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DESCRIPCIÓN

Ingeniería metabólica de células eucariotas que fermentan xilosa.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a modificaciones genéticas adicionales en células anfitrionas eucariotas que han 
sido transformadas para expresar una xilosa isomerasa que confiere a la célula anfitriona la capacidad de isomerizar 5
la xilosa a xilulosa. Las modificaciones genéticas adicionales están dirigidas a mejorar la eficiencia del metabolismo 
de xilosa e incluyen, p. ej., la disminución de la actividad de la aldosa reductasa inespecífica, aumento de la 
actividad de xilulosa cinasa y aumento del flujo de la ruta de la pentosa fosfato. Las células anfitrionas modificadas 
de la invención son adecuadas para la producción de una amplia variedad de productos de fermentación en 
procedimientos que comprenden xilosa como fuente de carbono.10

Antecedentes de la invención

La producción de etanol económicamente viable a partir de la fracción de hemicelulosa de la biomasa vegetal 
requiere la transformación simultánea tanto de pentosas como de hexosas a velocidades comparables y con altos 
rendimientos. Las levaduras, en particular Saccharomyces spp., son las candidatas más apropiadas para este 
procedimiento ya que pueden crecer rápidamente en hexosas, tanto aeróbicamente como anaeróbicamente. 15
Además, son mucho más resistentes al ambiente tóxico de los hidrolizados de lignocelulosa que las bacterias 
(modificadas genéticamente).

En estudios previos se ha proporcionado evidencia de que la ingeniería metabólica de S. cerevisiae para la 
utilización de xilosa, debe basarse en la introducción de xilosa isomerasa (XI, EC 5.3.1.5) Bruinenberg et al. (1983, 
Eur J. Appl. Microbiol. Biotechnol., 18: 287-292). A diferencia de las cepas basadas en xilosa reductasa (XR, EC 20
1.1.1.21) y xilitol deshidrogenasa (XD, EC 1.1.1.9), las cepas que expresan actividad XI presentan altos rendimientos 
en alcohol y apenas producen xilitol como se ha demostrado recientemente en el documento WO 03/0624430 y 
Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664). Desde un punto de vista teórico, esto no es sorprendente ya que 
la ruta a través de XR y XD conduce a una obstrucción en el equilibrio del NADH que en ausencia de oxígeno puede 
ser aliviada, p. ej., a través de la formación de xilitol.25

El documento WO 03/0624430 divulga que la introducción de XI funcional de Piromyces en S. cerevisiae permite el 
metabolismo lento de xilosa a través de la xilulocinasa endógena (EC 2.7.1.17) codificada por XKS1 y las enzimas 
de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato y confiere a los transformantes de levadura la capacidad de 
crecer en xilosa.

Kuyper et al. (supra) describen cepas de S. cerevisiae en las que se ha introducido XI de Piromyces y que después 30
se someten a evolución dirigida en frascos agitados muestran velocidades mejoradas de fermentación de xilosa, 
pero todavía requieren oxígeno para el crecimiento. La selección posterior a través de un régimen de limitación 
extrema del oxígeno con exceso de xilosa, seguida de selección anaerobia dio como resultado una cepa de 
laboratorio (RWB202-AFX) que cumple al menos uno de los requisitos previos para la utilización de hemicelulosa, a 
saber, un aceptable rendimiento de etanol en xilosa. Sin embargo, la velocidad específica de producción de etanol 35
en esta cepa es todavía inaceptablemente baja. En particular, la velocidad específica de consumo de azúcar durante 
el crecimiento en xilosa (345 mg de xilosa/g de biomasa/h) es todavía diez veces menor que en glucosa. Los 
intentos por mejorar aún más la cepa RWB202-AFX a través de ingeniería evolutiva han fracasado hasta ahora.

El documento WO 03/0624430 enumera una serie de modificaciones genéticas alternativas que pueden dar como 
resultado una mejora adicional de las velocidades específicas de producción de etanol y/o de consumo de azúcar en 40
xilosa en células anfitrionas que expresan el gen XI de Piromyces a un nivel que sería necesario para la utilización 
comercial de hemicelulosa. Estas alternativas incluyen: (a) aumentar el transporte de xilosa a la célula anfitriona; (b) 
aumento de la actividad de xilulosa cinasa; (c) aumento del flujo de la ruta de la pentosa fosfato; (d) disminución de 
la sensibilidad a la represión catabólica; (e) aumento de la tolerancia a etanol, a la osmolaridad o a los ácidos 
orgánicos; y (f) producción reducida de subproductos (tales como, p. ej., xilitol, glicerol y/o ácido acético). Más 45
específicamente, el documento WO 03/0624430 sugiere sobreexpresar uno o más de los genes que codifican un 
transportador de hexosa o de pentosa, una xilulosa cinasa (tal como la S. cerevisiae XKS1) una enzima de la ruta de 
la pentosa fosfato tal como las enzimas glicolíticas transaldolasa (TAL1) o transcetolasa (TKL1), enzimas 
etanologénicas tal como alcohol deshidrogenasas, y/o para inactivar un gen de hexosa cinasa, por ejemplo el gen 
HXK2 de S. cerevisiae, los genes MIG1 o MIG2 de S. cerevisiae, los genes de la aldosa reductasa (inespecífica) tal 50
como el gen GRE3 de S. cerevisiae, o los genes de enzimas implicadas en el metabolismo de glicerol tales como los 
genes glicerol-fosfato deshidrogenasa 1 y/o 2 de S. cerevisiae. Sin embargo, el documento WO 03/0624430 no 
divulga cuál de estas muchas alternativas producen realmente una mejora en las velocidades específicas de 
producción de etanol y/o de consumo de xilosa en células anfitrionas que transportan el gen XI de Piromyces.

Karhumaa et al. (2004, "Development of a Xylose-growing Saccharomyces cerevisiae strain expressing bacterial 55
xilose isomerase", Presentación en póster de la segunda reunión sobre Physiology of Yeasts and Filamentous Fungi; 
24-28 de marzo de 2004, Anglet, Francia, página 43; y, 2004, "New Xylose-growing Saccharomyces cerevisiae strain 
for biofuel ethanol production", Presentación oral en el 26º Simposio sobre Biotechnology for fuels and chemicals, 9-

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



3

12 de mayo de 2004, Chattanooga (TN), EE. UU, página 19) divulgan una cepa de S. cerevisiae que expresa una XI 
bacteriana de Thermus Thermofilus. La cepa contiene además una serie de modificaciones genéticas sugeridas en 
el documento WO 03/0624430: sobreexpresión de la xilulosa cinasa y las cuatro enzimas de la ruta de la pentosa 
fosfato no oxidativa así como la inactivación del gen (GRE3) de la aldosa reductasa inespecífica de S. cerevisiae. 
Sin embargo, a pesar de estas modificaciones genéticas esta cepa es incapaz de crecer sobre la xilosa. Sólo 5
después de la adaptación al crecimiento aeróbico en xilosa se obtuvo una cepa TMB3050 que es capaz de crecer en 
xilosa a baja velocidad (μ = 0,04 h-1) y con una baja velocidad específica de consumo de xilosa de 4,3 mg de xilosa/g 
de células/h. Dado que las modificaciones genéticas no definidas (acumuladas durante la adaptación) son 
claramente necesarias para el crecimiento en xilosa en primer lugar, no se puede deducir del trabajo de Karhumaa 
et al., cuales, si las hubiera, de las modificaciones genéticas definidas (como la sobreexpresión de xilulosa cinasa o10
de cualquiera de las enzimas de la ruta de la pentosa fosfato o la inactivación del gen aldosa reductasa), si acaso, 
contribuyen en realidad a la capacidad de que la cepa adaptada crezca en xilosa.

Por lo tanto, un objeto de la presente invención es proporcionar células anfitrionas eucariotas, tales como células 
anfitrionas fúngicas, que son transformadas con un gen XI que confiere la capacidad de crecer en xilosa y cuyas 
células anfitrionas tienen velocidades específicas de consumo de xilosa y/o de formación de producto (etanol) que 15
son compatibles con la aplicación comercial de las células anfitrionas.

Descripción de la invención

Definiciones

Xilosa isomerasa

La enzima "xilosa isomerasa" (EC 5.3.1.5) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la 20
isomerización directa de D-xilosa en D-xilulosa y viceversa. La enzima también se conoce como una D-xilosa 
cetoisomerasa. Algunas xilosa isomerasas son también capaces de catalizar la transformación entre D-glucosa y D-
fructosa y, por lo tanto, se denominan a veces glucosa isomerasa. Las xilosa isomerasas requieren cationes 
bivalentes como magnesio o manganeso como cofactor. Las xilosa isomerasas de la invención pueden definirse 
adicionalmente por su secuencia de aminoácidos como se describe en el presente documento más adelante. Del 25
mismo modo, las xilosa isomerasas pueden definirse por las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima, así 
como por las secuencias de nucleótidos que se hibridan con una secuencia de nucleótidos de referencia que 
codifican una xilosa isomerasa como se describe en el presente documento más adelante.

Una unidad (U) de actividad de xilosa isomerasa se define en el presente documento como la cantidad de enzima 
que produce 1 nmol de xilulosa por minuto, en las condiciones descritas por Kuyper et al. (2003, FEMS Yeast Res. 30
4: 69-78).

Xilulosa cinasa

La enzima "xilulosa cinasa" (EC 2.7.1.17) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la 
reacción ATP + D-xilulosa = ADP + D-xilulosa 5-fosfato. La enzima también se conoce como una xilulocinasa 
fosforilante, D-xilulocinasa o ATP: D-xilulosa 5-fosfotransferasa. Una xilulosa cinasa de la invención puede definirse 35
además por su secuencia de aminoácidos como se describe en el presente documento más adelante. Del mismo 
modo, una xilulosa cinasa puede ser definida por las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima así como 
por las secuencias de nucleótidos que se hibridan con una secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una 
xilulosa cinasa como se describe en el presente documento más adelante. Una unidad de actividad de xilulocinasa 
se define en el Ejemplo 1.13 del presente documento.40

Ribulosa 5-fosfato epimerasa

La enzima "ribulosa 5-fosfato epimerasa" (5.1.3.1) se define en el presente documento como una enzima que 
cataliza la epimerización de D-xilulosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también se conoce 
como fosforribulosa epimerasa; eritrosa-4-fosfato isomerasa; fosfocetopentosa 3-epimerasa; xilulosa fosfato 3-
epimerasa; fosfocetopentosa epimerasa; ribulosa 5-fosfato 3-epimerasa; D-ribulosa fosfato-3-epimerasa; D-ribulosa 45
5-fosfato epimerasa; D-ribulosa-5-P 3-epimerasa; D-xilulosa-5-fosfato 3-epimerasa; pentosa-5-fosfato 3-epimerasa; 
o D-ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa. Una ribulosa 5-fosfato epimerasa de la invención se puede definir además por 
su secuencia de aminoácidos como se describe en el presente documento más adelante. Del mismo modo, una 
ribulosa 5-fosfato epimerasa se puede definir por las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima así como 
por las secuencias de nucleótidos que se hibridan con una secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una 50
ribulosa 5-fosfato epimerasa como se describe en el presente documento más adelante.

Ribulosa 5-fosfato isomerasa

La enzima "ribulosa 5-fosfato isomerasa" (EC 5.3.1.6) se define en el presente documento como una enzima que 
cataliza la isomerización directa de D-ribosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también se 
conoce como fosfopentosa isomerasa; fosforriboisomerasa; ribosa fosfato isomerasa; 5-fosforribosa isomerasa; D-55
ribosa 5-fosfato isomerasa; D-ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa; o D-ribosa-5-fosfato aldosa-cetosa-isomerasa. Una 
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ribulosa 5-fosfato isomerasa de la invención se puede definir además por su secuencia de aminoácidos como se 
describe en el presente documento más adelante. Del mismo modo, una ribulosa 5-fosfato isomerasa se puede 
definir por las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima así como por secuencias de nucleótidos que se 
hibridan con una secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una ribulosa 5-fosfato isomerasa como se 
describe en el presente documento más adelante.5

Transcetolasa

La enzima "transcetolasa" (EC 2.2.1.1) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la 
reacción:

D-ribosa 5-fosfato + D-xilulosa 5-fosfato ↔ sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato

y viceversa. La enzima también se conoce como glicolaldehído transferasa o sedoheptulosa-7-fosfato:D-10
gliceraldehido-3-fosfato glicolaldehído transferasa. Una transcetolasa de la invención se puede definir además por su 
secuencia de aminoácidos como se describe en el presente documento más adelante. De manera similar, una 
transcetolasa se puede definir por las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima así como por secuencias 
de nucleótidos que se hibridan con una secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una transcetolasa como 
se describe en el presente documento más adelante.15

Transaldolasa

La enzima "transaldolasa" (EC 2.2.1.2) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la 
reacción:

sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehído 3-fosfato ↔ D-eritrosa 4-fosfato + D-fructosa 6-fosfato

y viceversa. La enzima también se conoce como dihidroxiacetona transferasa; dihidroxiacetona sintasa; 20
formaldehído transcetolasa; o sedoheptulosa-7-fosfato: D-gliceraldehído-3-fosfato glicerona transferasa. Una 
transaldolasa de la invención se puede definir además por su secuencia de aminoácidos como se describe en el 
presente documento más adelante. Del mismo modo, una transaldolasa se puede definir por las secuencias de 
nucleótidos que codifican la enzima, así como por las secuencias de nucleótidos que se hibridan con una secuencia 
de nucleótidos de referencia que codifica una transaldolasa como se describe en el presente documento más 25
adelante.

Aldosa reductasa

La enzima "aldosa reductasa" (EC 1.1.1.21) se define en el presente documento como cualquier enzima que es 
capaz de reducir xilosa o xilulosa a xilitol. En el contexto de la presente invención, una aldosa reductasa puede ser 
cualquier aldosa reductasa inespecífica que se encuentre de forma natural (endógena) en una célula anfitriona de la 30
invención y que sea capaz de reducir xilosa o xilulosa a xilitol. Las aldosas reductasas inespecíficas catalizan la 
reacción:

Aldosa + NAD(P)H + H+ ↔ alditol + NAD(P)+

La enzima tiene una amplia especificidad y se conoce también como aldosa reductasa; poliol deshidrogenasa 
(NADP+); alditol:NADP oxidorreductasa; alditol:NADP+ 1-oxidorreductasa; NADPH-aldopentosa reductasa; o35
NADPH-aldosa reductasa. Un ejemplo particular de una aldosa reductasa inespecífica de este tipo que es endógena 
a S. cerevisiae y que está codificada por el gen GRE3 (Traff et al., 2001, Appl. Environ. Microbiol., 67: 5668-74). De 
este modo, una aldosa reductasa de la invención se puede definir además por su secuencia de aminoácidos como 
se describe en el presente documento más adelante. Del mismo modo, una aldosa reductasa se puede definir por 
las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima así como por secuencias de nucleótidos que se hibridan con 40
una secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una aldosa reductasa como se describe en el presente 
documento más adelante.

Identidad y similitud de secuencia

La identidad de secuencia se define en el presente documento como una relación entre dos o más secuencias de 
aminoácidos (polipéptido o proteína) o dos o más secuencias de ácidos nucleicos (polinucleótido), según se 45
determina comparando las secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el grado de parentesco de las 
secuencias entre las secuencias de aminoácidos o de ácidos nucleicos, según sea el caso, determinado por el 
emparejamiento entre cadenas de tales secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoácidos se 
determina comparando la secuencia de aminoácidos y sus sustitutos de aminoácidos conservados de un polipéptido 
con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y la "similitud" se pueden calcular fácilmente por 50
procedimientos conocidos, que incluyen pero que no se limitan a los descritos en Computational Molecular Biology, 
Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, 
D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M., y 
Griffin, HG, eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994. Sequence Analysis in Molecular Biology, Von Heine, G., 
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Academic Press, 1987, y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva 
York, 1991, y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988).

Procedimientos preferidos para determinar la identidad se diseñan para dar el mayor emparejamiento entre las 
secuencias ensayadas. Procedimientos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas 
informáticos disponibles para el público. Los procedimientos de los programas informáticos preferidos para 5
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, p. ej., el paquete de programas GCG (Devereux, J. 
et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. 
Biol. 215: 403-410 (1990) El programa BLAST X está disponible para el público a través del NCBI y otras fuentes 
(BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-
410 (1990) El conocido algoritmo de Smith Waterman también puede usarse para determinar la identidad.10

Los parámetros preferidos para la comparación de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes: Algoritmo: 
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparación: BLOSSUM62 de Hentikoff y 
Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:10915-10919 (1992); Penalización por Hueco: 12; y la penalización por 
la Longitud del Hueco: 4. Un programa útil con estos parámetros está disponible para el público como programa 
"Ogap" de Genetics Computer Group, situado en Madison, WI. Los parámetros mencionados anteriormente son 15
parámetros por defecto para las comparaciones de aminoácidos (junto con ninguna penalidad para los huecos 
terminales).

Los parámetros preferidos para la comparación de ácidos nucleicos incluyen los siguientes: Algoritmo: Needleman y 
Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparación: emparejamientos = +10, desemparejamientos = 0; 
Penalización por Hueco: 50; Penalización por Longitud de Hueco: 3. Disponible como programa “Gap” de Genetics 20
Computer Group, situado en Madison, Wis. Los parámetros por defecto para las comparaciones de ácidos nucleicos
se han dado anteriormente.

Opcionalmente, para determinar el grado de similitud de aminoácidos, la persona experta puede también tener en 
cuenta las sustituciones de aminoácidos denominadas "conservadoras", como será evidente para la persona 
experta. Las sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen 25
cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas es glicina, 
alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifático-hidroxilo es 
serina y treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparragina y 
glutamina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina y triptófano; un 
grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales con bases es lisina, arginina e histidina; y un grupo de 30
aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Los grupos de sustituciones 
conservadoras de aminoácidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-
valina y asparragina-glutamina. Las variantes de sustitución de la secuencia de aminoácidos divulgada en el 
presente documento son aquellas en las que se ha eliminado al menos un residuo en las secuencias divulgadas y se 
ha insertado en su lugar un residuo diferente. Preferiblemente, el cambio de aminoácidos es conservador. Las 35
sustituciones conservadoras preferidas para cada uno de los aminoácidos de origen natural son las siguientes: Ala a 
ser; Arg a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; Gln a asn; Glu a asp; Gly a pro; His a asn o gln; Ile a leu o 
val; Leu a ile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a met, leu o tyr; Ser a thr; Thr a ser; Trp a tyr; Tyr a trp o 
phe; y, Val a ile o leu.

Hibridación de secuencias de ácido nucleico40

Las secuencias de nucleótidos que codifican las enzimas de la invención también se pueden definir por su 
capacidad para hibridarse con las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO. 9-16 y 18, respectivamente, en 
condiciones de hibridación moderada o preferiblemente rigurosas. Las condiciones de hibridación rigurosas se 
definen en el presente documento como las condiciones que permiten que una secuencia de ácidos nucleicos de al 
menos aproximadamente 25, preferiblemente aproximadamente 50 nucleótidos, 75 o 100 y lo más preferiblemente 45
de aproximadamente 200 o más nucleótidos, se hibride a una temperatura de aproximadamente 65 ºC en una 
solución que comprenda aproximadamente sal 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solución que tenga una 
fuerza iónica comparable, y lavado a 65 ºC en una solución que comprenda aproximadamente ,sal 0,1 M, o menos, 
preferiblemente 0,2 x SSC o cualquier otra solución que tenga una fuerza iónica comparable. Preferiblemente, la 
hibridación se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y, preferiblemente, el lavado se realiza 50
durante al menos una hora con al menos dos cambios de la solución de lavado. Estas condiciones permitirán 
normalmente la hibridación específica de secuencias que tienen aproximadamente un 90 % o más de identidad de
secuencia.

Las condiciones moderadas se definen en el presente documento como las condiciones que permiten que las 
secuencias de ácidos nucleicos de al menos 50 nucleótidos, preferiblemente de aproximadamente 200 o más 55
nucleótidos, se hibriden a una temperatura de aproximadamente 45 ºC en una solución que comprenda
aproximadamente sal 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solución que tenga una fuerza iónica 
comparable, y lavado a temperatura ambiente en una solución que comprenda aproximadamente sal 1 M, 
preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solución que tenga una fuerza iónica comparable. Preferiblemente, la 
hibridación se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y, preferiblemente, el lavado se realiza 60
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durante al menos una hora con al menos dos cambios de la solución de lavado. Estas condiciones permitirán 
normalmente la hibridación específica de secuencias que tengan hasta un 50 % de identidad de secuencia. La 
persona experta en la técnica podrá modificar estas condiciones de hibridación con el fin de identificar 
específicamente secuencias que varían en identidad entre 50 % y 90 %.

Enlazado operativamente5

Tal como se utiliza aquí, la expresión “enlazado operativamente" se refiere a un enlace de elementos polinucleótidos 
en una relación funcional. Un ácido nucleico está "enlazado operativamente" cuando se coloca en una relación 
funcional con otra secuencia de ácidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador está enlazado 
operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripción de la secuencia codificante. Enlazado 
operativamente significa que las secuencias de ADN que están enlazadas son típicamente contiguas y, cuando es 10
necesario, unen dos regiones codificantes de proteínas, contiguas y en el marco de lectura.

Promotor

Tal como se usa en el presente documento, el término “promotor” se refiere a un fragmento de ácido nucleico que 
funciona para controlar la transcripción de uno o más genes, situados aguas arriba con respecto a la dirección de 
transcripción del sitio de inicio de la transcripción del gen, y se identifica estructuralmente por la presencia de un sitio 15
de unión para la ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciación de la transcripción y cualquier otra de las 
secuencias de ADN, que incluya pero que no se limite a los sitios de unión al factor de transcripción, sitios represor y 
activadorde la unión de las proteínas , y cualquier otra de las secuencias de nucleótidos conocidas por el experto en 
la técnica para actuar directa o indirectamente para regular la cantidad de transcripción desde el promotor. Un 
promotor "constitutivo" es un promotor que es activo en la mayoría de las condiciones ambientales y de desarrollo. 20
Un promotor "inducible" es un promotor que es activo bajo regulación ambiental o de desarrollo.

Homólogo

El término "homólogo" cuando se usa para indicar la relación entre una determinada molécula de ácido nucleico 
(recombinante) o polipéptido y un determinado organismo anfitrión o célula anfitriona, se entiende que significa que 
en la naturaleza la molécula de ácido nucleico o de polipéptidos se produce por una célula anfitriona u organismos 25
de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa. Si es homóloga a una célula anfitriona, una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente estará enlazada operativamente a otra 
secuencia promotora o, si procede, otra secuencia de señales secretoras y/o secuencia terminadora que esté en su 
entorno natural. Cuando se usa para indicar el parentesco de dos secuencias de ácidos nucleicos, el término 
“homólogo” significa que una secuencia de ácido nucleico monocatenario se puede hibridar con una secuencia de 30
ácido nucleico monocatenario complementaria. El grado de hibridación puede depender de una serie de factores que 
incluyen la cantidad de identidad entre las secuencias y las condiciones de hibridación tales como temperatura y 
concentración de sal como se discute más adelante. Preferiblemente, la zona de identidad es mayor que 
aproximadamente 5 pb, más preferiblemente la zona de identidad es mayor que 10 pb.

Heterólogo35

El término "heterólogo" cuando se usa con respecto a un ácido nucleico (de ADN o ARN) o proteína se refiere a un 
ácido nucleico o proteína que no se da de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o secuencia de 
ADN o ARN en la que está presente, o que se encuentra en una célula o lugar o lugares en el genoma o secuencia 
de ADN o ARN que difiere de aquella en la que se encuentra en la naturaleza. Los ácidos nucleicos o proteínas 
heterólogos no son endógenos a la célula en la que se introducen, sino que se han obtenido a partir de otra célula o 40
se han producido de forma sintética o recombinante. En general, aunque no necesariamente, tales ácidos nucleicos 
codifican proteínas que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o se expresa.
De forma similar, el ARN exógeno codifica proteínas que no se expresan normalmente en la célula en la que está 
presente el ARN exógeno. Los ácidos nucleicos y proteínas heterólogos pueden también denominarse ácidos 
nucleicos o proteínas foráneos. Cualquier ácido nucleico o proteína que el experto en la técnica reconozca como 45
heteróloga o foránea a la célula en la que se expresa está contemplado en el presente documento por el término 
ácido nucleico o proteína heterólogo. El término heterólogo también se aplica a combinaciones no naturales de 
secuencias de ácido nucleico o aminoácidos, es decir, combinaciones donde al menos dos de las secuencias 
combinadas son foráneas entre sí.

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se utilizan en su sentido 50
no limitativo que significa que los artículos que siguen a la palabra están incluidos, pero los artículos no 
mencionados específicamente no están excluidos. Además, la referencia a un elemento por el artículo indefinido 
"un", “una” o "uno" no excluye la posibilidad de que más de uno de los elementos esté presente, a menos que el 
contexto exija claramente que exista uno y sólo uno de los elementos. El artículo indefinido "un", “una” o "uno" 
significa, por lo general, "al menos uno".55

Descripción detallada de la invención

La presente invención se refiere a una célula anfitriona de levadura u hongo filamentoso transformada con un 

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



7

constructo de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa, cuya 
xilosa isomerasa comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con 
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 2, por lo que el constructo de ácido nucleico, tras la transformación de 
la célula anfitriona, confiere a la célula anfitriona la capacidad de isomerizar directamente la xilosa a xilulosa, por lo 
que la célula anfitriona comprende una modificación genética que aumenta el flujo de la ruta de la pentosa fosfato, y 5
por lo que la modificación genética comprende la sobreexpresión de al menos un gen de la parte no oxidativa de la 
ruta de la pentosa fosfato en comparación con una célula anfitriona que es genéticamente idéntica excepto para la 
modificación genética. La capacidad de la célula anfitriona transformada para isomerizar la xilosa en xilulosa es la 
isomerización directa de xilosa a xilulosa. Esto se entiende que significa que la xilosa se isomeriza en xilulosa en 
una única reacción catalizada por una xilosa isomerasa, en oposición a la transformación en dos etapas de xilosa en 10
xilulosa a través de un intermedio de xilitol catalizado por xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

De este modo, la expresión de la secuencia de nucleótidos en la célula anfitriona produce una xilosa isomerasa con 
una actividad específica de al menos 10 U de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteína a 30ºC, 
preferiblemente al menos 20, 25, 30, 50, 100, 200, 300 o 500 U por mg a 30 ºC. La actividad específica de la xilosa 
isomerasa expresada en la célula anfitriona transformada se define en el presente documento como la cantidad de 15
unidades de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteína de lisado libre de células de la célula anfitriona, p. ej., 
un lisado libre de células de levadura. La determinación de la actividad de xilosa isomerasa, la cantidad de proteína 
y la preparación del lisado libre de células son como se describe en el Ejemplo 1.13. Por consiguiente, la expresión 
de la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa en la célula anfitriona produce una xilosa isomerasa 
con una actividad específica de al menos 50 U de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteína a 30ºC, 20
preferiblemente al menos 100, 200, 500, 750 o 1000 U por mg a 30 ºC.

Preferiblemente, la expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa en la célula anfitriona 
produce una xilosa isomerasa con un Km para xilosa que es menor que 50, 40, 30 o 25 mM, más preferiblemente, el 
Km para xilosa es de aproximadamente 20 mM o menos. Una secuencia de nucleótidos preferida que codifica la 
xilosa isomerasa puede seleccionarse del grupo que consiste en:25

(a) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos una identidad 
de secuencia de 80, 90, 95, 97, 98 o 99 % con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID NO. 10.

La secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa puede codificar una xilosa isomerasa procariótica o 
una eucariota, es decir, una xilosa isomerasa con una secuencia de aminoácidos que es idéntica a la de una xilosa 
isomerasa que se da de forma natural en el organismo procariótico o eucariótico. Los autores de la presente 30
invención han encontrado que la capacidad de una determinada xilosa isomerasa para conferir a una célula 
anfitriona eucariota la capacidad de isomerizar la xilosa en xilulosa no depende tanto de si la isomerasa es de origen 
procariótico o eucariótico. Más bien esto depende del parentesco de la secuencia de aminoácidos de la isomerasa 
con la de la secuencia de Piromyces (SEQ ID NO. 1). Sorprendentemente, la isomerasa eucariota Piromyces está 
más relacionada con las isomerasas procarióticas que con otras isomerasas eucariotas conocidas. La isomerasa 35
Piromyces comparte 61 % de identidad de aminoácidos con una enzima Xanthomonas y 82 % con una enzima 
Bacteroides (SEQ ID NO. 2), mientras que sólo comparte una identidad del 49-52 % con varias xilosa isomerasas 
vegetales. No se han publicado informes de una xilosa isomerasa vegetal que se exprese activamente en levadura. 
Por el contrario, en el Ejemplo 3 del presente documento se describe que una xilosa isomerasa Bacteroides confiere 
a una célula anfitriona eucariota la capacidad para isomerizar la xilosa en xilulosa y crecer en xilosa como única 40
fuente de carbono. Por lo tanto, una secuencia de nucleótidos preferida codifica una xilosa isomerasa que tiene una 
secuencia de aminoácidos que está relacionada con la secuencia de Piromyces como se definió anteriormente. Una 
secuencia de nucleótidos preferida codifica una xilosa isomerasa fúngica (p. ej., a partir de un Basidiomycete), más 
preferiblemente una xilosa isomerasa de un hongo anaeróbico, p. ej., una xilosa isomerasa de un hongo anaerobio 
que pertenezca a las familias Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Orpinomyces o Ruminomyces. Como 45
alternativa, una secuencia de nucleótidos preferida codifica una xilosa isomerasa bacteriana, preferiblemente una 
bacteria Gram-negativa, más preferiblemente una isomerasa de la clase Bacteroides, o del género Bacteroides, lo 
más preferiblemente de B. thetaiotaomicron (SEQ ID NO. 2).

Para aumentar la probabilidad de que la xilosa isomerasa se exprese en forma activa en una célula anfitriona 
eucariota tal como levadura, la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa puede adaptarse para 50
optimizar su uso de codones al de la célula anfitriona eucariota. La adaptabilidad de una secuencia de nucleótidos 
que codifica la xilosa isomerasa (u otras enzimas de la invención, véase más adelante) para el uso de codones de la 
célula anfitriona puede expresarse como índice de adaptación de codones (CAI). El índice de adaptación de 
codones se define en el presente documento como una medida de la adaptabilidad relativa del uso de codones de 
un gen hacia el uso de codones de genes muy expresados. La adaptabilidad relativa (w) de cada codón es la 55
relación entre la utilización de cada codón y la del codón más abundante para el mismo aminoácido. El índice CAI se 
define como la media geométrica de estos valores de adaptabilidad relativa. Se excluyen los codones no sinónimos 
y los codones de terminación (dependientes del código genético). Los valores de CAI varían de 0 a 1, con los 
valores más altos indicando una mayor proporción de los codones más abundantes (véase Sharp y Li, 1987, Nucleic 
Acids Research 15: 1281-1295; véase también: Jansen et al., 2003, Nucleic Acids Res. 31(8): 2242-51). Una 60
secuencia de nucleótidos adaptada tiene preferiblemente un CAI de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6 o 0,7.

Una célula anfitriona para la transformación con la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa como 
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se describió anteriormente, es preferiblemente una anfitriona capaz del transporte activo o pasivo de xilosa dentro de 
la célula. La célula anfitriona contiene preferiblemente glucólisis activa. La célula anfitriona puede contener además 
una ruta de la pentosa fosfato endógena y puede contener actividad de xilulosa cinasa endógena de manera que la 
xilulosa isomerizada a partir de xilosa puede ser metabolizada a piruvato. La anfitriona contiene además,
preferiblemente, enzimas para la transformación de piruvato en un producto de fermentación deseado tal como 5
etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, 
aminoácidos, 1,3-propano- diol, etileno, glicerol, antibióticos -lactámicos y cefalosporinas.

Una célula anfitriona preferida es una célula anfitriona que es capaz de fermentación alcohólica de forma natural, 
preferiblemente fermentación alcohólica anaerobia. La célula anfitriona tiene además, preferiblemente, una gran
tolerancia a etanol, una gran tolerancia al pH bajo (es decir, capaz de crecer a un pH inferior a 5, 4, 3, o 2,5) y a los 10
ácidos orgánicos como ácido láctico, ácido acético o ácido fórmico y productos de degradación del azúcar tal como 
furfural e hidroximetilfurfural, y una gran tolerancia a temperaturas elevadas. Cualquiera de estas características o 
actividades de la célula anfitriona puede estar presente de forma natural en la célula anfitriona o puede ser 
introducida o modificada por modificación genética. Una célula anfitriona adecuada es un microorganismo 
eucariótico como p. ej., un hongo, sin embargo, más adecuadas como célula anfitriona son las levaduras o los 15
hongos filamentosos.

Las levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucarióticos e incluyen todas las 
especies de la subdivisión Eumycotina (Alexopoulos, C. J., 1962, en: Introductory Mycology, John Wiley & Sons, 
Inc., Nueva York) que crecen, predominantemente, en forma unicelular. Las levaduras pueden crecer bien brotando 
de un talo unicelular o bien pueden crecer por fisión del organismo. Las levaduras preferidas como células 20
anfitrionas pertenecen a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, 
Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia. Preferiblemente, la levadura es capaz de fermentación 
anaeróbica, más preferiblemente de fermentación alcohólica anaeróbica.

Los hongos filamentosos se definen en el presente documento como microorganismos eucarióticos que incluyen 
todas las formas filamentosas de la subdivisión Eumycotina. Estos hongos se caracterizan por un micelio vegetativo 25
compuesto de quitina, celulosa y otros polisacáridos complejos. Los hongos filamentosos de la presente invención 
son morfológicamente, fisiológicamente y genéticamente distintos de las levaduras. El crecimiento vegetativo por 
hongos filamentosos es por alargamiento hifal, y el catabolismo de carbono de la mayoría de los hongos 
filamentosos es obligatoriamente aeróbico. Los hongos filamentosos preferidos como células anfitrionas pertenecen 
a los géneros Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium y Penicillium.30

A lo largo de los años se han hecho sugerencias para la introducción de diversos organismos para la producción de 
bioetanol a partir de azúcares de cultivo. En la práctica, sin embargo, todos los principales procesos de producción 
de bioetanol han seguido utilizando las levaduras del género Saccharomyces como productor de etanol. Esto se 
debe a las muchas características atractivas de la especie Saccharomyces para los procesos industriales, es decir, 
una gran tolerancia a ácidos, a etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento anaeróbico y, por supuesto, su 35
gran capacidad de fermentación alcohólica. Las especies de levadura preferidas como células anfitrionas incluyen S. 
cenevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus; S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxiamus y K. fragilis.

La célula anfitriona de la invención es, de este modo, una célula anfitriona que se transforma con un constructo de 
ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa como se ha definido 
anteriormente. El constructo de ácido nucleico que comprende la secuencia que codifica xilosa isomerasa es, 40
preferiblemente, capaz de la expresión de la xilosa isomerasa en la célula anfitriona. Con este fin, el constructo de 
ácido nucleico puede construirse como se describe en, p. ej., el documento WO 03/0624430. La célula anfitriona 
puede comprender una sola copia pero preferiblemente comprende múltiples copias del constructo de ácido 
nucleico. El constructo de ácido nucleico puede mantenerse de forma episómica y, con ello, comprender una 
secuencia para la replicación autónoma, tal como una secuencia ARS. Los constructos de ácido nucleico episómico 45
adecuados pueden, p. ej. basarse en los plásmidos de levadura 2μ o pKD1 (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-
975). Preferiblemente, sin embargo, el constructo de ácido nucleico está integrado en una o más copias en el 
genoma de la célula anfitriona. La integración en el genoma de la célula anfitriona puede ocurrir al azar por
recombinación ilegítima, pero el constructo de ácido nucleico se integra en el genoma de la célula anfitriona,
preferiblemente, por recombinación homóloga como es bien sabido en la técnica de genética molecular fúngica 50
(véanse, p. ej., los documentos WO 90/14423, EP-A-0 481 008, EP-A-0 635 574 y US 6.265.186).

En un primer aspecto de la invención, la célula anfitriona de la invención comprende una modificación genética que 
aumenta el flujo de la ruta de la pentosa fosfato. En particular, la modificación genética provoca un aumento del flujo 
de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato. Una modificación genética que provoca un aumento del flujo 
de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato se entiende, en el presente documento, que significa una 55
modificación que aumenta el flujo en al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con el flujo en 
una cepa que sea genéticamente idéntica excepto por la modificación genética que provoca el aumento del flujo. El 
flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato puede medirse cultivando la anfitriona modificada en 
xilosa como única fuente de carbono, determinando la velocidad específica del consumo de xilosa y substrayendo la 
velocidad específica de producción de xilitol de la velocidad específica del consumo de xilosa, en el caso de que se 60
produzca algo de xilitol. Sin embargo, el flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato es proporcional 
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a la velocidad de crecimiento de la xilosa como única fuente de carbono, preferiblemente con la velocidad de 
crecimiento anaeróbico en xilosa como única fuente de carbono. Existe una relación lineal entre la velocidad de 
crecimiento en xilosa como única fuente de carbono (μmáx) y el flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa 
fosfato. La velocidad específica del consumo de xilosa (Qs) es igual a la velocidad de crecimiento (μ) dividida por el 
rendimiento de biomasa en azúcar (Yxs) porque el rendimiento de la biomasa en el azúcar es constante (en un 5
conjunto dado de condiciones: anaeróbico, medio de cultivo, pH, antecedentes genéticos de la cepa, etc., es decir, 
Qs = μ/Yxs). Por lo tanto, el aumento del flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato puede 
deducirse del aumento de la velocidad de crecimiento máximo en estas condiciones.

Las modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la ruta de la pentosa fosfato pueden ser introducidas en la 
célula anfitriona de varias maneras. Estas incluyen, p. ej., alcanzar mayores niveles de actividad en estado 10
estacionario de la xilulosa cinasa y/o una o más de las enzimas de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa 
fosfato y/o un nivel reducido en estado estacionario de la actividad de la aldosa reductasa inespecífica. Estos 
cambios en los niveles de actividad en estado estacionario pueden efectuarse mediante la selección de mutantes 
(espontáneos o inducidos por productos químicos o radiación) y/o por tecnología de ADN recombinante, p. ej., por 
sobreexpresión o inactivación, respectivamente, de genes que codifican las enzimas o factores que regulan estos 15
genes.

En una célula anfitriona preferida, la modificación genética comprende la sobreexpresión de al menos una enzima de 
la ruta de la pentosa fosfato (la parte no oxidativa). Preferiblemente, la enzima se selecciona del grupo que consiste 
en las enzimas que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 
transaldolasa. Pueden sobreexpresarse varias combinaciones de enzimas de la ruta de la pentosa fosfato (la parte 20
no oxidativa). P. ej., las enzimas que son sobreexpresadas pueden ser al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 
isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transcetolasa; o al 
menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 
epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las 
enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 25
transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y transaldolasa; o al menos las 
enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas 
ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa. En una realización de la invención, cada 
una de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa son
sobreexpresadas en la célula anfitriona. Más preferida es una célula anfitriona en la que la modificación genética 30
comprende al menos la sobreexpresión tanto de las enzimas transcetolasa como de la transaldolasa, ya que dicha 
célula anfitriona es ya capaz de crecimiento anaeróbico en xilosa. De hecho, en algunas condiciones los autores de 
la invención han encontrado que las células anfitrionas que sobreexpresan sólo la transcetolasa y la transaldolasa 
tienen ya la misma velocidad de crecimiento anaeróbico en xilosa que las células anfitrionas que sobreexpresan las 
cuatro enzimas, es decir, ribulosa-5-fosfato isomerasa, la ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 35
transaldolasa. Además, las células anfitrionas que sobreexpresan ambas enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y 
ribulosa-5-fosfato epimerasa son preferibles a las células anfitrionas que sobreexpresan sólo la isomerasa o sólo la 
epimerasa ya que la sobreexpresión de sólo una de estas enzimas puede producir desequilibrios metabólicos.

Existen diversos medios disponibles en la técnica para la sobreexpresión de enzimas en las células anfitrionas de la 
invención. En particular, una enzima puede ser sobreexpresada aumentando el número de copias del gen que 40
codifica la enzima en la célula anfitriona, p. ej., integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula 
anfitriona, expresando el gen de un vector de expresión multicopia episómico o introduciendo un vector de expresión 
episómico que comprende múltiples copias del gen.

Como alternativa, se puede lograr la sobreexpresión de enzimas en las células anfitrionas de la invención utilizando 
un promotor que no sea nativo para la secuencia que codifica la enzima a sobreexpresar, es decir, un promotor que 45
sea heterólogo con la secuencia codificante a la que está enlazado operativamente. Aunque el promotor sea, 
preferiblemente, heterólogo con la secuencia codificante a la que está enlazado operativamente, también se prefiere 
que el promotor sea homólogo, es decir, endógeno con la célula anfitriona. Preferiblemente, el promotor heterólogo 
es capaz de producir un mayor nivel en estado estacionario del transcrito que comprende la secuencia codificante (o 
es capaz de producir más moléculas de transcrito, es decir, moléculas de ARNm, por unidad de tiempo) que el 50
promotor que es nativo de la secuencia codificante, preferiblemente en condiciones donde xilosa, o xilosa y glucosa,
están disponibles como fuentes de carbono, más preferiblemente como principales fuentes de carbono (es decir, 
más del 50 % de la fuente de carbono disponible consiste en xilosa, o en xilosa y glucosa), lo más preferiblemente 
como únicas fuentes de carbono. Los promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores naturales 
constitutivos como inducibles, así como promotores diseñados por ingeniería. Un promotor preferido para uso en la 55
presente invención será además insensible a la represión del catabolito (glucosa) y/o no requerirá, preferiblemente, 
xilosa para la inducción.

Los promotores que tienen estas características están ampliamente disponibles y son conocidos por el experto en la 
materia. Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen p. ej., promotores de genes glicolíticos, tales como los 
promotores fosfofructocinasa (PPK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPD, 60
TDH3 o GAPDH), piruvato cinasa (PYK), fosfoglicerato cinasa (PGK) de levaduras u hongos filamentosos; más 
detalles sobre tales promotores de levadura se pueden encontrar en el documento WO 93/03159. Otros promotores 
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útiles son los promotores de genes que codifican la proteína ribosómica, el promotor del gen de la lactasa (LAC4), 
promotores de alcohol deshidrogenasa (ADH1, ADH4 y similares) y el promotor de enolasa (ENO). Otros 
promotores, tanto constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias activadoras aguas arriba serán 
conocidos por los expertos en la técnica. Los promotores utilizados en las células anfitrionas de la invención pueden 
ser modificados, si se desea, para afectar sus características de control.5

La secuencia de codificación utilizada para la sobreexpresión de las enzimas es preferiblemente homóloga a la 
célula anfitriona de la invención. Sin embargo, del mismo modo pueden aplicarse secuencias codificantes que sean 
heterólogas para la célula anfitriona de la invención.

Una secuencia de nucleótidos utilizada para la sobreexpresión de ribulosa-5-fosfato isomerasa en la célula anfitriona 
de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-fosfato 10
isomerasa, por lo que preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 50, 60, 
70, 80, 90 o 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 4 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse 
con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO. 12, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones 
rigurosas.

Una secuencia de nucleótidos utilizada para la sobreexpresión de la ribulosa-5-fosfato epimerasa en la célula 15
anfitriona de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-
fosfato epimerasa, por lo que preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
50, 60, 70, 80, 90 o 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 5 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de 
hibridarse con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO. 13, en condiciones moderadas, preferiblemente en
condiciones rigurosas.20

Una secuencia de nucleótidos utilizada para la sobreexpresión de transcetolasa en la célula anfitriona de la 
invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de transcetolasa, por lo que 
preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 95 % de 
identidad con la SEQ ID NO. 6 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse con la secuencia de 
nucleótidos de la SEQ ID NO. 14, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.25

Una secuencia de nucleótidos utilizada para la sobreexpresión de transaldolasa en la célula anfitriona de la 
invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de transaldolasa, por lo que 
preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 95 % de 
identidad con la SEQ ID NO. 7 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse con la secuencia de 
nucleótidos de la SEQ ID NO. 15, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.30

La sobreexpresión de una enzima, cuando se refiere a la producción de la enzima en una célula anfitriona 
genéticamente modificada, significa que la enzima se produce a un nivel más alto de actividad enzimática específica 
en comparación con la célula anfitriona no modificada en idénticas condiciones. Generalmente esto significa que la 
proteína (o proteínas en el caso de enzimas multi-subunidad) enzimáticamente activa se produce en mayores 
cantidades, o más bien a un nivel de estado estacionario más elevado en comparación con la célula anfitriona no 35
modificada en idénticas condiciones. De forma similar, esto generalmente significa que el ARNm que codifica la 
proteína enzimáticamente activa se produce en mayores cantidades o más bien, de nuevo, a un nivel de estado 
estacionario más elevado en comparación con la célula anfitriona no modificada en idénticas condiciones. La 
sobreexpresión de una enzima se determina preferiblemente midiendo el nivel de la actividad específica de la 
enzima en la célula anfitriona usando ensayos enzimáticos apropiados como se describe en el presente documento. 40
Como alternativa, la sobreexpresión de la enzima puede determinarse indirectamente cuantificando el nivel 
específico en estado estacionario de la proteína de la enzima, p. ej., utilizando anticuerpos específicos de la enzima, 
o cuantificando el nivel estacionario específico del ARNm que codifica la enzima. Este último puede ser 
particularmente adecuado para enzimas de la ruta de la pentosa fosfato para las que los ensayos enzimáticos no 
son fácilmente viables ya que los sustratos para las enzimas no están comercialmente disponibles. Preferiblemente, 45
en las células anfitrionas de la invención, una enzima a sobreexpresar se sobreexpresa mediante al menos un factor 
1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con una cepa que sea genéticamente idéntica excepto por la modificación 
genética que causa la sobreexpresión. Debe entenderse que estos niveles de sobreexpresión pueden aplicarse al 
nivel de estado estacionario de la actividad de la enzima, al nivel de estado estacionario de la proteína de la enzima, 
así como al nivel de estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.50

En un segundo aspecto de la invención, la célula anfitriona de la invención comprende una modificación genética 
que aumenta la actividad específica de xilulosa cinasa. Preferiblemente, la modificación genética provoca la 
sobreexpresión de una xilulosa cinasa, p. ej., por sobreexpresión de una secuencia de nucleótidos que codifica una 
xilulosa cinasa. El gen que codifica la xilulosa cinasa puede ser endógeno a la célula anfitriona o puede ser una 
xilulosa cinasa que sea heteróloga con la célula anfitriona. Una secuencia de nucleótidos utilizada para la 55
sobreexpresión de la xilulosa cinasa en la célula anfitriona de la invención es una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido con actividad de xilulosa cinasa, por lo que preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia 
de aminoácidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 3 o por lo que la 
secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO. 11, en 
condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.60
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Una xilulosa cinasa particularmente preferida es una xilosa cinasa que está relacionada con la xilulosa cinasa de 
Piromyces (xylB; véase el documento WO 03/0624430). Esta xilulosa cinasa Piromyces está en realidad más 
relacionada con la cinasa procariótica que con todas las cinasas eucariotas conocidas tales como la cinasa de 
levadura (SEQ ID NO. 3). Las xilulosa cinasas eucariotas se han indicado como cinasas de azúcares no específicas, 
que tienen un amplio intervalo de sustratos que incluye xilulosa. Por el contrario, las xilulosa cinasas procarióticas, 5
con las que está relacionada más estrechamente la cinasa de Piromyces, han sido indicadas como cinasas más 
específicas para xilulosa, es decir, que tienen un intervalo de sustrato más estrecho. Por lo tanto, una secuencia de 
nucleótidos más preferida para uso en la sobreexpresión de xilulosa cinasa en la célula anfitriona de la invención es 
una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad xilulosa cinasa, por lo que preferiblemente el 
polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 45, 50, 60, 65, 70, 80, 90 o 95 % de identidad 10
con la SEQ ID NO. 17 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridar con la secuencia de nucleótidos 
de la SEQ ID NO. 18, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.

En las células anfitrionas de la invención, la modificación genética que aumenta la actividad específica de xilulosa 
cinasa puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de la ruta de la pentosa fosfato
como se ha descrito anteriormente, pero esta combinación no es esencial para la invención. De este modo, se 15
incluye específicamente en la invención una célula anfitriona de la invención que comprende sólo una modificación 
genética que aumenta la actividad específica de xilulosa cinasa. Los diversos medios disponibles en la técnica para 
conseguir y analizar la sobreexpresión de una xilulosa cinasa en las células anfitrionas de la invención son los 
mismos que se han descrito anteriormente para las enzimas de la ruta de la pentosa fosfato. Preferiblemente, en las 
células anfitrionas de la invención, una xilulosa cinasa a sobreexpresar se sobreexpresa mediante al menos un 20
factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con una cepa que seas genéticamente idéntica excepto por la 
modificación genética que causa la sobreexpresión. Debe entenderse que estos niveles de sobreexpresión pueden 
aplicarse al nivel de estado estacionario de la actividad de la enzima, al nivel de estado estacionario de la proteína 
de la enzima, así como al nivel de estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En un tercer aspecto de la invención, la célula anfitriona de la invención comprende una modificación genética que 25
reduce la actividad de la aldosa reductasa inespecífica en la célula anfitriona. Preferiblemente, la actividad de la 
aldosa reductasa inespecífica se reduce en la célula anfitriona mediante una o más modificaciones genéticas que 
reducen la expresión de o inactivan un gen que codifica una aldosa reductasa inespecífica. Preferiblemente, las 
modificaciones genéticas reducen o inactivan la expresión de cada copia endógena de un gen que codifica una 
aldosa reductasa inespecífica en la célula anfitriona. Las células anfitrionas pueden comprender múltiples copias de 30
genes que codifican aldosa reductasas inespecíficas como resultado de di-, poli- o aneu-ploidías, y/o la célula 
anfitriona puede contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de la aldosa reductasa que difieren en la 
secuencia de aminoácidos y que están codificadas por un gen diferente. También en tales casos, preferiblemente, la 
expresión de cada gen que codifica una aldosa reductasa inespecífica se reduce o se inactiva. Preferiblemente, el 
gen se inactiva por eliminación de al menos parte del gen o por interrupción del gen, por lo que en este contexto el 35
término gen incluye también cualquier secuencia no codificante aguas arriba o aguas abajo de la secuencia 
codificante, cuya eliminación (parcial) o inactivación da como resultado una reducción de la expresión de la actividad 
de la aldosa reductasa inespecífica en la célula anfitriona. Una secuencia de nucleótidos que codifica una aldosa 
reductasa cuya actividad debe reducirse en la célula anfitriona de la invención es una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido con actividad de aldosa reductasa, por la que preferiblemente el polipéptido tiene una 40
secuencia de aminoácidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 8 o por la
que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridar con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO. 16 en 
condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.

En las células anfitrionas de la invención, la modificación genética que reduce la actividad de la aldosa reductasa 
inespecífica en la célula anfitriona puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de 45
la ruta de la pentosa fosfato y/o con cualquiera de las modificaciones que aumentan la actividad de la xilulosa cinasa
específica en las células anfitrionas como se ha descrito anteriormente, pero estas combinaciones no son esenciales 
para la invención. De este modo, se incluye específicamente en la invención una célula anfitriona de la invención 
que comprende sólo una modificación genética que reduce la actividad de la aldosa reductasa inespecífica en la 
célula anfitriona.50

En un aspecto adicional, la invención se refiere a células anfitrionas modificadas que están adaptadas además a la 
utilización de xilosa mediante la selección de mutantes, bien espontáneos o bien inducidos (por ejemplo por 
radiación o productos químicos), para el crecimiento en xilosa, preferiblemente en xilosa como única fuente de 
carbono, y más preferiblemente en condiciones anaerobias. La selección de mutantes puede realizarse mediante el 
paso en serie de cultivos como p. ej., el descrito por Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) o mediante 55
cultivo bajo presión selectiva en un cultivo quimiostático como se describe en el Ejemplo 4 del presente documento.

En una célula anfitriona preferida de la invención al menos una de las modificaciones genéticas descritas 
anteriormente, incluidas las modificaciones obtenidas mediante la selección de mutantes, confieren a la célula 
anfitriona la capacidad de crecer en xilosa como fuente de carbono, preferiblemente como única fuente de carbono, 
y preferiblemente bajo condiciones anaerobias. Preferiblemente, la célula anfitriona modificada no produce 60
esencialmente xilitol, p. ej., el xilitol producido está por debajo del límite de detección o, p. ej., menor que 5, 2, 1, 0,5, 
o 0,3 % del carbono consumido en una base molar.
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Preferiblemente, la célula anfitriona modificada tiene la capacidad de crecer en xilosa como única fuente de carbono 
a una velocidad de al menos 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1 en condiciones aerobias o, si procede, a una velocidad de 
al menos 0,03, 0,05, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h-1 en condiciones anaerobias. Preferiblemente, la célula 
anfitriona modificada tiene la capacidad de crecer en una mezcla de glucosa y xilosa (en una relación en peso de 
1:1) como única fuente de carbono a una velocidad de al menos 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1 en condiciones 5
aerobias o, si procede, a una velocidad de al menos 0,03, 0,05, 0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h-1 en condiciones anaerobias.

Preferiblemente, la célula anfitriona modificada tiene una velocidad específica de consumo de xilosa de al menos 
346, 350, 400, 500, 600, 750 o 1000 mg de xilosa/g de células/h. Preferiblemente, la célula anfitriona modificada 
tiene un rendimiento de producto de fermentación (tal como etanol) en xilosa que tiene al menos un 55, 60, 70, 80, 
85, 90, 95 o 98 % de rendimiento del producto de fermentación (tal como etanol) de la célula anfitriona en glucosa. 10
Más preferiblemente, el rendimiento de la célula anfitriona modificada de producto de fermentación (tal como etanol) 
en xilosa es igual al rendimiento de la célula anfitriona del producto de fermentación (tal como etanol) sobre la 
glucosa. Igualmente, el rendimiento de biomasa de la célula anfitriona modificada en xilosa tiene preferiblemente al 
menos un 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95 o 98 % de rendimiento de biomasa de la célula anfitriona en glucosa. Más 
preferiblemente, el rendimiento de biomasa de la célula anfitriona modificada en xilosa es igual al rendimiento de 15
biomasa de la célula anfitriona en glucosa. Se entiende que en la comparación de los rendimientos en glucosa y 
xilosa ambos rendimientos se comparan en condiciones aerobias o ambos en condiciones anaerobias.

En un aspecto preferido, la célula anfitriona modificada de la invención es una célula anfitriona para la producción de 
etanol. En otro aspecto, la invención se refiere a una célula anfitriona transformada para la producción de productos 
de fermentación distintos del etanol. Tales productos de fermentación no etanólicos incluyen en principio cualquier 20
producto químico masivo o fino que pueda obtenerse mediante un microorganismo eucariótico tal como una 
levadura o un hongo filamentoso. Tales productos de fermentación incluyen p. ej., ácido láctico, ácido 3-hidroxi-
propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, aminoácidos, 1,3-propano-diol, etileno, 
glicerol, antibióticos β-lactámicos y cefalosporinas. Una célula anfitriona modificada preferida de la invención para la 
producción de productos de fermentación no etanólicos es una célula anfitriona que contiene una modificación 25
genética que da como resultado una actividad disminuida de alcohol deshidrogenasa.

En un aspecto adicional, la invención se refiere a procesos de fermentación en los que las células anfitrionas 
modificadas de la invención se utilizan para la fermentación de una fuente de carbono que comprende una fuente de 
xilosa, tal como xilosa. Además de una fuente de xilosa, la fuente de carbono en el medio de fermentación puede 
comprender también una fuente de glucosa. La fuente de xilosa o glucosa puede ser xilosa o glucosa como tal o 30
puede ser cualquier hidrato de carbono oligo- o polímero que comprende unidades de xilosa o glucosa, tal como p. 
ej., lignocelulosa, xilanos, celulosa, almidón y similares. Para la liberación de unidades de xilosa o glucosa a partir de 
tales hidratos de carbono, pueden añadirse carbohidrasas apropiadas (tal como xilanasas, glucanasas, amilasas y 
similares) al medio de fermentación o pueden ser producidas por la célula anfitriona modificada. En este último caso, 
la célula anfitriona modificada puede ser diseñada por ingeniería genética para producir y excretar tales 35
carbohidrasas. Una ventaja adicional de usar fuentes oligo- o poliméricas de glucosa es que permite mantener una 
baja (o más baja) concentración de glucosa libre durante la fermentación, p. ej., utilizando cantidades de las 
carbohidrasas que limitan la velocidad. Esto, a su vez, evitará la represión de los sistemas requeridos para el 
metabolismo y transporte de azúcares que no son glucosa como la xilosa. En un procedimiento preferido, la célula 
anfitriona modificada fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferiblemente simultáneamente, en cuyo caso se 40
utiliza preferiblemente una célula anfitriona modificada que sea insensible a la represión de la glucosa para prevenir 
el crecimiento diáuxico. Además de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de 
fermentación comprenderá además el ingrediente apropiado requerido para el crecimiento de la célula anfitriona 
modificada. Las composiciones de medios de fermentación para el crecimiento de microorganismos tales como las 
levaduras son bien conocidas en la técnica.45

El procedimiento de fermentación es un procedimiento para la producción de un producto de fermentación tal como 
p. ej., etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, 
aminoácidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, antibióticos β-lactámicos tales como la Penicilina G o la Penicilina V y 
derivados fermentativos de los mismos, y cefalosporinas. El procedimiento de fermentación puede ser un 
procedimiento de fermentación aeróbico o anaeróbico. Un procedimiento de la fermentación anaeróbico se define en 50
el presente documento como un procedimiento de fermentación que se lleva a cabo en ausencia de oxígeno o en el 
que no se consume sustancialmente oxígeno, preferiblemente menos que 5, 2,5 o 1 mmol/l/h, más preferiblemente 
0 mmol/l/h (es decir, el consumo de oxígeno no es detectable), y en el que las moléculas orgánicas sirven como 
dadores de electrones y como aceptores de electrones. En ausencia de oxígeno, el NADH producido en la glucólisis 
y formación de biomasa, no puede ser oxidado por fosforilación oxidativa. Para resolver este problema, muchos 55
microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como un electrón y un aceptor de hidrógeno, regenerando 
de ese modo NAD+. De este modo, en un procedimiento de fermentación anaeróbica preferido, el piruvato se usa 
como un electrón (y aceptor de hidrógeno) y se reduce a productos de fermentación tales como etanol, ácido láctico, 
ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, aminoácidos, 1,3-propanodiol, 
etileno, glicerol, antibióticos β-lactámicos y cefalosporinas.60

El procedimiento de fermentación se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura que es óptima para la célula 
anfitriona modificada. De este modo, para la mayoría de células anfitrionas levaduras u hongos, el procedimiento de 
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fermentación se realiza a una temperatura que es inferior a 42 ºC, preferiblemente inferior a 38 ºC. Para las células 
anfitrionas levaduras u hongos filamentosos, el procedimiento de fermentación se realiza, preferiblemente, a una 
temperatura que es menor que 35, 33, 30 o 28 ºC y a una temperatura que es mayor que 20, 22 o 25 ºC.

Un procedimiento preferido es un procedimiento para la producción de etanol, por lo que el procedimiento 
comprende las etapas de: (a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula anfitriona 5
modificada como se ha definido anteriormente, por el que la célula anfitriona fermenta xilosa a etanol; y
opcionalmente, (b) recuperación del etanol. El medio de fermentación puede comprender también una fuente de 
glucosa que también se fermenta a etanol. En el procedimiento, la productividad volumétrica de etanol es 
preferiblemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0 o 10,0 g de etanol por litro y hora. El rendimiento de etanol 
en xilosa y/o glucosa en el procedimiento es preferiblemente de al menos 50, 60, 70, 80, 90, 95 o 98 %. El 10
rendimiento de etanol se define en el presente documento como un porcentaje del rendimiento máximo teórico, que,
para glucosa y xilosa es de 0,51 g. de etanol por g. de glucosa o xilosa.

En un aspecto adicional, la invención se refiere a un procedimiento para producir un producto de fermentación 
seleccionado del grupo que consiste en ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido 
succínico, ácido cítrico, aminoácidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, antibióticos -lactámicos y cefalosporinas. El 15
procedimiento comprende, preferiblemente, las etapas de (a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa 
con una célula anfitriona modificada como se ha definido anteriormente, por el que la célula anfitriona fermenta 
xilosa al producto de fermentación y, opcionalmente, (b) recuperación del producto de fermentación. En un 
procedimiento preferido, el medio también contiene una fuente de glucosa.

Modificaciones genéticas20

Para la sobreexpresión de enzimas en las células anfitrionas de las invenciones como se ha descrito anteriormente, 
así como para la modificación genética adicional de las células anfitrionas, preferiblemente levaduras, las células 
anfitrionas se transforman con los diversos constructos de ácido nucleico de la invención por procedimientos bien 
conocidos en la técnica. Tales procedimientos son p. ej., conocidos a través de los manuales de normas, tales como 
Sambrook y Russel (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), Cold Spring Harbor Laboratory, 25
Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al, eds. “Current protocols in molecular biology”, Green 
Publishing and Wiley Interscience, Nueva York (1987). Procedimientos para la transformación y modificación 
genética de células anfitrionas fúngicas se conocen, p. ej., a partir de los documentos EP-A-0 635 574, WO 
98/46772, WO 99/60102 y WO 00/37671.

Anteriormente se han descrito los promotores para uso en los constructos de ácido nucleico para la sobreexpresión 30
de enzimas en las células anfitrionas de la invención. En los constructos de ácido nucleico para la sobreexpresión, el 
extremo 3' de la secuencia de ácido nucleotídico que codifica la enzima (o enzimas) está preferiblemente enlazado 
operativamente a una secuencia terminadora de la transcripción. Preferiblemente, la secuencia terminadora es 
operable en una célula anfitriona de elección, tal como p. ej., la especie de la levadura de elección. En cualquier 
caso, la elección del terminador no es crítica; puede, p. ej., ser de cualquier gen de levadura, aunque los 35
terminadores a veces pueden funcionar si proceden de un gen eucariótico, no levadura. La secuencia de terminación 
de la transcripción comprende además, preferiblemente, una señal de poliadenilación.

Opcionalmente, un marcador seleccionable puede estar presente en el constructo de ácido nucleico. Tal como se 
utiliza en el presente documento, el término marcador se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que 
permite la selección, o el cribado, de una célula anfitriona que contiene el marcador. El gen marcador puede ser un 40
gen de resistencia a los antibióticos por el que el antibiótico apropiado puede usarse para seleccionar las células 
transformadas de entre células que no se transforman. Ejemplos de marcadores adecuados de resistencia a los 
antibióticos incluyen p. ej., dihidrofolato reductasa, higromicin-B-fosfotransferasa, 3'-O-fosfotransferasa II (resistencia 
a kanamicina, neomicina y a G418). Aunque los marcadores de resistencia a los antibióticos pueden ser más 
convenientes para la transformación de células anfitrionas poliploides, preferiblemente, sin embargo, se utilizan 45
marcadores no resistentes a los antibióticos, tales como marcadores auxotróficos (URA3, TRP1, LEU2) o el gen TPI 
de S. pombe (descrito por Russell PR, 1985, Gene 40: 125-130). En una realización preferida, las células anfitrionas 
transformadas con los constructos de ácido nucleico están libres de genes marcadores. En el documento EP-A-
0 635 574 se divulgan procedimientos para construir células anfitrionas microbianas libres de genes marcadores 
recombinantes y se basan en el uso de marcadores bidireccionales tales como el gen amdS (acetamidasa) de A. 50
nidulans o los genes URA3 y LYS2 de levadura. Como alternativa, un marcador cribable como la Proteína 
Fluorescente Verde, lacZ, luciferasa, cloranfenicol acetiltransferasa, beta-glucuronidasa se puede incorporar en los 
constructos de ácido nucleico de la invención que permiten cribar las células transformadas.

Los elementos opcionales adicionales que pueden estar presentes en los constructos de ácido nucleico de la 
invención incluyen, pero no se limitan a, una o más secuencias líderes, potenciadores, factores de integración y/o 55
genes reporteros, secuencias de intrones, centrómeros, telómeros y/o secuencias de unión a la matriz (MAR). Los 
constructos de ácido nucleico de la invención pueden comprender además una secuencia para la replicación 
autónoma, tal como una secuencia ARS. Los constructos de ácido nucleico episómico adecuados pueden, p. ej., 
basarse en los plásmidos de levadura 2μ o pKD1 (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975). Como alternativa, el 
constructo de ácido nucleico puede comprender secuencias para la integración, preferiblemente mediante 60
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recombinación homóloga. Dichas secuencias pueden ser así secuencias homólogas al sitio diana para la integración 
en el genoma de la célula anfitriona. Los constructos de ácido nucleico de la invención pueden proporcionarse de 
una manera conocida per se, que generalmente implica técnicas tales como restringir y enlazar secuencias de 
ácidos nucleicos/ácido nucleico, para lo cual se hace referencia a los manuales estándar, tales como Sambrook y 
Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 5
Harbour Laboratory Press, o F. Ausubel et al, eds.,"Current protocols in molecular biology ", Green Publishing y 
Wiley Interscience, Nueva York (1987).

Los procedimientos para la inactivación y la interrupción génica en levadura u hongos filamentosos son bien 
conocidos en la técnica (véase, p. ej., Fincham, 1989, Microbiol Rev. 53(1): 148-70 y EP-A-0 635 574).

Descripción de las figuras10

Figura 1. Gráfico típico del crecimiento anaeróbico de la cepa RWB 212 en fermentadores en medio sintético con 
2 % (p/v) de xilosa como fuente de carbono, los experimentos duplicados difirieron en menos del 5 %. Panel A: 
Xilosa (●), etanol (O), glicerol (■) y CO2 acumulado producido por litro deducido del análisis de gas (-). Panel B: peso 
en seco (●), acetato (O), xilitol (□), succinato (▲), lactato (Δ )

Figura 2. Gráfico típico del crecimiento anaeróbico de la cepa RWB 212 en fermentadores en medio sintético con 15
glucosa al 2 % (p/v) y xilosa al 2 % (p/v) como fuente de carbono, los experimentos duplicados difirieron en menos 
del 5 %. Panel A: Glucosa (●), xilosa (O), etanol (■), glicerol (□) y CO2 acumulado producido por litro deducido del 
análisis de gas (-). Panel B: peso en seco (●), acetato (O), xilitol (■), lactato (□) succinato (▲).

Ejemplos

1. Materiales y procedimientos20

1.1. Construcción de plásmidos

Con el fin de integrar el promotor TPI1 delante de varios de los genes diana se construyeron plásmidos. Primero se 
cortó el promotor TPI1 como un fragmento XhoI-EcoRV de pYX012-Aat (A. A. Winkler, derivado de pYX012 (R & D 
Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.)) y se ligó al corte de pUG6 [3] con SalI-PvuII. Esto dio pUG6PTPI, que después 
pudo utilizarse una casete de integración Kanlox-PTPI para la PCR.25

En los casos en que los ORF supuestos se localizaban muy cerca del ATG de los genes diana, se clonaron esos 
genes en pUG6PTPI. Se aislaron un fragmento RPE1 de 0,8 kb y un fragmento TKL1 de 2,3 kb a partir del gel y se 
cortaron con EcoRI y XhoI (presentes en los cebadores, véase la Tabla 3) y se ligaron en pUG6PTPI digerido con 
EcoRI-SalI, dando como resultado pUG6PTPI-RPE1 y pUG6PTPI-TKL1.

Con el fin de aumentar la actividad de la xilulocinasa, el gen XKS1 se amplificó por PCR como un fragmento SpeI-30
SalI (sitios en los cebadores, véase la Tabla 3) y se clonó en corte de p415ADH [4] con XbaI-XhoI, dando como 
resultado p415ADHXKS.

Se usaron endonucleasas de restricción (New England Biolabs, Beverly, MA, EE. UU. y Roche, Basilea, Suiza) y 
ADN ligasa (Roche) según las especificaciones de los fabricantes. El aislamiento de plásmido de E. coli se realizó 
con el kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemania). Los fragmentos de ADN se separaron en un 1 % de gel 35
agarosa (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) en 1xTBE [5]. El aislamiento de los fragmentos del gel se llevó a cabo con 
el kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen). La amplificación de RPE1, TKL1 y XKS1 se realizó con ADN polimerasa de 
Vent

®
(New England Biolabs) según la especificación del fabricante. El molde era ADN cromosómico de 

CEN.PK113-7D (wt, tipo silvestre). La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizó en un Biometra 
TGradient Thermocycler (Biometra, Göttingen, Alemania) con los siguientes ajustes: 30 ciclos de 1 min de recocido a 40
60 ºC, 3 min de extensión a 75 ºC y 1 min de desnaturalización a 94 ºC.

1.2. Cepas y medios

La cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada en este estudio es RWB212 (MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI ::
(-266,-1) TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-TKL1 pUGPTPI-RPE1 KanloxP-PTPI::(-?,-1) RKI1), que se deriva de 
CEN.PK102-3A (MATA ura3-52 leu2-112).45

Durante la construcción, las cepas se mantuvieron en complejos (YP: 10 g l-1 de extracto de levadura (BD Difco), 20 
g l-1 de peptona (BD Difco)) o medio sintético (MY) [6] complementado con glucosa (2 %) como fuente de carbono 
(YPD o MYD) y 1,5 % de agar en el caso de placas. Después de la transformación, los integrantes se seleccionaron 
en placas sobre YPD que contenía geneticina (G418) (Invitrogen/GIBCO) a 200 μg/ml o higromicina B (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) a 300 g/ml. Después de la transformación con plásmidos, las cepas se 50
cultivaron en MYD. Las transformaciones de la levadura se realizaron según Gietz y Woods [7].

Los plásmidos se amplificaron en cepa XL-1 azul de Escherichia coli (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.). La 
transformación se realizó según Inoue et al. [8]. Se cultivó E. coli en placas LB (Luria-Bertani) o en medio líquido TB 
(Terrific Broth) para el aislamiento de los plásmidos [5].
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1.3. Construcción de la cepa 

Para TAL1 y RKI1, la integración del promotor 5’ TPI1 del marco abierto de lectura se realizó amplificando un 
fragmento de la PCR con el marcador KanMX y el promotor TPI1 y dirigiéndolo a la posición diana a través de 
terminales homólogos. La PCR se realizó con ADN polimerasa de Taq (Amersham Pharmacia, Piscataway, EE. UU.) 
según las especificaciones del fabricante. El molde era pUG6PTPI con PTALdisA y PTALdisB o PRKIdisA y PRKIdisB 5
(Tabla 3) como cebadores.

En el caso de TKL1 y RPE1, los plásmidos pUG6PTPI-TKL1 y pUG6PTPI-RPE1 se linealizaron con PvuII y SalI, 
respectivamente, y se integraron en el genoma. La correcta integración de los constructos se verificó en la PCR de 
colonias con TAL1 interno + KanA para TAL1 y cebador PTPI + "interno" para TKL1, RPE1 y RPI1. Los cebadores 
"internos" se recuecen aguas abajo de los constructos integrados, mientras que el cebador PTPI se recuece en el 10
terminal 3' del promotor TPI1.

Después de la integración de un constructo, se eliminó el marcador KanMX con la cre recombinasa. Con este fin, las 
cepas se transformaron con pSH47 [3]. Las colonias con el plásmido se resuspendieron en YP con galactosa al 1 %
y se incubaron durante 1 hora a 30 ºC. Después se depositaron alrededor de 200 células en placas sobre YPD. Las 
colonias resultantes se comprobaron en cuanto a la pérdida del marcador KanMX y pSH47 (URA3).15

Además, el gen GRE3 se reemplazó por la casete hphMX de pAG32, aportando resistencia a higromicina [9]. El 
casete hphMX se amplificó utilizando 5'gre3::Kanlox y 3'gre3::Kanlox de oligo. La integración correcta se verificó 
utilizando PCR con 5'GRE3 + KanA y 3'GRE3 + KanB (Tabla 3). KanA y KanB se recuecen con el promotor y 
terminador TEF de A. gossipi, respectivamente, mientras que los otros cebadores se recuecen fuera del marco 
abierto de lectura de GRE3.20

La PCR de colonias se realizó con ADN polimerasa Taq (Amersham Pharmacia, Piscataway, EE. UU.) según las 
especificaciones del fabricante. Como células de plantilla se resuspendieron en 2,5 μl de NaOH 0,02 M a los que se 
añadió la mezcla de reacción de la PCR. La PCR se realizó en un Biometra TGradient Thermocycler (Biometra, 
Göttingen, Alemania) con los siguientes ajustes: 30 ciclos de 1 min de recocido a 60 ºC, 3 min de extensión a 72 ºC
y 1 min de desnaturalización a 94 ºC.25

La cepa resultante RWB212 (MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-TKL1
pUGPTPI-RPE1 KanloxP-PTPI::(-?,-1) RKI1), se transformó después con pAKX002, un vector multicopia que contiene
el E2 XylA de Piromyces sp. detrás del promotor TPI1, así como p415ADHXKS. Lo cual da RWB217 (MATA ura3-52 
leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1) TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-TKL1 pUGPTPI-RPE1 KanloxP-PTPI::(-?,-1) RKI1 {pAKX002,
p415ADHXKS}).30

1.4. Mantenimiento de la cepa

Los cultivos de reserva se hicieron crecer a 30 ºC en frascos agitados en medio sintético [6] complementado con 20 
g·l-1 de glucosa. Cuando se alcanzó la fase estacionaria, se añadió glicerol estéril al 30 % (vol/vol) y se almacenaron 
alícuotas de 2 ml en viales estériles. a -80 ºC.

1.5. Cultivo y medios35

El cultivo en frascos agitados se realizó a 30 ºC en un medio sintético [6]. El pH del medio se ajustó a 6,0 con KOH 
2 M antes de la esterilización. Se prepararon precultivos inoculando 100 ml de medio que contenía 20 g l-1 de xilosa 
en un frasco agitado de 500 ml con un cultivo de material congelado. Después de 24 a 48 h de incubación a 30 ºC 
en un agitador orbital (200 rpm), este cultivo se utilizó para inocular cultivos en frascos agitados o cultivos en
fermentadores. El medio sintético para el cultivo anaeróbico se complementó con 0,01 g l

-1
de ergosterol y 0,42 g l

-1
40

de Tween 80 disuelto en etanol [10, 11], esto dio como resultado etanol 11-13 mM en el medio de cultivo.

1.6. Cultivo discontinuo anaerobio en fermentadores

Los cultivos discontinuos anaerobios se llevaron a cabo en fermentadores de laboratorio de 2 litros (Applikon, 
Schiedam, Holanda) equipados con tubería de Norprene, con un volumen de trabajo de 1,5 litros, a 30 ºC y a pH 5,0. 
Los cultivos se agitaron a 800 rpm y se roció con 0,5 l min-1 de nitrógeno de alta calidad (<5 ppm de oxígeno). El 45
medio sintético se complementó con los factores de crecimiento anaeróbicos ergosterol y Tween 80 (0,01 y 0,42 g l-
1, respectivamente), así como 100 μl l-1 de antiespumante de silicona (BDH, Poole, Reino Unido).

1.7. Determinación del peso en seco del cultivo

Se filtraron muestras de cultivo (10,0 ml) sobre filtros de nitrocelulosa previamente pesados (tamaño de poro de
0,45 μm, laboratorio Gelman, Ann Arbor, EE. UU.). Después de retirar el medio, los filtros se lavaron con agua 50
desmineralizada y se secaron en un horno de microondas (Bosch, Stuttgart, Alemania) durante 20 minutos a 360 W 
y se pesaron. Las determinaciones por duplicado variaban en menos del 1 %.

1.8. Análisis de gas
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El gas de escape se enfrió en un condensador (2 ºC) y se secó con un secador Permapure de tipo MD-110-48P-4 
(Permapure, Toms River, EE. UU.). Las concentraciones de O2 y CO2 se determinaron con un analizador NGA 2000 
(Rosemount Analytical, Orrville, EE. UU.). El caudal del gas de escape y las velocidades del consumo específico de 
oxígeno y de la producción de dióxido de carbono se determinaron como se ha descrito anteriormente [12, 13]. Al 
calcular estas velocidades específicas de biomasa, se hizo una corrección para los cambios de volumen causados 5
por la retirada de muestras de cultivo.

1.9. Análisis de metabolitos

Glucosa, xilosa, xilitol, ácidos orgánicos, glicerol y etanol se detectaron por análisis con HPLC en una Waters 
Alliance 2690 HPLC (Waters, Milford, EE. UU.) que contenía una columna Biorad HPX 87H (Biorad, Hercules, 
EE. UU.). La columna se eluyó a 60 ºC con 0,5 g l-1 de H2SO4 a un caudal de 0,6 ml min-1. La detección se realizó 10
por medio de un detector de índice de refracción Waters 2410 y un detector por UV Waters 2487. La xilulosa se 
determinó enzimáticamente de la manera siguiente. La mezcla de reacción consistió en tampón Tris-HCl 100 mM 
(pH 7,5) con MgCl2 10 mM, NADH 0,30 mM y una cantidad adecuada de muestra (1 ml de volumen total), el ensayo 
se inició mediante la adición de 0,2 U de sorbitol deshidrogenasa (Sigma, St Louis, EE. UU.). La concentración de 
xilulosa se calculó usando un coeficiente de absorción de 6,3 mM-1 cm-1 para NADH.15

1.10. Recuperaciones de carbono y evaporación de etanol

Las recuperaciones de carbono se calcularon como carbono en productos formados dividido entre la cantidad total 
del carbono de azúcares consumido y se basaron en un contenido de carbono de biomasa de 48 %. Para corregir la 
evaporación de etanol durante las fermentaciones, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la 
producción acumulada medida de CO2 menos la producción de CO2 producida por la síntesis de biomasa 20
(5,85 mmol de CO2 por gramo de biomasa [14]) y el CO2 asociado con la formación de acetato como se ha descrito
anteriormente [2].

1.11 Análisis por micromatrices

El muestreo de células de quimiostatos, la preparación de la sonda y la hibridación con micromatrices Genechip® de 
Affymetrix se realizaron como se ha descrito anteriormente [15]. Los resultados para cada estado de crecimiento se 25
obtuvieron a partir de tres réplicas cultivadas independientemente.

1.12. Adquisición y análisis de los datos

La adquisición y cuantificación de las imágenes de matrices y el filtrado de los datos se realizaron utilizando los 
paquetes de software Affymetrix: Microarray Suite v5.0, MicroDB v3.0 y Data Mining Tool v3.0.

Antes de la comparación, todas las matrices se escalaron globalmente a un valor diana de 150 utilizando la señal 30
media de todas las características del gen utilizando Microarray Suite v5.0. De las 9.335 características del transcrito 
en las matrices YG-S98, se aplicó un filtro para extraer 6.383 marcos de lectura abiertos de levadura de los que 
había 6.084 genes diferentes. Esta discrepancia se debía a varios genes que se representan más de una vez 
cuando se utilizaban conjuntos de sondas sub-óptimas en el diseño de la matriz.

Para representar la variación en las mediciones por triplicado, se calculó el coeficiente de variación (C.V., desviación 35
estándar dividida por la media) como se ha descrito previamente por Boer et al. [16].

Para análisis estadísticos adicionales, se utilizó Microsoft Excel que llevó a cabo el análisis significativo de 
micromatrices (SAM v1.12) en adición [17] para posibles pares de comparaciones adecuadas de los ocho conjuntos 
de datos. Se consideró que los genes se modificaban en expresión si se les llamaba significativamente cambiados 
usando SAM (mediana esperada de la tasa de falso descubrimiento (FDR) de 1 %) al menos 2 veces de cada 40
condición. El agrupamiento jerárquico de los conjuntos obtenidos de los niveles de expresión significativamente 
cambiados se realizó posteriormente por Genespring (Silicon Genetics).

1.13 Ensayos de enzimas

La actividad de la xilosa isomerasa se ensayó a 37 ºC en una mezcla de reacción que contenía tampón fosfato 
50 mM (pH 7,0), xilosa 10 mM, MgCl2 10 mM y una cantidad adecuada de extracto libre de células. La cantidad de 45
xilulosa formada se determinó mediante el procedimiento de cisteína-carbazol (9). Como alternativa, se ensayó la 
actividad de xilosa isomerasa en un ensayo de enzimas a 30ºC desarrollado por Kersters-Hildersson et al. (Kinetic 
characterization of D-xylose isomerases by enzymatic assays using D-sorbitol dehydrogenase. Enz. Microb. Technol. 
9 (1987) 145-148). La actividad in vitro de xilosa isomerasa en los extractos libres de células de cepas de S. 
cerevisiae transformadas depende de cationes bivalentes (Mg2+ o Co2+).50

Las actividades de xilulosa cinasa y xilosa reductasa se ensayaron como se describió por Witteveen et al. (28). Una 
unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de xilulosa por minuto en las 
condiciones de ensayo. La xilulosa formada se determinó por el procedimiento de Dische y Borenfreund (Dische y 
Borenfreund, 1951, J. Biol. Chem. 192: 583-587) o mediante HPLC usando una columna Biorad HPX-87N operada a 
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80 ºC y eluida a 0,6 ml/min usando Na2HPO4 0,01 M como eluyente. La xilosa y la xilulosa se detectaron mediante 
un detector del Índice de Refracción a una temperatura interna de 60ºC.

La actividad específica se expresa como unidades por mg de proteína. La proteína se determinó con el reactivo de 
proteínas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EE. UU.) con -globulina bovina como patrón.

2. Resultados5

2.1 Sobreexpresión de los genes de la ruta de la pentosa fosfato (PPP)

Previamente los autores de la invención han demostrado que expresar una xilosa isomerasa fúngica en 
Saccharomyces cerevisiae es en principio suficiente para permitir el crecimiento anaeróbico de esta levadura en 
xilosa como única fuente de carbono siempre que se aplique una presión selectiva suficiente [2]. Sin embargo, la 
cepa seleccionada todavía no cumplía con los requisitos industriales (Tabla 1).10

Con el fin de investigar la posibilidad de etapas de limitación de la velocidad en el metabolismo de la pentosa fosfato
se decidió construir una cepa que sobreprodujera todas las enzimas requeridas para transformar xilosa en fructosa-
6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato. Las enzimas sobreexpresadas fueron: xilosa isomerasa (XI), xilulocinasa (XKS), 
ribulosa-5-fosfato isomerasa (R5PI), ribulosa-5-fosfato epimerasa (R5PE), transcetolasa (TKT) y transaldolasa (TAL). 
Adicionalmente, se eliminó la aldosa reductasa no específica codificada por GRE3, que media la producción no 15
deseada de xilitol [18]. Dado que algunos de los sustratos de las enzimas en la PPP no están disponibles 
comercialmente, se decidió comprobar la sobreexpresión a través de matrices de ADN en lugar de a través de 
mediciones de la actividad enzimática. Los resultados enumerados en la Tabla 1 confirmaban además que la 
transcripción de los genes diana se modificaba con éxito en la cepa RWB 212.

Tabla 1. Niveles de ARNm de los genes estructurales que codifican las enzimas de la ruta xilulocinasa y pentosa-20
fosfato en la cepa CEN.PK113-7D de S. cerevisiae de referencia y en la cepa RWB212 de S. cerevisiae de
ingeniería que expresa la xilosa-isomerasa. Ambas cepas se desarrollaron en cultivos aeróbicos de quimiostatos, 
limitados en glucosa (D = 0,10 h-1). Los niveles de transcritos se determinaron con micromatrices GeneChip de 
Affymetrix. Los datos son la media ± desviación media de la media de los análisis en tres cultivos independientes 
para cada cepa. ACT1 (Ng y Abelson, 1980, Proc. Nat. Acad. Sci. EE. UU. 77: 3912-3916) y PDA1 (Wenzel et al., 25
1995, Nucleic Acids Res. 23: 883-884) se incluyen como patrones internos.

Gen Nombre 
sistemático

Nombre de la enzima Nivel del transcrito Veces de cambio

CEN.PK113-7D RBW212 Mutante frente a
WT (tipo 
silvestre)

XylA - Xilosa isomerasa n.d. n.d.

XKS1 YGR194C Xilulocinasa 91 ± 7 321 ± 54 + 3,5

TAL1 YLR354C Transaldolasa 574 ± 49 959 ± 91 + 1,7

TKL1 YPR074C Transcetolasa 1 450 ± 37 1.982 ± 79 + 4,4

RPE1 YJL121C D-ribulosa-5-fosfato 3-
epimerasa

299 ± 24 2.551 ± 385 + 8,5

RKI1 YOR095C D-ribosa-5-fosfato cetol-
isomerasa

96 ± 8 483 ± 64 + 5,0

GRE3 YHR104w Aldosa reductasa 322 ± 6 12 ± 0 -26,8

ACT1 YFL039C Actina 408 ± 32 366 ± 56 NCa

PDA1 YER178W Subunidad E1α de complejo 
piruvato deshidrogenasa

2.901 ± 142 3.217 ± 182 NC

n.d. = no determinado (no representado en las micromatrices de Affymetrix); aNC = no cambiado.

2.2 Caracterización fisiológica de la cepa de ingeniería
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Una de las propiedades sorprendentes de la cepa de ingeniería fue su capacidad para crecer de forma anaerobia en 
xilosa (Fig. 1) sin que se requiera ninguna presión selectiva. El crecimiento anaerobio en xilosa en medio mineral 
prosiguió con una velocidad de crecimiento tan alta como 0,09 h-1. Xilulosa no se acumuló, pero la formación de 
xilitol, aunque extremadamente pequeña, era detectable (Fig. 1), los rendimientos de biomasa, etanol y glicerol de la 
cepa RWB 212 en xilosa eran comparables a los de RWB 202-AFX que se obtenían a través de ingeniería evolutiva5
(Tabla 2). A partir de la Tabla 2 se puede calcular una velocidad específica del consumo de xilosa de más de 1,0 g 
de xilosa/g de biomasa/h (Qs = 0,09/0,085 = 1,059 g Xyl/g X/h), comparado con 345 mg de xilosa/g de biomasa/h
para RWB 202-AFX mientras que se obtuvo un rendimiento al menos similar al rendimiento en glucosa.

2.3 Utilización de sustrato mixto

Como se señala en la introducción: la transformación económica de los hidrolizados de hemicelulosa en etanol 10
requiere la fermentación tanto de glucosa como de xilosa, preferiblemente simultáneamente. Con el fin de verificar 
las propiedades de la cepa RWB 212 con respecto a la utilización de azúcar mezclado, la levadura se cultivó en una 
mezcla de glucosa y xilosa (20 g l-1 de cada una). Los resultados representados en la Fig. 2 muestran que ambos 
azúcares se consumieron completamente, pero la glucosa era el sustrato preferido. El consumo de xilosa 
comenzaba después de que se consumiera aproximadamente el 80 % de la glucosa.15

3. Expresión funcional de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron en levadura

Se clonó la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa VPI-5482 de B. thetaiotaomicron (números de 
acceso AAO75900 o NP 809706; SEQ ID NO. 10) en un vector multicopia de expresión de levadura para dar 
p426GPDBtXI. Este plásmido se utilizó para transformar RWB215 (MAT ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)
TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-TKL1 pUGPTPI-RPE1 KanloxP-PTPI::(-?,-1) RKI1), que se transformó además con 20
p415ADHXKS para sobreexpresión de xilulocinasa. Se recogieron dos transformantes independientes y ambos 
fueron capaces de crecer en medio mínimo con xilosa como única fuente de carbono y en lisados de los 
transformantes se midió una actividad de xilosa isomerasa específica de 140 +/- 20 U por mg de proteína, en 
comparación con aproximadamente 1.300 U por mg de proteína para las cepas que expresan la xilosa isomerasa 
Piromyces.25

Tabla 3: cebadores utilizados en este estudio

Nombre del 
Oligo

PTALdisA CCTTTCCAACGAATCGTATATACTAACATGCGCGCGCTTCCTATGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

PTALdisB AGAGAGTTGTTAGCAACCTTTTGTTTCTTTTGAGCTGGTTCAGACATGGTGAATTCCTGTATGTG

5'TAL1 CTGACTGAGCCATATTGAGG

TAL1 interno CACCAGTGTCGGCAACAACG

PRKIdisA TCTTGTAGAAAATTAACAACATCGTGTTACATAAACTTGGTTACGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

PRKIdisB TTGCCCAAAGATTCTAACGCATCAATTTTTGGGACACCGGCAGCCATGGTGAATTCCTGTATGTG

RKI1 interno CAGCTCTCTTGGCATCCTCC

EcoRI-5'TKL1 GGAATTCATGACTCAATTCACTGACATTG

3'TKI1-XhoI GGCCTCGAGCTTGAATGGTGTGATTGTCT

TKL1 interno CCGCCATTGGTGATGTACAG

EcoRI-5'RPEI GGAATTCATGGTCAAACCAATTATAGC

3'RPEI-XhoI CCGCTCGAGTTAGGCACTTACGTATCTTG

RPE1 interno GGAAGCCTTATGGAGTGTCA

cebador PTPI1 TGGCATGTGAGATTCTCCGA
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Nombre del 
Oligo

KanA CGCACGTCAAGACTGTCAAG

KanB TCGTATGTGAATGCTGGTCG

5'gre3::Kanlox AAAATACTGTAATATAAATCGTAAAGGAAAATTGGAAATTTTTTCAGCTGAAGCTTCGTACGC

3'gre3::Kanlox TGGATTTTACTGGCTGGATCAGGCAAAAGTGGGGAATTTACCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

5'GRE3 CCTGGTGGAACATCCTAGAA

3'GRE3 GGATGACACCACAGGCAGAA

SpeI-5'XKS1 GACTAGTATGTTGTGTTCAGTAATTCAG

3'XKS1-Sal1 TGCAGTCGACATTTTAGATGAGAGTCTTTTCC

Tabla 4: plásmidos utilizados en este documento

pUG6 casete loxP-KanMX-loxP Guldener et al. [3]

pUG6PTPI1 pUG6 con el promotor TPI1 este trabajo

pUG6PTPI1-RPE1 pUG6 con RPE1 detrás del promotor TPI1 este trabajo

PUG6PTPI1-TKL1 pUG6 con TKL1 detrás del promotor TPI1 este trabajo

pAG32 casete loxP-hphMX-loxP Goldstein y McCusker [9]

PAKX002 2µ, URA3, Piromyces XylA detrás del promotor TPI1 Kuyper et al. [20]

P415ADH CEN, LEU2, promotor ADH1 Mumberg et al. [21]

p415ADHXKS1 CEN, LEU2, PADH1-XKS1 este trabajo

PSH47 CEN, URA3, Cre recombinasa detrás de PGAL1 Guldener et al. [3]

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



20

Referencias

1. Bruinenberg, P. M., De Bot, P. H. M, Van Dijken, J. P. y Scheffers, W. A. (1983). The role of the redox balance in 
the anaerobic fermentation of xylose by yeasts. Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 18, 287-292.

2. Kuyper, M., Winkler, A. A., Van Dijken; J. P. y Pronk, J. T. (2004). Minimal metabolic engineering of 
Saccharomyces cerevisiae for efficient anaerobic xylose fermentation: a proof of principle. FEMS Yeast Res. 4, 655-5
664.

3. Guldener, U., Heck, S., Fiedler, T., Beinhauer, J. y Hegemann, J. H. (1996). A new efficient gene disruption 
cassette for repeated use in budding yeast. Nucleic Acids Res. 24, 2519-2524.

4. Mumberg, D., Muller, R. y Funk, M. (1995). Yeast Vvectors for the controlled expression of heterologous proteins 
in different genetic backgrounds. Gene 156,119-122.10

5. Sambrook, K., Fritsch, E. F., y Maniatis, I. (1989). Molecular cloning: A laboratory manual, 2º ed., Cold spring 
harbour, Nueva York.

6. Verduyn, C., Postma, E., Scheffers, W. A. y Van Dijken, J. P. (1992). Effect of benzoic acid on metabolic fluxes in 
yeasts: a continuous-culture study on the regulation of respiration and alcoholic fermentation. Yeast 8, 501-517.

7. Gietz, R. D. y Woods, R. A. (2002). Transformation of yeast by lithium acetate/single-stranded carrier15
DNA/polyethylene glycol method. Methods Enzymol. 350, 87-96.

8. Inoue, H., Nojima, H. y Okayama, H. (1990). High efficiency transformation of Escherichia coli with plasmids. Gene 
96, 23-28.

9. Goldstein, A. L. y McCusker, J. H. (1999). Three new dominant drug resistance cassettes for gene disruption in 
Saccharomyces cerevisiae. Yeast 15, 1541-1553.20

10. Andreasen, A. A. y Stier, T. J. (1953). Anaerobic nutrition of Saccharomyces cerevisiae. I. Ergosterol requirement 
for growth in a defined medium. J. Cell Physiol. 41, 23-36.

11. Andreasen, A. A. y Stier, T. J. (1954). Anaerobic nutrition of Saccharomyces cerevisiae. II. Unsaturated fatty acid 
requirement for growth in a defined medium. J. Cell Physiol. 43, 271-281.

12. Van Urk, H., Mak, P. R., Scheffers, W. A. y Van Dijken, J. P. (1988). Metabolic responses of Saccharomyces 25
cerevisiae CBS 8066 y Candida utilis CBS 621 upon transition from glucose limitation to glucose excess. Yeast 4, 
283-291.

13. Weusthuis, R. A., Luttik, M. A., Scheffers, W. A., Van Dijken, J. P. y Pronk, J. T. (1994). Is the Kluyver effect in 
yeasts caused by product inhibition? Microbiology 140, 1723-1729.

14. Verduyn, C., Postma, E., Scheffers, W. A. y Van Dijken, J. P. (1990). Physiology of Saccharomyces cerevisiae in 30
anaerobic glucose-limited chemostat cultures. J. Gen. Microbiol. 136, 395-403.

15. Piper, M. D., Daran-Lapujade, P., Bro, C., Regenberg, B., Knudsen, S., Nielsen, J. y Pronk, J. T. (2002).
Reproducibility of oligonucleotide microarray transcriptome analyses. An interlaboratory comparison using chemostat 
cultures of Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 277, 37001-37008.

16. Boer, V. M., de Winde, J. H., Pronk, J. T. y Piper, M. D. (2003). The genome-wide transcriptional responses of 35
Saccharomyces cerevisiae grown on glucose in aerobic chemostat cultures limited for carbon, nitrogen, phosphorus, 
or sulfur. J. Biol. Chem. 278, 3265-3274.

17. Tusher, V. G., Tibshirani, R. y Chu, G. (2001). Significance analysis of microarrays applied to the ionizing 
radiation response. Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 98, 5116-5121.

18. Träff, K. L., Otero Cordero, R. R., Van Zyl, W. H. y Hahri-Hägerdal, B. (2001). Deletion of the GRE3 aldosa 40
reductasa gene and its influence on xylose metabolism in recombinant strains of Saccharomyces cerevisiae
expressing the xylA and XKS1 genes. Appl. Environ. Microbiol. 67, 5668-5674.

19. Jeffries, T. W. y Jin, Y. S. (2004). Metabolic engineering for improved fermentation of pentoses by yeasts. Applied 
Microbiology and Biotechnology 63, 495-509.

20. Kuyper, M., Harhangi, H. R., Stave, A. K., Winkler, A. A., Jetten, M. S., De Laat, W. T., D Ridder, J. J., Op den 45
Camp, H. J., Van Dijken, J. P. y Pronk, J. T. (2003). High-level functional expression of a fungal xilosa isomerasa: the 
key to efficient ethanolic fermentation of xylose by Saccharomyces cerevisiae? FEMS Yeast Res. 4, 69-78.

21. Mumberg, D., Muller, R. y Funk, M. (1995). Yeast Vvectors for the controlled expression of heterologous proteins 
in different genetic backgrounds. Gene 156,119-122.

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



21

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Technische Universiteit Delft

<120> Ingeniería metabólica de células eucariotas que fermentan xilosa

<130> P214817EP

<140> P214817EP5

< 141> 2004-07-07

<160> 18

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

< 211> 43710

< 212> PRT

< 213> Piromyces sp.

<220>

< 221> misc feature (características diversas)

< 223> xilosa isomerasa15

<400> 1

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



22

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



23

<210> 2

< 211> 438

< 212> PRT5

< 213> Bacteroides thetaiotaomicron

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilosa isomerasa

<400> 2 10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



24

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



25

<210> 3

< 211> 600

< 212> PRT5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilulocinasa

<400> 3 10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



26

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



27

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



28

<210> 4

< 211> 258

< 212> PRT5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato isomerasa

<400> 4 10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



29

<210> 5

< 211> 238

< 212> PRT5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



30

<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato epimerasa

<400> 5 

5

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



31

<210> 6

< 211> 680

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>5

< 221> misc_feature

< 223> transcetolasa

<400> 6 

10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



32

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



33

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



34

<210> 7

< 211> 335

< 212> PRT5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> transaldolasa

<400> 710

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



35

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



36

<210> 8

< 211> 327

< 212> PRT5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> aldosa reductasa

<400> 8 10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



37

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



38

<210> 9

< 211> 1669

< 212> ADN

< 213> Piromyces sp.

<220>5

< 221> misc_feature

< 223> xilosa isomerasa

<400> 9 

10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



39

<210> 10

< 211> 1317

< 212> ADN5

< 213> Bacteroides thetaiotaomicron

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilosa isomerasa

<400> 10 10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



40

5

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



41

<210> 11

< 211> 2467

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>5

< 221> misc_feature

< 223> xilulocinasa

<400> 11

10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



42

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



43

<210> 12

< 211> 777

< 212> ADN5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato isomerasa

<400> 1210

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



44

<210> 13

< 211> 1328

< 212> ADN5

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato epimerasa

<400> 13 10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



45

<210> 14

< 211> 2046

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae5

<220>

< 221> misc_feature

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



46

< 223> transcetolasa

<400> 14 

5

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



47

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



48

<210> 15

< 211> 1008

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>5

< 221> misc_feature

< 223> transaldolasa

<400> 15

10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



49

<210> 16

< 211> 984

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>5

< 221> misc_feature

< 223> aldosa reductasa

<400> 16

10

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



50

<210> 17

< 211> 494

< 212> PRT5

< 213> Piromyces sp.

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilulosa cinasa

<400> 1710

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



51

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



52

<210> 18

< 211> 2041

< 212> ADN

< 213> Piromyces sp.5

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilulosa cinasa

<400> 18

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



53

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



54

E05763114
16-12-2016ES 2 607 891 T3

 



55

REIVINDICACIONES

1. Una célula anfitriona de levadura u hongos filamentosos transformada con un constructo de ácido nucleico que 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa, cuya xilosa isomerasa comprende una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO. 2, por la que el constructo de ácido nucleico, tras la transformación de la célula anfitriona, confiere a la 5
célula anfitriona la capacidad de isomerizar directamente xilosa a xilulosa, por la que la célula anfitriona comprende 
una modificación genética que aumenta el flujo de la ruta de la pentosa fosfato y la modificación genética comprende 
la sobreexpresión de al menos un gen de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato en comparación con 
una célula anfitriona que es genéticamente idéntica excepto por la modificación genética.

2. Una célula anfitriona según la reivindicación 1, en donde la secuencia de nucleótidos codifica una xilosa 10
isomerasa obtenible a partir de una bacteria de la clase Bacteroides.

3. Una célula anfitriona según la reivindicación 1 o 2, por la que el gen de la parte no oxidativa de la ruta de la 
pentosa fosfato se selecciona del grupo que consiste en los genes que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, 
ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa.

4. Una célula anfitriona según la reivindicación 3, por la que la modificación genética comprende la sobreexpresión 15
de al menos los genes que codifican una transcetolasa y una transaldolasa.

5. Una célula anfitriona según cualquiera de las reivindicaciones 1-4, por la que la célula anfitriona comprende 
además una modificación genética que aumenta la actividad de la xilulosa cinasa específica.

6. Una célula anfitriona según la reivindicación 5, por la que la modificación genética comprende la sobreexpresión 
de un gen que codifica una xilulosa cinasa que es sobreexpresada.20

7. Una célula anfitriona según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, por la que el gen que está sobreexpresado 
es endógeno a la célula anfitriona.

8. Una célula anfitriona según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, por la que la célula anfitriona comprende 
una modificación genética que reduce la actividad de la aldosa reductasa inespecífica en la célula anfitriona.

9. Una célula anfitriona según la reivindicación 8, por la que la modificación genética reduce la expresión de, o 25
inactiva un gen que codifica una aldosa reductasa inespecífica.

10. Una célula anfitriona según la reivindicación 9, por la que el gen es inactivado por la eliminación de al menos 
parte del gen o por interrupción del gen.

11. Una célula anfitriona según las reivindicaciones 8 o 9, por la que la expresión de cada gen en la célula anfitriona 
que codifica una aldosa reductasa inespecífica se reduce o se inactiva.30

12. Una célula anfitriona según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula anfitriona es 
una levadura, preferiblemente una levadura que pertenece a uno de los géneros: Saccharomyces, Kluyveromyces, 
Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia.

13. Una célula anfitriona según la reivindicación 12, en donde la levadura pertenece a una de las especies: S. 
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus, y K. fragilis.35

14. Una célula anfitriona según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la célula anfitriona es un 
hongo filamentoso, preferiblemente un hongo filamentoso que pertenece a uno de los géneros: Aspergillus, 
Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium y Penicillium.

15. Una célula anfitriona según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, por la que la célula anfitriona 
expresa una o más enzimas que confieren a la célula anfitriona la capacidad de producir al menos un producto de 40
fermentación seleccionado del grupo que consiste en etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, 
ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, aminoácidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, antibióticos β-lactámicos 
y cefalosporinas.

16. Un procedimiento para producir etanol, por el que el procedimiento comprende las etapas de:
(a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula anfitriona modificada como se define en 45
una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, por el que la célula anfitriona fermenta xilosa a etanol,
y opcionalmente,
(b) recuperación del etanol.

17. Un procedimiento según la reivindicación 16, por el que el medio contiene también una fuente de glucosa.

18. Un procedimiento según las reivindicaciones 16 o 17, por el que la productividad volumétrica de etanol es al 50
menos de 0,5 g de etanol por litro y hora.
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19. Un procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 16-18, por el que el rendimiento de etanol es al 
menos del 50 %.

20. Un procedimiento para producir un producto de fermentación seleccionado del grupo que consiste en ácido 
láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, aminoácidos, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, antibióticos β-lactámicos y cefalosporinas, por el que el procedimiento comprende las 5
etapas de: (a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula anfitriona modificada como se 
define en la reivindicación 15, por el que la célula anfitriona fermenta la xilosa hasta el producto de fermentación, y
opcionalmente, (b) recuperación del producto de fermentación.

21. Un procedimiento según la reivindicación 20, por el que el medio contiene también una fuente de glucosa.

10
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