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DESCRIPCIÓN

Enzimas productoras de acetil-CoA en levadura 

Campo de la invención

La presente invención está en el campo de la producción de metabolitos en levadura usando sistemas de expresión
heterólogos. En particular, la presente invención se refiere a la ingeniería metabólica de cepas de levadura capaces 5
de producir metabolitos que requieren acetil-CoA citosólica como precursor, tales como cepas de levadura
productoras de butanol. La presente invención se refiere a un sistema de ensayo para identificar enzimas 
heterólogas capaces de convertir piruvato, acetaldehído o acetato en acetil-CoA citosólica cuando se expresa en el 
citosol en levadura.

Antecedentes de la invención10

La acetil-coenzima A (CoA) es un producto intermedio esencial en numerosas vías metabólicas, y es un precursor 
clave en la síntesis de muchos compuestos relevantes industriales, tales como ácidos grasos, carotenoides, 
isoprenoides, vitaminas, aminoácidos, lípidos, ésteres de cera, (poli)sacáridos polihidroxialcanoatos, estatinas, 
policétidos y ésteres acéticos (tales como acetato de etilo y acetato de isoamilo). En particular, la acetil-CoA también 
es el precursor del producto químico a granel industrialmente importante 1-butanol.15

En comparación con las bacterias, tales como E. coli, las células de levadura proporcionan una alternativa muy 
adecuada para producir los productos derivados de acetil-CoA anteriormente mencionados, porque la levadura no es 
susceptible a fago u otra infección ya que los procesos basados en levadura pueden ejecutarse a un pH bajo. Por 
tanto, el uso de levadura no requiere un proceso estéril, reduciendo así el precio del coste del producto de interés.

Cuando la levadura natural (no mutante) no es capaz de producir el producto derivado de acetil-CoA de interés, el 20
uso de ingeniería metabólica puede proporcionar que las células de levadura expresen genes heterólogos que 
podrían soportar un proceso tal. En tales casos, los productos de gen heterólogo se dirigen normalmente al 
compartimento citosólico de la levadura. Como la biosíntesis del producto derivado de acetil-CoA tendrá lugar 
completa o parcialmente en el citosol, el suministro de cantidades suficientes de la acetil-CoA precursora en el 
compartimento citosólico es crucial. En Saccharomyces cerevisiae, la biosíntesis de acetil-CoA tiene lugar en dos 25
compartimentos separados. En mitocondrias, la acetil-CoA se sintetiza por descarboxilación oxidativa de piruvato 
catalizada por el complejo de piruvato deshidrogenasa (PDH), con la siguiente estequiometría de reacción global:

Piruvato (Pir) + CoA + NAD+ = acetil-CoA + CO2 + NADH + H+

En el citosol, la acetil-CoA se sintetiza mediante la desviación de la piruvato deshidrogenasa (PDH), que implica las 
enzimas piruvato descarboxilasa (PDC), acetaldehído deshidrogenasa (ALD) y acetil-CoA sintetasa (ACS), con la 30
siguiente estequiometría de reacción global:

Pir + CoA + ATP + NAD(P)+ = acetil-CoA + CO2 + NAD(P)H + AMP + PPi + H+.

El mutante negativo para piruvato-descarboxilasa (Pdc-) de la levadura S. cerevisiae no tiene una desviación de
PDH funcional, y no puede crecer sobre medio mínimo con glucosa como única fuente de carbono debido a la 
incapacidad de suministrar (suficiente) acetil-CoA citosólica para el crecimiento (Flikweert et al., (1996) Yeast35
12:247-57). La desviación de PDH es, por tanto, esencial en proporcionar acetil-CoA en el compartimento citosólico. 
Sin embargo, la desviación de PDH en levadura no es óptima con respecto al equilibrio de energía, como puede 
apreciarse de la estequiometría de reacción global: se necesitan 2 moles de ATP por acetil-CoA sintetizada
mediante la desviación de PDH ya que en la reacción de acetil-CoA sintetasa se hidroliza ATP a AMP. A diferencia, 
la vía mitocondrial mediante PDH no requiere ATP. El requisito de ATP adicional de la desviación de PDH puede40
presentar un problema para sintetizar el producto de interés a partir del precursor de acetil-CoA citosólica, ya que
necesita que más fuente de carbono sea desviada para la generación de ATP mediante, por ejemplo, fosforilación 
oxidativa y/o fosforilación de sustrato (por ejemplo, glicólisis), reduciendo así el rendimiento global del producto en
carbono.

Cuando la levadura se manipula metabólicamente para producir 1-butanol, pueden expresarse genes biosintéticos45
heterólogos de 1-butanol en el citosol en células de levadura (documento WO 2007/041269). En general, 1 mol de 
glucosa da lugar a 2 moles de acetil-CoA mediante glicólisis, que es el precursor de 1 mol de butanol; por lo tanto, 
puede sintetizarse un máximo de 1 mol de butanol por mol de glucosa si no se considera crecimiento celular y 
mantenimiento. Sin embargo, cuando se usa la desviación de PDH en combinación con la biosíntesis de butanol, 
este rendimiento teórico máximo no puede lograrse debido al desequilibrio de energía: mientras que se generan 2 50
moles de ATP por mol de glucosa convertida en glicólisis, se necesitan un total de 4 moles (2 veces 2 moles) de ATP 
en la desviación de PDH para formar 2 moles de acetil-CoA, que se convierten en 1 mol de butanol. Así, hay una 
escasez neta de ATP si se usa la desviación de PDH para sintetizar 1 mol de 1-butanol a partir de 1 mol de glucosa.
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Así, existe la necesidad de la identificación de posibles vías metabólicas alternativas para producir acetil-CoA 
citosólica en levadura, para la producción de productos derivados de acetil-CoA, en particular butanol, en la que no 
se requiere la desviación de PDH.

El butanol es un producto químico industrial importante y es adecuado como combustible para motores alternativo 
que tiene propiedades mejoradas con respecto al etanol. El butanol también encuentra uso como disolvente para5
una amplia variedad de procesos químicos y textiles, en la síntesis orgánica de plásticos, como producto intermedio 
químico y como disolvente en la industria de los recubrimientos y de alimentos y aromas. El butanol puede 
producirse a partir de biomasa (biobutanol), además de combustibles fósiles (petrobutanol).

La síntesis química del butanol en uno de sus isómeros puede llevarse a cabo mediante una variedad de métodos 
disponibles conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6ª edición, 10
2003, Wiley-VCH Verlag GmbH y Co., Weinheim, Alemania, Vol. 5, pp. 716-719). Estos procesos tienen la 
desventaja de que se basan en el uso de derivados petroquímicos, son generalmente caros y no son respetuosos 
con el medioambiente.

La síntesis biológica del butanol puede lograrse por fermentación usando el proceso de acetona-butanol-etanol 
(ABE) llevado a cabo por las bacterias Clostridium acetobutylicum u otras especies de Clostridium. Una desventaja 15
importante del proceso de ABE, sin embargo, es que produce una mezcla de acetona, 1-butanol y etanol. Además, 
el uso de bacterias requiere condiciones de proceso estériles y generalmente hace que el proceso sea susceptible a 
infección por bacteriófagos. Así, las células de levadura proporcionan una alternativa muy adecuada como se ha 
descrito anteriormente.

Sumario de la invención20

Los presentes inventores han identificado ahora vías metabólicas alternativas para aumentar la producción de acetil-
CoA citosólica en levadura que puedan vencer los problemas de la desviación de PDH.

Una posible vía incluye la conversión directa de acetaldehído en acetil-CoA sin consumo de ATP, usando una
acetaldehído deshidrogenasa acetilante (E.C. 1.2.1.10) (véase la Figura 2, reacción A, ACDH). Otra vía incluye la 
conversión directa de piruvato en acetil-CoA por una enzima o un complejo multienzimático sin consumo de ATP, por 25
ejemplo, por uso de una piruvato:NADP oxidorreductasa (E.C. 1.2.1.51) véase la Figura 2, reacción C, PNO). En 
estas dos posibles vías, la formación de 1 mol de butanol por mol de glucosa produciría la formación de 2 moles de 
ATP. Otra vía más incluye la conversión de acetato en acetil-CoA con 1 ATP consumido por acetil-CoA formada por
una enzima alternativa o una combinación de enzimas, por ejemplo, por uso de acetato:CoA ligasa (formadora de 
ADP, E.C. 6.2.1.13), o por uso de ATP:acetato fosfotransferasa (E.C. 2.7.2.1) en combinación con acetil-CoA:Pi 30
acetiltransferasa (E.C. 2.3.1.8). En esta vía, la formación de 1 mol de butanol por mol de glucosa está en equilibrio 
con ATP, es decir, no se formará ATP. Los presentes inventores han encontrado ahora que una alternativa tal a la
desviación de PDH puede producir la síntesis de acetil-CoA en el citosol de la levadura, y que tal acetil-CoA puede 
usarse biosintéticamente para producir mayores cantidades de productos de fermentación deseables, tales como 
butanol.35

En un primer aspecto, la presente invención proporciona un método de identificación de un polipéptido heterólogo 
que tiene actividad enzimática para convertir piruvato, o acetaldehído en acetil-CoA en una única etapa de 
conversión en (el citosol de) una célula de levadura que comprende: 

- proporcionar una célula de levadura mutada, en la que dicha mutación comprende una inactivación de al menos 
un gen de la desviación de piruvato deshidrogenasa (PDH), seleccionado de los genes que codifican las 40
enzimas piruvato descarboxilasa (PDC; E.C. 4.1.1.1), acetaldehído deshidrogenasa (ALDY y acetil-CoA 
sintetasa (ACS; E.C. 6.2.1.1);

- transformar dicha célula de levadura mutada con un vector de expresión que comprende al menos una 
secuencia de nucleótidos heteróloga operativamente unida a un promotor funcional en levadura y teniendo dicha 
al menos una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica al menos un polipéptido candidato posible 45
actividad enzimática para convertir piruvato o acetaldehído en acetil-CoA;

- probar dicha célula de levadura mutada recombinante para su capacidad para crecer sobre medio mínimo que 
contiene glucosa como única fuente de carbono, e

- identificar dicho polipéptido candidato como un polipéptido heterólogo que tiene actividad enzimática para 
convertir piruvato o acetaldehído en acetil-CoA en una única etapa de conversión en (el citosol de) dicha célula50
de levadura cuando se observa el crecimiento de dicha célula.

En una realización preferida de dicho método, la célula de levadura es una célula de Saccharomyces cerevisiae y la 
secuencia de nucleótidos heteróloga está optimizada en (el par de) codones para la expresión en Saccharomyces 
cerevisiae.
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En otra realización preferida, dicha mutación comprende una inactivación del gen para acetil-CoA sintetasa isoforma 
2 (acs2). En otra realización preferida, dicho al menos un polipéptido candidato que tiene actividad enzimática para 
convertir acetaldehído en acetil-CoA es una (supuesta) acetaldehído deshidrogenasa acetilante.

En otro aspecto, la presente invención proporciona un vector de integración para la integración en un genoma de 
levadura de una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido que tiene actividad enzimática para 5
convertir piruvato, acetaldehído o acetato en acetil-CoA, y la posterior expresión del polipéptido heterólogo del 
mismo.

En otro aspecto, la presente invención proporciona un vector de expresión que expresa polipéptidos heterólogos en 
levadura, comprendiendo dicho vector de expresión una secuencia de nucleótidos heteróloga operativamente unida 
a un promotor funcional en levadura y codificando dicha secuencia de nucleótidos heteróloga un polipéptido que 10
tiene actividad enzimática para convertir piruvato, acetaldehído o acetato en acetil-CoA en (el citosol de) dicha célula
de levadura.

En otra realización preferida, dicho polipéptido para convertir acetaldehído en acetil-CoA en una única etapa de 
conversión está seleccionado de SEQ ID NO: 19, 22, 25, 28 y 52 y homólogos funcionales de las mismas.

En otra realización preferida, dicho vector de expresión es para la expresión en Saccharomyces cerevisiae, en el que 15
dicha secuencia de nucleótidos heteróloga está optimizada en (el par de) codones para la expresión en 
Saccharomyces cerevisiae.

En otra realización preferida, dicha secuencia de nucleótidos heteróloga está seleccionada de SEQ ID NO: 20, 23, 
26 y 29.

En otro aspecto, la presente invención proporciona una célula de levadura recombinante que comprende una 20
secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido que tiene actividad enzimática para la conversión 
directa de acetaldehído en acetil-CoA en (el citosol de) dicha célula de levadura, en la que el polipéptido es una
acetaldehído deshidrogenasa (EC 1.2.1.10) acetilante, en la que dicho polipéptido tiene más del 70 %, 80 %, 90 % o
95 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos seleccionada de SEQ ID NO: 19, 22, 25, 28 y 52.

En una realización preferida, la célula de levadura recombinante comprende además una inactivación de al menos 25
un gen de la desviación de (PDH), seleccionado de los genes que codifican las enzimas piruvato descarboxilasa
(PDC), acetaldehído deshidrogenasa (ALD) y acetil-CoA sintetasa (ACS).

Preferentemente, una célula de levadura según la presente invención comprende una inactivación de un gen que
codifica una acetil-CoA sintasa

En otra realización preferida, la célula de levadura recombinante comprende además una inactivación de un gen 30
(secuencia de nucleótidos) que codifica una enzima capaz de catalizar la conversión de acetaldehído en etanol, 
preferentemente un gen que codifica una alcohol deshidrogenasa.

Como se usa en el presente documento, la inactivación de un gen (secuencia de nucleótidos) que codifica una 
enzima puede lograrse por mutación, deleción o alteración de (parte de) un gen o secuencia de nucleótidos que 
codifica una enzima.35

Preferentemente, una célula de levadura según la presente invención muestra crecimiento sobre medio mínimo que 
contiene glucosa como única fuente de carbono.

En otra realización preferida de una célula de levadura de la invención, dicha célula de levadura comprende además 
uno o más genes introducidos que codifican una vía recombinante para la formación de 1-butanol a partir de acetil-
CoA citosólica. Vías recombinantes adecuadas de acetil-CoA a 1-butanol se conocen en la técnica. Tales vías son,40
por ejemplo, conocidas del documento WO 2007/041269. Preferentemente, dicho uno o más genes introducidos 
codifican enzimas que producen acetoacetil-CoA, 3-hidroxibutiril-CoA, crotonil-CoA, butiril-CoA, butilaldehído y/o 1-
butanol. Dichas enzimas pueden ser: 

- acetil-CoA acetiltransferasa (E.C. 2.3.1.9 [Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego]; aunque
también serán funcionales enzimas con un intervalo de sustrato más ancho (E.C. 2.3.1.16)), que convierte 2 45
moles de acetil-CoA en acetoacetil-CoA;

- 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa dependiente de NADH o dependiente de NADPH (E.C. 1.1.1.35 o E.C. 
1.1.1.30, resp. E.C. 1.1.1.157 o E.C. 1.1.1.36), que convierte acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA;

- 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (también llamada crotonasa; E.C. 4.2.1.17 o E.C. 4.2.1.55), que convierte 3-
hidroxibutiril-CoA en crotonil-CoA;50

- butiril-CoA deshidrogenasa dependiente de NADH o dependiente de NADPH (E.C. 1.3.1.44 resp. E.C. 1.3.1.38 
o E.C. 1.3.99.2), que convierte crotonil-CoA en butiril-CoA;
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- aldehído deshidrogenasa monofuncional dependiente de NADH o dependiente de NADPH (E.C. 1.2.1.10, o 
1.2.1.57), que convierte butiril-CoA en butiraldehído, y

- butanol deshidrogenasa dependiente de NADH o dependiente de NADPH (E.C. 1.1.1.-), que convierte 
butilaldehído en 1-butanol, o

- aldehído/alcohol deshidrogenasa bifuncional dependiente de NADH o dependiente de NADPH (E.C. 5
1.1.1.1./1.2.1.10), que convierte butiril-CoA en 1-butanol mediante butiraldehído

En otra realización preferida de la invención, una célula de levadura es una Saccharomyces cerevisiae.

En otro aspecto, la presente invención proporciona un método de producción de butanol, que comprende las etapas 
de fermentar un sustrato de carbono adecuado con una célula de levadura según la presente invención y recuperar 
el butanol producido durante dicha fermentación.10

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 es una presentación esquemática de la desviación de PDH que muestran las enzimas piruvato 
descarboxilasa (PDC; E.C. 4.1.1.1), acetaldehído deshidrogenasa (ALD; E.C. 1.2.1.3, E.C. 1.2.1.4 y E.C. 1.2.1.5) y 
acetil-CoA sintetasa (ACS; E.C. 6.2.1.1).

La Figura 2 muestra una vía metabólica esquemática para la producción de butanol en Saccharomyces cerevisiae. 15
Las reacciones 1-6 son las etapas de biosíntesis de butanol a partir de Clostridium acetobutylicum introducido en 
levadura. A, B y C indican reacciones alternativas para la biosíntesis de acetil-CoA en el citosol. B indica parte de la 
desviación de piruvato deshidrogenasa (pdc, aid y acs), la fuente natural de acetil-CoA citosólica en levadura. Glc, 
glucosa; EtOH, etanol; Pir, Piruvato; AA, acetaldehído; ACT, acetato; AcCoA, acetil-CoA; AACoA, acetoacetil-CoA; 
BuCoA, butiril-CoA; Bual, butilaldehído; BuOH, butanol; NAD(P)(H), nicotinamida adenina dinucleótido (fosfato) (en 20
forma reducida); ATP, adenosín trifosfato; AMP, adenosín monofosfato; ciclo de TCA, ciclo de ácido tricarboxílico; 
PDH, piruvato deshidrogenasa; pdc, piruvato descarboxilasa; adh, alcohol deshidrogenasa; acdh, acetaldehído 
deshidrogenasa acetilante; aid, acetaldehído deshidrogenasa; acs, acetil-CoA sintetasa; pno, piruvato:NADP 
oxidorreductasa. Las conversiones enzimáticas indicadas mediante la reacción 1-6 indican una vía de butanol 
heteróloga de Clostridium acetobutylicum: thlB (o ThL) que codifica acetil-CoA acetiltransferasa o tiolasa [E.C. 25
2.3.1.9] (SEQ ID NO: 30); hbd, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa [E.C. 1.1.1.157] (SEQ ID NO: 31); crt, 3-
hidroxibutiril-CoA deshidratasa [E.C. 4.2.1.55] (SEQ ID NO: 32); ter, trans-enoil CoA reductasa; bed, butiril-CoA 
deshidrogenasa [E.C. 1.3.99.2] (SEQ ID NO: 33); etf αβ, flavoproteína heterodimérica de transferencia electrónica
(etf α y etf β, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39, respectivamente); adhE/adhE1, aldehído/alcohol deshidrogenasa E y 
E1 [E.C. 1.1.1.1/1.2.1.10] (SEQ ID NO: 34 y 35, respectivamente); bdhA/bdhB, butanol deshidrogenasa A y B 30
dependiente de NAD(P)H [E.C.:1.1.1.-] (SEQ ID NO: 36 y 37, respectivamente).

La Figura 3 muestra el mapa del plásmido YEplac112PtdhTadh. La secuencia de este plásmido se proporciona en la 
SEQ ID NO: 40.

La Figura 4 muestra un ejemplo de un árbol de similitud basado en secuencias de aminoácidos de proteínas de los 
tipos 1 a 4 como se describe en el Ejemplo 2 e indica las ramificaciones.35

Descripción detallada de la invención

Definiciones

El término "butanol" se refiere a n-butanol, o 1-butanol.

El término "levadura" se refiere a un grupo filogenéticamente diverso de hongos unicelulares, la mayoría de los 
cuales están en la división de Ascomycota y Basidiomycota. Las levaduras de gemación ("levaduras verdaderas") se 40
clasifican en el orden Saccharomycetales, con Saccharomyces cerevisiae como la especie más conocida.

El término "levadura recombinante", como se usa en el presente documento, se define como una célula que contiene 
una secuencia de nucleótidos y/o proteína, o se transforma o modifica genéticamente con una secuencia de 
nucleótidos que no se produce naturalmente en la levadura, o contiene copia o copias adicionales de una secuencia 
de ácidos nucleicos endógena (o proteínas), o contiene una mutación, deleción o alteración de una secuencia de 45
ácidos nucleicos endógena.

El término "mutado", como se usa en el presente documento con respecto a proteínas o polipéptidos, significa que al 
menos un aminoácido en la secuencia de proteínas o de polipéptidos no mutante o que existe de forma natural se ha 
sustituido con un aminoácido diferente, o delecionado de la secuencia mediante mutagénesis de ácidos nucleicos 
que codifican estos aminoácidos. La mutagénesis es un método muy conocido en la materia, e incluye, por ejemplo, 50
mutagénesis dirigida al sitio por medio de PCR o mediante mutagénesis mediada por oligonucleótidos como se 
describe en Sambrook et al., Molecular Cloning-A Laboratory Manual, 2ª ed., Vol. 1-3 (1989). El término "mutado",
como se usa en el presente documento con respecto a genes, significa que al menos un nucleótido en la secuencia 
de nucleótidos de ese gen o una secuencia reguladora del mismo se ha sustituido con un nucleótido diferente, o se 
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ha delecionado de la secuencia mediante mutagénesis, produciendo la transcripción de una secuencia de proteínas 
no funcional o la inactivación de ese gen.

El término "gen", como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos que 
contiene un molde para una ácido nucleico polimerasa, en eucariotas, ARN polimerasa II. Los genes se transcriben 
en ARNms que luego se traducen en proteína.5

El término desviación de piruvato deshidrogenasa (PDH) se refiere a la cascada enzimática de piruvato a acetil-CoA 
en el citosol de la levadura, y que consiste en las siguientes enzimas: piruvato descarboxilasa (PDC; E.C. 4.1.1.1) 
que convierte piruvato en acetaldehído; acetaldehído deshidrogenasa (ALD; E.C. 1.2.1.3, E.C. 1.2.1.4 y E.C. 
1.2.1.5), que convierte acetaldehído en acetato; y acetil-CoA sintetasa (ACS; E.C. 6.2.1.1), que convierte acetato en 
acetil-CoA.10

El término "ácido nucleico", como se usa en el presente documento, incluye referencia a un polímero de 
desoxirribonucleótido o ribonucleótido, es decir, un polinucleótido, en tanto forma mono como bicatenaria, y a menos 
que se limite de otro modo, engloba análogos conocidos que tienen la naturaleza esencial de nucleótidos naturales
en los que se hibridan con ácidos nucleicos monocatenarios de un modo similar a nucleótidos que existen de forma 
natural (por ejemplo, ácidos nucleicos peptídicos). Un polinucleótido puede ser de longitud completa o una 15
subsecuencia de un gen estructural o regulador nativo o heterólogo. A menos que se indique lo contrario, el término 
incluye referencia a la secuencia especificada, además de la secuencia complementaria de la misma. Así, ADNs o 
ARNs con esqueletos modificados por estabilidad o por otros motivos son "polinucleótidos" como el término está 
previsto en el presente documento. Además, los ADNs o ARNs que comprenden bases poco usuales, tales como 
inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiladas, solo por nombrar dos ejemplos, son polinucleótidos como20
el término se usa en el presente documento. Se apreciará que se ha hecho una gran variedad de modificaciones al
ADN y ARN que sirven a muchos fines útiles conocidos para aquellos expertos en la materia. El término 
polinucleótido, como se emplea en el presente documento, engloba tales formas químicamente, enzimáticamente o 
metabólicamente modificadas de polinucleótidos, además de las formas químicas de ADN y ARN características de 
virus y células, que incluyen, entre otras cosas, células simples y complejas.25

Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a 
un polímero de restos de aminoácidos. Los términos se aplican a polímeros de aminoácido en los que uno o más 
restos de aminoácidos es un análogo químico artificial de un aminoácido que existe de forma natural
correspondiente, además de a polímeros de aminoácido que existen de forma natural. La naturaleza esencial de 
tales análogos de aminoácidos que existen de forma natural es que, cuando se incorporan en una proteína, esa30
proteína es específicamente reactiva con anticuerpos provocados para la misma proteína, pero que consisten 
enteramente en aminoácidos que existen de forma natural. Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" también 
son incluyentes de modificaciones que incluyen, pero no se limitan a, glucosilación, unión de lípidos, sulfatación, 
gamma-carboxilación de restos de ácido glutámico, hidroxilación y ribosilación de ADP.

La identidad de secuencia se define en el presente documento como una relación entre dos o más secuencias de 35
aminoácidos (polipéptidos o proteínas) o dos o más secuencias de ácidos nucleicos (polinucleótidos), como se 
determina comparando las secuencias. Normalmente, las identidades de secuencia se comparan con respecto a la
longitud completa de las secuencias comparadas. En la materia, "identidad" también significa el grado de vinculación 
de secuencias entre las secuencias de aminoácidos o de ácidos nucleicos, según sea el caso, como se ha 
determinado por la correspondencia entre hebras de tales secuencias.40

Métodos preferidos de determinación de la identidad se diseñan para dar la mayor correspondencia entre las 
secuencias probadas. Métodos de determinación de la identidad están codificados en programas informáticos 
públicamente disponibles. Métodos de programas informáticos preferidos para determinar la identidad y similitud 
entre dos secuencias incluyen BLASTP, BLASTN (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), 
públicamente disponible de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 45
20894). Parámetros preferidos para la comparación de secuencias de aminoácidos usando BLASTP son hueco 
abierto 11,0, extensión por hueco 1, matriz Blosum 62.

Cada secuencia de ácidos nucleicos en el presente documento que codifica un polipéptido, por tanto, por referencia 
al código genético, describe cada posible variación silenciosa del ácido nucleico. El término "variantes 
conservativamente modificadas" se aplica a tanto secuencias de aminoácidos como de ácidos nucleicos. Con 50
respecto a secuencias de ácidos nucleicos particulares, variantes conservativamente modificadas se refiere a 
aquellos ácidos nucleicos que codifican variantes idénticas o conservativamente modificadas de las secuencias de 
aminoácidos debido a la degeneración del código genético. El término "degeneración del código genético" se refiere 
al hecho de que un gran número de ácidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier proteína dada. Por 
ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU todos codifican el aminoácido alanina. Así, en cada posición donde55
una alanina esté especificada por un codón, el codón puede alterarse a cualquiera de los codones correspondientes 
descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales variaciones de ácido nucleico son "variaciones silenciosas" y 
representan una especie de variación conservativamente modificada.
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"Expresión" se refiere a la transcripción de un gen en ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARN mensajero (ARNm) con 
posterior traducción en una proteína.

Como se usa en el presente documento, "heterólogo" en referencia a un ácido nucleico o proteína es un ácido 
nucleico o proteína que se origina a partir de una especie extraña o, si es de la misma especie, está sustancialmente 
modificada de su forma nativa en composición y/o locus genómico por intervención humana deliberada. Por ejemplo, 5
un promotor operativamente unido a un gen estructural heterólogo es de una especie diferente de aquél del gen 
estructural del que se derivó, o, si es de la misma especie, uno o ambos están sustancialmente modificados de su 
forma original. Una proteína heteróloga puede originarse a partir de una especie extraña o, si es de la misma 
especie, está sustancialmente modificada de forma original por intervención humana deliberada.

Como se usa en el presente documento, "promotor" es una secuencia de ADN que dirige la transcripción de un gen10
(estructural). Normalmente, un promotor está localizado en la región 5' de un gen, proximal al sitio de inicio
transcripcional de un gen (estructural). Las secuencias promotoras pueden ser constitutivas, inducibles o represibles.
Si un promotor es un promotor inducible, entonces la tasa de transcripción aumenta en respuesta a un agente 
inductor.

El término "vector", como se usa en el presente documento, incluye referencia a un vector de expresión autosómico15
y a un vector de integración usado para la integración en el cromosoma.

El término "vector de expresión" se refiere a una molécula de ADN, lineal o circular, que comprende un segmento 
que codifica un polipéptido de interés bajo el control de (es decir, operativamente unido a) segmentos de ácidos 
nucleicos adicionales que proporcionan su transcripción. Tales segmentos adicionales pueden incluir secuencias de 
promotor y de terminador, y pueden opcionalmente incluir uno o más orígenes de replicación, uno o más marcadores 20
de selección, un potenciador, una señal de poliadenilación, y similares. Los vectores de expresión se derivan
generalmente de ADN de plásmido o viral, o pueden contener elementos de ambos. En particular, un vector de 
expresión comprende una secuencia de nucleótidos que comprende en la dirección 5' a 3' y operativamente unida a: 
(a) una región de transcripción y de iniciación de la traducción reconocida por levadura, (b) una secuencia 
codificante de un polipéptido de interés, y (c) una región de transcripción y de terminación de la traducción25
reconocida por levadura. "Plásmido" se refiere a ADN extracromosómico que se replica autónomamente que no está 
integrado en un genoma de microorganismo y es normalmente circular en la naturaleza.

Un "vector de integración" se refiere a una molécula de ADN, lineal o circular, que puede incorporarse en el genoma 
de un microorganismo y proporciona herencia estable de un gen que codifica un polipéptido de interés. El vector de 
integración generalmente comprende uno o más segmentos que comprenden una secuencia de gen que codifica un 30
polipéptido de interés bajo el control de (es decir, operativamente unido a) segmentos de ácidos nucleicos 
adicionales que proporcionan su transcripción. Tales segmentos adicionales pueden incluir secuencias de promotor 
y de terminador, y uno o más segmentos que conducen a la incorporación del gen de interés en el genoma de la 
célula diana, normalmente por el proceso de recombinación homóloga. Normalmente, el vector de integración será 
uno que puede transferirse en la célula diana, pero que tiene un replicón que no es funcional en ese organismo. La 35
integración del segmento que comprende el gen de interés puede seleccionarse si se incluye un marcador apropiado 
dentro de este segmento.

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente unido" se refiere a una yuxtaposición en la que 
los componentes así descritos están en una relación que les permite funcionar de su manera prevista. Una 
secuencia de control "operativamente unida" a otra secuencia de control y/o a una secuencia codificante se une de 40
tal forma que la transcripción y/o expresión de la secuencia codificante se logre en condiciones compatibles con la
secuencia de control. Generalmente, operativamente unido significa que las secuencias de ácidos nucleicos que 
están unidas son contiguas y, donde sea necesario unir dos regiones codificantes de proteína, contiguas y en el 
mismo marco de lectura.

Por "célula huésped" se indica una célula que contiene un vector y soporta la replicación y/o expresión del vector. 45
Las células huésped pueden ser células procariotas tales como E. coli, o células eucariotas tales como levadura, 
células de insecto, anfibio, o de mamífero. Preferentemente, las células huésped son células del orden de los 
Actinomycetales, lo más preferentemente células de levadura, lo más preferentemente células de Saccharomyces 
cerevisiae.

"Transformación" y "transformar", como se usan en el presente documento, se refieren a la inserción de un50
polinucleótido exógeno en una célula huésped, independientemente del método usado para la inserción, por 
ejemplo, captación directa, transducción, apareamiento f o electroporación. El polinucleótido exógeno puede 
mantenerse como un vector no integrado, por ejemplo, un plásmido, o alternativamente, puede integrarse en el 
genoma de la célula huésped.

El término "oligonucleótido" se refiere a una secuencia corta de monómeros de nucleótido (normalmente 6 a 100 55
nucleótidos) unidos por enlaces de fósforo (por ejemplo, fosfodiéster, alquil y aril-fosfato, fosforotioato, fosfotiéster), o 
enlaces no de fósforo (por ejemplo, péptido, sulfamato y otros). Un oligonucleótido puede contener nucleótidos 
modificados que tienen bases modificadas (por ejemplo, 5-metilcitosina) y grupos de azúcar modificados (por 
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ejemplo, 2'-O-metilrribosilo, 2'-O-metoxietilrribosilo, 2'-fluororribosilo, 2'-aminorribosilo, y similares). Los 
oligonucleótidos pueden ser moléculas que existen de forma natural o sintéticas de ADN bi- y monocatenario y ARN 
bi- y monocatenario con formas circulares, ramificadas o lineales y que opcionalmente incluyen dominios capaces de 
formar estructuras secundarias estables (por ejemplo, estructuras de tallo y bucle y bucle-tallo-bucle).

El término "polinucleótido", como se usa en el presente documento, se refiere a una forma polimérica de nucleótidos 5
de cualquier longitud, tanto ribonucleótidos como desoxirribonucleótidos. Así, este término incluye ADN y ARN bi- y 
monocatenario.

El término "polinucleótido recombinante", como se usa en el presente documento, se destina a un polinucleótido de 
origen genómico, de ADNc, semisintético o sintético, que, en virtud de su origen o manipulación: (1) no está
asociado a todo o una porción de un polinucleótido con el que está asociado en la naturaleza; o (2) está unido a un 10
polinucleótido distinto de aquel con el que está unido en la naturaleza; o (3) no se produce en la naturaleza.

El término "medio mínimo", como se usa en el presente documento, se refiere a un medio químicamente definido, 
que incluye solo los nutrientes que son requeridos por las células para sobrevivir y proliferar en cultivo. 
Normalmente, el medio mínimo está libre de extractos biológicos, por ejemplo, factores de crecimiento, suero, 
extracto pituitario, u otras sustancias, que no son necesarias para soportar la supervivencia y proliferación de una 15
población de células en cultivo. Por ejemplo, el medio mínimo generalmente incluye como sustancias esenciales: al 
menos una fuente de carbono, tal como glucosa; al menos una fuente de nitrógeno, tal como amonio, sulfato de 
amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio o urea; sales inorgánicas, tales como hidrogenofosfato de dipotasio, 
dihidrogenofosfato de potasio y sulfato de magnesio; y otros nutrientes, tales como biotina y vitaminas.

Descripción de las realizaciones preferidas20

Un método de la presente invención proporciona un método de identificación de enzimas heterólogas capaces de 
producir acetil-CoA en el citosol de una célula de levadura. La enzima heteróloga puede producir la acetil-CoA 
usando piruvato o acetaldehído como sustrato en una única etapa de conversión. Preferentemente, la enzima 
heteróloga produce la acetil-CoA a partir de acetaldehído. Una enzima capaz de catalizar dicha reacción es la
acetaldehído deshidrogenasa (acdh; E.C. 1.2.1.10) acetilante también denominada acetaldehído:NAD+ 25
oxidorreductasa (CoA acetilante). La conversión de acetaldehído en acetil-CoA por la acetaldehído deshidrogenasa 
acetilante es reversible y transcurre en la dirección de acetil-CoA cuando el acetaldehído se acumula en el citosol. 
Una acumulación tal puede, por ejemplo, lograrse por deleción de alcohol deshidrogenasa (adh; E.C. 1.1.1.1).

La enzima heteróloga puede también producir la acetil-CoA a partir de piruvato. Una enzima capaz de catalizar dicha 
reacción es una piruvato:NADP oxidorreductasa (pno; E.C. 1.2.1.51). La reacción es estequiométricamente idéntica 30
a la de la piruvato deshidrogenasa mitocondrial, excepto que pno usa NADPH como cofactor en comparación con 
PDH que usa NADH. En comparación con acdh, una desventaja importante del sistema enzimático de pno es que 
pno es sensible al oxígeno, y que es una enzima multimérica grande, y por lo tanto, su incorporación genética
satisfactoria (un gen de 5-6 kb) es mucho más difícil que la de acdh. Por este motivo, se prefiere el uso de acdh en
las realizaciones de la presente invención.35

Una característica importante de una célula de prueba capaz de revelar la actividad enzimática deseada de un
polipéptido de prueba es que la célula es prototrófica como resultado del polipéptido introducido. Con esto se indica 
que los requisitos nutriciones de la célula no superan a aquellos de la cepa no mutante correspondiente y que 
proliferará sobre medio mínimo (a diferencia del auxótrofo). En realidad, la producción de acetil-CoA como se 
soporta por el polipéptido de prueba cancelará el efecto de la deleción de dicho al menos un gen de la desviación de 40
PDH, producido por la deleción del gen para la piruvato descarboxilasa (pdc; E.C. 4.1.1.1), acetaldehído 
deshidrogenasa (ald; E.C. 1.2.1.3, E.C. 1.2.1.4 o E.C. 1.2.1.5) o acetil-CoA sintetasa (acs; E.C. 6.2.1.1). Tales
ensayos de complementación son muy conocidos en la técnica. En aspectos de la presente invención, el ensayo se 
usa para identificar fuentes de enzimas heterólogas adecuadas capaces de sostener la producción de acetil-CoA 
citosólica en células de levadura.45

El ensayo de complementación se basa en la provisión de vías alternativas para vencer la actividad enzimática 
delecionada de la desviación de PDH. Métodos para efectuar la deleción de genes en levadura son muy conocidos 
en la técnica, y pueden, por ejemplo, lograrse por mutagénesis mediada por oligonucleótidos. Pueden obtenerse 
buenos resultados con el plásmido pUG6 que lleva el casete de alteración del gen loxP-kanMX-loxP (Güldener et al. 
[1996] Nucleic Acids Res. 24(13):2519-24; acceso de GenPept N.º P30114). Así, el experto será capaz de 50
proporcionar una cepa de levadura que tiene un gen acetaldehído deshidrogenasa y/o acetil-CoA sintetasa 
delecionado para bloquear la desviación de PDH en él.

Saccharomyces cerevisiae comprende dos isoformas de acetil-CoA sintetasa, Acs1p y Acs2p. Ambas son la fuente 
nuclear de acetil-CoA para la acetilación de histonas. La producción de acetil-CoA citosólica también se requiere 
para la producción de lípidos. La actividad de Acs es esencial, ya que un mutante nulo doble de acs1 acs2 no es 55
viable. Un mutante nulo de acs1 puede crecer en etanol como la única fuente de carbono. La célula de levadura 
mutada usada en aspectos de la presente invención tiene preferentemente una inactivación del gen acs2.

E08775033
16-12-2016ES 2 607 894 T3

 



9

Los mutantes de Saccharomyces cerevisiae que llevan una inactivación del gen acs2 no son capaces de crecer 
sobre glucosa como única fuente de carbono, debido a que ACS1 es reprimido y la proteína se degrada activamente. 
La complementación de un mutante de delta acs2 tal con un gen acs basado en plásmido restaurará la capacidad de 
la célula para crecer sobre glucosa como única fuente de carbono. Además, el crecimiento de un mutante tal se
complementa por la expresión de genes que soportan vías alternativas para la producción de suficiente acetil-CoA 5
citosólica. Así, la transformación del mutante de delta acs2 con un plásmido del que puede expresarse un acdh o 
pno (heterólogo) funcional restaurará la capacidad del mutante para crecer sobre glucosa como única fuente de 
carbono. Debe entenderse que además de la eliminación del locus ACS2, también puede eliminarse el locus ACS1. 
Aunque se cree que esto puede en algunos casos prevenir la aparición de revertantes (mutaciones en el locus ACS1 
que conducen a la reversión del fenotipo de delta acs2), sin embargo, no se encontró que esto fuera esencial.10
Mutantes dobles (cepas acs1/acs2Δ) serían completamente dependientes del gen acdh o pno introducido para la 
producción de acetil-CoA citosólica.

Una ventaja importante de un ensayo de complementación de la presente invención es que puede realizarse como
ensayo de cribado en placa en el que se observa la complementación satisfactoria como crecimiento de colonias. 
Esto es mucho más rápido que los experimentos que requieren el análisis para la producción de un producto 15
metabólico deseado.

Para la complementación de la mutación, la célula de levadura que tiene el gen aid y/o acs inactivado se transforma 
entonces con un vector de expresión adecuado que comprende una secuencia de nucleótidos de un polipéptido de 
prueba heterólogo.

Están ampliamente disponibles vectores de expresión en levadura de una variedad de proveedores comerciales. 20
Hasta la fecha, la complementación funcional de mutaciones de levadura por homólogos extraños se ha convertido 
en una práctica estándar en la manipulación de Saccharomyces cerevisiae. Vectores de expresión adecuados para 
la expresión de genes heterólogos pueden basarse en promotores inducibles artificiales tales como el promotor GAL, 
pero se basan preferentemente en promotores constitutivos tales como el promotor TDH3. Sistemas adecuados se 
ejemplifican en los ejemplos más adelante. En ciertos sistemas de producción puede preferirse el uso de un25
promotor inducible, ya que permitiría la separación temporal de etapas para la producción de biomasa (promotor no
inducido) y producción de productos de fermentación (promotor inducido). En otra realización altamente preferida en 
ciertos sistemas de producción, el vector está en el vector de integración para la integración estable de los genes 
heterólogos en el genoma de la cepa de producción de levadura.

Con el fin de lograr la expresión óptima en levadura, puede optimizarse el uso de codones (par) del gen heterólogo 30
usando una cualquiera de una variedad de paquetes de software de diseño de genes sintéticos, por ejemplo, 
GeneOptimizer® de Geneart AG (Regensburgo, Alemania) para la optimización del uso de codones o la 
optimización del uso del par de codones como se describe en el documento WO2008/000632. Tal adaptación del 
uso de codones garantiza que los genes heterólogos, que son, por ejemplo, de origen bacteriano, sean eficazmente 
procesados por la maquinaria de transcripción y traducción de levadura. La optimización del uso del par de codones 35
producirá expresión potenciada de proteínas en la célula de levadura.

Las secuencias optimizadas pueden, por ejemplo, clonarse en un plásmido de expresión de levadura de copias 
altas, unido operativamente a un promotor (preferentemente constitutivo) funcional en levadura. Se han obtenido 
buenos resultados con el plásmido YEplac112 (2µ TRP1) (Gietz & Sugino [1988] Gene 74(2):527-34).

Genes heterólogos que codifican un polipéptido candidato que tiene posible actividad enzimática para convertir 40
piruvato o acetaldehído en acetil-CoA pueden identificarse por ordenador. Enzimas adecuadas descritas por poseer
la capacidad de convertir acetaldehído en acetil-CoA son acetaldehído deshidrogenasas acetilantes (E.C. 1.2.1.10). 
Las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de más de 200 de estas enzimas de una variedad de orígenes 
microbianos se describen en diversas bases de datos (por ejemplo, la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes)).45

Los presentes inventores han seleccionado varias acetaldehído deshidrogenasas acetilantes y probado éstas en el 
sistema de ensayo basado en el mutante delta acs2 de la presente invención. Muchas de estas, aunque no todas, 
fueron funcionales en S. cerevisiae cuando se optimizó el uso del par de codones.

También pueden usarse homólogos funcionales para estas proteínas en aspectos de la presente invención. El 
término "homólogos funcionales", como se usa en el presente documento, se refiere a una proteína que comprende 50
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 19, 22, 25 o la parte de acetaldehído deshidrogenasa de SEQ ID NOs: 
28 y 52 en la que uno o más aminoácidos están sustituidos, delecionados, añadidos y/o insertados, y esa proteína 
tiene la misma funcionalidad enzimática para la conversión de sustrato, por ejemplo, un homólogo de acetaldehído 
deshidrogenasa acetilante es capaz de convertir acetaldehído en acetil-CoA. Esta funcionalidad puede probarse por
el uso de un sistema de ensayo que comprende una célula de levadura recombinante que comprende un vector de 55
expresión para la expresión del homólogo en levadura, comprendiendo dicho vector de expresión una secuencia de 
nucleótidos heteróloga operativamente unida a un promotor funcional en levadura y codificando dicha secuencia de 
nucleótidos heteróloga el polipéptido homólogo del cual va a probarse la actividad enzimática para convertir piruvato, 
acetaldehído o acetato en acetil CoA en (el citosol de) dicha célula de levadura, y realizar un método de 
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identificación de un polipéptido heterólogo que tiene actividad enzimática para convertir piruvato, acetaldehído o 
acetato en acetil-CoA en (el citosol de) una célula de levadura como se describe en el presente documento usando 
dicho sistema de ensayo. Homólogos candidatos pueden identificarse usando análisis de similitud por ordenador. Un 
ejemplo detallado de un análisis tal se describe en el Ejemplo 2 más adelante. El experto será capaz de derivar del 
mismo cómo pueden encontrarse homólogos candidatos adecuados y, opcionalmente tras la optimización de (el par 5
de) codones, serán capaces de probar la funcionalidad requerida de tales homólogos candidatos usando el sistema 
de ensayo de la presente invención como se ha descrito anteriormente. Un homólogo adecuado representa un 
polipéptido que tiene una identidad de secuencias de aminoácidos con una acetaldehído deshidrogenasa acetilante
superior al 50 %, preferentemente superior al 60 %, más preferentemente superior al 70 %, 80 %, 90 % o más, por 
ejemplo, que tiene una identidad de secuencias de aminoácidos tal con SEQ ID NOs:19, 22, 25, o la parte de10
acetaldehído deshidrogenasa de SEQ ID NOs:28 y 52 y que tiene la funcionalidad enzimática requerida para 
convertir acetaldehído en acetil-CoA. Similarmente, también pueden usarse enzimas descritas para la conversión 
directa de piruvato en acetil-CoA y los homólogos funcionales de las mismas, además de enzimas descritas para la 
conversión de acetato en acetil-CoA y los homólogos funcionales de las mismas, similar a como se ha descrito para 
la acetaldehído deshidrogenasa acetilante anteriormente.15

Un método de la presente invención comprende además la etapa de probar la capacidad de la célula de levadura 
mutada y transformada con la proteína de prueba para crecer sobre medio mínimo que contiene glucosa como única 
fuente de carbono. Como se ha establecido anteriormente, esto puede producirse adecuadamente sobre medio 
sólido (agar) en platos (placas) de Petri donde el crecimiento puede observarse como el crecimiento de una colonia, 
sin embargo, medios líquidos son igualmente adecuados y el crecimiento puede detectarse por turbidez. También 20
pueden usarse otros métodos de determinación del crecimiento de la célula de levadura mutada y transformada con 
la proteína de prueba sobre medio mínimo que contiene glucosa como única fuente de carbono.

Cuando la célula de levadura mutada y transformada con la proteína de prueba es capaz de crecer sobre medio 
mínimo con glucosa, el polipéptido candidato se identifica satisfactoriamente como un polipéptido heterólogo que 
tiene actividad enzimática para convertir piruvato, acetaldehído o acetato en acetil-CoA en (el citosol de) dicha célula25
de levadura. El crecimiento puede observarse adecuadamente como la formación de colonias sobre medios sólidos 
de crecimiento, en particular medio mínimo que contiene glucosa.

Un vector de expresión para la expresión de polipéptidos heterólogos en levadura, según la presente invención,
puede ser cualquier vector de expresión adecuado para transformar levadura. Están disponibles en la materia 
innumerables ejemplos que pueden usarse adecuadamente para expresar secuencias de nucleótidos heterólogas en 30
levadura. Un vector muy adecuado en los aspectos de la invención es un plásmido. Un plásmido altamente preferido 
es YEplac112PtdhTadh (SEQ ID NO: 40).

Generalmente, la secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica el polipéptido que tiene actividad enzimática para 
convertir piruvato o acetaldehído en acetil-CoA en (el citosol de) dicha célula de levadura se pondrá bajo el control 
de un promotor funcional en levadura. Preferentemente, el promotor es un promotor constitutivo. El promotor en el35
plásmido YEplac112PtdhTadh es el promotor TDH3.

Las secuencias de nucleótidos heterólogas incorporadas en el vector de expresión de la presente invención pueden
ser cualquier enzima pno, acdh u otra enzima capaz de convertir piruvato o acetaldehído (respectivamente) en acetil-
CoA en el citosol de la levadura. Secuencias de nucleótidos preferidas son aquellas como se identificaron en el 
presente documento, concretamente las secuencias de nucleótidos que codifican: 40

- la proteína de utilización de etanolamina EutE de HS de E. coli (secuencias de nucleótidos con SEQ ID NO: 18);

- la proteína hipotética Lin1129 de Listeria innocua similar a la proteína de utilización de etanolamina EutE
(secuencias de nucleótidos con SEQ ID NO: 21)

- la acetaldehído deshidrogenasa EDK33116 de DSM 555 de Clostridium kluyveri (secuencias de nucleótidos con 
SEQ ID NO: 24); y45

- el homólogo de adhE de S. aureus (secuencias de nucleótidos con SEQ ID NO: 27) que codifica una
acetaldehído/alcohol deshidrogenasa bifuncional en Staphylococcus aureus subsp. aureus N315, o la parte 
funcional de acetaldehído deshidrogenasa de la misma

- el homólogo de adhE de Piromyces sp. E2 (secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 51) que codifica una
acetaldehído/alcohol deshidrogenasa bifuncional, o la parte de acetaldehído deshidrogenasa de la misma.50

También son adecuados homólogos funcionales de estas secuencias de nucleótidos, o de los polipéptidos que 
codifican. Con este término se indica una secuencia de ácidos nucleicos que tiene más del 80 %, 90 % o 95 % de 
identidad de secuencia con las secuencias de nucleótidos que codifican las enzimas acdh anteriores, o que tiene 
más del 50 %, preferentemente más del 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o 95 % de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos de las enzimas acdh anteriores, con la condición de que los polipéptidos codificados por 55
las secuencias homólogas presenten actividad enzimática de acdh funcional.
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Como se ha establecido anteriormente, estas secuencias de nucleótidos pueden optimizarse para la expresión en 
Saccharomyces cerevisiae por optimización del uso del par de codones muy conocida en la técnica. Secuencias
optimizadas en el par de codones para SEQ ID NO: 18, 21, 24 y 27 se proporcionan en SEQ ID NO: 20, 23, 26 y 29, 
respectivamente.

El vector de expresión de la invención puede usarse para transformar una célula de levadura. Métodos de 5
transformación incluyen electroporación, transformación en perlas de vidrio y biolística, todos los cuales son muy 
conocidos en la técnica y, por ejemplo, se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning-A Laboratory Manual, 2ª
ed., Vol. 1-3 (1989).

Una célula de levadura según la presente invención comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que 
codifica un polipéptido que tiene actividad enzimática para convertir piruvato o acetaldehído en acetil-CoA en (el 10
citosol de) dicha célula de levadura. Preferentemente, una célula de levadura de la invención comprende un acdh o 
pno heterólogo. La ventaja de una célula de levadura tal es que puede producir acetil-CoA por una vía metabólica en 
la que no se requiere la desviación de PDH. Esto es energéticamente más favorable en condiciones anaerobias, y 
puede formar la base de cualquier proceso de síntesis biológica usando células de levadura en condiciones 
anaerobias donde la acetil-CoA es un producto intermedio. Además de comprender acdh o pno heterólogo, la célula 15
de levadura de la invención puede comprender diversas deleciones de genes o suplementaciones de genes, 
dependiendo del uso previsto de la levadura.

Preferentemente, una célula de levadura según la presente invención comprende una inactivación de una secuencia 
de nucleótidos (gen) que codifica una enzima capaz de catalizar la conversión de acetaldehído en etanol, 
preferentemente una alcohol deshidrogenasa, por ejemplo, para optimizar la acumulación de acetaldehído en la 20
célula de levadura.

Si se usa en un método de cribado de enzimas heterólogas según un método de la invención, la célula de levadura 
comprende una deleción de al menos un gen de la desviación (PDH), seleccionado de los genes que codifican las 
enzimas piruvato descarboxilasa (PDC), acetaldehído deshidrogenasa (ALD) y acetil-CoA sintetasa (ACS), 
preferentemente acetil-CoA sintetasa, lo más preferentemente acs2.25

Si se usa en un método de producción de un producto de fermentación, la célula de levadura puede comprender
opcionalmente varias suplementaciones de genes (heterólogos) que soportan la vía metabólica de acetil-CoA a
dicho butanol. Una vía tal puede consistir solo de productos del gen heterólogo, o puede hacer uso de una mezcla 
de productos de genes heterólogos y endógenos. En el caso de que el producto de fermentación sea butanol, puede 
hacerse uso de una levadura que comprende genes que codifican enzimas para la vía de butanol de, por ejemplo, 30
Clostridium acetobutylicum como se describe en el presente documento y en la Figura 2. En el caso de que la célula 
de levadura según la presente invención comprenda genes que codifican enzimas para la producción de butanol, la 
levadura comprende preferentemente una secuencia de nucleótidos que codifica una butiril-CoA deshidrogenasa y al 
menos una secuencia de nucleótidos que codifica una flavoproteína heteróloga de transferencia de electrones (ETF). 
Se encontró que una célula de levadura que comprende una ETF, además de genes de la vía del butanol, produce 35
una elevada cantidad de butanol.

Una flavoproteína heteróloga de transferencia de electrones en la célula eucariota según la presente invención 
puede ser una única proteína o la ETF puede comprender dos o más subunidades, por ejemplo, una subunidad alfa 
y una beta. Preferentemente, la ETF comprende una ETF alfa (SEQ ID NO: 38) y una ETF beta (SEQ ID NO: 39). La
flavoproteína de transferencia de electrones puede derivarse de cualquier origen adecuado. Preferentemente, la ETF 40
se deriva del mismo origen que la butiril-CoA deshidrogenasa. Preferentemente, la ETF se deriva de origen 
procariota, preferentemente de un Clostridium sp., preferentemente un Clostridium acetobutylicum o un Clostridium 
beijerinckii.

Un método de producción de un producto de fermentación según la presente invención comprende preferentemente 
cultivar una levadura en condiciones anaerobias sobre una fuente de carbono y de energía adecuada. Fuentes 45
adecuadas de carbono y de energía son azúcares C5 y C6 (monosacáridos) tales como glucosa y polisacáridos tales 
como almidón. También son adecuados otros materiales de partida tales como caña de azúcar, maíz, trigo, cebada, 
remolachas azucareras, semilla de colza y girasol. En algunos casos, el material de partida puede ser previamente 
digerido por tratamiento enzimático. Lo más preferentemente, la fuente de carbono es lignocelulosa, que está 
compuesta por principalmente celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina. La lignocelulosa se encuentra, por ejemplo, 50
en los tallos, hojas, cáscaras, cortezas y mazorcas de las plantas. La hidrólisis de estos polímeros por tratamiento 
enzimático específico libera una mezcla de azúcares neutros que incluyen glucosa, xilosa, manosa, galactosa y 
arabinosa. Pueden usarse materiales lignocelulósicos, tales como madera, material herbáceo, residuos agrícolas,
fibra de maíz, papel usado, residuos de la molienda de la pulpa y el papel para producir butanol. Enzimas 
hidrolizantes son, por ejemplo, glucanos unidos en beta para la hidrólisis de celulosa (estas enzimas incluyen 55
endoglucanasas, celobiohidrolasas, glucohidrolasas y beta-glucosidasas); las beta-glucosidasas hidrolizan
celobiosa; las hemicelulasas que actúan en endo y exo para la hidrólisis de hemicelulosa, y acetilesterasas y 
esterasas que hidrolizan enlaces glucósido de la lignina. Estos y otros métodos para la hidrólisis de lignocelulosa son 
muy conocidos en la técnica.
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Son posibles variaciones y modificaciones de las realizaciones desveladas en el presente documento, y alternativas 
prácticas a y equivalentes de los diversos elementos de las realizaciones serían entendidos por aquellos expertos 
habituales en la materia tras el estudio de este documento de patente. Estas y otras variaciones y modificaciones de 
las realizaciones desveladas en el presente documento pueden hacerse sin apartarse del alcance y espíritu de la 
invención.5

La invención se ilustrará ahora a modo de los siguientes ejemplos no limitantes.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran la provisión de una cepa de Saccharomyces cerevisiae útil en los ensayos y 
métodos de la presente invención, por ejemplo, en métodos de identificación de enzimas heterólogas capaces de 
formar acetil-CoA citosólica en S. cerevisiae. Tales métodos son útiles en la identificación de vías/enzimas que 10
permiten el suministro citosólico de acetil-CoA en S. cerevisiae en condiciones anaerobias.

Con el fin de potenciar la formación de acetil-CoA citosólica en la cepa de producción de butanol de los presentes 
inventores, se configuró un método de selección para identificar enzimas heterólogas que formaban acetil-CoA 
citosólica en S. cerevisiae. El sistema de prueba se basa en un mutante de levadura delta acs2 deficiente en la 
biosíntesis de acetil-CoA citosólica en glucosa, una cepa tal es incapaz de crecer sobre glucosa como única fuente 15
de carbono a menos que se complemente la formación de acetil-CoA citosólica. Estudios de complementación en 
una cepa tal pueden revelar qué enzimas heterólogas son adecuadas para su uso en cepas productoras de butanol 
de Saccharomyces cerevisiae.

Se identificó acetaldehído deshidrogenasa acetilante por ser un buen candidato para el suministro de acetil-CoA 
citosólica con respecto a la desviación de PDH homóloga debido a que no se disipa ATP. Se sintetizaron doce 20
supuestas acetaldehído deshidrogenasas acetilantes, identificadas basándose en homología de secuencias, y se 
comprobaron para la complementación de la levadura delta acs2.

Los genes optimizados en el par de codones de los homólogos de eutE de E. coli, L. innocua y C. kluyveri y el 
homólogo de adhE de S. aureus fueron capaces de complementar los mutantes de levadura acs2 (4 de los 7), 
produciendo el crecimiento del huésped de S. cerevisiae acs2Δ. El objetivo es mejorar la biosíntesis de butanol en 25
levadura por la expresión de uno o más genes así identificados.

Con el fin de probar si estas vías heterólogas para el suministro de acetil-CoA citosólica funcionan en S. cerevisiae, 
se desarrolló un sistema de cribado basado en mutantes de Saccharomyces cerevisiae que llevan una deleción del 
gen acs2. Estas células no son capaces de crecer sobre glucosa como única fuente de carbono, a menos que el 
mutante delta acs2 se complemente con un gen acs basado en plásmido o complementado con la expresión de 30
cualquier otro gen que genera suficiente acetil-CoA citosólica. Así, si fuera a transformarse con un plásmido que 
conduce a la expresión activa de acdh o pno, un mutante tal debe ser capaz de crecer otra vez con glucosa como 
única fuente de carbono. Los estudios de complementación se realizaron en placas. Los siguientes experimentos se 
realizaron para configurar y evaluar el sistema de prueba.

Ejemplo 135

Construcción de la cepa delta acs2

Se produjo la cepa delecionada en acs2 de S. cerevisiae (cepa acs2Δ) realizando primero una PCR en el plásmido 
pUG6 (Güldener et al., 1996, arriba) con los siguiente oligonucleótidos: 

5'acs2::Kanlox 5'-tacacaaacagaatacaggaaagtaaatcaatacaataataaaacagctgaagcttcgtacgc-3'

3'acs2::Kanlox 5'-tctcattacgaaatttttctcatttaagttatttctttttttgaggcataggccactagtggatctg-3'.40

Se usó el fragmento de 1,4 kb resultante, que contenía el marcador KanMX que confiere resistencia a G418, para 
transformar CEN.PK113-3C de S. cerevisiae (MATA trp1-289). Después de la transformación, la cepa se sembró en
YPD (10 g l-1 de extracto de levadura (BD Difco), 20 g l-1 de peptona (BD Difco)), 10 g l-1 de glucosa) con 200 mg/ml 
de geneticina (G418). En transformantes resistentes, la integración correcta se verificó por PCR usando los 
oligonucleótidos: 45

5'ACS2: 5'-gatattcggtagccgattcc-3'

3'ACS2: 5'-ccgtaaccttctcgtaatgc-3'

ACS2internal: 5'-cggattcgtcatcagcttca-3'

KanA: 5'-cgcacgtcaagactgtcaag-3'

KanB: 5'-tcgtatgtgaatgctggtcg-3'
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El fenotipo se verificó probando el crecimiento sobre YP con 1 % de glucosa (YPD) o 1 % de etanol+ 1 % de glicerol 
(YPEG) como fuente de carbono.

Se recogió un transformante que tenía las bandas de PCR correctas y que no creció en YP con glucosa, pero creció
en YP con etanol y glicerol como fuentes de carbono, y se llamó RWB060 (MATA trp1-289 acs2::Kanlox).

Ejemplo 25

Identificación por ordenador de supuestas acetaldehído deshidrogenasas acetilantes para la conversión 
directa de acetaldehído en acetil-CoA

Las enzimas descritas para la conversión de acetaldehído en acetil-CoA son las llamadas acetaldehído 
deshidrogenasas acetilantes (ACDH) (E.C. 1.2.1.10) que catalizan la siguiente reacción:

Acetaldehído (AA) + NAO+ + CoA <=> Acetil-CoA + NADH + H+10

A partir de la bibliografía se han descrito cuatro tipos de proteínas que tienen esta actividad: 

1) Proteínas bifuncionales que catalizan la conversión reversible de acetil-CoA en acetaldehído, y la
posterior conversión reversible de acetaldehído en etanol. Un ejemplo de este tipo de proteínas es la
proteína AdhE en E. coli (GenBank No: NP_415757). AdhE parece ser el producto evolutivo de una fusión 
génica. La región del extremo NH2 de la proteína AdhE es altamente homóloga a las aldehído:NAD+15
oxidorreductasas, mientras que la región del extremo COOH es homóloga a una familia de etanol:NAD+

oxidorreductasas dependientes de Fe2+ (Membrillo-Hernández et al., (2000) J. Biol. Chem. 275: 33869-
33875). AdhE de E. coli se somete a oxidación catalizada por metal y, por tanto, es sensible a oxígeno
(Tamarit et al. (1998) J. Biol. Chem. 273:3027-32).

2) Proteínas que catalizan la conversión reversible de acetil-CoA en acetaldehído en microorganismos 20
estrictamente anaerobios o facultativos, pero no poseen actividad de alcohol deshidrogenasa. Un ejemplo 
de este tipo de proteínas se ha informado en Clostridium kluyveri (Smith et al. (1980) Arch. Biochem. 
Biophys. 203: 663-675). Se ha anotado una acetaldehído deshidrogenasa acetilante en el genoma de 
Clostridium kluyveri DSM 555 (GenBank N.º: EDK33116). Se identifica una proteína AcdH homóloga en el 
genoma de Lactobacillus plantarum (GenBank No: NP_784141). Otro ejemplo de este tipo de proteínas es 25
el producto génico ald en Clostridium beijerinckii NRRL B593 (Toth et al. (1999) Appl. Environ. Microbiol. 65: 
4973-4980, GenBank No: AAD31841).

3) Proteínas que participan en el catabolismo de la etanolamina. La etanolamina puede ser utilizada tanto 
como fuente de carbono como de nitrógeno por muchas enterobacterias (Stojiljkovic et al. (1995) J. 
Bacteriol. 177: 1357-1366). La etanolamina se convierte primero por la etanolamina amoniaco liasa en30
amoniaco y acetaldehído, posteriormente, el acetaldehído se convierte por acetaldehído deshidrogenasa 
acetilante en acetil-CoA. Un ejemplo de este tipo de acetaldehído deshidrogenasa acetilante es la proteína
EutE en Salmonella typhimurium (Stojiljkovic et al. (1995) J. Bacteriol. 177: 1357-1366, GenBank No: 
AAL21357). E. coli también es capaz de utilizar etanolamina (Scarlett et al. (1976) J. Gen. Microbiol. 
95:173-176) y tiene una proteína EutE (GenBank No: AAG57564) que es homóloga a la proteína EutE en S. 35
typhimurium.

4) Proteínas que son parte de un complejo bifuncional de aldolasa-deshidrogenasa implicado en el 
catabolismo de 4-hidroxi-2-cetovalerato. Tales enzimas bifuncionales catalizan las dos etapas finales de la
vía de meta-escisión para el catecol, un producto intermedio en muchas especies bacterianas en la 
degradación de fenoles, toluatos, naftaleno, bifenilos y otros compuestos aromáticos (Powlowski y Shingler 40
(1994) Biodegradation 5, 219-236). El 4-hidroxi-2-cetovalerato es primero convertido por la 4-hidroxi-2-
cetovalerato aldolasa en piruvato y acetaldehído, posteriormente el acetaldehído es convertido por la
acetaldehído deshidrogenasa acetilante en acetil-CoA. Un ejemplo de este tipo de acetaldehído 
deshidrogenasa acetilante es la proteína DmpF en CF600 de Pseudomonas sp. (GenBank No: CAA43226) 
(Shingler et al. (1992) J. Bacteriol. 174:711-24). E. coli tiene una proteína MphF homóloga (Ferrandez et al. 45
(1997) J. Bacteriol. 179: 2573-2581, GenBank No: NP_414885) a la proteína DmpF en CF600 de 
Pseudomonas sp.

Para identificar los miembros de la familia de las proteínas de la acetaldehído deshidrogenasa acetilante, las 
secuencias de aminoácidos de la proteína AdhE bifuncional de E. coli (GenBank No: NP_415757), la proteína AcdH 
de L. plantarum (acetilante) (GenBank No: NP_784141), la proteína EutE de E. coli (GenBank No: AAG57564) y la 50
proteína MhpF de E. coli (GenBank No: NP_414885) se ejecutaron cada uno como una secuencia de búsqueda en 
una búsqueda de BLASTp contra la base de datos de proteínas no redundantes GenBank usando parámetros por 
defecto. Se extrajeron secuencias de aminoácidos con un valor de E más pequeño o igual a 1e-20. Se eliminaron 
secuencias redundantes y las secuencias restantes se alinearon y se construyó un árbol de similitud usando el 
software analizador de proteínas Genedata Physolopher, versión 6.5.2. Un árbol de similitud proporciona información 55
sobre la similitud de secuencias del organismo. El árbol se crea independientemente del algoritmo ClustalW por
comparación por parejas de las secuencias de aminoácidos por posición de residuo. En cada posición, la similitud se 
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evalúa y se suma hasta una puntuación global para cada par de secuencias. Basándose en estas puntuaciones por 
parejas se realiza una agrupación jerárquica, que dispone las secuencias en un árbol. Obsérvese que el producto 
génico ald de C. beijerinckii (GenBank no: AAD31841) se agrupó junto con las proteínas EutE de E. coli y S. 
typhimurium. A partir de este árbol de similitud podrían definirse cuatro ramas principales, cada rama contiene una
secuencia de aminoácidos que se usó como búsqueda para la búsqueda de BLASTp. La Figura 4 muestra un 5
ejemplo de un árbol de similitud tal, que contiene todas las secuencias que se mencionan en este ejemplo.

Se seleccionó al menos una secuencia de aminoácidos de cada rama para las pruebas de complementación en 
delta acs2 de S. cerevisiae. Preferentemente, las secuencias de aminoácidos seleccionadas tienen evidencia 
experimental de su función bioquímica como la acetaldehído deshidrogenasa acetilante. Tales evidencias pueden 
encontrarse en bases de datos públicas, tales como en las bases de datos BRENDA, UniProt y NCBI Entrez.10

Ejemplo 3

Construcción de plásmidos de expresión y prueba de complementación 

Para probar si las acetaldehído deshidrogenasas acetilantes (ACDH) podrían complementar la deleción de ACS2 en 
S. cerevisiae, se eligieron varios genes que codifican una (supuesta) ACDH de una variedad de bases de datos 
como se ha descrito anteriormente.15

Para lograr la expresión óptima en levadura, el uso de codones de todos los genes se adaptó por optimización del 
par de codones. Estas secuencias se sintetizaron en Geneart AG (Regensburgo, Alemania).

Las secuencias optimizadas se clonaron en el plásmido de expresión de levadura de copias altas 
YEplac112PtdhTadh (SEQ ID NO: 40; basado en YEplac112 (2µ TRP1) (Gietz & Sugino [1988] Gene 74(2):527-34), 
permitiendo la expresión constitutiva del promotor TDH3.20

Se preparó YEplac112PtdhTadh clonando un fragmento KpnI-SacI de p426GPD (Mumberg et al. [1995] Gene. 
156(1):119-22), que contenía el promotor TDH3 y el terminador CYC1, en YEplac112 cortado con KpnI-SacI. El
plásmido resultante se cortó con KpnI y SphI y los extremos se hicieron romos, luego se unieron dando
YEplac112TDH. Para obtener YEplac112PtdhTadh, YEplac112TDH se cortó con PstI-HindIII y se unió a un
fragmento de PCR PstI-HindIII de 345 pb que contenía el terminador ADH1 (Tadh), sustituyendo así al terminador 25
CYC1 y cambiando el policonector entre el promotor y el terminador. Se generó el fragmento de PCR Tadh usando 
los siguientes oligonucleótidos: 

MCS-5'Tadh: 5'-aaggtacctctagactagtcccgggctgcagtcgactcgagcgaatttcttatgatttatgatt-3'

Tadh1-Hind: 5'-aggaagcttaggcctgtgtggaagaacgattacaacagg-3'

Se hizo PCR con la ADN polimerasa VentR, según las especificaciones del fabricante.

Las construcciones sintéticas que contenían los genes ACDH se cortaron con SpeI-PstI y se unieron en 
YEplac112PtdhTadh digerido con las mismas enzimas, produciendo pBOL058 a pBOL068 y pBOL082. Los nombres 30
de los plásmidos finales y los genes que contienen se dan en la Tabla 1.

Tabla 1: Visión general de las supuestas acetaldehído deshidrogenasas acetilantes probadas para la
complementación de la cepa de S. cerevisiae delta acs2. Los genes que produjeron complementación se dan en 
negrita. Se proporcionan SEQ ID NOs para la secuencia de ADN del gen no mutante, la proteína expresada a partir 
del mismo y la secuencia de ADN optimada en el par de codones.35

Tabla 1

Organismos Nombre Grupo* Tamaño (kb) SEQ ID NO. ADN/PRT/OPT

Escherichia coli adhE 1 2,6

Entamoeba histolytica adh2 1 2,6 48/50/49

Staphylococcus aureus adhE 1 2,6 27 /28 / 29

Piromyces sp. E2 adhE 1 2,6 51/52

Clostridium kluyveri EDK33116 2 1,5 24 / 25 / 26

Lactobacillus plantarum acdH 2 1,4

Escherichia coli EutE 3 1,4 18 / 19 / 20

Listeria innocua Lin1129 3 1,4 21 / 22 / 23
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Organismos Nombre Grupo* Tamaño (kb) SEQ ID NO. ADN/PRT/OPT

Pseudomonas putida YP 001268189 4 1,0

* Grupo se refiere al grupo de proteínas que tiene actividad de ACDH como se define en el Ejemplo 2. Grupo 1: 
similar a AdhE de E. coli bifuncional (tipo AdhE de proteínas); Grupo 2: proteínas que tienen similitud con AcdH de
Lactobacillus plantarum (tipo AcdH de proteínas); Grupo 3: similar a EutE de E. coli (tipo EutE de proteínas); Grupo 
4: similar a MhpF de E. coli (tipo MhpF de proteínas).

Todos los plásmidos se usaron para transformar la cepa de levadura de delta acs2 RWB060. Como control negativo, 5
se usó el vector vacío YEplac112. Los transformantes se sembraron sobre medio mineral (Verduyn et al. [1992] 
Yeast 8 (1992), pp. 501-517) que contenía tanto 1 % de glucosa (MYD) como 1 % de etanol + 1 % de glicerol 
(MYEG) como única fuente de carbono.

Aunque para todas las construcciones podrían seleccionarse varios transformantes sobre medio mínimo con 
etanol/glicerol, éste no fue el caso en las placas que contenían glucosa. 10

Tabla 2: Resultado de un experimento de complementación para supuestas acetaldehído deshidrogenasas
acetilantes en la cepa de S. cerevisiae de delta acs2 RWB060. Los genes que producen complementación se dan en 
negrita. Las columnas MYEG y MYD indican el número de transformantes en placas MYEG (etanol/glicerol) y MYG 
(glucosa).

Organismos Gen (acceso de GenPept) plásmido MYEG MYD

ninguno YEplac112 75 0

Escherichia coli adhE pBOL059 6 0

Entamoeba histolytica adh2 pBOL061 54 0

Staphylococcus aureus adhE (BAB41363) pBOL064 36 39

Piromyces sp. E2 adhE pBOL139 32 3

Clostridium kluyveri EDK33116(EDK33116) pBOL065 21 8

Lactobacillus plantarum acdH pBOL058 6 0

Escherichia coli EutE(ABV06849) pBOL066 24 18

Listeria innocua Lin1129(CAC96360) pBOL067 28 8

Pseudomonas putida YP 001268189 pBOL068 32 0

15

En las placas que contienen glucosa, los transformantes solo pudieron seleccionarse para los plásmidos pBOL064, 
pBOL065, pBOL066 y pBOL067, no el vector vacío. También hubo una clara diferencia en el tamaño de colonias, 
dependiendo del plásmido usado. Mientras que la construcción pBOL066 (eutE de E. coli) produjo las mayores 
colonias, las colonias de pBOL067 (lin1129 de L. innocua) parecieron un poco más pequeñas y pBOL065 (edk3116 
de C. kluyveri) mostró las colonias más pequeñas. El plásmido pBOL064 (adhE de S. aureus) y el plásmido 20
pBOL139 (Piromyces sp. E2, adhE) se hicieron en una fecha posterior, por lo que no pudieron compararse 
directamente. Las colonias que contienen pBOL64 parecieron ser similares a las colonias que comprenden pBOL066 
y las colonias que comprenden pBOL139 parecieron ser similares a las colonias que comprenden pBOL065.

Para garantizar que estos resultados no surgieron de revertantes espontáneos, se repitieron experimentos de 
transformación para algunos de los plásmidos, dando los mismos resultados. Además, para casi todos los plásmidos 25
se seleccionaron cuatro transformantes al azar de las placas de MYEG y se volvieron a depositar en manchas sobre 
placas MYD y MYEG.

En todos los experimentos nunca se observó crecimiento sobre glucosa con el vector vacío (YEplac112), mientras 
que solo pBOL065, pBOL066 y pBOL067 dieron repetidamente buen crecimiento sobre glucosa. El plásmido 
pBOL064 no volvió a probarse de esta forma después del muy positivo resultado inicial.30

A partir de estos resultados, se llegó a la conclusión de que los genes optimizados en el par de codones de los
homólogos de eutE de: 

- E. coli (SEQ ID NO: 20) que codifica la proteína de utilización de etanolamina EutE de HS de E. coli;
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- L. innocua (SEQ ID NO: 23) que codifica una proteína hipotética de L. innocua similar a la proteína de utilización 
de etanolamina EutE, y

- C. kluyveri (SEQ ID NO: 26) que codifica acetaldehído deshidrogenasa acetilante en DSM 555 de Clostridium 
kluyveri; y el gen optimizado en los pares de codones del homólogo de adhE de

- S. aureus (SEQ ID NO: 29) que codifica una acetaldehído/alcohol deshidrogenasa bifuncional en 5
Staphylococcus aureus subsp. aureus N315;

y el gen no optimizado en los pares de codones del homólogo de adhE 

- Piromyces sp. E2 (SEQ ID NO: 51) que codifica una acetaldehído/alcohol deshidrogenasa bifuncional

son capaces de complementar los mutantes de levadura acs2. Estos genes codifican una actividad enzimática que 
permite la formación de acetil-CoA citosólica a partir de acetaldehído en levadura.10

Conclusiones

Se cree que el suministro de acetil-CoA citosólica es un cuello de botella en la producción de butanol en levadura. 
Con el fin de identificar genes heterólogos que codifican enzimas que forman acetil-CoA citosólica en S. cerevisiae,
se estableció un sistema de prueba basado en un mutante de levadura delta acs2.

Debido a su deficiencia en biosíntesis de acetil-CoA citosólica sobre glucosa, la cepa acs2Δ es incapaz de crecer 15
con glucosa como única fuente de carbono. 

Se expresaron 9 supuestas acetaldehído deshidrogenasas acetilantes identificadas como candidatos para el 
suministro de acetil-CoA citosólica a partir de acetaldehído en la levadura acs2Δ. En total, 5 de estos 9 genes 
complementaron el crecimiento de la cepa acs2Δ con glucosa como única fuente de carbono. Con esto, se mostró el 
uso de la cepa delta acs2 como herramienta de pre-selección para vías factibles para el suministro citosólico de 20
acetil-CoA.

4 de las 5 acetaldehído deshidrogenasas acetilantes identificadas hasta la fecha, homólogos de eutE de E. coli, L. 
innocua y C. kluyveri y el homólogo de adhE de S. aureus, y E2 de Piromyces sp., se integraron satisfactoriamente 
en cepas productoras de butanol de S. cerevisiae. El efecto sobre la producción de butanol se investigó como se 
describe en los ejemplos más adelante.25

Este sistema de prueba también puede usarse para analizar si la piruvato:NADP oxidorreductasa puede expresarse 
en exceso satisfactoriamente en levadura. Debido a la sensibilidad del oxígeno, esta prueba tiene que realizarse 
anaerobiamente.

Los Ejemplos 4-6 a continuación describen la prueba de 4 de los 5 genes ACDH seleccionados del Ejemplo 3 para la
mejora de la producción de butanol.30

Ejemplo 4

Construcción de una cepa de levadura productora de butanol e inactivación de los genes ADH1 y ADH2 

Los seis genes de Clostridium acetobutylicum implicados en la biosíntesis de butanol a partir de acetil-CoA se 
enumeran en la Tabla 3. Los genes fueron optimizados en el par de codones para S. cerevisiae como se describe en 
el documento WO2008/000632 y se expresaron de promotores de levadura y terminadores como se enumera en la 35
Tabla 3.

Se diseñaron dos vectores de integración de levadura (pBOL34 [SEQ ID NO: 41] y pBOL36 [SEQ ID NO: 42]), 
conteniendo cada uno 3 de los seis genes optimizados en el par de codones de Clostridium acetobutylicum
implicados en la biosíntesis de butanol, y se sintetizaron en Geneart.

Los genes ThiL, Hbd y Crt se expresan a partir de pBOL34 que contiene un marcador de selección AmdS. Los tres 40
genes finales, Bed, BdhB y AdhE, se expresaron a partir de un vector de integración con un marcador de selección 
AmdS llamado pBOL36. 

E08775033
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Tabla 3: Genes usados para la producción de butanol en S. cerevisiae que incluye el promotor (1000 pb) y 
terminador (500 pb) 

Gen actividad Promotor Terminador

ThiL acetil CoA c-acetiltransferasa [E.C. 2.3.1.9 ADH1 TDH1

Hbd 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa [E.C. 1.1.1.157] ENO1 PMA1

Crt 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa [E.C. 4.2.1.55] TDH1 ADH1

Bcd butiril-CoA deshidrogenasa [E.C. 1.3.99.2], PDC1 TDH1

BdhB butanol deshidrogenasa dependiente de NADH [E.C. 1.1.1.-], ENO1 PMA1

adhE alcohol/acetaldehído CoA deshidrogenasa [E.C.: 1.1.1.1/ 1.2.1.10] TDH1 ADH2

Para la integración en el locus ADH2, se linealizó pBOL36 por una digestión con BsaBI. Se transformó S. cerevisiae
CEN.PK113-5D (MATa MAL2-8c SUC2 ura3-52) con el fragmento lineal y se cultivó en placas con YCB (Difco) y 5
acetamida 5 mM como fuente de nitrógeno.

El marcador AmdS se eliminó por recombinación cultivando los transformantes durante 6 horas en YEPD en tubos 
de 2 ml a 30 ºC. Las células se sembraron posteriormente sobre 1,8 % de medio de agar que contenía YCB (Difco) y 
fluoracetamida 40 mM y tampón fosfato 30 mM a pH 6,8 soportando el crecimiento solo a partir de células que han 
perdido el marcador AmdS. Se confirmaron la correcta integración y recombinación por PCR. La correcta integración 10
del fragmento en la dirección 5' se confirmó con los siguientes cebadores: 

P1: 5'-GAATTGAAGGATATCTACATCAAG-3' y

P2: 5'-CCCATCTACGGAACCCTGATCAAGC-3'.

La correcta integración del fragmento en la dirección 3' se confirmó con los siguientes cebadores: 

P3: 5'-GATGGTGTCACCATTACCAGGTCTAG-3' y15

P4: 5'-GTTCTCTGGTCAAGTTGAAGTCCATTTTGATTGATTTGACTGTGTTATTTTGCGTG-3'.

La cepa resultante se llamó BLT021.

pBOL34 se linealizó por una digestión con PsiI y se integró en el locus ADH1 de BLT021. Los transformantes se 
cultivaron en placas que contenían YCB (Difco) y acetamida 5 mM. Para la eliminación del marcador de selección
AmdS, las colonias se inocularon en YEPD y se cultivaron durante 6 horas en tubos de 2 ml a 30 ºC. Las células se 20
sembraron en YCB (Difco) y fluoracetamida 40 mM y 0,1 % de sulfato de amonio.

Se confirmaron la correcta integración y recombinación por PCR. La correcta integración del fragmento en la 
dirección 5' se confirmó con el siguiente conjunto de cebadores: 

P5: 5'-GAACAATAGAGCGACCATGACCTTG-3' y

P6: 5'-GACATCAGCGTCACCAGCCTTGATG-3'.25

La correcta integración del fragmento en la dirección 3' se confirmó con el siguiente conjunto de cebadores: 

P7: 5'-GATTGAAGGTTTCAAGAACAGGTGATG-3' y

P8: 5'-GGCGATCAGAGTTGAAAAAAAAATG-3'.

La cepa resultante se llamó BLT057.

Ejemplo 530

Introducción de ETFα y ETFβ en BLT057

Los genes ETF y los genes Acdh como se enumeran en la Tabla 4 se optimizaron en el par de codones para S. 
cerevisiae como se describe en el documento WO2008/000632 y se expresaron a partir de promotores y 
terminadores de levadura como se enumera en la Tabla 4. 

35
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Tabla 4: Promotores y terminadores usados para la expresión de genes ETF optimizados en el par de codones y 
genes Acdh en S. cerevisiae

Promotor Terminador

Etfα(CpO) tef1 tdh2

Etfß(CpO) tdh2 tef1

Acdh64 (AdhE S. aureus) tdh3 adh

Acdh65 (Clostridium) tdh3 adh

Acdh66 (EutE E. coli) tdh3 adh

Acdh67 (lin1129 Ec) tdh3 Adh

Se sintetizaron los vectores de integración que expresan ETFα y ETFβ solo (pBOL113, [SEQ ID NO: 43]) o ETFα y 
ETFβ combinados con Acdh64 (pBOL115, [SEQ ID NO: 44]), Acdh65 (pBOL116, [SEQ ID NO: 45]), Acdh66 5
(pBOL118, [SEQ ID NO: 46]) o Acdh67 (pBOL120, [SEQ ID NO: 47]) por Geneart AG.

Los vectores, pBOL113, pBOL115, pBOL116, pBOL118 y pBOL120, se linealizaron con StuI y se integraron en el 
locus ura3-52 de la cepa BLT057.

Los transformantes se cultivaron en YNB (Difco) sin aminoácidos + 2 % de galactosa para seleccionar cepas 
prototróficas de uracilo. Las cepas derivadas de la cepa BLT057 con pBOL113/115/116/118/120 integrados en el 10
genoma se designaron las cepas: BLT071, BLT072, BLT073, BLT074 y BLT075, respectivamente.

Ejemplo 6

Producción de butanol mejorada expresando genes Acdh positivos

Las cepas BLT071 a BLT075 como se prepararon en el Ejemplo 5 se cultivaron en medio de Verduyn (Verduyn et al. 
(1992) Yeast 8: 501-517) en el que el sulfato de amonio está sustituido con 2 g/l de urea y que contiene además 4 %15
en peso de galactosa. Las células se cultivaron en matraces con agitación de 100 ml que contenían 50 ml de medio 
durante 72 horas a 30 ºC a 180 rpm en un agitador rotatorio.

Se determinó la concentración de butanol en el sobrenadante del cultivo. Las muestras se analizaron en un HS-GC 
equipado con un detector de ionización de llama y un sistema de inyección automático. Columna J&W DB-1 longitud 
30 m, id 0,53 mm, df 5 µm. Se usaron las siguientes condiciones: helio como gas portador con un caudal de 5 20
ml/min. La temperatura de la columna se estableció a 110 ºC. El inyector se estableció a 140 ºC y el detector 
funcionó a 300 ºC. Los datos se obtuvieron usando el software Chromeleon. Las muestras se calentaron a 60 ºC
durante 20 min en el muestreador del espacio de cabeza. Se inyectó automáticamente (1) ml de los volátiles del 
espacio de cabeza en la columna. 

La producción de 1-butanol de las diversas cepas fue la siguiente: 25

BLT057: 120 mg/l

BLT071: 450 mg/l

BLT072: 500 mg/l

BLT073: 600 mg/l

BLT074: 670 mg/l30

BLT075: 700 mg/l

Los resultados muestran que la introducción de flavoproteínas de transferencia de electrones (ETF alfa y ETF beta) 
y/o la introducción de acetaldehído deshidrogenasas acetilantes como se identifica por un ensayo de 
complementación del Ejemplo 3 aumentan el nivel de producción de butanol.

LISTADO DE SECUENCIAS35

<110> DSM IP ASSETS B.V.

Raamsdonk, L.M.
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Mueller, U.

Wu, L.

Winkler A.A.

<120> Enzimas productoras de acetil CoA en levadura5

<130> 26480WO

<140> 26480WO

<141> 2008-07-1110

<160> 52

<170> PatentIn versión 3.3

15

<210> 1

<211> 64

<212> ADN

<213> Artificial

20

<220>

<223> cebador 5'acs2

<400> 1 

25

<210> 2

<211> 67

<212> ADN30

<213> Artificial

<220>

<223> cebador 3'acs2

35

<400> 2 
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<210> 3

<211> 20

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> sonda 5'acs2

10

<400> 3

gatattcggt agccgattcc 20

<210> 4

<211> 2015

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> sonda 3'acs220

<400> 4

ccgtaacctt ctcgtaatgc 20

<210> 525

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>30

<223> sonda ACS2internal

<400> 5

cggattcgtc atcagcttca 20

35
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<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

5

<220>

<223> sonda KanA

<400> 6

cgcacgtcaa gactgtcaag 2010

<210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial15

<220>

<223> sonda KanB

<400> 720

tcgtatgtga atgctggtcg 20

<210> 8

<211> 64

<212> ADN25

<213> Artificial

<220>

<223> cebador MCS-5'Tadh

30

<400> 8 

<210> 935

<211> 39
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador Tadh1-Hind5

<400> 9

aggaagctta ggcctgtgtg gaagaacgat tacaacagg 39

<210> 1010

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>15

<223> cebador P1

<400> 10

gaattgaagg atatctacat caag 24

20

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

25

<220>

<223> cebador P2

<400> 11

cccatctacg gaaccctgat caagc 2530

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial35

<220>
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<223> cebador P3

<400> 12

gatggtgtca ccattaccag gtctag 26

5

<210> 13

<211> 56

<212> ADN

<213> Artificial

10

<220>

<223> cebador P4

<400> 13

gttctctggt caagttgaag tccattttga ttgatttgac tgtgttattt tgcgtg 5615

<210> 14

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial20

<220>

<223> cebador P5

<400> 1425

gaacaataga gcgaccatga ccttg 25

<210> 15

<211> 25

<212> ADN30

<213> Artificial

<220>

<223> cebador P6

35

<400> 15

gacatcagcg tcaccagcct tgatg 25
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<210> 16

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

5

<220>

<223> cebador P7

<400> 16

gattgaaggt ttcaagaaca ggtgatg 2710

<210> 17

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial15

<220>

<223> cebador P8

<400> 1720

ggcgatcaga gttgaaaaaa aaatg 25

<210> 18

<211> 1404

<212> ADN25

<213> Escherichia coli

<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(1404)30

<400> 18
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<210> 19

<211> 467

<212> PRT5

<213> Escherichia coli

<400> 19

10
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<210> 20

<211> 1401

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia optimizada

10

<400> 20 
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<210> 21

<211> 1410

<212> ADN5

<213> Listeria innocua

<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(1410)10

<400> 21
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<210> 22

<211> 469

<212> PRT5

<213> Listeria innocua

<400> 22
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<210> 23

<211> 14075

<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> secuencia optimizada

5

<400> 23

10

<210> 24

<211> 1476

<212> ADN

<213> Clostridium kluyveri
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<220>

< 221> CDS

< 222> (1) .. (1476)

<400> 245
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<210> 25

<211> 491

<212> PRT5

<213> Clostridium kluyveri

<400> 25

10
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<210> 26

<211> 1473

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia optimizada

10

<400> 26
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<210> 27

<211> 2610

<212> ADN5

<213> Staphylococcus aureus

<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(2610)10

<400> 27
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<210> 28

<211> 869

<212> PRT5

<213> Staphylococcus aureus

<400> 28

E08775033
16-12-2016ES 2 607 894 T3

 



46

E08775033
16-12-2016ES 2 607 894 T3

 



47

E08775033
16-12-2016ES 2 607 894 T3

 



48

E08775033
16-12-2016ES 2 607 894 T3

 



49

<210> 29

<211> 2607

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia optimizada

10

<400> 29
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<210> 30

<211> 392

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 30
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<210> 31

<211> 282

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 31 
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<210> 32

<211> 261

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 32 
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<210> 33

<211> 3795
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<212> PRT

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 33 

5
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<210> 34

<211> 858

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 34 
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<210> 35

<211> 862

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 35 
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<210> 36

<211> 389

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 36 

10

ES 2 607 894 T3

 



66

ES 2 607 894 T3

 



67

<210> 37

<211> 390

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 37 
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<210> 38

<211> 336

<212> PRT5

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 38 

10
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<210> 39

<211> 2595
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<212> PRT

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 39 

5
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<210> 40

<211> 5976

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> plásmido YEplac112PtdhTadh

10

<400> 40 
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<210> 41
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<211> 13286

<212> ADN

<213> Artificial

<220>5

<223> pBOL34

<400> 41 

10
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<210> 42

<211> 163595
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pBOL365

<400> 42 
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<210> 43

<211> 8684

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pBOL113
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<400> 43 
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<210> 44

<211> 123145

ES 2 607 894 T3

 



99
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<213> Artificial

<220>

<223> pBOL1155

<400> 44 
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<210> 45

<211> 11180

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pBOL116

10

<400> 45 
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<210> 46

<211> 11108

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pBOL118
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<400> 46 

ES 2 607 894 T3

 



114

ES 2 607 894 T3

 



115

ES 2 607 894 T3

 



116

ES 2 607 894 T3

 



117

ES 2 607 894 T3

 



118

ES 2 607 894 T3

 



119

<210> 47

<211> 11114

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>
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<223> pBOL120

<400> 47 

5
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<210> 48

<211> 2613

<212> ADN5

<213> Entamoeba histolytica

<400> 48 

10
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<210> 49

<211> 2610

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> adh2 E. histolytica optimizada en el par de codones

10

<400> 49 
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<210> 50

<211> 8705

<212> PRT

<213> Entamoeba histolytica
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<210> 51

<211> 26585

<212> ADN

<213> E2 de Piromyces sp.
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<400> 51 
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<210> 52

<211> 885

<212> PRT5

<213> E2 de Piromyces sp.

<400> 52 

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método de identificación de un polipéptido heterólogo que tiene actividad enzimática para convertir piruvato o 
acetaldehído en acetil-CoA en una única etapa de conversión en (el citosol de) una célula de levadura que 
comprende: 

- proporcionar una célula de levadura mutada, en la que dicha mutación comprende una inactivación de al 5
menos un gen de la desviación de piruvato deshidrogenasa (PDH), seleccionado de los genes que codifican las 
enzimas piruvato descarboxilasa (PDC; E.C. 4.1.1.1), acetaldehído deshidrogenasa (ALD; E.C. 1.2.1.3. E.C. 
1.2.1.4 o E.C. 1.2.1.5) y acetil-CoA sintetasa (ACS; E.C. 6.2.1.1);

- transformar dicha célula de levadura mutada con un vector de expresión que comprende al menos una 
secuencia de nucleótidos heteróloga operativamente unida a un promotor funcional en levadura y teniendo 10
dicha secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un polipéptido candidato posible actividad enzimática 
para convertir piruvato o acetaldehído en acetil-CoA;

- probar dicha célula de levadura mutada recombinante para su capacidad para crecer sobre medio mínimo que 
contiene glucosa como única fuente de carbono, e

- identificar dicho polipéptido candidato como un polipéptido heterólogo que tiene actividad enzimática para 15
convertir piruvato o acetaldehído en acetil-CoA en una única etapa de conversión en (el citosol de) dicha célula
de levadura cuando se observa el crecimiento de dicha célula.

2. Método según la reivindicación 1, en el que dicha célula de levadura es una célula de Saccharomyces cerevisiae y 
en el que dicha secuencia de nucleótidos heteróloga está optimizada en el par de codones para la expresión en 
Saccharomyces cerevisiae.20

3. Método según la reivindicación 2, en el que dicha mutación comprende una inactivación del gen para acetil-CoA 
sintetasa isoforma 2 (acs2).

4. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho polipéptido candidato que tiene 
actividad enzimática para convertir acetaldehído en acetil-CoA en una única etapa de conversión es una (supuesta) 
acetaldehído deshidrogenasa acetilante (acdh; EC 1.2.1.10).25

5. Una célula de levadura recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un 
polipéptido que tiene actividad enzimática para la conversión directa de acetaldehído en acetil-CoA en (el citosol de) 
dicha célula de levadura, en la que el polipéptido es una acetaldehído deshidrogenasa (EC 1.2.1.10) acetilante, en la 
que dicho polipéptido tiene más del 70 %, 80 %, 90 % o 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos seleccionada de SEQ ID NO: 19, 22, 25, 28 y 52.30

6. Una célula de levadura recombinante según la reivindicación 5 que comprende un vector para la expresión de los 
polipéptidos heterólogos en levadura, comprendiendo dicho vector la secuencia de nucleótidos heteróloga 
operativamente unida a un promotor funcional en levadura.

7. Una levadura recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en la que la levadura es
Saccharomyces cerevisiae, y en la que dicha secuencia de nucleótidos heteróloga está optimizada en el par de 35
codones para la expresión en Saccharomyces cerevisiae.

8. Una levadura recombinante según la reivindicación 7, en la que dicha secuencia de nucleótidos heteróloga está 
seleccionada de SEQ ID NO: 20, 23, 26, 29 y 51.

9. Célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, que comprende además una inactivación 
de al menos un gen de la desviación de PDH, seleccionado de los genes que codifican las enzimas piruvato 40
descarboxilasa (PDC; E.C. 4.1.1.1), acetaldehído deshidrogenasa (ALD; E.C. 1.2.1.3. E.C. 1.2.1.4 o E.C. 1.2.1.5) y 
acetil-CoA sintetasa (ACS; E.C. 6.2.1.1).

10. Célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en la que la célula de levadura 
comprende una inactivación de un gen que codifica una acetil-CoA sintasa.

11. Célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en la que dicha célula muestra 45
crecimiento sobre medio mínimo que contiene glucosa como única fuente de carbono.

12. Célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, que comprende además una 
inactivación de un gen que codifica una enzima que cataliza la conversión de acetaldehído en etanol, 
preferentemente una alcohol deshidrogenasa.

13. Célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, que comprende además uno o más 50
genes introducidos que codifican una vía recombinante para la formación de 1-butanol a partir de acetil-CoA.
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14. Célula de levadura según la reivindicación 13, en la que dicho uno o más genes introducidos codifican enzimas 
que producen acetoacetil-CoA, 3-hidroxibutiril-CoA, crotonil-CoA, butiril-CoA, butilaldehído y/o 1-butanol.

15. Célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 14, en la que dicha levadura es
Saccharomyces cerevisiae

16. Un método de producción de un producto de fermentación, que comprende las etapas de fermentar un sustrato 5
de carbono adecuado con una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 15 y recuperar el
producto de fermentación producido durante dicha fermentación.

17. Método según la reivindicación 16, en el que el producto de fermentación es butanol.
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