
ES
 2

 5
54

 8
14

 T
3

11 2 554 814

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

C12P 19/32 (2006.01)

C12N 9/16 (2006.01)

C12N 15/63 (2006.01)

C12P 5/02 (2006.01)

C12N 9/88 (2006.01)

C12P 7/28 (2006.01)

Microorganismo recombinante para la producción de metabolitos útiles Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 12743917 (2)12.07.2012
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 273203130.09.2015

73 Titular/es:

SCIENTIST OF FORTUNE S.A. (100.0%)
7a rue des Glacis
1628 Luxembourg, LU

72 Inventor/es:

MARLIERE, PHILIPPE

74 Agente/Representante:

CARPINTERO LÓPEZ, Mario

30 Prioridad:

12.07.2011 EP 11173563

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
23.12.2015

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Microorganismo recombinante para la producción de metabolitos útiles

La presente invención se refiere a un microorganismo recombinante caracterizado por tener actividad de 
fosfocetolasa, por tener una ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivación del gen 
o genes que codifican la fosfofructoquinasa o que se modifican genéticamente para reducir la actividad de 5
fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente o que no posee actividad 
de fosfofructoquinasa y que tiene una rama oxidativa disminuida o inactiva de la ruta del fosfato de pentosa (PPP) 
por inactivación del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o que se modifica genéticamente 
para reducir la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado 
genéticamente o que no posee actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Dicho microorganismo se puede usar10
para la producción de metabolitos útiles tales como acetona, isobuteno o propeno.

Desde hace varias décadas, los practicantes de la ingeniería del metabolismo se han esforzado en proporcionar
soluciones biológicas para la producción de productos químicos, proporcionando, por lo tanto, alternativas a los 
procedimientos químicos más tradicionales. En general, las soluciones biológicas permiten el uso de materiales de 
abastecimiento renovables (por ejemplo azúcares) y compiten con los procedimientos existentes basados en 15
materiales petroquímicos. Una solución biológica, de múltiples etapas para la producción de un producto químico por 
lo general comprende un microorganismo como el catalizador para la conversión del material de abastecimiento a 
una molécula diana. Un conjunto completo de reacciones enzimáticas para la producción de una molécula diana en 
particular se puede agrupar en aquellas que pertenecen a rutas de carbono central y aquellas que pertenecen a la 
ruta específica de producto. Las reacciones que pertenecen a la ruta de carbono central y la ruta específica de 20
producto están relacionadas en el sentido que las restricciones de redox (por lo general, NAD(P)H) y energéticas 
(por lo general, ATP) de todas y cada una de las reacciones enzimáticas se deben tener en cuenta en un balance 
general que contribuye a la competitividad del procedimiento. Históricamente, las rutas de carbono central de los 
heterótrofos que crecen en azúcares se han descrito como la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas (EMPP), la ruta del 
fosfato de pentosa (PPP), la ruta Entner-Doudoroff (EDP), y la ruta de fosfocetolasa (PKP) (véase Gottschalk (1986), 25
Bacterial Metabolism, 2ª Edición, Springer-Verlag. New York). Cada ruta central o combinaciones de rutas centrales 
ofrecen ventajas y desventajas con respecto a una molécula diana específica. Con el fin de proporcionar 
bioprocesos competitivos, se han descrito microorganismos recombinantes con modificaciones que implican las 
EMPP, PPP y EDP (M. Emmerling y col., Metab. Eng. 1:117 (1999); L. O. Ingram y col., Appl. Environ. Microbiol. 
53:2420 (1987); C. T. Trinh y col., Appl. Environ. Microbiol. 74:3634 (2008)). Más recientemente, se han descrito 30
microorganismos recombinantes con modificaciones que implican la PKP (véase Sonderegger y col. Appl. Environ. 
Microbiol. 70 (2004), 2892-2897, documento de Patente US 7.253.001, Chinen y col. J. Biosci. Bioeng. 103 (2007), 
262-269, documento de Patente US 7.785.858; Fleige y col., Appl. Microbiol. Cell Physiol. 91 (2011), 769-776).

La EMPP convierte 1 mol de glucosa en 2 moles de piruvato (PYR). Cuando se desea acetil-CoA, 1 mol de PYR se 
puede convertir en 1 mol de acetil-CoA con la generación simultánea de 1 mol de CO2 y 1 mol de NADH. La suma 35
de las reacciones se da en la ecuación 1.

glucosa + 2 ADP + 2 H3PO4 + 2 CoA + 4 NAD+  2 acetil-CoA + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H2O + 4 NADH

+ 4 H+ (Ecuación 1)

La PPP proporciona un medio para convertir 1 mol de glucosa en 1 mol de CO2 y 2 moles de NADPH, con la 
generación simultánea de 0,67 moles de fructosa-6-fosfato (F6P) y 0,33 moles de gliceraldehído-3-fosfato (GAP). El 40
F6P y GAP formados de esta manera se deben metabolizar por otras rutas de reacción, por ejemplo por la EMPP. 
La EDP convierte 1 mol de glucosa en 1 mol de GAP y 1 mol de PYR con la generación simultánea de 1 mol de 
NADPH. Al igual que con la PPP, el GAP formado de esta manera se debe metabolizar por otras rutas de reacción. 
La PKP proporciona un medio para convertir 1 mol de glucosa en 1 mol de GAP y 1,5 moles de fosfato de acetilo 
(AcP). Cuando se desea acetil-CoA, 1 equivalente de AcP más 1 equivalente de coenzima A (CoA) se puede 45
convertir en 1 equivalente de acetil-CoA y 1 equivalente de fosfato inorgánico (Pi) por la acción de la 
fosfotransacetilasa.

Para moléculas diana específicas derivadas de restos de AcCoA generados a través de la PKP y casi neutralidad 
redox para los restos AcCoA, existe una deficiencia en el balance de energía global. La PKP (y, de manera similar, 
la PPP y la EDP) no genera ATP para la conversión de glucosa en glucosa-6-fosfato. En el caso de la absorción de 50
glucosa dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP), el PEP se debe generar por otros medios, por ejemplo a través de 
la EMPP. El reciclado del GAP a través de la PKP exacerba el problema, particularmente cuando la ruta específica 
de producto proporciona poco ATP. Sonderegger (mencionado anteriormente) y el documento de Patente US
7.253.001 describen cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae que comprenden actividad de 
fosfocetolasa nativa o sobreexpresada junto con la fosfotransacetilasa sobreexpresada para incrementar el 55
rendimiento en la conversión de mezclas de glucosa/xilosa en etanol. Estas cepas presentan absorción de glucosa 
independiente de PEP en la que tanto la EMPP como la PPP son operativas.
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Chinen (mencionado anteriormente) y el documento de Patente US 7.785.858 desvelan una bacteria recombinante 
seleccionada entre el grupo que consiste de la familia Enterobacteriaceae, la bacteria Coryneform, y la bacteria 
Bacillus que comprende actividad incrementada de fosfocetolasa para la conversión de glucosa hasta las moléculas 
diana las cuales se producen a través de la acetil-CoA intermediaria, incluyendo el grupo que consiste de ácido L-
glutámico, L-glutamina, L-prolina, L-arginina, L-leucina, L-cisteína, succinato y polihidroxibutirato. Estas cepas 5
presentan absorción de glucosa dependiente de PEP con la EMPP operativa. De manera notable, la actividad de 
fosfofructoquinasa en la bacteria de la documento de Patente US 7.785.858 está reducida en comparación con la de 
una cepa de tipo silvestre o sin modificar (véase la página 33).

El que un microorganismo en particular use absorción de glucosa independiente de PEP o absorción de glucosa 
dependiente de PEP influye en el balance energético global de un procedimiento. Por ejemplo, las cepas de S. 10
cerevisiae usan de manera natural la absorción de glucosa independiente de PEP mientras que las cepas de 
Escherichia coli usan de manera natural la absorción de glucosa dependiente de PEP. Se han descrito cepas de E. 
coli en las que la absorción de glucosa dependiente de PEP se ha sustituido con absorción de glucosa 
independiente de PEP. Flores y col. (Metabolic Engineering (2005) 7, 70-87) y documento de Patente US 7.371.558. 
En particular, el documento de Patente US 7.371.558 describe la modificación de la absorción de glucosa para 15
incrementar el rendimiento en la conversión de glucosa a 1,3-propanodiol. Las cepas presentan absorción de 
glucosa independiente de PEP en la que tanto la EMPP como la PPP son operativas, de manera notable sin 
actividad de fosfocetolasa presente.

Existe la necesidad de desarrollar microorganismos recombinantes, que comprendan rutas de carbono central y 
rutas específicas de producto que lleven al máximo la conversión de material de abastecimiento hasta producto 20
acomodando de manera adecuada las restricciones redox y energéticas de las reacciones de las enzimas. Los 
solicitantes han resuelto esta necesidad proporcionando las realizaciones como se definen en las reivindicaciones.

Por lo tanto, la presente invención se refiere a un microorganismo recombinante caracterizado porque:

a) tiene actividad de fosfocetolasa; 
b) (i) tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivación del gen o 25
genes que codifican la fosfofructoquinasa o porque se modifican genéticamente para reducir la actividad de 
fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no modificado; o 
(ii) no poseen actividad de fosfofructoquinasa
y
c) (i) tienen una rama oxidativa disminuida o inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivación 30
del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o porque se modifican genéticamente para 
reducir la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado; 
o
(ii) no poseen actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

El microorganismo de acuerdo con la presente invención se caracteriza porque tiene actividad de fosfocetolasa, para 35
incrementar el flujo de acetil-CoA producida. Usualmente, un microorganismo convierte la glucosa a través de la ruta 
de Embden-Meyerhof-Parnas en piruvato el cual después se puede convertir en acetil-CoA por la enzima piruvato 
deshidrogenasa. Sin embargo, esta conversión está acompañada por la liberación de CO2 y, por lo tanto, se pierde 
un átomo de carbono que se podría haber usado en la producción de metabolitos útiles. Con el fin de incrementar la 
cantidad de acetil-CoA en un microorganismo es por lo tanto deseable que la acetil-CoA se forme a través de una 40
ruta diferente para evitar la pérdida de átomos de carbono. Mediante el uso de un microorganismo que tiene
actividad de fosfocetolasa, el fosfato y la fructosa-6-fosfato se convierten en eritrosa-4-fosfato y fosfato de acetilo y la 
fosfotransacetilasa convierte posteriormente el fosfato de acetilo en acetil-CoA sin pérdida de un átomo de carbono. 
Por lo tanto, al final, el rendimiento de acetil-CoA se puede incrementar usando un microorganismo que tenga 
actividad de fosfocetolasa. Dicho microorganismo es capaz de convertir la glucosa en acetil-CoA sin pérdida de un 45
átomo de carbono. Los microorganismos recombinantes en los que una fosfocetolasa se expresa de forma natural o 
de forma heteróloga se describen en los documentos de patente US 7.785.858 y US 7.253.001.

La expresión "actividad de fosfocetolasa" tal como se usa en la presente invención significa una actividad enzimática 
que es capaz de convertir D-xilulosa-5-fosfato en D-gliceraldehído-3-fosfato de acuerdo con la siguiente reacción: 

D-xilulosa-5-fosfato + fosfato  D-gliceraldehído-3-fosfato + fosfato de acetilo + agua50

o que es capaz de catalizar la reacción mostrada anteriormente y que también es capaz de convertir D-fructosa-6-
fosfato en D-eritrosa-4-fosfato de acuerdo con la siguiente reacción: 

D-fructosa-6-fosfato + fosfato  fosfato de acetilo + D-eritrosa-4-fosfato + agua

Las primeras fosfocetolasas usualmente se clasifican en EC 4.1.2.9 y las últimas en EC 4.1.2.22. Ambos tipos de 
fosfocetolasas se pueden usar en el alcance de la presente invención. La Figura 1 muestra esquemas para las 55
reacciones generales usando las dos opciones de la fosfocetolasa como se describe en el presente documento.
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Esta actividad enzimática se puede medir usando ensayos conocidos en la técnica. Un ejemplo para dicho ensayo
se da en la sección de Ejemplos más adelante.

En el contexto de la presente invención, un microorganismo que tiene actividad de fosfocetolasa puede ser, por 
ejemplo, un microorganismo el cual de manera natural tiene actividad de fosfocetolasa o un microorganismo que de 
manera natural no tiene actividad de fosfocetolasa y que se ha modificado genéticamente para que exprese una 5
fosfocetolasa o un microorganismo que de manera natural tiene actividad de fosfocetolasa y el cual se ha modificado 
genéticamente, por ejemplo transformado con un ácido nucleico, por ejemplo un vector, que codifica una 
fosfocetolasa con el fin de incrementar la actividad de fosfocetolasa en dicho microorganismo.

Los microorganismos que de manera inherente, es decir de manera natural, tienen actividad de fosfocetolasa se
conocen en la técnica y se puede usar cualquiera de los mismos en el contexto de la presente invención.10

También es posible en el contexto de la presente invención que el microorganismo sea un microorganismo que de 
manera natural no tiene actividad de fosfocetolasa pero que se modifica genéticamente para que comprenda una 
secuencia de nucleótido que permita la expresión de una fosfocetolasa. De manera similar, el microorganismo 
también puede ser un microorganismo que de manera natural tiene actividad de fosfocetolasa pero que se modifica 
genéticamente para incrementar la actividad de fosfocetolasa, por ejemplo mediante la introducción de una 15
secuencia de nucleótido exógena que codifica una fosfocetolasa.

La modificación genética de microorganismos para expresar una enzima de interés se describe con mayor detalle 
más adelante.

La fosfocetolasa expresada en el microorganismo de acuerdo con la invención puede ser cualquier fosfocetolasa, en 
particular una fosfocetolasa proveniente de organismos procariotas o eucariotas. Las fosfocetolasas procariotas se20
describen, por ejemplo, de Lactococcus lactis y se da un ejemplo en la sección de Ejemplos.

En una realización preferente de la presente invención la fosfocetolasa es una enzima que comprende una 
secuencia de aminoácido como la codificada por SQ0005 mostrada en la sección de Ejemplos o una secuencia que 
es por lo menos “n” % idéntica a dicha secuencia de aminoácido y que tiene la actividad de una fosfocetolasa en la 
que “n” es un número entero entre 10 y 100, preferentemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 25
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o 99.

Preferentemente, el grado de identidad se determina comparando la secuencia respectiva con la secuencia de 
aminoácido de cualquiera de las SEC ID Nºs mencionadas anteriormente. Cuando las secuencias que se comparan 
no tienen la misma longitud, el grado de identidad se refiere preferentemente ya sea al porcentaje de restos de 
aminoácido en la secuencia más corta que son idénticos a los restos de aminoácido en la secuencia más larga o al 30
porcentaje de restos de aminoácido en la secuencia más larga que son idénticos a los restos de aminoácido en la 
secuencia más corta. El grado de identidad de secuencia se puede determinar de acuerdo con procedimientos bien 
conocidos en la técnica usando preferentemente algoritmos informáticos apropiados tales como CLUSTAL. 

Cuando se usa el procedimiento de análisis Clustal para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, un 
80 % idéntica a una secuencia de referencia se pueden usan parámetros predeterminados o los parámetros 35
preferentemente son los siguientes: Matriz: blosum 30; Penalización por espacio abierto: 10,0; Penalización por 
espacio extendido: 0,05; divergente de retraso: 40; distancia de separación de espacio: 8 para comparaciones de 
secuencias de aminoácido. Para comparaciones de secuencia de nucleótido, la Penalización por espacio extendido 
preferentemente se ajusta a 5,0. 

Preferentemente, el grado de identidad se calcula a través de la longitud completa de la secuencia.40

La fosfocetolasa expresada en el microorganismo de acuerdo con la invención puede ser una fosfocetolasa que 
ocurra de manera natural o ésta puede ser una fosfocetolasa que se obtiene a partir de una fosfocetolasa que ocurre 
de manera natural, por ejemplo mediante la introducción de mutaciones u otras alteraciones las cuales, por ejemplo, 
alteran o mejoran la actividad enzimática, la estabilidad, etc. 

Los procedimientos para modificar y/o mejorar las actividades enzimáticas deseadas de proteínas son bien 45
conocidos para el experto en la materia e incluyen, por ejemplo, mutagénesis aleatoria o mutagénesis dirigida a sitio 
y la selección posterior de enzimas que tienen las propiedades deseadas o estrategias de la denominada "evolución 
dirigida". 

Por ejemplo, para modificación genética en células procariotas, se puede introducir una molécula de ácido nucleico 
que codifica la fosfocetolasa en plásmidos que permiten la mutagénesis o modificación de secuencia mediante 50
recombinación de secuencias de ADN. Los procedimientos convencionales (véase Sambrook y Russell (2001). 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.) permiten que se efectúen 
intercambios de base o que se puedan agregar secuencias naturales o sintéticas. Los fragmentos de ADN se 
pueden ligar usando adaptadores y enlazadores complementarios a los fragmentos. Asimismo, se pueden usar
medidas de ingeniería que proporcionen sitios de restricción apropiados o que eliminen ADN o sitios de restricción 55
sobrantes. En aquellos casos, en los que son posibles inserciones, supresiones o sustituciones, se puede usar
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mutagénesis in vitro, "reparación de cebador", restricción o ligación. En general, como procedimientos de análisis se 
realizan un análisis de secuencia, análisis de restricción y otros procedimientos de bioquímica y biología molecular. 
Las variantes de fosfocetolasa resultantes después se evalúan respecto a la actividad deseada, por ejemplo, 
actividad enzimática, con un ensayo como el descrito anteriormente y en particular respecto a sus actividades de 
enzima incrementadas. 5

Como se describió anteriormente, el microorganismo de la invención puede ser un microorganismo que se ha 
modificado genéticamente mediante la introducción de una molécula de ácido nucleico que codifica una 
fosfocetolasa. Por lo tanto, en una realización preferente, el microorganismo recombinante es un microorganismo 
recombinante que se ha modificado genéticamente para que tenga una actividad incrementada de fosfocetolasa. 
Esto se puede lograr por ejemplo transformando el microorganismo con un ácido nucleico que codifica una 10
fosfocetolasa. Más adelante se proporciona una descripción detallada de la modificación genética de 
microorganismos. Preferentemente, la molécula de ácido nucleico introducida dentro del microorganismo es una 
molécula de ácido nucleico que es heteróloga con respecto al microorganismo, es decir ésta no ocurre de manera 
natural en dicho microorganismo. 

En el contexto de la presente invención, una “actividad incrementada” significa que la expresión y/o la actividad de 15
una enzima, en particular de la fosfocetolasa en el microorganismo modificado genéticamente es por lo menos un 10
%, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera más preferente por lo menos un 30 % o un 50 %, de manera 
incluso más preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo menos un 90 % o un 100
% más alta que en el microorganismo no modificado correspondiente. En realizaciones incluso más preferentes el 
incremento en la expresión y/o actividad puede ser por lo menos un 150 %, por lo menos un 200 % o por lo menos20
un 500 %. En realizaciones particularmente preferentes la expresión es por lo menos 10 veces, de manera más 
preferente por lo menos 100 veces e incluso más preferente por lo menos 1000 veces más alta que en el 
microorganismo no modificado correspondiente. 

El término expresión/actividad "incrementada" también cubre la situación en la que el microorganismo no modificado 
correspondiente no expresa una enzima correspondiente, por ejemplo fosfocetolasa, de modo tal que la 25
expresión/actividad correspondiente en el microorganismo no modificado es cero. 

Los procedimientos para medir el nivel de expresión de una proteína dada en una célula son bien conocidos por el 
experto en la materia. En una realización, la medición del nivel de expresión se hace midiendo la cantidad de la 
proteína correspondiente. Los procedimientos correspondientes son bien conocidos por el experto en la materia e 
incluyen Western Blot, ELISA etc. En otra realización la medición del nivel de expresión se hace midiendo la 30
cantidad del ARN correspondiente. Los procedimientos correspondientes son bien conocidos por el experto en la 
materia e incluyen, por ejemplo, Northern Blot. 

Los procedimientos para medir la actividad enzimática de la fosfocetolasa se conocen en la técnica y ya se 
describieron anteriormente.

El microorganismo de acuerdo con la presente invención también se caracteriza por tener una ruta Embden-35
Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivación del gen o genes que codifican una 
fosfofructoquinasa o por reducción de la actividad de fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no 
modificado o por no poseer actividad de fosfofructoquinasa. Por lo tanto, el microorganismo es cualquiera de un 
microorganismo que de manera natural tiene una EMPP que incluye actividad de fosfofructoquinasa pero que se ha 
modificado genéticamente de modo que la actividad de fosfofructoquinasa se elimine ya sea completamente o de 40
modo que ésta se reduzca en comparación con el microorganismo no modificado genéticamente correspondiente, o 
el microorganismo es un microorganismo que de manera natural no posee una actividad de fosfofructoquinasa.

Como ya se mencionó anteriormente, cuando la glucosa se procesa a través de la EMPP hasta acetil-CoA, se pierde 
un átomo de carbono por la liberación de CO2 en la última etapa. Esta pérdida se puede evitar mediante la 
introducción de la fosfocetolasa. Debido a que la fructosa-6-fosfato es un substrato para la fosfocetolasa, es 45
deseable que la reserva de fructosa-6-fosfato se mantenga a un nivel alto en el microorganismo con el fin de 
incrementar el rendimiento en acetil-CoA. Debido a que la fructosa-6-fosfato también es un substrato para una 
enzima de la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, es decir la fosfofructoquinasa, el microorganismo recombinante de 
la presente invención tiene una actividad reducida de fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no 
modificado genéticamente o el gen o genes que codifican una fosfofructoquinasa se han inactivado. Esto asegura 50
que el flujo de fructosa-6-fosfato se dirija a la fosfocetolasa y a la producción de acetil-CoA sin pérdida de CO2

debido a que la fructosa-6-fosfato o la mayoría de fructosa-6-fosfato ya no se puede procesar a través de la ruta de 
Embden-Meyerhof-Parnas. Los microorganismos recombinantes en los que una fosfocetolasa se expresa en forma 
natural o en forma heteróloga y los cuales tienen actividad reducida de fosfofructoquinasa se desvelan en el 
documento de patente US 7.785.858.55

La "actividad de fosfofructoquinasa” significa una actividad enzimática que convierte el ATP y la fructosa-6-fosfato en
ADP y fructosa-1,6-bisfosfato (EC 2.7.1.11). Esta actividad enzimática se puede medir usando ensayos conocidos en 
la técnica como se describe, por ejemplo, por Kotlarz y col. (Methods Enzymol. (1982) 90, 60-70).
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La expresión "un microorganismo que se caracteriza por tener una ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) 
disminuida o inactivada por inactivación del gen o genes que codifican una fosfofructoquinasa o mediante 
modificación genética para reducir la actividad de fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no 
modificado genéticamente" se refiere a un microorganismo en el que la inactivación del gen o genes que codifican 
una fosfofructoquinasa o la reducción de la actividad de fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo 5
no modificado genéticamente se logra mediante una modificación genética del microorganismo que lleva a dicha 
inactivación o reducción. 

En una realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo 
recombinante que tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) inactivada por inactivación del gen o genes 
que codifican una fosfofructoquinasa. La inactivación del gen o genes que codifican una fosfofructoquinasa en el 10
contexto de la presente invención significa que el gen o genes que codifican fosfofructoquinasa que están presentes 
en el microorganismo está (están) inactivados de modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya no llevan a la síntesis 
de fosfofructoquinasa funcional. La inactivación se puede lograr mediante muchas maneras diferentes conocidas en 
la técnica. La inactivación se puede lograr, por ejemplo, mediante la alteración del gen o genes que codifican la 
fosfofructoquinasa o mediante supresión limpia de dicho(s) gen(es) a través de la introducción de un marcador de 15
selección. De manera alternativa, el promotor del gen o genes que codifican la fosfofructoquinasa se puede mutar en 
una manera en la que el gen ya no se transcriba como ARNm. Otras maneras para inactivar el gen o genes que 
codifican la fosfofructoquinasa conocidas en la técnica son: expresar un polinucleótido que codifica ARN que tiene 
una secuencia de nucleótido complementaria al transcrito del gen o genes de fosfofructoquinasa de modo tal que el 
ARNm ya no se pueda traducir como una proteína; expresar un polinucleótido que codifica ARN que suprime la 20
expresión de dicho gen o genes a través del efecto de ARNi; expresar un polinucleótido que codifica ARN que tenga 
una actividad de cortar específicamente un transcrito de dicho gen o genes; o expresar un polinucleótido que 
codifica ARN que suprime la expresión de dicho gen o genes a través del efecto de co-supresión. Estos 
polinucleótidos se pueden incorporar en un vector, el cual se puede introducir dentro del microorganismo mediante 
transformación para lograr la inactivación del gen o genes que codifican la fosfofructoquinasa. 25

El término "inactivación" en el contexto de la presente invención significa preferentemente inactivación completa, es 
decir que el microorganismo no muestra actividad de fosfofructoquinasa. Esto significa en particular que el 
microorganismo no muestra actividad de fosfofructoquinasa independiente de las condiciones de crecimiento 
usadas. Preferentemente, "inactivación" significa que el gen o genes que codifican fosfofructoquinasa que están 
presentes en el microorganismo están modificados genéticamente para evitar la expresión de la enzima. Esto se 30
puede lograr, por ejemplo mediante supresión del gen o partes del mismo en la que la supresión de las partes del 
mismo evita la expresión de la enzima, o mediante alteración del gen ya sea en la región codificadora o en la región 
de promotor en la que la alteración tiene el efecto de que no se exprese proteína o que se exprese una proteína 
disfuncional.

En una realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo 35
recombinante que tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida por reducción de la actividad de 
fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente. Esta reducción se logra 
mediante una modificación genética del microorganismo. Esto se puede lograr por ejemplo, mediante mutagénesis 
aleatoria o mutagénesis dirigida a sitio del promotor y/o la enzima y selección posterior de los promotores y/o 
enzimas que tienen las propiedades deseadas o mediante secuencias de nucleótido complementarias o efecto de 40
ARNi como se describió anteriormente. Más adelante se proporciona una descripción detallada de la modificación 
genética de microorganismos. 

En el contexto de la presente invención, una “actividad reducida” significa que la expresión y/o la actividad de una 
enzima, en particular de la fosfofructoquinasa, en el microorganismo modificado genéticamente es por lo menos un 
10 %, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera más preferente por lo menos un 30 % o un 50 %, de 45
manera incluso más preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo menos un 90 % 
o un 100 % más baja que en el microorganismo no modificado correspondiente. Algunos procedimientos para medir 
el nivel de expresión de una proteína dada en una célula son bien conocidos por el experto en la materia. En la 
técnica se conocen ensayos para medir la actividad enzimática reducida de una fosfofructoquinasa.

En otra realización el microorganismo de acuerdo con la presente invención es un microorganismo que no posee 50
una actividad de fosfofructoquinasa. Esto significa preferentemente que dicho microorganismo no posee de manera 
natural una actividad de fosfofructoquinasa. Esto significa que dicho microorganismo no contiene de manera natural 
en su genoma una secuencia de nucleótido que codifica una enzima con actividad de fosfofructoquinasa. Algunos
ejemplos para dichos microorganismos son Zymomonas mobilis (J. S. Suo y col., Nat. Biotechnol. 23: 63 (2005)) y 
Ralstonia eutropha (C. Fleige y col., Appl. Microb. Cell Physiol. 91: 769 (2011)).55

El microorganismo de acuerdo con la presente invención también se caracteriza por tener una rama oxidativa 
disminuida o inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivación del gen o genes que codifican una 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o por reducción de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparación con un 
microorganismo no modificado genéticamente o por no poseer actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Por lo 
tanto, el microorganismo es cualquiera de un microorganismo que de manera natural tiene una PPP que incluye 60
actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa pero que se ha modificado genéticamente de modo que la actividad 
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de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se elimina ya sea completamente o de modo tal que esta se reduce en 
comparación con el microorganismo no modificado genéticamente correspondiente, o el microorganismo es un 
microorganismo que de manera natural no posee una actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

La disminución o inactivación de la rama oxidativa de la ruta de fosfato de pentosa incrementa adicionalmente el 
rendimiento en acetil-CoA debido a que la glucosa-6-fosfato ya no se extraerá a través del ciclo de fosfato de 5
pentosa. Toda o casi toda la glucosa-6-fosfato en el microorganismo se convertirá en fructosa-6-fosfato la cual 
después se convertirá adicionalmente en acetil-CoA.

La "actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa" significa una actividad enzimática que convierte glucosa-6-
fosfato y NADP+ en 6-fosfoglucono-δ-lactona y NADPH (EC 1.1.1.49). Esta actividad enzimática se puede medir 
usando ensayos conocidos en la técnica como se describe, por ejemplo, en Noltmann y col. (J. Biol. Chem. (1961) 10
236, 1225-1230).

La expresión "un microorganismo que se caracteriza por tener una rama oxidativa disminuida o inactivada de la ruta 
de fosfato de pentosa (PPP) por inactivación del gen o genes que codifican una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o 
que se modifican genéticamente para reducir la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparación 
con un microorganismo no modificado genéticamente" se refiere a un microorganismo en el que la inactivación del 15
gen o genes que codifican una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o la reducción de la actividad de glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente se logra mediante una 
modificación genética del microorganismo que lleva a dicha inactivación o reducción.

En una realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo 
recombinante que tiene una rama oxidativa inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivación del 20
gen o genes que codifican una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La inactivación del gen o genes que codifican una 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en el contexto de la presente invención significa que el gen o genes que codifican 
una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que está (están) presente(s) en el microorganismo está (están) inactivados de 
modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya no llevan a la síntesis de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa funcional. 
La inactivación se puede lograr mediante muchas maneras diferentes conocidas en la técnica. La inactivación se 25
puede lograr, por ejemplo, mediante la alteración del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
o mediante supresión limpia de dicho gen o genes a través de la introducción de un marcador de selección. De 
manera alternativa, el promotor del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se puede(n) 
mutar en una manera que el gen o genes ya no se transcriba(n) como ARNm. Otras maneras para inactivar el gen o 
genes que codifican la fosfofructoquinasa conocidas en la técnica son: expresar un polinucleótido que codifica ARN 30
que tiene una secuencia de nucleótido complementaria al transcrito del gen o genes de la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa de modo tal que el ARNm ya no se puede traducir como una proteína, expresar un polinucleótido 
que codifica ARN que suprime la expresión de dicho gen o genes a través del efecto de ARNi; expresar un 
polinucleótido que codifica ARN que tenga una actividad de cortar específicamente un transcrito de dicho gen o 
genes; o expresar un polinucleótido que codifica ARN que suprime la expresión de dicho gen o genes a través del 35
efecto de co-supresión. Estos polinucleótidos se pueden incorporar en un vector, el cual se puede introducir dentro 
del microorganismo mediante transformación para lograr la inactivación del gen o genes que codifican la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. El término “inactivación” en el contexto de la presente invención significa preferentemente 
inactivación completa, es decir que el microorganismo no muestra actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 
Esto significa en particular que el microorganismo no muestra actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 40
independiente de las condiciones de crecimiento usadas. 

Preferentemente, “inactivación” significa que el gen o genes que codifican glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que
están presentes en el microorganismo se modifican genéticamente para evitar la expresión de la enzima. Esto se 
puede lograr, por ejemplo, mediante supresión del gen o partes del mismo en la que la supresión de partes del 
mismo evita la expresión de la enzima, o mediante alteración del gen ya sea en la región codificadora o en la región 45
de promotor en la que la alteración tiene el efecto de que no se expresa proteína o que se exprese una proteína 
disfuncional.

En una realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo 
recombinante que tiene una rama oxidativa disminuida de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) debido a una 
modificación genética  para reducir la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparación con un 50
microorganismo no modificado genéticamente. Esta reducción se logra mediante una modificación genética del 
microorganismo. Esto se puede lograr por ejemplo, mediante mutagénesis aleatoria o mutagénesis dirigida a sitio del 
promotor y/o la enzima y selección posterior de los promotores y/o enzimas que tienen las propiedades deseadas o 
mediante secuencias de nucleótido complementarias o efecto de ARNi como se describió anteriormente. Más 
adelante se proporciona una descripción detallada de la modificación genética de microorganismos. 55

En el contexto de la presente invención, una “actividad reducida” significa que la expresión y/o la actividad de una 
enzima, en particular de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, en el microorganismo modificado genéticamente es 
por lo menos un 10 %, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera más preferente por lo menos un 30 % o 
un 50 %, de manera incluso más preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo 
menos un 90 % o un 100 % más baja que en el microorganismo no modificado correspondiente. Algunos60
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procedimientos para medir el nivel de expresión de una proteína dada en una célula son bien conocidos por el 
experto en la materia. Los ensayos para medir la actividad enzimática reducida de una glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa se conocen en la técnica. 

En otra realización el microorganismo de acuerdo con la presente invención es un microorganismo que no posee 
una actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Esto significa preferentemente que dicho microorganismo no 5
posee de manera natural una actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Esto significa que dicho 
microorganismo no contiene de manera natural en su genoma una secuencia de nucleótido que codifica una enzima 
con actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Algunos ejemplos para dichos microorganismos son 
Acinetobacter baylyi (Barbe y col., Nucl. Acids Res. 32 (2004), 5766-5779), arqueas del filo hipertermofílico tales
como Sulfolobus solfataricus (Nunn y col., J. Biol. Chem. 285 (2010), 33701-33709), Thermoproteus tenax, 10
Thermoplasma acidophilum y Picrophilus torridus (Reher y Schönheit, FEBS Lett. 580 (2006), 1198-1204).

En una realización adicional, el microorganismo de acuerdo con la presente invención también se caracteriza por 
tener actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, preferentemente cuando crece en glucosa. La fructosa-1,6-
bisfosfato fosfatasa es una enzima que participa en la gluconeogénesis hidrolizando fructosa-1,6-bisfosfato en 
fructosa-6-fosfato y fosfato libre. Sin embargo, básicamente en todos los organismos en presencia de glucosa, la 15
actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa se reprime y la glucosa se procesa a través de EMPP (glucólisis). El 
microorganismo de la presente invención, el cual tiene actividad de fosfocetolasa y el cual no posee actividad de 
fosfofructoquinasa o en el que la actividad de fosfofructoquinasa está reducida o cuyo gen que codifica la 
fosfofructoquinasa está inactivado, el rendimiento de acetil-CoA por conversión de fructosa-6-fosfato con la 
fosfocetolasa (EC 4.1.2.9 o EC 4.1.2.22) se puede incrementar asegurando la presencia de actividad de fructosa-20
1,6-bisfosfato fosfatasa, por ejemplo mediante des-represión de la fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa en presencia de 
glucosa. La presencia de actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa da como resultado el reciclado de fructosa-
1,6-bisfosfato producida por la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa en fructosa-6-fosfato la cual después de nuevo se 
puede convertir a través de la ruta de fosfocetolasa en acetil-CoA. En efecto, el producto fosfato de acetilo de la 
fosfocetolasa se interconvierte en acetil-CoA a través de la acción de la enzima fosfato acetiltransferasa EC 2.3.1.8. 25
Por lo tanto, el microorganismo recombinante de la presente invención es capaz de producir acetil-CoA a partir de 
glucosa a una estequiometría que se aproxima a 3:1. La suma de las reacciones se da en la ecuación 2:

glucosa + ATP + 3 CoA  3 acetil-CoA + ADP + H3PO4 + 2 H2O (Ecuación 2)

La expresión "actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa" significa una actividad enzimática que convierte 
fructosa-1,6-bisfosfato y H2O en fructosa-6-fosfato y fosfato (EC 3.1.3.11). Esta actividad enzimática se puede medir 30
usando ensayos conocidos en la técnica como los descritos, por ejemplo, en Hines y col. (J. Biol. Chem. (2007) 282, 
11696-11704). Las expresiones "actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa" y "fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa" 
también cubren enzimas que son bifuncionales en el sentido que éstas muestran una actividad de fructosa-1-6-
bisfosfato aldolasa/fosfatasa. Dichas enzimas bifuncionales se expresan en la mayoría de los linajes bacterianos de 
las arqueas y de ramificación profunda y, en la mayoría de los casos, son estables al calor. Dichas enzimas se 35
informan, por ejemplo, para Thermococcus kodakaraensis, Sulfolobus tokodaii, Ignicoccus hospitalis, Cenarchaeum 
symbiosum, Sulfolobus solfataricas, Thermus thermophilus, Thermoproteus neutrophilus, Moorelia thermoacetica y 
muchas otras (véase, por ejemplo, Say y Fuchs (Nature 464 (2010), 1077); Fushinobu y col. (Nature 478 (2011), 
538: Du y col. (Nature 478 (2011), 534). 

La expresión "actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa cuando crece en glucosa" significa que el 40
microorganismo expresa una enzima con actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa cuando el microorganismo se 
cultiva en glucosa. "Cultivado en glucosa" significa que el microorganismo se cultiva en un medio que contiene, entre 
otros, glucosa como fuente de carbono. Preferentemente, esta expresión significa que el microorganismo se cultiva 
en un medio que contenía glucosa como la única fuente de carbono.

En el contexto de la presente invención, un microorganismo que tiene actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, 45
en particular cuando crece en glucosa, puede ser, por ejemplo, un microorganismo que de manera natural tiene 
actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, o un microorganismo que no 
tiene de manera natural actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, y que 
se ha modificado genéticamente para expresar una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en 
glucosa. Este también podría ser un microorganismo que de manera natural tiene actividad de fructosa-1,6-50
bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, y que se ha modificado genéticamente, por ejemplo 
transformado con un ácido nucleico, por ejemplo un vector, que codifica una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa con el 
fin de incrementar la actividad de fosfocetolasa en dicho microorganismo. 

En la técnica se conocen algunos microorganismos que de manera inherente, es decir de forma natural, tienen 
actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crecen en glucosa, y en el contexto de la 55
presente invención se puede usar cualquiera de los mismos.

También es posible en el contexto de la presente invención que el microorganismo sea un microorganismo que de 
manera natural no tiene actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, pero 
que se modifica genéticamente para que sea capaz de expresar una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular, 
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cuando crece en glucosa. Esto se puede lograr, por ejemplo, mutando el promotor del gen que codifica la fructosa-
1,6-bisfosfato fosfatasa en una manera tal que el gen ya no esté reprimido cuando el microorganismo se cultiva en 
glucosa o el promotor se puede reemplazar por otro promotor por ejemplo un promotor constitutivo que no está 
regulado cuando el microorganismo se cultiva en glucosa. 

De manera similar, el microorganismo también puede ser un microorganismo que de manera natural tiene actividad 5
de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, pero que se modifica genéticamente 
para mejorar/incrementar la actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, por 
ejemplo mediante la introducción de una secuencia de nucleótido exógena que codifica una fructosa-1,6-bisfosfato 
fosfatasa. 

Más adelante se describe con mayor detalle la modificación genética de microorganismos para expresar una enzima 10
de interés.

La fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa de acuerdo con la invención puede ser una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa que 
se produce de manera natural o puede ser una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa que se obtiene a partir de una 
fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa que se produce de manera natural, por ejemplo mediante la introducción de 
mutaciones u otras alteraciones que, por ejemplo, alteran o mejoran la actividad enzimática, la estabilidad, etc. El 15
experto en la materia conoce bien algunos procedimientos para modificar y/o mejorar las actividades enzimáticas 
deseadas de proteínas y se describieron anteriormente. Las variantes de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa 
resultantes se evalúan después respecto a sus propiedades, por ejemplo actividad enzimática o regulación. En la 
técnica se conocen algunos ensayos para medir la actividad enzimática de una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa. En 
una realización la fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa es una enzima que no está regulada por inhibición de 20
retroalimentación. 

En una realización preferente, el microorganismo recombinante se ha modificado genéticamente para que tenga una 
actividad incrementada de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa. Esto se puede lograr por ejemplo transformando el 
microorganismo con un ácido nucleico que codifica una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa. Más adelante se 
proporciona una descripción detallada de la modificación genética de microorganismos. 25

En el contexto de la presente invención, una "actividad incrementada" significa que la expresión y/o la actividad de 
una enzima, en particular de la fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en el microorganismo modificado genéticamente
cuando crece en glucosa es por lo menos un 10 %, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera más 
preferente por lo menos un 30 % o un 50 %, de manera incluso más preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y 
particularmente preferente por lo menos un 90 % o un 100 % más alta que en el microorganismo no modificado 30
correspondiente cuando crece en glucosa. En realizaciones incluso más preferentes el incremento en la expresión 
y/o actividad puede ser por lo menos un 150 %, por lo menos un 200 % o por lo menos un 500 %. En realizaciones
particularmente preferentes la expresión es por lo menos 10 veces, de manera más preferente por lo menos 100 
veces e incluso más preferente por lo menos 1000 veces más alta que en el microorganismo no modificado 
correspondiente en particular cuando crece en glucosa. 35

El experto en la materia conoce bien algunos procedimientos para medir el nivel de expresión de una proteína dada 
en una célula. En una realización, la medición del nivel de expresión se hace midiendo la cantidad de la proteína 
correspondiente. El experto en la materia conoce bien algunos procedimientos correspondientes e incluyen Western 
Blot, ELISA etc. En otra realización la medición del nivel de expresión se hace midiendo la cantidad del ARN 
correspondiente. El experto en la materia conoce bien algunos procedimientos correspondientes e incluyen, por 40
ejemplo. Northern Blot. 

En la técnica se conocen algunos procedimientos para medir la actividad enzimática de la fructosa-1,6-bisfosfato.

En otra realización, el microorganismo de acuerdo con la presente invención se caracteriza también porque la EMPP 
está adicionalmente disminuida o inactivada por inactivación del gen o genes que codifican la gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa o mediante modificación genética para reducir la actividad de gliceraldehído-3-fosfato 45
deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente. La disminución adicional de
la EMPP en una etapa más corriente abajo disminuyendo o inactivando la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
asegura que ninguno o casi ninguno del gliceraldehído-3-fosfato que se pudiera producir en el microorganismo sea 
procesado a través de la glucólisis hasta acetil-CoA con lo cual se perdería un átomo de carbono por la liberación de 
CO2 en la última etapa catalizado por la piruvato deshidrogenasa. Por lo tanto, bloquear la EMPP disminuyendo o 50
inactivando la actividad de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa asegura adicionalmente que el flujo global se 
dirija hacia la fosfocetolasa.

La "actividad de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa" significa una actividad enzimática que convierte 
gliceraldehído-3-fosfato, fosfato y NAD+ en 3-fosfo-D-gliceroil fosfato y NADH + H+ (EC 1.2.1.12). Esta actividad se 
puede medir usando ensayos conocidos en la técnica como los descritos, por ejemplo, en D'Alessio y col. (J. Biol. 55
Chem. (1971) 246, 4326-4333).

La expresión "un microorganismo que se caracteriza por tener una ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) 
adicionalmente disminuida o inactivada por inactivación del gen o genes que codifican una gliceraldehído-3-fosfato 
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deshidrogenasa o mediante modificación genética para reducir la actividad de gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente" se refiere a un 
microorganismo en el que la inactivación del gen o genes que codifican una gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
o la reducción de la actividad de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no 
modificado genéticamente se logra mediante una modificación genética del microorganismo que lleva a dicha 5
inactivación o reducción. 

En una realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo 
recombinante en el que la EMPP está adicionalmente disminuida o inactivada por inactivación del gen o genes que 
codifican la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa o debido a una modificación genética  para reducir la actividad 
de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente. 10
La inactivación del gen o genes que codifican una gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa en el contexto de la 
presente invención significa que el gen o genes que codifican la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa que está 
(están) presente(s) en el microorganismo está (están) inactivados de modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya 
no llevan a la síntesis de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa funcional. La inactivación se puede lograr 
mediante muchas maneras diferentes conocidas en la técnica. La inactivación se puede lograr, por ejemplo, 15
mediante la alteración del gen o genes que codifican la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa o mediante 
supresión limpia de dicho gen o genes a través de la introducción de un marcador de selección. De manera 
alternativa, el promotor del gen que codifica la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa se puede mutar en una 
manera que el gen o genes ya no se transcriba(n) como ARNm. Otras maneras para inactivar el gen o genes que 
codifican la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa conocidas en la técnica son: expresar un polinucleótido que 20
codifica ARN que tiene una secuencia de nucleótido complementaria al transcrito del gen o genes de gliceraldehído-
3-fosfato deshidrogenasa de modo tal que el ARNm ya no se puede traducir en una proteína, expresar un 
polinucleótido que codifica ARN que suprime la expresión de dicho gen o genes a través del efecto de ARNi; 
expresar un polinucleótido que codifica ARN que tenga una actividad de cortar específicamente un transcrito de 
dicho gen o genes; o expresar un polinucleótido que codifica ARN que suprime la expresión de dicho gen o genes a 25
través del efecto de co-supresión. Estos polinucleótidos se pueden incorporar en un vector, el cual se puede 
introducir dentro del microorganismo mediante transformación para lograr la inactivación del gen o genes que 
codifican la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 

El término “inactivación” en el contexto de la presente invención significa preferentemente inactivación completa, es 
decir que el microorganismo no muestra actividad de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Esto significa en 30
particular que el microorganismo no muestra actividad de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa independiente de 
las condiciones de crecimiento usadas. 

Preferentemente, “inactivación” significa que el gen o genes que codifican gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
los cuales están presentes en el microorganismo se modifican genéticamente para evitar la expresión de la enzima. 
Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante supresión del gen o partes del mismo en la que la supresión de partes 35
del mismo evita la expresión de la enzima, o mediante alteración del gen ya sea en la región codificadora o en la 
región de promotor en la que la alteración tiene el efecto de que no se expresa proteína o que se exprese una 
proteína disfuncional.

En una realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo 
recombinante que tiene una EMPP disminuida debido a una modificación genética para reducir la actividad de 40
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente. Esta 
reducción se logra mediante una modificación genética del microorganismo. Esto se puede lograr por ejemplo, 
mediante mutagénesis aleatoria o mutagénesis dirigida a sitio del promotor y/o la enzima y selección posterior de los 
promotores y/o enzimas que tienen las propiedades deseadas o mediante secuencias de nucleótido 
complementarias o efecto de ARNi como se describió anteriormente. Más adelante se proporciona una descripción 45
detallada de la modificación genética de microorganismos. 

En el contexto de la presente invención, una “actividad reducida” significa que la expresión y/o la actividad de una 
enzima, en particular de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, en el microorganismo modificado genéticamente
es por lo menos un 10 %, preferentemente por lo menos un 20 %. de manera más preferente por lo menos un 30 % 
o un 50 %, de manera incluso más preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo 50
menos un 90 % o un 100 % más baja que en el microorganismo no modificado correspondiente. El experto en la 
materia conoce bien algunos procedimientos para medir el nivel de expresión de una proteína dada en una célula. 
En la técnica se conocen algunos ensayos para medir la actividad enzimática reducida de una gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa.

El término "microorganismo" en el contexto de la presente invención se refiere a bacterias, así como a hongos, tales 55
como levaduras, y también a algas y arqueas. En una realización preferente, el microorganismo es una bacteria. En 
principio se puede usar cualquier bacteria. Las bacterias preferentes para su uso en el procedimiento de acuerdo 
con la invención son bacterias del género Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Pseudomonas, Zymomonas o 
Escherichia. En una realización particularmente preferente la bacteria pertenece al género Escherichia e incluso más 
preferente a la especie Escherichia coli. En otra realización preferente la bacteria pertenece a la especie 60
Pseudomonas putida o a la especie Zymomonas mobilis o a la especie Corynebacterium glutamicum. 
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En otra realización preferente el microorganismo es un hongo, de manera más preferente un hongo del género 
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Aspergillus, Trichoderma, Kluyveromyces o Pichia y de manera incluso más 
preferente de la especie Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus niger, Trichoderma 
reesei, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Pichia torula o Pichia utilis.

En una realización más preferente, en la que el microorganismo recombinante es una bacteria, el gen o genes que 5
codifican el transportador de PTS dependiente de PEP se han inactivado. En el contexto de la presente invención, 
inactivación significa que el gen o genes que codifican transportador de PTS dependiente de PEP que está (están) 
presente(s) en el microorganismo se inactiva(n) de modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya no llevan a la 
síntesis de transportador de PTS dependiente de PEP funcional. La inactivación del gen o genes que codifican el 
transportador de PTS dependiente de PEP debe ser de tal manera que la bacteria ya no sea capaz de transportar 10
glucosa a través del transportador de PTS dependiente de PEP. 

Los transportadores de PTS dependiente de PEP (por ejemplo provenientes de E. coli, B. subtilis) se conocen en la 
técnica. Un ejemplo para la inactivación del transportador de PTS dependiente de PEP se muestra en la sección de 
Ejemplos más adelante. 

La inactivación se puede lograr mediante muchas maneras diferentes conocidas en la técnica. La inactivación se 15
puede lograr, por ejemplo, mediante la alteración del gen o genes que codifican el transportador de PTS 
dependiente de PEP o mediante supresión limpia de dicho gen o genes a través de la introducción de un marcador 
de selección. De manera alternativa, el promotor del gen o genes que codifican el transportador de PTS dependiente 
de PEP se puede mutar en una manera que el gen o genes ya no se transcriba(n) como ARNm. Otras maneras para 
inactivar el gen o genes que codifican el transportador de PTS dependiente de PEP conocidas en la técnica son: 20
expresar un polinucleótido que codifica ARN que tiene una secuencia de nucleótido complementaria al transcrito del 
gen o genes del transportador de PTS dependiente de PEP de modo tal que el ARNm ya no se puede traducir como 
una proteína, expresar un polinucleótido que codifica ARN que suprime la expresión de dicho gen o genes a través 
del efecto de ARNi; expresar un polinucleótido que codifica ARN que tenga una actividad de cortar específicamente 
un transcrito de dicho gen o genes; o expresar un polinucleótido que codifica ARN que suprime la expresión de dicho 25
gen o genes a través del efecto de co-supresión. Estos polinucleótidos se pueden incorporar en un vector, el cual se 
puede introducir dentro del microorganismo mediante transformación para lograr la inactivación del gen o genes que 
codifican el transportador de PTS dependiente de PEP.

El término "recombinante" significa que el microorganismo de la presente invención se modifica genéticamente de 
modo tal que contenga una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima como se definió anteriormente en 30
comparación con un microorganismo de tipo silvestre o no modificado o de modo tal que se haya eliminado un gen 
que codifica una enzima como se definió anteriormente en comparación con un microorganismo de tipo silvestre o 
no modificado. 

Una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima como se definió anteriormente se puede usar sola o como 
parte de un vector. 35

Las moléculas de ácido nucleico también pueden comprender secuencias para control de expresión ligadas en 
forma operable al polinucleótido comprendido en la molécula de ácido nucleico. La expresión "ligado en forma 
operativa" o "ligado en forma operable", tal como se usa a través de toda la presente descripción, se refiere a un 
enlace entre una o más secuencias de control de expresión y la región codificadora en el polinucleótido que se va a 
expresar de tal manera que la expresión se logra bajo condiciones compatibles con la secuencia de control de 40
expresión. 

Expresión comprende transcripción de la secuencia de ADN heteróloga, preferentemente como un ARNm 
susceptible de traducción. Los expertos en la materia conocen bien algunos elementos reguladores que aseguran la 
expresión en hongos así como en bacterias. Estos abarcan promotores, incrementadores, señales de terminación, 
señales para elección de blanco y similares. Los ejemplos se dan más adelante en conexión con las explicaciones 45
concernientes a los vectores. 

Algunos promotores para uso en conexión con la molécula de ácido nucleico pueden ser homólogos o heterólogos 
con respecto a su origen y/o con respecto al gen que se va a expresar. Algunos promotores apropiados son por 
ejemplo promotores que se prestan por sí mismos a la expresión constitutiva. Sin embargo, también se pueden usar
promotores que solamente se activan en un punto en el tiempo determinado por influencias externas. En este 50
contexto se pueden usar promotores artificiales y/o químicamente inducibles. 

Los vectores también pueden comprender secuencias de control de expresión ligadas en forma operable a dichos 
polinucleótidos contenidos en los vectores. Estas secuencias de control de expresión pueden ser adecuadas para 
asegurar la transcripción y síntesis de un ARN susceptible de traducción en bacterias u hongos. 

Además, es posible insertar diferentes mutaciones dentro de los polinucleótidos usando procedimientos usuales en 55
biología molecular (véase por ejemplo Sambrook y Russell (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH 
Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.), lo que lleva a la síntesis de polipéptidos que posiblemente tienen 
propiedades biológicas modificadas. La introducción de mutaciones puntuales es concebible en posiciones en las 
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que una modificación de la secuencia de aminoácido por ejemplo influye en la actividad biológica o la regulación del 
polipéptido. 

Asimismo, se pueden preparar mutantes que posean una especificidad modificada para substrato o producto. 
Preferentemente, dichos mutantes muestran una actividad incrementada. De manera alternativa, se pueden preparar 
mutantes cuya actividad catalítica se elimine sin perder actividad de unión al substrato. 5

Asimismo, la introducción de mutaciones dentro de los polinucleótidos que codifican una enzima como se definió 
anteriormente permite que se reduzca o se incremente la tasa de expresión del gen y/o la actividad de las enzimas 
codificadas por dichos polinucleótidos. 

Para modificar genéticamente las bacterias u hongos, los polinucleótidos que codifican una enzima como se definió 
anteriormente o partes de estas moléculas se pueden introducir dentro de plásmidos que permiten la mutagénesis o 10
modificación de secuencia mediante recombinación de secuencias de ADN. Algunos procedimientos convencionales
(véase Sambrook y Russell (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press. Cold Spring Harbor, NY, 
EE.UU.) permiten que se puedan efectuar intercambios de bases o que se agreguen secuencias naturales o 
sintéticas. Algunos fragmentos de ADN se pueden conectar entre sí aplicando adaptadores y enlazadores a los 
fragmentos. Asimismo, se pueden usar medidas de ingeniería que proporcionen sitios de restricción apropiados o 15
que eliminen ADN o sitios de restricción sobrantes. En aquellos casos, en los que son posibles inserciones, 
supresiones o sustituciones, se pueden usar mutagénesis in vitro, "reparación de cebador", restricción o ligación. En 
general, como procedimientos de análisis se realizan un análisis de secuencia, análisis de restricción y otros 
procedimientos de bioquímica y biología molecular. 

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invención se puede producir un microorganismo recombinante modificando 20
genéticamente hongos o bacterias que comprende introducir los polinucleótidos, moléculas de ácido nucleico o 
vectores descritos anteriormente dentro de un hongo o bacteria.

La invención se refiere a microorganismos recombinantes, en particular bacterias y hongos, modificados 
genéticamente con los polinucleótidos, moléculas de ácido nucleico o vectores descritos anteriormente o que se 
pueden obtener mediante el procedimiento mencionado anteriormente para producir bacterias u hongos modificados 25
genéticamente, y a células derivadas de dichas bacterias u hongos transformados y que contienen un polinucleótido, 
molécula de ácido nucleico o vector como se definió anteriormente. En una realización preferente la célula 
hospedadora está genéticamente modificada de tal manera que ésta contiene al polinucleótido integrado de manera 
estable en el genoma. 

El polinucleótido se expresa para llevar a la producción de un polipéptido que tiene cualquiera de las actividades 30
descritas anteriormente. Una revisión de los diferentes sistemas de expresión está contenida por ejemplo en 
Methods in Enzymology 153 (1987), 385-516, en Bitter y col. (Methods in Enzymology 153 (1987), 516-544) y en 
Sawers y col. (Applied Microbiology and Biotechnology 46 (1996), 1-9), Billman-Jacobe (Current Opinion in 
Biotechnology 7 (1996), 500-4), Hockney (Trends in Biotechnology 12 (1994), 456-463), Griffiths y col., (Methods in 
Molecular Biology 75 (1997), 427-440). Una revisión de los sistemas de expresión en levadura es dada por ejemplo 35
por Hensing y col. (Antonie van Leuwenhoek 67 (1995), 261-279), Bussineau y col. (Developments in Biological 
Standardization 83 (1994), 13-19), Gellissen y col. (Antonie van Leuwenhoek 62 (1992), 79-93, Fleer (Current 
Opinion in Biotechnology 3 (1992), 486-496), Vedvick (Current Opinion in Biotechnology 2 (1991), 742-745) y 
Buckholz (Bio/Technology 9 (1991), 1067-1072). 

En la bibliografía se han descrito ampliamente algunos vectores de expresión. Como regla, estos contienen no 40
solamente un gen marcador de selección y un origen de replicación que asegura la replicación en el hospedador
seleccionado, sino también un promotor bacteriano o viral, y en la mayoría de los casos una señal de terminación 
para transcripción. Entre el promotor y la señal de terminación hay en general por lo menos un sitio de restricción o 
un polienlazador el cual permite la inserción de una secuencia de ADN codificadora. La secuencia de ADN que 
controla de manera natural la transcripción del gen correspondiente se puede usar como la secuencia de promotor, 45
si ésta es activa en el organismo hospedador seleccionado. Sin embargo, esta secuencia también se puede 
intercambiar por otras secuencias de promotor. Es posible usar promotores que aseguren la expresión constitutiva 
del gen y promotores inducibles que permiten un control deliberado de la expresión del gen. Las secuencias de 
promotor bacterianas y virales que poseen estas propiedades son descritas en detalle en la bibliografía. Las 
secuencias reguladoras para la expresión en microorganismos (por ejemplo E. coli, S. cerevisiae) son descritas en 50
forma suficiente en la bibliografía. Los promotores que permiten una expresión particularmente alta de una
secuencia corriente abajo son por ejemplo el promotor T7 (Studier y col., Methods in Enzymology 85 (1990), 60-89), 
lacUV5, trp, trp-lacUV5 (DeBoer y col., en Rodriguez y Chamberlin (Eds), Promoters, Structure and Function: 
Praeger, New York, (1982), 462-481; DeBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983), 21-25), Ip1, rac (Boros y col., 
Gene 42 (1986), 97-100). Algunos promotores inducibles se usan preferentemente para la síntesis de polipéptidos. 55
Estos promotores con frecuencia llevan a rendimientos de polipéptido más altos que los promotores constitutivos. 
Con el fin de obtener una cantidad óptima de polipéptido, con frecuencia se usa un procedimiento de dos etapas. 
Primero, las células hospederas se cultivan bajo condiciones óptimas hasta una densidad celular relativamente alta. 
En la segunda etapa, se induce la transcripción dependiendo del tipo de promotor usado. En este sentido, un 
promotor tac es particularmente apropiado el cual puede ser inducido por lactosa o IPTG (=isopropil-β-D-60
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tiogalactopiranósido) (deBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 21-25). Las señales de terminación para 
la transcripción también se describen en la bibliografía. 

La transformación de la célula hospedadora con un polinucleótido o vector de acuerdo con la invención se puede 
llevar a cabo usando procedimientos convencional, como por ejemplo los descritos en Sambrook y Russell (2001), 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.; Methods in Yeast Genetics, 5
A Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990. La célula hospedadora se cultiva en 
medio nutritivo que satisfaga los requerimientos de la célula hospedadora particular usada, en particular con 
respecto al valor de pH, temperatura, concentración de sal, aireación, antibióticos, vitaminas, elementos traza, etc.

En otro aspecto de la presente invención, el microorganismo recombinante también se caracteriza porque es capaz 
de convertir acetil-CoA en acetona. Algunos procedimientos para proporcionar dicho microorganismo recombinante 10
se describen por ejemplo en el documento de patente EP 2 295 593. La expresión "que es capaz de convertir acetil-
CoA en acetona" en el contexto de la presente invención significa que el organismo/microorganismo tiene la 
capacidad de producir acetona dentro de la célula debido a la presencia de enzimas que proporcionan actividades 
enzimáticas que permiten la producción de acetona a partir de acetil-CoA. 

La acetona es producida por ciertos microorganismos, tales como Clostridium acetobutylicum, Clostridium 15
beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa y Pseudomonas putida. La síntesis de acetona se 
caracteriza de manera más adecuada en Clostridium acetobutylicum. Esta empieza con una reacción (etapa de 
reacción 1) en la que dos moléculas de acetil-CoA se condensan como acetoacetil-CoA. Esta reacción es catalizado 
por acetil-CoA acetiltransferasa (EC 2.3.1.9). La acetoacetil-CoA después se convierte en acetoacetato por una 
reacción con ácido acético o ácido butírico que da como resultado también la producción de acetil-CoA o butiril-CoA 20
(etapa de reacción 2). Esta reacción es catalizado por ejemplo por acetoacetilCoA transferasa (EC 2.8.3.8). La 
acetoacetilCoA transferasa es conocida a partir de varios organismos, por ejemplo a partir de E. coli en la que ésta 
es codificada por el gen atoAD o a partir de Clostridium acetobutylicum en el que ésta es codificada por el gen ctfAB. 
Sin embargo, también otras enzimas pueden catalizar esta reacción, por ejemplo 3-oxoácido CoA transferasa (EC 
2.8.3.5) o succinato CoA ligasa (EC 6.2.1.5). 25

Por último, el acetoacetato se convierte en acetona mediante una etapa de descarboxilación (etapa de reacción 3) 
catalizado por la acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4). 

Las etapas de reacción 1 y 2 descritas anteriormente y las enzimas que los catalizan no son característicos para la 
síntesis de acetona y se pueden encontrar en varios organismos. En contraste, la etapa de reacción 3 que se 
cataliza por la acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4) se encuentra solamente en aquellos organismos que son 30
capaces de producir acetona.

En una realización preferente el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo, el 
cual de manera natural tiene la capacidad de producir acetona. Por lo tanto, preferentemente el microorganismo 
pertenece al género Clostridium, Bacillus o Pseudomonas, de manera más preferente a la especie Clostridium 
acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa o Pseudomonas putida.35

En otra realización preferente, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo, 
obtenido a partir de un organismo/microorganismo el cual de manera natural no produce acetona pero que se ha 
modificado genéticamente para que produzca acetona, es decir introduciendo el gen o genes necesarios para 
permitir la producción de acetona en el microorganismo. En principio cualquier microorganismo se puede modificar
genéticamente de esta manera. Las enzimas responsables para la síntesis de acetona se han descrito40
anteriormente. Los genes que codifican las enzimas correspondientes se conocen en la técnica y se pueden usar
para modificar genéticamente un microorganismo dado para que produzca acetona. Como se describió 
anteriormente, las etapas de reacción 1 y 2 de la síntesis de acetona ocurren de manera natural en la mayoría de los 
organismos. Sin embargo, la etapa de reacción 3 es característica y crucial para la síntesis de acetona. Por lo tanto, 
en una realización preferente, se modifica un organismo modificado genéticamente obtenido a partir de un 45
microorganismo que de manera natural no produce acetona para que contenga una secuencia de nucleótido que 
codifica una enzima que cataliza la conversión de acetoacetato en acetona mediante descarboxilación, por ejemplo 
una acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4). En la técnica se conocen algunas secuencias de nucleótido 
provenientes de diversos organismos que codifican esta enzima, por ejemplo el gen adc proveniente de Clostridium 
acetobutylicum (números de referencia Uniprot P23670 y P23673), Clostridium beijerinckii (Clostridium MP; 50
Q9RPK1), Clostridium pasteurianum (número de referencia Uniprot P81336), Bradyrhizobium sp. (cepa BTAi1/ATCC 
BAA-1182; número de referencia Uniprot A5EBU7), Burkholderia mallei (ATCC 10399 A9LBS0), Burkholderia mallei
(número de referencia Uniprot A3MAE3), Burkholderia mallei FMH A5XJB2, Burkholderia cenocepacia (número de 
referencia Uniprot A0B471), Burkholderia ambifaria (número de referencia Uniprot Q0b5P1), Burkholderia 
phytofirmans (número de referencia Uniprot B2T319), Burkholderia spec. (número de referencia Uniprot Q38ZU0), 55
Clostridium botulinum (número de referencia Uniprot B2TLN8), Ralstonia pickettii (número de referencia Uniprot 
B2UIG7), Streptomyces nogalater (número de referencia Uniprot Q9EYI7), Streptomyces avermitilis (número de 
referencia Uniprot Q82NF4), Legionella pneumophila (número de referencia Uniprot Q5ZXQ9), Lactobacillus 
salivarius (número de referencia Uniprot Q1WVG5), Rhodococcus spec. (número de referencia Uniprot Q0S7W4), 
Lactobacillus plantarum (número de referencia Uniprot Q890G0), Rhizobium leguminosarum (número de referencia60

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



14

Uniprot Q1M911), Lactobacillus casei (número de referencia Uniprot Q03B66), Francisella tularensis (número de 
referencia Uniprot Q0BLC9), Saccharopolyspora erythreae (número de referencia Uniprot A4FKR9). Korarchaeum 
cryptofilum (número de referencia Uniprot B1L3N6), Bacillus amyloliquefaciens (número de referencia Uniprot 
A7Z8K8), Cochliobolus heterostrophus (número de referencia Uniprot Q8NJQ3), Sulfolobus islandicus (número de 
referencia Uniprot C3ML22) y Francisella tularensis subsp. holarctica (cepa OSU18).5

De manera más preferente, el microorganismo se modifica genéticamente para que se transforme con una molécula 
de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 2 de la síntesis de acetona 
mencionada anteriormente, es decir la conversión de acetoacetil-CoA en acetoacetato.

Incluso de manera más preferente, el microorganismo se modifica genéticamente para que sea transformado con 
una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 1 de la síntesis de 10
acetona mencionada anteriormente, es decir la condensación de dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetatil-CoA. 

En una realización particularmente preferente el microorganismo se modifica genéticamente para que se transforme
con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 1 de la 
síntesis de acetona mencionada anteriormente y con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima que 
puede catalizar la etapa de reacción 2 de la síntesis de acetona mencionada anteriormente o con una molécula de 15
ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 1 de la síntesis de acetona 
mencionada anteriormente y con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la 
etapa de reacción 3 mencionada anteriormente de la síntesis de acetona o con una molécula de ácido nucleico que 
codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 2 de la síntesis de acetona mencionada anteriormente 
y con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 320
mencionada anteriormente de la síntesis de acetona o con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima 
que puede catalizar la etapa de reacción 1 de la síntesis de acetona mencionada anteriormente y con una molécula 
de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reacción 2 de la síntesis de acetona 
mencionada anteriormente y con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la 
etapa de reacción 3 mencionada anteriormente de la síntesis de acetona. 25

Los procedimientos para preparar los microorganismos modificados genéticamente mencionados anteriormente se 
conocen bien en la técnica. Por lo tanto, en términos generales, el microorganismo se transformó con una 
construcción de ADN que permite la expresión de la enzima respectiva en el microorganismo. Dicha construcción 
normalmente comprende la secuencia codificadora en cuestión ligada a secuencias reguladoras que permiten la 
transcripción y traducción en la célula hospedadora respectiva, por ejemplo un promotor y/o incrementador y/o 30
terminador de transcripción y/o sitios de unión a ribosoma, etc. La técnica anterior ya describe microorganismos que 
se han modificado genéticamente para que sean capaces de producir acetona. En particular los genes provenientes 
de, por ejemplo, Clostridium acetobutylicum se han introducido en E. coli con lo cual se permite la síntesis de 
acetona en E. coli, una bacteria que no produce acetona de manera natural (Bermejo y col., Appl. Environ. Microbiol. 
64 (1998); 1079-1085; Hanai y col., Appl. Environ. Microbiol. 73 (2007), 7814-7818). En particular Hanai y col.35
(mencionado anteriormente) muestran que es suficiente introducir una secuencia de ácido nucleico que codifica una 
acetoacetato descarboxilasa (tal como la que proviene de Clostridium acetobutylicum) con el fin de lograr la 
producción de acetona en E. coli lo que indica que las enzimas endógenas en E. coli catalizan las etapas de 
reacción 1 y 2 mencionadas anteriormente (es decir los productos de expresión de los genes atoB y atoAD de E. 
coli) son suficientes para proporcionar substrato para la producción de acetona. 40

En otro aspecto de la presente invención, el microorganismo recombinante también se caracteriza porque es capaz 
de convertir acetil-CoA en acetona y convertir acetona en isobuteno. Algunos procedimientos para proporcionar
dicho microorganismo recombinante se describen por ejemplo en los documentos EP-A 2 295 593 (EP 09 17 0312), 
WO 2010/001078 y EP 10 18 8001.

En otro aspecto de la presente invención, el microorganismo recombinante se caracteriza porque es capaz de 45
convertir acetil-CoA en acetona y convertir acetona en propeno. Algunos procedimientos para proporcionar dicho 
microorganismo recombinante se describen por ejemplo en Hanai y col., Appl. Environ. Microbiol. 73 (2007), 7814-
7818.

Un experto en la materia reconocerá que algunas modificaciones genéticas adicionales a los microorganismos de la 
presente invención podrían llevar a mejoras en la eficacia mediante las cuales los microorganismos de la presente 50
invención convierten el material de abastecimiento en producto. Por ejemplo, algunos microorganismos naturales 
comúnmente producen productos tales como formiato, acetato, lactato, succinato, etanol, glicerol, 2,3-butanodiol, 
metilglioxal e hidrógeno; de los cuales todos podrían ser perjudiciales para la producción de, por ejemplo, acetona, 
isobuteno o propeno a partir de azúcares. La eliminación o reducción sustancial de dichos subproductos no 
deseados se puede lograr mediante eliminación o reducción de las actividades de enzimas clave que llevan a su 55
producción. Dichas actividades incluyen, pero no se limitan a, el grupo que consiste en: 

- acetil-CoA + formiato = CoA + piruvato (por ejemplo, catalizado por la formiato C-acetiltransferasa, también 
conocida como piruvato formiato-liasa (EC 2.3.1.54); para E. coli- pfIB, ID de Gen de NCBI: 945514); 

- ATP + acetato = ADP + fosfato de acetilo (por ejemplo, catalizado por acetato quinasa (EC 2.7.2.1); para E. coli-
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ackA, ID de Gen de NCBI: 946775); 
- (R)-lactato + NAD+ = piruvato + NADH + H+ (por ejemplo, catalizado por L-lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.28); 

para E. coli- IdhA, ID de Gen de NCBI: 946315); 
- fosfato + oxaloacetato = fosfoenolpiruvato + HCO3

- (por ejemplo, catalizado por fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC 
4.1.1.31); para E. coli- ppc, ID de Gen de NCBI: 948457); 5

- ATP + oxaloacetato = ADP + fosfoenolpiruvato + CO2 (por ejemplo, catalizado por fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa (ATP) (EC 4.1.1.49); para E. coli- pck, ID de Gen de NCBI: 945667); 

- succinato + aceptor = fumarato + aceptor reducido (por ejemplo, catalizado por succinato deshidrogenasa (EC 
1.3.99.1); para E. coli- que comprende frdA y frdB, ID de Gen de NCBI: 948667 y 948666, respectivamente); 

- un 2-oxo carboxilato (por ejemplo piruvato) = un aldehído (por ejemplo acetaldehído + CO2 (por ejemplo, 10
catalizado por piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1)); 

- acetaldehído + CoA + NAD+ = acetil-CoA + NADH + H+ (por ejemplo, catalizado por acetaldehído deshidrogenasa 
(acetiladora) (EC 1.2.1.10); para E. coli- adhE, ID de Gen de NCBI: 945837); 

- sn-glicerol 3-fosfato + NAD(P)+ = glicerona fosfato + NAD(P)H + H+ (por ejemplo, catalizado por glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa [NAD(P)+] (EC 1.1.1.94); para E. coli- gpsA, ID de Gen de NCBI: 948125); 15

- 2 piruvato = 2-acetolactato + CO2 (por ejemplo, catalizado por acetolactato sintetasa (EC 2.2.1.6); para E. coli-
ilvH e ilvl, ID de Gen de NCBI: 947267 y 948793, respectivamente); 

- glicerona fosfato = metilglioxal + fosfato (por ejemplo, catalizado por metilglioxal sintetasa (EC 4.2.3.3); para E. 
coli- mgsA, ID de Gen de NCBI: 945574); y

- formiato + H+ = CO2 + H2 (por ejemplo, catalizado por formiato hidrogenoliasa (EC 1.2.1.2 junto con EC 1.12.1.2); 20
para E. coli- fdhF (EC 1.2.1.2), ID de Gen de NCBI: 948584).

Por lo tanto, en una realización preferente, el microorganismo de acuerdo con la invención se caracteriza porque una 
o más de las actividades enzimáticas listadas anteriormente se eliminan o se reducen. 

Un experto en la materia también reconocería que las modificaciones genéticas a los elementos reguladores en los 
microorganismos de la presente invención podrían llevar a mejoras en la eficacia con las cuales los microorganismos 25
de la presente invención convierten el material de abastecimiento en producto. Dentro de E. coli, dichas 
modificaciones genéticas incluyen, pero no se limitan a, el grupo que consiste en: 

- eliminar el gen fnr (ID de Gen de NCBI: 945908), un regulador global de crecimiento anaeróbico; y
- eliminar el gen rpoS (ID de Gen de NCBI: 947210), una ARN polimerasa, factor sigma S (sigma 38). 

Por lo tanto, en otra realización preferente el microorganismo de acuerdo con la invención muestra por lo menos una 30
de estas supresiones.

Un aspecto adicional de la presente invención es el uso del microorganismo recombinante de la presente invención 
para la conversión de glucosa en acetil-CoA. La acetil-CoA (también conocida como acetil-Coenzima A) en la 
estructura química es el tioéster entre la coenzima A (un tiol) y ácido acético y es una molécula precursora 
importante para la producción de metabolitos útiles. La acetil-CoA después se puede convertir adicionalmente por el 35
microorganismo recombinante en metabolitos útiles tales como ácido L-glutámico, L-glutamina, L-prolina, L-arginina, 
L-leucina, succinato y polihidroxibutirato.

Otro aspecto de la presente invención es el uso del microorganismo recombinante de la presente invención que es 
capaz de convertir acetil-CoA en acetona para la conversión de glucosa en acetona.

Un aspecto adicional de la presente invención es el uso del microorganismo recombinante de la presente invención 40
que es capaz de convertir acetil-CoA en acetona y acetona en isobuteno para la conversión de glucosa en 
isobuteno. 

De nuevo un aspecto adicional de la presente invención es el uso del microorganismo recombinante de la presente 
invención que es capaz de convertir acetil-CoA en acetona y acetona en propeno para la conversión de glucosa en 
propeno.45

Por consiguiente, la presente invención también se refiere a un procedimiento para la producción de acetona y/o 
isobuteno y/o propeno a partir de glucosa en el que el microorganismo recombinante mencionado anteriormente se 
cultiva bajo condiciones que permitan la producción de acetona y/o isobuteno y/o propeno y en el que se aíslan la 
acetona y/o isobuteno y/o propeno. Los microorganismos se cultivan bajo condiciones de cultivo apropiadas que 
permitan que ocurran las reacciones enzimáticas. Las condiciones de cultivo específicas dependen del 50
microorganismo específico empleado pero son bien conocidas por el experto en la materia. Las condiciones de 
cultivo generalmente se eligen de tal manera que éstas permitan la expresión de los genes que codifican las 
enzimas para las reacciones respectivas. El experto en la materia conoce varios procedimientos para mejorar y 
afinar la expresión de ciertos genes en ciertas etapas del cultivo tal como la inducción de la expresión de genes 
mediante inductores químicos o mediante un cambio de temperatura. 55

En otra realización preferente el procedimiento de acuerdo con la invención comprende también la etapa de 
recolectar los productos gaseosos, en particular isobuteno o propeno, mediante desgasificación de la reacción, es 
decir recuperar los productos que desgasifican, por ejemplo, fuera del cultivo. Por lo tanto en una realización
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preferente, el procedimiento se realiza en presencia de un sistema para recolectar isobuteno o propeno bajo forma 
gaseosa durante la reacción. 

De hecho, los alquenos cortos tales como isobuteno y propeno adoptan el estado gaseoso a temperatura ambiente y 
presión atmosférica. El procedimiento de acuerdo con la invención por lo tanto no requiere la extracción del producto 
a partir del medio de cultivo líquido, una etapa que siempre es muy costoso cuando se realiza a escala industrial. La 5
evacuación y almacenamiento de los hidrocarburos gaseosos y su posible separación física posterior y conversión 
química se pueden efectuar de acuerdo con cualquier procedimiento conocido por el experto en la materia.

La presente invención se describe adicionalmente por referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limitantes.

La Figura 1 muestra dos esquemas para la producción de acetil-CoA a partir de glucosa-6-fosfato a través de la ruta 
de fosfocetolasa usando cualquiera o ambas actividades de fosfocetolasa EC 4.1.2.9 y EC 4.1.2.22.10

Ejemplos

PROCEDIMIENTOS GENERALES Y MATERIALES

En la técnica se conocen bien algunos procedimientos para las ligaciones y transformaciones. Las técnicas 
apropiadas para uso en los siguientes ejemplos se pueden encontrar en Sambrook J., y col., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª Edición, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989, y Sambrook J., mencionado anteriormente. 15

En la técnica se conocen bien algunos materiales y procedimientos apropiados para el mantenimiento y crecimiento 
de los cultivos bacterianos. Algunas técnicas apropiadas para uso en los siguientes ejemplos se pueden encontrar 
en Manual of Methods for General Bacteriology (Philipp Gerhardt, R.G.E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W, 
Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg y G. Briggs Philips, eds). 

Todos los reactivos y materiales usados para el crecimiento y mantenimiento de las células bacterianas se obtienen 20
a partir de Sigma-Aldrich Company (St. Louis, MO) a menos que se especifique de otra manera.

TABLA 1: Plásmidos usados y construidos

Nombre del 

Plásmido

Descripción

pKD46 Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 

97, Nº 12, pp. 6640-6645

pCP20 Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 

97, Nº 12, pp. 6640-6645

pGBE0687 El plásmido pGBE0687 presenta un gen de resistencia a apramicina colocado bajo el control 

de su propio promotor

pGBE0688 El plásmido pGBE0688 presenta un gen de resistencia a espectinomicina colocado bajo el 

control de su propio promotor

pGBE0421 Plásmido de GeneArt® (Invitrogen) que codifica fosfocetolasa de L. lactis

pGBE0123 Una versión modificada del plásmido pUC18 (New England Biolabs) el cual contiene un Sitio 

de Clonación Múltiple (MCS) modificado.

pGBE0457 Plásmido que permite la expresión de la fosfocetolasa de L. lactis

pGBE0689 Fagémidos pBluescript II, Agilent Technologies

pGBE0690 Genes ctfA y ctfB provenientes de Clostridium acetobutylicum clonados en pGBE0689

pGBE0691 Gen adc proveniente de Clostridium acetobutylicum clonado en pGBE0690

pGBE0051 pUC19, New England Biolabs

pGBE0692 Genes ctfA, ctfB y adc provenientes de Clostridium acetobutylicum clonados en pGBE0051

pGBE0693 Gen thI proveniente de Clostridium acetobutylicum clonado en pGBE0692

pGBE0124 Una versión modificada del plásmido pSU18 (Borja Bartolomé, Yolanda Jubete, Eduardo 

Martinez y Fernando de la Cruz, Gene, 1991, Vol. 102, Fascículo 1, pp. 75-78)
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(continuación)

Nombre del 

Plásmido

Descripción

pGBE0096 Genes thl, ctfA, ctfB y adc provenientes de Clostridium acetobutylicum clonados en 

pGBE0124

pGBE0928 Plásmido que permite la expresión de la fosfocetolasa de L. lactis

pGBE1020 Plásmido que permite la expresión de la fosfocetolasa de L. lactis y la producción de 

acetona

pGBE1021 Plásmido que permite la producción de acetona

TABLA 2: Cepas usadas y construidas

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa Genotipo Cepa de origen
de la construcción

GBE0219 F-lambda-ilvG-rfb-50 rph-1 Escherichia coli K12 MG1655 de tipo 
silvestre

GBE0170 pKD46 GBE0129 Transformación de la cepa GBE0129 
con el plásmido pKD46

GBE0329 pGBE0096 GBE0129 Transformación de la cepa GBE0129 
con el plásmido pGBE0096

GBE0901 ΔptsHI::FRT GBE0129

GBE0902 ΔptsHI::FRT pKD46 GBE0901 Transformación de la cepa GBE0901 
con el plásmido pKD46

GBE0903 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::aad+ GBE0902

GBE0929 ΔptsHI::FRT GBE0901 Selección de la cepa GBE0901 en 
medio MS con glucosa como la 
fuente de carbono.

GBE1000 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::aad+ GBE0903. Selección de la cepa GBE0903 en 
medio MS con glucosa como la 
fuente de carbono.

GBE1001 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::aad
+

pKD46
GBE1000 Transformación de la cepa GBE1000 

con el plásmido pKD46

GBE1005_
pKD46

ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::aad
+

ΔpfkA::aac+
GBE1001

GBE1005 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::aad+

ΔpfkA::aac+
GBE1005 pKD46. Se ha verificado la pérdida del 

plásmido pKD46.

GBE1005_
P

ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::aad+

ΔpfkA::aac+ pCP20
GBE1005 Transformación de la cepa GBE1005 

con el plásmido pCP20

GBE1006 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT

GBE1005_p Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pCP20.

GBE1010 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT pKD46

GBE1006 Transformación de la cepa GBE1006 
con el plásmido pKD46

GBE1014_
pKD46

ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

GBE1010

GBE1014 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

GBE1014_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.
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(continuación)

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa Genotipo Cepa de origen
de la construcción

GBE1283 ΔptsHI::FRT GBE0929 Cultivos sucesivos de la GBE0929 en 
medio MS con glucosa como la 
fuente de carbono.

GBE1284 ΔptsHI::FRT pKD46 GBE1283 Transformación de la cepa GBE1283 
con el plásmido pKD46

GBE1287 ΔptsHI::FRT 
Δzwf_edd_eda::aad+

GBE1284

GBE1337 ΔptsHI::FRT 
Δzwf_edd_eda::aad+ pKD46

GBE1287 Transformación de la cepa GBE1287 
con el plásmido pKD46

GBE1339 Δzwf_edd_eda::aac+ GBE0170

GBE1340 Δzwf_edd_eda::aac+ pKD46 GBE1339 Transformación de la cepa GBE1339 
con el plásmido pKD46

GBE1341_
pKD46

Δzwf_edd_eda::aac+ ΔpfkA::aad+ GBE1340

GBE1341 Δzwf_edd_eda::aac+ ΔpfkA::aad+ GBE1341_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.

GBE1341_p Δzwf_edd_eda::aac+ ΔpfkA::aad+

pCP20
GBE1341 Transformación de la cepa GBE1341 

con el plásmido pCP20

GBE1342 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT GBE1341_p Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pCP20.

GBE1343 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
pKD46

GBE1342 Transformación de la cepa GBE1342 
con el plásmido pKD46

GBE1344_
pKD46

Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
ΔpfkB::aad+

GBE1343

GBE1344 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
ΔpfkB::aad+

GBE1344_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.

GBE1345 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
ΔpfkB::aad+ pGBE457 
pGBE0096

GBE1344 Transformación de la cepa GBE1344 
con ambos plásmidos pGBE96 y 
pGBE457

GBE1346 pGBE0096 GBE0329 Adaptación de la cepa GBE0329 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
Cloranfenicol (25 ug/ml)

GBE1347 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
ΔpfkB::aad+ pGBE457 pGBE96

GBE1345 Adaptación de la cepa GBE1345 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
Cloranfenicol (25 ug/ml)

GBE1348 ΔptsHI::FRT pGBE96 GBE0929 Transformación de la cepa GBE0929 
con ambos plásmidos pGBE96 y 
pGBE457

GBE1349 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

pGBE457 pGBE0096

GBE1014 Transformación de la cepa GBE1014 
con ambos plásmidos pGBE96 y 
pGBE457

GBE1350 ΔptsHI::FRT pGBE96 GBE1348 Adaptación de la cepa GBE1348 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
Cloranfenicol (25 ug/ml)
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(continuación)

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa Genotipo Cepa de origen
de la construcción

GBE1351 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

pGBE457 pGBE0096

GBE1349 Adaptación de la cepa GBE1349 al 
medio MS + glucosa (2g/l) + 
Cloranfenicol (25 ug/ml)

GBE1353_
pKD46

ΔptsHI::FRT 
Δzwf_edd_eda::aad+ ΔpfkA::aac+

GBE1337

GBE1353 ΔptsHI::FRT 
Δzwf_edd_eda::aad+ ΔpfkA::aac+

GBE1353 _pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.

GBE1353_p ΔptsHI::FRT 
Δzwf_edd_eda::aad+ ΔpfkA::aac+

pCP20

GBE1353 Transformación de la cepa GBE1353 
con el plásmido pCP20

GBE1368 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT

GBE1353_P Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pCP20.

GBE1371 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT pKD46

GBE1368 Transformación de la cepa GBE1368 
con el plásmido pKD46

GBE1420_
pKD46

ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

GBE1371

GBE1420 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

GBE1420_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.

GBE1433 ΔptsHI::FRT Δzwf::aad+ GBE1284

GBE1436 ΔptsHI::FRT Δzwf::aad+ pKD46 GBE1433 Transformación de la cepa GBE1433 
con el plásmido pKD46

GBE1441_
pKD46

ΔptsHI::FRT Δzwf::aad+

ΔpfkA::aac
+

GBE1436

GBE1441 ΔptsHI::FRT Δzwf::aad+

ΔpfkA::aac+
GBE1441_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 

plásmido pKD46.

GBE1441_p ΔptsHI::FRT Δzwf::aad+

ΔpfkA::aac
+

pCP20
GBE1441 Transformación de la cepa GBE1441 

con el plásmido pCP20

GBE1448 ΔptsHI::FRT Δzwf::FRT 
ΔpfkA::FRT

GBE1441_p Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pCP20.

GBE1449 ΔptsHI::FRT Δzwf::FRT 
ΔpfkA::FRT pKD46

GBE1448 Transformación de la cepa GBE1448 
con el plásmido pKD46

GBE1518_
pKD46

ΔptsHI::FRT Δzwf::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB:: aad

+
GBE1449

GBE1518 ΔptsHI::FRT Δzwf::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB:: aad

+
GBE1518_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 

plásmido pKD46.

GBE2252_
pKD46

ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ GBE1284

GBE2252 ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ GBE2252 pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.

GBE2253 ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ pKD46 GBE2252 Transformación de la cepa GBE2252 
con el plásmido pKD46

GBE2256_
pKD46

ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ ΔpfkB::
aac+

GBE2253

GBE2256 ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ ΔpfkB::
aac+

GBE2256_pKD46 Se ha verificado la pérdida del 
plásmido pKD46.
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(continuación)

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa Genotipo Cepa de origen
de la construcción

GBE2262 F-lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 
pGB1021

GBE0129 Transformación de la cepa GBE0129 
con plásmido pGB1021

GBE2263 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
ΔpfkB::aad+ pGB1020

GBE1344 Transformación de la cepa GBE1344 
con plásmido pGB1020

GBE2264 F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 
pGB1021

GBE2262 Adaptación de la cepa GBE2262 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
ampicilina (100 ug/ml).

GBE2265 Δzwf_edd_eda::FRT ΔpfkA::FRT 
ΔpfkB::aad+ pGB1020

GBE2263 Adaptación de la cepa GBE2263 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
ampicilina (100 ug/ml).

GBE2266 ΔptsHI::FRT pGB1021 GBE1283 Transformación de la cepa GBE1283 
con plásmido pGB1021

GBE2267 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

pGB1020

GBE1420 Transformación de la cepa GBE1420 
con plásmido pGB1020

GBE2268 ΔptsHI::FRT pGB1021 GBE2266 Adaptación de la cepa GBE2266 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
ampicilina (100 ug/ml).

GBE2269 ΔptsHI::FRT Δzwf_edd_eda::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

pGB1020

GBE2267 Adaptación de la cepa GBE2267 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
ampicilina (100 ug/ml).

GBE2270 ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ ΔpfkB::
aac+ pGB1020

GBE2256 Transformación de la cepa GBE2256 
con plásmido pGB1020

GBE2271 ΔptsHI::FRT Δzwf::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

pGB1020

GBE1518 Transformación de la cepa GBE1518 
con plásmido pGB1020

GBE2272 ΔptsHI::FRT ΔpfkA::aad+ ΔpfkB::
aac+ pGB1020

GBE2270 Adaptación de la cepa GBE2270 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
ampicilina (100 ug/ml).

GBE2273 ΔptsHI::FRT Δzwf::FRT 
ΔpfkA::FRT ΔpfkB::aad+

pGB1020

GBE2271 Adaptación de la cepa GBE2266 al 
medio MS + glucosa (2 g/l) + 
ampicilina (100 ug/ml).

TABLA 3: Secuencias de regiones cromosómicas bacterianas, genes usados, regiones de plásmidos

Nombre Secuencia de nucleótidos Descripción SEC
ID 
Nº

secuencia de 
nucleótido 
proveniente de la 
cepa GBE0901, 
desde los pares 
de bases 2531736 
hasta 2531870

La región 
FRT está 
subrayada

SQ
0001
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(continuación)
Nombre Secuencia de nucleótidos Descripción SEC

ID 
Nº

Cassette de 
resistencia a 
espectinomicina

Las regiones 
FRT están 
subrayadas

SQ
0002

Cassette de 
resistencia a 
apramicina

Las regiones 
FRT están 
subrayadas

SQ
0003
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(continuación)
Nombre Secuencia de nucleótidos Descripción SEC

ID 
Nº

MCS del 
plásmido 
pGB0123

Los sitios de 
restricción 
para HindIII y 
EcoRI están 
subrayados.

SQ
0004
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(continuación)
Nombre Secuencia de nucleótidos Descripción SEC

ID 
Nº

Gen de 
fosfocetolasa 
optimizado de 
Lactococcus lactis
flanqueado por 
sitios de 
restricción de PacI 
y NotI

Los sitios de 
restricción 
para PacI y 
NotI están 
subrayados.

SQ
0005
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(continuación)
Nombre Secuencia de nucleótidos Descripción SEC

ID 
Nº

MCS del
plásmido 
pGB0124

SQ
0006

TABLA 4 Secuencia de cebador

Nombre Secuencia Descripción SEC ID 
Nº:

0635 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye los genes ptsHI

RC0001

0638 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye los genes ptsHI

RC0002
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(continuación)

Nombre Secuencia Descripción SEC ID 
Nº:

0633 Cebador para supresión de los genes 
zwf_edd_eda

RC0003

0634 Cebador para supresión de los genes 
zwf_edd_eda

RC0004

1036 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye los genes zwf_edd_eda

RC0005

1037 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye los genes zwf_edd_eda

RC0006

0629 Cebador para supresión del gen pfkA RC0007

0630 Cebador para supresión del gen pfkA RC0008

0619 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye el gen pfkA

RC0009

0620 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye el gen pfkA

RC0010

0631 Cebador para supresión del gen pfkB RC0011

0632 Cebador para supresión del gen pfkB RC0012

0621 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye el gen pfkB.

RC0013

0622 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye el gen pfkB.

RC0014

pUC1
8_24 6

Cebador para determinar la secuencia del 
gen de fosfocetolasa proveniente de 
Lactococcus lactis clonado en el 
pGB0123.

RC0015

pUC1
8_38
00_rev

Cebador para determinar la secuencia del 
gen de fosfocetolasa proveniente de 
Lactococcus lactis clonado en el 
pGB0123.

RC0016
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(continuación)

Nombre Secuencia Descripción SEC ID 
Nº:

Pkt 
lacto_
700_dir

Cebador para determinar la secuencia del 
gen de fosfocetolasa proveniente de 
Lactococcus lactis clonado en el 
pGB0123.

RC0017

Pkt_l
acto_
mil_di r

Cebador para determinar la secuencia del 
gen de fosfocetolasa proveniente de 
Lactococcus lactis clonado en el 
pGB0123.

RC0018

Pkt_l
acto_
mil_re v

Cebador para determinar la secuencia del 
gen de fosfocetolasa proveniente de 
Lactococcus lactis clonado en el 
pGB0123.

RC0019

0070 Cebador para amplificar los genes ctfA y 
ctfB provenientes de Clostridium 
acetobutylicum cepa ATCC 824.

RC0020

0071 Cebador para amplificar los genes ctfA y 
ctfB provenientes de Clostridium 
acetobutylicum cepa ATCC 824.

RC0021

1066 Cebador general para determinación de 
secuencia

RC0022

1067 Cebador general para determinación de 
secuencia

RC0023

0072 Cebador para amplificar el gen adc 
proveniente de Clostridium 
acetobutylicum cepa ATCC 824.

RC0024

0073 Cebador para amplificar el gen adc 
proveniente de Clostridium 
acetobutylicum cepa ATCC 824.

RC0025

1068 Cebador para determinar la secuencia de 
los genes ctfA y ctfB

RC0026

1069 Cebador para determinar la secuencia de 
los genes ctfA y ctfB

RC0027

0074 Cebador para amplificar el gen thl
proveniente de Clostridium 
acetobutylicum cepa ATCC 824

RC0028

0075 Cebador para amplificar el gen thl
proveniente de Clostridium 
acetobutylicum cepa ATCC 824

RC0029

1070 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0030

1071 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0031

1072 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0032

1073 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0033
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(continuación)

Nombre Secuencia Descripción SEC ID 
Nº:

1074 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0034

1516 Cebador para amplificar el gen de 
fosfocetolasa (YP_003354041.1) 
proveniente de Lactococcus lactis.

RC0035

1517 Cebador para amplificar el gen de 
fosfocetolasa (YP_003354041.1) 
proveniente de Lactococcus lactis.

RC0036

1994 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0037

1995 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0038

1996 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0039

1997 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0040

1998 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0041

1999 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0042

2000 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0043

2001 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0044

2002 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0045

2003 Cebador para determinar la secuencia del 
operón de acetona proveniente de 
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)

RC0046

1109 Cebador para supresión del gen zwf. RC0047

1110 Cebador para determinar la secuencia de 
la región cromosómica de E. coli que 
incluye el gen zwf.

RC0048

Integración cromosómica para expresiones suprimidas de gen

Para integrar el ADN en una región específica del cromosoma, se requieren homología del ADN que se inserta al 
sitio cromosómico elegido como blanco y un marcador seleccionable. Es conveniente que el marcador se puede 
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retirar fácilmente después de la integración. El sistema de FRT/Flp recombinasa proporciona un mecanismo para 
retirar el marcador. Los sitios FRT son sitios de reconocimiento para las Flp recombinasas. Flp es una recombinasa 
específica de sitio, la cual corta el ADN intercalado de los sitios de reconocimiento repetidos directamente.

El casete de integración que contiene los brazos homólogos para el sitio cromosómico elegido como blanco y que 
codifica un marcador seleccionable flanqueado por sitios FRT (Datsenko KA. y Wanner BL, Proceedings of the 5
National Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, Nº 12, pp. 6640-6645) se transformó en las células objetivo que alojan 
a pKD46 (Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, Nº 12, pp. 
6640-6645). Los integrantes exitosos se seleccionan cultivando las células en presencia del antibiótico. 
Posteriormente, pKD46 se cura a partir de las células y el plásmido de recombinasa se introduce después en los 
integrantes para remoción del gen de antibiótico. Las cepas que contienen un casete de FRT se transformaron con 10
el plásmido pCP20 que codifica Flp recombinasa (Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National 
Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, Nº 12, pp. 6640-6645). Después de la remoción del marcador integrado, los 
plásmidos de recombinasa se curan a partir de la cepa.

EJEMPLO 1: Construcción de la cepa GBE1014

La finalidad de esta sección es describir la construcción de una cepa de Escherichia coli, denominada GBE1014, 15
para lo cual la absorción de glucosa dependiente de PEP se inactiva mediante supresión de los genes de transporte 
de PTS, se habilita la absorción de glucosa dependiente de ATP, la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) se 
inactiva mediante supresión de los genes de la fosfofructoquinasa, y la ruta de fosfato de pentosa (PPP) se inactiva 
mediante supresión del gen de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La construcción comienza con la cepa 
GBE0901. GBE0901 es una cepa de Escherichia coli, (Migula) Castellani y Chalmers, MG1655 (ATCC Nº 700926) 20
en la que la secuencia de nucleótido original, desde el pb 2531736 hasta 2533865 (base de datos de genoma del 
NCBI), incluye los genes ptsH y ptsl, se reemplaza con SEC SQ0001. Esta supresión afecta al sistema de 
fosfotransferasa dependiente de PEP (PTS), lo que da como resultado que la absorción de glucosa dependiente de 
PEP se inactive en la cepa GBE0901. La supresión de los genes ptsHI se verifica mediante PCR y los 
oligonucleótidos 0635 y 0638 (dados como SEC RC0001 y RC0002, respectivamente) se usan como cebadores. El 25
producto de PCR de 0,4 Kpb resultante se sometió a determinación de secuencia usando los mismos cebadores.

La cepa GBE0901 se cultivó en medio LB y las células GBE0901 se hicieron electrocompetentes. Las células 
GBE0901 electrocompetentes se transformaron con un plásmido denominado pKD46 (Datsenko KA. y Wanner BL., 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, Nº 12, pp. 6640-6645) y después se sembraron en 
placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC. La 30
transformación de las células GBE0901 con el plásmido pKD46 generó la cepa GBE0902. El plásmido pGBE0688 
presenta un gen de resistencia a espectinomicina colocado bajo el control de su propio promotor. La secuencia de 
este casete de resistencia se indica en la Tabla 3 (SEC SQ0002).

El plásmido pGBE0688 se usó como un molde con los cebadores 0633 y 0634 (dados como SEC RC0003 y 
RC0004, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,3 Kpb. Este producto de PCR de 1,3 Kpb se 35
transformó en bacterias GBE0902 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró después en placas 
LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml) y se incubó durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE0903. En la cepa GBE0903 se eliminó la secuencia de ADN constituida por los genes zwf, edd, y eda. Estos 
genes codifican respectivamente para una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, una 6-fosfogluconato deshidratasa, y 
una 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa. Esta secuencia de ADN eliminada que incluye los genes zwf, edd, y 40
eda se reemplazó por un casete de resistencia a espectinomicina. Con el fin de confirmar la supresión eficaz de los 
genes zwf, edd, y eda, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 1036 y 1037 (dados como SEC
RC0005 y RC0006, respectivamente). Se obtuvo un producto de PCR final de 1,9 Kpb. Este producto de PCR de 1,9 
Kpb se sometió a determinación de secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1037.

La cepa GBE0903 se sembró después en placas LB, se incubó a 37 ºC y las colonias aisladas se sometieron a 45
identificación sistemática en placas MS (Richaud C, Mengin-Leucreulx D., Pochet S., Johnson EJ., Cohen GN. y 
Marliere P; The Journal of Biological Chemistry; 1993; Vol. 268; Nº 36; pp. 26827-26835) con glucosa como la fuente 
de carbono (2 g/l). Después de 48 horas de incubación a 37 ºC, las colonias se volvieron visibles y se transfirieron a 
un medio líquido MS suministrado con glucosa (2 g/l). Esta incubación durante la noche a 37 ºC indujo la pérdida del 
plásmido pKD46. Un aislado tenía un tiempo de duplicación de 7 horas y se denominó GBE1000.50

La cepa GBE1000 se hizo electrocompetente. Las células GBE1000 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pKD46, y después se sembraron en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). Las placas se 
incubaron durante toda la noche a 30 ºC. La transformación de las células GBE1000 con el plásmido pKD46 generó 
la cepa GBE1001.

El plásmido pGBE0687 presenta un gen de resistencia a apramicina colocado bajo el control de su propio promotor. 55
La secuencia de este casete de resistencia se indica en la Tabla 3 (SEC SQ0003).

El plásmido pGBE0687 se usó como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y 
RC0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante 
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se transformó en bacterias GBE1001 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 
contenían apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 ºC para generar una 
nueva cepa denominada GBE1005_pKD46. En la cepa GB1005_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se 
eliminó y se reemplazó por el casete de resistencia a apramicina. Para confirmar que se producía la supresión del 
gen pfkA, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y 5
RC0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometió a determinación de secuencia con los 
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1005_pKD46 
se sembró en placas LB y se incubó durante toda la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se verificó
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 
30 ºC, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 10
37 ºC y se denominó GBE1005. Las células GBE1005 no crecieron en las placas LB suministradas con ampicilina 
(100 ug/ml).

El casete de espectinomicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes zwf_edd_eda y el casete
de apramicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes pfkA. Con el fin de cortar los casetes
resistentes que contenían los genes de resistencia a espectinomicina y apramicina, la cepa GBE1005 se transformó15
con el plásmido pCP20 (Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 
97, Nº 12, pp. 6640-6645) para obtener la cepa GBE1005_p. Después de incubar durante toda la noche en placas 
LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) a 30 ºC, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrías en placas 
LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 ºC. Las colonias aisladas se 
sembraron después en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 ºC lo cual causó la pérdida del plásmido 20
pCP20. Después, con el fin de confirmar el corte efectivo de los dos casetes resistentes y la pérdida del plásmido 
pCP20, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrías en placas LB que contenían espectinomicina (50
ug/ml), incubadas durante la noche a 37 ºC, en placas LB que contenían apramicina (50 ug/ml), incubadas durante la 
noche a 37 ºC, en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC y en placas 
LB, incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 37 ºC y se 25
denominó GBE1006. Las células GBE1006 no crecían en placas LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml), en 
placas LB que contenían apramicina (50 ug/ml), y en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1006 se hizo electrocompetente, y las células GBE1006 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para obtener una nueva cepa denominada GBE1010. Se 30
generó un producto de PCR usando el plásmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleótidos 0631 y 0632 
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE1010 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que
contenían espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE1014_pKD46. En la cepa GBE1014_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se eliminó y la secuencia de 35
ADN eliminada se reemplazó con un casete que contiene el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar 
que se producía la supresión del gen pfkB, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0621 y 0622 
(dados como SEC RC0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR de 2,2 Kpb final se sometió a 
determinación de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1014_pKD46 se sembró en placas LB y las placas 40
se incubaron durante la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se confirmó sembrando las colonias aisladas 
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), se incubaron durante la noche a 30 ºC, y en placas LB 
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC se denominó
GBE1014. Las células GBE1014 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 2: Construcción de la cepa GBE092945

La cepa GBE0901 se sembró en placas LB a 37 ºC y las colonias aisladas se sometieron a identificación sistemática
en placas MS con glucosa como la fuente de carbono (2 g/l). Después de 48 horas de incubación a 37 ºC, las 
colonias se volvieron visibles. Un aislado tenía un tiempo de duplicación de 5 horas y se denominó GBE0929.

EJEMPLO 3: Construcción de la cepa GBE1344

La construcción comenzó con la cepa denominada GBE0129. GBE0129 es una bacteria Escherichia coli MG1655 50
(ATCC Nº 700926).

La cepa GBE0129 se cultiva en medio LB y las células GBE0129 se hicieron electrocompetentes. Las células 
GBE0129 electrocompetentes se transformaron con el plásmido pKD46, y después los transformantes se sembraron
en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para 
generar una nueva cepa denominada GBE0170.55

Se generó un producto de PCR usando el plásmido pGBE0687 como un molde y los oligonucleótidos 0633 y 0634 
(dados como SEC RC0003 y RC0004, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE0170 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 
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contenían apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Esta incubación provocó la 
pérdida del plásmido pKD46 y llevó a la creación de una nueva cepa denominada GBE1339. En la cepa GBE1339 la 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa codificada por el gen zwf, la 6-fosfogluconato deshidratasa codificada por el gen 
edd y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa codificada por el gen eda eran inactivas. Los genes secuenciales 
zwf, edd, y eda se eliminaron y reemplazaron con un casete que contiene el gen de resistencia a apramicina. Para 5
confirmar que la supresión de los genes zwf, edd, y eda era eficaz, se realizó una amplificación con PCR con los 
cebadores 1036 y 1037 (dados como SEC RC0005 y RC0006, respectivamente). Este producto de PCR de 1,8 Kpb 
se sometió a determinación de secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1037.

La cepa GBE1339 se hizo electrocompetente, y las células GBE1339 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pKD46. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). 10
Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para generar la cepa GBE1340. Se realizó un producto de 
PCR usando el plásmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleótidos 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 
y RC0008, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante se transformó en bacterias 
GBE1340 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que contenían
espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 15
GBE1341_pKD46. En la cepa GB1341_pKD46 el gen pfka que codifica una fosfofructoquinasa es reemplazado por 
el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar que la supresión del gen pfkA era eficaz, se realizó una 
amplificación con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y RC0010, respectivamente). 
Este producto de PCR de 1,8 Kpb se sometió a determinación de secuencia con los mismos cebadores 0619 y 0620. 
Con el fin de inducir la pérdida del plásmido pKD46 para la cepa GBE1341_pKD46, las células GBE1341_pKD46 se 20
sembraron en placas LB y se incubaron a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se verificó sembrando las colonias 
aisladas en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC y en placas LB 
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC era GBE1341. 
GBE1341 no crecía en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

Con el fin de cortar los casetes resistentes que contenían los genes de resistencia a apramicina y espectinomicina, 25
los cuales están respectivamente localizados en los loci anteriores de los genes zwf_edd_eda y pfkA, la cepa 
GBE1341 se transformó con el plásmido pCP20 para obtener una nueva cepa denominada GBE1341_p. Después 
de incubar durante toda la noche en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) a 30 ºC, las colonias aisladas 
se volvieron a sembrar por estrías en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) para otra incubación 
durante la noche a 30 ºC. Las colonias aisladas se sembraron después en placas LB y se incubaron durante toda la 30
noche a 42 ºC. Esta incubación a 42 ºC provocó la pérdida del plásmido pCP20. Eventualmente con el fin de 
confirmar el corte de los dos casetes resistentes y la pérdida del plásmido pCP20, las colonias aisladas se volvieron 
a sembrar por estrías en placas LB que contenían espectinomicina (50ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 
37 ºC, en placas LB suministradas con apramicina (50 ug/ml) e incubadas durante toda la noche a 37 ºC, en placas 
LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) e incubadas durante toda la noche a 30 ºC y en placas LB incubadas 35
durante la noche a 37 ºC. La cepa generada que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC se denominó GBE1342. Las 
células GBE1342 no crecían en placas LB suministradas con espectinomicina (50 ug/ml), en placas LB 
suministradas con apramicina (50 ug/ml) y en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1342 se hizo electrocompetente, y las células GBE1342 se transformaron con el plásmido pKD46. Los 
transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron40
durante toda la noche a 30 ºC para obtener la cepa GBE1343. Se realizó un producto de PCR y se usó el plásmido 
pGBE0688 como un molde y los oligonucleótidos 0631 y 0632 (dados como SEC RC0011 y RC0012, 
respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante se transformó en bacterias GBE1343 
electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que contenían espectinomicina (50 
ug/ml) seguido por una incubación durante la noche a 37 ºC. Se generó una nueva cepa y se denominó 45
GBE1344_pKD46. En la cepa GBE1344_pKD46 el gen pfkb que codifica una fosfofructoquinasa se eliminó y se 
reemplazó con el casete de resistencia a espectinomicina. Para confirmar que la supresión del gen pfkB era eficaz, 
se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0621 y 0622 (dados como SEC RC0013 y RC0014, 
respectivamente). El producto de PCR de 2,2 Kpb obtenido se sometió a determinación de secuencia con los 
mismos cebadores 0621 y 0622.50

Con el fin de inducir la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1344_pKD46 se sembró en placas LB y se incubó
durante toda la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se confirmó sembrando las colonias aisladas en 
placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 ºC y en placas LB 
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa generada que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC se denominó
GBE1344. Las células GBE1344 no crecían en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml).55

EJEMPLO 4: Construcción del plásmido pGBE0457

La finalidad de esta sección es describir la construcción de un plásmido que permita la expresión de la fosfocetolasa 
YP_003354041.1 proveniente de Lactococcus lactis en cepas de E. coli.

El plásmido pGBE0123 es una versión modificada del plásmido pUC18 (New England Biolabs) y contiene un Sitio de 
Clonación Múltiple (MCS) modificado. El MCS original de pUC18 (del sitio de restricción HindlII hasta el sitio de 60

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



31

restricción EcoRI) se reemplaza con la secuencia SQ0004 (Tabla 3). El plásmido pGB0123 permite la expresión de 
dos proteínas recombinantes bajo el control del promotor Plac.

ID del gen de fosfocetolasa
8679043

ID de la proteína fosfocetolasa
YP_003354041.1
lactis

Organismo de 
origen
Lactococcus
subesp.
lactis KF147

Plásmido de GeneArt® 
(Invitrogen) pGBE0421

El gen de fosfocetolasa de L. lactis se optimizó en cuanto a codón por GeneArt® (Invitrogen) para expresión óptima 
en Escherichia coli. Además, se añadió una marca His en la posición 5' del gen y se añadió un codón de detención 
adicional en la posición 3' (SQ0005). La construcción de gen está flanqueada por los sitios de restricción Pacl y NotI 5
y proporcionado dentro del plásmido pGBE0421.

Para el experimento de clonación, los productos de PCR y los fragmentos de restricción se purificaron en gel usando
el kit para extracción en gel QIAquick (Qiagen). Las enzimas de restricción y la ADN ligasa T4 (New England 
Biolabs. Beverly, MA) se usaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

El plásmido pGBE0421 se digirió con las enzimas de restricción Pacl y NotI para crear un producto de 2,6 Kpb. El 10
plásmido pGB0123 se digirió también con enzimas de restricción, PacI y Notl y se ligó al fragmento de restricción de 
2,6 Kpb. El plásmido resultante (pGBE0457) se sometió a determinación de secuencia con los cebadores 1061, 
1062, 1063, 1064 y 1065 (dados como SEC RC0015, RC0016, RC0017, RC0018 y RC0019 respectivamente).

La expresión de la fosfocetolasa proveniente de Lactococcus lactis se confirmó en un gel de proteína, después de 
purificar la proteína recombinante usando una trampa de His (kit Protino Ni-IDA 1000, Macherey Nagel). La 15
purificación se procesó de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El ensayo enzimático, con enzima 
purificada, también se realizó con el fin de detectar la actividad de fosfocetolasa en dos sustratos diferentes: xilulosa-
5-fosfato y fructosa-6-fosfato. El procedimiento experimental es el mismo que el usado por Leo Meile y col., (Journal 
of Bacteriology, Mayo de 2001, p.2929-2936), excepto que el pH de la solución es 7,5 y se agrega 1 mM de MgCI2. 
Para este ensayo enzimático, se añadieron 10 μg de proteína purificada a los 75 μΙ de la reacción. La actividad 20
específica (μmoles de acetil-P formado/minuto/mg de proteína) fue de 2815 μmoles/minuto/mg de proteína y 1941 
μmoles/minuto/mg de proteína para D-xilulosa-5-fosfato y D-fructosa-6-fosfato, respectivamente.

EJEMPLO 5: Construcción del plásmido pGBE0096

La construcción de los plásmidos responsables de la producción de acetona en E.coli se basó en la construcción de 
plásmido descrita en Bermejo LL, Welker NE. y Papoutsakis ET., Applied and Environmental Microbiology, 1998. Vol. 25
64, Nº 3, pp. 1076-1085.

Se encargó la cepa Clostridium acetobutylicum (ATCC 824). El ADN genómico de esta cepa está constituido por un 
cromosoma bacteriano y un plásmido denominado pSOL1. Los genes ctfA y ctfB se amplificaron mediante PCR a 
partir del plásmido pSOL1 con los cebadores 0070 y 0071 (dados como SEC RC0020 y RC0021, respectivamente). 
Se introdujeron un sitio de restricción BamHl en el extremo 5' del producto de PCR y un sitio de restricción EcoRV en 30
el extremo 3' del producto de PCR. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante se digirió con las enzimas de 
restricción BamHl y EcoRV, después se ligó con el pGB0689 (fagémidos pBluescript II, Agilent Technologies) el cual 
se digirió también con las enzimas de restricción, BamHl y EcoRV. El plásmido resultante (pGBE0690) se sometió a 
determinación de secuencia con los cebadores 1066 y 1067 (dados como SEC RC0022 y RC0023, 
respectivamente).35

El gen adc y el terminador de gen se amplificaron mediante PCR a partir del plásmido pSOL1 con los cebadores
0072 y 0073 (dados como SEC RC0024 y RC0025, respectivamente). La amplificación mediante PCR permitió
insertar un sitio de restricción EcoRV en el extremo 5' y un sitio de restricción Sall en el extremo 3'. El producto de 
PCR de 0,8 Kpb resultante se digirió con las enzimas de restricción EcoRV y Sall. El plásmido pGBE0690 se digirió
también con las enzimas de restricción, EcoRV y Sall y después se ligó con el producto de PCR de 0,8 Kpb. El 40
plásmido resultante (pGBE0691) se sometió a determinación de secuencia con los cebadores 1066, 1067, 1068 y 
1069 (dados como SEC RC0022, RC0023, RC0026 y RC0027, respectivamente).

El plásmido pGBE0691 se digirió con las enzimas de restricción BamHl y Sall para crear un producto de 2,2 Kpb. El 
fragmento de restricción de 2,2 Kpb contenía los genes ctfA, ctfB y adc. El plásmido pGBE0051 (pUC19, New 
England Biolabs) se digirió también con las enzimas de restricción, BamHl y Sall y después se ligó con el fragmento 45
de restricción de 2,2 Kpb. El plásmido resultante (pGBE0692) se sometió a determinación de secuencia con los 
cebadores 1066, 1067, 1068 y 1069 (dados como SEC RC0022, RC0023, RC0026 y RC0027, respectivamente).

El gen thl y su promotor thl correspondiente proveniente del ADN genómico de Clostridium acetobutylicum (ATCC 
824) se amplificaron mediante PCR con los cebadores 0074 y 0075 (dados como SEC RC0028 y RC0029, 
respectivamente). La amplificación mediante PCR permitió insertar un sitio de restricción Kpnl en el extremo 5' y un 50
sitio de restricción BamHl en el extremo 3'. El producto de PCR de 1,4 Kpb resultante se digirió con las enzimas de 
restricción Kpnl y BamHl, y de igual manera para el plásmido pGBE0692. El plásmido pGBE0692 digerido se ligó con 
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el producto de PCR de 1,4 Kpb. El plásmido resultante, pGBE0693, se sometió a determinación de secuencia con 
los cebadores 1066, 1067, 1068, 1069, 1070, 1071, 1072, 1073 y 1074 (dados como SEC RC0022, RC0023, 
RC0026 RC0027, RC0030, RC0031, RC0032, RC0033 y RC0034, respectivamente).

El plásmido pGBE0124 es una versión modificada del plásmido pSU18 (Borja Bartolomé, Yolanda Jubete, Eduardo 
Martínez y Fernando de la Cruz, Gene, 1991, Vol. 102, Fascículo 1, pp. 75-78) y éste contiene un Sitio de Clonación 5
Múltiple (MCS) modificado. El MCS original de pSU18 (desde el sitio de restricción EcoRl hasta el sitio de restricción 
HindIII) se reemplazó con la secuencia SEC SQ0006 (Tabla 3). El plásmido pGB0124 permite la expresión de dos 
proteínas recombinantes bajo el control del promotor Plac. El plásmido pGBE0693 se digirió con las enzimas de 
restricción Kpnl y Sall para crear un producto de 3,5 Kpb. El plásmido pGBE0124 se digirió también con las enzimas 
de restricción Kpnl y Sall, y después se ligó al fragmento de restricción de 3,5 Kpb. El plásmido resultante 10
(pGBE0096) se sometió a determinación de secuencia con los cebadores 1066, 1067, 1068, 1069, 1070, 1071, 
1072, 1073 y 1074 (dados como SEC RC0022, RC0023, RC0026 RC0027, RC0030, RC0031, RC0032, RC0033 y 
RC0034, respectivamente).

EJEMPLO 6: Producción de acetona por las cepas GBE1346 y GBE1347

Descripción de la transformación del plásmido en cepas relevantes15

La cepa GBE0129 se hizo electrocompetente, y las células GBE0129 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGBE0096. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenían cloranfenicol (25 
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para generar la cepa GBE0329.

La cepa GBE1344 se hizo electrocompetente, y las células GBE1344 electrocompetentes se transformaron con 
ambos plásmidos pGBE0457 y pGBE0096. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas 20
con ampicilina (100 ug/ml) y cloranfenicol (25 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para 
obtener la cepa GBE1345.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE0329 y GBE1345 se sometieron a identificación sistemática en 
placas MS que contenían glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml). Estas placas se 
incubaron a 30 ºC para obtener las cepas GBE1346 y GBE1347 respectivamente. Después de 4 días de incubación 25
a 30 ºC, las colonias se transfirieron a medio MS líquido que contenía glucosa (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml) y se 
incubaron 3 días a 30 ºC.

Descripción de las condiciones de los matraces

Para los experimentos de fermentación, se usó un medio MS con 200 mM de fosfato dipotásico en lugar de fosfato 
dipotásico 50 mM. El medio resultante se denominó MSP.30

Se inocularon 400 ml de medio MSP líquido que contenía glucosa (10 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml), ya sea con pre-
cultivo de la cepa GBE1346 o con pre-cultivo de la cepa GBE1347. La DO600 inicial era 0,1. Los 400 ml de cultivo se 
incubaron en frascos de 500 ml, sellados con una tapa roscada, a 30 ºC, 70 rpm de velocidad. Se tomaron alícuotas 
de 2 ml después de 1 día, 2 días, 3 días, 6 días, 7 días y 8 días. Para las muestras de cada alícuota, los frascos se 
abrieron durante 10 segundos.35

Descripción de procedimientos analíticos

Las alícuotas se filtraron y se determinó la concentración de glucosa con el kit de ensayo para glucosa (HK) 
(GAHK20-1 KT, Sigma) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La concentración de acetona se 
determinó mediante cromatografía de gas usando el cromatógrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente 
programa:40

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies)
- Separación/no separación del inyector: Tº = 250 ºC 
- Horno: 

◦ 80 ºC durante 6 minutos
◦ 10 ºC por minuto hasta 220 ºC45
◦ 220 ºC durante 7 minutos 
◦ Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrógeno) 

- FID del detector: Tº = 300 ºC

Resultados

La relación [acetona] producida (mM)/[glucosa]consumida (mM) es más alta para la cepa GBE1347 que para la cepa 50
GBE1346.
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EJEMPLO 7: Producción de acetona por las cepas GBE1350 y GBE1351

Descripción de la transformación del plásmido en cepas relevantes

La cepa GBE0929 se hizo electrocompetente, y las células GBE0929 electrocompetentes se transformaron con un 
plásmido denominado pGBE0096. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con 
cloranfenicol (25 ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para obtener la cepa GBE1348.5

La cepa GBE1014 se hizo electrocompetente, se transformó con ambos plásmidos pGBE0457 y pGBE0096. Los 
transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y cloranfenicol (25
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para obtener la cepa GBE1349.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE1348 y GBE1349 se sometieron a identificación sistemática en 
placas MS que contenían glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml). Estas placas se 10
incubaron 4 días a 30 ºC para obtener la cepa GBE1350 y la cepa GBE1351 respectivamente. Las colonias aisladas 
después se transfieren a medio MS líquido que contenía glucosa (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml). Las células 
GBE1350 y GBE1351 se incubaron a 30 ºC.

Descripción de las condiciones de los matraces

Se inocularon 400 ml de medio MSP que contenía glucosa (10 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml) ya sea con pre-cultivo 15
de la cepa GBE1350 o con pre-cultivo de la cepa GBE1351. La DO600 inicial era 0,1. Los 400 ml de cultivo se 
incubaron en frascos de 500 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 ºC, 170 rpm de velocidad. Se tomaron
alícuotas de 2 ml después de 1 día, 2 días, 3 días, 6 días, 7 días y 8 días. Para las muestras de cada alícuota, las 
frascos se abrieron durante 10 segundos.

Descripción de procedimientos analíticos20

Las alícuotas se filtraron y la concentración de glucosa se determinó con el kit de ensayo para glucosa (HK) 
(GAHK20-1 KT, Sigma) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La concentración de acetona se 
determinó mediante cromatografía de gas usando el cromatógrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente 
programa:

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies) 25
- Separación/no separación del inyector: Tº = 250 ºC
- Horno: 

◦ 80 ºC durante 6 minutos
◦ 10 ºC por minuto hasta 220 ºC
◦ 220 ºC durante 7 minutos 30
◦ Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrógeno) 

- FID del detector: Tº = 300 ºC

Resultados

La relación [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) era más alta para la cepa GBE1351 que para la 
cepa GBE1350.35
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EJEMPLO 8: Construcción del plásmido pGBE1020

La finalidad de esta sección es describir la construcción de un plásmido que permita la expresión de la fosfocetolasa 
YP_003354041.1 de Lactococcus lactis y que permita también la producción de acetona en cepas de E. coli.5

El gen de fosfocetolasa de L. lactis se amplificó mediante PCR a partir del plásmido pGBE0421 con los cebadores
1516 y 1517 (dados como SEC RC0035 y RC0036, respectivamente).

La amplificación mediante PCR permitió insertar un sitio de restricción EcoRI y un Sitio de Unión a Ribosoma (RBS) 
en el extremo 5’ y un sitio de restricción KpnI en el extremo 3’. El producto de PCR de 2,5 Kpb resultante se digirió
con las enzimas de restricción EcoRI y KpnI. El plásmido pGBE0123 se digirió también con las enzimas de 10
restricción, EcoRI y KpnI y después se ligó con el producto de PCR de 2,5 Kpb. El plásmido resultante (pGBE0928) 
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se sometió a determinación de secuencia con los cebadores 1061, 1062, 1063, 1064 y 1065 (dados como SEC
RC0015, RC0016, RC0017, RC0018 y RC0019, respectivamente).

El plásmido pGBE0096 se digirió con las enzimas de restricción KpnI y NotI para crear un producto de 3,6 Kpb. El 
plásmido pGBE0928 se digirió también con las enzimas de restricción, KpnI y NotI y se ligó al fragmento de 
restricción de 3,6 Kpb. El plásmido resultante (pGBE1020) se sometió a determinación de secuencia con los 5
cebadores 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002 y 2003 (dados como SEC RC0037, RC0038, 
RC0039, RC0040, RC0041, RC0042, RC0043, RC0044, RC0045 y RC0046, respectivamente).

EJEMPLO 9: Construcción del plásmido pGBE1021

La finalidad de esta sección es describir la construcción de un plásmido que permita la producción de acetona en 
cepas de E. coli.10

El plásmido pGBE0096 se digirió con las enzimas de restricción KpnI y NotI para crear un producto de 3,6 Kpb.

El plásmido pGBE0123 se digirió también con las enzimas de restricción, KpnI y NotI y después se ligó con el 
producto de PCR de 3,6 Kpb. El plásmido resultante (pGBE1021) se sometió a determinación de secuencia con los 
cebadores 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002 y 2003 (dados como SEC RC0037, RC0038, 
RC0039, RC0040, RC0041, RC0042, RC0043, RC0044, RC0045 y RC0046, respectivamente).15

EJEMPLO 10: Producción de acetona por las cepas GBE2264 y GBE2265

Descripción de la transformación del plásmido en cepas relevantes

La cepa GBE0129 se hizo electrocompetente, y las células GBE0129 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGB1021. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) y 
las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para generar la cepa GBE2262.20

La cepa GBE1344 se hizo electrocompetente, y las células GBE1344 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGBE1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 
ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para obtener la cepa GBE2263.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE2262 y GBE2263 se sometieron a identificación sistemática en 
placas MS que contenían glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y ampicilina (100 ug/ml). Estas placas se 25
incubaron a 30 ºC para obtener las cepas GBE2264 y GBE2265, respectivamente. Después de 4 días de incubación 
a 30 ºC, las colonias se transfirieron a medio MS líquido que contenía glucosa (2 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y 
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron 3 días a 30 ºC.

Descripción de las condiciones de los matraces

El medio MSP líquido (200 ml) que contenía glucosa (10 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y ampicilina (100 ug/ml), 30
se inocula ya sea con pre-cultivo de la cepa GBE2264 o con pre-cultivo de la cepa GBE2265. La DO600 inicial era 
0,1. Los 200 ml de cultivo se incubaron en frascos de 250 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 ºC, 170 rpm 
de velocidad. Las alícuotas (2 ml) se tomaron después de 1 día, 2 días, 4 días, 5 días y 6 días. Para la muestra de 
cada alícuota, el frasco se abrió durante 10 segundos.

Descripción de procedimientos analíticos35

Las alícuotas se filtraron y la concentración de glucosa se determinó mediante análisis de HPLC usando el HPLC 
Agilent (1260 Infinity) y una columna Hi-Plex (Agilent, PL1170-6830) con una columna de guardia (Agilent, PL Hi-
Plex H Guard Column, PL1170-1830).

- Volumen de inyección: 20 μΙ 
- Composición del disolvente: [H2SO4]: 5,5 mM 40
- Temperatura de las columnas: 65 ºC
- RID (G1362A): temperatura ajustada: 35 ºC

La acetona se extrajo de las alícuotas filtradas mezclando con acetato de metilo (1 volumen de acetato de metilo por 
2 volúmenes de alícuota filtrada). La concentración de acetona se determinó mediante cromatografía de gas usando
el cromatógrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente programa:45

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies) 
- Inyector: 

◦ Relación de separación: 10 
◦ Tº = 250 ºC

- Horno: 50
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◦ 50 ºC durante 9 minutos
◦ 20 ºC por minuto hasta 180 ºC
◦ 180 ºC durante 5 minutos 
◦ Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrógeno) 

- FID del detector: Tº = 300 ºC 5

Resultados

La relación [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) es más alta para la cepa GBE2265 que para la 
cepa GBE2264.

EJEMPLO 11: Construcción de la cepa GBE1283

La cepa GBE0929 se sembró en placas MS que contenían glucosa como la fuente de carbono (2 g/l). Una colonia 10
aislada se transfirió a medio MS líquido que contenía glucosa (2 g/l) y se incubó 3 días a 30 ºC. El medio MS líquido 
(100 ml) que contenía glucosa (2 g/l) se inocula con pre-cultivo de la cepa GBE0929. La DO600 inicial era 0,1. Los 
100 ml de cultivo se incubaron en un Erlenmeyer de 1 l, a 30 ºC, 170 rpm de velocidad. Cuando la DO600 era
superior a 1, se tomaba una alícuota del cultivo y se usaba como inóculo para un cultivo nuevo (100 ml de cultivo 
incubados en Erlenmeyer de 1 l, a 30 ºC, 170 rpm de velocidad). La cepa GBE0929 se sub-cultivó 10 veces para 15
obtener la cepa GBE1283.

EJEMPLO 12: Construcción de la cepa GBE2256.

La cepa GBE1283 se cultivó en medio LB y las células GBE1283 se hicieron electrocompetentes. Las células 
GBE1283 electrocompetentes se transformaron con el plásmido pKD46 y después se sembraron en placas LB que 
contenían ampicilina (100 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC. La transformación de las 20
células GBE1283 con el plásmido pKD46 generó la cepa GBE1284.

El plásmido pGBE0688 se usó como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y 
RC0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE1284 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 
contenían espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 ºC para generar una 25
nueva cepa denominada GBE2252_pKD46. En la cepa GB2252_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se 
eliminó y se reemplazó por el casete de resistencia a espectinomicina. Para confirmar que se producía la supresión
del gen pfkA, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y 
RC0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometió a determinación de secuencia con los 
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE2252_pKD46 30
se sembró en placas LB y se incubó durante toda la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se confirmó 
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 
30 ºC, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 
37 ºC y se denominó GBE2252. Las células GBE2252 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 
ug/ml).35

La cepa GBE2252 se hizo electrocompetente, y las células GBE2252 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para obtener una nueva cepa denominada GBE2253.

Se generó un producto de PCR usando el plásmido pGBE0687 como un molde y los oligonucleótidos 0631 y 0632 
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante 40
se transformó en bacterias GBE2253 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 
contenían apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE2256_pKD46. En la cepa GBE2256_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se elimina y la secuencia de 
ADN eliminada se reemplazó con un casete que contenía el gen de resistencia a apramicina. Para confirmar que se 
producía la supresión del gen pfkB, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0621 y 0622 (dados 45
como SEC RC0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR final de 2,2 Kpb se sometió a determinación 
de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE2256_pKD46 se sembró en placas LB y las placas 
se incubaron durante la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se confirmó sembrando las colonias aisladas 
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC, y en placas LB 50
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC se denominó
GBE2256. Las células GBE2256 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 13: Construcción de la cepa GBE1518

El plásmido pGBE0688 se usó como un molde con los cebadores 0633 y 1109 (dados como SEC RC0003 y 
RC0047, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,3 Kpb. Este producto de PCR de 1,3 Kpb se 55
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transformó en bacterias GBE1284 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró después en placas 
LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE1433. En la cepa GBE1433 se eliminó la secuencia de ADN constituida por el gen zwf. Esta secuencia de ADN 
eliminada que incluye el gen zwf se reemplaza por un casete de resistencia a espectinomicina. Con el fin de 
confirmar la supresión eficaz del gen zwf, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 1036 y 1110 5
(dados como SEC RC0005 y RC0048, respectivamente). Se obtuvo un producto de PCR final de 1,5 Kpb. Este 
producto de PCR de 1,5 Kpb se sometió a determinación de secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1110.

La cepa GBE1433 se hizo electrocompetente. Las células GBE1433 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pKD46, y después se sembraron en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). Las placas se 
incubaron durante toda la noche a 30 ºC. La transformación de las células GBE1433 con el plásmido pKD46 generó 10
la cepa GBE1436.

El plásmido pGBE0687 se usó como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y 
RC0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE1436 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 
contenían apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 ºC para generar una 15
nueva cepa denominada GBE1441_pKD46. En la cepa GB1441_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se 
eliminó y se reemplazó por el casete de resistencia a apramicina. Para confirmar que se producía la supresión del 
gen pfkA, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y 
RC0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometió a determinación de secuencia con los
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1441_pKD46 20
se sembró en placas LB y se incubó durante toda la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se verificó 
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 
30 ºC, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 
37 ºC y se denominó GBE1441. Las células GBE1441 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 
ug/ml).25

El casete de espectinomicina estaba localizado en los loci correspondientes del gen zwf y el casete de apramicina 
estaba localizado en los loci correspondientes del gen pfkA. Con el fin de cortar los casetes resistentes que 
contenían los genes de resistencia a espectinomicina y apramicina, la cepa GBE1441 se transformó con el plásmido 
pCP20 para obtener la cepa GBE1441_p. Después de incubar durante toda la noche en placas LB que contenían
ampicilina (100 ug/ml) a 30 ºC, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrías en placas LB suministradas 30
con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 ºC. Las colonias aisladas se sembraron
después en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 ºC lo cual causa la pérdida del plásmido pCP20. 
Después, con el fin de confirmar el corte efectivo de los dos casetes resistentes y la pérdida del plásmido pCP20, las 
colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrías en placas LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml), 
incubadas durante la noche a 37 ºC, en placas LB que contenían apramicina (50 ug/ml), incubadas durante la noche 35
a 37 ºC, en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC y en placas LB, 
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 37 ºC y se denominó
GBE1448. Las células GBE1448 no crecían en placas LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml), en placas LB 
que contenían apramicina (50 ug/ml), y en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1448 se hizo electrocompetente, y las células GBE1448 electrocompetentes se transformaron con el 40
plásmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para obtener una nueva cepa denominada GBE1449. Se 
genera un producto de PCR usando el plásmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleótidos 0631 y 0632 
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE1449 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 45
contenían espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE1518_pKD46. En la cepa GBE1518_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se eliminó y la secuencia de 
ADN eliminada se reemplazó con un casete que contenía el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar 
que se producía la supresión del gen pfkB, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0621 y 0622 
(dados como SEC RC0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR de 2,2 Kpb final se sometió a 50
determinación de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1518_pKD46 se sembró en placas LB y las placas 
se incubaron durante la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se confirmó sembrando las colonias aisladas 
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC, y en placas LB 
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC se denominó55
GBE1518. Las células GBE1518 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 14: Construcción de la cepa GBE1420

El plásmido pGBE0688 se usó como un molde con los cebadores 0633 y 0634 (dados como SEC RC0003 y 
RC0004, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,3 Kpb. Este producto de PCR de 1,3 Kpb se 
transformó en bacterias GBE1284 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró después en placas 60
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LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE1287. En la cepa GBE1287 se eliminó la secuencia de ADN constituida por los genes zwf, edd, y eda. Esta 
secuencia de ADN eliminada que incluye los genes zwf, edd, y eda se reemplazó con un casete de resistencia a 
espectinomicina. Con el fin de confirmar la supresión eficaz de los genes zwf, edd, y eda, se realizó una 
amplificación con PCR con los cebadores 1036 y 1037 (dados como SEC RC0005 y RC0006, respectivamente). Se 5
obtuvo un producto de PCR final de 1,9 Kpb. Este producto de PCR de 1,9 Kpb se sometió a determinación de 
secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1037.

La cepa GBE1287 se hizo electrocompetente. Las células GBE1287 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pKD46, y después se sembraron en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). Las placas se 
incubaron durante toda la noche a 30 ºC. La transformación de las células GBE1287 con el plásmido pKD46 generó 10
la cepa GBE1337.

El plásmido pGBE0687 se usó como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y 
RC0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE1337 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 
contenían apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 ºC para generar una 15
nueva cepa denominada GBE1353_pKD46. En la cepa GB1353_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se 
eliminó y se reemplazó por el casete de resistencia a apramicina. Para confirmar que se producía la supresión del 
gen pfkA, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y 
RC0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometió a determinación de secuencia con los 
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1353_pKD46 20
se sembró en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se verificó
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 
30 ºC, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 
37 ºC y se denominó GBE1353. Las células GBE1353 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 
ug/ml).25

El casete de espectinomicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes zwf_edd_eda y el casete
de apramicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes pfkA. Con el fin de cortar los casetes
resistentes que contenían los genes de resistencia a espectinomicina y apramicina, la cepa GBE1353 se transformó
con el plásmido pCP20 para obtener la cepa GBE1353_p. Después de incubar durante toda la noche en placas LB 
que contenían ampicilina (100 ug/ml) a 30 ºC, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrías en placas LB 30
suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 ºC. Las colonias aisladas se 
sembraron después en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 ºC lo cual causa la pérdida del plásmido 
pCP20. Después, con el fin de confirmar el corte efectivo de los dos casetes resistentes y la pérdida del plásmido 
pCP20, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrías en placas LB que contenían espectinomicina (50
ug/ml), incubadas durante la noche a 37 ºC, en placas LB que contenían apramicina (50 ug/ml), incubadas durante la 35
noche a 37 ºC, en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC y en placas 
LB, incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante creció en las placas LB incubadas a 37 ºC y se 
denominó GBE1368. Las células GBE1368 no crecían en placas LB que contenían espectinomicina (50 ug/ml), en 
placas LB que contenían apramicina (50 ug/ml), y en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1368 se hizo electrocompetente, y las células GBE1368 electrocompetentes se transformaron con el 40
plásmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para obtener una nueva cepa denominada GBE1371. Se 
genera un producto de PCR usando el plásmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleótidos 0631 y 0632 
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante 
se transformó en bacterias GBE1371 electrocompetentes y la mezcla de transformación se sembró en placas LB que 45
contenían espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 ºC para generar la cepa 
GBE1420_pKD46. En la cepa GBE1420_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se elimina y la secuencia de 
ADN eliminada se reemplazó con un casete que contenía el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar 
que se producía la supresión del gen pfkB, se realizó una amplificación con PCR con los cebadores 0621 y 0622 
(dados como SEC RC0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR de 2,2 Kpb final se sometió a 50
determinación de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plásmido pKD46, la cepa GBE1420_pKD46 se sembró en placas LB y las placas 
se incubaron durante la noche a 42 ºC. La pérdida del plásmido pKD46 se confirmó sembrando las colonias aisladas 
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 ºC, y en placas LB 
incubadas durante la noche a 37 ºC. La cepa resultante que crecía en placas LB incubadas a 37 ºC se denominó55
GBE1420. Las células GBE1420 no crecían en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).
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EJEMPLO 15: Producción de acetona por las cepas GBE2268 y GBE2269

Descripción de la transformación del plásmido en cepas relevantes

La cepa GBE1283 se hizo electrocompetente, y las células GBE1283 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGB1021. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) y 
las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para generar la cepa GBE2266.5

La cepa GBE1420 se hizo electrocompetente, y las células GBE1420 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGBE1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 
ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para obtener la cepa GBE2267.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE2266 y GBE2267 se sometieron a identificación sistemática en 
placas MS que contenían glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y ampicilina (100 ug/ml). Estas placas se 10
incubaron a 30 ºC para obtener las cepas GBE2268 y GBE2269 respectivamente. Después de 4 días de incubación 
a 30 ºC, las colonias se transfieren a medio MS líquido que contenía glucosa (2 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y 
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron 3 días a 30 ºC.

Descripción de las condiciones de los matraces

Se inoculó medio MSP líquido (200 ml) que contenía glucosa (10 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y ampicilina 15
(100 ug/ml), ya sea con pre-cultivo de la cepa GBE2268 o con pre-cultivo de la cepa GBE2269. La DO600 inicial era
0,1. Los 200 ml de cultivo se incubaron en frascos de 250 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 ºC, 170 rpm 
de velocidad. Las alícuotas (2 ml) se tomaron después de 1 día, 2 días, 4 días, 5 días, 6 días, 7 días y 8 días. Para 
la muestra de cada alícuota, el frasco se abrió durante 10 segundos.

Descripción de procedimientos analíticos20

Las alícuotas se filtraron y la concentración de glucosa se determinó mediante análisis de HPLC usando el HPLC 
Agilent (1260 Infinity) y una columna Hi-Plex (Agilent, PL1170-6830) con una columna de guardia (Agilent, PL Hi-
Plex H Guard Column, PL1170-1830).

- Volumen de inyección: 20 μΙ 
- Composición del disolvente: [H2SO4]: 5,5 mM 25
- Temperatura de las columnas: 65 ºC
- RID (G1362A): temperatura ajustada: 35 ºC

La acetona se extrajo de las alícuotas filtradas mezclando con acetato de metilo (1 volumen de acetato de metilo por 
2 volúmenes de alícuota filtrada). La concentración de acetona se determinó mediante cromatografía de gas usando
el cromatógrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente programa:30

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies) 
- Inyector: 

◦ Relación de separación: 10 
◦ Tº = 250 ºC

- Horno: 35

◦ 50 ºC durante 9 minutos
◦ 20 ºC por minuto hasta 180 ºC
◦ 180 ºC durante 5 minutos 
◦ Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrógeno) 

- FID del detector: Tº = 300 ºC40

Resultados

La relación [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) es más alta para la cepa GBE2269 que para la 
cepa GBE2268.

EJEMPLO 16: Producción de acetona por las cepas GBE2272 y GBE2273

Descripción de la transformación del plásmido en cepas relevantes45

La cepa GBE2256 se hizo electrocompetente, y las células GBE2256 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGB1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenían ampicilina (100 ug/ml) y 
las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC para generar la cepa GBE2270.
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La cepa GBE1518 se hizo electrocompetente, y las células GBE1518 electrocompetentes se transformaron con el 
plásmido pGBE1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 
ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 ºC para obtener la cepa GBE2271.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE2270 y GBE2271 se sometieron a identificación sistemática en 
placas MS que contenían glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y ampicilina (100 ug/ml). Estas placas se 5
incubaron a 30 ºC para obtener las cepas GBE2272 y GBE2273, respectivamente. Después de 4 días de incubación 
a 30 ºC, las colonias se transfirieron a medio MS líquido que contenía glucosa (2 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y 
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron 3 días a 30 ºC.

Descripción de las condiciones de los matraces

Se inocularon medio MSP líquido (200 ml) que contenía glucosa (10 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y ampicilina 10
(100 ug/ml), ya sea con pre-cultivo de la cepa GBE2272 o con pre-cultivo de la cepa GBE2273. La DO600 inicial era 
0,1. Los 200 ml de cultivo se incubaron en frascos de 250 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 ºC, 170 rpm 
de velocidad. Las alícuotas (2 ml) se toman después de 1 día, 2 días, 4 días, 5 días y 6 días. Para la muestra de 
cada alícuota, el frasco se abrió durante 10 segundos.

Descripción de procedimientos analíticos15

Se filtraron las alícuotas y la concentración de glucosa se determinó mediante análisis de HPLC usando el HPLC 
Agilent (1260 Infinity) y una columna Hi-Plex (Agilent, PL1170-6830) con una columna de guardia (Agilent, PL Hi-
Plex H Guard Column, PL1170-1830).

- Volumen de inyección: 20 μΙ 
- Composición del disolvente: [H2SO4]: 5,5 mM 20
- Temperatura de las columnas: 65 ºC 
- RID (G1362A): temperatura ajustada: 35 ºC 

La acetona se extrajo de las alícuotas filtradas mezclando con acetato de metilo (1 volumen de acetato de metilo por 
2 volúmenes de alícuota filtrada). La concentración de acetona se determinó mediante cromatografía de gas usando
el cromatógrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente programa:25

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies) 
- Inyector: 

◦ Relación de separación: 10 
◦ Tº = 250 ºC

- Horno: 30

◦ 50 ºC durante 9 minutos
◦ 20 ºC por minuto hasta 180 ºC
◦ 180 ºC durante 5 minutos 
◦ Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrógeno) 

- FID del detector: Tº = 300 ºC35

Resultados

La relación [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) es más alta para la cepa GBE2273 que para la 
cepa GBE2272.

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



41

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



42

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Scientist of Fortune S.A. y col.

<120> Microorganismo recombinante para la producción de metabolitos útiles5

<130> T1761 PCT S3

<150> EP 11 17 3563.5
<151> 12-07-201110

<160> 54

<170> PatentIn versión 3.5
15

<210> 1
<211> 134
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 1
25

<210> 2
<211> 1205
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

35
<400> 2

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



43

<210> 3
<211> 1129
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

10
<400> 3

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



44

<210> 4
<211> 99
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

10
<400> 4

<210> 515
<211> 2508
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 5

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



45

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



46

<210> 6
<211> 86
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

10
<400> 6

<210> 715
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



47

<400> 7
ggttcaattc ttcctttagc ggc 23

<210> 8
<211> 235
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido10

<400> 8
ccgcaaaaac gacatccggc acg 23

<210> 915
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 9

25

<210> 10
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 1035

<210> 11
<211> 2240
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido45

<400> 11
ccgcactttg cgcgcttttc cc 22

<210> 1250
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>55
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 12
ggtgattttc agtgaggtct cccc 24

60
<210> 13

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



48

<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 13

10

<210> 14
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 1420

<210> 15
<211> 2525
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido30

<400> 15
ggcgctcacg atcttcgcac gcggc 25

<210> 1635
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 16
ccgcctcata ttgctgacaa agtgcgc 27

45
<210> 17
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

50
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 17
55

<210> 18

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



49

<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 18

10

<210> 19
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 1920
ccacagcgac caggcagtgg tgtgtcc 27

<210> 20
<211> 24
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

30
<400> 20
gcactttggg taagccccga aacc 24

<210> 21
<211> 2035
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido40

<400> 21
ccattcaggc tgcgcaactg 20

<210> 2245
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 22
gcgcgttggc cgattcatta atgc 24

55
<210> 23
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



50

<400> 23
caatccgacc ctgtttgcac gtac 24

<210> 24
<211> 265
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido10

<400> 24
gctgccggat accaatgata atatgg 26

<210> 2515
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 25
ccatattatc attggtatcc ggcagc 26

25
<210> 26
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 26
cccgggggat ccagaattta aaaggaggga tt 3235

<210> 27
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 2745
ctcgaggata tcaagaattc tttttaaaca gccatgggtc 40

<210> 28
<211> 18
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

55
<400> 28
tgtaaaacga cggccagt 18

<210> 29
<211> 1860
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido65

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



51

<400> 29
caggaaacag ctatgacc 18

<210> 30
<211> 375
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido10

<400> 30
ctcgaggata tcaggaaggt gacttttatg ttaaagg 37

<210> 3115
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 31
gcatgcgtcg acattaaaaa aataagagtt acc 33

25
<210> 32
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 32
cctcacggca aagtctcaag c 2135

<210> 33
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 3345
gccatgggtc taagttcatt gg 22

<210> 34
<211> 37
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

55
<400> 34
catgatttta aggggggtac catatgcata agtttaa 37

<210> 35
<211> 3660
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido65

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



52

<400> 35
gttattttta aggatccttt ttagcacttt tctagc 36

<210> 36
<211> 225
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido10

<400> 36
ggcagaaagg gagaaactgt ag 22

<210> 3715
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 37
tggaaagaat acgtgcaggc gg 22

25
<210> 38
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 38
gattacgcca agcttgcatg cc 2235

<210> 39
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 3945
ccggcctcat ctacaatact acc 23

<210> 40
<211> 23
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

55
<400> 40
cccattattg ctgggtcaac tcc 23

<210> 41
<211> 3860
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido65

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



53

<400> 41
cccggtacct cattactttt tcagatcgct ccaaaccc 38

<210> 42
<211> 505
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido10

<400> 42
ggggaattca ggaggtgtac tagatgcatc atcaccacca tcacatgacc 50

<210> 4315
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 43
ccatagctcc acccatacca gagagc 26

25
<210> 44
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 44
gctattatta cgtcagcatc tcctgc 2635

<210> 45
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 4545
gcaggcgaag ttaatggcgt gc 22

<210> 46
<211> 27
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

55
<400> 46
gatacggggt aacagataaa ccatttc 27

<210> 47
<211> 2660
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido65

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



54

<400> 47
ccctttctgc ctttaattac tacagg 26

<210> 48
<211> 265
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido10

<400> 48
gcatcaggat taaatgactg tgcagc 26

<210> 4915
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 49
ggactagcgc ccattccaac tattcc 26

25
<210> 50
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 50
gctgcaaggc gattaagttg ggtaacgcc 2935

<210> 51
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 5145
gcattgcgtg tacaagagta acgag 25

<210> 52
<211> 22
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido

55
<400> 52
cctgtccaag cttcatgtac gg 22

<210> 53
<211> 7060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleótido65

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



55

<400> 53

<210> 545
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia de nucleótido

<400> 54
cgcctgtaac cggagctcat aggg 24

15

E12743917
27-11-2015ES 2 554 814 T3

 



56

REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante caracterizado porque:

a) tiene actividad de fosfocetolasa;
b) (i) tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivación del gen o 
genes que codifica(n) fosfofructoquinasa o por estar modificado genéticamente para reducir la actividad de 5
fosfofructoquinasa en comparación con un microorganismo no modificado genéticamente; o
(ii) no posee actividad de fosfofructoquinasa;
y
c) (i) tiene una rama oxidativa disminuida o inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivación del 
gen o genes que codifica(n) glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o por estar modificado genéticamente para reducir 10
la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparación con un microorganismo no modificado 
genéticamente; o
(ii) no posee actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

2. El microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicación 1 caracterizado también porque:

d) tiene actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa.15

3. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1 o 2, en el que la EMPP está disminuida o inactivada 
adicionalmente por inactivación del gen o genes que codifica(n) gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa o por estar 
modificado genéticamente para reducir la actividad de gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa en comparación con 
un microorganismo no modificado genéticamente.

4. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que se ha modificado20
genéticamente para que tenga una actividad de fosfocetolasa incrementada.

5. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en las que dicho 
microorganismo es un hongo.

6. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en las que dicho 
microorganismo es una bacteria.25

7. El microorganismo recombinante de la reivindicación 6, en el que el gen o genes que codifica(n) para el 
transportador de PTS dependiente de PEP se ha/han inactivado.

8. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado también porque
éste:

e) es capaz de convertir acetil-CoA en acetona.30

9. El microorganismo recombinante de la reivindicación 8, caracterizado también porque éste:

f) es capaz de convertir acetona en isobuteno.

10. El microorganismo recombinante de la reivindicación 8, caracterizado también porque éste:

g) es capaz de convertir acetona en propeno.

11. Uso del microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la conversión de 35
glucosa en acetil-CoA.

12. Uso del microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para la conversión de 
glucosa en acetona.

13. Uso del microorganismo recombinante de la reivindicación 9 para la conversión de glucosa en isobuteno.

14. Uso del microorganismo recombinante de la reivindicación 10 para la conversión de glucosa en propeno.40

15. Un procedimiento de producción de acetona a partir de glucosa que comprende las etapas de:

cultivar el microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en un medio apropiado; y
opcionalmente recuperar dicha acetona a partir del medio de cultivo.

16. Un procedimiento de producción de isobuteno a partir de glucosa que comprende las etapas de:

cultivar el microorganismo de acuerdo con la reivindicación 9 en un medio apropiado; y45
opcionalmente recuperar dicho isobuteno.
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17. Un procedimiento de producción de propeno a partir de glucosa que comprende las etapas de:

cultivar el microorganismo de acuerdo con la reivindicación 10 en un medio apropiado; y
opcionalmente recuperar dicho propeno.
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