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DESCRIPCIÓN

Modificación del gen pnp para utilización mejorada de xilosa en zymomonas

Esta invención se realizó con el apoyo del gobierno de los Estados Unidos bajo el contrato nº DE-FC36-07G017056, 
concedido por el Departamento de Energía. El gobierno tiene ciertos derechos en esta invención.

Campo de la invención5

La invención se refiere a los campos de la microbiología y la ingeniería genética. Más específicamente, el gen pnp 
en el genoma de Zymomonas se identificó como una diana para la modificación para proporcionar una utilización 
mejorada de la xilosa y la producción de etanol.

Antecedentes de la invención

La producción de etanol por microorganismos proporciona una fuente de energía alternativa a los combustibles 10
fósiles y por tanto es un campo importante de la investigación actual. Es deseable que los microorganismos que 
producen etanol, así como otros productos útiles, puedan usar xilosa como fuente de carbono, ya que la xilosa es la 
pentosa principal en la biomasa lignocelulósica hidrolizada. La biomasa puede proporcionar un sustrato de carbono 
disponible en abundancia y de bajo coste. La Zymomonas mobilis y otros etanológenos bacterianos que no utilizan 
xilosa de forma natural, han sido modificados genéticamente para la utilización de la xilosa mediante la introducción 15
de genes que codifican 1) xilosa isomerasa, que cataliza la conversión de xilosa en xilulosa; 2) xilulocinasa, que 
fosforila la xilulosa para formar 5-fosfato de xilulosa; 3) transcetolasa; y 4) transaldolasa (documentos US 5514583, 
US 5712133, US 6566107, WO 95/28476, Feldmann et al. (1992) Appl. Microbiol. Biotechnol. 38: 354 - 361, Zhang y 
otros (1995) Science 267: 240 - 243; Yanase et al. (2007) Appl. Environ. Microbiol., 73: 2592 - 2599). Típicamente, 
las regiones de codificación utilizadas eran de genes de E. coli.20

Incluso con la expresión de esta ruta de utilización de xilosa, típicamente las cepas modificadas genéticamente no 
crecen ni producen etanol igual de bien en xilosa como en glucosa. Las cepas modificadas genéticamente para la 
utilización de xilosa han sido adaptadas por pasos en serie sobre medio de xilosa, dando como resultado cepas con 
una utilización mejorada de xilosa como se describe en la Patente de EE.UU. 7.223.575 y en la Patente de EE.UU. 
7.741.119. Este último documento también describe la inactivación del locus GFOR que codifica glucosa-fructosa 25
oxidorreductasa para mejorar la utilización de xilosa. En la Patente de EE.UU. 7.998.722 se describe la ingeniería 
genética para la utilización mejorada de xilosa mediante la expresión de xilosa isomerasa de E. coli a partir de un 
promotor de gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Pgap) de Zymomonas mobilis mutado altamente 
activo.

Sigue existiendo la necesidad de cepas manipuladas por ingeniería genética de Zymomonas y otros etanológenos30
bacterianos con una utilización mejorada de xilosa y producción de etanol en medio que contenga xilosa, y 
procedimientos para usar estas cepas para producir etanol.

Sumario de la invención

La invención proporciona células de Zymomonas o Zymobacter recombinantes que utilizan xilosa en las que se 
modifica un gen pnp endógeno que codifica polinucleótido fosforilasa. Además las células tienen actividad 35
aumentada de ribosa-5-fosfato isomerasa (RPI) y actividad de xilosa isomerasa no limitante. La utilización de xilosa 
y la producción de etanol en medios que contienen xilosa están mejoradas en estas células.

En consecuencia, la invención proporciona una célula huésped bacteriana recombinante que comprende:

a) una ruta metabólica de xilosa que comprende al menos un polipéptido que tiene actividad de xilosa isomerasa;

b) al menos una modificación genética que incrementa la actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa en la célula 40
huésped en comparación con la actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa en la célula huésped que carece de dicha 
modificación genética, en donde dicha al menos una modificación genética que incrementa la actividad de ribosa-5-
fosfato isomerasa se elige entre el grupo que consiste en:

i) sobreexpresión de un gen endógeno que codifica un polipéptido que tiene actividad de ribosa-5-fosfato 
isomerasa; y/o45

ii) expresión de al menos un gen no endógeno que codifica un polipéptido que tiene actividad de ribosa-5-fosfato 
isomerasa y

c) al menos una modificación genética en la secuencia de un gen endógeno que codifica polinucleótido fosforilasa
que acorta la región de codificación lo que da como resultado la expresión de una proteína C-terminal truncada;

en donde la célula huésped bacteriana utiliza xilosa para producir etanol y la actividad de xilosa isomerasa no es 50
limitante en la célula huésped bacteriana, en donde la actividad de xilosa isomerasa no es limitante cuando un 
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aumento en la actividad de xilosa isomerasa no mejora la utilización de xilosa y la producción de etanol en dicha 
célula.

En otra forma de realización, la invención proporciona un procedimiento para producir etanol que comprende:

a) proporcionar la célula huésped recombinante descrita anteriormente; y

b) cultivar la célula huésped de (a) en un medio que comprende xilosa, con lo que la xilosa se convierte en etanol.5

Breve descripción de los dibujos y descripciones de las secuencias

Los solicitantes han realizado los siguientes depósitos biológicos bajo los términos del Tratado de Budapest sobre 
Reconocimiento del Depósito de Microorganismos para los fines de Procedimiento de Patentes:

Información sobre las cepas depositadas

Referencia de identificación del depositante Designación  del depósito internacional Fecha del depósito

Zymomonas ZW658 ATCC No PTA-7858 12 sept. 2006

La Figura 1 muestra un diagrama de rutas para el metabolismo de la xilosa y la producción de etanol.10

La Figura 2 muestra un mapa de plásmido de pMODlinker-Spec-GapRpi.

La Figura 3 muestra para las cepas B9, B11, I, cada una con sobreexpresión de RPI y la cepa progenitora ZW801-4: 
crecimiento en mRM3-X10 (A); consumo de xilosa y producción de ribulosa a las 54 horas (B), y crecimiento en 
mRM3-G10 (C).

La Figura 4 muestra para siete transformantes de la cepa I con xilosa isomerasa adicional (I (cm1-5,8,9)) así como 15
testigos de la cepa I (I-1,2) y ZW801 (801-1,2): crecimiento en mRM3-X10 (A), y crecimiento en mRM3-G10 (B).

La Figura 5 muestra el crecimiento en mRM3-X10 bajo condiciones de pH controlado de dos transformantes de cepa 
I con xilosa isomerasa (I (cm1,9)), así como testigos de cepa I y ZW801-4:

La Figura 6 muestra el crecimiento en mRM3-X10 para diez transformantes de cepa B11 con xilosa isomerasa 
adicional (B11 (cm1-10)), junto con los testigos B11 (B11-1,2) (A); o diez transformantes de la cepa B9 con xilosa 20
isomerasa adicional (B9 (cm1-10)), como junto con los controles B9 (B9-1,2) (B).

La Figura 7 muestra una alineación de secuencias de aminoácidos de la polinucleótido fosforilasa  (SEQ ID NO: 2)
codificada por pnp de la cepa ZM4 de Z. mobilis de tipo silvestre y la proteína de fusión codificada por el gen pnp 
modificado de la cepa I (SEQ ID NO: 9).

La Figura 8 muestra los mapas de plásmidos de pZX21 (A), pZX52 (B) y pZX6 (C).25

La Figura 9 muestra gráficos de crecimiento, glucosa utilizada y etanol producido para cultivos desarrollados en 
mRM3-G10 de ZW1-X109 (A), ZW1-X210 (B) y testigo ZW1 (C).

La Figura 10 muestra gráficas de crecimiento, glucosa utilizada y etanol producido para cultivos desarrollados en 
mRM3-X10 de ZW1-109 (A), ZW1 - 210 (B) y el testigo ZW1 (C).

La Figura 11 muestra los mapas de plásmidos de pPNP-1 (A), pPNP-IN (B), pPNP-C (C) y pPNP-M (D).30

La Figura 12 muestra gráficas de crecimiento, glucosa utilizada y etanol producido para cultivos desarrollados en 
mRM3-G10 de ZW1-X109-PNPi (A), ZW1-X109-PNPc (B), ZW1-X109-PNPm (C), ZW1-X109-PNPin (D) y testigo 
ZW1-X109 (E).

La Figura 13 muestra gráficas de crecimiento, glucosa utilizada y etanol producido para cultivos desarrollados en 
mRM3-X10 de ZW1- X109-PNPi (A), ZW1-X109-PNPc (B), ZW1-X109-PNPm (C), ZW1-X109-PNPin (D) y testigo 35
ZW1-X109 (E).

La Figura 14 muestra gráficas de crecimiento, xilosa usada y etanol producido para cultivos desarrollados en mRM3-
X10 de ZW801-PNPi (A), ZW801-PNPc (B) y testigo ZW801 (C).

Las secuencias que siguen son conformes con 37 C.F.R. 1.821-1.825 ("Requisitos para las solicitudes de patente 
que contienen secuencias de nucleótidos y/o descripciones de secuencias de aminoácidos - las reglas de 40
secuencia") y son consistentes con la norma ST.25 (2009) de la World Intelectual Property Organization (WIPO) y 
los requisitos del listado de secuencias de la EPO y PCT (Reglas 5.2 y 49.5 (a-bis), y la Sección 208 y el Anexo C de 
las Instrucciones Administrativas). Los símbolos y el formato utilizados para los datos de secuencias de nucleótidos 
y aminoácidos cumplen con las reglas expuestas en 37 C.F.R. art. 1.822.
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La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucleótidos de la región de codificación de pnp de la cepa ZM4 de Zymomonas 
mobilis.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoácidos de la polinucleótido fosforilasa codificada por pnp de Zymomonas 
mobilis, cepa ZM4.

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de nucleótidos de la región codificadora de pnp de la cepa NCIMB 11163 de 5
Zymomonas mobilis.

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoácidos de la polinucleótido fosforilasa codificada por pnp de Zymomonas
mobilis cepa NCIMB 11163.

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de nucleótidos de la región codificadora de pnp de Zymomonas mobilis cepa 
ATCC 10988.10

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoácidos de la polinucleótido fosforilasa codificada por pnp de la cepa 
ATCC 10988 de Zymomonas mobilis.

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de nucleótidos de la región codificadora de pnp de Zymomonas mobilis pomaceae
ATCC 29192.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoácidos de la polinucleótido fosforilasa codificada por pnp de Zymomonas15
mobilis cepa ATCC 29192.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión codificada por pnp modificada de la cepa 
I, que tiene 709 aminoácidos N-terminales nativos y 14 aminoácidos C-terminales adicionales.

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión codificada por pnp modificada que 
tiene 695 aminoácidos N-terminales nativos y 2 aminoácidos C-terminales adicionales.20

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión codificada por pnp modificada que 
tiene 368 aminoácidos N-terminales nativos y 10 aminoácidos C-terminales adicionales.

La SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión codificada por pnp modificada que 
tiene 32 aminoácidos N-terminales nativos y 17 aminoácidos C-terminales adicionales.

La SEQ ID NO: 13 es la secuencia de nucleótidos de la región de codificación de la proteína RPI de Z. mobilis.25

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de aminoácidos de la proteína RPI de Z. mobilis.

La SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucleótidos de la región codificadora de la proteína RPI de E. coli.

La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de aminoácidos de la proteína RPI de E. coli.

La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de nucleótidos de la región de codificación de la xilosa isomerasa de 
Actinoplanes missouriensis que es de codón optimizado para la expresión en Zymomonas mobilis.30

La SEQ ID NO: 18 es la secuencia de aminoácidos de la xilosa isomerasa de Actinoplanes missouriensis.

La SEQ ID NO: 19 es la secuencia de nucleótidos de la región de codificación de ribulosa-fosfato 3-epimerasa de 
Zymomonas mobilis.

La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoácidos de la ribulosa-fosfato 3-epimerasa de Zymomonas mobilis.

La SEQ ID NO: 21 es la secuencia de nucleótidos del promotor mutante PgapS (también denominado gap 801).35

La SEQ ID NO: 22 es la secuencia de nucleótidos de la casete de expresión de RPI que está en el plásmido 
pZB188aadA/Gap/Zymo RPI/EcoliSL, que está situada entre los sitios Ncol y Notl únicos.

Las SEQ ID NO: 23 y 24 son los cebadores PPI-F y PPI-R-Sbfl.

La SEC ID Nº: 25 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pZX21.

La SEQ ID NO: 26 es la secuencia de nucleótidos del fragmento GFO-L.40

La SEQ ID NO: 27 es la secuencia de nucleótidos de la secuencia de codificación de gfor.

La SEQ ID NO: 28 es la secuencia de nucleótidos del fragmento GFO-R.
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La SEQ ID NO: 29 es la secuencia de nucleótidos de un gen xylA quimérico de 1.661 pb que contiene el promotor 
Super GAP de Z. mobilis de 304 pb, una secuencia de codificación xylA de A. missouriensis de 1.185 pb y un araD 
3'UTR de E. coli de 166 pb con un sitio 5'XbaI.

La SEQ ID NO: 30 es la secuencia de nucleótidos de un gen xylB quimérico de 1.960 pb que contiene un Peno de 
191 pb, una secuencia de codificación xylB de pb de E. coli de 1.455 pb y un xylB 3'UTR de E. coli de 314 pb.5

La SEQ ID NO: 31 es la secuencia de nucleótidos de un marcador aadA de 1.014 pb (para resistencia a la 
espectinomicina, Spec-R) ligada por sitios lox.

La SEQ ID NO: 32 es la secuencia de nucleótidos del vector lanzadera pZX52.

La SEQ ID NO: 33 es la secuencia de nucleótidos del fragmento LDH-L.

La SEQ ID NO: 34 es la secuencia de nucleótidos del fragmento LDH-R.10

La SEQ ID NO: 35 es la secuencia de nucleótidos de la secuencia de codificación IdhA.

La SEQ ID NO: 36 es la secuencia de nucleótidos de un operón PgaPT-Tal-Tkt de 3.339 pb que contiene un mutante 
T de 304 pb del promotor GAP de Z. mobilis (PgaPT), una región de codificación Tal de E. coli de 954 pb, una región 
de codificación Tkt de E. coli de 1.992 pb y una Tkt 3'UTR de E. coli de 68 pb.

La SEQ ID NO: 37 es la secuencia de nucleótidos del promotor PgapT.15

La SEQ ID NO: 38 es la secuencia de nucleótidos de un operón Peno-Rpi-Rpe de 1.443 pb que contiene un Peno de 
191 pb, una secuencia de codificación Rpi de Z. mobilis de 471 pb Rpi, una secuencia de codificación de Rpe de Z. 
mobilis de 663 pb, y un xyl A 3'UTR de E. coli de 35 pb.

La SEQ ID NO: 39 es la secuencia de nucleótidos del vector lanzadera pZX6 de DCO.

La SEQ ID NO: 40 es la secuencia de nucleótidos del fragmento PNP-L.20

La SEQ ID NO: 41 es la secuencia de nucleótidos del fragmento PNP-R.

Las SEQ ID NO: 42 a 54 son cebadores de PCR.

La SEQ ID NO: 55 es la secuencia de nucleótidos del vector suicida de DCO pPNP - 1.

La SEQ ID NO: 56 es la secuencia de nucleótidos de la secuencia flanqueante aguas arriba para integración en el 
gen pnp.25

La SEQ ID NO: 57 es la secuencia de nucleótidos de la secuencia flanqueante aguas abajo para la integración en el 
gen pnp.

La SEQ ID NO: 58 es la secuencia de nucleótidos del vector suicida de DCO pPNP - IN.

La SEQ ID NO: 59 es la secuencia de nucleótidos del fragmento PNP-U.

La SEQ ID NO: 60 es la secuencia de nucleótidos del fragmento PNP-D.30

La SEQ ID NO: 61 es la secuencia de nucleótidos del vector suicida de DCO pPNP-C.

La SEQ ID NO: 62 es la secuencia de nucleótidos del vector suicida de DCO pPNP-M.

La SEQ ID NO: 63 es la secuencia de nucleótidos del fragmento PNPm-L.

La SEQ ID NO: 64 es la secuencia de nucleótidos del fragmento PNPm-R.

La SEQ ID NO: 65 es la secuencia de nucleótidos de la región de codificación para la proteína RPI de Z. mobilis con 35
el codón de inicio Mutado a ATG.

Descripción detallada

Se describen en el presente texto células bacterianas que utilizan xilosa, y en particular células Zymomonas o 
Zymobacter, que tienen modificaciones genéticas de un gen pnp endógeno (modificación pnp). Las células están 
además modificadas genéticamente para que tengan una expresión incrementada de la actividad de ribosa-5-fosfato 40
isomerasa (RPI), en comparación con las células sin esta modificación genética. Además, las células no están 
limitadas en la actividad de xilosa isomerasa en ausencia de la modificación de pnp. Las células con estas 
propiedades tienen una utilización de xilosa mejorada, que se desea para que crezcan en medios que contienen 
xilosa incluyendo la biomasa sacarificada, lo que conduce al aumento de la producción de etanol. El etanol es un 
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compuesto importante para uso en la sustitución de los combustibles fósiles, y la biomasa sacarificada proporciona 
una fuente de carbono renovable abundantemente disponible para la producción de etanol por fermentación.

Las definiciones que siguen se pueden utilizar para la interpretación de las reivindicaciones y de la memoria 
descriptiva:

Como se usa en la presente memoria, se pretende que los términos "comprende", "que comprende", "incluye", "que 5
incluye", "tiene", "que tiene", “contiene” o "que contiene" o cualquier otra variación de los mismos, cubran una 
inclusión no exclusiva. Por ejemplo, una composición, una mezcla, proceso, método, artículo o aparato que 
comprenden una lista de elementos no están necesariamente limitados a sólo esos elementos, sino que pueden 
incluir otros elementos no enumerados expresamente o inherentes a dicha composición, mezcla, proceso, método, 
artículo o aparato. Además, a menos que se establezca expresamente lo contrario, "o" se refiere a una o inclusiva y 10
no a una o exclusiva. Por ejemplo, una condición A o B se satisface por cualquiera de los siguientes: A es verdadero 
(o presente) y B es falso (o no presente), A es falso (o no presente) y B es verdadero (o presente), y A y B son 
ambos verdaderos (o presentes).

Además, se entiende que los artículos indefinidos "un" y "uno" que preceden a un elemento o componente de la 
invención no son restrictivos con respecto al número de casos (es decir, apariciones) del elemento o componente.15
Por tanto, "un" o "uno" deben leerse para incluir uno o al menos uno, y la forma de la palabra singular del elemento o 
componente también incluye el plural a menos que el número indique obviamente que es singular.

Las expresiones "invención" o "presente invención" tal como se utilizan en el presente texto son expresiones no 
limitantes y no pretenden referirse a cualquier realización individual de la invención particular sino que comprende 
todas las realizaciones posibles como se describen en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones.20

Como se usa en el presente texto, el término “aproximadamente” que modifica la cantidad empleada de un 
ingrediente o sustancia reaccionante de la invención, se refiere a la variación en la cantidad numérica que puede 
ocurrir, por ejemplo, a través de procedimientos de mediciones típicas y manejo de líquidos usados para hacer 
concentrados o usar soluciones en el mundo real; por error inadvertido en estos procedimientos; a través de 
diferencias en la fabricación, fuente o pureza de los ingredientes empleados para hacer las composiciones o llevar a 25
cabo los métodos; y similares. El término "aproximadamente" abarca también cantidades que difieren debido a 
diferentes condiciones de equilibrio para una composición que resulta de una mezcla inicial particular. Modificado o 
no por el término "aproximadamente", las reivindicaciones incluyen equivalentes a las cantidades. En una forma de 
realización, el término "aproximadamente" significa dentro del 10% del valor numérico indicado, preferiblemente 
dentro del 5% del valor numérico indicado.30

La expresión "sustrato de carbono" o "sustrato de carbono fermentable" se refiere a una fuente de carbono capaz de 
ser metabolizada por organismos huéspedes de la presente invención y en particular fuentes de carbono elegidas 
entre el grupo que consiste en monosacáridos, oligosacáridos y polisacáridos.

"Gen" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína específica o una molécula de ARN 
funcional, que puede incluir opcionalmente secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5' no codificadoras) y 35
que siguen (secuencias 3' no codificadoras) a la secuencia de codificación. "Gen nativo" o "gen de tipo silvestre" se 
refiere a un gen tal como se encuentra en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se 
refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y codificadoras que no se 
encuentran juntas en la naturaleza. En consecuencia, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras 
y secuencias codificadoras que se derivan de fuentes diferentes, o secuencias reguladoras y secuencias 40
codificadoras derivadas de la misma fuente, pero dispuestas de una manera distinta a la que se encuentra en la 
naturaleza. "Gen endógeno" se refiere a un gen nativo en su localización natural en el genoma de un organismo. Un 
gen "extraño" se refiere a un gen que no se encuentra normalmente en el organismo huésped, pero que se introduce 
en el organismo huésped por transferencia génica. Los genes extraños pueden comprender genes nativos 
insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un "locus" es una región de un genoma que contiene un 45
gen.

La expresión "construcción genética" o “constructo genético” se refiere a un fragmento de ácido nucleico que codifica 
la expresión de una o más proteínas específicas o moléculas de ARN funcionales. En un constructo genética el gen 
puede ser nativo, quimérico o de naturaleza extraña. Típicamente, una construcción genética comprenderá una 
"secuencia de codificación". Una "secuencia de codificación" se refiere a una secuencia de ADN que codifica una 50
secuencia de aminoácidos específica.

"Promotor" o "regiones de control de la iniciación" se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresión 
de una secuencia de codificación o ARN funcional. En general, una secuencia de codificación se localiza 3' respecto 
a una secuencia promotora. Los promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o estar compuestos 
de diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso 55
comprenden segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden 
dirigir la expresión de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes etapas de desarrollo, o en 
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respuesta a diferentes condiciones ambientales. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoría de 
los tipos celulares en la mayoría de las veces se denominan por lo general "promotores constitutivos".

La expresión "modificación genética" se refiere, no inclusivamente, a cualquier modificación, mutación, deleción de 
bases, adición de bases, modificación de codones, sobreexpresión génica, supresión génica, modificación o 
sustitución de promotores, adición de genes (bien sea simple o multicopia), expresión o supresión antisentido, o 5
cualquier otro cambio en los elementos genéticos de una célula huésped o cepa bacteriana, tanto si producen un 
cambio en el fenotipo como si no.

La expresión "célula huésped bacteriana recombinante" se refiere a una célula bacteriana que comprende al menos 
un gen heterólogo, o constructo genético o fragmento de ácido nucleico.

El término "expresión", como se usa en el presente texto, se refiere a la transcripción y a la acumulación estable de 10
ARN de codificación (ARNm) o funcional derivado de un gen. La expresión también puede referirse a la traducción 
de ARNm en una proteína. “Inhibición antisentido" se refiere a la producción de transcritos de ARN antisentido 
capaces de suprimir la expresión de la proteína diana. "Sobreexpresión " se refiere a la producción de un producto 
génico en organismos transgénicos que excede los niveles de producción en organismos normales o no 
transformados. "Cosupresión" se refiere a la producción de transcritos de ARN sentido o fragmentos capaces de 15
suprimir la expresión de genes extraños idénticos o sustancialmente similares o endógenos (documento US 
5.231.020). El término "transformación", como se utiliza en el presente texto, se refiere a la transferencia de un 
fragmento de ácido nucleico a un organismo huésped, con el resultado de una herencia genéticamente estable. El 
ácido nucleico transferido puede estar en forma de un plásmido mantenido en la célula huésped, o algo de ácido 
nucleico transferido puede ser integrado en el genoma de la célula huésped. Los organismos huésped que contienen 20
los fragmentos de ácido nucleico transformados se denominan organismos "transgénicos" o "recombinantes" o 
"transformados".

Los términos "plásmido" y "vector", como se usan en el presente texto, se refieren a un elemento cromosómico extra 
que a menudo lleva genes que no forman parte del metabolismo central de la célula, y usualmente en forma de 
moléculas de ADN bicatenarias circulares. Tales elementos pueden ser secuencias de replicación autónoma, 25
secuencias integradoras del genoma, secuencias de fago o nucleótidos, lineales o circulares, de un ADN o ARN de 
cadena sencilla o doble, derivado de cualquier fuente, en donde cierto número de secuencias de nucleótidos han 
sido unidas o recombinadas en una construcción única que es capaz de introducir un fragmento promotor y 
secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con la secuencia 3' no traducida apropiada, en una 
célula.30

La expresión "unido operativamente" se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico en un único 
fragmento de ácido nucleico de tal modo que la función de uno es afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor 
está unido operativamente con una secuencia de codificación cuando es capaz de afectar a la expresión de esa 
secuencia de codificación (es decir, que la secuencia de codificación está bajo el control transcripcional del 
promotor). Las secuencias de codificación pueden estar operativamente unidas a secuencias reguladoras en 35
orientación de sentido o antisentido.

La expresión “marcador seleccionable” significa un factor de identificación, habitualmente un antibiótico o un gen de 
resistencia química, que es capaz de ser seleccionado basándose en el efecto del gen marcador, es decir, 
resistencia a un antibiótico, en el que el efecto se utiliza para rastrear la herencia de un ácido nucleico de interés y/o 
para identificar una célula u organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés.40

Como se usa en el presente texto, la expresión "degeneración de codones" se refiere a la naturaleza en el código 
genético que permite la variación de la frecuencia de nucleótidos sin afectar la secuencia de aminoácidos de una 
proteína codificada. El experto en la técnica está al tanto del "sesgo de codones" exhibido por una célula huésped 
específica en el uso de codones de nucleótidos para especificar un aminoácido dado. Por tanto, cuando se sintetiza 
un gen para una expresión mejorada en una célula huésped, es deseable diseñar el gen de forma tal que su 45
frecuencia del uso de codones se acerque a la frecuencia del uso preferido del codón de la célula huésped.

La expresión "codón optimizado", ya que se refiere a genes o regiones de codificación de moléculas de ácido 
nucleico para la transformación de varios huéspedes, se refiere a la alteración de codones en el gen o regiones de 
codificación de las moléculas de ácido nucleico para reflejar el uso típico de codones del organismo huésped sin 
alterar la proteína codificada por el ADN.50

El término "lignocelulósico" se refiere a una composición que comprende tanto lignina como celulosa. El material 
lignocelulósico puede comprender también hemicelulosa.

El término "celulósico" se refiere a una composición que comprende celulosa y componentes adicionales, incluyendo 
hemicelulosa.

El término "sacarificación" se refiere a la producción de azúcares fermentables a partir de polisacáridos.55

E12808652
20-01-2017ES 2 611 977 T3

 



8

El término “biomasa pretratada” significa biomasa que ha sido sometida a un pretratamiento físico, químico y/o 
térmico para aumentar la accesibilidad de los polisacáridos en la biomasa antes de la sacarificación.

"Biomasa" se refiere a cualquier material celulósico o lignocelulósico e incluye materiales que comprenden celulosa, 
y opcionalmente que comprenden además hemicelulosa, lignina, almidón, oligosacáridos y/o monosacáridos. La 
biomasa también puede comprender componentes adicionales tales como proteínas y/o lípidos. La biomasa puede 5
derivarse de una sola fuente, o la biomasa puede comprender una mezcla derivada de más de una fuente; por 
ejemplo, la biomasa podría comprender una mezcla de mazorcas de maíz y rastrojo de maíz, o una mezcla de 
hierba y hojas. La biomasa incluye, pero no se limita a ellos, cultivos de bioenergía, residuos agrícolas, residuos 
sólidos urbanos, residuos sólidos industriales, lodos de la fabricación de papel, residuos de jardinería, madera y 
residuos forestales. Los ejemplos de biomasa incluyen, pero no se limitan a ellos, mazorcas de maíz, residuos de 10
cosecha tales como cáscaras de maíz, rastrojos de maíz, hierbas, paja de trigo, paja de cebada, heno, paja de arroz, 
pasto varilla, papel residual, bagazo de caña de azúcar, sorgo, soja, componentes obtenidos de la molienda de 
granos, árboles, ramas, raíces, hojas, astillas de madera, serrín, malezas y arbustos, verduras, frutas, flores y 
estiércol animal.

"Hidrolizado de biomasa" se refiere al producto resultante de la sacarificación de la biomasa. La biomasa también 15
puede ser pretratada o preprocesada antes de la sacarificación.

La expresión "ruta metabólica de la xilosa" o "ruta de utilización de xilosa" se refiere a una serie de enzimas
(codificadas por genes) que metabolizan la xilosa a través de fructosa-6-fosfato y/o gliceraldehído-6-fosfato e 
incluyen 1) xilosa isomerasa, que cataliza la conversión de xilosa en xilulosa; 2) xilulocinasa, que fosforila la xilulosa 
para formar xilulosa 5-fosfato; 3) transcetolasa; y 4) transaldolasa.20

La expresión "xilosa isomerasa" se refiere a una enzima que cataliza la interconversión de D-xilosa y D-xilulosa. Las 
xilosa isomerasas (XI) pertenecen al grupo de enzimas clasificadas como EC 5.3.1.5.

La expresión "valor E", como se conoce en la técnica de la bioinformática, es "valor esperado" que proporciona la 
probabilidad de que ocurra por casualidad una coincidencia. Proporciona la significación estadística de la 
coincidencia con una secuencia. Cuanto más bajo sea el valor E, tanto más significativo es el acierto.25

La expresión "ribosa-5-fosfato isomerasa" o "RPI" se refiere a una enzima que cataliza la interconversión de 
ribulosa-5-fosfato y ribosa-5-fosfato. Las ribosas-5-fosfato isomerasas pertenecen al grupo de enzimas clasificadas 
como EC 5.3.1.6.

La expresión "ribulosa fosfato 3-epimerasa" o "RPE" se refiere a una enzima que cataliza la interconversión de D-
ribulosa  5-fosfato y D-xilulosa 5-fosfato y se clasifica como EC 5.1.3.1.30

La expresión "Z. mobilis RPI-A" se refiere a RPI de Z. mobilis que ha sido etiquetada en la técnica como RPI-A. Sin 
embargo, la proteína RPI de Z. mobilis tiene una identidad de secuencia más próxima a la proteína RPI-B de E. coli
(36%) que a la proteína RPI-A de E. coli (20%) y el análisis adicional de RPIs descritos en la solicitud de patente de 
EE. UU. 13/161734 de propiedad común y en trámite, publicada como WO2012/006061, sitúa RPI de Z. mobilis en el 
grupo RPI-B. Sin embargo, en el presente texto el RPI de Z. mobilis se denomina RPI-A por coherencia con su 35
nombre conocido públicamente.

La expresión “gen pnp” se refiere a un gen que codifica polinucleótido fosforilasa, también denominado 
polirribonucleótido nucleotidiltransferasa. Esta enzima es bifuncional con una actividad fosforilítica 3' a 5' 
exorribonucleasa y una actividad terminal 3' de oligonucleótido polimerasa. Está involucrada en el procesamiento y 
degradación del ARNm y se clasifica como EC 2.7.7.8.40

La expresión “aminoácidos nativos” se refiere a aminoácidos cuando se presentan en posiciones de la secuencia 
peptídica que está codificada por un gen endógeno.

La expresión “aminoácidos no nativos” se refiere a aminoácidos en posiciones que no están codificadas por un gen
endógeno.

La expresión "secuencia de aminoácidos N-terminal" se refiere a la secuencia de aminoácidos que comienza en el 45
término N de un polipéptido. El primer aminoácido N-terminal se cuenta como "1".

El término "heterólogo" significa que no se encuentra de forma natural en la posición de interés. Por ejemplo, un gen 
heterólogo se refiere a un gen que no se encuentra de modo natural en el organismo huésped, sino que se introduce 
en el organismo huésped por transferencia génica. Por ejemplo, una molécula heteróloga de ácido nucleico que está 
presente en un gen quimérico es una molécula de ácido nucleico que no se encuentra naturalmente asociada con 50
los otros segmentos del gen quimérico, tal como las moléculas de ácido nucleico que tienen la región de codificación 
y segmentos promotores que no están asociados de forma natural entre sí.

Como se usa en el presente texto, una “molécula aislada de ácido nucleico” es un polímero de ARN o ADN que es 
de una o de dos cadenas, que contiene opcionalmente bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o alteradas. Una 
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molécula de ácido nucleico aislada en forma de un polímero de ADN puede comprender uno o más segmentos de 
ADNc, ADN genómico o ADN sintético.

Un fragmento de ácido nucleico es "hibridable" con otro fragmento de ácido nucleico, tal como un ADNc, ADN 
genómico, o ARN, cuando una forma monocatenaria del fragmento de ácido nucleico puede hibridarse con el otro 
fragmento de ácido nucleico bajo las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iónica de la disolución. Las 5
condiciones de hibridación y lavado son bien conocidas y se ejemplifican en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, 
T. Molecular Clowning: A Laboratory Manual, 2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989), 
en particular el Capítulo 11 y la Tabla 11.1 en ese texto. Las condiciones de temperatura y fuerza iónica determinan 
las condiciones de "rigor" de la hibridación. Las condiciones de rigor pueden ajustarse a cribar fragmentos 
moderadamente similares (tales como secuencias homólogas de organismos relacionados de lejos), a fragmentos 10
altamente similares (tales como genes que duplican enzimas funcionales de organismos estrechamente 
relacionados). Los lavados post-hibridación determinan las condiciones de rigor. Un conjunto de condiciones 
preferidas utiliza una serie de lavados comenzando con 6X SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante 15 
min, después se repite con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45ºC durante 30 min, y a continuación se repite dos veces con 
0,2X SSC, SDS al 0,5% a 50ºC durante 30 min. Un conjunto de condiciones rigurosas más preferido utiliza 15
temperaturas más altas en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto que la temperatura de los dos 
lavados finales de 30 minutos en SSC 0,2X, SDS al 0,5% se aumentó a 60ºC. Otro conjunto preferido de 
condiciones altamente rigurosas utiliza dos lavados finales en 0,1X SSC, SDS al 0,1% a 65ºC. Un conjunto adicional 
de condiciones de rigor incluye hibridación a 0,1X SSC, SDS al 0,1%, 65ºC y lavados con 2X SSC, SDS al 0,1% 
seguido por 0,1X SSC, SDS al 0,1%, por ejemplo.20

La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo 
del rigor de la hibridación son posibles desajustes entre bases. El rigor apropiado para hibridar ácidos nucleicos 
depende de la longitud de los ácidos nucleicos y del grado de complementación, variables bien conocidas en la 
técnica. Cuanto mayor es el grado de similitud u homología entre dos secuencias de nucleótidos, tanto mayor será el 
valor de Tm para híbridos de ácidos nucleicos que tengan esas secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente 25
a Tm más alta) de las hibridaciones de ácidos nucleicos disminuye en el siguiente orden: ARN: ARN, ADN: ARN, 
ADN: ADN. Para híbridos de más de 100 nucleótidos de longitud, se han deducido ecuaciones para el cálculo de Tm 
(véase Sambrook et al., supra, 9.50 - 9.51). Para hibridaciones con ácidos nucleicos más cortos, es decir, 
oligonucleótidos, la posición de desajustes se hace de mayor importancia, y la longitud del oligonucleótido determina 
su especificidad (véase Sambrook et al., Supra, 11.7 - 11.8). En una forma de realización, la longitud para un ácido 30
nucleico hibridable es al menos aproximadamente 10 nucleótidos. Preferiblemente, una longitud mínima para un 
ácido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 15 nucleótidos; más preferiblemente al menos 
aproximadamente 20 nucleótidos; y lo más preferiblemente la longitud es al menos aproximadamente 30 
nucleótidos. Además, un profesional experto en la técnica reconocerá que la temperatura y la concentración de sal 
de la solución de lavado pueden ajustarse según sea necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la 35
sonda.

El término "complementario" se usa para describir la relación entre las bases de nucleótidos que son capaces de 
hibridarse entre sí. Por ejemplo, con respecto al ADN, la adenosina es complementaria a la timina y la citosina es 
complementaria a la guanina.

La expresión "identidad porcentual", como se conoce en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias de 40
polipéptidos o dos o más secuencias de polinucleótidos, como se determina comparando las secuencias. En la 
técnica, "identidad" también significa el grado de relación de secuencias entre las secuencias de polipéptidos o 
polinucleótidos, según sea el caso, tal como se determina por la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. La 
"identidad" y la "similitud" se pueden calcular fácilmente por métodos conocidos, incluyendo, pero sin limitarse a 
ellos, los descritos en: 1.) Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., Ed.) Oxford University: NY (1988); 2.) 45
Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., Ed.) Academics: NY (1993); 3.) Computer Analysis of 
Sequence Data, parte I (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., Eds.) Humania: NJ (1994); 4.) Sequence Analysis in Molecular 
Biology (von Heinje, G., Ed.) Academic (1987); y 5.) Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., Eds.) 
Stockton: NY (1991).

Los métodos preferidos para determinar la identidad se diseñan para dar la mejor coincidencia entre las secuencias 50
ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican en programas informáticos 
disponibles públicamente. Las alineaciones de secuencias y los cálculos de porcentaje de identidad pueden 
realizarse utilizando el programa MegAlign™ de la colección de bioinformática LASERGENE (DNASTAR Inc., 
Madison, WI). Se lleva a cabo la alineación múltiple de las secuencias utilizando el "Método de alineación Clustal" 
que abarca diversas variedades del algoritmo incluyendo el "método de alineación Clustal V" correspondiente al 55
método de alineación marcado Clustal V (descrito por Higgins y Sharp, CABIOS, 5: 151 - 153 (1989); Higgins, D.G. 
et al., Comput. Appl. Biosci., 8: 189 - 191 (1992)) y se encuentran en el programa MegAlign™ de la colección de 
computación de bioinformática LASERGENE (DNASTAR Inc.). Para alineaciones múltiples, los valores por defecto 
corresponden a GAP PENALTY (penalización de espacio) = 10 y GAP LENGHT PENALTY (penalización de longitud 
de espacio) = 10. Los parámetros por defecto para alineaciones por parejas y cálculo de la identidad porcentual de 60
las secuencias de proteínas utilizando el método Clustal son KTUPLE = 1, GAP PENALTY = 3, WINDOW = 5 y 
DIAGONALS SAVED = 5. Para los ácidos nucleicos estos parámetros son KTUPLE = 2, GAP PENALTY = 5, 
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WINDOW = 4 y DIAGONALS SAVED = 4. Después de la alineación de las secuencias usando el programa Clustal 
V, es posible obtener una "identidad porcentual" visualizando la tabla "distancias de secuencia" en el mismo 
programa. Adicionalmente el "método de alineación Clustal W" está disponible y corresponde al método de 
alineación marcado Clustal W (descrito por Higgins y Sharp, CABIOS 5: 151 - 153 (1989); Higgins, D. G. et al., 
Comput. Appl. Biosci. 8: 189 - 191 (1992)) y encontrado en el programa MegAlign™ v6.1 de la colección de 5
computación de bioinformática LASERGENE (DNASTAR Inc.). Los parámetros por defecto para la alineación 
múltiple (GAP PENALTY = 10, GAP LENGHT PENALTY = 0,2, Delay Divergen Seqs (%) = 30, peso de transición de 
ADN = 0,5, Matriz de Peso de Proteína = Serie Gonnet, Matriz de Peso de ADN = IUB). Después de la alineación de 
las secuencias usando el programa Clustal W, es posible obtener una "identidad porcentual" visualizando la tabla de 
"distancias de secuencia" en el mismo programa.10

Un experto en la técnica entiende bien que hay muchos niveles de identidad de secuencia que son útiles en la 
identificación de polipéptidos, de otras especies, en donde tales polipéptidos tienen la misma o similar función o 
actividad. Entre los ejemplos útiles del porcentaje de identidades se pueden incluir, pero sin limitarse a ellos: 25%, 
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95%, o cualquier porcentaje entero de 
25% a 100% puede ser útil en la descripción de la presente invención, tal como 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 15
31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 
51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60% , 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80% , 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. Los fragmentos de ácido nucleico adecuados no sólo tienen las 
homologías anteriores, sino que típicamente codifican un polipéptido que tiene al menos 50 aminoácidos,20
preferiblemente al menos 100 aminoácidos, y más preferiblemente al menos 150 aminoácidos.

La expresión "software de análisis de secuencias" se refiere a cualquier algoritmo de ordenador o programa de 
software que sea útil para el análisis de secuencias de nucleótidos o de aminoácidos. El "software de análisis de 
secuencias" puede estar disponible comercialmente o ser desarrollado independientemente. El software de análisis 
de secuencias típico incluirá, pero no sin limitarse a ello: 1.) la colección GCG de programas (Wisconsin Package 25
Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI); 2.) BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. 
Biol., 215: 403 - 410 (1990)); 3.) DNASTAR (DNASTAR, Inc. Madison, WI); 4.) Sequencher (Gene Codes 
Corporation, Ann Arbor, MI); y 5.) el programa FASTA que incorpora el algoritmo Smith-Waterman (W.R. Pearson, 
Comput. Methods Genome Res., [Proc. Int. Symp.] (1994), Meeting Date 1992, 111-20 Editor(es): Suhai, Sandor. 
Plenum: Nueva York, NY). Dentro del contexto de esta solicitud se entenderá que cuando se utiliza el software de 30
análisis de secuencia para el análisis, que los resultados del análisis se basarán en los "valores por defecto" del
programa referenciado, a menos que se especifique lo contrario. Como se usa aquí, "valores por defecto" significará 
cualquier conjunto de valores o parámetros que originalmente se cargan con el software cuando se inicializa por 
primera vez.

Las técnicas estándar de ADN recombinante y de clonación molecular usadas en la presente invención son bien 35
conocidas en la técnica y son descritas por Sambrook, J. y Russell, D., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
tercera edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (2001); y por Silhavy, T. J., Bennan, 
M. L. y Enquist, L. W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY (1984); y por Ausubel, F. M. et. al., Short Protocols in Molecular Biology, 5ª Ed. Current Protocols, John Wiley 
and Sons, Inc., N.Y., 2002.40

La presente invención se refiere a células manipuladas genéticamente de bacterias que utilizan xilosa, y en 
particular Zymomonas o Zymobacter que han mejorado la utilización de xilosa cuando se fermentan en medios que 
contienen xilosa. Un reto para mejorar la producción de etanol por fermentación de un biocatalizador en medios que 
incluyen hidrolizado de biomasa, producido típicamente por pretratamiento y sacarificación de biomasa, es la 
obtención de la utilización óptima de la xilosa. La xilosa es uno de los azúcares de pentosa predominantes en la 45
biomasa lignocelulósica hidrolizada, siendo el otro la arabinosa. Los solicitantes han descubierto que la modificación
del gen pnp endógeno, en combinación con el aumento de la expresión de ribosa-5-fosfato isomerasa y en 
presencia de actividad de xilosa isomerasa no limitante, en células que utilizan xilosa conduce a un aumento en la 
eficiencia de la utilización de la xilosa y, por tanto, a mayores rendimientos de etanol cuando la fermentación es en 
un medio que contiene xilosa.50

Modificación del gen pnp endógeno

La presente invención se dirige a células de Zymomonas o Zymobacter que utilizan xilosa modificada genéticamente 
que tienen un gen pnp endógeno modificado. La región de codificación del gen pnp endógeno codifica una proteína 
con actividad de polinucleótido fosforilasa. La proteína codificada también se llama polirribonucleótido 
nucleotidiltransferasa. Se encontró aquí que modificaciones en la región de codificación del gen pnp endógeno 55
mejoran la utilización de xilosa en células de Zymomonas manipuladas por ingeniería genética que se diseñan 
adicionalmente como se describe más adelante.

Cualquier gen de Zymomonas o Zymobacter que se identifica como codificador de una proteína con actividad de 
polinucleótido fosforilasa o de polirribonucleótido nucleotidiltransferasa, puede proporcionar el gen endógeno pnp 
diana para la modificación como se describe en el presente texto. La región de codificación de pnp de la cepa ZM4 60
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de Zymomonas mobilis tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1. Las regiones de codificación de pnp endógeno
conocidas procedentes de otras cepas de Zymomonas tienen secuencias con identidades con la SEQ ID NO: 1 del 
99% (Z. mobilis NCIMB 11163; SEQ ID NO: 3), 98% (Z. mobilis ATCC 10988; SEQ ID NO: 5) y 83% (Z. mobilis
pomaceae ATCC 29192; SEQ ID NO: 7). Cualquiera de estas secuencias, o cualquier secuencia con al menos 
aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad con una cualquiera de estas secuencias e identificada 5
como codificadora de una polinucleótido fosforilasa o polirribonucleótido nucleotidiltransferasa se puede usar como 
diana para la modificación como se describe más adelante. Las secuencias del gen pnp endógeno diana adicionales 
se pueden identificar usando el análisis BLAST u otros análisis de comparación de secuencias que son bien 
conocidos por los expertos en la técnica.

En las células presentes, la región de codificación de pnp se modifica para acortar la región de codificación en el 10
extremo 3', dando como resultado la expresión de una proteína truncada C-terminal, en comparación con la proteína 
codificada de forma natural. La polinucleótido fosforilasa codificada nativa de Zymomonas mobilis es una proteína de 
aproximadamente 748 aminoácidos, que es cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 o cualquier secuencia con al 
menos 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad respecto a cualquiera de estas secuencias e identificada como 
polinucleótido fosforilasa o polirribonucleótido nucleotidiltransferasa. En una realización, la proteína truncada 15
expresada a partir de la región de codificación de pnp modificada conserva al menos aproximadamente 350 
aminoácidos de la secuencia de aminoácidos N terminal codificada por el gen endógeno que codifica la
polinucleótido fosforilasa, que son aminoácidos N terminales nativos. La proteína truncada conserva al menos 
aproximadamente 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 
540, 550. 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700 o 710 de los aminoácidos N-20
terminales nativos.

En una realización, la modificación genética a la región de codificación de pnp endógeno añade una secuencia de 
codificación para aminoácidos no nativos adyacentes a, y en marco con, la región de codificación nativa truncada de 
forma que se produce una proteína de fusión. Por ejemplo, la región de codificación para adicionalmente entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 20 aminoácidos, que no están codificados por el gen endógeno, se puede 25
añadir adyacente a, y en marco con, la región de codificación nativa truncada produciendo una proteína de fusión
que tiene hasta aproximadamente 20 aminoácidos no nativos en el término C. La proteína truncada C-terminal es 
entonces parte de la proteína de fusión. En diversas realizaciones pueden haber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o más aminoácidos no nativos en el extremo C-terminal. Algunos ejemplos no 
limitantes de proteínas de fusión que pueden resultar de la modificación genética de un gen endógeno que codifica 30
polinucleótido fosforilasa incluyen proteínas que: 1) conservan 709 aminoácidos N-terminales nativos e incluyen 14 
aminoácidos C-terminales adicionales (SEQ ID NO: 9); 2) conservan 695 aminoácidos N-terminales nativos e 
incluyen 2 aminoácidos C-terminales adicionales (SEQ ID NO: 10); 3) conservan 368 aminoácidos N-terminales 
nativos e incluyen 10 aminoácidos C-terminales adicionales (SEQ ID NO: 11); y 4) conservan 32 aminoácidos N-
terminal nativos e incluyen 17 aminoácidos C-terminales adicionales (SEQ ID NO: 12).35

La región de codificación de pnp endógeno puede modificarse como se ha descrito antes por cualquier método 
conocido por un experto en la técnica. Típicamente, la región de codificación es señalada por secuencias de ADN de 
dirección de recombinación que son porciones de la región de codificación de pnp y puede incluir ADN genómico 
adyacente circundante. Las secuencias de ADN de dirección de recombinación dirigen la inserción directa de 
secuencias de ADN unidas por ellas en el gen pnp endógeno por recombinación homóloga. En una realización la 40
secuencia de ADN unida incluye una secuencia de codificación para hasta aproximadamente 20 aminoácidos que 
está diseñada para estar en marco de lectura con una posición en la región de codificación de pnp nativo, como se 
ha descrito anteriormente, después de la integración por recombinación homóloga. Alternativamente, toda la región 
de codificación de pnp nativa puede ser reemplazada, usando recombinación homóloga, con una región de 
codificación diseñada para producir una proteína con un truncamiento C-terminal como se ha descrito anteriormente. 45
Además, la región de codificación de sustitución puede codificar aminoácidos no nativos adicionales en el término C 
de la proteína como se ha descrito anteriormente, dando como resultado la producción de una proteína de fusión.

Zymomonas o Zymobacter que utilizan xilosa de manipulación genética

El gen pnp endógeno se modifica en una célula de Zymomonas o Zymobacter que contiene una ruta metabólica de 
xilosa que confiere la capacidad de utilizar xilosa para la producción de etanol. Zymobacter palmae es una bacteria 50
productora de etanol que ha sido manipulada genéticamente para la utilización de xilosa expresando genes para la 
utilización de xilosa como se describe a continuación para Zymomonas, usando gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa de Z. mobilis y promotores de enolasa (Yanase et al. Applied and Environmental Microbiology 
(2007) 73: 2592 - 2599).

Las cepas de Zymomonas, tales como Z. mobilis, han sido manipuladas para la fermentación de xilosa para dar 55
etanol. Típicamente se han introducido cuatro genes en Z. mobilis para la expresión de cuatro enzimas implicadas 
en el metabolismo de la xilosa formando una ruta metabólica de xilosa en la célula (Figura 1 en negrita) como se 
describe en la patente de EE.UU. nº 5.514.583, patente de EE. UU. nº 5.712.133, patente de EE. UU. nº 6.566.107, 
documento WO 95/28476, Feldmann et al. ((1992) Appl. Microbiol. Biotechnol. 38: 354 - 361), y Zhang et al. ((1995) 
Science 267: 240 - 243). Estos incluyen genes que codifican xilosa isomerasa que cataliza la conversión de xilosa en60
xilulosa, y xilulocinasa que fosforila la xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato. Adicionalmente se expresan 
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transcetolasa y transaldolasa, dos enzimas de la ruta de pentosa fosfato que convierten xilulosa 5-fosfato en
productos intermedios que acoplan el metabolismo de la pentosa a la ruta glicolítica de Entner-Douderoff 
permitiendo el metabolismo de xilosa a etanol (véase la Figura 1). Las secuencias de ADN que codifican estas 
enzimas pueden obtenerse a partir de cualquiera de los numerosos microorganismos que pueden metabolizar la 
xilosa, tales como bacterias entéricas, y algunas levaduras y hongos. Las fuentes para las regiones de codificación 5
pueden incluir Xanthomonas, Klebsiella, Escherichia, Rhodobacter, Flavobacterium, Acetobacter, Gluconobacter, 
Rhizobium, Agrobacterium, Salmonella, Pseudomonads y Zymomonas. Se utilizan normalmente las regiones de 
codificación de E. coli.

Los genes endógenos pueden proporcionar parte de una ruta de fermentación de xilosa, o pueden alterarse por 
cualquier técnica de manipulación genética conocida para proporcionar una proteína con actividad enzimática útil 10
para el metabolismo de la xilosa. Por ejemplo, la transcetolasa endógena puede complementar otras actividades 
enzimáticas introducidas en la creación de una ruta de utilización de xilosa.

Las cepas de Zymomonas o Zymobacter que son diseñadas adicionalmente para utilizar otros azúcares que, como 
la xilosa, no son sustratos naturales, también se pueden usar en el presente procedimiento. Un ejemplo es una cepa 
de Z. mobilis diseñada para la utilización de arabinosa y se describe en la patente de EE.UU. nº 5.843.760. Las 15
cepas pueden modificarse de otras formas adicionales para mejorar la utilización de xilosa y la producción de etanol.

Aumento de la expresión de RPI

Las presentes células se diseñan adicionalmente para el aumento de la expresión de la actividad de ribosa-5-fosfato 
isomerasa (RPI). La RPI cataliza la interconversión de ribulosa-5-fosfato y ribosa-5-fosfato (véase la Figura 1). El 
aumentado de la expresión de RPI se describe en la solicitud de patente de EE. UU. 13/161734, de titularidad 20
común y co-pendiente, publicada como WO2012/006061, que describe el aumento de expresión de RPI que confiere 
una mayor eficacia de la utilización de xilosa asociada con la reducción de producción de ribulosa.

Se puede lograr una mayor expresión de RPI usando cualquier proteína o polipéptido con actividad de ribosa-5-
fosfato isomerasa en Zymomonas como se describe en la solicitud de patente de EE. UU. 13/161734, publicada 
como WO2012/006061. Los polipéptidos que tienen actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa tienen la clasificación 25
EC 5.3.1.6. Hay dos grupos de enzimas ribosa-5-fosfato isomerasa que se denominan RPI-A y RPI-B. Las enzimas 
RPI-B pertenecen a la familia RpiB/LacA/LAcB de azúcar-fosfato isomerasas. E. coli tiene ambos tipos de proteínas 
RPI que se anota como RPI-A. Sin embargo, la proteína RPI de Z. mobilis tiene una identidad de secuencia más 
cercana a la de la proteína RPI-B de E. coli (36%) que la proteína RPI-A de E. coli (20%). Otro análisis de RPIs
descritos en la solicitud de patente de EE.UU. 13/161734, publicada como WO2012/006061, puso la RPI de Z.30
mobilis en el grupo RPI-B.

Las secuencias de proteínas RPI que pueden usarse en las presentes células son muy diversas como se ejemplifica 
por las proteínas RPI de Z. mobilis y E. coli (SEQ ID NO: 14 y 16, respectivamente; regiones de codificación SEQ ID 
NO: 13 y 15, respectivamente). Las proteínas RPI que pueden usarse en los presentes microorganismos se pueden 
identificar usando análisis bioinformático. La identificación utilizando un análisis bioinformático de estructura/función 35
basado en Modelo de Markov de Perfil Oculto (usando el algoritmo hmmsearch del paquete de software HMMER; 
Janelia Farm Research Campus, Ashburn, VA), la identificación de residuos de sitio activo y el cribado de 
aminoácidos de identificación adicional se describen en el Ejemplo 8 de la solicitud de patente de EE.UU. USSN 
13/161734, publicada como WO2012/006061.

Se describen ejemplos de proteínas RPI-A y RPI-B que se adaptan a estos criterios y que pueden usarse en los 40
presentes microorganismos, en la solicitud de patente de EE.UU. USSN 13/161734, publicada como US2012
0156746A1.

Los RPI adicionales pueden identificarse fácilmente en la bibliografía y en bases de datos de bioinformática, como 
es bien conocido por un profesional experto en la materia y como se ha descrito anteriormente. La identificación de 
proteínas y/o secuencias de codificación utilizando bioinformática es típicamente a través de BLAST (descrito45
anteriormente) buscando bases de datos disponibles para el público con secuencias de aminoácidos de RPI o
secuencias de codificación, tales como las que se proporcionan en el presente texto. Las identidades se basan en el 
método Clustal W de alineación usando los parámetros por defecto de GAP PENALTY = 10, GAP LENGTH 
PENALTY = 0,1 y la serie Gonnet 250 de matriz de peso de proteína.

En la presente célula, se hace una modificación genética que incrementa la actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa50
en comparación con la actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa de la célula que carece de la modificación genética. 
El aumento de la expresión de la actividad de RPI puede obtenerse expresando una molécula de ADN aislada que 
codifica una proteína que tiene actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa que es activa en la célula huésped. Las 
proteínas útiles con actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa pertenecen a la clasificación EC 5.3.1.6 e incluyen las 
proteínas ribosa-5-fosfato isomerasa A y ribosa-5-fosfato isomerasa B que se describen anteriormente.55

Cualquier método para aumentar la actividad de una enzima en una célula puede usarse para aumentar la actividad 
de RPI. Tales métodos son bien conocidos por los profesionales expertos en la técnica e incluyen el aumento del 
número de copias del gen de codificación y/o expresión por un gen que contiene un promotor de expresión elevada. 
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Las cepas presentes pueden diseñarse para el aumento de la expresión de un región de codificación de RPI 
endógena, y/o expresión de una región de codificación de RPI heteróloga introducida para dar un aumento de 
actividad enzimática. Además, la actividad de RPI puede aumentarse por mutación y cribado de genes mutados 
expresados para identificar las células que tienen mayor actividad.

Típicamente, el aumento de expresión de RPI se logra por transformación con una molécula de ADN que codifica 5
RPI que está operativamente unida a un promotor en un gen u operón quimérico. Las secuencias de codificación 
para RPIs que se pueden usar incluyen cualquier secuencia que codifican las proteínas RPI-A y RPI-B descritas 
anteriormente.

Cuando se usa una región de codificación heteróloga, la secuencia puede ser de codón optimizado para una 
máxima expresión en la célula huésped diana, como es bien conocido por los expertos en la técnica. Si el codón de 10
iniciación nativo es GTG, puede cambiarse a ATG para una mayor expresión de proteína. Los métodos para la 
expresión génica en bacterias son bien conocidos en la técnica. La expresión de genes en bacterias requiere 
típicamente un promotor, unido operativamente a una región de codificación de interés, y un terminador 
transcripcional. Los promotores que pueden usarse son promotores que se expresan en células de Zymomonas o 
Zymobacter tales como los promotores del gen de  gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (promotor GAP, Pgap) de 15
Z. mobilis, del gen de enolasa de Z. mobilis (promotor ENO; Peno), y del gen que codifica la xilosa isomerasa de 
Actinoplanes missouriensis (promotor GI, Pgi). Los promotores de expresión particularmente elevada que pueden 
usarse son los promotores de Pgap con mutaciones que causan expresión elevada como se describe en la patente de 
EE.UU. 7.998.722.

Un gen quimérico o un operón para la expresión de RPI se construye típicamente en, o se transfiere a, un vector 20
para otras manipulaciones. Los vectores son bien conocidos en la técnica. Ciertos vectores son capaces de 
replicarse en una amplia gama de bacterias huésped y se pueden transferir por conjugación. La secuencia completa 
y anotada de pRK404 y tres vectores relacionados: pRK437, pRK442, y pRK442 (H) están disponibles. Estos 
derivados han demostrado ser herramientas valiosas para manipulación genética en bacterias gram-negativas (Scott 
et al., Plasmid 50 (1): 74 - 79 (2003)).25

Son particularmente útiles para la expresión en Zymomonas los vectores que pueden replicarse tanto en E. coli
como en Zymomonas, tal como pZB188 que se describe en la patente de EE.UU. 5.514.583.

Los vectores pueden incluir plásmidos para la replicación autónoma en una célula, y plásmidos para llevar los 
constructos que se han de integrar en genomas bacterianos. Los plásmidos para la integración de ADN pueden 
incluir transposones, regiones de secuencia de ácido nucleico homóloga respecto al genoma bacteriano diana, u 30
otras secuencias que soportan la integración. Un tipo de vector adicional puede ser un transposoma producido 
usando, por ejemplo, un sistema que está disponible comercialmente de EPICENTRE®. Es bien sabido cómo elegir 
un vector apropiado para el huésped diana deseado y la función deseada.

Las células bacterianas pueden ser manipuladas genéticamente introduciendo un vector que tiene un gen quimérico 
que comprende una región de codificación de RPI por métodos bien conocidos, tales como usar la transformación 35
congelación-descongelación, la transformación mediada por calcio, la electroporación, o la conjugación. Cualquier 
célula bacteriana a manipular para mejorar la utilización de xilosa aumentando la expresión de una enzima RPI es 
una célula huésped diana para transformación para diseñar una cepa tal como se describe en la presente memoria. 
Son células huésped particularmente adecuadas las células de Zymomonas y Zymobacter. El gen quimérico 
introducido puede mantenerse en la célula en un plásmido de replicación estable, o integrarse en el genoma 40
después de la introducción.

Para construir una cepa con un gen quimérico o un operón de RPI integrado en el genoma de la célula bacteriana, 
pueden ser utilizados métodos que son bien conocidos en la técnica tales como recombinación homóloga, inserción 
de transposones o inserción de transposoma. En la recombinación homóloga, las secuencias de ADN que flanquean 
un sitio de integración diana se ponen uniendo un gen de resistencia a la espectinomicina, u otro marcador 45
seleccionable, y el gen quimérico RPI que da lugar a la inserción del marcador seleccionable y el gen quimérico RPI 
en el sitio genómico diana. Además, el marcador seleccionable puede limitarse por sitios de recombinación
específicos del sitio, de modo que después de la expresión de la correspondiente recombinasa específica del sitio, el 
gen de resistencia es escindido del genoma.

Además, el promotor del gen que expresa RPI endógeno puede ser reemplazado por un gen expresado de forma 50
más elevada para aumentar la actividad de RPI en la célula. Esto puede conseguirse mediante recombinación 
homóloga usando vectores y métodos que se han descrito anteriormente.

Actividad de xilosa isomerasa

Las presentes células tienen un nivel de actividad de xilosa isomerasa que no es limitante. La actividad de xilosa 
isomerasa (XI) es no limitante cuando no es la etapa limitante de la velocidad para la función de las rutas de 55
utilización de xilosa y de producción de etanol como se muestra en la Figura 1. La actividad de xilosa isomerasa no 
es limitante cuando un aumento en la actividad de xilosa isomerasa no mejora la utilización de xilosa y la producción 
de etanol. Esta situación indica que uno o más pasos de la ruta son limitantes. Como se encuentra aquí, la actividad 
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de xilosa isomerasa en células ZW658, medida usando un ensayo que incluye xilosa, NADH, MgSO4, trietanolamina 
y sorbitol deshidrogenasa que se describe en el Ejemplo 11 del presente texto, es de aproximadamente 0,25 µmoles
de producto/mg de proteína/minuto. Este nivel de actividad de xilosa isomerasa no es limitante en la cepa ZW658 
como se describe en Ejemplo 3 del presente texto. La cepa ZW658 es un precursor de la cepa ZW801-4 utilizada en 
el presente texto como se describe la sección de construcción de la cepa de Zymomonas mobilis, en el presente 5
texto. En una realización, la actividad de XI no limitante es mayor que aproximadamente 0,25 µmoles de 
producto/mg de proteína/minuto, medida en un extracto libre de células usando el ensayo descrito en el Ejemplo 11 
en el presente texto. La actividad de XI no limitante puede ser mayor que aproximadamente 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 
0,45, o 0,5 µmoles de producto/mg de proteína/minuto.

Cuando la actividad de XI es limitante en una célula, la célula puede ser manipulada genéticamente para tener10
actividad de XI no limitante aumentando el nivel de expresión de una enzima XI o introduciendo la expresión de una 
enzima XI más altamente activa. El aumento del nivel de expresión puede ser por cualquier método conocido por un 
experto en la técnica tal como el aumento del número de copias de un gen que codifica XI o utilizando un promotor 
más altamente activo para expresar una enzima XI.

Por ejemplo, se puede expresar una región de codificación de XI utilizando un promotor mutado que tiene un nivel 15
de expresión aumentado en comparación con el promotor no mutado. Un ejemplo de un promotor de alta expresión 
mutado es el promotor mutado del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis que se describe en 
el documento US 7.989.206, denominado en el presente texto promotor Super GAP (PgapS).

Las enzimas xilosa isomerasa que pueden proporcionar alta actividad por expresión en múltiples copias o a partir de 
un promotor de alta expresión mutado son cualquiera de las descritas en el documento US 7.998.722. Como se 20
describe allí, las enzimas xilosa isomerasas pertenecen a EC 5.3.1.5 y pueden identificarse utilizando un perfil HMM 
(descrito antes para RPI) y además cuatro aminoácido del sitio catalítico que se ha encontrado que son 
característicos de las xilosa isomerasas.

Alternativamente, o además, se puede obtener una actividad de XI elevada expresando una enzima XI que tiene 
actividad más alta en las células de Zymomonas que en la XI de E. coli utilizada comúnmente. La publicación de 25
solicitud de patente de los EE. UU. US20110318801 describe que las enzimas de xilosa isomerasa identificadas por 
EC 5.3.1.5 y que pertenecen al Grupo I tienen mayor actividad que la XI de E. coli, que pertenece al Grupo II. 
Además, una XI del Grupo I puede expresarse a partir de un promotor de la expresión elevada mutado, como se 
describió anteriormente, para obtener una alta actividad de XI en una célula huésped.

Las xilosa isomerasas del Grupo I, como se describe en la publicación de solicitud de patente de EE.UU. 30
US20110318801, se refieren a una xilosa Isomerasa que pertenece al Grupo I como se define por al menos uno de 
los criterios siguientes: a) cae dentro de un agrupamiento de identidad de secuencia de umbral 50% que incluye la 
XI de A. missouriensis que se prepara utilizando análisis de bioinformática filogenético molecular como en el Ejemplo 
4 de la publicación de solicitud de patente de EE.UU. US20110318801; b) se ajusta sustancialmente a los 
aminoácidos para el Grupo I en las posiciones que determinan la especificidad (SDP) identificados usando el análisis 35
GroupSim de los conjuntos del Grupo I y II determinados a partir del análisis filogenético molecular en el Ejemplo 4 
de la publicación de solicitud de patente de EE. UU. US20110318801; y/o c) tiene un valor E de 1 E-15 o menos 
cuando se inquiere usando un modelo oculto de Markov de perfil preparado como se describe en el Ejemplo 4 de la 
publicación de solicitud de patente de EE.UU. US20110318801. Por ejemplo la XI de Actinoplanes missouriensis
(por ejemplo, SEQ ID NO: 18) fue identificada como perteneciente al Grupo I y cuando se expresa en células de 40
Zymomonas mobilis proporciona una mayor actividad que la que expresó similarmente XI de E. coli.

Los genes quiméricos, vectores, transformación, integración, optimización de codones y expresión de XI son como 
se describen para RPI anteriormente y son bien conocidos por un experto en la técnica.

Aumento de la expresión de RPE

En una forma de realización, las células presentes se diseñan adicionalmente para incrementar la expresión de la 45
actividad de la ribulosa-fosfato 3-epimerasa (RPE). La RPE cataliza la interconversión de D-ribulosa 5-fosfato y D-
xilulosa 5-fosfato (véase la Figura 1) y se clasifica como EC 5.1.3.1. Se realiza al menos una modificación genética 
que aumenta la actividad de RPE en la célula en comparación con la actividad de RPE en la célula que carece de la 
modificación genética. Las modificaciones para aumentar la expresión son las descritas anteriormente para RPI, y 
pueden usar cualquier enzima que pertenezca a EC 5.1.3.1 con actividad de RPE. Por ejemplo, pueden expresarse 50
en la célula copias adicionales de la RPE de Z. mobilis (SEQ ID NO: 20; secuencia de codificación SEQ ID NO: 19), 
o se puede expresar una región codificadora de RPE a partir de un promotor de expresión elevada.

Fermentación de una cepa mejorada que utiliza xilosa

Las presentes células Zymomonas o Zymobacter que utilizan xilosa manipulada genéticamente pueden usarse en la 
fermentación para producir etanol. Como ejemplo, se describe la producción de etanol por una cepa de Z. mobilis de 55
la invención.
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Para la producción de etanol, la Z. mobilis que utiliza xilosa recombinante que tiene actividad de RPI incrementada, 
actividad de XI no limitante y modificación del gen pnp endógeno, se pone en contacto con medio que contiene 
xilosa. La xilosa puede ser el único azúcar, pero típicamente el medio contiene una mezcla de azúcares incluyendo 
xilosa y glucosa. El medio puede contener hidrolizado de biomasa que incluye estos azúcares que se derivan de la 
biomasa celulósica o lignocelulósica tratada.5

Cuando la concentración de azúcares mixtos es tan alta que se inhibe el crecimiento, el medio incluye sorbitol, 
manitol, o una mezcla de los mismos como se describe en el documento US 7.629.156 de propiedad común. El 
galactitol o el ribitol pueden reemplazar o combinarse con sorbitol o manitol. Las células Z. mobilis crecen en el 
medio en el que tiene lugar la fermentación y se produce etanol. La fermentación se conduce sin aire suplementario, 
oxígeno u otros gases (que pueden incluir condiciones tales como fermentación anaerobia, microaerobia o 10
microaerofílica), durante al menos aproximadamente 24 horas, y puede funcionar durante 30 o más horas. El tiempo 
para alcanzar la máxima producción de etanol es variable, dependiendo de las condiciones de fermentación. 
Típicamente, si están presentes inhibidores en el medio, se requiere un periodo de fermentación más largo. Las 
fermentaciones pueden llevarse a cabo a temperaturas que están entre aproximadamente 30ºC y aproximadamente 
37ºC, a un pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,5.15

Las presentes células de Z. mobilis pueden crecer en medio que contiene azúcares mixtos incluyendo xilosa en 
fermentadores a escala de laboratorio, y en fermentación a mayor escala en donde se producen cantidades 
comerciales de etanol. Cuando se desea una producción comercial de etanol, se pueden aplicar diversas 
metodologías de cultivo. Por ejemplo, la producción a gran escala a partir de las presentes células de Z. mobilis
puede producirse mediante metodologías de cultivo por lotes o tandas y cultivo continuo. Un método clásico de 20
cultivo por tandas es un sistema cerrado en el que la composición del medio se ajusta al principio del cultivo y no se 
somete a alteraciones artificiales durante el proceso de cultivo. Así pues, al comienzo del proceso de cultivo el medio 
se inocula con el organismo deseado y se permite que se produzca el crecimiento o la actividad metabólica sin 
añadir nada al sistema. Típicamente, sin embargo, un cultivo "discontinuo o por tandas" es por tandas con respecto 
a la adición de fuente de carbono y a menudo se hacen intentos en factores de control tales como el pH y la 25
concentración de oxígeno. En sistemas por tandas, las composiciones de metabolito y biomasa del sistema cambian 
constantemente hasta el momento en que se termina el cultivo. Dentro de los cultivos por tandas, las células se 
moderan a través de una fase estática de retardo hasta una fase logarítmica de alto crecimiento y finalmente a una 
fase estacionaria en la que la velocidad de crecimiento disminuye o se detiene. Si no se tratan, las células en la fase 
estacionaria morirán finalmente. Las células en fase logarítmica son a menudo responsables de la mayor parte de la 30
producción de producto final o intermedio en algunos sistemas. Se puede obtener en otros sistemas la producción 
en fase estacionaria o post-exponencial.

Una variación del sistema de lotes estándar es el sistema Fed-Batch o de lote alimentado. Los procedimientos de 
cultivo de lote alimentado son también adecuados para el crecimiento de las presentes células Z. mobilis y 
comprenden un sistema de lotes típico con la excepción de que el sustrato se añade en incrementos a medida que 35
el cultivo progresa. Los sistemas de lote alimentado son útiles cuando la represión de los catabolitos es apta para 
inhibir el metabolismo de las células y donde es deseable tener cantidades limitadas de sustrato en el medio. La 
medida de la concentración de sustrato real en sistemas de lote alimentado es difícil y por lo tanto se estima 
basándose en los cambios de factores medibles tales como el pH y la presión parcial de gases residuales tales 
como el CO2. Los métodos de cultivo por lotes y de lote alimentado son habituales y bien conocidos en la técnica y 40
se pueden encontrar ejemplos en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Crueger, Crueger y Brock, 
segunda edición (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA, o Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. 
Biotechnol., 36, 227, (1992).

La producción comercial de etanol puede realizarse también con un cultivo continuo. Los cultivos continuos son 
sistemas abiertos en los que continuamente se añade a un biorreactor un medio de cultivo definido, y 45
simultáneamente se elimina una cantidad igual de medio acondicionado para su procesamiento. Los cultivos 
continuos generalmente mantienen las células a una densidad de fase líquida constante alta, en la que las células 
están principalmente en crecimiento en fase logarítmica. Alternativamente, se puede practicar el cultivo continuo con 
células inmovilizadas en las que se añaden continuamente carbono y nutrientes, y los productos valiosos, los 
subproductos o los productos residuales se retiran continuamente de la masa celular. La inmovilización de las 50
células puede realizarse utilizando una amplia gama de soportes sólidos compuestos de materiales naturales y/o 
sintéticos, como conoce un experto en la técnica.

El cultivo continuo o semicontinuo permite la modulación de un factor o cualquier número de factores que afectan al 
crecimiento celular o a la concentración final del producto. Por ejemplo, un método mantendrá un nutriente limitante 
tal como la fuente de carbono o el nivel de nitrógeno a una tasa fija y permitirá moderar todos los demás parámetros. 55
En otros sistemas, una serie de factores que afectan al crecimiento pueden ser alterados continuamente mientras 
que la concentración celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas continuos se 
esfuerzan por mantener las condiciones de crecimiento en estado estacionario y por ello la pérdida de células debida 
al medio que se saca debe equilibrarse con la velocidad de crecimiento celular en el cultivo. Los métodos de 
modulación de nutrientes y factores de crecimiento para procesos de cultivo continuos así como técnicas para 60
maximizar la velocidad de formación de producto son bien conocidos en la técnica de la microbiología industrial y se 
detalla una amplia variedad de métodos en Brock, supra.
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Particularmente adecuado para la producción de etanol es un régimen de fermentación como el que sigue. Las 
células deseadas de Z. mobilis de la presente invención se hacen crecer en matraces de agitación en medio semi-
complejo a una temperatura de aproximadamente 30ºC a aproximadamente 37ºC, con agitación, a 
aproximadamente 150 rpm, en agitadores orbitales, y después se transfieren a un fermentador de siembra de 10 L 
que contiene un medio similar. El cultivo de siembra se hace crecer en el fermentador de siembra de forma 5
anaerobia hasta que el valor de la DO600 está entre 3 y 6, cuando se transfiere al fermentador de producción en el 
que se optimizan los parámetros de fermentación para la producción de etanol. Los volúmenes de inóculo típicos 
transferidos desde el tanque de siembra al tanque de producción están entre aproximadamente el 2% y 
aproximadamente el 20% v/v. El medio de fermentación típico contiene componentes del medio mínimos tales como 
fosfato de potasio (1,0 - 10,0 g/L), sulfato de amonio (0 - 2,0 g/L), sulfato de magnesio (0 - 5,0 g/L), una fuente de 10
nitrógeno compleja tal como productos basados en extracto de levadura o soja (0 - 10 g/L). Una concentración final 
de aproximadamente 5 mM de sorbitol o manitol está presente en el medio. Azúcares mixtos que incluyen xilosa y al 
menos un azúcar adicional tal como glucosa (o sacarosa), proporcionando una fuente de carbono, se añaden 
continuamente al recipiente de fermentación al agotarse la fuente de carbono añadida inicialmente (50-200 g/L) para 
maximizar la velocidad del etanol y el título. Las velocidades de alimentación de la fuente de carbono se ajustan 15
dinámicamente para asegurar que el cultivo no está acumulando glucosa en exceso, lo que podría conducir a la 
acumulación de subproductos tóxicos tales como el ácido acético. Con el fin de maximizar el rendimiento de etanol 
producido a partir del sustrato utilizado, el crecimiento de biomasa se restringe por la cantidad de fosfato que se 
añade inicialmente al lote o bien que se alimenta en el curso de la fermentación. La fermentación se controla a pH 
5,0 - 6,0 usando una solución cáustica (tal como hidróxido amónico, hidróxido potásico o hidróxido sódico) y ácido 20
sulfúrico o o bien ácido fosfórico. La temperatura del fermentador se controla entre 30°C y 35°C. Con el fin de 
minimizar la formación de espuma, se añaden al recipiente según sea preciso agentes antiespumantes (cualquier 
clase basada en silicona, base orgánica, etc.). Un antibiótico, para el cual hay un marcador resistente a los 
antibióticos en la cepa, tal como kanamicina, puede usarse opcionalmente para reducir la contaminación al mínimo.

Cualquier conjunto de condiciones descritas anteriormente, y adicionalmente variaciones en estas condiciones que 25
son bien conocidas en la técnica, son condiciones adecuadas para la producción de etanol por células Zymomonas
recombinantes que utilizan xilosa.

Ejemplos

La presente invención se define con más detalle en los Ejemplos que siguen. Debe entenderse que estos Ejemplos, 
aunque indican realizaciones preferidas de la invención, se dan solamente a título de ilustración.30

Métodos generales

Las técnicas estándar de ADN recombinante y clonación molecular usadas aquí son bien conocidas en la técnica y 
son descritas por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, 
Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989) (en lo sucesivo "Maniatis"); y por Silhavy, T. J., 
Bennan, M. L. y Enquist, L. W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, 35
NY (1984); y por Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, publicado por Greene Publishing 
Assoc. y Wiley - Interscience, Hoboken, NJ (1987).

El significado de las abreviaturas es como sigue: "kb" significa kilobase(s), "bp" significa pares de bases, "nt" 
significa nucleótido(s), "hr" significa hora(s), "min" significa minuto(s), "L" significa litro(s), "ml" significa mililitro(s), "µl" 
significa microlitro(s), “µg" significa microgramo(s)," ng" significa nanogramo(s),"mM" significa milimolar, "µM"40
significa micromolar, "nm" significa nanómetro(s), “µmol” significa micromol(es), “pmol” significa picomol(es), “Cm” 
significa cloranfenicol, "Cms" significa sensible al cloranfenicol, "Specr" o "Spec-R" significa resistencia a la 
espectinomicina, "Sps" significa espectinomicina, "XI" es xilosa isomerasa, "XK" es xilulocinasa, "TAL" es 
transaldolasa, "TKT" es transcetolasa, "DO600" significa densidad óptica medida a una longitud de onda de 600 nm, 
PCR significa reacción en cadena de la polimerasa, “kDa" significa kilodalton(s), "g" significa la constante de 45
gravitación, "bp" significa par(es) de bases, "kbp" significa kilopar(es) de bases, "HPLC" significa cromatografía 
líquida de alto rendimiento y "GC" significa cromatografía de gases, "RM" significa medio rico que contiene 10 g/L de 
extracto de levadura más 2 g/L de KH2PO4, "MM" significa medio de acoplamiento que contiene 10 g/L de extracto 
de levadura, 5 g/L de triptona, 2,5 g/L de (NH4)2SO4 y 0,2 g/L de KH2 PO4.

Transformación de Z. mobilis50

Se introdujo ADN de plásmido replicante y no replicante en Z. mobilis usando electroporación, esencialmente como 
se describe en el documento US 5.514.583.

De forma resumida, las reacciones de transformación de 50 µl contenían ~ 1010 células/ml en glicerol al 10% (v/v) y 
~ 0,5 - 2,0 mg de ADN de plásmido no metilado que se aisló de E. coli SCS110. Las reacciones de control se 
trataron de forma idéntica, pero no recibieron ningún ADN plasmídico. Los ajustes para el electroporador eran 16 55
kv/cm, 200 Ω y 25 µF, y el ancho mínimo de la cubeta era 0,1 cm. Después de la electroporación, las reacciones de 
transformación se diluyeron con medio MMG (50 g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de triptona, 
2,5 g/L de (NH4)2SO4, 0,2 g/L de K2HPO4 y 1 mM MgSO4) y las células se dejaron recuperar a 30ºC antes de 
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ponerlas en placas sobre medio MMG que contenía 1,5% de agar (placa de agar MMG) con o sin antibióticos como 
se indica. Las placas se incubaron en una cámara anaeróbica a 30°C hasta la aparición de colonias. En los 
Ejemplos que siguen se describen detalles adicionales.

Experimentos en matraces de agitación

A menos que se indique otra cosa, todos los experimentos descritos a continuación se llevaron a cabo a 30°C en 5
matraces de agitación (tubos de ensayo de 15 ml de forma cónica con tapa suelta sin apretar) usando medios 
sintéticos que contenían glucosa o xilosa como única fuente de carbono. El medio mRM3-G10 contiene 10 g/L de 
extracto de levadura, 2 g/L de K2HPO4, 1 g/L de MgSO4 (7H2O) y 100 g/L de glucosa. El medio mRM3-X10 es 
idéntico pero contiene 100 g/L de xilosa en vez de glucosa. El crecimiento celular se monitorizó mediante 
espectrofotometría siguiendo los cambios en la densidad óptica a 600 nm en función del tiempo. En las leyendas del 10
texto y de las figuras, “OD”, "DO" o "DO600" significa densidad óptica a 600 nm. A los intervalos indicados durante 
los estudios de crecimiento en matraz de agitación, se retiraron partes alícuotas de los cultivos de 1,0 ml para 
análisis por HPLC usando un aparato Agilent 1100 equipado con un detector de índice de refracción (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA) para determinar las concentraciones de glucosa, xilosa, ribulosa y etanol que estaban 
presentes en el caldo de fermentación. Antes del análisis por HPLC, las células fueron eliminadas por centrifugación 15
y el sobrenadante se filtró a través de un filtro de tubo de centrífuga Spin-X de acetato de celulosa de 0,22 µm 
(Costar, número de catálogo 8160) para eliminar partículas pequeñas. Los compuestos se separaron en una 
columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) que funcionó a 55ºC bajo condiciones isocráticas usando una velocidad de 
flujo de 0,6 ml/min y H2SO4 0,01 N como fase móvil. Se usaron patrones auténticos de concentración conocida para 
cuantificar los picos de interés y todos los resultados se expresan en g/L.20

Construcción de la cepa de Zymomonas mobilis

En el documento US 7.741.119 se proporciona descripción detallada de la construcción de la cepa recombinante 
que utiliza xilosa, ZW801-4, a partir de la cepa madre de tipo silvestre, ZW1. La cepa ZW801-4 se derivó a partir de 
la cepa ZW800, que se derivó de la cepa ZW658, todo ello como se describe en el documento US 7.741.084.

Se construyó ZW658 integrando dos operones, PgapxylAB y Pgaptaltkt, que contienen cuatro genes que utilizan xilosa 25
que codifican xilosa isomerasa (xylA), xilulocinasa (xylB), transaldolasa (tal) y transcetolasa (tkt), con regiones de 
codificación de genes de E. coli, en el genoma de ZW1 (cambio de denominación de la cepa ZM4; ATCC 31821) a 
través de eventos de transposición secuencial seguido por la adaptación en medio selectivo que contiene xilosa para 
producir la cepa X13L3, que fue renombrada ZW641. Una posterior adaptación de ZW641 sobre medios de 
crecimiento que contienen xilosa dio lugar a ZW658, que crece mucho mejor en xilosa y se depositó al amparo del30
Tratado de Budapest como ATCC PTA-7858. Como se describe en el documento US 7.989.206 de propiedad 
común, ZW658 tiene mucha más actividad de xilosa isomerasa debido a una mutación puntual en el promotor (Pgap) 
que expresa la región de codificación xylA. Este promotor (SEQ ID NO: 21), denominado en el presente texto 
promotor 801 GAP o bien promotor Super GAP o Pgaps, tiene una "T" en vez de una "G" en la posición 116 en la SEQ 
ID NO: 21, cuando se compara con el nativo Pgap en ZW641 (el promotor 641 GAP). El PgapS tiene una fuerza de 35
expresión de 3 a 4 veces más alta que la Pgap en Z. mobilis.

En ZW658, el gen que codifica glucosa-fructosa oxidorreductasa fue inactivado por inserción usando recombinación 
homóloga de doble entrecruzamiento mediada por el huésped, recombinación homóloga y resistencia a 
espectinomicina como marcador seleccionable para crear la cepa ZW800. El marcador de resistencia a la 
espectinomicina, que estaba limitado por sitios IoxP, se eliminó por recombinación específica del sitio usando Cre 40
recombinasa para crear la cepa ZW801-4.

Preparación de extractos libres de células de Zymomonas para ensayo enzimático

Las células se hicieron crecer en 50 ml de RM + 2% de glucosa a 30°C durante la noche hasta una DO600 de 1,0 -
1,2. Las células se recolectaron por centrifugación a 4500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se desechó y 
el sedimento celular se lavó con 25 ml de tampón de sonicación enfriado con hielo (Tris 10 mM, pH 7,6, MgCl2 10 45
mM), seguido de centrifugación a 4500 rpm durante 10 min. El sedimento se resuspendió en 2,0 - 2,5 ml de tampón 
de sonicación más ditiotreitol 1 mM. Se centrifugó una alícuota de 500 µl durante 1 min en una centrífuga eppendorf 
a 4ºC. La mayor parte del sobrenadante se desechó, dejando unos 10 - 20 µL para evitar que el sedimento se 
secase. Las células se congelaron y se almacenaron a aproximadamente 80ºC hasta que se ensayaron. Antes del 
ensayo, las células se descongelaron y se resuspendieron con 500 µL de tampón de sonicación más ditiotreitol 1 50
mM. La mezcla se sometió a sonicación 2x durante 45 segundos a un ciclo de trabajo del 62% y un control de salida 
de 2 usando un sonicador Branson 450, dejando enfriar las muestras aproximadamente entre 3 y 5 minutos entre las 
sonicaciones. Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 60 minutos en una microcentrífuga Beckman a 
4ºC. El sobrenadante se pasó a un nuevo tubo y se mantuvo a 4ºC. Se usó el ensayo Pierce BCA para determinar 
las concentraciones de proteína.55
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Ejemplo 1

Construcción de pMODlinker-Spec-GapRPi

El PMODLinker-Spec-GapRpi (Figura 2) es un plásmido que puede usarse para generar un transposón que contiene 
un casete de expresión de RPI de Z. mobilis y un casete de resistencia a Spec flanqueado lox. El casete de 
expresión de RPI de Z. mobilis se generó mediante PCR usando el plásmido pZB188aadA/Gap/Zymo RPI/EcoliSL 5
como molde. Este último plásmido se describe en el documento US 7.989.206. Contiene un casete de expresión 
para la ribosa 5-fosfato isomerasa (RPI) de Z-mobilis, que consiste en (de 5' a 3') una secuencia de promotor GAP 
641 de longitud completa, el marco de lectura abierto entero de la RPI de Z. mobilis (SEQ ID NO: 13), y la región de 
tallo-bucle XylA que está presente en la región intergénica del operón XylA/B de E. coli. La construcción de 
expresión de RPI entera descrita anteriormente (SEQ ID NO: 22) está situada entre los sitios NcoI y NotI únicos del 10
plásmido pZB188aadA/Gap/Zymo RPI/EcoliSL.

Se insertó un fragmento de ADN generado por PCR que contenía esta casete de expresión en pMOD-Linker-Spec, 
que también se describe en el documento US 7.989.206. El pMOD-Linker-Spec fue derivado del vector 
comercialmente disponible pMOD™-2 <MCS> Transposon Construction Vector (Nº de catálogo MOD0602;
EPICENTRE® Biotechnologies, Madison, WI). El sitio de multi-clonación original se reemplazó por sitios de 15
restricción únicos para AsiSi, FseI y SbfI. Un fragmento de ADN que confiere resistencia a espectinomicina (SpeCr) 
y tiene un sitio loxp de tipo silvestre en los dos extremos fue insertado entre los sitios AsiSI y FseI creando pMOD-
Linker-Spec.

El PMOD-Linker-Spec se digirió secuencialmente con Sbfl y FseI, y el fragmento de vector grande de 3,6 kb fue 
purificado a partir de un gel de agarosa al 1%. A continuación, el gen quimérico de RPI de Z. mobilis con su 20
promotor 641 GAP asociado y terminador Xyl A de E. coli fue amplificado por PCR a partir del plásmido 
pZB188aadA/Gap/Zymo RPI/EcoliSL usando el cebador PPI-F (SEQ ID NO: 23) y el cebador PPI-R-SbfI (SEQ ID 
NO: 24). El producto de PCR de 0,96 kpb resultante se cortó también con FseI y Sbfl, y el fragmento de ADN 
purificado se ligó después con el fragmento de vector pMOD-Linker-Spec digerido con Fsel/Sbfl para dar 
pMODlinker-Spec-GapRpi, que se muestra en la Figura 2.25

Ejemplo 2

Sobreexpresión de RPI en ZW801-4: Generación y caracterización de la cepa I

Un transposón generado a partir de pMODlinker-Spec-GapRpi (Ejemplo 1) fue introducido en la cepa ZW801-4 
(véase Métodos Generales) para aumentar la expresión de RPI. El elemento transponible en este plásmido que se 
integra aleatoriamente en el ADN después de la conversión en un transposoma es el fragmento de ADN entero que 30
está situado entre dos extremos de mosaico (ME) en el vector, que incluye tanto la casete de expresión de RPI de Z. 
mobilis como la casete Specr. El transposoma se generó in vitro esencialmente como se describe en el documento 
US 7.989.206 usando el protocolo general que se describe en el manual de instrucciones EPICENTRE® para el 
vector de construcción de transposón EZ :: TN ™ pMOD™ -2 <MCS> (Nº de cat. MOD0602 ). El transposoma 
resultante fue electroporado en células ZW801-4 y los transformantes se recuperaron en placas de agar MMG y 35
MMX (el mismo medio con 50 g/L de xilosa en vez de 50 g/L de glucosa) que contenían espectinomicina (200 
mg/ml). Dado que el elemento transponible se inserta aleatoriamente en el ADN, lo que puede tener como resultado 
eventos perjudiciales de rotura génica y/o efectos de posición que alteran el nivel de expresión del gen RPI 
integrado, se llevó a cabo un experimento preliminar para determinar qué transformantes era mejor perseguir. Así 
pues, se cribaron 30 colonias de las placas mRM3-G10/Spec y 6 de las placas mRM3-X10/Spec, en relación con el 40
crecimiento en experimentos en matraz de agitación (véanse los métodos generales) usando mRM3-X10 como 
medio de ensayo, y las tres cepas que crecieron a los valores finales más altos de DO (cepas B9, B11 e I) se 
seleccionaron para caracterización más profunda. Las cepas B9 y B11 se recuperaron de las placas MMG/Spec y la 
cepa I se recuperó de una placa MMX/Spec.

En la solicitud de patente de Estados Unidos USSN 13/161734, de propiedad común y copendiente, publicada como 45
US 20120156746 A1, se describió la RPI como la enzima limitante de la velocidad para el metabolismo de la xilosa 
en ZW801-4, y expresar RPI a partir de un plásmido multicopia en esta cepa tuvo como resultado un mejor 
crecimiento y una más rápida utilización de la xilosa en experimentos en matraces de agitación con mRM3-X10. 
Aunque las células crecieron hasta un valor DO final más alto con RPI adicional, hubo poco o ningún cambio en la 
velocidad de crecimiento exponencial. La sobreexpresión plasmídica de RPI en ZW801-4 también redujo la cantidad 50
de ribulosa que se produjo, y esto tuvo como resultado un rendimiento metabólico más alto para la producción de 
etanol a partir de xilosa.

Como se muestra en la Figura 3, se obtuvieron resultados similares para las cepas ensayadas que tienen una única 
copia del transposón de expresión RPI integrado aleatoriamente en el genoma de ZW801-4. Cultivos de siembra de 
las cepas B9, B11 y I, junto con el control ZW801-4, se cultivaron en mRM3-X10 y se usaron para inocular mRM3-55
X10 en matraces de agitación a un valor inicial de DO600 de ~ 0,1 para cada cultivo. Los cultivos se desarrollaron a 
30°C y se ensayaron a lo largo del tiempo para ver el crecimiento por DO600, y para xilosa, ribulosa y etanol como se 
describe en los Métodos Generales. Como se muestra en la Figura 3A, las tres cepas que contienen el transposón 
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de expresión de RPI crecieron a una DO casi 50% más alta que la cepa madre ZW801-4. Como se muestra en la 
Figura 3B, también consumieron xilosa a una velocidad mucho mayor y produjeron menos ribulosa que la cepa de 
control: para un tiempo de 54 h, casi toda la xilosa había desaparecido para B9, B11 y la cepa I, mientras que la 
cepa madre ZW801-4 sólo había utilizado ~ 75% de la xilosa. Para un valor del tiempo de 71 horas, había todavía ~ 
8 g/L de xilosa residual para ZW801-4. Las tres cepas con el transposón de expresión de RPI produjeron también 5
menos ribulosa que ZW801-4 a pesar del hecho de que consumieron más xilosa; la concentración final de ribulosa 
en el medio de crecimiento a las 72 horas para ZW801-4 fue de 5,3 g/L frente a 3,2 - 3,6 g/L para las otras tres 
cepas.

Las mismas 4 cepas fueron cultivadas en medio mRM3-G10 a 30°C y se ensayaron a lo largo del tiempo para ver el 
crecimiento mediante DO600 (Figura 3C). Al contrario que los resultados obtenidos con xilosa, las cuatro cepas 10
mostraron tasas de crecimiento similares cuando crecieron en glucosa, alcanzando una DO600 de aproximadamente 
1 a las 8 h y de 5,2 - 5,5 a las 20 h. Este resultado sugiere que el efecto estimulador de la sobreexpresión de RP1 
sobre el crecimiento en los experimentos en frascos de agitación de xilosa con la cepa B9, B11 y I depende de la 
fuente de carbono.

Ejemplo 315

Sobreexpresión de xilosa isomerasa de E. coli en cepas B9, B11 y I

Aunque las cepas B9, B11 y I se comportaron de forma muy similar en los experimentos en frasco de agitación con 
glucosa y xilosa como se describió anteriormente, experimentos posteriores revelaron una diferencia importante 
entre la cepa I y las otras dos cepas que también tienen una copia integrada del transposón de expresión de RPI. 
Esta diferencia se encontró evaluando si una mayor expresión de xilosa isomerasa en las 3 cepas tendría como20
resultado un aumento adicional en la velocidad de flujo de carbono a través de la ruta de xilosa manipulada 
genéticamente.

La xilosa isomerasa fue la enzima limitante de la velocidad para el metabolismo de la xilosa en la cepa ZW641, que 
se superó en la cepa ZW658 por una mutación puntual en el promotor Pgap que conduce el operón XylA/B de E. coli, 
lo que tuvo como resultado un aumento de la expresión de xilosa Isomerasa (véase la construcción de la cepa en 25
Métodos Generales). Como se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos USSN 13/161734 de propiedad 
común y copendiente publicada US20120156746A1, experimentos subsiguientes establecieron que la nueva etapa
limitadora de la velocidad para el metabolismo de xilosa tanto en ZW658 como en ZW801-4 (un derivado de ZW658 
que tiene inactivación del gen de glucosa-fructosa-oxidorreductasa) era RPI.

Basándose en estas observaciones, fue de interés determinar si la eliminación del cuello de botella de RPI, como se 30
proporciona mediante el aumento de la expresión de RPI en las cepas B9, B11 y I, permitiría un nivel más alto de 
expresión de la xilosa isomerasa para dar como resultado otro aumento en la tasa de flujo de carbono a través de la 
ruta de xilosa. Para probar esta hipótesis los autores de la presente invención utilizaron un transposón que se 
generó a partir del plásmido pMODlinker-Cm-801GapXylA. Este plásmido es idéntico al pMOD-Linker-Spec-801 
GapXylA que se describe en el documento US 7.989.206, excepto que tiene un casete de resistencia a Cm entre los 35
dos sitios lox en vez de un casete de resistencia a Spec. El PMOD-Linker-Spec-801 apXylA es pMOD-Linker-Spec 
con un fragmento de ADN añadido que se obtuvo de ZW801-4 que contiene el Pgap, la región de codificación de 
XylA y la región de tallo-bucle que está entre los marcos de lectura abiertos XylA y XylB. Por tanto, el promotor que 
impulsa XylA es el promotor 801gap (SEQ ID NO: 21), que tiene la mutación puntual G a T en la posición 116 que la 
hace más activa, y es el mismo promotor mutante que impulsa el operón XylA/B de E. coli en ZW658.40

Además del casete de resistencia a Cm, el transposón que se generó a partir de pMODlinker-Cm-801GapXylA 
(denominado más adelante como "transposón 801GapXylA-Cm") contiene el casete de expresión de xilosa 
isomerasa anterior que consiste en el promotor 801 GAP, el marco de lectura abierto XylA de E. coli y la región tallo-
bucle XylA estabilizadora que sigue inmediatamente al codón de parada como se describe en detalle en el 
documento US 7.989.206. El transposón 801GapXylA-Cm se convirtió en un transposoma como se describe en el 45
Ejemplo 2 y este último fue electroporado en la cepa I. Los transformantes se seleccionaron en placas de agar MMG 
que contenían cloranfenicol (120 µg/mL).

En un estudio preliminar, diez colonias de Cm
r

elegidas aleatoriamente que fueron recuperadas de la reacción de 
transformación con el transposón 801GapXylA-Cm fueron ensayadas para ver el crecimiento en mRM3-X10 a 30ºC 
en un experimento en matraz de agitación en el que se midió periódicamente la DO600. Aunque las diez cepas 50
crecieron mejor en xilosa que la cepa madre (basándose en las velocidades iniciales de crecimiento y los valores 
finales de DO), sólo siete de ellas fueron seleccionadas para una caracterización adicional: I (cm1), I (cm2), I (cm3), I 
(cm 4), I (cm 5), I (cm 8) y I (cm 9). Para examinar estas cepas con más detalle, se repitió el experimento en matraz 
de agitación usando cultivos de siembra que se desarrollaron en mRM3-X10 y ZW801-4 y la cepa I como controles. 
La DO inicial fue de 0,075 en todos los casos y las dos cepas de control se realizaron por duplicado.55

De forma consistente con los experimentos anteriores, la cepa I, que tiene un nivel de expresión de RPI más alto, 
creció mucho mejor en xilosa que ZW801-4, como se muestra en la Figura 4A. Obsérvese que las curvas de 
crecimiento para los duplicados de cepa I eran superponibles y no se pueden distinguir. La concentración final de 
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ribulosa en el medio de cultivo, a un tiempo de 56 horas, fue más bajo para la cepa I que para ZW801-4: 1,8 y 1,9 
g/L frente a 3,4 y 4,2 g/L. La sobreexpresión de xilosa isomerasa en la cepa I mejoró grandemente el crecimiento en 
xilosa. Las siete cepas que contenían el transposón 801GapXylA-Cm crecieron con mucha más rapidez que ZW801-
4 y la cepa I, y sus curvas de crecimiento fueron virtualmente idénticas a pesar del hecho de que tienen sitios de 
inserción del transposón diferentes. Esto fue confirmado realmente mediante la secuenciación de ADN de los sitios 5
de inserción para I (cm1) - I (cm6). Aunque los sitios de inserción del transposón no se determinaron para las otras 
cuatro cepas, están probablemente también en localizaciones genómicas diferentes debido a la frecuencia de 
transformación de Z. mobilis extraordinariamente baja y al procedimiento EPICENTRE® que se utilizó.

El aumento de la expresión de la actividad de la enzima xilosa isomerasa en la cepa I también incrementó la 
velocidad de crecimiento exponencial, y esto tuvo como resultado una acumulación más rápida de biomasa y una 10
utilización más rápida de la xilosa. Los valores de punto final para la ribulosa para las siete cepas que contenían el 
transposón 801 GapXylA-Cm estaban en el intervalo entre 2,9 - 3,7 g/L. Aunque estos valores son similares a la 
cantidad de ribulosa que produjo ZW801-4, son en realidad más pequeños sobre la base del azúcar utilizado ya que 
a las 56 h las cepas que sobreexpresaron xilosa isomerasa habían consumido toda la xilosa en el medio mientras 
que ZW801-4 había utilizado menos del 80%.15

Estos resultados demuestran claramente que la xilosa isomerasa es la enzima limitante de la velocidad para el 
metabolismo de la xilosa en la cepa I. También revelan que la cepa I tiene suficiente actividad enzimática RPI para 
soportar un nivel de expresión de xilosa isomerasa mucho más elevado. El hecho de que los siete derivados de cepa 
I que contenían el transposón 801GapXylA-Cm en diferentes localizaciones en el cromosoma crecieran con la 
misma cinética en el medio que contiene xilosa, sugiere claramente que los eventos de ruptura de genes y/o efectos 20
de posición causados por el transposón no contribuyeron significativamente al fenotipo observado (es decir, mejor 
crecimiento en xilosa). Esta conclusión viene también apoyada por el experimento que se muestra en la Figura 4B, 
en la que las siete cepas que contenían el transposón crecieron todas así como ZW801-4 y la cepa I en 
experimentos en matraz de agitación con mRM3-G10 a 30ºC.

Las observaciones anteriores se confirmaron usando condiciones controladas por el pH de la forma que sigue. 25
Durante los experimentos en matraces de agitación, el pH del medio de crecimiento puede caer en más de 1 unidad 
de pH, y esto tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de Z. mobilis especialmente cuando la xilosa es la única 
fuente de carbono. Para obviar este problema se llevó a cabo el experimento de biorreactor controlado por el pH que 
se muestra en la Figura 5. Como todos los derivados de la cepa I que sobreexpresan la xilosa isomerasa se 
comportaron de la misma manera en matraces de agitación, sólo dos de ellos se usaron para este experimento, I 30
(cm1) y I (cm9). Los cultivos de siembra se desarrollaron en mRM3-X10 a 30°C en matraces de agitación hasta una 
DO de ~0,5, y la DO de partida en los biorreactores fue 0,035. Los biorreactores contenían también mRM3-X10, y la 
temperatura y el pH se mantuvieron constantes en 30°C y 5,8, respectivamente, utilizando KOH 2 N para el control 
del pH.

Las curvas de crecimiento para la cepa I y ZW801-4 fueron muy similares bajo condiciones controladas por el pH 35
(Figura 5), aunque estaba claro que la cepa I creció ligeramente mejor hacia el final del experimento. Es curioso, sin 
embargo, el hecho de que ninguna de las dos cepas produjo mucha ribulosa bajo estas condiciones; los valores de 
punto final para ZW801-4 y la cepa I fueron 1,92 y 1,16 g/L, respectivamente. Estas observaciones sugieren que RPI 
no es un cuello de botella tan grande para el metabolismo de xilosa en ZW801-4 cuando el pH del crecimiento se 
mantiene en 5,8. También indican que el gen RPI nativo en ZW801-4 es casi capaz de mantener el ritmo con el nivel 40
existente de actividad de xilosa isomerasa bajo tales condiciones. Sin embargo, estaba claro a partir de las curvas 
de crecimiento que se muestran en la Figura 5 que la xilosa isomerasa que sobreexpresaba la cepa I mejoraba en 
gran medida el metabolismo de la xilosa incluso cuando el pH del medio de crecimiento se mantenía constante a pH 
5,8.

El transposón 801GapXylA-Cm fue también sometido a electroporación en las cepas B9 y B11 usando el mismo 45
procedimiento que se usó para la cepa I, y diez transformantes primarios para cada una de estas cepas fueron 
ensayados para ver el crecimiento en xilosa en experimentos en frasco de agitación con mRM3-X10 a 30°C (Figura 
6). Aunque algunos de los transformantes sí que crecieron mejor en xilosa que la cepa madre, en ambos casos los 
resultados no fueron casi tan drásticos como los que se obtuvieron con la cepa I. Hubo también un alto grado de 
variación entre los diferentes transformantes, lo que sugiere que los eventos de ruptura de genes y/o efectos de 50
posición insercional estaban contribuyendo a los fenotipos observados. Estas observaciones sugirieron que podría 
haber algo significativo sobre la ubicación cromosómica del transposón de expresión de RPI en la cepa I, que es 
beneficioso para el crecimiento y metabolismo de la xilosa, además de un nivel elevado de expresión de RPI.

Se determinó que el sitio de inserción para el transposón de expresión de RPI en la cepa I mediante secuenciación 
de ADN estaba entre los nts 543506 y 543507 del genoma Z. mobilis (número de orden GenBank AE008692). La 55
secuenciación de la región de inserción indicó que la integración del transposón provocó un desplazamiento de 
marco en el extremo 3' del marco de lectura abierto del gen pnp que codifica la polirribonucleótido nucleotidil 
transferasa. Una alineación del producto génico pnp de tipo silvestre y el producto génico pnp predicho para la cepa 
I se muestra en la Figura 7. Obsérvese que a la proteína mutante le faltan los 39 últimos restos de aminoácidos de la 
proteína nativa (conserva 709 aminoácidos a partir del término N) y tiene 14 nuevos aminoácidos en su término C 60
(SEQ ID NO: 9). No se sabe si esta proteína hipotética es funcional y, de serlo, hasta qué punto podría contribuir al 
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fenotipo de la cepa I además de la sobreexpresión de RPI. Al margen de la respuesta, los resultados anteriores 
indican que la sobreexpresión de RPI en la misma localización que en la cepa I, en la región de codificación de pnp, 
dio como resultado un mejor crecimiento en xilosa y permitió que fuese eficaz un mayor nivel de expresión de xilosa 
isomerasa.

Ejemplo 45

Constructos vectoriales para la construcción de cepas de Z. mobilis que utilizan xilosa usando integración dirigida

Se construyó una cepa nueva de Z. mobilis que utiliza xilosa, introduciendo genes quiméricos xylA, xylB, tal y tkt en 
la cepa ZW1. Las regiones de codificación de xylB, tal y tkt procedían de genes de E. coli como en la cepa ZW658 
descrita en Métodos Generales. La región de codificación de xylA era de Actinoplanes missouriensis (AMxylA) que 
se describe en la publicación de solicitud de patente de EE. UU. US20110318801 de propiedad común y 10
copendiente, como codificadora de una enzima que tiene mayor actividad que la xilosa isomerasa de E. coli en Z. 
mobilis. La región de codificación para AMxylA fue optimizada en codón para la expresión en Z. mobilis (SEQ ID NO: 
17). También se introdujeron copias adicionales de genes rpi y rpe de Z. mobilis con el fin de aumentar las 
actividades de ribosa-5-fosfato isomerasa (RPI) y ribulosa-fosfato 3-epimerasa (RPE). Se diseñaron vectores de 
transformación de doble entrecruzamiento (DCO) para integrar específicamente los genes quiméricos en regiones 15
diana en el genoma de Z. mobilis.

Se usaron métodos estándar de recombinación molecular para construir vectores suicidas de integración con DCO 
(doble entrecruzamiento). Para expresar xilosa isomerasa y xilulosa quinasa en Z. mobilis se construyó un vector 
suicida de DCO pZX21 de 10.250 pb (SEQ ID NO: 25, figura 8A). Este vector tiene una estructura pBluescript que 
contiene un origen de replicación para E. coli pero no origen de replicación de Z. mobilis, y así no puede propagarse 20
en Z. mobilis convirtiéndose en un vector suicida. Contiene secuencias de ADN del gen de Z. mobilis que codifica 
glucosa-fructosa oxidorreductasa, GFO-L y GFO-R, flanqueando las secuencias que se han de integrar. Ambos 
fragmentos se sintetizaron mediante PCR, utilizando ADN genómico de Z. mobilis como molde. El fragmento GFO-L 
de 1.186 pb (SEQ ID NO: 26) incluye los primeros 654 pb (de nt-1 a nt-653) de la secuencia de codificación de gfor 
(SEQ ID NO: 27) y 533 pb de la secuencia genómica aguas arriba. El fragmento GFO-R de 1.446 pb (SEQ ID NO: 25
28) incluye los últimos 480 pb (de nt-823 a nt-1302) de la secuencia de codificación de GFOR y 966 pb de la 
secuencia genómica aguas abajo. La integración directa de las secuencias de GFO-L y GFO-R en el locus gfor, 
reemplazando un segmento de la secuencia de codificación de gfor (de nt-655 a nt-822) en el genoma de Z. mobilis. 
Esto interrumpe la expresión de glucosa-fructosa oxidorreductasa, lo que reduce la producción de xilitol y aumenta la 
producción de etanol como se describe en el documento US 7.741.119.30

La región en pZX21 entre GFO-L y GFO-R incluye tres genes quiméricos. Uno es un gen xylA quimérico de 1.661 pb 
(SEQ ID NO: 29) que contiene el promotor Super GAP de Z. mobilis de 304 pb (PgapS, descrito en el documento US 
7.989.206), una secuencia de codificación de xylA de A. missouriensis de 1.185 pb (AMxylA) y un araD 3'UTR de E. 
coli de 166 pb con un sitio 5' Xbal (ECaraD 3'UTR). La región codificadora de AMxylA se optimizó para la expresión 
en Z. mobilis de acuerdo con el sesgo de codón de Z. mobilis ZM4 (SEQ ID NO: 17). El 3'UTR de ECaraD era del 35
operón de araBAD de E. coli. El segundo gen es un gen xylB quimérico de 1.960 pb (SEQ ID NO: 30) que contiene 
un Peno de 191 pb, una secuencia codificadora de xylB de E. coli de 1.455 pb (ECxylB) y un xylB 3'UTR de 314 pb de 
E. coli (ECxylB 3'UTR). Peno es un promotor fuertemente constitutivo a partir del ADN genómico de Z. mobilis que 
tiene aproximadamente 28% de actividad de Pgap. El tercer gen es un marcador aadA de 1.014 pb (para la 
resistencia a la espectinomicina, Spec-R) limitado por sitios lox (SEQ ID NO: 31). El marcador se puede eliminar 40
después de la integración expresando Cre recombinasa.

Para expresar transaldolasa, transcetolasa, ribosa-5-P-isomerasa y D-ribulosa-P-3-epimerasa en Z. mobilis, fue 
construido un vector de lanzadera de DCO de 12.198 pb pZX52 (SEQ ID NO: 32, Figura 8B). Este vector es un 
vector de lanzadera Zymomonas-E. Coli que se basa en el vector pZB188 (Zhang et al. (1995) Science 267: 240 -
243; documento US 5.514.583), que incluye un fragmento de ADN genómico de Z. mobilis de 2.582 pb que contiene 45
un origen de replicación que permite al vector replicarse en células de Zymomonas y un origen de replicación de E. 
coli de 909 pb (Ori). Tiene un marcador de resistencia al cloranfenicol de 911 pb (Cm-R) para la selección de 
transformantes de E. coli o bien de Z. mobilis. pZX52 contiene secuencias de ADN procedentes del gen IdhA de Z.
mobilis que codifica lactato deshidrogenasa, LDH-L (875 pb; SEQ ID NO: 33) y LDH-R (1.149 pb, SEQ ID NO: 34), 
flanqueando las secuencias que se han de integrar. Estas secuencias dirigen la integración en la secuencia de 50
codificación de IdhA (SEQ ID NO: 35) en el genoma Z. mobilis entre los nucleótidos 493 y 494, interrumpiendo así la 
expresión de la lactato deshidrogenasa.

La región en pZX52 entre LDH-L y LDH-R incluye dos operones quiméricos. El primero es un operón PgapT-Tal-Tkt 
de 3.339 pb (SEQ ID NO: 36) que contiene un mutante T de 304 pb del promotor GAP de Z. mobilis (PgapT), una 
región de codificación Tal de E. coli de 954 pb (ECTal), una región de codificación Tkt de E. coli de 1.992 pb, y un 55
TkT 3'UTR de E. coli de 68 pb (ECTkt 3'UTR). Este operón es idéntico al operón Tal-Tkt de E. coli existente en la 
naturaleza excepto para el promotor PgapT (SEQ ID NO: 37), que es un Pgap con un cambio de "G" a "A" en la 
posición 83 en SEQ ID NO : 21 y una "T" que falta en la posición 285. El otro operón quimérico es un operón Peno-
Rpi-Rpe de 1.443 pb (SEQ ID NO: 38), que contiene Peno de 191 pb, una secuencia de codificación Rpi de Z. mobilis
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de 471 bp con el primer codón cambiado a ATG (SEQ ID NO: 65) (ZMRpi), una secuencia de codificación de Rpe de 
Z. mobilis de 663 pb (ZMRpe) y un xylA 3'UTR de E. coli de 35 pb (ECxylA 3'UTR).

Se construyó otro vector lanzadera de DCO denominado pZX6 (SEQ ID NO: 39; Figura 8C). Este vector de 12.704 
pb es una modificación de pZX52 que tiene secuencias de LDH-L y LDH-R reemplazadas con secuencias del gen 
pnp de Z. mobilis que codifica la polinucleótido fosforilasa. El fragmento PNP-L de 1.318 pb (SEQ ID NO: 40) es un 5
segmento de la secuencia codificadora de pnp (SEQ ID NO: 1) de nt-767 a nt-2.084, mientras que el fragmento 
PNP-R de 1.225 pb (SEQ ID NO : 41) incluye los últimos 59 pb (de nt-2189 a nt-2247) de la secuencia de 
codificación de pnp y 1.166 pb de la secuencia genómica aguas abajo. Por consiguiente, pZX6 es capaz de dirigir la 
integración del operón PgapT - Tal - Tkt y el operón Peno - Rpi - Rpe en el gen pnp endógeno cerca del extremo de la 
secuencia de codificación de pnp y reemplazar un segmento de la secuencia de codificación de pnp (de nt - 2.084 a 10
nt - 2.188) en el genoma de Z. mobilis.

Ejemplo 5

Desarrollo de cepas de Z. mobilis que utilizan xilosa

La cepa ZW1 se transformó con dos plásmidos en dos etapas. Se prepararon células competentes de ZW1 
cultivando células de siembra durante la noche en mRM3-G5 (extracto de levadura al 1%, KH2PO4 15 mM, MgSO415
4mM y 50 g/L de glucosa) a 30ºC con una agitación a 150 rpm hasta un valor DO600 próximo a 5. Se recolectaron las 
células y se resuspendieron en medio fresco a un valor de DO600 de 0,05. Las células se desarrollaron  bajo las 
mismas condiciones hasta la mitad de la fase logarítmica (DO600 próximo a 0,5). Las células se recolectaron y se 
lavaron dos veces con agua helada y después una vez con 10% de glicerol enfriado con hielo. Las células 
competentes resultantes se recogieron y resuspendieron en glicerol al 10% enfriado con hielo hasta un valor DO60020
cercano a 100. Dado que la transformación de Z. mobilis requiere ADN no metilado, los plásmidos DCO pZX21, 
pZX52 y pZX6 se transformaron cada uno en células competentes de E. coli SCS110 (Stratagene, La Jolla, CA). 
Para cada transformación, se cultivó una colonia de células transformadas en 10 mL de LB-Amp100 (caldo LB que 
contiene 100 mg/L de ampicilina) durante la noche a 37ºC. Se preparó ADN a partir del cultivo de 10 ml, utilizando el 
kit QIAprep Spin DNA Miniprep (Qiagen).25

Se mezcló aproximadamente 1 µg de ADN de pZX21 no metilado, con 50 µL de células competentes ZW1 en una 
cubeta de electroporación de 1 MM (VWR, West Chester, PA). El ADN plasmídico fue electroporado en las células a 
2,0 KV usando un aparato Transporater Plus BT720 (BTX-Genetronics, San Diego, CA). Las células transformadas 
se recuperaron en 1 mL de medio MMG5 (10 g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de triptona, 2,5 
g/L de (NH4)2SO4, 2 g/L de K2HPO4 y 1 mM de MgSO4) 4 horas a 30°C, y se cultivaron en placas MMG5-Spec250 30
(MMG5 con 250 mg/L de espectinomicina y 15 g/L de agar) durante 3 días a 30ºC, dentro de un tarro anaeróbico con 
un AnaeroPack (Mitsubishi Gas Chemical, New York , NY).

Dado que pZX21 es un vector suicida DCO, las colonias SpecR supervivientes tenían integrado el segmento PgapS-
AMxylA :: Peno-ECxylB :: Spec-R en el locus gfor. Las colonias fueron raspadas y cultivadas en una placa MMG5-
Spec250 fresca, y luego se sometieron a PCR para observar la integración del gen quimérico. La primera PCR utilizó 35
cebador directo ara285 (SEQ ID NO: 42) y el cebador inverso ara120 (SEQ ID NO: 43) para inspeccionar la 
recombinación de doble entrecruzamiento mediada por el fragmento GFO-L en pZX21. El cebador ara285 coincide 
con un segmento de la secuencia genómica de Z. mobilis que está 494 pb aguas arriba del fragmento GFO-L en el 
genoma, mientras que ara120 complementa los últimos 18 pb de PgapS y los primeros 17 pb de AMxylA en pZX21. Si 
la integración hubiera ocurrido como se había diseñado, la PCR amplificaría un fragmento de 1.903 pb a partir de los 40
transformantes. La 2ª PCR utilizó el cebador directo ara46 (SEQ ID NO: 44) y el cebador inverso ara274 (SEQ ID 
NO: 45) para inspeccionar la recombinación de doble entrecruzamiento mediada por el fragmento GFO-R en pZX21. 
El cebador ara46 es una secuencia cerca del extremo del gen SpecR en pZX21, mientras que ara274 complementa 
un segmento de ADN genómico de Z. mobilis que está 83 pb aguas abajo del fragmento GFO-R. Esta PCR 
amplificaría un fragmento de 1.864 pb de las colonias que tuviesen una integración con éxito. Ambas inspecciones 45
dieron los productos de PCR esperados y confirmaron así la integración transgénica certera. La cepa resultante se 
denominó ZW1-pZX21.

En la segunda etapa, se transformó ZW1-pZX21 con pZX52 y se seleccionó en una placa MMG5-Spec250-CM120 
(MMG5-Spec250 con 120 mg/L de cloranfenicol). Debido a que pZX52 es un vector lanzadera de DCO que tiene el 
marcador CmR para la selección del plásmido y un segmento de integración sin marcador (PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-50
ZMRpi-ZMRpe), las colonias recuperadas deben contener no sólo el constructo integrado previamente PgapS-AMxylA 
:: Peno-ECxylB :: Spec-R en el genoma de Z. mobilis, sino también la construcción no integrada PgapT-ECTal-ECTkt :: 
Peno-ZM Rpi-ZMRpe en el plásmido pZX52 propagado. Estos transformantes deben tener todos los genes 
necesarios para la ruta de utilización de xilosa. Para demostrar que todos los transgenes eran funcionales en Z. 
mobilis, diez colonias seleccionadas se sometieron a un ensayo de crecimiento de 48 horas en xilosa. En el ensayo 55
se inocularon 2 mL de mRM3-G5-Spec200-CM120 (mRM3-G5 con 200 mg/L de espectinomicina y 120 mg/L de 
cloranfenicol) en un tubo de fondo redondo de polipropileno Falcon de 14 mL, con una colonia seleccionada y se 
cultivaron durante la noche a 30ºC con una agitación de 150 rpm. Los tubos se taparon fuertemente, pero se perforó 
un orificio en la parte superior de la tapa usando una aguja 23G1 para el alivio de la presión durante el crecimiento 
de las células y la fermentación. Las células se recolectaron, se lavaron con MRM3X10 (MRM3 con 100 g/L de 60
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xilosa) y se resuspendieron en mRM3-X10-Spec200-CM120 (mRM3-X10 que contenía 200 mg/L de espectinomicina 
y 120 mg/L de cloranfenicol) para tener una DO600 de partida de 0,1. Se pusieron 5 mL de la suspensión en un 
nuevo tubo de fondo redondo de polipropileno Falcon de 14 mL. Los tubos fueron tapados con un orificio en la parte 
superior. Las células se cultivaron durante 48 horas a 30ºC con una agitación de 150 rpm y se midió la DO600 en un 
espectrofotómetro Shimadzu UV-1201. Después se centrifugó 1 mL de cultivo a 10.000 x g para eliminar las células. 5
El sobrenadante se filtró a través de un filtro de tubo de centrífuga Costar Spin-X de 0,22 µm (Corning Inc, Corning, 
NY) y se analizó xilosa y etanol corriendo a través de una columna de exclusión de iones BioRad Aminex HPX-A7H 
(BioRad, Hercules, CA) con H2SO4 0,01 N a una velocidad de 0,6 mL/min a 55°C en un sistema Agilent 1100 HPLC 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Los resultados indicaron que los 10 transformantes habían adquirido la ruta
de utilización de xilosa para la producción de etanol. La nueva cepa se denominó ZW1-pZX21-pZX52 y uno de los 10
cultivos se utilizó en experimentos adicionales.

ZW1-pZX21-pZX52 pasó después por tres procesos de post-transformación secuencialmente para la integración del
constructo PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-ZMRpi-ZMRpe.

(1) La cepa se adaptó en xilosa. En este procedimiento, se suspendió ZW1-pZX21-pZX52 en un medio mRM3-
G1X9-Spec200-CM120 de 5 mL (MRM3 con 10 g/L de glucosa, 90 g/L de xilosa, 200 mg/L de espectinomicina y 120 15
mg/L de cloranfenicol) con un valor de DO600 inicial de 0,2 y se cultivó durante 3 a 4 duplicaciones a 30°C (valor de 
DO600 de 0,2 a 2; un pasaje). El cultivo se diluyó después hasta el valor inicial de DO600 y se cultivó para otro paso. 
En total se completaron 4 pasajes (aproximadamente 15 duplicaciones).

(2) El curado del plásmido y la integración del constructo PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-ZMRpi-ZMRpe se llevaron a 
cabo cultivando 10 mL del conjunto de células de adaptación en 2 mL de medio mRM3-G5-Spec200 a una 20
temperatura más alta (37ºC) durante la noche. El cultivo de 10 mL se diluyó después en 2 mL de medio mRM3-G5-
Spec200 y se cultivó para otro paso. En total se realizaron 5 pasajes a 37ºC en medio de glucosa. Como resultado 
del crecimiento a alta temperatura, la mayoría de la población no debía alojar más el plásmido pZP52, pero el 
constructo PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-ZMRpi-ZMRpe (carente de un marcador selectivo) debía haber sido integrado
en el gen IdhA del genoma de Z. mobilis. Una minoría de la población puede mantener pZX52, sin integración.25

(3) La población se enriqueció cultivando 50 mL del conjunto de células en 2 mL de mRM3-X10-Spec200 a 30°C 
durante la noche. La población enriquecida se desarrolló en una placa MMG5-Spec250 a 30°C durante la noche. Se 
seleccionaron colonias individuales y se rasparon en placas MMG5 y placas MMGS-CM120 en réplica. Después de 
incubar a 30°C durante una noche, las colonias que crecieron en MMG5 pero no en MMG5-CM120 se seleccionaron 
para una inspección por PCR adicional. La primera PCR utilizó el cebador directo ara45 (SEQ ID NO: 46) y el 30
cebador inverso ara356 (SEQ ID NO: 47) para inspeccionar la recombinación de doble entrecruzamiento mediada 
por el fragmento LDH-L en pZX52. El cebador ara45 coincide con un segmento de ADN genómico de Z. mobilis que 
está 86 pb aguas arriba del fragmento LDH-L en el genoma, y ara356 complementa el fragmento (de nt-91 a nt-112) 
de la región de codificación de ECTal en pZX52. La PCR amplificaría un fragmento de 1.383 pb de las colonias si la 
integración hubiera ocurrido tal como se había diseñado. La 2ª PCR utilizó el cebador directo ara354 (SEQ ID NO: 35
48) y el cebador inverso ara43 (SEQ ID NO: 49) para inspeccionar la recombinación de doble entrecruzamiento 
mediada por el fragmento LDH-R en pZX52. El cebador ara354 es una secuencia cerca del extremo 3' de ZMRpe en 
pZX52. El cebador ara43 complementa un segmento de ADN genómico de Z. mobilis que está 122 pb aguas abajo 
del fragmento LDH-R. Esta PCR amplificaría un fragmento de 1.468 pb de las colonias cuando la recombinación 
fuese como se esperaba. Ambas PCR produjeron fragmentos de ADN con los tamaños esperados, lo que confirmó 40
que el constructo PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-ZMRpi-ZMRpe había sido integrado certeramente como se diseñó en 
todas las colonias inspeccionadas. Las colonias resultantes se denominaron ZW1 - X109.

En un segundo planteamiento, la cepa ZW1-pZX21 fue transformada con el vector lanzadera pZX6 de DCO y se 
realizaron los tres procedimientos post-transformación como se describió anteriormente para ZW1-X109, excepto 
que la adaptación fue para 10 pasajes en vez de para 4 pasajes. Por consiguiente, el constructo PgapT-ECTal-45
ECTkt::Peno-ZMRpi-ZMRpe fue dirigido al gen pnp endógeno. Como se describió para la construcción de ZW1-X109, 
el ensayo de crecimiento de 48 horas se preformó antes de los tres procedimientos de post-transformación para 
asegurarse de que todos los transgenes estaban funcionando como se esperaba. Después de los tres 
procedimientos de post-transformación, la integración también fue inspeccionada por PCR. La primera PCR utilizó 
cebador directo ara340 (SEQ ID NO: 50) y cebador inverso ara356 (SEQ ID NO: 47) para inspeccionar la 50
recombinación de doble entrecruzamiento mediada por el fragmento PNP-L en pZX6. El cebador ara340 coincide 
con el ADN genómico de Z. mobilis que está 75 pb aguas arriba del fragmento PNP-L. El cebador ara356 usado aquí 
complementa un fragmento (de nt-91 a nt-112) de ECTal en pZX6. La PCR produjo un fragmento de 1.815 pb a 
partir de los transformantes, como se esperaba para un evento de integración preciso. La segunda PCR usó cebador 
directo ara354 (SEQ ID NO: 48) y cebador inverso ara339 (SEQ ID NO: 51) para inspeccionar la recombinación de 55
doble entrecruzamiento mediada por el fragmento PNP-R en pZX6. En este caso, el cebador ara354 coincide con 
una secuencia próxima al extremo 3' de ZMRpe en pZX6, y el cebador ara339 complementa un segmento de ADN 
genómico de Z. mobilis que está 59 pb después de la secuencia del fragmento PNP-R. Esta PCR amplificó un 
fragmento de 1.549 pb de los transformantes, un tamaño que se esperaba para una integración con éxito. Por
consiguiente, la inspección de PCR confirmó que la construcción PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-ZMRpi-ZMRpe se había 60
integrado certeramente en todas las colonias inspeccionadas. Esta nueva cepa se denominó ZW1-X210.
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En resumen, dos cepas de Z. mobilis que utilizan xilosa fueron reconstruidas de novo a partir de ZW1 de tipo 
silvestre. Ambos tenían un constructo PgapS-AMxylA :: Peno-ECxylB :: Spec-R integrado en el locus gfor. La cepa 
ZW1-X109 tenía un constructo PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-ZMRpi-ZMRpe integrado en el locus IdhA, mientras que la 
cepa ZW1-X210 tenía el mismo constructo integrado en el gen pnp endógeno. Ambas cepas tenían un gen marcador 
en el constructo integrado PgapS-AMxylA :: Peno-ECxylB :: Spec-R, que se pudo eliminar mediante la introducción de 5
Cre recombinasa.

Ejemplo 6

Caracterización de nuevas cepas de Z. mobilis que utilizan xilosa

La capacidad de las cepas ZW1-X109 y ZW1-X210 para fermentar xilosa fue demostrada mediante un ensayo 
estándar de crecimiento como se describe en el Ejemplo 5. Para determinar cuantitativamente el crecimiento y los 10
perfiles metabólicos de estas nuevas cepas y compararlas con ZW1, estas cepas fueron caracterizadas en ensayos 
de fermentación en matraz de agitación. Primero se sometieron a la fermentación en matraz agitado usando 
MRM3G10 con el fin de determinar su metabolismo basal de glucosa. Las cepas fueron desarrolladas durante la 
noche en 2 mL de mRM3-G5-Spec250 a 30°C, con una agitación de 150 rpm. Las células se recolectaron, se 
lavaron con mRM3-G10 y se resuspendieron en mRM3G10 para tener una DO600 de partida de 0,1. Se pusieron 20 15
mL de la suspensión en un tubo de centrífuga VWR con tapón roscado de 45 ml y se cultivaron a 30ºC con una 
agitación de 150 rpm. Para evitar la acumulación de presión debido a la evaporación del etanol durante la 
fermentación, las tapas se cerraron herméticamente y luego se aflojaron una vuelta. En el curso del tiempo, se midió 
la DO600 en un espectrofotómetro Shimadzu UV-1201 a las 0, 10 y 24 horas. A cada valor del tiempo se centrifugó 1 
mL de cultivo a 10.000 x g para eliminar las células. El sobrenadante se filtró a través de un filtro de tubo de 20
centrífuga Costar Spin-X de 0,22 µm y se analizó haciéndole correr a través de una columna de exclusión de iones 
BioRad Aminex HPX-A7H con H2SO4 0,01 N a una velocidad de 0,6 mL/min a 55ºC en un sistema Agilent 1100 
HPLC. La ZW1 de tipo silvestre se desarrolló sin antibióticos y se analizó como testigo. Los resultados que se dan 
en la Figura 9 muestran que cada cepa agotó rápidamente la glucosa disponible en 24 horas; tanto la cepa ZW1-
X109 como la cepa ZW1-X210 (Figura 8A, 8B, respectivamente) utilizaron glucosa de manera similar a ZW1 (Figura 25
8C). Por ejemplo, después de 10 horas de fermentación, ZW1-X109 había utilizado aproximadamente el 34,8% de 
glucosa (una reducción de 102,7 g/L a 66,9 g/L) para apoyar un título de etanol de 16,4 g/L y un crecimiento de 
biomasa hasta un valor de DO600 de 4,88; ZW1-X210 había utilizado aproximadamente el 32,1% de glucosa (una 
reducción de 102,7 g/L a 69,7 g/L) para apoyar un título de etanol de 15,2 g/L y un crecimiento de biomasa hasta un 
valor de DO600 de 4,68; ZW1 había utilizado aproximadamente el 33,9% de glucosa (una reducción de 103,1 g/L a 30
68,2 g/L) para apoyar un título de etanol de 16,4 g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 4,6. 
Por lo tanto, las dos cepas nuevas tienen un metabolismo basal de glucosa robusto.

La fermentación en matraz de agitación se llevó a cabo en 20 mL de mRM3-X10 con el fin de determinar la 
capacidad de cada cepa para usar la xilosa. El valor de OD600 y de las concentraciones tanto de xilosa como de
etanol se midieron a las 0, 24, 48 y 72 horas. La Figura 10 es un resumen de los resultados para ZW1-X109 (A), 35
ZW1-210 (B) y ZW1 (C). Los resultados también confirman que las dos nuevas cepas fueron capaces de fermentar 
la xilosa. Al cabo de 72 horas de fermentación, ZW1-X109 había utilizado aproximadamente el 64,2% de xilosa (una 
reducción de 105,6 g/L a 37,8 g/L) para apoyar un título de etanol de 31,5 g/L y el crecimiento de biomasa hasta un 
valor DO600 de 3,51; ZW1-X210 había utilizado casi toda la xilosa disponible (una reducción de 105,6 g/L a 1,6 g/L) 
para apoyar un título de etanol de 48,5 g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 5,22. Sin 40
embargo, ZW1 no pudo crecer en mRM3-X10 debido a la falta de la ruta metabólica de la xilosa. Por tanto, entre las 
nuevas cepas, la ZW1-X210 pudo fermentar xilosa más rápido que la ZW1-X109, en el medio de azúcar que solo 
contiene xilosa. La diferencia principal entre ZW1-X109 y ZW1-X210 es que el constructo PgapT-ECTal-ECTkt :: Peno-
ZMRpi-ZMRpe se insertó en el locus IdhA en ZW1-X109 y en el gen pnp endógeno en ZW1-X210. Este resultado 
indica que la interrupción del gen pnp puede beneficiar el metabolismo de la xilosa en Z. mobilis.45

Ejemplo 7

Constructos vectoriales para la interrupción del gen pnp endógeno en cepas de Z. mobilis

Para ensayar directamente si la interrupción del gen pnp endógeno beneficia al metabolismo de la xilosa, se 
construyeron cuatro vectores suicidas DCO que se muestran en la Figura 4 mediante métodos estándar de 
recombinación molecular.50

pPNP-1 (SEQ ID NO: 55, Figura 11A) es un vector DCO basado en pUC18 de 5.548 pb. Su andamiaje contiene un 
origen de la replicación de 653 pb (pUC Ori) y un marcador de resistencia a la ampicilina de 1.144 pb (Amp-R) que 
permiten que el vector se propague y se seleccione para E. coli. El pPNP-1 contiene un gen de resistencia al
cloranfenicol (Cm-R) de 911 pb y secuencias flanqueantes que dirigen la integración de este gen en el gen pnp 
endógeno. La secuencia flanqueante aguas arriba de 891 pb (SEQ ID NO: 56) consiste en una secuencia PNPi-L de 55
775 pb (región de codificación pnp (SEQ ID NO: 1) de nt-1.345 a nt-2.119), un segmento de 9 pb directamente 
invertido (DR: Direct Reversed), un elemento ME (extremo de mosaico) de 19 pb, y un elemento Lox de 34 pb. La 
secuencia flanqueante de 1.030 pb aguas abajo (SEQ ID NO: 57) consiste en un elemento ME de 19 pb, un 
segmento de 9 pb directamente invertido (DR) y una secuencia PNPi-R de 916 pb. La secuencia PNPi-R incluye las 
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últimas 116 pb de la región codificadora de pnp (de nt-2.129 a nt-2.244) y una secuencia de ADN de 800 pb aguas 
abajo de la secuencia codificadora de pnp. Tanto PNPi-L como PNPi-R fueron amplificados a partir de ADN 
genómico de Z. mobilis ZW1. En pPNP-I, las secuencias PNPi-L y PNPi-R dirigen la integración de la secuencia de 
ADN entre ellas en el genoma de Z. mobilis entre nt-2.119 y nt-2.129 de la región de codificación de pnp a través de 
una recombinación homóloga de doble entrecruzamiento. La integración interrumpe el gen pnp endógeno y es 5
similar al genotipo de la cepa I descrita en el Ejemplo 3, con el transgén integrado como Cm-R en vez de Rpi :: 
Spec-R. Tiene por resultado un producto de proteína de fusión 723-aa pnp truncada como se describe en el Ejemplo 
3, que es 25 aminoácidos más corto que el producto de proteína pnp de tipo silvestre (una polinucleótido fosforilasa 
de 748 aminoácidos; SEQ ID NO: 2). La proteína truncada comparte los primeros 709 restos de aminoácidos con el 
tipo silvestre, pero tiene una nueva secuencia de 14 aa unida al término C (SEQ ID NO: 9).10

El pPNP-IN (figura 11B; SEQ ID NO: 58) es también un vector DCO basado en pUC18 con un tamaño de 6.471 pb. 
Se derivó directamente de pPNP-1 reemplazando PNPi-L por PNP-U y PNPi-R por PNP-D. PNP-U (SEQ ID NO: 59) 
es un fragmento de ADN genómico de 1.369 pb de Z. mobilis que consiste en los primeros 96 pb de la región 
codificadora de pnp y una secuencia de 1.273 pb aguas arriba de la región de codificación de pnp. PNP-D (SEQ ID 
NO: 60) es un fragmento de ADN genómico de 1.251 pb de Z. mobilis que incluye una parte de la secuencia de 15
codificación de pnp, desde nt-97 a nt-1.347. En el vector pPNP-IN, PNP-U y PNP-D son fragmentos de 
recombinación homóloga que dirigen la integración de la secuencia entre dos elementos DR de 9 pb en el genoma 
de Z. mobilis entre nt-96 y nt-97 de la región codificadora de pnp. La integración interrumpe el gen pnp endógeno y 
da como resultado un producto de proteína pnp truncada con sólo 49 restos de aa (SEQ ID NO: 12), que es 699 aa 
más corto que el producto de proteína pnp de tipo silvestre. Esta proteína corta comparte los primeros 32 restos de20
aa con el tipo silvestre, y por tanto tiene 17 nuevos restos de aminoácidos unidos al término C.

El pPNP-C (SEQ ID NO: 61, Figura 11C) es un vector basado en pBluescript de 6.342 pb. Su andamiaje consiste en 
un sitio de replicación f1 (+) (f1 (+) Ori), un marcador de resistencia a la ampicilina (Amp-R) y un sitio de replicación 
pUC (pUC Ori) para propagación y selección en E. coli. En el vector, un gen de resistencia al cloranfenicol de 911 pb 
(Cm-R) está flanqueado por un fragmento PNP-L de 1.318 pb y un fragmento PNP-R de 1.225 pb. Los fragmentos 25
PNP-L y PNP-R se amplificaron a partir de ADN genómico de Z. mobilis ZW1 y son idénticos a los de pZX6 descritos 
en el Ejemplo 4. El fragmento PNP-L es un segmento de la secuencia de codificación de pnp, de nt-767 a nt-2.084, 
mientras que el fragmento PNP-R incluye los últimos 56 pb (de nt-2.189 a nt-2.244) de la secuencia codificadora de 
pnp, su codón de parada y la secuencia aguas abajo de 1.166 pb. Por lo tanto, pPNP-C dirige la integración del 
marcador Cm-R en la región de codificación de pnp entre nt-2.085 y nt-2.188. Este sitio de integración está cerca del30
extremo 3' de la secuencia de codificación de pnp y 34 pb aguas arriba del sitio de integración diana de pPNP-1. La 
región de codificación de pnp truncada produce una proteína de 697 aa (SEQ ID NO: 10), que es 51 restos de 
aminoácidos más corta que el tipo silvestre y comparte 695 restos de aminoácidos con el tipo silvestre, con 2 nuevos 
aminoácidos en el término C.

Al igual que pPNP-C, el pPNP-M (SEQ ID NO: 62), Figura 11 D) es un vector basado en pBluescript de 6.322 pb, 35
que también tiene una secuencia de cadena principal consistente en un f1 (+) Ori, un Amp-R , y un pUC Ori. Sin 
embargo, en pPNP-M, el transgén de resistencia a cloranfenicol de 911 (Cm-R) está flanqueado por un fragmento 
PNPm-L de 1.200 pb y un fragmento PNPm-R de 1.324 pb. Ambos fragmentos flanqueantes se amplificaron a partir 
del ADN genómico de Z. mobilis ZW1. PNPm-L (SEQ ID NO: 63) incluye una secuencia genómica de 96 pb aguas 
arriba de la secuencia codificadora de pnp y los primeros 1.104 pb de la secuencia codificadora de pnp (de nt-1 a nt-40
1.104), mientras que PNPm-R (SEQ ID NO: 64) incluye los últimos 1140 pb (de nt-1,105 a nt-2244) de la secuencia 
codificadora de pnp, su codón de parada y la secuencia aguas abajo de 181 pb. Por consiguiente, pPNP-M es capaz 
de dirigir la integración del marcador Cm-R en el gen pnp endógeno entre nt-1.104 y nt-1.105 en el genoma de Z. 
mobilis. El sitio de integración está cerca de la mitad de la secuencia de codificación de pnp y 1.015 pb aguas arriba 
del sitio de integración para pPNP-I. Tiene como resultado un producto de proteína pnp de 378-aa truncada (SEQ ID 45
NO: 11), 370 aa más corto que el producto de proteína pnp de tipo silvestre. La proteína truncada comparte los 
primeros 368 restos de aa con el tipo silvestre, pero tiene una nueva secuencia de 10 aa unida en el término C.

Ejemplo 8

Interrupción del gen pnp endógeno en la cepa ZW1-X109

Para determinar si la interrupción del gen pnp endógeno beneficia la utilización de xilosa en Z. mobilis, se transformó 50
ZW1-X109 por separado con pPNP-I, pPNP-C, pPNP-M y pPNP-IN como se describe en el Ejemplo 5. Dado que 
todos los vectores son vectores suicidas, los transformantes fueron seleccionados directamente en una placa 
MMG5-CM120 (MMG5 con 120 mg/L de cloranfenicol y 15 g/L de agar). Las cepas resultantes se denominaron 
ZW1-X109-PNPi, ZW1-X109-PNPc, ZW1-X109-PNPm y ZW1-X109-PNPin. Unas pocas colonias de cada cepa se 
rasparon y se desarrollaron en placas MMG5-CM120 frescas. La integración de los transgenes se confirmó por 55
inspección mediante PCR.

En la inspección mediante PCR se emplearon cinco cebadores. El cebador directo ara448 (SEQ ID NO: 52) es una
secuencia situada en el comienzo del marcador Cm-R en todos los plásmidos pPNP. El cebador inverso ara339 
(SEQ ID NO: 51) complementa un segmento de secuencia genómica de Z. mobilis aguas abajo del gen pnp. Se 
usaron para inspeccionar la recombinación por doble entrecruzamiento mediada por los siguientes fragmentos de 60
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recombinación: PNPi-R en pPNP-I, PNP-R en pPNP-C, PNPm-R en pPNP-M y PNP-D en pPNP-IN. Si la integración 
era exitosa, estos dos cebadores amplificarían un producto de PCR de 2.393 pb de la cepa ZW1-X109-PNPi, 2.256 
pb de la cepa ZW1-X109-PNPc, 3.361 de la cepa ZW1-X109-PNPm y 4.565 pb de la cepa ZW1-X109-PNPin. El 
cebador directo ara340 o 4R0 (SEQ ID NO: 50 y 53, respectivamente) y el cebador inverso ara449 (SEQ ID NO: 54) 
se usaron para inspeccionar la recombinación de doble entrecruzamiento mediada por los siguientes fragmentos de 5
recombinación: PNPi-L en pPNP-I, PNP-L en pPNP-C, PNPm-L en pPNP-M, y PNP-U en pPNP-IN. El cebador 
ara340 coincide con un segmento (de nt-702 a nt-724) de la secuencia de codificación de pnp situada aguas arriba 
de las secuencias de PNPi-L y PNP-L en el ADN genómico de Z. mobilis. El cebador 4R0 es un segmento de la 
secuencia genómica de Z. mobilis fuera del gen pnp y aguas arriba de las secuencias PNPm-L y PNP-U. El cebador 
ara449 complementa una secuencia en el extremo del marcador Cm-R en plásmidos pPNP. Por tanto, cuando la 10
integración era exitosa, ara340 y ara449 podían amplificar un producto de PCR de 2.551 pb de la cepa ZW1-X109-
PNPi y un producto de PCR de 2.306 pb de la cepa ZW1-X109-PNPc, mientras que 4R0 y ara449 podían amplificar 
un producto de PCR de 3.424 pb a partir de la cepa ZW1-X109-PNPm, y un producto de PCR de 2.430 pb de la 
cepa ZW1-X109-PNPin. Las reacciones PCR estándar usando PCR Supermix de Invitrogene se realizaron 
directamente en cepas recién cultivadas. Los resultados demostraron una integración precisa.15

Ejemplo 9

Caracterización de las cepas de integración de pnp

Las cepas ZW1-X109-PNPi, ZW1-X109-PNPc, ZW1-X109-PNPm y ZW1-X109-PNPin fueron caracterizadas 
adicionalmente en fermentaciones en matraz de agitación para determinar su crecimiento y sus perfiles metabólicos. 
La cepa madre ZW1-X109, que contiene un gen pnp endógeno ininterrumpido, fue utilizada como control. La 20
fermentación siguió un protocolo estándar como se describe en el Ejemplo 6, excepto que el volumen de cultivo de 
células se redujo de 20 mL a 10 mL, por lo cual se usaron tubos de fondo redondo Falcon de 14 mL tapados, con un 
orificio perforado en la parte superior, en vez de los tubos de centrífuga VWR de 45 mL. La primera fermentación en 
matraz de agitación se llevó a cabo en mRM3-G10. A las 0, 10 y 24 horas de fermentación se midió la DO600 en un 
espectrofotómetro Shimadzu UV-1201, mientras que las concentraciones de glucosa y etanol se determinaron por25
un sistema de HPLC Agilent 1100 usando una columna de exclusión de iones Aminex HPX-A7H de BioRad. Los 
resultados se representan gráficamente en la Figura 12, indicando que las cuatro cepas de pnp interrumpido tienen 
un metabolismo basal de glucosa similar a la cepa madre ZW1-X109. Por ejemplo, después de 10 horas de 
fermentación, ZW1-X109-PNPi (A) utilizó aproximadamente 37,7% de glucosa (una reducción de 120,8 g/L a 75,3 
g/L) para apoyar un título de etanol de 22,9 g/L y un crecimiento de biomasa a un valor de DO600 de 5,36; ZW1-30
X109-PNPc (B) utilizó aproximadamente 37,7% de glucosa (una reducción de 120,8 g/L a 75,3 g/L) para apoyar un 
título de etanol de 23,0 g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 4,98; ZW1-X109-PNPm (C) 
utilizó aproximadamente 39,1% de glucosa (una reducción de 120,8 g/L a 73,6 g/L) para apoyar un título de etanol 
de 23,5 g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 5,14; ZW1-X109-PNPin (D) utilizó 
aproximadamente 36,8% de glucosa (una reducción de 120,8 g/L a 76,4 g/L) para apoyar un título de etanol de 22,6 35
g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor DO600 de 5,32. La cepa madre ZW1-X109 (E) utilizó 
aproximadamente 39,5% de glucosa (una reducción de 120,8 g/L a 73,4 g/L) para apoyar un título de etanol de 24,0 
g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor DO600 de 5,62. Después de 24 horas de fermentación, todas las 
cepas de suspensión con pnp interrumpido agotan la glucosa para apoyar un título de etanol próximo a 58,1 g/L y un 
crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de aproximadamente 7,90, mientras que ZW1-X109 también agotó 40
la glucosa para apoyar un título de etanol de 57,3 g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 7,64.

La fermentación en matraz de agitación se llevó a cabo después en 10 mL de mRM3-X10 como se describió
anteriormente. El valor de la DO600 y las concentraciones de xilosa y etanol se midieron a las 0, 24, 48 y 72 horas. La 
Figura 13 muestra gráficas de los resultados. Muestra que las cuatro cepas de pnp interrumpido utilizaron xilosa en 
la fermentación mejor que la cepa madre ZW1-X109. Después de 48 horas de fermentación, ZW1-X109-PNPi (A) 45
había utilizado ya aproximadamente el 95,5% de la xilosa (una reducción de 117,9 g/L a 5,3 g/L) para apoyar un 
título de etanol de 54,7 g/L y un crecimiento de la biomasa hasta un valor de DO600 de 5,34. Después de otras 24 
horas de fermentación, casi había consumido la xilosa dejando sólo 1,4 g/L para apoyar un título de etanol de 56,0
g/L y un crecimiento de la biomasa hasta un valor de DO600 de 5,62. En el mismo período de 72 horas, ZW1-X109-
PNPc (B) utilizó aproximadamente 94,2% de xilosa (una reducción de 117,9 g/L a 6,8 g/L) para apoyar un título de 50
etanol de 53,6 g/L y un crecimiento de la biomasa hasta un valor de DO600 de 4,64; ZW1-X109-PNPm (C) utilizó 
aproximadamente 83,3% de xilosa (una reducción de 117,9 g/L a 19,7 g/L) para apoyar un título de etanol de 47,5 
g/L y un crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 4,24; ZW1-X109-PNPin (D) utilizó aproximadamente 
79,8% de glucosa (una reducción de 117,9 g/L a 23,8 g/L) para apoyar un título de etanol de 45,5 g/L y un 
crecimiento de biomasa hasta un valor de DO600 de 4,04. La cepa madre ZW1-X109 (E) utilizó aproximadamente 55
61,7% de xilosa (una reducción de 117,9 g/L a 45,1 g/L) para apoyar un título de etanol de 34,8 g/L y un crecimiento 
de biomasa de hasta un valor de DO600 de 3,26. Los resultados también indican que las cepas con menos 
truncamiento de la proteína codificada pnp, tales como ZW1-X109-PNPi y ZW1-X109-PNPc, usan xilosa más 
eficazmente que las cepas con truncamientos más grandes, tales como ZW1-X109-PNPm y ZW1-X109 -PNPin. La 
clasificación de estas cepas por orden de su capacidad para utilizar xilosa, siendo la mejor la primera, fue: ZW1-60
X109-PNPi, ZW1-X109-PNPc, ZW1-X109-PNPm, ZW1-X109-PNPin y finalmente ZW1-X109.
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En resumen, este ejemplo demuestra que la integración en el gen pnp endógeno de Z. mobilis no afecta al 
metabolismo de la glucosa sino que mejora la utilización de xilosa en la fermentación.

Ejemplo 10 (comparativo)

Interrupción del gen pnp endógeno en ZW801-4 en ausencia de sobreexpresión de RPI

Los efectos de las modificaciones del gen pnp endógeno se ensayaron en ZW801-4 (véanse los Métodos 5
Generales) usando los dos constructos suicidas que tenían el mayor efecto sobre el crecimiento y el metabolismo de 
la xilosa en ZW1-X109 (p. ej. pPNP-1 y pPNP-C, descritos en Ejemplo 7). ZW801-4 se transformó con cada uno de 
estos vectores suicidas por separado, como se describe en el Ejemplo 8. Dos transformantes por cada constructo se 
evaluaron en experimentos en frascos de agitación con xilosa, y se incluyó ZW801-4 como control o testigo (también 
hecho por duplicado). El medio de crecimiento era mRM3-X10 y la temperatura 33°C. Las muestras de cada cultivo 10
se ensayaron en relación con DO600, xilosa y etanol como se describió anteriormente. Los resultados de este 
experimento se muestran en la Figura 14. Solamente el transformante preparado con el constructo de pPNP-1 
mostró una ligera mejora en comparación con el control. Obsérvese que la recombinación homóloga de doble 
entrecruzamiento del constructo suicida pPNP-1 con el cromosoma de ZW801-4 da como resultado exactamente la 
misma modificación del gen pnp que está presente en la cepa I.15

Ejemplo 11

Ensayo de la actividad de xilosa isomerasa

Se midió la actividad de xilosa isomerasa en ZW658 (véanse los Métodos Generales) en una reacción que contenía 
20 µL de extracto libre de células (véanse los Métodos Generales), NADH 0,256 mM, xilosa 50 mM, MgSO4 10 mM, 
trietanolamina 10 mM y 1 U/mL de SDH (sorbitol deshidrogenasa) a 30ºC. El valor de A340 se obtuvo de un lector de 20
placas durante 3 - 5 min. La actividad de XI se calculó de la forma siguiente:

1 unidad de XI corresponde a la formación de 1 µmol de D-xilulosa por minuto a 30°C

U (µmoles/min) = pendiente (dA340/min) * volumen de reacción (µL)/ 6220/0,55 cm (moles de NADHP  NAD es 
6220 A340 por mol por L en una cubeta de 1 cm) (longitud de recorrido de 200 µL por pocillo en microplaca = 0,55 
cm).25

Actividad específica (µmoles/min - mg) = µmoles/min/concentración de proteína (mg)

La actividad medida para ZW658  fue 0,25 ± 0,033 µmoles de producto/mg de proteína/minuto.
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Listado de secuencias

<110> E. I. du Pont de Nemours and Company

<120> Modificación del gen pnp para utilización mejorada de xilosa en zymomonas

<130> CL5440PCT

<160> 655

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 2247
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis10

<400> 1
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<210> 2
<211> 748
<212> PRT
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 2
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<210> 3
<211> 2247
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 3
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<210> 4
<211> 748
<212> PRT
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 4
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<210> 5
<211> 2247
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<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis

<400> 5
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<210> 6
<211> 748
<212> PRT
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 6

E12808652
20-01-2017ES 2 611 977 T3

 



39

E12808652
20-01-2017ES 2 611 977 T3

 



40

E12808652
20-01-2017ES 2 611 977 T3

 



41

<210> 7
<211> 2265
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 7
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<210> 8
<211> 754
<212> PRT
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 8
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<210> 9
<211> 723
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> proteína de fusión manipulada genéticamente

<400> 9
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<210> 10
<211> 697
<212> PRT5
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión manipulada genéticamente

<400> 10
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<210> 11
<211> 378
<212> PRT
<213> secuencia artificial5
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<220>
<223> proteína de fusión manipulada genéticamente

<400> 11
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<210> 12
<211> 49
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> proteína de fusión manipulada genéticamente

<400> 12

10
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<210> 13
<211> 474
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis

<400> 135

<210> 14
<211> 157
<212> PRT
<213> Zymomonas mobilis10

<400> 14
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<210> 15
<211> 660
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 155

<210> 16
<211> 219
<212> PRT
<213> Escherichia coli10

<400> 16
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<210> 17
<211> 1185
<212> ADN
<213> Actinoplanes missouriensis5

<400> 17
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<210> 18
<211> 394
<212> PRT
<213> Actinoplanes missouriensis5

<400> 18
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<210> 19
<211> 663
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 19

<210> 20
<211> 220
<212> PRT10
<213> Zymomonas mobilis

<400> 20
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<210> 21
<211> 304
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> promotor mutante del gen de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis

<400> 21

<210> 2210
<211> 903
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> casete de expresión de RPI construido15
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<400> 22

<210> 23
<211> 38
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23

tcactcatgg ccggcctgcg tataatattt gcccatgg 3810

<210> 24
<211> 37
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>15
<223> cebador

<400> 24

ctactcatcc tgcaggctga tgaatgctca tccggaa 37

<210> 25
<211> 1025020
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> plásmido construido

<400> 2525
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<210> 26
<211> 1186
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido

<400> 26
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<210> 27
<211> 1302
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 27
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<210> 28
<211> 1446
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido

<400> 28
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<210> 29
<211> 1661
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido

<400> 29
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<210> 30
<211> 1960
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido que contiene un Peno de 191 pb, una secuencia de codificación xylB de pb de E. coli
de 1.455 pb (ECxyIB) y un xylB 3'UTR de E. coli de 314 pb.

<400> 30

10
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<210> 31
<211> 1014
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido con gen de resistencia a la spec ligado por sitios de recombinación lox

<400> 31

ES 2 611 977 T3

 



73

<210> 32
<211> 12198
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> plásmido construido

<400> 32
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<210> 33
<211> 875
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para dirigir la integración en el locus ldh de Z. mobilis

<400> 33
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<210> 34
<211> 1149
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus ldh de Z. mobilis

<400> 34
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<210> 35
<211> 996
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis5

<400> 35

<210> 36
<211> 3339
<212> ADN10
<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento construido que contiene un mutante T de 304 pb del promotor GAP de Z. mobilis (PgaPT), una 
región de codificación Tal de E. coli de 954 pb (ECTal), una región de codificación Tkt de E. coli de 1.992 pb y una 
Tkt 3'UTR de E. coli de 68 pb (ECTkt 3'UTR).15

<400> 36
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<210> 37
<211> 304
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> promotor mutante Pgap con un cambio de "G" a "A" en la posición 83 en SEQ ID NO : 21

<400> 37
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<210> 38
<211> 1443
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido que contiene un Peno de 191 pb, una secuencia de codificación Rpi de Z. mobilis
(ZMRpi) de 471 pb Rpi, una secuencia de codificación de Rpe de Z. mobilis (ZMRpe) de 663 pb, y un xylA 3'UTR de 
E. coli de 35 pb (ECxylA 3'UTR)

<400> 3810
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<210> 39
<211> 12704
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> plásmido construido

<400> 39
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<210> 40
<211> 1318
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para integración en el gen pnp de Z. m pnp

<400> 40

<210> 4110
<211> 1225
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
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<223> fragmento construido para la integración en el gen pnp de Z. m

<400> 41

<210> 42
<211> 255
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4210

cggcttcaat cggattgtta gcagg 25

<210> 43
<211> 38
<212> ADN
<213> secuencia artificial15

<220>
<223> cebador

<400> 43

cgtgtagctt ggacactcat gtttattctc ctaactta 38
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<210> 44
<211> 20
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> cebador sintético

<400> 44

ccagtatcag cccgtcatac 20

<210> 45
<211> 2010
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 4515
ccagcatggt tgtgatggct 20

<210> 46
<211> 20
<212> ADN
<213> secuencia artificial20

<220>
<223> cebador sintético

<400> 46

gccttgggct tttaaagcct 20

<210> 4725
<211> 22
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético30

<400> 47

gagaagggtt ggttgtggca tc 22

<210> 48
<211> 22
<212> ADN35
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 48

gtggatggcg gaattgatgc ca 2240

<210> 49
<211> 26
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>45
<223> cebador sintético

<400> 49

tctcggagag atagaggtca gtcgac 26
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<210> 50
<211> 23
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> cebador sintético

<400> 50

cagctatgat gacagcgcat tgg 23

<210> 51
<211> 2310
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 5115

gggcggttcg atccatagaa agg 23

<210> 52
<211> 34
<212> ADN
<213> secuencia artificial20

<220>
<223> cebador sintético

<400> 52

gggagctcac tagtgtgacg gaagatcact tcgc 34

<210> 5325
<211> 20
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético30

<400> 53

tcgtcatgga caacaaacgg 20

<210> 54
<211> 33
<212> ADN35
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 54

gcaattggcc ggccttattc aggcgtagca acc 3340

<210> 55
<211> 5548
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>45
<223> plásmido construido

<400> 55
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<210> 56
<211> 891
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus pnp de Z. mobilis

<400> 56

10

<210> 57
<211> 1030
<212> ADN
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus pnp de Z. mobilis

<400> 57

<210> 585
<211> 6471
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> plásmido construido10

<400> 58
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<210> 59
<211> 1369
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus pnp de Z. mobilis

<400> 59
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<210> 60
<211> 1251
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus pnp de Z. mobilis

<400> 60

10

<210> 61
<211> 6342
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> plásmido construido

<400> 615

ES 2 611 977 T3

 



107

ES 2 611 977 T3

 



108

ES 2 611 977 T3

 



109

<210> 62
<211> 6322
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> plásmido construido

<400> 62
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<210> 63
<211> 1200
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus pnp de Z. mobilis

<400> 63

<210> 6410
<211> 1323
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento construido para integración en el locus pnp de Z. mobilis15

<400> 64
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<210> 65
<211> 474
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> codón de inicio cambiado a ATG

<400> 65
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REIVINDICACIONES

1. Una célula huésped bacteriana recombinante que comprende:

a) una ruta metabólica de xilosa que comprende al menos un polipéptido que tiene actividad de xilosa isomerasa;

b) al menos una modificación genética que incrementa la actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa en la célula 
huésped en comparación con la actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa en la célula huésped que carece de dicha 5
modificación genética, en donde dicha al menos una modificación genética que incrementa la actividad de ribosa-5-
fosfato isomerasa se elige entre el grupo que consiste en:

i) sobreexpresión de un gen endógeno que codifica un polipéptido que tiene actividad de ribosa-5-fosfato 
isomerasa; y/o

ii) expresión de al menos un gen no endógeno que codifica un polipéptido que tiene actividad de ribosa-5-10
fosfato isomerasa; y

c) al menos una modificación genética en la secuencia de un gen endógeno que codifica polinucleótido fosforilasa
que acorta la región de codificación lo que da como resultado la expresión de una proteína C-terminal truncada;

en donde la célula huésped bacteriana utiliza xilosa para producir etanol y la actividad de xilosa isomerasa no es 
limitante en la célula huésped bacteriana, en donde la actividad de xilosa isomerasa no es limitante cuando un 15
aumento en la actividad de xilosa isomerasa no mejora la utilización de xilosa y la producción de etanol en dicha 
célula.

2. La célula huésped recombinante según la reivindicación 1, en la que la proteína truncada C-terminal de (c) 
comprende al menos aproximadamente 350 aminoácidos de la secuencia de aminoácidos N-terminal codificada por 
el gen endógeno que codifica polinucleótido fosforilasa.20

3. La célula huésped recombinante según la reivindicación 1 ó 2, en la que la proteína truncada C-terminal de 
(c) es parte de una proteína de fusión que comprende al menos un aminoácido no nativo en el término C.

4. La célula huésped recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipéptido 
que tiene actividad de ribosa-5-fosfato isomerasa tiene la clasificación EC 5.3.1.6.

5. La célula huésped recombinante según la reivindicación 4, en la que el polipéptido que tiene actividad de 25
ribosa-5-fosfato isomerasa se selecciona entre el grupo que consiste en ribosa-5-fosfato isomerasa A y ribosa-5-
fosfato isomerasa B.

6. La célula huésped recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el polipéptido 
que tiene actividad de xilosa isomerasa proporciona actividad de xilosa isomerasa a más de aproximadamente 0,25 
micromoles de producto/mg de proteína/minuto.30

7. La célula huésped recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el polipéptido 
que tiene actividad de xilosa isomerasa tiene la clasificación EC 5.3.1.5.

8. La célula huésped recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la actividad 
de xilosa isomerasa se expresa usando un método seleccionado entre el grupo que consiste entre múltiples genes, 
entre un promotor altamente activo mutante, entre una xilosa isomerasa del Grupo I y entre una combinación de los 35
mismos.

9. La célula huésped recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que se hace al 
menos una modificación genética que aumenta la expresión de ribulosa-fosfato 3-epimerasa en comparación con la 
actividad de ribulosa-fosfato 3-epimerasa en la célula huésped que carece de dicha modificación genética, en donde 
dicha al menos una modificación genética que incrementa la actividad de ribulosa-fosfato 3-epimerasa se elige entre 40
el grupo que consiste en:

i) sobreexpresión de un gen endógeno que codifica un polipéptido que tiene actividad de ribulosa-fosfato 3-
epimerasa; y/o

ii) expresión de al menos un gen no endógeno que codifica un polipéptido que tiene actividad de ribulosa-fosfato 3-
epimerasa.45

10. La célula huésped recombinante según la reivindicación 9, en la que el polipéptido que tiene actividad de 
ribulosa-fosfato 3-epimerasa tiene la clasificación EC 5.1.3.1.

11. La célula huésped bacteriana según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la célula se 
elige entre el grupo que consiste en Zymomonas y Zymobacter.

12. Un procedimiento para producir etanol que comprende:50
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a) proporcionar la célula huésped bacteriana recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; y

b) cultivar la célula huésped de (a) en un medio que comprende xilosa, con lo que la xilosa se convierte en etanol.

13. El proceso según la reivindicación 12, en el que el polipéptido que tiene actividad de ribosa-5-fosfato 
isomerasa según la reivindicación 1 (b) tiene la clasificación EC 5.3.1.6.

14. El proceso según la reivindicación 12, en el que el medio comprende o bien una mezcla de azúcares que 5
incluye xilosa, o bien xilosa como único azúcar.
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Terminador Xyl A (coli)

Gen Zymo RPI

Promotor GAP
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