherichia coli10

<400> 28
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<210> 29
<211> 1434
<212> DNA
<213> Escherichia coli5

<400> 29
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<210> 30
<211> 477
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 30
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<210> 31
<211> 927
<212> DNA
<213> Agrobacterium tumefaciens5

<400> 31
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<210> 32
<211> 308
<212> PRT
<213> Agrobacterium tumefaciens5

<400> 32
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<210> 33
<211> 1404
<212> DNA
<213> Streptococcus mutans5

<400> 33
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<210> 34
<211> 293
<212> PRT
<213> Streptococcus mutans5

<400> 34
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<210> 35
<211> 915
<212> DNA
<213> Escherichia coli5

<400> 35
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<210> 36
<211> 304
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 36
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<210> 37
<211> 924
<212> DNA
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 37
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<210> 38
<211> 307
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 38
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<210> 39
<211> 915
<212> DNA
<213> Escherichia coli5

<400> 39
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<211> 304
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 40
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<210> 41
<211> 879
<212> DNA
<213> Enterococcus faecalis5

<400> 41
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<210> 42
<211> 292
<212> PRT
<213> Enterococcus faecalis5

<400> 42
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<210> 43
<211> 1458
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 43
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<210> 44
<211> 485
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 44

ES 2 552 317 T3

 



80

ES 2 552 317 T3

 



81

<210> 45
<211> 1461
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae5
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<211> 486
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae5
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<210> 47
<211> 1164
<212> DNA
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 47
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<210> 48
<211> 387
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 48
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<210> 49
<211> 1824
<212> DNA
<213> Klebsiella pneumoniae5

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1824)

<400> 49
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<210> 50
<211> 607
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae5

<400> 50
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<211> 13669
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Plásmido5

<400> 51
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<210> 52
<211> 13543
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Plásmido

<400> 52
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<210> 53
<211> 13543
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Plásmido
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<210> 54
<211> 13402
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Plásmido

<400> 54
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<210> 55
<211> 14443
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Plásmido

<400> 55
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<210> 56
<211> 28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 56

attaatcatg cttggcaaaa gcatgaca 28

<210> 5710
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 57
ctcgagagat aaccctcttg tttttg 26

<210> 58
<211> 100
<212> DNA20
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58

25

<210> 59
<211> 100
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>30
<223> Primer

<400> 59

<210> 60
<211> 2235
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 60
atgaccaata atcccccttc ag 22

<210> 61
<211> 21
<212> DNA5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61
gcttcttata tcagaacagc c 2110
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria recombinante que comprende en su genoma o en al menos una construcción recombinante:

(a) una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de 
sacarosa, teniendo dicho polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de 
alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoácidos como la representada en SEQ ID 5
NO: 24; y

(b) una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa, 
teniendo dicho polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento 
Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoácidos como la representada en SEQ ID NO: 26;

en donde (a) y (b) están cada uno ligados operativamente al mismo o a diferente promotor, en el que además dicha 10
bacteria recombinante es capaz de metabolizar sacarosa.

2. La bacteria recombinante de la reivindicación 1 en donde la secuencia de nucleótidos que codifica el 
polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa tiene al menos un 95% de identidad de secuencia, 
basado en el método de alineamiento BLASTN, cuando se compara con una secuencia de nucleótidos como la 
representada en SEQ ID NO: 23.15

3. La bacteria recombinante de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2 en donde la secuencia de 
nucleótidos que codifica el polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa tiene al menos un 95% de identidad 
de secuencia, basado en el método de alineamiento BLASTN, cuando se compara con una secuencia de 
nucleótidos como la representada en SEQ ID NO: 25.

4. La bacteria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3 que comprende además en su 20
genoma o en al menos una construcción recombinante, una secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido que 
tiene actividad fructoquinasa.

5. La bacteria recombinante de la reivindicación 4, en donde el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa 
tiene al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento Clustal V, con una 
secuencia de aminoácidos como la representada en SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 25
38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, o SEQ ID NO: 46.

6. La bacteria recombinante de la reivindicación 4, en donde el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa 
tiene una secuencia de aminoácidos como la representada en SEQ ID NO: 40.

7. La bacteria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6 en donde dicha bacteria se 
selecciona de un grupo que consiste en los géneros: Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, y Aerobacter.30

8. La bacteria recombinante de la reivindicación 7, en donde dicha bacteria es Escherichia coli.

9. La bacteria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8 en donde la bacteria recombinante 
produce 1,3-propanodiol, glicerol y/o ácido 3-hidroxipropiónico.

10. Un proceso para fabricar glicerol, 1,3-propanodiol y/o ácido 3-hidroxipropiónico a partir de sacarosa que 
comprende:35

(a) cultivar la bacteria recombinante de la reivindicación 9 en presencia de sacarosa; y

(b) opcionalmente, recuperar el glicerol, 1,3-propanodiol y/o ácido 3-hidroxipropiónico producidos.
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